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EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Familie der TRP-Kanale (transient receptor potential channels) stellt eine grof3e Klasse
von Kationenkanalen mit einer Vielzahl an unterschiedlichen physiologischen Funktionen dar.
Erstmals beschrieben wurden sie 1969 von Cosens und Manning, die das Verhalten von
Drosophila-Fliegen unter heller Beleuchtung studierten("). Durch Aktivierung eines lonenkanals
unter Lichteinfluss tritt im Auge der Fliegen ein Ca?*-Einstrom auf, der zur Depolarisation und
Adaption an die Beleuchtungssituation fihrt. Drosophila mit einer Mutation im TRP-Gen sind
nicht in der Lage, ein stabiles Membranpotential zu erzielen. Cosens und Manning
beschrieben ein transientes Rezeptorpotential und nannten die neue Klasse von lonenkanalen
TRP (transient receptor potential)-Kanale!. In Sdugetierzellen konnte der TRPC1-Kanal 1995

entdeckt und erstmals kloniert werden!®!.

Auf  Basis von  Sequenz- ——
homologien sind heute sieben
Unterfamilien der TRP- TRRMO
Kanalfamilie bekannt. Saugetiere TRPM4

TRPA1
exprimieren 28 verschiedene TRPMS

TRP-Subtypen aus 6 TRPN
Unterfamilien, namentlich TRPC
(classic/  canonical), TRPM Uk
(melastatin), TRPV (vanilloid),

TRPA (ankyrin), TRPP
RPV2 Q) TrRPC4
(polycystic) und TRPML Qrrecs
TRPC2 HIREE

(mucolipin). Die siebte verwandte
TRP-Unterfamilie TRPN

(NOMPC) tritt in Saugetieren nicht auf. Genomsequenzanalysen legen nahe, dass mit den 28

Abbildung 1: Ubersicht iiber die TRP-Kanal Familiel®.

heute bekannten Vertretern die TRP-Familie der Sdugetiere komplett ist!l. Abbildung 1 stellt
die TRP-Superfamilie und Verwandtschaftsverhaltnisse dart.

Alle Vertreter der TRP-Kanal Familie sind Ca?* permeable Kationenkanale. Jeder Kanal besitzt
sechs Transmembrandomanen mit cytoplasmatischen C- und N-Termini und einer grof3en
extracyosolischen Schleife. Die Pore wird zwischen dem flnften und dem sechsten

Transmembransegment gebildet (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus eines TRP-Kanals. Dargestellt sind die sechs
Transmembrandomanen S1-S6 in gelb sowie die Porenregion zwischen S5 und S6 in grin.

TRP-Kanale bilden eine tetramere Quartarstruktur aus, bei der jede Untereinheit an der
Ausbildung der lonenkanal-Pore beteiligt ist. Die Transmembrandoménen 5 und 6 sowie der
proximale C-Terminus (= TRP-Doméane) sind zwischen den TRP-Kanal Familien hoch
konserviert. Regionen in der TRP-Domane sind verantwortlich fur die Bindung von
Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) und die damit einhergehende Aktivierung bzw.
Inaktivierung der Kanale®* 81, Innerhalb einer TRP-Kanal-Familie konnen sich die Tetramere
auch aus unterschiedlichen Einheiten zusammensetzen und Heteromere bilden, wobei sich
die verschiedenen Heteromere je nach Zusammensetzung in ihrer Ca?*-Selektivitat und
Kinetik unterscheiden®. Gesteuert werden TRP-Kanéle durch allosterische Interaktionen der
Untereinheiten untereinander, wobei die Lage und Struktur dieser Interaktion bisher
weitgehend unbekannt ist!l,

TRP-Kanale zeigen Spannungsabhangigkeit, welche durch Temperatur (TRPV1, TRPV3,
TRPMS8, TRPA1) und Ligandenbindung (TRPV1, TRPV3, TRPM4, TRPM8) beeinflusst wird.
Nur bei geeigneter Temperatur und Ligandenbindung liegt die zur Aktivierung bendtigte

Spannung im physiologischen Bereich®.

Gemeinsam haben die TRP-Unterfamilien nur die allgemeine Sequenzhomologie, Grundzuge
des Aufbaus und die Kationenselektivitdt. Die Aktivierung erfolgt Uber polymodale

Aktivierungsmechanismen!*:;

1) Rezeptor-Aktivierung: G-Protein gekoppelte Rezeptoren und Rezeptortyrosinkinasen
aktivieren Phospholipase C und modulieren die TRP-Aktivitat
Uber Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(P1(4,5)P2) und Produktion von Inositol-1,4,5-triphosphat (1P3)

2) Liganden-Aktivierung: durch exogene und endogene Liganden, z.B. Capsaicin fir
TRPVA1
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3) Direkte Aktivierung: durch &ufRere Einflisse wie die Umgebungstemperatur (z.B.
TRPV1-TRPV3, TRPM8) oder mechanische Reize

TRP-Kanale, welche in ihrer exprimierten Umgebung konstitutiv gedffnet sind, kdnnen
aullerdem Uber posttranslationale Modifikation (wie Phosphorylierung) modifiziert werden. Fr
die Proteinkinasen PKA, PKC und PKG wurde gezeigt, dass diese die Aktivitat von TRP-

Kanalen regulierent,

Funktionell fihren TRP-Kanale immer zu einem lonenfluss (hauptsachlich Ca?* und Na*)
entlang eines elektrochemischen Gradienten. Dies fiihrt zur Erhéhung der intrazellularen Ca?*
und Na* Konzentration ([Ca?*]i und [Na*])) und zur Depolarisation der Zelle. Ca?*-Einstrom in
die Zelle ist per se ein zellulares Signalling: Durch die erhohte Ca?* Konzentration fihren
Effektorproteine zu einer Reihe zellularer Events wie Transkiptionsregulation, Migration und
Proliferation®. Einige TRP-Kanale sind (mit)verantwortlich fur SOCE (store-operated Ca?*
entry): Wenn die intrazellularen Ca?*-Speicher (vor allem das Endoplasmatische Reticulum)
geleert werden, fiihrt dies zu einem Einstrom von extrazellularem Ca?*. Die Mechanismen sind
noch ungeklart, der SOCE Iasst sich aber Uber Ausschalten einiger TRP-Kanéale unterbinden.
Dies konnte z.B. durch Knockout fir alle Subtypen von TRPC und einige Subtypen von TRPV
und TRPM gezeigt werden 19,

Obwohl anfangs angenommen
wurde, dass TRP-Kanale
hauptsachlich an der
Zelloberflache  agieren, wurde
mittlerweile gezeigt, dass einige
TRP-Kanale, zumindest teilweise,
auch in intrazellularen Vesikeln
lokalisiert sind und dort
intrazelluldre  Transportvorgange
wie den Transport an die
Plasmamembran oder fir den
Abbau von Makromolekllen den
Transport zu Lysosomen steuern.
AulRerdem werden sie in

Recyclingpools nahe der

Plasmamembran gelagert, um

Abbildung 3: Ubersicht (iber die intrazellulére Verteilung von TRP-
Kanalen. EE = frlihe Endosomen, LE = spate Endosomen, LY =
Lysosomen, REC/RET = Recyclingendosomenl™l,

dann bei Bedarf durch Transport an
die Zelloberflache aktiviert zu

werdenl’l. Abbildung 3 zeigt eine
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Ubersicht der intrazelluldren Lokalisation von TRP-Kanalen. TRPML-Kanéle befinden sich
vorrangig in intrazellularen frihen und spaten Endosomen und Lysosomen und kaum an der

Plasmamembran!'l,

Saugetiere exprimieren je drei verschiedene Formen von TRPML-lonenkanalen (TRPMLA1,
TRPML2 und TRPML3), welche nachfolgend naher beschrieben werden. Zebrafische haben
funf TRPML-verwandte Gene, wohingegen Saccharomyces cerevisiae (Backerhefe),
Dictostelium (Schleimpilze), Caenorhabditis elegans (Fadenwlirmer) und Drosophila

(Taufliegen) jeweils nur ein TRPML-verwandtes Gen besitzen!'217],

1.1 Der TRPML1-Kanal

Der erste entdeckte TRPML-lonenkanal war TRPML1. Fur diesen kodiert das Mcoln1-Gen.
Dieses Gen besteht aus 14 kb, enthalt 14 Exons sowie 2 kb Introns. TRPML1 ist ein 580
Aminosauren (65 kDa) groRRes Protein. Der TRPML1-Kanal ist ubiquitar in allen Zellen
vorhanden. Obwohl Gber 16 Mutationen des Gens bekannt sind, machen zwei Mutationen
95 % aller mit einem Defekt dieses lonenkanals assoziierten Krankheitsfalle aus. Eine starke
Haufung ist in der ethnischen Gruppe der aschkenasischen Juden anzutreffen, unter denen
die heterozygote Tragerwahrscheinlichkeit bei ca. 1:100 liegt. In anderen ethnischen Gruppen
sind Mutationen des Mcoln1-Gens seltener anzutreffen, dennoch sind sie weltweit verbreitet!'":
18]_

Mutationen des Mcoln1-Gens sind verantwortlich fir die lysosomale Speicherkrankheit
Mucolipidose Typ IV (MLIV), welche erstmals 1974 von Berman et al. beschrieben wurde('?.
Mucolipidose Typ IV wird rezessiv vererbt. Diese neurodegenerative Erkrankung zeichnet sich
symptomatisch durch psychomotorische Retardierung und Sehbehinderung durch diverse
ophthalmologische Anomalien wie Hornhauttribung, Retinaabbau und Strabismus (Schielen)
aus. AuRerdem kann es zur Corpos-callosum-Agenesie (Fehlen des Hirnbalkens),
Achlorhydrie (Fehlen der Salzsauresekretion im Magen), erhdhtem Gastrin-Spiegel im
Blutserum und Anamie durch Eisen- und Transferrin-Defizite kommen. Die Krankheit
manifestiert sich gewohnlich im ersten Lebensjahr, schreitet dann aber langsam voran, sodass
bei vielen Patienten Uber einen Zeitraum von 20-30 Jahren kaum Verschlimmerung
festzustellen ist. Die meisten Patienten kdnnen weder sprechen noch gehen. Die
Lebenserwartung ist nicht weiter erforscht. Einige Patienten sterben friih, die Todesursache
wurde jedoch in der Statistik nicht erfasst. Mucolipidose Typ IV bedingt keine Gesichts- bzw.

Skelettdeformationen oder Organmegalien!'': 18291,

In den Zellen aller Patienten treten atypisch gesteigerte lysosomale Speichervorgange auf.

Dies ist stets durch Anomalien des Endozytose-Prozesses und einem damit einhergehenden

4
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verminderten endozytotischen Abtransport bedingt. Die Fusionen spater Endosomen mit

Lysosomen wird blockiert oder stark verlangsamt. Der pH-Wert der Vakuolen bleibt bei pH >

5.0.

R172X.e\ prD

o R0 s TRPML1
Aufgrund von zwei di-Leucin-Motiven (= lysosomale e

: : ine-li L447P,
Targetingsequenz, LTS) am N- und C-terminalen Ende Sermel_';?gs V4461
S456L
werden  TRPML1-lonenkanadle nicht in die 4R102X D362Y F465L
Plasmamembran der Zellen sondern (nahezu) —
ausschlielllich in spate Endosomen und Lysosomen Q79X F408A
321X R403C LTS

eingebaut. Abbildung 4 zeigt schematisch den Aufbau LTS

des TRPML1-Kanals mit den zwei

targeting Sequenzen, dem luminalen Linker zwischen

lysosomalen

N 580 aa (Hs)

Abbildung 4: Schematische Darstellung des

TRPML1-lonenkanals. Dargestellt sind in rot
die bekannten Mucolipidose Typ IV
M . Eini . M . fiih verursachenden Mutationen. In griin sind am
utationen. Einige missense-Mutationen fihren zur " 4 C.terminalen Ende die beiden
lysosomalen targeting Sequenzen (LTS)
eingezeichnet('"].

Transmembrandomane 1 und 2 sowie bekannte

vollkommen fehlenden Expression des Kanals oder zur
Fehlleitung des lonenkanals, welcher dann vorrangig
im Endoplasmatischen Retikulum eingebaut wird!'"-12. 18.21-221  Fine mildere Auspragung der
MLIV tritt bei Mutationen im groRen luminalen Linker zwischen den Transmembrandomanen
1 und 2 auf. Dieser Linker spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation des Kanals tber
den pH-Wert. Li et al. postulieren einen Mechanismus der pH-abhangigen Regulation des
TRPML1-Kanals (vgl. Abbildung 5):

neutralen pH-Bereich bei pH 7.4 sind die Aspartat-Reste nahezu vollstandig deprotoniert.

Die luminale Pore ist reich an Asparaginsaure. Im
Diese negative Ladung bindet stark Ca?* lonen und blockiert damit den Ca?*-Strom durch die
Pore. Bei niedrigen pH-Werten von ca. 4.5 in Lysosomen, welche dem Zahlenwert des pKa
von Aspartat (ca. pKa 3.9) nahe kommen, liegt ein Teil des Aspartats protoniert vor, wodurch

die negative Ladung und damit der Ca?*-Block der Pore reduziert wird?!,

pH 4.6

Abbildung 5: Schematische Darstellung des von Li et all?® postulierten Mechanismus der pH-abhZngigen
Regulation von TRPML1. Die Aspartatreste der luminalen Pore sind als rote (deprotoniert) bzw. griine (nicht
deprotoniert) Punkte eingezeichnet. Hellblaue Punkte reprasentieren freie Ca?*-lonen, dunkelblaue Punkte
gebundene Ca?*-lonen.

Der Ausstrom von Ca?' durch den TRPML1-Kanal spielt bei der Fusion von spaten
Endosomen und Lysosomen eine entscheidende Rolle. Niedrige Ca?'-Konzentrationen

verhindern bzw. verlangsamen stark diese Fusion/??. Somit werden die Vakuolen in einem pra-

5
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lysosomalen Stadium, in dem der innere pH-Wert deutlich hoéher ist, gehalten und
akkumulieren. Makromolekile werden darin weniger effizient abgebaut und Abbauprodukte
werden oft nicht nach auBen beférdert!' '8 Der TRPML1-lonenkanal wird pH-abhangig
reguliert. Durch niedrige pH-Werte wird die Kanalfunktion wie oben beschrieben gesteigert.
Dies spielt eine Rolle in der Regulation der endosomalen Ansduerung!'? '8 TRPML1 und
TRPML2-Kanéle sind neben Ca?* aulRerdem permeabel fiir Fe?* lonen. Dong et al. zeigten,
dass bei MLIV Patienten ein cytosolischer Eisenmangel kombiniert mit Eisen-Uberladung der
Lysosomen auftritt. Dies deutet darauf hin, dass TRPML1 auf3erdem eine zentrale Rolle in der
Regulation der Eisen-Homdoostase spielt?®.. Laut Wang et al. kommt dem TRPML1-lonenkanal
aullerdem eine entscheidende Rolle in der Nahrstoffhomodostase zu. Bei Nahrstoffmangel wird
der TRPML1-Kanal innerhalb weniger Stunden hochreguliert und aktiviert. Somit kann durch
gesteigerten lysosomalen Abbau von Makromolekiilen die Nahrstoffversorgung der Zelle

aufrecht erhalten werden!?8l.

Der lonenkanal wurde in den letzten Jahren weiter erforscht und mittels elektrophysiologischer
Untersuchungen charakterisiert. Auflerdem wurden Knockout-Maus-Modelle geschaffen.
Dennoch sind bisher keine effektiven Behandlungsmdglichkeiten fir Patienten mit
Mucolipidose Typ IV vorhanden. Anhand von niedermolekularen Aktivatoren konnte bereits
gezeigt werden, dass die Funktion des mutierten Kanals wieder hergestellt werden kann. Dies
ist jedoch nur méglich, wenn die Kanalfunktion durch Mutationen lediglich beeintrachtigt ist -
also nicht mehr, wenn sie komplett verloren gegangen ist. Eine haufige Mutation fihrt durch
Einfligen eines stop-Codons dazu, dass Uberhaupt kein lonenkanal gebildet wird oder er so
kurz ist, dass die Transmembransegmente funf und sechs mit der dazwischen liegenden

Porenregion komplett fehlen, was dem Protein die Kanalfunktion nimmt(7],

Patienten mit Mutationen, welche den lonenkanal tatsachlich exprimieren und in Lysosomen
einbauen, wobei die Kanalfunktionen aber gestort sind, stellen potentielle Kandidaten fiir eine

Therapie mit niedermolekularen TRPML1-Aktivatoren dar.

1.2 Der TRPML2-Kanal

Anhand von Sequenzhomologien zu TRPML1 wurde mit TRPML2 ein weiterer lonenkanal
beschrieben. Die Eigenschaften des TRPML2-Kanals waren jedoch lange Zeit vollig
unbekannt. Bis heute liegen nur wenige Erkenntnisse zur physiologischen Funktion dieses
lonenkanals vor. Es wurde bisher keine Erkrankung in Zusammenhang mit einer Fehlfunktion
des TRPML2-lonenkanals beschrieben?®l. Jedoch gibt es Anhaltspunkte, dass TRPML2 mit
dem TRPML1-Kanal interagiert und dessen Funktionsverlust teilweise in Lymphozyten

kompensieren kannl2%-31,

6



TRPML2 und TRPML3 sind im Gegensatz zu TRPMLA1,
welcher ubiquitdr im Koérper vorhanden ist, vorrangig in
Lymphgewebe und Nierenzellen exprimiert. Die Expression
wird jedoch teilweise durch TRPML1 reguliert®?. Die murine
Variante des TRPML2

Targetingsequenz am C-terminalen Ende und ist daher

tragt noch eine lysosomale

physiologisch hauptsachlich in intrazellularen Vesikeln,

genauer in tubuldren Recyclingendosomen, spaten

Endosomen und Lysosomen lokalisiert. Der humanen

EINLEITUNG

TRPML2
ﬂ p
x4
—_—

Fayivras
[ e

N 566 (538) aa (Mm)
Abbildung 6: Schematische
Darstellung des TRPML2-

lonenkanals. Die murine Variante des
lonenkanals trdgt am C-terminalen

Variante des TRPML2-lonenkanals fehlt diese lysosomale Ende eine lysosomale
Targetingsequenz (LTS), welche bei
Targetingsequenz. TRPML2 kann in den genannten der  humanen  Variante  des

_ ) _ _ lonenkanals nicht auftritt!'7],
intrazellularen Vesikeln, aber auch in der Plasmamembran

nachgewiesen werden!'> 2% 331 Bei Einbau in der Plasmamembran in Anwesenheit von
P1(4,5)P2 bleibt TRPML2, im Gegensatz zu TRPMLA1, jedoch aktiv. Physiologisch aktiviert wird
TRPML2 durch PI(3,5)P.. Niedrige extrazytosolische pH-Werte inhibieren den TRPML2-Kanal.

Er zeigt auRerdem keine Abhangigkeit von der Ca?*-Konzentration!?®l,

Eine Studie an einer Gliom-Zelllinie zeigte, dass TRPML2-Knockout die Lebensfahigkeit
herabsetzt, den Zellzyklus verandert, die Proliferation reduziert und zu Apoptose fihrt.
Hingegen fihrte eine hohe Expressionsrate von TRPML2 in Gliom-Zellen zur Verbesserung
der Uberlebensrate und vermehrtem Proliferationssignalling, was auf einen tumorférdernden
Effekt hinweist®4. Es liegen auRerdem einige Studien vor, die einen engen Zusammenhang
des TRPML2-Kanals mit der Entwicklung von Immunzellen und der Immunantwort nahelegen.
So spielt TRPML2 eine wichtige Rolle in der Degranulation von Mastzellen und Ausschuttung
von Cytokinen, Fusion von Vesikeln sowie Recycling und Trafficking verschiedener

Immunzellen2®!,

1.3 Der TRPML3-Kanal

Der TRPML3-lonenkanal ist wie TRPML1 und TRPML2 auch ein nach innen gerichteter, nicht
selektiver Kationenkanal. Er wird wie der TRPML2-Kanal vorrangig in Lymphgewebe und
Nierenzellen exprimiert. Der Kanal ist jedoch auch in Stereocilia der Haarzellen exprimiert und
seine Funktion ist eng mit dem Gehorsinn verbunden®®!. AuBerdem konnte er in olfaktorischen
und vomeronasalen Neuronen sowie Zellen der Lunge, Niere, Schilddriise und Melanozyten
nachgewiesen werden?®. Da der TRPML3-Kanal keine lysosomale Targetingsequenz tragt,
ist er in vielen zellularen Kompartimenten anzutreffen wie z.B. frihen und spaten Endosomen,

dem endoplasmatischen Retikulum, Autophagosomen und auch der Plasmamembran!'2 22.33],
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TRPML3 kann mit den anderen TRPML-Subtypen TRPML1
und TRPML2 Heterotetramere bilden. Deren subzellulare
Lokalisation ist dann von TRPML1 und TRPML2 bestimmt,

) x4 lsg2T
sodass sich diese Heterotetramere vorrangig in spaten
gig in sp _/p.{z:f M—

TRPML3

H283A P

Endosomen und Lysosomen findenl'? 331, A419PL

Cc
553 aa (Mm)

N

TRPML3 ist fur die bei Mausen auftretende Varitint-Waddler , .
Abbildung 7 Schematische

Mutation verantwortlich. Mause mit der Varitint-Waddler Darstellung des TRPML3-
lonenkanals. Dargestellt sind die

Mutation leiden unter frih einsetzendem Horverlust, bekannten Mutationen A419P, 1362T

. . . . . . . und H283A. Der TRPML3 lonenkanal
Gleichgewichtsstérungen, Pigmentierungsstorungen sowie tragt keine lysosomale

- (171
perinataler  Sterblichkeit. Bei Menschen st keine Targetingsequenzz (LTS)™.
entsprechende Erkrankung in Zusammenhang mit einer

Fehlfunktion von TRPML3 bekannt.

Durch positionelle Klonierung konnten die kodierenden Gene Mcoln2 (fir den TRPML2-Kanal)
und Mcoln3 (fir den TRPML3-Kanal) identifiziert werden. Eine A419P-Mutation im 5.
Transmembransegment des McolIn3 ist Ursache der Varitint-Waddler-Mutation®. Diese gain-
of-function-Mutationen in Varitint-Waddler-Mausen fiihren zu dauerhaftem Ca?*-Einstrom.
Hierdurch kommt es zu toxischen Ca?*-Spiegeln, die Zelltod und damit einhergehenden
Verlust des Gehorsinns und Untergang der Haarzellen verursachen®-"1. Eine homozygote
A419P-Mutation ist in der Regel bereits im Embryostadium tédlich?®l, Teilweise tritt zusatzlich
eine 1362T-Mutation aufl'”l. Die 1362T-Mutation alleine fUhrt zur Expression eines inaktiven
lonenkanals. In Kombination mit der A419P-Mutation kann sie die letalen Effekte der A419P-
Mutation teilweise kompensieren indem weniger aktiver lonenkanal an der Zelloberflache
auftritt?®l, Die dritte bekannte Mutation H283A fiihrt zu einem konstitutiv ge6ffneten Kanal, der
auf Anderung der Natrium- und Protonenkonzentration nicht anspricht®”l. Abbildung 7 zeigt

den schematischen Aufbau des TRPML3-lonenkanals mit den bekannten Mutationen.

Der TRPML3-Kanal spielt eine Rolle bei der Regulation der endosomalen Ca?*-Homéostase,
luminaler Ansauerung und Fusion von endosomalen Vesikeln. TRPML3 wird durch den
extracytosolischen (luminalen) pH-Wert reguliert. Dabei wird ein Motiv aus drei Histidinen
(H252, H273, H283) in der langen extracytosolischen Schleife zwischen
Transmembransegment 1 und 2 protoniert®”l. Mutationen des H283 fiihren jeweils zum
Nichtansprechen des Kanals auf die Protonenkonzentration. Die H283A-Mutation fihrt dabei
zum selben Phanotyp wie die A419P-Mutation (Varitint-Waddler) und halt den Kanal in einer
dauerhaft gedffneten Konformation. Die H283R-Mutation inaktiviert den lonenkanal

dauerhaftl®"],
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1.4 Biophysikalische Eigenschaften und Regulation der
TRPML-Kanale

Alle TRPML-lonenkanale sind nach innen gerichtete Kationenkanale, die unselektiv
durchlassig fur Na*, K* und Ca?*-lonen sind. Die Aktivitat von TRPML1 wird durch niedrige pH-
Werte gesteigert. Dabei wird bei pH 4.5 ein Optimum erreicht. Weitere Ansauerung inhibiert
den Kanal wieder. Der optimale pH-Wert von 4.5 entspricht dabei in etwa dem pH-Wert von
Lysosomen('?, Dagegen ist TRPML3 im neutralen pH-Bereich aktiv und wird durch niedrige
pH-Werte inhibiert. TRPML3 zeigt eine sigmoidale pH-Abhangigkeit mit halbmaximaler
Aktivierung bei ca. pH 6.41'2.37],

Das Lumen von Lysosomen enthalt hauptsachlich Na* und nur vergleichsweise kleine Mengen
K* und Ca?" ([Ca*umen = 0.5 mMEE]). Als unselektive Kationenkanale sind TRPML-Kanale
annahernd gleich permeabel fir Na* und K", zeigen jedoch eine Praferenz fir Ca?". Der
einwartsgerichtete lonenstrom und das relativ positive Potential der luminalen Seite flihren

dazu, dass Kationen durch TRPML-Kanale aus den Lysosomen ins Cytoplasma stroment'?,

Alle TRPML-Kanale werden von Phosphatidylinositol-3,5-bisphosphat (PI(3,5)P2) als
physiologischem Liganden aktiviert. PI(3,5)P. ist Hauptbestandteil der Membran von
Endolysosomen. TRPML1 wird aullerdem von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(P1(4,5)P2) inhibiert, dem in der Plasmamembran hauptséchlich vorkommenden PIP.. Falls
somit TRPML1 trotz lysosomaler Targetingsequenz in die Plasmamembran eingebaut wird, ist
es dort aufgrund der Inhibition durch PI(4,5)P2 nicht aktiv!'?. Diese Inhibition durch Pl(4,5)P;
tritt nicht bei TRPML2 und TRPML3 auf, welche auch physiologisch in Plasmamembranen

vorkommen('2.

OR’ OR' R'/R? = Fettsauren
2 2
o o _A_or o oA _or
F~0g f~0°
HO | HO |
OH OH
P H \S X,
O// 9° ° @d\o O= /O @é o
N\
o 0°
PI(3,5)P, PI(4,5)P,

Das endolysosomale System besteht aus frihen Endosomen (EE), Recyclingendosomen
(RE), spaten Endosomen (LE), Lysosomen (LY) und Autophagosomen (AP) und regelt den
Abbau sowie Recycling von Makromolekilen, aber auch Proteintransport, Autophagie,

Homodostase, Speicherung von Lipiden und Signalsteuerung (Abbildung 8). Durch Endozytose
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von der Plasmamembran werden friihe Endosomen gebildet, welche je nach aufgenommenen
Komponenten zu Recyclingendosomen oder spaten Endosomen mutieren. Lysosomen sind
membranumschlossene Vesikel mit saurem pH-Wert (ca. pH 4.5) und einer Reihe
hydrolytischer Enzyme. Fir die Fusion von Membranen, insbesondere Endosomen und
Lysosomen sowie fiir die Fission ist der Ca?*-Ausstrom durch TRPML-Kanale zusammen mit
dem Phosphatidylinositol-Signalling von entscheidender Bedeutung. Studien konnten zeigen,
dass das in Endosomen und Lysosomen vorkommende PI(3,5)P, spezifisch an
endolysosomale TRPML-lonenkanéle bindet und diese aktiviert. Ein Mangel sowohl an
P1(3,5)P, als auch an TRPML1 fihren beide zum Auftreten vergrélerter Vakuolen durch
verminderte Fusion mit Lysosomen, welche den Abbau des Transportgutes fordert!s],
Lysosomale Exozytose spielt aulerdem eine Rolle in Tumorprogression und
Chemoresistenzl®. Tabelle 1 gibt einen Uberblick Uber Vorkommen und Funktion der
unterschiedlichen TRPML-Subtypen.

Endocytosis

— 314, 5)P2
— P
— PY(3,5)P2

e TRPML

® Ca»
® H

AP: autophagosome

AL: autolysosome

EE: early endosome

RE: recycling endosome
TGN: Trans-Golgi Network
LY: lysosome

LELH: late endosome and lysosome hydrid

Abbildung 8: Schematische Darstellung der TRPML-Kanéle im endolysosomalen System. Friihe Endosomen reifen
je nach aufgenommener Fracht zu Recyclingendosomen bzw. spaten Endosomen (schwarze Pfeile). Spate
Endosomen fusionieren mit Lysosomen (weif3e Pfeile) oder spalten durch Fission Teile an das Transgolgi-Netzwerk
ab (rote Pfeile). Die Verteilung der verschiedenen Phosphatidylinositole (PIPs) in der Plasmamembran und
Membranen der Vesikel sind anhand der Farbe der jeweiligen Membran gekennzeichnet!®8l,
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Erste niedermolekulare Aktivatoren der TRPML-lonenkanale wurden in einem grof}
angelegten Screening von uber 200 000 Substanzen am Scripps Research Institute (Jupiter,
Florida, USA) identifiziert?. Einige dieser Hits wurden anschlieRend von verschiedenen
Arbeitsgruppen bereits weiter optimiert und so die TRPML-Aktivatoren MK6-83 und ML-SA1
entwickelt?”- 411,

Diese Verbindungen sind zwar in der Lage TRPML-lonenkanale effektiv zu 6ffnen, bisher sind
jedoch keine selektiven Aktivatoren der unterschiedlichen TRPML-Subtypen bekannt(?],

Bekannte Kationenkanal Blocker wie z.B. Amilorid oder Ca?*-Kanal Blocker wie z.B. Nifedipin

inhibieren nicht die TRPML-lonenkanéalel'2.
@

oY, X

MK6-83 ML-SA1

Gegen Ende der in dieser Dissertation vorgestellten experimentellen Arbeiten wurden erste
kryo-elektronenmikroskopische Aufnahmen der TRPML1- und TRPML3-lonenkanale
veroffentlicht*24%, Anhand dieser Strukturen lassen sich zukdiinftig wohl auch computerbasierte
Vorhersagen zu Struktur-Aktivitats-Beziehungen und Berechnungen der Bindungsstellen von

Aktivatoren durchfihren.

11
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Tabelle 1: Ubersicht (iber die oben beschriebenen Eigenschaften der unterschiedlichen TRPML-Kanal Subtypen.

TRPML1 TRPML2 TRPML3
Synonyme Mucolipin1, MCOLN1 Mucolipin2, MCOLN2 Mucolipin3, MCOLN3
Lange 580 Aminosauren 566 Aminosauren 553 Aminosauren
Gewebe Ubiquitar Thymus, Leber, Niere, Milz, Innenohr (Cochlea und Vestibularorgan),

Lunge, Trachea, Colon, Testis,
Schilddrise, Lymphozyten

Thymus, Niere, Lunge, Leber, Augen, Milz,
Trachea, Riechkolben, Melanozyten, Neuronen

Intrazelluldre Lokalisation

Spate Endosomen
Lysosomen

Recyclingendosomen
spate Endosomen
Lysosomen
Plasmamembran (in vitro)

frihe Endosomen

spate Endosomen
Lysosomen
Plasmamembran (in vitro)

lonenstrom einwartsgerichtet einwartsgerichtet einwartsgerichtet

Aktivierung physiologisch ~ Spannung Spannung Spannung
niedriger pH PI1(3,5)P- PI1(3,5)P2
PI(3,5)P2

Inhibition physiologisch P1(4,5)P- nicht bekannt niedriger pH

Extrazellulare hohe [Na*]

Erkrankungen

Mucolipidose Typ IV

nicht bekannt

Varitint-Waddler Mutation bei Mausen

Funktion

Sortierung / Transport im spaten
Endozytose-Pathway
Lysosomale Exozytose

Lysosomale Lipid- und Cholesterol-

Speicherung und Regulation
Endolysosomale pH-Regulation
Eisenhomodostase

Endolysosomale pH-Regulation
Kationenhomdostase?
Vesikelfusion und —transport
Degranulation von Mastzellen,
Recycling und Trafficking von
Immunzellen

Endosomale pH Regulierung,
Kationenhomdostase?
Vesikelfusion und -transport

12
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2 Themenstellung und Syntheseplanung

21 Themenstellung

Selektive Aktivatoren und Hemmestoffe spielen in der Charakterisierung und Aufklarung der
physiologischen Funktion von lonenkanalen eine entscheidende Rolle. Wahrend fiir viele TRP-
Kanale stetig neue Liganden, Aktivatoren und Inhibitoren erforscht werden® 8l sind flr die
Kanale der TRPML-Familie bisher weder die physiologischen Funktionen noch selektive
Aktivatoren oder Inhibitoren bekannt* 4% Auf Grundlage eines groR} angelegten Screenings
von Uber 200 000 Substanzen am Scripps Research Institute (Jupiter, Florida, USA) wurden
53 Aktivatoren des TRPML3-lonenkanals identifiziert, welche sich in neun chemische
Verbindungsklassen und 20 singuléare Verbindungen einteilen lassen®?. Aus diesen
Screening-Hits wurden drei vielversprechende Leitstrukturen ausgewahlt, auf deren Basis im
Rahmen dieser Arbeit verbesserte, also idealerweise noch selektivere und noch aktivere
Aktivatoren fir TRPML-lonenkandle entwickelt werden sollten. Die ausgewahlten

Leitstrukturen werden nachfolgend ausfihrlich beschrieben.

211 SN-2
Die erste Leitstruktur zur Entwicklung selektiver hTRPML3  |—-
Aktivatoren war das Isoxazolinderivat SN-2. mTRPML2
hTRPML1 4
0, hTRPML1(NC) 4 0
N hTRPM2 N
mTRPV2
hTRPC3
drTRPN1
hTRPA1
SN-2 YFP o
NT
Diese Verbindung stellt einen singularen Hit aus dem 05 0 05 1 15
oben genannten Screening dar und wurde von Grimm et Aratio (340/380)

al¥l bereits als selektiver Aktivator des TRPML3- Abbildung 9: Publizierte Calcium-Imaging
Daten von Grimm et al.*0 fir SN-2. Die
lonenkanals beschrieben (vgl. Abbildung 9). Untersucht Fehlerbalken stellen den SEM dar.
wurden jedoch nur die humanen Varianten TRPML1(NC) und TRPML3 sowie die murine
Variante TRPML2. Erneute Calcium-Imaging-Experimente aller sechs humanen und murinen

lonenkanal-Subtypen zu Beginn dieser Arbeit zeigten jedoch, dass SN-2 weit weniger selektiv

13
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ist als urspriinglich angenommen. SN-2 aktiviert sehr
potent sowohl humane als auch murine TRPML3-
Kanale. Jedoch zeigt die Verbindung auch signifikante
Aktivitdt am humanen TRPML2-Kanal sowie deutliche
Aktivitat am murinen TRPML1-Kanal (Abbildung 10). Far
SN-2 wurde zwar publiziert, dass es am humanen
TRPML1-Kanal inaktiv ist (vgl. Abbildung 9)“%, bei
weiteren Versuchen im Rahmen dieser Arbeit stellte sich
jedoch heraus, dass die verwendete Plasmid-DNA eine
Punktmutation aufwies. In nachfolgenden Experimenten
mit korrekter DNA trat dann auch deutliche Aktivitat am
humamen TRPML1-Kanal auf (Abbildung 10).

human

murin

0,5 0 0,5 1
Aratio (340/380)

ETRPML3 mTRPML2 ®mTRPML1(NC)

Abbildung 10: Im Rahmen dieser Arbeit
gemessene Calcium-Imaging-Daten  flr
SN-2. Die Fehlerbalken stellen den SEM
dar.

Auf dieser Grundlage sollte die Struktur von SN-2 systematisch variiert werden. Geplant waren

insbesondere unterschiedliche Substitution des Aromaten (Mesityl-Rest), Variation des

aliphatischen Norbornan-Ringsystems (bis hin zum Austausch gegen offenkettige aliphatische

Reste) sowie Variation des 5-Ring-Heterocyclus (Aromatisierung zum Isoxazol, Austausch

durch andere Heteroaromaten bzw. partiell hydrierte Analoga) mit dem Ziel, eine hdhere

Selektivitat zu erreichen (Abbildung 11).

Unterschiedliche cyclische Austausch des Isoxazolins gegen
und acyclische Substituenten aromatische und partiell hydrierte

statt Norbornan \ / Heterocyclen
0,
/N

SN-2 \

Unterschiedliche Aromaten
und Substitutionsmuster anstelle
des Mesityl-Restes

Abbildung 11: Geplante Variationen an SN-2.
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2.1.2 SF-11

Eine weitere ausgewabhlte Leitstruktur war die Verbindung
SF-11, welche von Grimm et all*® als attraktivster
Vertreter einer Gruppe von N-sulfonylierten Pyrazol-5-
ylisoxazolen publiziert wurde. Auflierdem wurde als
zweiter aktiver Vertreter dieser Substanzklasse die
Verbindung mit der PubChem SID: 26731235 publiziert,
welche eine sehr ahnliche Struktur, nur ohne den
Chlorsubstituenten, aufweist. Beide sind Aktivatoren des
humanen TRPML3-Kanals. Fiur SF-11 ist ein ECs von
0.33 uM beschrieben, fir die PubChem SID: 26731235
ein ECsp von 0.83 uM bei vergleichbarer maximaler
Aktivitat?l, Beide Verbindungen aktivieren den TRPN1
Kanal kaum. Aufgrund des niedrigeren ECsp-Wertes

wurde nur Verbindung SF-11 von Grimm et al. auf Aktivitat

hTRPML3
mTRPML2
hTRPML1
hTRPML1(NC)
hTRPM2
mTRPV2
hTRPC3
drTRPN1
hTRPA1
YFP

NT

-0.5

0 05 1 15
Aratio (340/380)

Abbildung 12: Publizierte Calcium-
Imaging Daten von Grimm et al.#%fiir SF-
11. Die Fehlerbalken stellen den SEM dar.

an weiteren TRP-Kanal Subtypen getestet. SF-11 aktiviert demnach weder den humanen

TRPML1 noch den murinen TRPML2-lonenkanal. Ausgeschlossen wurde aullerdem eine
Aktivitat an anderen TRP-Kanal Familien. Aus den Familien der TRPM, TRPV, TRPC, TRPN,
und TRPA-Kanale wurde je ein Vertreter auf Aktivierbarkeit durch SF-11 getestet. Wie

Abbildung 12 zeigt, ist die Verbindung SF-11 unter allen getesteten lonenkanalen selektiv fir

hTRPML34l.

SF-11 PubChem SID: 26731235

Verbindung SF-11 sollte als Leitstruktur ebenfalls systematisch chemisch modifiziert werden,

beginnend bei den Substituenten am Phenylrest an C-3 des

Isoxazols und dem

Phenylsulfonylrest. Ferner sollte das Substitutionsmuster des Pyrazols variiert werden.

15
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213 SF-51 und ML-SA1

Als dritte Leitstruktur diente die Verbindung SF-51 aus dem von Grimm et al.*% publizierten
Screening. Zu der hier beschriebenen chemischen Verbindungsklasse der N-acylierten partiell
hydrierten Chinoline gehort aulierdem die ebenfalls aktive Substanz mit der PubChem SID:
174122601“% welche eine zusatzliche Methoxygruppe an C-6 des Tetrahydrochinolins tragt
und bei der der Phthalimid-Rest durch eine Benzothiazol-2-ylthio-Gruppe ersetzt ist. Diese
Verbindung ist jedoch weniger aktiv als SF-51. Die maximale Aktivierung des TRPML-3 Kanals
ist nur etwa halb so stark wie fir SF-51 beschrieben und der ECso Wert liegt mit 2.67 uM auch
deutlich Uber dem fur SF-51 mit ECso = 1.47 uMI“9, Bereits 2012 wurde von Shen et al. das
deutlich aktivere Dihydro-Analogon von SF-51, ML-SA1 beschrieben®!. ML-SA1 aktiviert sehr
potent alle drei humanen TRPML-Subtypen!*'l,

N N N
o)\ o)\ o)\
o=N_o o=N_o S-S
|
)

SF-51 ML-SA1 PubChem SID: 17412260

Im Gegensatz zu der von Grimm et al.*% postulierten Selektivitat von SF-51 fiir TRPML3 (vgl.
Abbildung 13), beschreiben Shen et al. die Substanzen SF-51 sowie ML-SA1 als aktiv
gegentber allen drei humanen TRPML-Subtypen, insbesondere hTRPML1%"., SF-51 sowie
ML-SA1 aktivieren den humanen TRPML1- und TRPML3-Kanal sehr effektiv und vergleichbar
stark. Der humane TRPML2-Kanal ist jedoch auch sensitiv fir SF-51 sowie ML-SA14Y, Erste
Messungen im Rahmen dieser Arbeit konnten die Ergebnisse von Shen et al. bestatigen und
zeigen, dass ML-SA1 deutlich potenter ist als sein dehydriertes Analogon SF-51 (vgl.
Abbildung 14).
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hTRPML3  |—

mTRPML2

hTRPML1

hTRPML1(NC) 2
hTRPM2 "

mTRPV2

0

hTRPC3

N

drTRPN1 $ 0 0
hTRPA1
YFP

NT 0 0,5 1 1,5 2
05 0 05 1 1.5 Aratio (340/380)
Aratio (340/380) ETRPML3 mTRPML2 m TRPML1(NC)
Abbildung 13: Publizierte Calcium-Imaging Daten Abbildung 14: Im Rahmen dieser Arbeit gemessene
von Grimm et all*9l fir SF-51. Die Fehlerbalken Calcium-Imaging-Daten fiir SF-51 und ML-SA1. Die
stellen den SEM dar. Fehlerbalken stellen den SEM dar.

Die aktivste der drei oben beschriebenen Verbindungen, ML-SA1, wurde als Leitstruktur
ausgewahlt und sollte auf Basis dieser Ergebnisse variiert werden. Die Optimierung von ML-
SA1 sollte in drei Etappen erfolgen: Zuerst sollte eine systematische Variationen im ,Norden*
des Molekils, also am 2,2,4-Trimethyltetrahydrochinolin-Strukturelement erfolgen. Hierbei
sollte das Tetrahydrochinolin durch verschiedene sekundare Amine bzw. Anilinderivate ersetzt
werden. In einer weiteren Reihe sollte im ,Stden” des Molekiils der Phthalimid-Rest variiert
werden. Hier war der Einbau anderer Imide bzw. Amide vorgesehen. In der letzten Serie war

geplant, die Lange des Acyl-Spacers systematisch zu variieren (Abbildung 15).

Im "Norden™:

Austausch des Tetrahydrochinolins
durch unterschiedliche cyclische
und acyclische sekundare Amin-

und Anilinderivate \

Systematische Verlangerung des
— Acyl-Spacers

~a_ Im "Siiden™;
Austausch des Phthalimids durch
ML-SA1 verschiedene Imide und Amide

Abbildung 15: Geplante Variationen an ML-SA1.
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2.2 Syntheseplanung

221 SN-2 Analoga

Zuerst sollte der Screening-Hit SN-2 nachsynthetisiert und erneut getestet werden, um
auszuschlielen, dass auf Basis eines falsch-positiven Hits unnétige Forschungsarbeit
betrieben wird. Die Synthese von SN-2 sollte in einer Huisgen-Cycloaddition von
Mesitonitriloxid und Norbornen erfolgen. Dazu wird ausgehend von Mesitaldehyd durch
Kondensation mit Hydroxylamin das Oxim dargestellt*’#¢], aus welchem durch formale
Dehydrierung in situ das Nitriloxid generiert werden sollte™. Dieses geht mit Olefinen wie
Norbornen 1,3-dipolare Cycloadditionen ein und liefert so das Isoxazolin SN-2% (Abbildung
16).

OH

Z-0
® O
o

/

Hydroxylamin DIB

- - SN-2

Abbildung 16: Geplante Synthese der Leitstruktur SN-2.

Nach demselben Syntheseschema ist durch Einsatz variabel substituierter aromatischer
Aldehyde ein Zugang zu diversen Variationen im ,Suden“ der Leitstruktur SN-2 maoglich.
Analog kann Mesitonitriloxid mit einer Vielzahl an unterschiedlichen Olefinen umgesetzt und

so ein Zugang zu Variationen im Norbornan-Ringsystem eréffnet werden (Abbildung 17).

R2
© ] ,
0) Hydroxylamin (?H DIB (I)@ 3 R O,
R
N - N, —— | N | ~ » N
R . I R3
R R'] R1
R'= Alkylphenyl- / Halogenphenyl- / Nitrophenyl- / Dimethylaminophenyl- / Methoxyphenyl- /

3,5-Dichlorpyridin-4-yl- / Furanyl- / Thiophenyl-
R?/R3 = H/ (Cyclo)Alkyl- / Heterocycloalkyl- / Phenyl- / Hydroxyalkyl-

Abbildung 17: Geplante Synthese von SN-2 Analoga mit Variationen im Mesityl- und Norbornan-System.
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Am Isoxazolinring von SN-2 sollten die Oxidationsstufen zum aromatischen Isoxazol und dem
komplett hydrierten Isoxazolidin variiert werden. AuRerdem sah der Plan vor, die Positionen
der Heteroatome zu tauschen sowie den Heterocyclus durch ein Isothiazol, ein Pyrazol oder

ein Triazol zu ersetzen.

Die Synthese aromatischer Isoxazole sollte durch Oxidation der oben genannten Isoxazoline
mittels DMSO-I,-H,SO4 bzw. DMSO-I,P", Kaliumpermanganat!®?, Braunstein®®], DDQ®* oder

N-Bromsuccinimid®5-%8! maglich sein (Abbildung 18).

R3 diverse Alternativen R3

—
y

R’ R’

Abbildung 18: Geplante Synthese aromatischer SN-2 Analoga.

Die Darstellung vollstdndig gesattigter Isoxazolidine sollte ebenfalls in einer Huisgen-
Cycloaddition stattfinden. Hierzu war geplant, Mesitaldehyd mit N-Methylhydroxylamin zu
einem Nitron umzusetzenl®”!, welches als 1,3-Dipol mit Norbornen die Cycloaddition zum
gesattigten N-methylierten Isoxazolidin eingehen sollte*®%% (Abbildung 19). Auf &hnliche
Weise sollte ein Triazol-Analogon von SN-2 dargestellt werden. Ausgehend von 2,4,6-
Trimethylanilin sollte das literaturbekannte Mesitylazid generiert werden®”, welches wie das

Nitron und Nitriloxid ebenfalls als 1,3-Dipol in Huisgen-Cycloadditionen fungiert!®®-61],

0 N®
N-Methylhydroxylamin -

r —_—

Abbildung 19: Geplante Synthese des Isoxazolidins.

Eine gangige Syntheseroute zu inversen Isoxazolen uber die Kondensation von 3-Diketonen
mit Hydroxylamin ist zwar effektiv, jedoch entstehen unselektiv beide moglichen isomeren
Isoxazole (Abbildung 20 oben)®>%3. Nach der von Beam et al. beschriebenen Methode
ausgehend von einem Ketoxim mit a-H und einem aromatischen Ester ist die selektive
Synthese des zu SN-2 isomeren 3,4-Alkyl-5-arylisoxazols moglich. Hierbei wird das Ketoxim

mit 2 Aquivalenten n-Butyllithium in sein 1,4-Dilithiumsalz Uberfihrt welches mit dem
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aromatischen Ester kondensiert und unter sauren Bedingungen cyclisiert!®? ¢4 (Abbildung 20

unten).

/N\ O\
o o <P N
Hydroxylamin
- +
_.OH )
Hydroxylamin NI 2 Ag. n-BulLi
- >
H,SO,4

Abbildung 20: Mdglichkeiten zur Darstellung des inversen Isoxazols; oben: unselektive Synthese Uber das B-
Diketon; unten bevorzugte selektive Synthese lber ein Ketoximdilithiumsalz.

\

Das geplante Pyrazol-Analogon von SN-2 sollte analog einer von Nakhai et al. beschriebenen
Synthese nach Abbildung 21 darzustellen sein. Hierbei reagieren Cyclohexanon und
Mesitaldehyd in einer Aldolkondensation zum a,B-ungesattigten Keton. Dieses kondensiert mit
Hydrazin zum Pyrazolin welches sich mit gangigen Oxidationsmitteln wie DDQ oder

p-Chloranil zum Pyrazol oxidieren |asst®],

DDQ/
Hydrazm p -Chloranil

Abbildung 21: Geplante Synthese des Pyrazol-Analogons von SN-2.

\

Das fertige aromatische Isoxazol-Analogon von SN-2 sollte als Vorstufe zur Synthese eines
Isothiazol-Analogons durch Ringtransformation dienen. Isoxazole lassen sich reduktiv zu
Enaminoketonen spalten. Eine erneute Cyclisierung gefolgt von direkter Oxidation sollte mit

Phosphorpentasulfid und p-Chloranil méglich seinf®® (Abbildung 22).
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0, o S
N NH 1) P,S5
H, Raney-Ni XX 2 2) p-Chloranil

- —
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Abbildung 22: Geplante Ringtransformation des Isoxazols zum Isothiazol.

222 SF-11 Analoga

Ausgehend von Benzaldehyden (wie 4-Chlorbenzaldehyd im Falle der Leitstruktur SF-11)
sollte in Analogie zur oben beschriebenen Synthese der SN-2 Analoga der in der Leitstruktur
SF-11 zentral vorkommende Isoxazolring mittels einer Huisgen-Cycloaddition aufgebaut
werden. Dazu sollte der Benzaldehyd nach Literatur zum Oxim umgesetzt werden®’], welches
mit N-Chlorsuccinimid zum N-Hydroxybenzimidoylchlorid umzusetzen ist®’-%8l. Dieses sollte
durch formale HCI-Abspaltung in situ das Nitriloxid freisetzen, welches mit Acetylaceton in
einer Huisgen-Cycloaddition und spontaner Dehydratisierung das gewlinschte 4-Acetyl-5-
methylisoxazol ergibt®. Die C-1-Verlangerung des Ketons sollte im nachsten Schritt mit
Dimethylformamid-Dimethylacetal  moglich  sein®. Das  daraus resultierende
Dimethylaminoacryloyl-Derivat sollte im nachsten Schritt eine Kondensation unter Ringschluss
mit Hydrazin eingehen®®. Durch N-Sulfonylierung des in zwei moglichen tautomeren Formen
auftrenden Pyrazols sollten die beiden Isomere, das 1-Sulfonyl-3-isoxazolylpyrazol sowie das
1-Sulfonyl-5-isoxazolyl-pyrazol (SF-11) entstehen”®7" (Abbildung 23).

Durch Einsatz von Benzaldehyden mit unterschiedlichsten Substitutionsmustern sind
zahlreiche Variationen am 4-Chlorphenylrest der Leitstruktur SF-11 moglich. Ebenso lassen
sich in nur einem Schritt ausgehend von derselben Pyrazol-Vorstufe diverse Variationen am
Phenylsulfonylrest durchfihren, indem im letzten Syntheseschritt das zur Leitstruktur fihrende
Tosylchlorid durch beliebige Sulfonylchloride ersetzt wird. Durch die gewahlte Syntheseroute
Uber das Pyrazol, welches tautomerisieren kann, sollten sich aul’erdem jeweils beide

denkbaren isomeren Substitutionsmuster am Pyrazol in nur einer Synthese ergeben.
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OH PH o
N N-Chlor- N ClI O O 0] /N DME-
h succinimid PN DMA
- = - .
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Hydrazin
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SF-11

Abbildung 23: Geplante Synthese von SF-11 und seinem Strukturisomer.

223 ML-SA1 Analoga

Trotz Erwéahnung in voneinander unabhangigen Literaturstellen*?-41 sollten

die Leitstruktur ML-SA1 sowie deren dehydriertes Analogon SF-51

zunachst unverandert synthetisiert und deren biologische Aktivitat verifiziert N
werden bevor die Variationen durchgefihrt wurden. Die Struktur von ML- O)/t.\L

SA1 lasst sich gedanklich in drei Einheiten unterteilen: Die hydrierte o N o
Acetonanil-Einheit im ,Norden“ des Moleklls, das Phthalimid im ,Stden”

sowie der Acetyl-Spacer welcher die beiden anderen Einheiten verbindet.

Die Synthese von Acetonanil aus Anilin und zwei Aquivalenten Aceton ML-SA1

wurde bereits 2002 von Theoclitou et al. beschrieben”?. Die Hydrierung der Doppelbindung
an C-3/C-4 wurde erstmals 2007 verdffentlicht”™, jedoch zumeist unter hohem Druck bzw.
hohen Temperaturen”>74, Eine milde Hydrierung unter Normaldruck bei Raumtemperatur wird
in Patent W02010109301 A1 beschrieben und sollte zum gewilnschten 2,24-
Trimethyltetrahydrochinolin fiihren!”®), welches den ,Norden“ der Leitstruktur ML-SA1 darstellt.

Der ,Suden” der Leitstruktur, das Phthalimid, ist bereits gekoppelt an den Acetyl-Spacer als
Phthaloylglycin kommerziell erhaltlich. Nach Umsetzung mit Thionylchlorid sollte das
Phthaloylglycylchlorid die N-Acylierung mit dem 2,2,4-Trimethyltetrahydrochinolin eingehen!’®
und die Leitstruktur ML-SA1 liefern (Abbildung 24).
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p-Toluolsulfonsaure

O\ , 0 Cyclohexan N H,, Pd/IC
+ > EE—.
NH, PN
H
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ML-SA1

Abbildung 24: Geplante Synthese der Leitstruktur ML-SA1.

Auf dem fur die Leitstruktur ML-SA1 geplanten Syntheseweg sollten auch Variationen im
.,Norden®* der  Struktur  problemlos mdglich sein. Anstelle des 2,24-
Trimethyltetrahydrochinolins sollten sich ebenso eine Reihe weiterer aliphatischer und
aromatischer sekundarer Amine mit Phthaloylglycylchlorid umsetzten lassen und so zu einer
grofRen Bandbreite von Analoga fuhren.

Analog der von Bala et al. beschriebenen Synthese von Phthaloylglycin aus
Phthalsdureanhydrid und Glycin in einer Schmelzel™® sollten verschiedene andere
Carbonsaureanhydride mit Glycin umgesetzt werden. Die so entstehenden N-(Carboxyalkyl)-
Imide sollten dann, wie im Falle der Leitstruktur, mit Thionylchlorid aktiviert und mit dem 2,2,4-
Trimethyltetrahydrochinolin gekoppelt werden wodurch die geplante Variation im ,Stden® der
Leitstruktur moglich ist (Abbildung 25). Unter Verwendung von Maleinsaureanhydrid sollte ein
ML-SA1 Analogon entstehen das im ,Sidden® mit der Maleinimid-Einheit ein Dienophil tragt.
Dieses sollte sich als hochreaktives Dienophil wiederum mit diversen Dienen in Diels-Alder
Reaktionen umsetzen lassen und so die mdgliche Bandbreite an Strukturanaloga weiter
erhohen.
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Abbildung 25: Geplante Variationen der Leitstruktur ML-SA1.

Die geplante systematische Verlangerung des Acyl-Spacers sollte nach der oben
beschriebenen Syntheseroute (Abbildung 24 und Abbildung 25) ebenfalls mdglich sein. Hierzu
sollte Phthalsaureanhydrid anstelle von Glycin mit verschieden langen homologen
w-Aminosduren umgesetzt werden und so der Spacer je nach Wahl der w-Aminosaure
beliebig lang gestaltet werden kdénnen. Die AmidknUpfung mit dem Tetrahydrochinolin-Derivat
sollte anschlieRend wie fur die Leitstruktur beschrieben nach Chlorierung mit Thionylchlorid

erfolgen.
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3 Synthesen

Das Synthesekapitel ist analog zu den vorangehenden in drei Blocke gegliedert. Jeder Block
beschaftigt sich mit einer der drei Leitstrukturen SN-2, SF-11 und ML-SA1. Zunachst wurde
jeweils die entsprechende Leitstruktur unverandert synthetisiert um die Aktivitat zu verifizieren
und um die Aktivitaten der nachfolgenden variierten Substanzen in Relation setzen zu kénnen.
Anschlieend werden die Variationen, wie im vorangehenden Kapitel Syntheseplanung

beschrieben, systematisch aufgefihrt.

3.1 SN-2 und SN-2 Analoga

Die Leitstruktur SN-2 sollte zuerst exakt anhand der publizierten Struktur synthetisiert werden.
Bisher ist nur die Struktur mit biologischen Daten®?, nicht aber eine Synthese der Verbindung
beschrieben. Zur Synthese sollte der zentrale Isoxazolin-Ring in einer Huisgen-Cycloaddition
neu aufgebaut werden. Unter Verwendung der entsprechend substituierten Bausteine sollte
somit ein schneller Zugang zur Leitstruktur in nur einem Schritt ausgehend von

literaturbekannten Verbindungen maglich sein.

Huisgen-Cycloadditionen werden auch als 1,3-dipolare Cycloadditionen bezeichnet oder nach
der Anzahl der Atome, die beide Reaktionspartner einbringen, als [3+2]-Cycloadditionen(®l.
Hierbei wird ein neuer 5-Ring in einer pericyclischen Reaktion ausgehend von einer 1,3-
dipolaren Verbindung und einem Dipolarophil aufgebaut. Aufgrund der zeitgleichen
Ausbildung beider neuer o-Bindungen werden die Cycloadditionen als Mehrzentrenreaktionen
bezeichnet. Die Elektronen verschieben sich hierbei konzertiert Uber einen cyclischen

Ubergangszustand”. Die Elektronenverschiebungen sind mit Pfeilen in Abbildung 26

symbolisiert.
%//b\ce) b
+ ( — = a” ¢
4\ \ /
d=e d—e

Abbildung 26: Schematische Darstellung der Elektronenverschiebung in 1,3-dipolaren Cycloadditionenl7],

Huisgen-Cycloadditionen verlaufen dabei stereospezifisch. Die beiden neu gebildeten o-
Bindungen werden jeweils von derselben Seite des 11-Systems des Olefins aus gebildet. Die
Konfiguration des eingesetzten Olefins bleibt hierbei erhalten. Ausgehend von cis-Olefinen

sind auch die neu aufgebauten Ringe cis-konfiguriert’”). Bei verbriickten Systemen wie
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Norbornen erfolgt der Angriff an das -System vorrangig von der sterisch weniger gehinderten

Seite, was zu exo-Produkten fiihrt!78-80],

3.1.1 Synthese der Leitstruktur SN-2

Zur Synthese der Leitstruktur SN-2 wurde zunachst die literaturbekannte Vorstufe 2,4,6-
Trimethylbenzaldehydoxim (1) wie von Mclintosh et al. beschrieben durch Kondensation von
Mesitaldehyd mit Hydroxylamin-Hydrochlorid unter Zugabe von Natronlauge dargestellt4”),
Dieses Oxim 1 sollte nun zum Nitriloxid dehydriert werden, welches dann als 1,3-Dipol in
Cycloadditionen fungieren sollte. Aufgrund der Instabilitdt der Nitriloxide sollte die folgende
Synthese in einem Arbeitsgang erfolgen. Hierzu wurde das Nitriloxid in situ in Anwesenheit
des Alkens, in diesem Fall Norbornen, generiert. Wie von Mendelsohn et al. beschrieben
eignen sich hypervalente lodverbindungen wie Diacetoxyiodbenzol (DIB) zur Oxidation von
Oximen zu Nitriloxiden®", Durch die hohe Ringspannung im eingesetzten Alken, dem
Norbornen, reagiert dieses besonders schnell mit dem generierten Nitriloxid, was in einer

guten Ausbeute von 64 % die gewunschte Leitstruktur SN-2 ergab (Abbildung 27).

Das fluorierte Analogon von DIB, [Bis(trifluoracetoxy)iod]benzol (PIFA) sollte laut Jawalekar et
al. noch effektiver zur Oxidation von Nitriloxiden eingesetzt werden koénnen!*®l. Dies konnte
auch im Falle der Leitstruktur SN-2 bestatigt werden. SN-2 konnte nach Oxidation des Oxims
1 mit PIFA unter den von Jawalwkar et al. genannten Bedingungen“® und Cycloaddition mit
Norbornen in 87 % Ausbeute isoliert werden (Abbildung 27).

DIB, TFA
— > 64 %
MeOH
OH RT, 3h O,
Ox NH,-OH x HCI N @ N
NaOH ~
H,O / EtOH (1:1)
0°C,1h
SN-2
90 % PIFA o7 o,
1 MeOH / H,0
(2:1)
RT, 1.5 h

Abbildung 27: Synthese der Leitstruktur SN-2.

Die Stereoselektivitdt der 1,3-dipolaren Cycloaddition wurde bereits von Rolf Huisgen
beschrieben!’”). Der Angriff des 1,3-Dipols ans Olefin erfolgt immer von derselben Seite. Die

Stereochemie des Edukt-Olefins wird somit bewahrt, sodass ein cis-Olefin zu einem cis-
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Abbildung 28: Kristallstruktur der Verbindung SN-2.
Farbschema: Kohlenstoff: schwarz, Sauerstoff: rot, Stickstoff: blau, Wasserstoff: grau.

konfigurierten Heterocyclus flhrt. Fur verbriickte Systeme erfolgt der Angriff von der sterisch
weniger gehemmten Seite, wodurch sich vorrangig die exo-Produkte bilden!’88%, Auf die
vorliegende exo-Konfiguration weisen auch die '"H-NMR-Daten der Verbindung SN-2 hin. Die
Protonen an C-4 und C-5 des Isoxazolins koppeln miteinander als Dublett mit der
Kopplungskonstante °Js.n 7.+ =8.3 Hz, was sehr genau mit den von Prajapti et al.
beschriebenen Daten fiir vergleichbare exo-konfigurierte Verbindungen Ubereinstimmt("®. Zur
Bestatigung wurde eine Kristallstrukturanalyse der Verbindung SN-2 vorgenommen

(Abbildung 28). Aus dieser geht eindeutig die exo-Konfiguration hervor.

3.1.2 Variationen am Mesitylrest

Auf demselben Syntheseweg wie oben fir die Leitstruktur SN-2 dargestellt, sollte die Synthese
von verschiedenen Variationen im ,Studen® der Struktur von SN-2 erfolgen. Durch den Einsatz
unterschiedlich substituierter aromatischer Aldehyde anstelle des Mesitaldehyds konnte eine
Reihe unterschiedlicher SN-2 Analoga dargestellt werden (Abbildung 29). Die im ersten Schritt
aus den Aldehyden generierten Arylaldoxime waren allesamt bereits literaturbekannt!47-48. 82-921
und konnten unter den von Mcintosh et al’! beschriebenen Bedingungen aus den
entsprechenden Aldehyden und Hydroxylamin-Hydrochlorid unter Einfluss von Natronlauge

einfach generiert werden. Von diesen Aldoximen ausgehend erfolgte dann in situ die Oxidation
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zu den entsprechenden Nitriloxiden. Aufgrund der Erfahrung in der Synthese der Leitstruktur
SN-2, dass die Verwendung von PIFA statt DIB zu deutlich besseren Ausbeuten fuhrt, war fir
die hier durchgefiihrten Variationen PIFA das Oxidationsmittel der Wahl. Norbornen sowie das
entsprechende Aldoxim wurden in Lésung vorgelegt, sodass nach Zugabe des
Oxidationsmittels das gebildete, hochreaktive Nitriloxid sofort die Cycloaddition zum fertigen
Isoxazolin eingehen konnte. Die gewtlinschten Isoxazoline konnten auf diese Weise in nur
einem Syntheseschritt in moderaten bis guten Ausbeuten dargestellt werden. Abbildung 29
zeigt die Synthese von 17 neuen SN-2 Analoga mit verschiedenen Alkyl-, Methoxy-, Nitro-,
und Halogensubstituenten am Phenylrest bzw. den Ersatz des Phenylrings durch einen

Thiophen- bzw. Dichlorpyridinsubstituenten.

NH,-OH x HCI &
2 OH P 0,
o) NaOH I PIFA N N
) - - - (L
R H,O / EtOH (1:1) 1 MeOH /H;0 (2:1) MeOH / H,0 (2:1)
0°C,1h RT R RT, 30 min R
\ o,
- o)
R / 0
o) o) NO
O 2
/ / /
2 3 4 5 6 7
11 % 76 % 33 % 24 % 38 % 48 %
7 S
—
CF, F
8 9 10 1 12 13
50 % 60 % 71 % 45 % 38 % 8 %
cl cl cl
Cl Cl —
Cl N
N
cl cl
14 15 16 17 18
17 % 44 % 49 % 68 % 49 %

Abbildung 29: Synthese von SN-2 Analoga mit Variationen im "Sliden". Prozentangaben beziehen sich auf die
Ausbeuten der Endprodukte.
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Erste Schwierigkeiten traten beim Versuch zur Cycloaddition eines in situ aus 4-
(Dimethylamino)benzaldehydoxim generierten Nitriloxids mit Norbornen auf (Abbildung 30).
Unter der bewahrten Oxidation mit PIFA war starke Zersetzung zu beobachten. Das geplante
Produkt (x)-exo0-4-(3a,4,5,6,7,7a-Hexahydro-4,7-methanobenzo[d]isoxazol-3-yl)-N,N-
dimethylanilin (19) konnte nicht isoliert werden. Ebenso fihrte die Cycloaddition mit Oxidation
durch DIB nicht zum gewilinschten Produkt. Nach einer Vorschrift von Grundmann et al. lassen
sich Oxime mit N-Bromsuccinimid (NBS) in die entsprechenden Imidoylbromide Uberfiihren,
welche unter Zusatz von Basen durch Abspaltung eines Aquivalents HBr die entsprechenden
Nitriloxide geben!® %3, Nach dieser Vorschrift wurden die Edukte, das Oxim und Norbornen in
DMF vorgelegt. Unter Kuhlung wurde NBS zugegeben und anschlieRend langsam
Triethylamin zugetropft. Trotz einer wiederum auftretenden grof3en Anzahl an Nebenprodukten
konnte nach einer Stunde Reaktionszeit das Isoxazolin 19 in 12% Ausbeute isoliert werden
(Abbildung 30).
PIFA

-
v

MeOH / H,0 (2:1)
RT, 1h

O |
S NH,-OH x HCI Ny N
NaOH DIB, TFA

-
v

7
H,0 / EtOH (1:1) MeOH
0°C, 1h RT, 4 h

Y

19
NBS, Et;N

Y

DMF
10-15°C,1h
12 %

Abbildung 30: Synthese von (t)-exo0-4-(3a,4,5,6,7,7a-Hexahydro-4,7-methanobenzol[dlisoxazol-3-yl)-N,N-
dimethylanilin (19).

Analog zum Thiophen-Substituenten wurde versucht eine Furan-Einheit anstelle des
Mesitylrestes im ,,Stiden” des Molekiils einzuflihren. Die Darstellung der Vorstufe, des Furan-
2-carbaldehydoxims gelang nach der bewahrten Methode aus Furfural mit Hydroxylamin-
Hydrochlorid und Natronlauge®” °¥. Dessen geplante Oxidation mit PIFA versagte jedoch
vollig, sodass nach versuchter Cycloaddition mit Norbornen nur die Edukte isoliert werden
konnten (Abbildung 31 oben). Nach in situ Oxidation mit NBS gefolgt von Abspaltung des
Bromwasserstoff unter Basenzugabel®® konnte eine Umsetzung beobachtet werden, das
Cycloadditionsprodukt 3-(Furan-2-yl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-methanobenzo[d]isoxazol

(20) konnte jedoch nur in 6 % Ausbeute isoliert werden. Die kleine Menge 20 war fur weitere
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Analysen nicht ausreichend aufzureinigen. Nach Gémez-Galeno et al. ist die Oxidation des
Aldehyds von der Cycloaddition zu trennen. Im ersten Schritt wird der Aldehyd mit N-
Chlorsuccinimid (NCS) in das Imidoylchlorid Uberfihrt. Dieses lasst sich isolieren und
anschliefend in Gegenwart des Olefins durch eine Base in das entsprechende Nitriloxid
Uberfiihren®. Die Chlorierung von Furfuraloxim mit NCS brachte eine neue, saubere
Verbindung hervor, jedoch war zusatzlich zum Imid-Kohlenstoff der Furanring an Position 5
chloriert®. Ohne weitere Charakterisierung wurde die Zwischenstufe, das 5-Chlor-2-
furancarbohydroximoylchlorid, zur Cycloaddition mit Norbornen eingesetzt und reagierte in

einer guten Gesamtausbeute von 61 % zum Isoxazolin 21 (Abbildung 31 unten).

PIFA
’ O\
MeOH / H,0O (2:1) N
RT 4 h %
720
o NH,-OH x HCI ﬁH NBS, Et3N —
= NaOH z // > 20
~ > DMF, 0°C,3h
O H,0/EtOH (1:1) ¢ 0
— 0°C,1h —
O\
N /N
—>
DMF DCM Et;N /O
RT, 18 h RT, 14 h —
Cl
21
61 %

Abbildung 31: Synthese eines SN-2 Analogon unter Ersatz des Mesitylrestes durch einen chlorierten Furanrest.

Um die mdgliche Variationsbreite noch weiter zu erhéhen, sollte aullerdem an Position 3 des
Isoxazolinringes anstelle des Mesitylrestes ein Bromsubstituent eingeflihrt werden. Dieser
dient als gute Abgangsgruppe fir folgende Sn-Reaktionen oder kann in Kreuzkupplungen
durch eine groflde Auswahl weiterer Substituenten ersetzt werden. Die Synthese ausgehend
von Glyoxylsdure Uuber das Glyoxylsaureoxim und Dibromformaldoxim ist bereits

beschrieben®8 und wurde wie genannt durchgefiihrt (Abbildung 32).

NH,-OH x HC| @ o
_ OH .
o P NaOH O NOH B, )NI\ @1/(,\]
HO H,0 HO H,0O Br Br AcOEt

RT, 15 h 0°C-RT, 3h K,COs

Abbildung 32: Synthese von (+)-3-Brom-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-methanobenzo[d]isoxazol (22).
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3.1.3 Variationen im Norbornan-Ring

Anstelle des Norbornan-Ringsystems sollten verschiedene aliphatische Reste in die
Leitstruktur SN-2 eingefihrt werden. Bisher war nicht bekannt, in wieweit die komplexe
verbrickte Struktur des Norbornans fir die Aktivitat der Verbindung verantwortlich ist. Daher
sollten neben ahnlichen verbriickten Systemen wie Norbornen, welches eine zusatzliche
Doppelbindung tragt, oder Pinan mit drei zusatzlichen Methylgruppen auch einfachere
unverbriickte cyclische aliphatische Reste eingefiuihrt werden. Beginnend mit strukturell
moglichst ahnlichen cyclischen Verbindungen wurde zunachst lediglich auf die Verbrickung
verzichtet und die Ringgrofde von Funf- bis Achtring variiert. Aulerdem wurden offenkettige
aliphatische und aromatische Reste an C-4 und C-5 des Isoxazolins eingefluhrt.
Vielversprechend flir eine bessere Aktivitdt sowie Bioverfligbarkeit erschien auch die

EinfUhrung von polaren Resten an dem bisher vdllig lipophilen Aliphaten.

Der fiir die Leitstruktur optimierte Syntheseweg sollte auch zur Darstellung von SN-2 Analoga
mit unterschiedlichen aliphatischen Resten genutzt werden. Nach der bewahrten Methode der
Oxidation des Oxims mittels PIFA zum Nitriloxid gefolgt von in situ Cycloaddition konnten auch
hier eine Reihe unterschiedlicher SN-2 Analoga dargestellt werden. Zum Einsatz kamen
verschiedene cyclische und acyclische Olefine. Aufgrund der im Vergleich zu Norbornen
fehlenden Ringspannung bei Einsatz von unverbriickten oder acyclischen Olefinen lief die
Huisgen-Cycloaddition hier deutlich langsamer ab. Wahrend die Cycloadditionen mit
Norbornen meist innerhalb weniger Minuten abgeschlossen und kein Oxim oder Nitriloxid mehr
nachweisbar waren, zeigten erste Versuche, dass Cyclohexen hier deutlich weniger reaktiv
ist. Nach einer Stunde bei Raumtemperatur war noch kein Cycloadditionsprodukt isolierbar,
nach weiteren 20 Stunden konnte das Cycloadditionsprodukt von Mesitonitriloxid und
Cyclohexen in 13 % Ausbeute gewonnen werden. Auch eine Erhéhung der
Reaktionstemperatur konnte keine bessere Umsetzung erzielen. Stattdessen trat bei
Temperaturen ab 40 °C eine gro3e Anzahl von Nebenprodukten auf. Dennoch konnten auf
diesem Syntheseweg unter langerem Ruhren bei Raumtemperatur und Einsatz verschiedener

Olefine eine Reihe neuer SN-2 Analoga synthetisiert werden (Abbildung 33, Variante a).

&,
OH RL o o
N /N ] |N|
R’ PIFA R2 R
+ j > e e — | +
R? MeOH / H,0 (2:1) EtOAc R2
RT, 20 h RT, 15 h
a) b)

Abbildung 33: Synthese von SN-2 Analoga mit Variationen im Norbornan-Ringsystem. a) Synthese aus dem
Aldoxim unter in situ Oxidation mit PIFA. b) Synthese aus dem zuvor isolierten Mesitonitriloxid.
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Nitriloxide sind gewohnlich nur begrenzt stabil und neigen stark zur Bildung von Dimeren, den

sogenannten Furoxanen (Abbildung 34 )14 %9,

©)
0 0® O
[\Il@ N/ \N/O
2 — \/
I >
R R
R

Abbildung 34: Bildung von Furoxanen aus Nitriloxiden.

Aufgrund der starken sterischen Hinderung durch die beiden ortho-Methylgruppen am
Mesitylrest ist die Reaktivitdt des Mesitonitriloxids jedoch deutlich herabgesetzt, sodass die
Bildung von Dimeren nicht beobachtet wird. Mesitonitriloxid kann unter Oxidation mit N-
Bromsuccinimid (NBS) und nachfolgender HBr-Abspaltung aus 2,4,6-
Trimethylbenzaldehydoxim (1) dargestellt!“® % in Form farbloser Kristalle isoliert und gelagert

werden.

Dies ermdglicht einen noch einfacheren und glnstigeren Zugang zu verschiedenen SN-2
Analoga. Nach der oben beschriebenen Route (Abbildung 33, Variante a) werden grof3e
Mengen der hypervalenten lodverbindung PIFA bendétigt, um die Oxidation der Aldoxime in
situ durchzuflUhren. Auerdem treten eine groRere Anzahl an Nebenprodukten auf, welche,
wie auch das Oxidationsmittel und seine Folgeprodukte, zur Aufreinigung des Produkts
abgetrennt werden missen. Aufgrund der Stabilitdt des Mesitonitriloxids war es moglich, die
Synthese in zwei Schritte aufzutrennen. Das Mesitonitriloxid konnte nach Anleitung von
Grundmann®® in groRen Mengen in fast quantitativer Ausbeute dargestellt werden, wobei das
Produkt letztlich gefallt wurde und durch einfaches Absaugen und Waschen aufzureinigen war.
Dieses einmal hergestellte Zwischenprodukt konnte dann fir eine Vielzahl von Huisgen-
Cycloaddition eingesetzt werden. Hierzu wurde dann lediglich das zuvor im grof3eren Mal3stab
synthetisierte Nitriloxid zusammen mit dem ausgewahlten Olefin in Etylacetat geldst und bei
Raumtemperatur tber Nacht gerthrt. Auf diese Weise konnte die Synthese der SN-2 Analoga
fur solche mit Mesitylrest an C-3 und beliebige Substituenten an C-4 und C-5 des Isoxazolins
weiter vereinfacht werden (Abbildung 33, Variante b). Durch die Varianten a und b der
Abbildung 33 konnten unter Verwendung unterschiedlicher Olefine die in Tabelle 2 gezeigten

SN-2 Analoga mit Variationen im Norbornan-Ring dargestellt werden.
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Tabelle 2: SN-2 Analoga mit Variation im Norbornan-Ringsystem. Hergestellt nach den in Abbildung 33 gezeigten
Synthesevarianten a bzw. b. Prozentangaben beziehen sich auf die Ausbeuten der Endprodukte.

Olefin Synthesevariante Produkt

J -
a
61 %
O 24
a
13 %
25
a
66 %
) 26
| b
48 %
=
27
a
59 %

33



SYNTHESEN

Olefin Synthesevariante Produkt
HO 0]
y N
28
HO_~~F b
85 %
(%)
0]
HO N
HO 7
HO OH a 29
— 18 %
(%)
HO o}
p N
30
38 %
(%)
HO\/\/r b
O\
HO /N
31
29 %

(¥)
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Olefin Synthesevariante Produkt

32
53 %

33
21 %

34
8 %

35
39 %

Symmetrische achirale Olefine ergeben dabei naturgemal nur ein racemisches
Cycloadditionsprodukt aus Isoxazolinen, wobei die Stereochemie der Doppelbindung erhalten
bleibt’”). Somit sollten bei der Charakterisierung der Syntheseprodukte aus den in Tabelle 2
dargestellten Cycloalkenen sowie aus cis-2-Buten-1,4-diol zu den cis-konfigurierten
Isoxazolinen keine weiteren Schwierigkeiten auftreten. Das Syntheseprodukt aus
Mesitaldehydoxim und cis-2-Buten-1,4-diol, 29, wurde von Lee et al. bereits beschrieben!'%.
Die aufgefiihrten analytischen Daten (Schmelzpunkt, '"H-NMR sowie '*C-NMR) fiir das cis-

substituierte Isoxazolin waren jedoch nicht Ubereinstimmend mit den von mir gemessenen. Die

35



SYNTHESEN

in dieser Arbeit generierten Daten entsprechen den von Lee et al.l'% flr das trans-substituierte
Isoxazolin publizierten Werten. Lee et al. stellten fest, dass sich Isoxazole mit Carbonyl-
Substituent in 4-Position mit Natriumborhydrid zu 4-Hydroxymethylisoxazolinen reduzieren
lassen('®". Verbindung 29 gewannen sie durch Reduktion des aromatischen Diesters 36 mit
Natriumborhydrid, wobei neben der Reduktion der beiden Estergruppen auch eine
Doppelbindung im Isoxazol abgesattigt wird (Abbildung 35). Dabei erhielten sie ein Gemisch
aus cis- und trans-Produkt im Verhaltnis 20% zu 70%. Die Zuordnung der relativen
Konfiguration wurde auf Basis der unterschiedlichen Fahigkeit der Isomere zur Epimerisierung
unter Baseneinfluss getroffen!'®’. Trans-lsomere stellen die thermodynamisch stabileren
Isomere dar. Unter Basenkatalyse epimerisieren cis-lsoxazoline unter
Deprotonierung/Reprotonierung an C-4 zu den trans-lsomerenl’’),

Auch wenn das 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 29 keine eindeutige Aussagen zur
Konfiguration zuldsst, deutet die Kopplungskonstante der *Jn.; Kopplung der Protonen an C-4
und C-5 ebenfalls auf eine trans-Konfiguration hin. Die gemessene Kopplungskonstante
betragt Js, 5.+ = 10.0 Hz. Die mit dem Programm Chem3D (ChemOffice Professional 16.0,
Firma PerkinElmer, Waltham, USA) simulierten Diederwinkel betragen im cis-Isomer 42° und
im frans-Isomer 172°. Der Karplus-Beziehung zufolge spricht die grof3e Kopplungskonstante

von 10.0 Hz eher fir die trans-Konfiguration!'%2,

Lee et al. diese Arbeit

HO O\N on HO
HO y =N

NaBH, PIFA |

- - +
EtOH MeOH / H,0 (2:1)
Ruckfluss, 24 h RT, 20 h HO
29

Abbildung 35: Synthese von 29 von Lee et al.l'% (links) sowie dieser Arbeit (rechts).

Die in dieser Arbeit beschriebene Synthese von 29 erfolgte durch Cycloaddition aus dem
Aldoxim bzw. Nitriloxid und Olefin (Abbildung 35). Da Huisgen-Cycloadditionen stets einen
syn-Angriff an das Olefin darstellen und somit die Stereochemie des Olefins erhalten bleibt,
fuhrt der Einsatz von cis-konfigurierten Olefinen zwangsweise zu den entsprechenden cis-
substituierten Isoxazolinen. Demnach kann in diesem Fall unter Einsatz von cis-2-Buten-1,4-
diol nur das cis-konfigurierte Produkt entstehen. Um dies zu untermauern und die Struktur
eindeutig zu belegen wurde eine Kristallstrukturanalyse von 29 vorgenommen. Diese bestatigt

das Vorliegen der cis-Konfiguration (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Kristallstruktur der Verbindung 29.
Farbschema: Kohlenstoff: schwarz, Sauerstoff: rot, Stickstoff: blau, Wasserstoff: grau.

Kommen asymmetrische Olefine zum Einsatz, so sind theoretisch jeweils zwei
unterschiedliche konstitutionsisomere Produkte denkbar, je nach Orientierung von Olefin und
1,3-Dipol zueinander.

1,3-Dipole sind ambivalente Verbindungen, welche in den Positionen 1 und 3 sowohl
elektrophile als auch nucleophile Aktivitat zeigen kénnen. Die Formalladungen sind Uber die
drei Zentren durch Mesomerie in den verschiedenen Oktett- und Sextett-Grenzformeln
verschiebbar. Somit ist es nicht mdglich, ein elektrophiles und ein nucleophiles Zentrum
festzulegen!’’). Nitriloxide gehdren zu den Nitrilium-Betainen. lhre All-Oktett-Grenzformeln
lassen sich nur mit Ladungstrennung formulieren, Sextett Grenzformeln sind auferst

instabil""!:

®
N—

[0]0)

R—-C= | - R

Bei Cycloadditionen konkurrieren sterische mit elektronischen Einflissen, wobei letztere hinter
den sterischen weit zurtick bleiben. Konjugation steigert die Aktivitdt von Dipolarophilen
erheblich, insbesondere benachbarte elektronenziehende Gruppen wie Keto-, Carbonester-
oder Nitrilfunktionen férdern die dipolarophile Eigenschaft, wohingegen gewohnliche Olefine
haufig sehr reaktionstrage sind. Dieses Phanomen wird sowohl der Stabilisierung von
Partialladungen im Ubergangszustand wie auch der besseren Polarisierbarkeit
zugeschrieben, welche zu erhéhter Beweglichkeit der Bindungselektronen fiihrt und somit die

Bereitschaft fiir Elektronenverschiebungen in Cycloadditionen steigert!’”!. Deutlich dominieren
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jedoch sterische Effekte gegeniber diesen elektronischen. Aufgrund der konzertierten
cyclischen Elektronenverschiebung ist eine exakte Ausrichtung der Reaktionspartner
zueinander von Noéten. Sterisch anspruchsvolle Substituenten wahlweise am 1,3-Dipol als
auch am Dipolarophil fihren zu einer deutlichen Herabsetzung der Reaktionsbereitschaft,
welche auch férdernde elektronische Effekte tiberwiegt’””l. Demzufolge richtet sich auch die
Frage der Orientierung von 1,3-Dipol und Dipolarophil hauptsachlich nach sterischen
Einflissen. Insbesondere unter Verwendung von sterisch stark gehemmten 1,3-Dipolen, wie
in diesem Fall dem Mesitonitriloxid, orientieren sich Olefine sich stets so, dass sich der groRere
Substituent an C-5 des gebildeten Isoxazolins und somit weit entfernt von dem volumindsen
Rest am Nitriloxid befindet. So tritt Mesitonitriloxid mit den monosubstituierten Olefinen Styrol
und 5-Hexen-1-ol zu den an Position 5 substituierten 3-Mesitylisoxazolinen 27 und 28
zusammen.

Im Fall von 3,4-Dihydro-2H-pyran wurde in einem ersten Versuch unter Anwendung von
Synthesevariante a ausgehend vom Oxim unter in situ Oxidation mit PIFA ein Produkt erhalten,
welches sich chromatographisch wie eine einzige Substanz verhalt, bei der NMR-Analyse
jedoch einen doppelten Signalsatz liefert, der auf das Vorliegen eines Gemisches beider
denkbarer Konstitutionsisomere hinweist. Bei Wiederholung des Experiments unter den
Bedingungen der Synthesevariante b wurde hingegen ein einziger NMR-Signalsatz der
Verbindung 26 erhalten. Uber Kopplungen in zweidimensionalen NMR-Spektren,
insbesondere im H,H-Cosy konnte der Verbindung eindeutig die Struktur 26 zugeordnet
werden. Die *JyxKopplung von 3a-H zu 4-H belegt die Cycloaddition in der dargestellten
Orientierung des Olefins.

Fir die Cycloaddition von Mesitonitriloxid mit cis-3-Hexen-1-ol sind ebenfalls zwei isomere
Produkte denkbar. Sterisch unterscheiden sich die Reste an beiden Seiten des Olefins nicht
stark, die Hydroxygruppe nimmt etwas mehr Raum ein als ein einzelnes Proton. Tatsachlich
entstehen bei der Cycloaddition hier auch beide Produkte 30 und 31. Das Verhaltnis liegt hier
wie zu erwarten mit 1.3 : 1 leicht auf Seite des sterisch (wenn auch nur geringflgig)
gunstigeren 4-Ethyl-5-hydroxyethylisoxazolins 30. Die beiden isomeren Reaktionsprodukte 30
und 31 lassen sich saulenchromatographisch trennen und mittels zweidimensionaler NMR-

Spektroskopie zuordnen.

a-Pinen orientiert sich ebenfalls, wie oben beschrieben, nach sterischen Gesichtspunkten. Die
Methylgruppe an der Doppelbindung sowie die Dimethylmethylen-Bricke beanspruchen
Raum, sodass sich a-Pinen so zum Nitriloxid orientiert, dass diese beiden Gruppen raumlich
weitest mdglich vom Mesitylrest entfernt sind. Die Methylgruppe an C-2 des a-Pinen findet sich

somit in Verbindung 35 an C-5 des gebildeten Isoxazolins.

Die syn-Addition an die Doppelbindung von chiralen oder verbriickten Olefinen erfolgt in

Huisgen-Cycloadditionen an die sterisch weniger gehinderte Seite der Doppelbindung!78-8%,
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Unter Einsatz von chiralem, enantiomerenreinem (+)-a-Pinen liefert die syn-Addition des
Nitriloxids das enantiomerenreine 35. Bei Angriff von beliebigen Seiten an die Doppelbindung
wlrden unter Einsatz des chiralen Olefins (+)-a-Pinen keine Enantiomere, sondern
Diastereomere entstehen. Diese wirden im NMR einen doppelten Signalsatz ergeben. Das
Auftreten von nur einem einfachen Signalsatz in den NMR-Spektren bestatigt den selektiven
Angriff des Nitriloxids ausschlieRlich von der sterisch weniger gehinderten Seite.

Die Addition von Mesitonitriloxid an Norbornadien liefert in Analogie zur Synthese von SN-2
das racemische exo-Produkt 32. Da Norbornadien jedoch eine zweite Doppelbindung besitzt
ist auch die Addition eines zweiten Mesitonitriloxid-Moleklls méglich. Aufgrund der Symmetrie
des Norbornadiens spielt es fir den ersten Angriff keine Rolle, an welcher Doppelbindung die
erste Addition erfolgt. Der Angriff des zweiten Mesitonitriloxid-Molekils an die zusatzliche
Doppelbindung kann dann punkt- oder achsensymmetrisch zum ersten Angriff erfolgen. Der
punktsymmetrische Angriff mit umgekehrter Orientierung des Nitriloxids ist hierbei sterisch
deutlich im Vorteil, was sich in der hdheren Ausbeute von 21% fir 33 (gegenlber 8 % fir 34)
deutlich zeigt. Hier befinden sich die beiden Mesitylreste maximal weit voneinander entfernt
und somit ist die rdumliche Ausrichtung, welche fur die Cycloaddition notwendig ist, problemlos
moglich. Aufgrund der Methylenbricke besitzt 33 jedoch keine Symmetrieelemente, ist somit
chiral und wird als Racemat isoliert. Durch den achsensymmetrischen Angriff eines zweiten
Mesitonitriloxids in gleicher Orientierung entsteht das komplett symmetrische 34, welches

aufgrund der Symmetrie an einer Spiegelebene achiral ist.

3.1.4 Aromatisierung des Isoxazolins zum Isoxazol

Um den Einfluss der Oxidationsstufe und der Planaritdt des zentralen Heterocyclus auf die
Aktivitat der Verbindungen zu untersuchen sollten SN-2 Analoga mit aromatischem, planarem
Isoxazol-Grundkorper anstelle des teils gesattigten, gewinkelten Isoxazolins dargestellt
werden. Aromatische Isoxazole lassen sich ebenfalls durch Huisgen-Cycloadditionen
generieren. Unter Einsatz von Alkinen anstelle der oben verwendeten Alkene gehen Nitriloxide
Cycloadditionen zu den entsprechenden Isoxazolen ein. Verbindung 37 konnte auf diesem
Weg ausgehend von Phenylacetylen und Mesitonitriloxid in einer Huisgen-Cycloaddition in
guter Ausbeute dargestellt werden (Abbildung 37). Alkine reagieren hierbei vergleichbar gut
wie Alkene und folgen denselben Orientierungsregeln”), so dass in diesem Fall nur das 5-

Phenyl-substituierte Isoxazol entsteht.
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Abbildung 37: Synthese von 37 in einer Huisgen-Cycloaddition aus Phenylacetylen.

Da fur SN-2 Analoga insbesondere cyclische Substituenten als vielversprechend erachtet
wurden, um moglichst hohe Analogie zur Leitstruktur zu wahren, hatte man fir die Huisgen
Cycloaddition nach obigem Muster entsprechende Cycloalkine bendétigt. Da diese jedoch in
weniger grofer Bandbreite zur Verfigung stehen als die entsprechenden Alkene und
insbesondere cyclische Alkine erst ab der RinggroRe von Cyclooctin stabil sind musste auf

alternative Synthesestrategien ausgewichen werden.

Geplant war die Oxidation der oben bereits dargestellten Isoxazoline zu den entsprechenden
aromatischen Isoxazolen. Zunachst sollte ein exaktes aromatisches Analogon der Leitstruktur
(Verbindung 38) durch Dehydrierung von SN-2 dargestellt werden (Abbildung 38).

O\ O\
N | N
i - Vi
—
SN-2 38
i) DDQ HOACc, Toluol, 110 °C, 6 h
i) I DMSO, H2S04, 100 °C, 2 h

i)  MnO. DCM, RT, 16 h
iv)  KMnOs  Hz0/H.SOs RT, 30 min
v)  KMnOs;  H20/HzSOs, 50 °C, 14 h
vi)  NBS, AIBN, CCls, 100 °C, 1.5 h - KOAc / HOAc, 100 °C, 1 h

Abbildung 38: Versuche zur Dehydrierung von SN-2 zu 38.

Eine Reihe Methoden zur Dehydrierung von Isoxazolinen zu Isoxazolen ist in der Literatur
beschrieben, mit unterschiedlichen Einschrankungen. Die Oxidation mit Chrom(VI)oxid sowie
die von Li et al. aufgefihrte Oxidation mit Stickstoffmonoxid beispielsweise funktionieren
lediglich mit Isoxazolinen, welche in 3- und 5-Position aromatische Reste tragen®®® %31, Mit

aliphatischen Substituenten wie im Fall von SN-2 versagen diese Methoden allerdings!'%. Imai
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et al. formulieren eine quantitative Dehydrierung von 3-Aryl-4,5-alkylisoxazolinen mit DDQ in
Gegenwart von Essigsaurel®!. Unter Verwendung von SN-2 konnten hierbei nach 6 Stunden
jedoch lediglich die Edukte detektiert werden (Abbildung 38 i). Ebenso gab es unter Oxidation
mit lod in Dimethylsulfoxid und Schwefelsaure®'!, selbst nach Zugabe eines mehrfachen
Uberschusses Oxidationsmittel und Temperaturerhéhung, keinerlei Umsetzung. Auch der
Versuch mit Braunstein scheiterte. Das starkere Oxidationsmittel Kaliumpermanganat brachte
nach einer Vorschrift von Vaughan et al.®? ebenfalls keinerlei Umsetzung und selbst in einem
weiteren Versuch unter Erhéhung von Reaktionszeit und Temperatur konnte lediglich
sauberes SN-2 zurlickgewonnen werden. In einem letzten Versuch sollte nach U.S. Patent
3,63,169%¢ sowie Vorschrift von Bianchi et al.’®® das Isoxazolin radikalisch bromiert werden.
Diese bromierten Zwischenstufen sind als instabil beschrieben und spalten unter Einfluss von
Base HBr ab, wodurch die aromatischen Isoxazole entstehen. Der Versuch mit SN-2 lieferte
jedoch auch nach dieser Vorschrift lediglich das saubere Edukt ohne Anzeichen daflr, dass

eine Bromierung oder gar Aromatisierung stattgefunden hatte (Abbildung 38 vi, Abbildung 39).

Br
O\
N
O\ O\
N KOAc, HOAc | N
NBS, AIBN 1h,100 °C
/ L L
CCly, 100 °C, 1.5 h NaOH, H,0
N
SN-2 Br 38

Abbildung 39: Versuch zur Aromatisierung von SN-2 uber radikalische Bromierung und HBr-Abspaltung.

Eine Schwierigkeit bei der versuchten Oxidation von Isoxazolinen zu Isoxazolen stellt im Falle
von SN-2 die erhdhte Ringspannung dar. Bei der Aromatisierung wird der Isoxazolring in eine
planare Form gezwungen, wodurch die Ringspannung von anellierten Ringen an 4- und 5-
Position des Isoxazolins, insbesondere dem ohnehin schon gespannten verbriickten
Norbornan-Ringsystem weiter erhoht wird. Deutlich besser sollte die Oxidation mit dem 3,5-
Diarylisoxazolin 27 funktionieren. Versuche zur Dehydrierung mit lod, Braunstein sowie Pd/C
scheiterten jedoch auch hier (Abbildung 40).
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37

i) I, DMSO, 180 °C, 1 h
i)  MnO, DCM,RT,20h
i)  Pd/C  Xylol, 160 °C, 5 h

Abbildung 40: Versuche zur Oxidation von 27 zu 37.

Da die Versuche zur Darstellung aromatischer Isoxazole durch Dehydrierung der zuvor
synthetisierten Isoxazoline nicht zielfuhrend war, musste der Isoxazolring auf anderen Wegen
aufgebaut werden. Vielversprechend erschien hier der Aufbau eines Isoxazolins, welches
bereits eine Abgangsgruppe tragt. Uber diese sollte im Nachhinein die fiir das aromatische
Isoxazol fehlende Doppelbindung eingefihrt werden. Da die in Abbildung 39 versuchte
nachtragliche Einfihrung der Abgangsgruppe mit NBS an SN-2 nicht funktionierte, sollte der
Isoxazolinring gleich mitsamt der Abgangsgruppe neu synthetisiert werden. Ausgehend von
Ketonen lassen sich Enolate oder Enamine generieren, welche dann wiederum mit Nitriloxiden
Huisgen-Cycloadditionen eingehen kénnen. Die dabei entstehenden Isoxazoline tragen dann
eine Hydroxy- oder Amingruppe, welche als Abgangsgruppe dienen kann.

Eine einfache One-Pot-Synthese nach Vitale et al.'% scheiterte. Hier sollte ausgehend von
Mesitonitriloxid und Cyclohexanon in einem Schritt das aromatische Isoxazol entstehen. Zwei
Aquivalente Natriumhydrid sollten unter Eiskiihlung aus dem Keton das Enolat freisetzen,
welches mit dem Nitriloxid die Huisgen-Cycloaddition zum 5-Hydroxyisoxazolin 39 eingeht. In
situ sollte spontan die Dehydratisierung zum aromatischen Isoxazol stattfinden (Abbildung 41).
Das Isoxazol 40 konnte in einer uniberschaubaren Anzahl von Nebenprodukten jedoch nicht

identifiziert werden.
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Abbildung 41: Versuchte One-Pot-Synthese zur Darstellung eines aromatischen Isoxazols.

Um die Anzahl méglicher Nebenreaktionen einzuschranken und die Reaktion besser verfolgen
zu konnen wurde daraufhin auf das One-Pot-Verfahren verzichtet und die Reaktion in
Teilschritte aufgeteilt!'®: Cyclohexanon wurde mittels Lithiumdiisopropylamid in a-Position
deprotoniert um das Enolat zu generieren. Unter Kuhlung auf -78 °C wurde langsam
tropfenweise eine Losung von Mesitonitriloxid zugegeben, um Nebenreaktionen zu
minimieren. Nach Aufarbeitung mit Ammoniumchlorid-Lésung konnte das 5-Hydroxyisoxazolin
39 in 73 % Ausbeute isoliert werden (Abbildung 42; Tabelle 3, mittlere Spalte). Das 5-
Hydroxyisoxazolin 39 ist bei Raumtemperatur stabil und dehydratisiert nicht spontan, sondern
erst unter Erhitzen in Natriumcarbonat-Losung quantitativ zum aromatischen Isoxazol 40
(Abbildung 42; Tabelle 3, rechte Spalte) Die Dehydratisierung verlauft dabei derart vollstandig
und ohne Nebenprodukte, dass das Produkt nur aus der wassrigen Phase extrahiert werden
muss und eine weitere Aufreinigung Uberflissig ist. Somit ist durch Auftrennen der One-Pot

Synthese in die Teilschritte die Reaktion kontrollierbar und der Mehraufwand dennoch

begrenzt.
© OH 1

Qo R0, R0,

N 1) LDA N | N
R1To it THF, -78 °C, 2 h R? 7 Na,CO3 R2

+ .
R2 2) Mesitonitriloxid MeOH / H,O
THF, -78 °C, 2 h 95°C,2h
3) NH4CI

Abbildung 42: Synthese von 5-Hydroxyisoxazolinen und deren Dehydratisierung zu Isoxazolen.

Auf demselben, in Abbildung 42 aufgezeigten, Weg konnten unter Einsatz verschiedener
Carbonylverbindungen eine Reihe weiterer 5-Hydroxy-Analoga von SN-2 sowie deren

Derivate mit aromatischem Isoxazol-Rest synthetisiert werden (Tabelle 3).
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Tabelle 3: SN-2 Analoga mit unterschiedlichen aliphatischen Substituenten in der 5-Hydroxyisoxazolin- und
Isoxazol-Form, hergestellt nach dem in Abbildung 42 beschriebenen Verfahren. Prozentangaben beziehen sich auf
die Ausbeuten der Produkte.

Carbonyl-
5-Hydroxyisoxazolin Isoxazol
Verbindung
HO
O\
N
O ¢ 41
<j 78 % - N
OHO 0,
N N
o) ¢ 39 40
(j 73 % 95 %
OI—(|) 0,
o N N
% 42 43
36 % 92 %
OH
O\
N
0 4 44
@ 85 % - -
OH O,
N
\N \/N
0o ~ N 4 45 46
\/'U 80 % 99 %
OH
O\
N
o) ¢ / 47 48
g 80 % 68 %
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Carbonyl-
5-Hydroxyisoxazolin Isoxazol
Verbindung
OH
O\
N
o) S / 49 50
S(:/I/ 94 % 99 %
OH
o) O,
N | /N
o) ¢ 51 52

\)J\/ 87 % 93 %

M~ a a 50 %

37
63 %

Die Huisgen-Cycloaddition lief in allen Beispielen nach den bekannten Regeln ab und lieferte
in guten Ausbeuten die 5-Hydroxyisoxazoline. Alle synthetisierten Isoxazoline mit
Substituenten in 4-Position waren stabil und konnten gezielt zu den entsprechenden
Isoxazolen dehydratisiert werden. Lediglich die 5-Hydroxyisoxazoline ohne Substituenten in 4-
Position (generiert aus Hexan-2-on und Acetophenon) dehydratisierten spontan, was deren
Aufreinigung deutlich erschwerte und zu hohen Verlusten fuhrte. Erst nach vollstandiger
Dehydratisierung mittels Natriumcarbonat-Losung waren die sauberen Isoxazole 53 und 37 zu

isolieren.

Der Einsatz von unsymmetrischen Ketonen wie Hexan-2-on (Tabelle 3, vorletzte Zeile) eréffnet
die Frage nach der Regioselektivitat der Enolatbildung. Prinzipiell ist die Bildung des
thermodynamisch bevorzugten Hex-2-en-2-olats sowie des kinetisch bevorzugten Hex-1-en-

2-olats denkbar (Abbildung 43). Unter den gewahlten Bedingungen konnte nur das aus dem
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kinetisch bevorzugten Enolat generierte 5-Butylisoxazol isoliert werden. Die Regioselektivitat
der Huisgen-Cycloaddition ist im Falle des kinetisch bevorzugten Hex-1-en-2-olats nach den
oben beschriebenen sterischen Kriterien eindeutig festzulegen, sodass das 5-substituierte
Isoxazol entstent. Bei dem thermodynamisch stabileren Enolat (Hex-2-en-2-olat)
unterscheiden sich die Substituenten an der Doppelbindung deutlich weniger in ihrer Gréle.
Da die Huisgen-Cycloaddition hauptsachlich sterisch kontrolliert wird, sind somit aus diesem
Enolat zwei Produkte denkbar: 3-Mesityl-4-methyl-5-propylisoxazol sowie 3-Mesityl-5-methyl-
4-propylisoxazol. Im Versuch konnte allerdings nur das aus dem kinetisch bevorzugten Enolat

generierte Isoxazol 53 nachgewiesen werden.

kinetisch o@
0 LDA A
)J\/\/ )

@)

thermodynamisch )\/\/

Abbildung 43: Bildung von Enolaten aus Hexan-2-on.

Obwohl unsymmetrisch, ist bei Acetophenon die Richtung der Enolatbildung vorgegeben, da
nur ein a-Kohlenstoff Protonen tragt.

Fir Norcampher ist die Richtung der Enolatbildung durch die Bredtsche Regel definiert, welche
besagt dass aufgrund der Ringspannung in bicyclischen Kohlenwasserstoffen kleiner

RinggréflRen keine Doppelbindung an Bruckenkopfatomen liegen kann.

Die beiden 5-Hydroxyisoxazoline 41 und 44 konnten nicht wie beschrieben mit
Natriumcarbonat-Losung dehydratisiert werden um das aromatische Isoxazol zu generieren.
Wie bereits erwahnt tritt hier durch den anellierten Flnfring die erhdhte Ringspannung
besonders ins Gewicht, welche durch Planarisierung des Isoxazol-Rings entsteht. Daher
wurde zunachst versucht, unter starker basischen Bedingungen mit Natronlauge eine
Eliminierung herbeizufiihren. Auch im Sauren sollten Alkohole Eliminierungsreaktionen
eingehen. Selbst unter dem Einfluss konzentrierter Schwefelsaure!'®! bleibt 44 unverandert
stabil. Auch unter Ruckflusskochen in 8 % iger Phosphorsaurel'® tritt keine Reaktion auf. Da
44 schlecht wasserléslich ist, sodass das Reaktionsgemisch als Suspension vorlag, wurde der
Versuch in Methanol mit einer hdheren Konzentration Phosphorsaure wiederholt. Auch in
homogener Lésung konnte keine Umsetzung beobachtet werden. Um die OH-Gruppe in eine
bessere Abgangsgruppe zu Uberflihren, wurde 44 mit Triethylamin und Mesylchlorid('%"]

behandelt, der Versuch hatte allerdings ebenfalls keinen Erfolg (Abbildung 44).
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OH
O\ O\
N N
Z i-vi | 7
— >
44 38
i) Na2COs MeOH, 95 °C, 4 h

iy  NaOH (6M) MeOH, RT, 48 h
i)  H;S04(98%) RT,1h

iv) H3PO4 H20, 120 °C, 2 h
V) H3PO4 MeOH, 100 °C, 8 h
vi) MsCI, EtsN EtOAc, 0 °C - RT, 3 h

Abbildung 44: Versuche zur Dehydratisierung von 44.

Mehreren Berichten zufolge ist es nicht mdglich, Isoxazoline mit anellierten 5-Ringen zu den
entsprechenden Isoxazolen zu oxidieren. Hier sei die Ringspannung aufgrund der planaren
Form des Isoxazols schlichtweg zu hoch. Erst ab der RinggroRe von Sechsringen ist eine
Oxidation der Isoxazoline moglichl'%-1% K{ihne et al."'% beschreiben dennoch die Synthese
eines Isoxazols mit anelliertem Finfring Uber eine Hofmann-Eliminierung. Hier wird ebenfalls
in einer Huisgen-Cycloaddition der zentrale Isoxazolin-Grundkdrper mitsamt Abgangsgruppe
aufgebaut. Statt dem zuvor eingesetzten Enolat kommt hier ein Enamin zum Einsatz.
Morpholinocyclopenten lasst sich wie gewohnt mit Mesitonitriloxid zum entsprechenden
5-Morpholinoisoxazolin 54 umsetzen. Der Vorschrift von Kiihne et al.l''” folgend wird dieses
in Methyliodid drei Tage bei Raumtemperatur gerthrt und dann eingedampft. Der Riickstand,
welcher das entstandene quartare Ammoniumion enthalt, wird dann mit Silberoxid verrieben
und in einem Sublimator auf 220 °C erhitzt. Bei einem Druck von 4 x 102 mbar scheidet sich
an der Kondensationsflache des Sublimators das Produkt ab. In einem ersten Versuch konnte
so das Isoxazol 55 in 6 % Ausbeute dargestellt werden. Eine deutliche Verbesserung wurde
durch Erhéhung der Reaktionstemperatur bei der Methylierung erreicht. Nach
Ruckflusskochen des Morphilinoisoxazolins 54 in Methyliodid, anschlieRendem Verreiben mit

Silberoxid und Hitzeeinwirkung am Sublimator entstand 55 in 62 % Ausbeute (Abbildung 45).
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o} o}
° ] y
(0] ® ©
O @ N HeC>N" !
Il (0] (0]
\N CH3| \N
N —_— Y - %
DCM 60 °C, 3d
RT, 20 h
54 - -
92 %
O\
| N
Agzo
220°C, 4 x 102 mbar
55
62 %

Abbildung 45: Synthese des Isoxazols 55 Giber Hofmann-Eliminierung.

Analog dazu sollte die Reaktion auch unter Verwendung des Norbornan-Rings versucht
werden, um ein exaktes aromatisches Analogon von SN-2 zu erhalten. Die Synthese des
hydrolyseempfindlichen ~ Enamins aus  Norcampher und einem  Uberschuss
Trimethylsilyimorpholin in Gegenwart einer katalytischen Menge p-Toluolsulfonsaure
ermoglicht die Synthese ohne Einsatz von Trockenmitteln oder azeotroper Destillation. Als
Syntheseprodukte fallen neben dem Enamin Morpholin sowie Hexamethyldisiloxan an!''"l. Die
Kondensation von Norcampher und Morpholin hingegen fihrt zur Freisetzung einer
stochiometrischen Menge Wasser, welches dann der Reaktion entzogen werden muss!''"l.
Das generierte Enamin ging wie erwartet in guter Ausbeute die Huisgen-Cycloaddition mit
Mesitonitriloxid zu 56 ein. Die folgende Hofmann-Eliminierung scheiterte jedoch wiederholt
(Abbildung 46). In Spuren liel3 sich ein Produkt der richtigen Masse isolieren, das NMR-
Spektrum der Verbindung war jedoch nicht ausreichend sauber, um eine eindeutige
Charakterisierung zu erlauben. Auch in der Literatur lassen sich keine Isoxazole mit

anelliertem Norbornan-Ringsystem finden.
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O
NE
N
it
»
° N
O [ ] p-Toluolsulfonséaure (\O O\N
@ * N > N\) . )
i RT, 24 h DCM, RT, 2 h
e | ~
56
95 %

HiC-N

o —
O\

| N
CH3| Agzo
— N >
60 °C, 3 d 220 °C, 4 x 102 mbar

38

Abbildung 46: Versuch zur Herstellung des Isoxazols 38 durch Hofmann-Eliminierung.

Der oben beschriebene cyclische Thioether 50 (Tabelle 3) eignet sich zur weiteren Variation:
Durch Oxidation mit verschiedenen Oxidationsmitteln wie Wasserstoffperoxid!''>114]
Monoperoxyphthalsaure!''?l oder meta-Chlorperbenzoesaurel''3114 |asst sich das Sulfid zum
Sulfoxid sowie zum Sulfon oxidieren. Die gezielte Oxidation zum Sulfoxid 57 erfordert eine
genaue Dosierung des Oxidationsmittels. Dennoch lasst sich auch unter Anwendung nur eines
Aquivalents Wasserstoffperoxid in geringen Mengen die Bildung des Sulfons 58 nachweisen.
Unter mindestens zwei Aquivalenten Oxidationsmittel wird der Thioether 50 quantitativ zum
Sulfon 58 oxidiert (Abbildung 47).

O\
N
O://S | Y
1.0 Ag. H;02 2.0 Aq. mCPBA o
NaOH, MeOH DCM
60°C,2h RT, 2h
58
56 % 98 %

Abbildung 47: Oxidation des Thioethers 50 zum Sulfoxid 57 und Sulfon 58.
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3.1.5 Variation des Heterocyclus

3.1.5.1 Isoxazolidin

Um ein gesattigtes Analogon von SN-2 zu erhalten sollte der Isoxazolin-Ring durch einen
Isoxazolidin-Ring ersetzt werden. Geplant war die Synthese ebenfalls Uber eine Huisgen-

Cycloaddition. Dabei sollte ein Nitron als 1,3-Dipol mit dem Dipolarophil Norbornen reagieren.

Die Darstellung des Nitrons 59 gelang nach Vorschrift von Hart et al. aus Mesitaldehyd und N-
Methylhydroxylamin-Hydrochlorid®”! in nahezu quantitativer Ausbeute. Die versuchte
anschlielRende Huisgen-Cycloaddition fihrte allerdings nicht zum Isoxazolidin 60. Wiederholt
konnte lediglich das Edukt-Nitron 59 zuriickgewonnen werden (Abbildung 48). Huisgen-
Cycloadditionen sind generell nahezu unabhangig von der Polaritat des Loésungsmittels. Bei
Nitronen, deren Ladungskompensation weniger vollstandig ist als bei anderen eingesetzten
Dipolen, tritt eine schwache inverse Abhangigkeit auf’”l. Somit eignet sich ein apolares
Losungsmittel wie das eingesetzte Toluol besonders gut. Dennoch konnte in Toluol keine
Umsetzung beobachtet werden. Der Versuch durch Temperaturerhohung, den Einsatz der
Mikrowelle sowie die Erhdhung des Reaktionsdrucks die Reaktion zu begunstigen flhrte
ebenfalls zu keinerlei Reaktion. Nitrone sind generell deutlich weniger reaktiv als Nitriloxidel’”).
Auch der positive Effekt der Winkelspannung des Norbornens erlischt bei der Addition an
Nitrone als 1,3-Dipolel”". Hinzu kommt im Fall von 59 die starke sterische Hinderung durch die

beiden ortho-Methylgruppen am Mesitylrest.

S)
?
H 0] /g\
H3C-NH-OH x HCI
NaHCO;, DCM a) Toluol, 85 °C, 4 d
RT, 22 h b) Toluol, 120 °C, 24 h
59 c) Toluol, MW (150 W, 200 °C, 2 h)
92 % (£)

60 / epi-60

Abbildung 48: Versuche zur Darstellung des Isoxazolidins 60. Der Stern symbolisiert das zusatzliche Stereozentrum
an C-3.

Da die geplante Huisgen-Cycloaddition nicht zum gewtnschten Isoxazolidin fuhrte, wurde eine
alternative Synthesestrategie erarbeitet: Ausgehend von der bereits in Absatz 3.1.1
dargestellten Leitstruktur SN-2 sollte das gesattigte Analogon durch Reduktion dargestellt
werden. Cerri et al. beschreiben die Umsetzung eines Isoxazolins zu einem N-
Methylisoxazolidin durch N-Methylierung mit Trimethyloxoniumtetrafluoroborat (Meerwein-

Salz) und anschlieRende Reduktion des entstandenen quartdren Ammoniumions mit
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Natriumborhydrid!"'®. Diesem Vorgehen folgend wurde SN-2 in trockenem Nitromethan mit
Trimethyloxoniumtetrafluoroborat versetzt und bei Raumtemperatur gertihrt bis kein Isoxazolin
mehr nachweisbar war. Anschlief3end sollte in ethanolischer Lésung unter sukzessiver Zugabe
eines Uberschusses Natriumborhydrid die Reduktion erfolgen. Stattdessen trat starke
Gasentwicklung auf. Eine Umsetzung konnte nicht beobachtet werden. Deshalb wurde auf das
von Cerri et al.l'""® vorgeschlagene alternative Losungsmittel gewechselt und die Reduktion in
Dichlormethan durchgefiihrt. Nach einer Stunde Reaktionszeit konnte das Isoxazolidin 60 in
72 % Ausbeute isoliert werden (Abbildung 49).

H NaBH4

2O, EtOH, RT, 1 h
/
(CH3)30" BF 4
Nitromethan, RT, 50 h

NaBH,4

DCM, RT, 1 h
(*)-SN-2 (*) 72% (*)-60

Abbildung 49: Synthese des gesattigten Isoxazolidins 60 durch N-Methylierung und Reduktion von SN-2.

Vorteil der neuen Syntheseroute ist aullerdem die Stereospezifitdt. Die urspringlich
angedachte Methode Uber eine Huisgen-Cycloaddition hatte laut Literatur zur Generierung von
Epimeren fihren sollen. Die Stellung der beiden Stereozentren an C-4 und C-5 des
Isoxazolidins zueinander ergibt sich zwingend aus der syn-Addition des 1,3-Dipols an die
Doppelbindung des cis-konfigurierten Olefins. Bei der Addition des Nitrons entsteht zusatzlich
ein neues Stereozentrum an C-3. An diesem zusatzlichen Stereozentrum ist die Reaktivitat
nicht festgelegt was zur Bildung von Epimeren fiihrt( %9,

Durch Methylierung und nachfolgende Reduktion des Ammoniumions bleibt die Stereochemie
des Isoxazolins SN-2, also die exo-Konfiguration an C-3a, C-4, C-7 und C-7a erhalten. Der
Angriff des Natriumborhydrid erfolgt dann zu 100 % stereoselektiv von der sterisch weniger
gehinderten Seitel''®. Somit entsteht ausschlielich das Isoxazolidin 60, in dem das durch
Reduktion neu eingeflhrte H-Atom am Stereozentrum C-3 cis zu den H-Atomen an den schon
vorher vorhandenen Stereozentren an C-3a und C-7a steht. Die cis-Stellung dieser drei H-
Atome zueinander konnte aulRerdem durch ein NOE (nuclear Overhauser
effect)-Experiment belegt werden. Bei selektiver Anregung der 3a-H
Resonanz konnte im NOE-Experiment eine Resonanz der Protonen an
Position 3 und 7a detektiert werden (vgl. Abbildung 50). Dies belegt die
raumliche Nahe und somit die cis-Stellung aller drei Protonen zueinander.

Aulerdem sprechen die Protonen an C-4 und der Methylgruppe an C-6

durch ihre raumliche Nahe auf Anregung der 3a-H-Resonanz an (Abbildung
50).
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1H-NMR
3 3a
7a

NOE mit Einstrahlung auf 3a-H

s

6'-CH3
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Abbildung 50: NOE Experiment zur Bestimmung der relativen Konfiguration. Oben: 'H-NMR der Verbindung 60.
Unten: NOE-Experiment bei selektiver Anregung der 3a-H Resonanz.

3.1.5.2 Inverses Isoxazol

Es sollte ferner ein SN-2 Analogon dargestellt werden, welches ein Isoxazol als zentralen
Heterocyclus enthalt, in dem jedoch die Positionen des Stickstoff- und Sauerstoffatoms
vertauscht sind. Zum ,Austausch® der Heteroatome im Isoxazol stehen zwei Syntheserouten,
welche das Isoxazol invers neu aufbauen, zur Auswahl (vgl. Abschnitt 2.2.1 Syntheseplanung
SN-2 Analoga). Da der Neuaufbau des Isoxazolins Uber ein 3-Diketon und Hydroxylamin zu
einem Gemisch beider moglicher Isomere fiihrt2-63. 1161 fie| die Wahl auf die von Beam et al.[62
beschriebene Syntheseroute Uber ein Oximdilithiumsalz. In Abschnitt 3.1.4 wurde bereits
gezeigt, dass die Bildung aromatischer Isoxazole mit anelliertem Norbornan-Ringsystem nicht
mdglich ist. AuRerdem funktioniert die gewahlte Syntheseroute mit anellierten Flnfringen am
aufzubauenden Isoxazol nur mit unsubstituiertem Benzolring®¥, an dessen Stelle sich hier in
Analogie zu SN-2 allerdings ein sperriger Mesitylrest befinden soll. Als naheliegende
vielversprechende Alternative wurde ein anellierter Cyclohexan-Ring (also im Vergleich zum
Norbornan ohne Methylenbriicke) gewahlt. Die Synthese verlduft dann Uber
Cyclohexanonoxim, aus welchem das Dilithiumsalz generiert wird. Nach Kondensation mit
einem aromatischen Ester wird unter anschlieRender Saurebehandlung das aromatische
Isoxazol 61 generiert (Abbildung 51).

Der zur Kopplung benétigte Mesitylsduremethylester muss zunachst aus Mesitylsaure
aufgebaut werden. Aufgrund der starken sterischen Hinderung durch die Methylgruppen ist
der nucleophile Angriff von Methanol Uber eine tetraedrische Zwischenstufe nicht moglich!''71.
Nach einer Methode von Chakraborti et all''”l konnte Mesitylsdure mit Lithiumhydroxid

deprotoniert und das Carboxylat mit Dimethylsulfat alkyliert werden. Unter Verwendung dieses
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Mesitylsduremethylesters und der zuvor beschriebenen Synthese entstand das inverse

Isoxazol 61 in guter Ausbeute (Abbildung 51).

0.0

/N\
o H,N-OH x HCI HO. ) . N-Ol 0

NaOH | 2 Ag. n-BulLi |
> —_— Li >
H,O / EtOH (1:1) © ©/ H,SO,4
0°C,1h
61
67 %

Abbildung 51: Synthese des inversen SN-2 Analogons 61.

3.1.5.3 Isothiazol

Die Darstellung des Isothiazol-Analogons von SN-2 sollte durch Ringtransformation aus dem
zuvor in Abschnitt 3.1.4 dargestellten Isoxazol 40 erfolgen. Die Synthese funktionierte wie
geplant in quantitativer Ausbeute. Der Isoxazolring von 40 lasst sich durch Hydrieren in
alkalischer Losung!''® 6ffnen. Die Spaltung der N-O Bindung erfolgt dabei ohne jegliche
Nebenreaktionen, sodass nach Abfiltrieren des Katalysators und Neutralisation der Losung
das saubere cis-Enaminoketon 62 ohne weitere Aufreinigung extrahiert werden konnte. Das
Enaminoketon 62 kondensiert dann mit Phosphorpentasulfid®! zum Isothiazolin, welches in
situ durch p-Chloranil®®! zum Isothiazol 63 oxidiert wird (Abbildung 52).

| ) ° | )
N 1) P2Ss N
¢ H, Pd/C X NH2 2) p-Chloranil ¢
KOH, EtOH THF, NaHCOs4
RT, 15 h RT. 20 h
40 62 63
> 99 % > 99 %

Abbildung 52: Synthese des Isothiazols 63 durch Ringtransformation aus dem Isoxazol 40.
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3.1.54 Triazol / Triazolin

Das Triazol-Analogon von SN-2 sollte durch eine Huisgen-Cycloaddition dargestellt werden.
Als 1,3-Dipol sollte dabei das Azid 64 fungieren. Dessen Darstellung gelang wie zuvor von
Brown et al. beschrieben ausgehend von Mesitylamin in einer one-pot Synthesel®’. Die
Cycloaddition mit Cyclohexanon in DMSO unter Zusatz von Pyrrolidin®'! brachte jedoch nicht
das gewlnschte Triazol 65 hervor. Im Sinne einer Organokatalyse sollten Pyrrolidin und
Cyclohexanon zum Enamin reagieren. Dessen Doppelbindung sollte dann 1,3-dipolare
Cycloadditionen eingehen und das gebildete Triazolin unter Abspaltung des als Katalysator
dienenden Pyrrolidins aromatisieren. Belkheira et al.l''” testeten verschiedene Bedingungen
und Amine als Organokatalysatoren in Cycloadditionen und beschreiben ebenfalls keine
Umsetzung nicht aktivierter Ketone mit Pyrrolidin (nur aktivierte Ketone wie B-Ketoester oder
B-Diketone gaben die Reaktion). Mit L-Prolin als aktivierendem Katalysator ist laut Ihnen
jedoch eine gute Umsetzung moglich!'. Abbildung 53 zeigt den Mechanismus der
Organokatalyse. Auch unter den von Belkheira et al.l''®! bevorzugten Bedingungen mit L-Prolin
konnte mit dem Azid 64 keine Umsetzung mit Cyclohexanon beobachtet werden (Abbildung
54 i und ii).
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Abbildung 53: Mechanismus der Cycloaddition von Arylaziden mit einem Cyclohexanon unter Organokatalyse
durch L-Prolint"9],
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Es wurde daher versucht, das aromatische Triazol 65 analog zur zuvor optimierten Synthese
aromatischer Isoxazole durch Cycloaddition darzustellen und somit als Dipolarophil statt des
durch Organokatalyse erzeugten Enamins ein Enolat einzusetzen. Unter Verwendung des
Azids 64 als 1,3-Dipol anstelle des Nitriloxids sollte die Synthese ansonsten analog ablaufen.
Aus Cyclohexanon sollte in situ durch Deprotonierung mit LDA das Enolat generiert werden,
welches als Dipolarophil die Cycloaddition eingeht. Dabei sollte ein 5-Hydroxytriazolin
entstehen, welches durch Dehydratisierung aromatisiert. Es konnte jedoch erneut weder das

5-Hydroxytriazolin noch das aromatische Triazol 65 nachgewiesen werden (Abbildung 54 iii).

Schon Huisgen beschrieb, dass Azide deutlich weniger reaktiv sind als Nitriloxide!’”). Daher
wurde in einem letzten Versuch das Azid 64 mit dem durch Ringspannnung reaktiveren
Dipolarophil Norbornen umgesetzt. Hier gelang schlieRlich die Cycloaddition zum Triazolin 66
(Abbildung 54 unten).

i) Pyrrolidin
DMSO, 80 °C, 24 h

N
i) L-Prolin | N
DCM, 80 °C, 100 h N’

Q iii) 1. LDA
THF, -78 °C-RT, 2 h
1 Nalto, ® \° [fij 2. NH,CI
NH, AcOH / H,0 (1:1) NG F T4
0°C.1h N’/ 3. Na2CO3 65
: . MeOH, 95 °C, 2 h
2. NaNj
H,0
0°C-RT, 2h N
« [ s
_ N
EtOAcC
RT, 3d
66
45 %

Abbildung 54: Versuche zur Synthese der Triazol- bzw. Triazolin-Analoga von SN-2.

Verbindung 66 weist wie die Leitstruktur SN-2 vier Stereozentren an den

Anellierungsstellen und den Brickenkopfatomen auf. Hier verhalt es sich

N

N identisch zur Leitstruktur und bildet ein exo-konfiguriertes Racemat. Die

I\@'I
.Z

Zuordnung der Stereochemie sowie der einzelnen NMR-Signale wird von
Banert et al.l'> bestatigt. Diese Arbeitsgruppe untersuchte verschiedene
andere 4,5-Dihydro-1H-1,2,3-triazole welche sie durch Cycloaddition aus

(¥)-66 Alkyl- und Arylaziden und Norbornen gewannen. Die NMR-Daten des
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Norbornan-Ringsystems, insbesondere der fraglichen Stereozentren ihrer Verbindungen

stimmen mit denen von 66 Uberein.

3.1.5.5 Pyrazol / Pyrazolin

Geplant war auRerdem die Darstellung eines SN-2 Analogons mit zentralem Pyrazol bzw.
Pyrazolin-Ring wie in Abschnitt 2.2.1 Syntheseplanung SN-2 Analoga gezeigt. Die Synthese
sollte Uber ein aq,B-ungesattigtes Keton fiihren, welches mit Hydrazin zum Pyrazolin
kondensiert. Dieses sollte im Anschluss durch Oxidationsmittel wie DDQ aromatisiert werden.
Da sowohl der Ringschluss zum Pyrazolin als auch die geplante Aromatisierung mit
anelliertem Norbornan-System durch die hohe Ringspannung erschwert sind, sollte zunachst
wieder ein SN-2 Analogon ohne Methylenbriicke dargestellt werden. Bereits die initiale
Aldolkondensation von Cyclohexanon und Mesitylaldehyd bereitete einige Schwierigkeiten. So
ergab die Synthese nach Smith et al.l'?"l neben dem gewiinschten a,B-ungeséattigtes Keton 67
das Diaddukt 68 (Abbildung 55). Das Auftreten der doppelten Aldolkondensation an einem
Ketonmolekdl ist bei dem symmetrischen Keton mit zwei freien a-Positionen nicht
verwunderlich. Kowalski et al. beschreiben die konkurrierende Mehrfachkondensation mit dem
stark sterisch gehinderten Mesitylaldehyd, selbst unter Einsatz nur eines Aquivalents Aldehyd,
als die Hauptreaktion!'??. Das in maRiger Ausbeute erhaltene a,B-ungesattigte Keton 67 sollte
nach der Methode von Nakhai et al.®® umgesetzt werden. Hierbei sollte eine Kondensation
mit Hydrazin das Pyrazolin geben, welches ohne vorherige Aufreinigung mit DDQ zum Pyrazol
69 dehydriert werden sollte. Es konnten im Reaktionsansatz aber weder das Pyrazolin noch

das Pyrazol 69 nachgewiesen werden (Abbildung 55).

NaOH 0 N H
o) =N N,
o AN H,O NH DDQ | N
100 °C, 20 h A HyoN-NH, x H,0 Dioxan %
+ — — —Hf—
ij Ethanol
20 °C, Ruckfluss
67 69
20 %

o}
X 4
—
68

Abbildung 55: Versuchte Synthese des Pyrazol-Analogon von SN-2 (iber ein a,B-ungesattigtes Keton.

Da die Ringtransformation vom Isoxazol 40 zum Isothiazol 63 derart gut und quantitativ verlief

(Abschnitt 3.1.5.3), wurde versucht durch eine analoge Ringtransformation auch ein Pyrazol-
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Analogon von SN-2 darzustellen. Das durch Hydrieren des lIsoxazols 40 generierte
Enaminoketon 62 sollte mit Hydrazin direkt zum aromatischen Pyrazol kondensiert werden.
Der Ringschluss mit Hydrazinhydrat zum Pyrazol 69 wurde nach diversen
Literaturmethoden!'?-125 in verschiedenen Losungsmitteln (Dimethylsulfoxid, Methanol,
Acetonitril) versucht (Abbildung 56). Es konnte jedoch kein erneuter Ringschluss beobachtet
werden. Auch in einem I6sungsmittelfreien Ansatz nach Aufziehen der Reagenzien auf

Montmorillonit K10 und Ultraschallbehandlung!'®! war keine Umsetzung zu beobachten.

O H
N\
i-iv
—
62 69

i) H2N-NH; - H.O, DMSO, 80 °C, 2d

ii) H2oN-NH2 - H20, MeOH, 70 °C, 24 h

iii) H2N-NH: - H20, Acetonitril, 85 °C, 24 h

iv) H2N-NHz - H.O, DCM, Montmorillonit K10, Ultraschall, 5 h

Abbildung 56: Versuche zur Darstellung des Pyrazols 69 aus dem Enaminoketon 62.

Nach Sviridov et al. soll die Ringtransformation auch in einem Schritt aus Isoxazolen das
entsprechende Pyrazol liefern'?4, In der Hoffnung, das in situ generierte Enaminoketon sei
etwas reaktiver wurde auch diese one-pot Reaktion versucht. Hierbei wird die N-O Bindung
des Isoxazols mit Raney-Nickel und Hydrazin als Wasserstoffquelle (im Sinne einer
Transferhydrierung) reduktiv gespalten. Der Uberschuss Hydrazin soll dann direkt mit dem
generierten Enaminoketon den Ringschluss zum Pyrazol eingehen. Unter Verwendung des
Isoxazols 40 konnte jedoch lediglich das reduzierte, ringgedffnete Enaminoketon 62 isoliert

werden. Der Ringschluss zum Pyrazol fand auch hier nicht statt (Abbildung 57).

o) H
| N N,
/ | N
Raney-Ni, HyN-NH, x H,O
/ >
MeOH
RT, 24 h
40 69

Abbildung 57: Versuch zur direkten Ringtransformation des Isoxazols 40 zum Pyrazol 69.
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Kovganko et al. beschreiben ebenfalls eine Ringtransformation von Isoxazolen zu
Pyrazolen!'?®l, Nach reduktiver Offnung des Isoxazols zum Enaminoketon bauen die Autoren
einen Hydrolyseschritt ein, um die entstandenen Enaminoketone zu B-Diketonen umzusetzen.
Ihnen zufolge verlauft der Ringschluss zu Pyrazolen uber B-Diketone effektiver als Uber
Enaminoketone!'?®l. Deshalb sollte das entsprechende B-Diketon 70 generiert werden, um

dieses wiederum mit Hydrazin zum Pyrazol 69 umsetzen zu kdnnen (Abbildung 58).

Nach Fos et al. ist die Synthese von (-Diketonen aus von Ketonen abgeleiteten Enaminen und
Saurechloriden moglich®. Die Darstellung eines Enamins aus Cyclohexanon und Morpholin
gelang exakt nach Vorschrift von Hinig et all'”?! Auch das Saurechlorid der Mesitylsaure
konnte problemlos mit Thionylchlorid dargestellt werden!'?®l. Die folgende Acylierung des
Morpholinocyclohexens lieferte zwar ein sauberes Produkt, welches laut "H-NMR-Spektrum
die zum B-Diketon 70 passenden Signale aufweist, im *C-NMR jedoch die Carbonyl-
Kohlenstoffe vermissen Iasst. Auch die Masse des [3-Diketons konnte nicht zugeordnet werden
(Abbildung 58 oben).

In einem zweiten Anlauf wurde die Kopplung Uber das Enolat des Cyclohexanons statt Gber
das Enamin versucht. Als Kopplungspartner diente wiederum Mesitylsaure, welche nun nach
Pinna et al.l'""® mit 1,1-Carbonyldiimidazol aktiviert wurde. Nach tropfenweiser Zugabe der
aktivierten Saure zur Enolat-Lésung und Rickflusskochen konnte nach wassriger

Aufarbeitung lediglich die Carbonsaure zuriickgewonnen werden (Abbildung 58 mitte).

Inspiriert von Kovganko et al. sollte das bereits vorhandene Enaminoketon 62 zum 3-Diketon
hydrolysiert werden. Die Hydrolyse sollte durch einfaches Ruckflusskochen in THF mit
verdunnter Salzsaure erreicht werden. Nach 15 Stunden konnte jedoch auch in diesem

Versuch lediglich das eingesetzte Enaminoketon 62 isoliert werden (Abbildung 58 unten).
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© CI\ O 1) Et3;N
CHClg, -15 °C - RT
N + / >
@ 2) HCI, Riickfluss
o}
OH
O ®
145 °C
10 h
HO. _O =
/N N/§> Qk/N o
\é/ (N;’ \QN
o 70
o NH2 HCI
THF, H,0
90 °C, 15 h
62

Abbildung 58: Versuche zur Darstellung des Pyrazols 69 Uber das 3-Diketon 70.

Letztendlich bestand die Mdglichkeit zur Generierung eines Pyrazols bzw. Pyrazolins im
Neuaufbau Uber die bewahrte Huisgen-Cycloaddition. Um dabei ein Pyrazol zu generieren
musste von einem Aryldiazomethan als 1,3-Dipol ausgegangen werden. Wulfman et al.['?°]
beschrieben bereits die Darstellung des Mesityldiazomethans. Die Synthese verlauft analog
einer Bamford-Stevens-Reaktion Uber das Tosylhydrazon 71. Durch Natronlauge wird das
Hydrazon deprotoniert. Die Abspaltung des Tosylrestes als Tolylsulfinat liefert dann das
Aryldiazomethan 72. Auf diesem Weg konnte Mesityldiazomethan (72) dargestellt werden,
welches ohne weitere Aufarbeitung der Huisgen-Cycloaddition unterzogen wurde. Je ein Teil
der Mesityldiazomethan-Lésung wurde mit Morpholinocyclohexen bzw. Norbornen versetzt
und bei Raumtemperatur gertuhrt. Aus dem Ansatz mit Morpholinocyclohexen sollte das
entsprechende Pyrazolinderivat samt Abgangsgruppe entstehen, welches im Nachhinein
unter Abspaltung von Morpholin zu aromatisieren ware. Aus diesem Ansatz konnten aber

weder das Morpholino-Pyrazolin noch das aromatische Pyrazol isoliert werden. Unter
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Verwendung von Norbornen als starkerem Dienophil gelang die Synthese von 73 als
Pyrazolin-Analogon von SN-2 (Abbildung 59). Dass lediglich das ringgespannte Norbornen die
Cycloaddition mit Mesityldiazomethan eingeht hatte Huisgen bereits 1963 vorausgesagt:
,Gewodhnliche, nichtkonjugierte Alkene sind Ubrigens reaktionstrage gegenuiber

Diazoalkanen.“l’"]

(0]

2

o.,0

7

SZ__NH, AcOH
+ N —_—
/©/ H 110°C, 3 h

NaOH

Toluol
90 °C, 15 min

-
’

Benzyltriethylammoniumchlorid

72

Abbildung 59: Synthese des Pyrazolin-Analogons 73 von SN-2 (iber eine Huisgen-Cycloaddition.

Auch das Pyrazolin 73 weist Stereozentren auf. Die Stereozentren an den
Anellierungsstellen (C-3a und C-7a) sowie an den Bruckenkopfen (C-4 und
C-7) resultieren aus der 1,3-dipolaren Cycloaddition von Norbornen und
weisen dieselben Eigenschaften auf wie zuvor beschrieben (Absatz 3.1.1).

Die Huisgen-Addition an eine Doppelbindung verlduft immer als cis-

Addition; Verwendung von Norbornen als Olefin fuhrt zu exo-Produkten.

(¥)-73

Verbindung 73 weist zudem noch ein weiteres Stereozentrum an C-3 auf.
Die relative Konfiguration dieses Stereozentrums zu den anderen ist deshalb speziell zu
bestimmen. Das NMR-Spektrum der Verbindung weist nur einen einfachen Signalsatz auf,
was auf das Vorliegen von Enantiomeren schlieBen lasst. Demnach ist die relative
Konfiguration des zusatzlichen Stereozentrums an C-3 zu den anderen Stereozentren

eindeutig definiert. Wirden an C-3 beide Konfigurationen unabhangig von den anderen im
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Molekil vorkommenden Stereozentren vorliegen, flhrte dies zu Diastereomeren, welche im

NMR-Spektrum einen doppelten Signalsatz aufweisen.

Im 'H-NMR-Spektrum koppeln die Protonen 3-H und 3a-H miteinander mit einer
Kopplungskonstante von Js.n 3.4 = 5.1 Hz. Da die Kopplungskonstante gemaf der Karplus-
Beziehung vom Diederwinkel abhangt, lasst sich die relative Konfiguration anhand von

Kopplungskonstante und Diederwinkeln bestimmen.

simulierter Diederwinkel: 131.4° simulierter Diederwinkel: 22.1°

= Kopplungskonstante
J theoret. = 5.58 Hz

= Kopplungskonstante
J theoret. = 7.72 Hz

Abbildung 60: Simulierte Diederwinkel und daraus berechnete theoretische Kopplungskonstanten fir beide
mdgliche Isomere von 73.

Die mit Chem3D (ChemOffice Professional 16.0, Firma PerkinElmer, Waltham, USA)
simulierten Diederwinkel der beiden mdglichen Isomere unterscheiden sich merklich. Bei
Vorliegen der Stereozentren in cis-Konfiguration ist der resultierende Diederwinkel mit 22.1°
gegenuber den 131.4° in der trans-Konfiguration sehr klein. Dies macht sich auch in den
daraus resultierenden berechneten Kopplungskonstanten!'®? bemerkbar. Die berechnete
Kopplungskonstante fir das trans-Isomer liegt mit J teoretisch = 5.58 Hz nahe der experimentell
bestimmten mit J experimenten = 5.1 Hz. Abbildung 60 zeigt die beiden mdglichen isomeren
Formen des Pyrazolins mit den simulierten Diederwinkeln und den daraus resultierenden
berechneten Kopplungskonstanten. Diese Simulation weist auf das Vorliegen der frans-
Konfiguration der Stereozentren an C-3 und C-3a hin.

Durch ein NOE-Experiment liel3 sich diese These bestatigen. Bei Anregung der 3-H bzw. der
3a-H Resonanz tritt keine Kopplung zum jeweils anderen Proton auf. Dies bestatigt, dass sich
die Protonen 3-H und 3a-H nicht in rdumlicher Nahe zueinander befinden und weist demnach
ebenfalls auf die frans-Konfiguration hin. Die korrekte Bezeichnung des Pyrazolins 73 ist somit
(8RS,3aRS,4SR,7RS,7aSR)-3-Mesityl-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-3H-4,7-methanoindazol wie

oben dargestellt.
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3.2 SF-11 und SF-11 Analoga

Zur Verifizierung der biologischen Aktivitat des Hits aus dem Hochdurchsatzscreening und um
die Aktivitaten der Analoga in Relation setzen zu konnen sollte zunachst die Verbindung SF-11
nachsynthetisiert werden. Im Anschluss war die Variation der Substituenten sowie des
Substitutionsmusters des Pyrazolringes geplant. Fur die Verbindung SF-11 war lediglich die
biologische Aktivitat zur Offnung des TRPML3-lonenkanals bekannt. Details zur Synthese
sowie analytische Daten lagen jedoch nicht vor, da die Substanz der kommerziellen
Substanzbibliothek des NIH Molecular Libraries Small Molecule Repository (MLSMR, USA)

entstammt, in der keinerlei Details zur Chemie publiziert sind.

3.21 Synthese der Leitstruktur SF-11

Die Verbindung SF-11 besteht aus einem zentralen Isoxazolring mit

einem p-Chlorphenyl-Substituenten an C-3, einem g
Methylsubstituenten an C-5 sowie einem Pyrazolring an C-4, welcher N\/ /

seinerseits einen p-Tolylsulfonylsubstituenten an einem der beiden O\\S{i‘o ] \N
Ringstickstoffe tragt und eine 1,5-Disubstitution aufweist. Der o
Isoxazolring war, wie oben (Abschnitt 3.1.1) fir SN-2 und seine

Analoga beschrieben, durch Huisgen-Cycloaddition aufzubauen. SF-11

Unter Verwendung von 4-Chlorbenzaldehyd als Vorstufe eines Nitriloxids Iasst sich wie oben
beschrieben ein Isoxazol generieren, welches bereits den gewlnschten Chlorphenyl-
Substituenten an C-3 tragt. Durch geeignete Wahl eines Alkins oder Olefins mit
Abgangsgruppe kann auch der 5-Methyl-Substituent direkt mit der Synthese des Isoxazols
eingefuihrt werden. Als Olefin wurde Acetylaceton gewahlt, welches durch Keto-Enol-
Tautomerie eine Doppelbindung ausbilden kann. Die Enolform wird hierbei durch die zweite

Carbonylgruppe unter Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung stabilisiert.

Die Chlorierung des bereits oben (Absatz 3.1.2) dargestellten 4-Chlorbenzaldehydoxim gelang
nach Literaturmethoden®” 30 in quantitativer Ausbeute (Abbildung 62). Dabei ist darauf zu
achten, das Chlorierungsmittel NCS nur langsam in kleinen Portionen zuzugeben sodass die
Temperatur 35 °C nicht Ubersteigt. Bei schneller Zugabe von NCS ohne Temperaturkontrolle
entstand das von Hwang et al.®® beschriebene 3,4-Di-(4-chlorphenyl)-furoxan (74) (Abbildung
61).
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Abbildung 61: Bildung von 3,4-Di-(4-chlorphenyl)furoxan (74).

Die 1,3-dipolare Cycloaddition von N-Hydroxybenzimidoylchloriden und Acetylaceton zu 4-
Acetyl-3-aryl-5-methylisoxazolen ist bereits mehrfach beschrieben®® 131-132 wobei sich die
Vorgehensweisen lediglich in der Wahl des Losungsmittels, der Temperatur und der
Reihenfolge der Reagenzienzugabe unterscheiden. Die beste Umsetzung wurde nach den im
Patent W02006/116355° beschriebenen Bedingungen in Ethanol bei 50 °C erzielt. In der
Literatur sind verschiedene Vorgehensweisen beschrieben: entweder werden beide Edukte
sowie Triethylamin sofort zu Beginn zuzugeben oder das N-Hydroxybenzimidoylchlorid wird
zunachst durch Zugabe von Triethylamin in das Nitriloxid umgewandelt und erst im Anschluss
das Acetylaceton zuzugeben. Hier wurde der Ratschlag von Huisgen befolgt: dieser schilderte
bereits, dass sich die Dimerisierung zu Furoxanen weitgehend unterdriicken lasst, indem die
Konzentration an freiem Nitriloxid moglichst gering gehalten wird®®. Hierzu wird das
Dipolarophil Acetylaceton zu Beginn zum N-Hydroxybenzimidoylchlorid zugesetzt und dann
langsam Uber mehrere Stunden Triethylamin zugetropft. Das entstehende 5-
Hydroxyisoxazolin dehydratisiert spontan zum Isoxazol. Auf diesem Weg gelang die

Darstellung des gewinschten Isoxazols 75 in 78 % Ausbeute (Abbildung 62).

o QH o)
A NH,-OH x HCI Ny _Cl 0O O o //N
NaOH M
H,0 / EtOH (1: 1) DMF Et;N
& 0°C,1h RT, 3h EtOH, 50°C, 15 h

cl &

95 % 94 % 75

78 %

Abbildung 62: Darstellung des Isoxazols 75 durch Huisgen-Cycloaddition.

Das Isoxazol 75 wurde bereits von Umesha et al.l'*3 beschrieben. Deren gesamte analytische
Daten (Schmelzpunkt, 'TH-NMR-, *C-NMR- und Massenspektren) stimmen mit den in dieser
Arbeit generierten jedoch nicht Uberein. Umesha et al. beschreiben die Synthese ebenfalls
ausgehend von 4-Chlorbenzaldehydoxim unter Oxidation mit Chloramin-T!"33. Das
entstehende Nitriloxid wollen sie isoliert und anschlieend unter Zusatz von Acetylaceton zum

Isoxazol umgesetzt haben!'®3l. Unter den von ihnen beschriebenen Bedingungen war die
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Synthese in dieser Arbeit nicht reproduzierbar. Das in dieser Arbeit nach Abbildung 62
dargestellte Isoxazol 75 lief3 sich gut in kristalliner Form gewinnen. Zur Verifizierung, dass es
sich dabei um die gewlinschte Verbindung handelt, wurde eine Kristallstruktur von 75

aufgenommen, welche die Struktur bestatigt (Abbildung 63).

Abbildung 63: Kristallstruktur der Verbindung 75.
Farbschema: Kohlenstoff: schwarz, Sauerstoff: rot, Stickstoff: blau, Wasserstoff: grau, Chlor: griin.

Der fir die Synthese von SF-11 erforderliche Aufbau des Pyrazol-Substituenten sollte wie in
Patent WO2006/116355% beschriebenen verlaufen. Der Acetyl-Substituent, welcher sich in
4-Position am Isoxazol befindet ist an seiner Methylgruppe CH-acide. Mit N,N-
Dimethylformamiddimethylacetal (DMF-DMA) sollte eine C1-Verlangerung zu einem
Enaminoketon moglich sein. Da die Methylgruppe an C-5 des Isoxazols jedoch ebenfalls CH-
Aciditat aufweist, fuhrte die beschriebene Synthese unter Erhitzen des 4-Acetylisoxazols 75 in
einem 6-fachen Uberschuss DMF-DMA zur doppelten Kondensation mit dem Formamidacetal.
Das gewulnschte vinyloge Amid 76 konnte lediglich in 12 % Ausbeute isoliert werden
(Abbildung 64).
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7 Aq. DMF-DMA
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115 °C,15h

Cl

75 76 77
12% 37 %

Abbildung 64: Doppelte Kondensation von N,N-Dimethylformamiddimethylacetal mit 75.

Um die doppelte Kondensation mit DMF-DMA zu vermeiden wurde zunachst die
Reaktionstemperatur auf 50°C abgesenkt und nur 1.2 Aquivalente DMF-DMA eingesetzt. Dies
brachte weniger Bis-Enaminoketon 77 hervor, jedoch blieb die Ausbeute an 76 mit 10 %
weiterhin sehr niedrig. Temperaturerhéhung fihrte zur ausschlieBlichen Bildung des doppelt
kondensierten Produktes 77. Ein Wechsel des Dimethylformamid-Derivats unter Verwendung
von Brederecks Reagenz anstelle des DMF-DMA brachte selbst bei 50°C lediglich das Bis-
Enaminoketon 77 hervor. Durch weitere Absenkung der Temperatur auf 0 °C kam die Reaktion
zum Erliegen. Auch bei Verdinnung des Reaktionsgemisches mit Dichlormethan konnte mit
DMF-DMA bei 50 °C bzw. 60 °C keine Umsetzung mehr beobachtet werden. Erst unter
weiterer Temperatursenkung auf 35 °C und Einsatz von 5.5 Aquivalenten DMF-DMA gelang
eine Isolierung des gewlnschten Produkts 76 in 30 % Ausbeute. Hier trat kaum Bis-
Enaminoketon 77 auf. Dafur war auch das Produkt 78 isolierbar, welches nur an der 5-

Methylgruppe des Isoxazols substituiert war (Abbildung 65).

o)
o) //N

5.5 Aq. DMF-DMA

Ll

35°C,15h

Cl
75 76 78
30 % 6 %

Abbildung 65: Darstellung des Enaminoketons 76.
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Der Ringschluss zum Pyrazol 79 verlief dann, wie im Patent WO2006/116355!%°! beschrieben,
mit Hydrazin in quantitativer Ausbeute. Da das Pyrazol 79 tautomerisieren kann, liefert die
Sulfonylierung mit p-Toluolsulfonylchlorid”®"" in einer Reaktion sowohl die Leitstruktur SF-11
als auch deren Stereoisomer 80. Die Reaktion verlauft dabei quantitativ und liefert die
isomeren Produkte im Verhaltnis 1:3 (Abbildung 66).

cl
0=5=0
SF-11
HyN-NH, x H,0 23 %
EtOH DCM, Pyridin
-20 °C - RT RT, 18 h
15 h
> 99 %

76 %

Abbildung 66: Synthese der Leitstruktur SF-11 sowie dessen Isomer 80.

Diese stereoisomeren Produkte lassen sich saulenchromatographisch gut trennen. Die
eindeutige Zuordnung der Strukturen anhand der NMR-Spektren war jedoch nicht méglich. Die
Verbindungen unterscheiden sich zwar im NMR anhand ihrer chemischen Verschiebungen,
die Protonen des Toluolsulfonyl-Substituenten gehen aufgrund der grof3en Entfernung vom
Pyrazolring jedoch keine Kopplung zu Protonen dieses Ringsystems ein. Somit lassen sich die
Verbindungen zwar unterscheiden, eine eindeutige Zuordnung ist jedoch problematisch. Da
beide Substanzen kristallisierten, wurden erneut Kristallstrukturen aufgenommen, welche die
Strukturen eindeutig darstellen (Abbildung 67). Auffallig war der Unterschied im Schmelzpunkt
um uber 20 °C durch unterschiedliche Substitution am Pyrazolring (80: Smp.: 134 °C; SF-11:
Smp.: 158 °C). Die Kristallstruktur liefert dafiir eine Erklarung: Die Leitstruktur SF-11 schmilzt
deutlich héher als das Stereoisomer 80, was durch die streng parallele Ausrichtung der

Phenylringe in SF-11 erklarbar ist. Durch diese parallele Ausrichtung kdnnen die Kristalle
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kompakter angeordnet werden und die auftretenden -1 Wechelwirkungen fihren zu einem

erhdhten Schmelzpunkt.

at

%
|

Abbildung 67: Kristallstrukturen der Leitstruktur SF-11 (links) sowie von deren Isomer 80 (rechts).
Farbschema: Kohlenstoff: schwarz, Sauerstoff: rot, Stickstoff: blau, Wasserstoff: grau, Chlor: griin, Schwefel:
gelb.

3.2.2 Variation des Chlorphenyl-Substituenten

Da der Chlorsubstituent am Phenylring in SF-11 sowohl einen -l als auch einen +M-Effekt
ausubt, sollten im weiteren Vorgehen eindeutig elektronenziehende bzw.
elektronenschiebende Reste anstelle des Chlorsubstituenten eingeflihrt werden um den Effekt
elektronenziehender- bzw. elektronenschiebender Substituenten auf die biologische Aktivitat

zu untersuchen. Die Wahl fiel auf Trifluormethyl- und Methoxysubstituenten.

Die Darstellung sollte analog der Synthese der Leitstruktur SF-11 wie in Abschnitt 3.2.1
beschrieben erfolgen. Unter Verwendung von 4-Trifluormethylbenzaldehyd bzw.
4-Methoxybenzaldehyd gelang die Synthese wie fir die Leitstruktur entwickelt. Der letzte
Schritt der Arylsulfonylierung brachte wie erwartet jeweils das SF-11 Analogon (89 und 91)

sowie dessen Isomer 90 und 92 hervor (Abbildung 68).
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R = CF3/OCHj 82 R = OCH; (60 %)

DMF-DMA
35°C,36h

83 R = CF; (33 %)

85 R = OCHj; (37 %) R
84 R =CF; (13 %)
HoN-NH, x H,0 86 R = OCHj (7 %)

EtOH, -20 °C - RT, 18 h

87 R = CF3 (94 %)
88 R = OCHj3 (> 99 %)

CIII
0=S=0
DCM, Pyridin
RT, 15h
89 R =CF; (32 %) 90 R = CF;3 (52 %)
91 R = OCH; (44 %) 92 R = OCH3 (51 %)

Abbildung 68: Synthese von SF-11 Analoga mit Trifluormethyl- bzw. Methoxysubstituenten am Phenylring.
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3.23 Variation des Arylsulfonylsubstituenten

Variationen des Arylsulfonylsubstituenten am Pyrazol waren besonders schnell umzusetzen.
Ausgehend von dem Pyrazol-Intermediat 79, welches bereits in Abschnitt 3.2.1 (Synthese der
Leitstruktur SF-11) beschrieben wurde, konnte eine Reihe verschiedener SF-11 Analoga

hergestellt werden.

Unter Verwendung verschiedener Sulfonylchloride, sowie eines Carbonsaurechlorids (4-
Methylbenzoylchlorid) und eines Benzylchlorids (2-Methylbenzylchlorid) verlief die Synthese
analog zum letzten Schritt der Synthese der Leitstruktur SF-11. Die Substitution lieferte in allen
Fallen die zu SF-11 isomeren 1,3-disubstituierten Pyrazole. Die 1,5-disubstituierten Pyrazole
mit dem Grundgerust von SF-11 konnten nur bei Umsetzung mit den p-substituierten

Arylsulfonylchloriden bzw. N,N-Dimethylsulfamoylchlorid isoliert werden (Abbildung 69).

diverse Sulfonylchloride /
2-Methylbenzylchlorid /

93, 94, 96, 98, 100,
4-Methylbenzoylchlorid

102, 103, 105, 106, 107

DCM, Pyridin
RT, 15 h

95, 97, 99, 101, 104
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R =

S0 S0 S0 S0

NO,

O,N |
93 (54 %) 94 (79 %) 96 (66 %) 98 (29 %)
95 (6 %) 97 (17 %) 99 (8 %)
Os ;7““
S0

OQ;%R OQ;)a
HN —N "o "o
\

102 (76 %) 103 (30 %) 106 (70 %)

104 (13 %)

105 (82 %)

Br

100 (26 %)
101 (6 %)

O

107 (88 %)

Abbildung 69: Synthese der SF-11 Analoga mit Variationen des Arylsulfonylsubstituenten.
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3.3 SF-51 / ML-SA1 und deren Analoga

Die Verbindungen SF-51 sowie ML-SA1 sind beide als Aktivatoren aller drei TRPML-Subtypen
beschrieben®41. Auch hier waren neben der biologischen Aktivitat jedoch weder Synthese
noch analytische Daten bekannt. Daher sollten auch diese Verbindungen zunachst
unverandert synthetisiert werden um die biologische Aktivitat zu verifizieren. Im Anschluss war
die systematische Variation aller Bausteine (des Acetonanils im ,Norden®, des Phthalimids im

»~ouden“ sowie des Acetylspacers) geplant.

B B

ojENEjo OTENETO
SF-51 ML-SA1

3.31 Synthese der Leitstrukturen SF-51 und ML-SA1

Die beiden Strukturen SF-51 und ML-SA1 unterscheiden sich lediglich in ihrem Acetonanil-
Strukturelement: in SF-51 findet sich eine Doppelbindung, in ML-SA1 ist diese reduziert.
Deshalb konnte die Synthese beider Verbindungen utber dieselben Intermediate erfolgen. Die
Kopfgruppe, das Acetonanil (108), musste zunachst hergestellt werden. Bereits 1921
beschreibt Knoevenagel die Darstellung von Acetonanil aus Anilin und Aceton unter Einfluss
von lod, jedoch denkt er, dass es sich bei der Verbindung um N-Phenylpropan-2-imin
handelt®*¥. Die wahre Struktur des von Knoevenagel beschriebenen Acetonanils als 2,2,4-
Trimethyldihydrochinolin wurde 1932 von Reddelien und Thurm aufgeklart®®. Nach neueren
Vorschriften>74 regiert Anilin mit zwei Aquivalenten Aceton und Katalyse durch p-
Toluolsulfonsaure unter Rickflusskochen in einer Skraup-Synthese zu Acetonanil. Unter
diesen Bedingungen liel3 sich das bendtigte Acetonanil 108 wie beschrieben herstellen
(Abbildung 70). Die zur Synthese von ML-SA1 folgende Reduktion der Doppelbindung
beschreiben diese Literaturstellen als katalytische Druckhydrierung mit Wasserstoffgas in
Ethanol bei 10 bar und 120 °C — 130 °C[">74. Nach Patent W0O2010109301 A1 sollte auch eine
deutlich schonendere Hydrierung bei Atmospharendruck und Raumtemperatur moglich
sein!’®. Unter diesen Bedingungen gelang auch die Hydrierung der Doppelbindung zum 2,2,4-

Trimethyltetrahydrochinolin 109 in quantitativer Ausbeute (Abbildung 70).
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Der ,Siden® der Leitstrukturen, das Phthalimid, war bereits gekoppelt an den Spacer als
N-Phthaloylglycin kommerziell erhaltlich. Dieses war nach Bala et al. durch Thionylchlorid in
das Saurechlorid Uberfihrbarl. Dieses Saurechlorid konnte nach Vorschrift von Volkov et
al.l"*% erfolgreich mit den zuvor dargestellten Di- und Tetrahydrochinolinderivaten (Acetonanil
(108) und 109) zu den Leitstrukturen SF-51 sowie ML-SA1 umgesetzt werden (Abbildung 70).
Somit war eine Synthesestrategie im Baukastenprinzip aus den drei Einheiten Amin-
Kopfgruppe im ,Norden®, Spacer und Imid im ,Stden“ entwickelt, nach der sowohl beide

Leitstrukturen als auch eine Reihe von Analoga darzustellen waren.

OWRES: Y
+ 2
NH, )J\ O)‘\

N

p-Toluolsulfonsaure O O
Cyclohexan
85°C,15h

X

N
H

108 SOCl,
31 % Riickfluss, 1 h
H,, Pd/C Y
EtOAc cl

RT. 15 h
o)\
N

0]

0]

109
96 % 93 %

,1h

seRieot

CM Et;N | DCM
RT,

B A

OTENE;&O OTENE;&
ML-SA1 SF-51
71 % 27 %

Abbildung 70: Synthese der Leitstrukturen ML-SA1 und SF-51.
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Durch Hydrierung der Doppelbindung in Acetonanil zu Verbindung 109 entsteht an C-4 ein
Stereozentrum. Da zuvor keinerlei Stereoinformation vorlag, erfolgt die Addition des
Wasserstoffs von beiden Seiten gleichermal3en, was zu einem racemischen Gemisch beider
Enantiomere fihrt. Ausgehend von racemischem 109 liegt auch die Leitstruktur ML-SA1 als

Racemat vor.

3.3.2 Variationen im ,,Norden*

Die Variationen im ,Norden“ der Leitstrukturen, also im Acetonanil und dessen reduziertem
Derivat, erfolgten analog zur Synthese von SF-51 und ML-SA1 (Abbildung 70, Abbildung 71).
Unter Verwendung verschiedener aromatischer und aliphatischer sekundarer Amine konnte
die Substitutionsreaktion mit Phthaloylglycylchlorid wie oben gezeigt durchgefiihrt werden. Auf
diesem Weg war die Darstellung der in Abbildung 71 gezeigten ML-SA1 Analoga mdglich.
Dabei wurde zunachst mit moglichst &hnlichen Verbindungen begonnen und lediglich die
Substituenten am Tetrahydrochinolin variiert. Zum Einsatz kamen hydrierte Acetonanil-
Derivate mit zusatzlicher 6-Ethoxy bzw. 7-Methylgruppe sowie unsubstituiertes 1,2,3,4-
Tetrahydrochinolin. Zur anschlieBenden Variation des Amin-Ringsystems kam neben dem
Tetrahydrochinolin auch ein komplett gesattigtes Decahydrochinolin sowie 1,2,3,4-
Tetrahydroisochinolin zum Einsatz. Mit einer kleineren Ringgréfie des Amin (Flnfring anstelle
des Sechsringes) wurde Indolin angehangt, wahlweise auch mit 2-Methylgruppe, um starkere
Annlichkeit zum Acetonanil zu wahren. Da Uber die Struktur-Wirkungs-Beziehungen lediglich
bekannt war, dass ML-SA1 mit dem hydrierten Acetonanil im ,Norden“ aktiver ist als dessen
Didehydro-Analogon SF-51, andere Reste im ,Norden® jedoch nie getestet wurden, sollten
aulierdem flexiblere, nicht anellierte sowie starre tricyclische Amine eingeflhrt werden. Neben
N-Methylanilin, dem im gedanklichen Tetrahydrochinolin die sp3-Ringkohlenstoffe an den
Positionen 3 und 4 fehlen, wurde der Amin-Ring auch in einem flexibleren System durch einen
nicht anellierten Cyclohexanring unter Verwendung von N-Cyclohexylanilin sowie N,N-
Dicyclohexylamin angedeutet. Als tricyclische rigidere Amine fiel die Wahl auf Phenoxazin und
Phenothiazin. Die Synthese aller Analoga (Abbildung 71) funktionierte gut nach den oben

beschriebenen Bedingungen.

OH cl o
o

SOCI
N 2

H
0 0 o=N_o0 0
Ruckfluss Et;N, DCM
1h RT, 1h O? ;O

Y
Y

pd
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o o o o

o=N_o oN_o O?N§O O?N\g/o

110 11 112 113

17 % 28 % 48 % 60 %
O Co o .

AN N

g O?Ngo o=N_o OTENETO

114 15 116 117
51 % 25 % 76 % 46 %

o0 Q0 ¢ X

o)\ o)\ o)\ o)\
oN_o0 O?/N;O O?Ngo O?N\g/o
118 119 120 121
57 % 6 % 29 % 11 %

Abbildung 71: Variationen im "Norden" der Leitstruktur ML-SA1.

Das 6-Ethoxy-2,2,4-trimethyltetrahydrochinolin (als ,Norden der Verbindung 111) musste
selbst dargestellt werden. Kommerziell erhaltlich war dessen 3,4-Didehydro-Analogon
Ethoxyquin. Die Hydrierung der Doppelbindung an C-3 funktionierte wie oben fir Acetonanil
beschrieben nach Patent WO02010109301 A1 unter milden Bedingungen bei
Raumtemperatur und Atmospharendruck. Dabei entsteht auch hier wie im Falle der
Leitstruktur ein Stereozentrum an C-4 und somit bildet sich erneut ein Racemat. Unter
Verwendung des racemischen (RS)-6-Ethoxy-2,2,4-trimethyltetrahydrochinolins entsteht auch

das racemische Produkt (£)-111.

74



SYNTHESEN

Auch die ML-SA1 Analoga 110 sowie 116 liegen als Racemate vor, da deren ,Norden®, das
2,2,4,7-Tetramethyltetrahydrochinolin mit Stereozentrum an C-4 bzw. das 2-Methylindolin mit

Stereozentrum an C-2 racemisch bezogen wurden.

Das Isochinolin-Derivat 114 sowie das 2-Methylindolin-Derivat 116 warfen in der
Strukturaufklarung zunachst Fragen auf: Das "H-NMR Spektrum der Verbindung 114 enthielt
im Aromatenbereich zwar die erwarteten Signale der acht aromatischen Protonen. Die Signale
zwischen 2.8 und 4.6 ppm zeigten jedoch unerwartete Aufspaltungen (Abbildung 72). Dartber
hinaus wies das "*C-NMR Spektrum der Verbindung 25 Signale auf, obwohl Verbindung 114
lediglich 19 Kohlenstoffatome enthalt. AuRerdem sind im Phthalimid-Substituenten je zwei
Kohlenstoffatome (C-1/C-3, C-3a/C-7a, C-4/C-7 sowie C-5/C-6) chemisch aquivalent und
sollten somit gemeinsam je nur ein Signal ergeben. Demnach diirfte das "*C-NMR Spektrum

von 114 nur 15 Signale aufweisen.

B (m) E (s) H (t) J @)
7.66 452 3.69 2.81

A (m), C (m) D (s), G (t) 1 (t)
7.81 7.13 4.64 3.76 2.94 Oi?
o
F (s) N\E o

4.50

| S
—
.
=
S —

_ U | AL JU\. JU S A
& ) s & I3
— N <t N O o - O
T T T T T T T T T T T T T T T T 1
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0

f1 (ppm)

Abbildung 72: '"H-NMR-Spektrum der Verbindung 114 in Chloroform-d bei Raumtemperatur.

Die Erklarung fur dieses Phanomen liegt in der Amid-Resonanz und der damit einhergehenden
Einschrankung der freien Drehbarkeit (Abbildung 73). Da die Amidbindung partiellen
Doppelbindungscharakter aufweist, ist die Rotationsbarriere deutlich erhéht. Gewdhnlich wird
diese Rotationsbarriere bereits bei Raumtemperatur Gberschritten. Bei sterischer Hinderung
kann sie jedoch deutlich hdher liegen, was bei Raumtemperatur zum Auftreten getrennt
messbarer Rotamere fihrt'3”]. Im Beispiel des oben gezeigten Spektrums liegen die Rotamere

bei Raumtemperatur im Verhaltnis 1:1.2 vor.
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\E: [ - mr’\l: O/Z

Abbildung 73: Mdgliche Rotamere Formen der Verbindung 114.

Da sich durch Erhdhung der Temperatur die intramolekulare Beweglichkeit erhéht und
Rotamere sich mit Uberschreiten der Koaleszenztemperatur ineinander tberfiihren lassen,
wurden weitere "H-Spektren der Verbindung 114 in Tetrachlorethan-d. bei unterschiedlichen

Temperaturen aufgenommen:

Mk 15 S R
By T o A

L

C
s
C_

40 °C
A My JJ M AA
25°C
BRI JJJ il In
8.0 75 70 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 3.0 2

f1 (ppm)

Abbildung 74: '"H-NMR Spektrum der Verbindung 114 in Tetrachlorethan-d2 bei 25 °C (rot), 40 °C (hellgrin), 60 °C
(dunkelgriin), 80 °C (blau) und 100 °C (lila).

Abbildung 74 zeigt die 'TH-NMR-Spektren der Verbindung 114 bei Temperaturen von 25 °C bis
100 °C. Deuitlich ist zu erkennen, wie die zuvor doppelt vorhandenen Signale im niedrigen ppm
Bereich ab 60°C (dunkelgriin) verschmelzen, also Koaleszenz eintritt, und bei 80°C (blau) die
schnelle Drehung um die Amidbindung zu einem einfachen Signalsatz fiihrt. Auch *C-NMR-
und zweidimensionale NMR-Spektren, welche bei 80 °C aufgenommen wurden, entsprechen

den Erwartungen und geben gut auswertbare Spektren mit einfachem Signalsatz.
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Bei Verbindung 116 konnte ebenso durch Temperaturerhdhung auf 70 °C Koaleszenz und ein

einfacher NMR-Signalsatz erzielt werden.

Fur die Verbindungen 120 und 121 mit Phenoxazin bzw. Phenothiazin

4" .
als ,Norden® der Strukturen stellte die Zuordnung der NMR-Signale eine - 452 X 32 7"
Herausforderung dar: Die Protonen sowie Kohlenstoffe des Phenoxazins . 2NN

bzw. Phenothiazins zeigen aufgrund der Entfernung Uber mindestens Nz' ¥
vier Bindungen keine Kopplung zu Atomen des Acetyl-Spacers. © 1
Kopplungen treten lediglich innerhalb des Tricyclus auf. Die Protonen 1"- S =
H und 9"-H, welche chemisch aquivalent sind, konnten somit anhand der 77a 3a4
NMR-Spektren nicht sicher von den Protonen 4"-H und 6"-H s
unterschieden werden. (Ebenso war die Unterscheidung der 120: X = O
aquivalenten Protonen 2"-H und 8"-H von den Protonen 3"-H und 7"-H 121: X =8

nicht moglich.) Um hier die eindeutige Zuordnung zu erlauben wurde je Verbindung ein NOE-
Experiment durchgeflihrt. Im NOE spielt lediglich die raumliche Entfernung der Protonen eine
Rolle, nicht aber die Anzahl der Bindungen zwischen ihnen. Unter Anregung der Resonanz
des 1'-H (Methylengruppe des Acetyl-Spacers) konnte eine Resonanz der Protonen an
Position 1" und 9" beobachtet werden (Abbildung 75). Diese waren damit eindeutig von den
Protonen 4"-H und 6"-H unterscheidbar. Ausgehend von diesen war dann mittels H,H-Cosy
auch die Zuordnung der restlichen Protonen an den Positionen 2"/8" und 3"/7" sowie Uber

HMBC auch der quartaren Kohlenstoffe 4a"/5a" und 9a"/10a"madglich.

1H-NMR 1

NOE mit Einstrahlung auf 1'-H

T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0
1 (ppm)

Abbildung 75. NOE Experiment der Verbindung 121. Oben: "H-NMR Spektrum der Verbindung 121. Unten: NOE-
Experiment bei selektiver Anregung der 1'-H Resonanz.
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3.3.3 Variationen im ,,Stiiden*

Weitere Variationen der Leitstruktur waren im ,Stden® geplant: Hier sollte der Phthalimid-Rest
durch eine Reihe substituierter Phthalimide sowie anderer Imid- und Lactam-Derivate (z.B.
Isoindolinon) ersetzt werden. Der ,Norden“ sowie der Acetyl-Spacer bleiben dabei zunachst
unverandert. Durch die Verwendung des hydrierten Acetonanil-Derivats 109 als ,Norden®

liegen alle aufgefuhrten Verbindungen ebenso wie die Leitstruktur als Racemate vor.

Zunachst war das Phthalimid durch ein Succinimid zu ersetzen. Hier bleibt der Imid-Baustein
erhalten, der anellierte Benzolring fehlt jedoch. Die Synthese sollte analog der fur die
Leitstruktur beschriebenen Herstellung verlaufen. Unter Verwendung des bereits in Abschnitt
3.3.1 dargestellten hydrierten Acetonanils 109 als Kopfgruppe musste der neue ,Sidteil*, das
Succinimid, zunachst mit dem Spacer gekoppelt werden. Im Falle der Leitstruktur war das
Phthaloylglycin bereits fertig zu erwerben. Um nun nach demselben Schema vorgehen zu
kénnen wurde die hier bendtigte 2-(2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl)essigsaure 122 nach Vorschrift
von Bala et all® durch Zusammenschmelzen von Bernsteinsdureanhyrid mit Glycin
dargestellt. Wie fir ML-SA1 beschrieben wurde dann die Carbonsdure mit Thionylchlorid
aktiviert und in einer Amidsynthese mit der Kopfgruppe zum fertigen ML-SA1 Analogon 124
umgesetzt (Abbildung 76, Route A). Das als Zwischenprodukt auftretende Saurechlorid ergab
hier jedoch eine nicht aufreinigbare Masse welche dann direkt weiter umgesetzt wurde. Die
Ausbeute war mit 38 % auch nicht sehr hoch. Da auch das Endprodukt schwer aufzureinigen
war, wurde eine alternative Syntheseoute zur Variation des ,Sidteils” entwickelt. In
Syntheseroute B sollte die Struktur in umgekehrter Reihenfolge aufgebaut werden: Zuerst
wurde die Kopfgruppe 109 mit Chloracetylchlorid*® umgesetzt. Das erhaltene Produkt 123
als Kopfgruppe inclusive Acetyl-Spacer enthielt dann bereits mit dem Chlorsubstituenten eine
gute Abgangsgruppe. In der folgenden Sny2 Reaktion!'*%-140 mit Succinimid als ,Sudteil“ konnte
124 daraus in 86 % Ausbeute dargestellt werden (Abbildung 76, Route B).
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Route A Route B
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H
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Abbildung 76: Synthese des ML-SA1 Analogons 124 lber zwei verschiedene Routen.

Analog dazu, ebenfalls nach Syntheseroute B, wurde ausgehend von
Acetonanil das Didehydroanalogon 125 von 124 als entsprechendes SF-

51 Analogon dargestellit.

Syntheseroute B hat auRerdem noch einen weiteren Vorteil: Um die
Variationen im ,Stiden” der Leitstruktur ML-SA1 durchzufiihren wurde der
Daher
Zwischenstufe 123 in grofler Menge herstellen und fur eine Vielzahl

.,Norden® inclusive Spacer konstant gehalten. lie sich die
weiterer Substitutionen mit verschiedenen Resten als ,Stidteil“ nutzen. Die
jeweiligen Synthesen bestanden dann in lediglich einem Syntheseschritt,
der Sn-Reaktion mit verschiedenen Imiden.

So konnte Saccharin als Sulfon-Analogon des Phthalimids auf gleiche
Weise in nur einem Schritt mit der Zwischenstufe 123 zum ML-SA1-

Analogon 126 umgesetzt werden.
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Die EinfUhrung eines Tetrachlorphthalimid-Substituenten sollte in analoger
Weise erfolgen und das Tetrachlor-Analogon durch Sy-Reaktion von
Tetrachlorphthalimid mit der Zwischenstufe 123 darzustellen sein. Die
Substitutionsreaktion der Zwischenstufe 123 mit Tetrachlorphthalimid in
trockenem DMF und Céasiumcarbonat!'“? lieferte jedoch nicht das
Tetrachloranalogon 127. Hier entstand lediglich 128 durch Hydrolyse der

Zwischenstufe 123. Das Tetrachlorphthalimid ging keine Reaktion ein

128

(Abbildung 77 oben). Mit der Intention das Tetrachlorphthalimid fir die Substitutionsreaktion

starker nucleophil zu machen wurde es zuerst in sein Natriumsalz Uberfuhrt!'4"-'421 Nach

versuchter Substitutionsreaktion der Zwischenstufe 123 mit diesem Anion wurde die Bildung

einer Reihe neuer Produkte beobachtet, das gewlinschte ML-SA1 Analogon war jedoch nicht

darunter. Isolierbares Hauptprodukt dieses Syntheseversuchs war das Acetonanil-Derivat 109

(Abbildung 77 unten).

)

H
123 Cl
0 N

(0]
032003

cl Cl DME 70°C. 15 h @
c’ ¢l N

o)
77 N
— (0] (0]
N
H ) Cl Cl
NaH 123 Cl Cl Cl
—_—
cl Cl THF, RT, 1h Cl Cl " pMmF RT 3d 127

Cl Cl Cl Cl
: N\
H

Abbildung 77: Versuche zur Darstellung des Tetrachlor-Analogon 127.
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Aufgrund der Hydrolyse der Zwischenstufe im ersten Versuch wurde auf den Vorschlag von
Escudero et al.l'*%l eingegangen und zusatzlich zum wasserfreien Losungsmittel Molekularsieb
zugesetzt. Durch den Zusatz von Natriumiodid sollte ahnlich einer Finkelsteijn-Reaktion
aullerdem in der Zwischenstufe 123 in situ eine noch bessere Abgangsgruppe generiert
werden. AuBerdem wurde nach Bansonde et all'*® die Verwendung von DMSO und
Kaliumcarbonat versucht. In einem Versuch bei 70°C konnte hier keinerlei Umsetzung
beobachtet werden. Unter Temperaturerhéhung auf 110°C kam es zur Substitutionsreaktion,
allerdings entstand nicht das gewlinschte Produkt 127, sondern das ringgedffnete 129
(Abbildung 78). Offensichtlich missen trotz Verwendung von trockenem DMSO und Zusatz
von Molekularsieb noch Spuren von Wasser im Reaktionsgemisch vorhanden gewesen sein,
sodass es neben der gewlinschten Substitutionsreaktion zur Hydrolyse des Imids und

nachfolgender Decarboxylierung kam.

o)\
70°C, 2 d

Y
o
o}
Z
o ©O

ZT

K,COj

N +
cl cl Nal
o)\ Molekularsieb 4A
& c’ cl DMSO (tr.) N
. o
110 °C, 2.5 d
53 % cl cl

Abbildung 78: Versuche zur Darstellung des Tetrachlor-Analogons 127 und Bildung des ringgedffneten 129.

Um auch diese Hydrolyse zu verhindern, wurde auf frisch Uber Natrium getrocknete und
destillierte Ldsungsmittel ausgewichen, sodass der Reaktionsansatz absolut wasserfrei
gehalten wurde. Zudem wurde die obige Vorgehensweise beibehalten und der
Reaktionsansatz zusatzlich mit Molekularsieb versetzt. Als Base wurde auf Lithium-
bis(trimethylsilyl)Jamid (LIHMDS) ausgewichen um das Einschleppen von Wasser durch

hygroskopische Basen zu vermeiden. In trockenem THF, welches nur bis 75 °C zu erhitzen
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geht, kam es dennoch zu keinerlei Reaktion, eine Hydrolyse konnte aber ebenfalls nicht
beobachtet werden. Die Verwendung von trockenem Dioxan und Heizen auf 105 °C brachte

schlief3lich das gewunschte Tetrachlor-Analogon 127 hervor.

THF (tr.)
y 75°C, 2 d
N
o=~N_o
LiIHMDS (e}
N +
cl cl Nal O N0
o Molekularsieb 4A
Cl Cl Cl Dioxan (tr.) Cl Cl
105°C,2d
123 54 % Cl Cl
127

Abbildung 79: Darstellung des Tetrachlor-Analogons 127.

Ethosuximid, welches ebenfalls eine Imid-Grundstruktur aufweist, wirkt als Antiepileptikum

bereits selbst blockierend auf Calcium-Kanale. Daher erschien der Einbau der Ethosuximid-

Struktur anstelle des Phthalimids als vielversprechend um eine moglichst starke

Wechselwirkung mit lonenkanalen zu erzielen. Das ML-SA1 Analogon mit Ethosuximid-

Substituenten (130) konnte nach der in Abbildung 78 gezeigten Syntheseroute in DMSO mit
Kaliumcarbonat, Natriumiodid und Molekularsieb dargestellt werden.

Da Ethosuximid an Position 3 selbst ein Stereozentrum aufweist und als Racemat eingesetzt

wurde, flihrt die Synthese zusammen mit dem ebenfalls racemischen 109 zu einem

racemischen Gemisch von Diastereomeren. Es entstehen vier verschiedene Verbindungen,

von denen jeweils zwei zueinander enantiomer sind. Obwohl sich Diastereomere in ihren

chemischen und physikalischen Eigenschaften unterscheiden und somit auch theoretisch

physikalisch trennbar sind, ist eine chromatographische Trennung von 130 nicht gelungen.

- Auch in der HPLC (Acetonitril/Wasser 80:20,

: Saule: Synergi™ 4 pm Hydro-RP 80 A, LC

@ Column 250 x 4.6 mm), wo flr gewdhnlich eine

j\ j\ sehr gute Trennung erreicht wird, wurden die

0) )

Diastereomere von 130 nicht aufgetrennt. Selbst

N N

O

im NMR waren keine Unterschiede der
chemischen Verschiebungen feststellbar. Die
Peaks der NMR-Spektren zeigten lediglich
Doppelspitzen, was von den beiden

130 Diastereomeren herrihrt.
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Aufderdem wurden das voluminésere Naphthalimid, welches im Vergleich zu Phthalimid einen
weiteren Phenylring tragt, sowie als polarerer Substituent Theobromin eingefiihrt. Die
Zwischenstufe aus ,Norden® und Spacer wurde zwischenzeitlich ebenfalls verbessert. Hier
wurde das hydrierte Acetonanil 109 mit Bromessigsaurebromid statt mit Choressigsaurechlorid
umgesetzt, sodass mit Bromid eine bessere Angangsgruppe bereit stand (Verbindung 131).
Damit konnte in der folgenden Substitution auf Zugabe von Natriumiodid verzichtet werden.
Die Umsetzung von Naphthalimid mit 131 zu 132 gelang nach beiden Methoden, sowohl mit
Kaliumcarbonat!'*®l als auch in noch besserer Ausbeute mit LIHMDS (Abbildung 80). Letztere

Methode liefert generell eine sauberere Umsetzung mit weniger Nebenprodukten.

K,CO,
DMF (tr.), 155 °C, 3 h

o N_o 47 % N

N + ] > o)\
O N @)
O LiIHMDS

Br Molekularsieb 4A
131 THF (tr.), 70 °C, 15 h OO
58 %

132

Abbildung 80: Darstellung des ML-SA1 Analogons 132 mit volumindsem Naphthalimid-Substituent.

Die Substitution von Theobromin an die Zwischenstufe gelang nach der bewahrten Methode
mit LIHMDS nur schlecht. Eine bessere Umsetzung zu 133 wurde nach einer von Soltani Rad
et all'“ publizierten Methode mit Kaliumcarbonat und dem Phasentransferkatalysator
Tetrabutylammoniumbromid in DMF erreicht (Abbildung 81).

LiIHMDS
Molekularsieb 4A
THF (tr.), 70 °C, 15 h
5 % N

O N
O K,CO3, TBAB, N
Br DMF (tr.), 155 °C, 3 h - N—

131 38 %

Abbildung 81: Darstellung des ML-SA1 Analogons 133 mit Theobromin-Substituent.

83



SYNTHESEN

Aufgrund der interessanten biologischen Aktivitdt des Tetrachlor-Analogons 127 (siehe
Abschnitt 4.4 Biologische Testung, Diskussion der Testergebnisse) sollten weitere
halogenierte Phthalimid-Analoga und Analoga mit anderen elektronenziehenden
Substituenten dargestellt werden. Die Wahl fiel auf ein Dichlor-, ein Tetrafluor- und
verschiedene Nitro-Derivate. Nach der bewahrten wasserfreien Methode mit LIHMDS gelang
die Darstellung der Analoga 134, 135 und 136 in guten Ausbeuten (Abbildung 82). Im
Gegensatz zu Tetrachlorphthalimid war hier durchweg, auch fir das Dichlorphthalimid,
weniger Hitze fur die Umsetzung notwendig, sodass die Substitution mit 123 in THF bei 75 °C

zu den gewunschten ML-SA1 Analoga fuhrte.

§ N
O O LiIHMDS
N + > (@)
N

Nal
O)\ R Molekularsieb 4A o o
X THF (tr.), 75 °C, 15 h
123 X = ClI R
131 X =Br

soRis ol ot

A : A

o=N_o o=.N-_o o=.N-_o

c’ ¢l O,N
(£)-134 (£)-135 (£)-136
60 % 55 % 79 %

Abbildung 82: Darstellung von ML-SA1 Analoga mit elektronenziehenden Substituenten im "Siden".

Da kein Tetrafluorphthalimid, wohl aber Tetrafluorphthalsdureanhydrid kommerziell zu
erhalten war, wurde das Tetrafluor-Analogon 137 &hnlich der oben beschriebenen
Syntheseroute A dargestellt. Das Tetrafluorphthalsdureanhydrid wurde dabei wiederum mit
Glycin zum Tetrafluorphthaloylglycin umgesetzt!'*%l. Dieses wurde dann mit Thionylchlorid
aktiviert(¥5-14€1 ym die Reaktion mit dem hydrierten Acetonanil 109 einzugehen. Auf diese
Weise konnte das Tetrafluor-Analogon 137 in guter Ausbeute dargestellt werden (Abbildung
83).
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OH
o OOy o
o + —_— —_—
" F F 120 °C 100 °C
2 15 h F F 15 h
F
FF
92 %
N
O&L\ N O&L\
socl, o N_o 109 o N0
_ ’ o
100 °C DCM
15 h F F 0°C-RT . .
15 h
FF F F
>99% (£)137
57 %

Abbildung 83: Darstellung des Tetrafluor-Analogons 137.

Da nicht bekannt war, in wieweit die Imid-Struktur fir die biologische Aktivitat von ML-SA1
verantwortlich ist, sollten auRerdem Isoindolin und Isoindolinon anstelle des Phthalimids
eingefiihrt werden. Die Synthese von Isoindolin und Isoindolinon ist durch Reduktion von
Phthalimid moglichl'4-1531, Die Reduktion nur einer Carbonylgruppe des Phthalimids erfolgte
wie bereits von Arizpe et al. und Norman et al. beschrieben!"#&149 mit Zinn und Salzsaure. In
der Literatur allerdings nicht beschrieben, bildeten sich bei dieser Reduktion neben dem
gewunschten Isoindolinon in groRer Menge Kristalle des Dimers 138 (Abbildung 85). Die
Struktur des unerwarteten Dimers konnte mittels Massenspektrometrie und zweidimensionaler
NMR-Spektroskopie aufgeklart und durch eine Kristallstruktur bestatigt werden (Abbildung 84).
Dunet et al.l'"** beschreiben die Bildung von 138 aus Isoindolinon und 3-Hydroxyisoindolinon

bei der elektrochemischen Reduktion von Phthalimid.
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Abbildung 84: Kristallstruktur des Dimers (+)-[1,2"-Bisinsolin]-1',3-dion (138).
Farbschema: Kohlenstoff: schwarz, Sauerstoff: rot, Stickstoff: blau, Wasserstoff: grau.

Das Isoindolinon konnte dann wie zuvor die Imide mit der Zwischenstufe 123 in einer
Substitutionsreaktion zum Lactam-Analogon 139 von ML-SA1 umgesetzt werden. Ahnlich wie
oben flr das Tetrachlorphthalimid beschrieben brachte der Syntheseversuch mit
Kaliumcarbonat in DMSO kaum das gewlnschte Substitutionsprodukt 139 hervor, hingegen
entstand wiederum die hydrolysierte Form des Zwischenprodukts 123. Unter den oben
optimierten wasserfreien Bedingungen, welche eine Hydrolyse ausschlieen, gelang dann die

Darstellung von 139 in ordentlicher Ausbeute (Abbildung 85).

K,CO3, Nal
N Molekularsieb 4A

DMSO (tr.)
H o)\ 70°C, 2 d
N

Cl 3%

N
0 123
— > > (0]
N

H LiHMDS, Nal
N_0 sn/HacI 21 % Molekularsieb 4A
| THF (tr.), 75 °C, 15 h

HOAc 58 %
125°C, 2 h 139

o)

138
43 %

Abbildung 85: Darstellung des Isoindolinon-Analogons 139.
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Die Reduktion beider Carbonylgruppen des Phthalimids zum Isoindolin ist in der Fachliteratur
mehrfach beschrieben, sowohl direkt mit Boran!'*%'%2 als auch mit Natriumborhydrid und
Bortrifluorid('®¥, woraus sich in situ Boran bildet. Aufgrund der als besser beschriebenen
Ausbeute wurden letztere Bedingungen fir die Reduktion gewahlt. Die Darstellung des
Isoindolins aus Phthalimid gelang wie beschrieben. Es stellte sich aber heraus, dass Isoindolin
extrem instabil ist und sich innerhalb weniger Tage bei Raumtemperatur sowie im
Gefrierschrank vollstadndig zersetzt. Da derart instabile Produkte als potentielle
lonenkanalaktivatoren ungeeignet sind, wurde auf weitere Umsetzung von Isoindolin zu einem

reduzierten ML-SA1 Analogon verzichtet.

Durch Einfihrung eines Maleinimid-Substituenten sollte eine weitere grole Bandbreite an
Variationen des ,Sudteils“ mdglich sein. Maleinimid reagiert als gutes Dienophil in Diels-Alder
Reaktionen. Ein ML-SA1 Analogon mit Maleinimid-,Sudteil* kdnnte so nachtraglich sehr
schnell und einfach zu einer Reihe verschiedener Analoga umgesetzt werden. Die Darstellung
des Maleinimid-Analogons 140 von ML-SA1 stellte sich allerdings als kompliziert heraus:
Zunachst war geplant, die Synthese analog zu der des Succinimid-Analogons 124
durchzufiihren. Aus der Schmelze von Maleinsaureanhydrid und Glycin entstand jedoch ein
nicht analysierbares festes Produkt, welches sich auch nicht weiter mit Thionylchlorid und der
Kopfgruppe 109 umsetzen liel (Abbildung 86). Vermutlich trat hier bereits Polymerisation ein
(Abbildung 88). Um der Bildung eines festen unldslichen Polymers entgegenzuwirken wurde
in einem zweiten Versuch in Losungsmittel gearbeitet. Song et all'>® beschreiben die
Synthese des N-alkylierten Maleinimids aus Maleinsdureanhydrid und Glycin in Eisessig. Der
Versuch brachte jedoch lediglich das ringgedffnete Derivat 141 hervor. Dieses sollte sich laut
Koehler et al.l'*®l unter Hitze und Abtrennung des bei der Reaktion entstehenden Wassers
wieder zum N-alkylierten Maleinimid 142 schlieBen lassen. Der Versuch lieferte jedoch das
gewulnschte Produkt 142 in nur 3.4 % Ausbeute (Abbildung 86). Clevenger und Turnbull
beschreiben ebenfalls, dass ausgehend von Maleinsdureanhydrid wegen des ineffektiven

finalen Ringschlusses auf diesem Syntheseweg schlechte Ausbeuten zu erwarten sind!'%7),
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OH SOCl,
180 °C, 30 mi o
mm=: O4Lj 100 °C, 1h N
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OH

HO
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> O NHOH >

H,O ovo Toluol, Et;N o-_N__o
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Abbildung 86: Versuche zur Synthese des N-Carboxymethylmaleinimids als Vorstufe von 140.

Da der Aufbau des neuen ,Siidens” incl. Spacer aus Maleinsdureanhydrid und Glycin nicht
zielfuhrend war, wurde auf die schon in Abbildung 76 dargestellte Route B ausgewichen
(Abbildung 87).

H i-iv
N
N oG T .
0]

: ’
N

123 140

i) Cs2COs DMF, 70°C, 2d

i)  Cs2COs DMF (tr.), 70 °C, 2d

i) K2COs3 DMSO, RT, 15 h

iv) K:CO;  Nal, Molekularsieb 4A, DMSO (tr.), 70 °C, 2 d

Abbildung 87: Versuche zur N-Alkylierung von Maleinimid.

Die Zwischenstufe 123 aus ,Norden® incl. Spacer war oben bereits beschrieben. Diese sollte
dann durch N-Alkylierung von Maleinimid das ML-SA1 Analogon 140 liefern. Hier traten
ahnliche Probleme wie bei der N-Alkylierung von Tetrachlorphthalimid auf: In einem ersten
Versuch mit Casiumcarbonat in DMF 40l kam es erneut zur Hydrolyse der Zwischenstufe 123,
sodass sich im Produkt 128 anstelle des Chlor-Substituenten eine Hydroxylgruppe befand.
Das gewlnschte ML-SA1 Analogon 140 war nicht isolierbar. Auch die Verwendung von

trockenem DMF brachte nicht den erwarteten Erfolg. Hier war ebenso wie unter Verwendung
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von Kaliumcarbonat nach Bansode et al.l'*® keine Umsetzung zu beobachten. Selbst durch
den zuvor bei anderen Imiden erfolgreichen Zusatz von Natriumiodid und Molekularsieb
konnte das Produkt 140 nicht isoliert werden. Zwar wurde das Edukt nicht hydrolysiert, es
entstand jedoch lediglich ein neues Produkt, welches sich in der Diinnschichtchromatographie
nicht von der Startlinie bewegte. Da Maleinsaureanhydrid sowie Maleinimid auch Michael-
Systeme darstellen, neigen diese besonders in polaren Lésungsmitteln wie DMSO und DMF

unter Baseneinfluss stark zur Polymerisation!'>8-1¢% wie in Abbildung 88 dargestellt.

0
NH
o) 0
o)
nll NH —>| HN
0
o) o)
NH
L O _Jn3

Abbildung 88: Polymerisation von Maleinimid.

Da sowohl die direkte N-Alkylierung als auch die Reaktion von Maleinsaureanhydrid und
Glycin nicht zu den gewtinschten N-alkylierten Maleinimiden fiihrten, bestand schlief3lich noch
die Mdglichkeit einer Mitsubou-Reaktion. Hierfir ware das zuvor in Fehlversuchen
entstandene 128 als Ausgangssubstanz zu verwenden. Da aber das Maleinimid ohnehin
eingeflhrt werden sollte um daran in Diels-Alder Reaktionen weitere Reste anzubauen, wurde
nach Clevenger und Turnbull'3”! das Maleinimid durch eine Diels-Alder Reaktion mit Furan vor
der Polymerisation geschitzt (Abbildung 89). Das Diels-Alder Addukt aus Maleinimid und
Furan stellt kein Michael-System mehr dar und lasst sich zwanglos ohne Polymerisation N-
alkylieren. Durch eine Retro-Diels-Alder Reaktion |asst sich der als Schutzgruppe verwendete

Furanring final wieder entfernen!'s”: 1611,

Furan als Dien ging wie geplant die Diels-Alder-Reaktion mit Maleinimid als Dienophil ein.
Auch die N-Alkylierung des furangeschutzten Produkts 143 mit 131 funktionierte nach der
zuvor optimierten wasserfreien Methode und lieferte das ML-SA1 Analogon 144. Die Retro-
Diels-Alder Reaktion lief besonders sauber und quantitativ ab: Durch Erhitzen von 144 auf 170
— 200 °C im Vakuum in einem Sublimator schied sich das saubere Produkt 140 an der
Kristallisationsflache ab wahrend das frei werdende Furan im Vakuum abgezogen wurde. Auf
diesem Weg konnte schlieRlich sehr effizient das gewtinschte Maleinimid-Analogon von ML-
SA1 dargestellt werden (Abbildung 89). Zudem war bereits mit der Vorstufe 144 ein weiterer

Schritt, durch Diels-Alder Reaktionen das Maleinimid zu variieren, erftllt.
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Abbildung 89: Darstellung des N-alkylierten Maleinimids 140 Gber Maskierung mit Furan.

Da der Weg zu 140 ohnehin Uber eine Diels-Alder Reaktion fuhrt, wurde fir weitere Diels-
Alder-Variationen nicht von 140 ausgegangen, sondern initial Maleinimid den Diels-Alder
Reaktionen mit den entsprechenden Dienen unterzogen und anschlieRend mit 131 N-alkyliert
(Abbildung 90). Auf diese Weise konnten die in Tabelle 4 aufgefuhrten Diels-Alder Addukte

mit 1,3-Butadien, Cyclopentadien und 3-Bromfuran dargestellt und N-alkyliert werden.

N
Toluol
oluo . H O)‘\
100 - 105 °C N N
H KRN 15 h 0] (0] 131 Br )‘\
(@) O +  — ®
S_F \_/ LIHMDS ° N
Molekularsieb 4A o 0

THF (tr.), 70 °C, 15 h

Abbildung 90: Synthese "im Stiden" variierter ML-SA1 Analoga mittels Diels-Alder Cycloaddition und N-
Alkylierung.
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Tabelle 4: Diels-Alder Edukte und Cycloaddukte und daraus dargestellte ML-SA1 Analoga.

SYNTHESEN

Dien Diels-Alder Addukt ML-SA1 Analogon
0 0 o 143 )\ 144
HII- -llH O
@ 66 % 55 %
(*
145 146
\ /
78 % 68 %
N
@ 0O O 147 148
H H 70 % 57 %
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In Diels-Alder [4+2]-Cycloadditionen werden ahnlich den oben beschriebenen Huisgen-[3+2]-
Cycloadditionen (Absatz 3.1.1) konzertiert mehrere Bindungen (ber einen cyclischen
Ubergangszustand gebildet. Dabei werden die neuen o-Bindungen von einer Seite des TI-
System aus gebildet. Somit entstehen ausgehend von der cis-Doppelbindung im Maleinimid
nur cis-konfigurierte Addukte. Fur das aus 1,3-Butadien generierte Cycloadditionsprodukt 145
sowie dessen N-alkyliertes ML-SA1 Analogon 146 ist somit die Stereochemie alleine durch
den Reaktionsverlauf eindeutig festgelegt. Die Gbrigen Diels-Alder-Addukte 143, 147 und 149
kénnen zusatzlich durch die Methylen- bzw. Epoxy-Briicke jeweils in der exo- oder der endo-
Konfiguration vorliegen. Die Cycloaddukte von Maleinimid mit Furan (143) bzw.
Cyclopentadien (147) sind bereits beschrieben('62-1%4 | aut bereinstimmenden NMR-Daten
liegt das Furan-Cycloaddukt 143 in der exo- und das Cyclopentadien-Cycloaddukt 147 in der
endo-Konfiguration vor. Fir das Cycloadditionsprodukt von 3-Bromfuran 149 liegen keine
Vergleichsdaten vor.

Die literaturbeschriebenen Konfigurationen sollten mittels NOE (nuclear Overhauser effect)-
Spektren und Kopplungskonstanten bestatigt und die Konfiguration des neuen 3-Bromfuran-
Adduktes bestimmt werden. Der nuclear Overhauser effect tritt bei Protonen auf, die sich in
raumlicher Nahe befinden, unabhangig von der Anzahl der zwischen ihnen liegenden
Bindungen. Wird selektiv die Resonanz eines Protons im 'H-NMR angeregt, so ist eine
Resonanz bei rdumlich benachbarten Protonen messbar. Je kleiner der rdumliche Abstand
zwischen den Protonen, desto starker tritt der Effekt auf. Die Grenze eines messbaren Effekts
liegt bei einem Abstand der beobachteten Protonen von ca. 4-5 A. Mit Hilfe des Programms
Chem3D (ChemOffice Professional 16.0, Firma PerkinElmer, Waltham, USA) wurden die in
Tabelle 5 dargestellten theoretischen Entfernungen der Protonen in den denkbaren
Stereoisomeren sowie die Diederwinkel zwischen 3a-H und 4-H simuliert. Aus den simulierten
Diederwinkeln lasst sich mit Hilfe der Karplus-Kurve die Kopplungskonstante zwischen zwei

Protonen berechnen!'%2,

Tabelle 5: Simulierte rdumliche Entfernungen von Protonen und simulierte Diederwinkel in endo- und exo-143.

endo-143 exo-143
e) 1 H 3 e}
7aH H 3a
7 4
7/
Raumliche Entfernung der Protonen:
3a-H, 4-H 26 A 2.8 A
3a-H, 5-H 4.2 A 3.1A
Simulierter Diederwinkel 3a-H, 4-H: 37.2° 80.6°
Berechnete Kopplungskonstante 3J 3.4, 4.1: 6.19 Hz 0.69 Hz
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In den beiden mdglichen isomeren Formen von 143 ist die Entfernung zwischen 3a-H und 4-
H in etwa vergleichbar. Bei diesen Werten von ca. 2.6-2.8 A ist ein messbarer NOE zu
erwarten. Die Entfernung zwischen 3a-H und 5-H unterscheidet sich jedoch deutlich, sodass
hier nur bei der exo-Verbindung ein deutlicher Effekt auftreten sollte.

Das NOE-Spektrum der Verbindung 143 (Abbildung 91) zeigt bei Anregung der 3a-H
Resonanz sowohl fur 4-H als auch fir 5-H deutliche Resonanzen, wie sie nur flr die exo-
Konfiguration zu erwarten sind. Auch in den berechneten Kopplungskonstanten('%? zeigt sich
der Unterschied der Isomere deutlich. FUr das endo-lsomer ist mit der berechneten
Kopplungskonstante °J 3.4, 4. = 6.19 Hz eine starke Kopplung der Protonen 3a-H und 4-H zu
erwarten. Flr das exo-Isomer ist die berechnete Kopplungskonstante mit °J 3a.4, ++ = 0.69 Hz
hingegen so klein, dass kaum mit einer messbaren Kopplung zu rechnen ist. Da das
gemessene 'H-NMR Spektrum der Verbindung 143 fiir die Protonen 3a-H bzw. 7a-H ein
scharfes Singulett-Signal ergibt und auch im H-H Cosy keine Kopplung von 3a-H zu 4-H
erkennbar ist, weist auch dies auf das Vorliegen der exo-Verbindung hin. Somit kdnnen die

Daten von Gooden!'®? bestatigt werden.

3a-H/7a-H

TH-NMR
5-H/6-H 4-H/7-H

SR S

NOE mit Einstrahlung auf 3a-H / 7a-H

4-H/7-H
5-H / 6-H

3a-H / 7a-H

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0
1 (ppm)

Abbildung 91: NOE Experiment der Verbindung 143. Oben: "H-NMR Spektrum der Verbindung 143. Unten: NOE-
Experiment bei selektiver Anregung der 3a-H-Resonanz.

Auf ahnliche Weise lie3 sich auch die endo-Konfiguration der Verbindung 147 Uber NOE-
Experimente, Simulation von Winkeln und Entfernungen und Berechnung der theoretischen
Kopplungskonstanten bestatigen. Gleichzeitig zeigt die Ubereinstimmung der hier durch
Simulation und NOE-Experimente bestimmten Konfigurationen mit den zuvor publizierten
Datenl'8>'64 dass die angewandten analytischen Verfahren geeignet sind, auch fir
unbekannte Produkte wie 149 die Konfiguration zu bestimmen. Es lies sich mit diesen

Methoden sowohl die exo-Konfiguration von 143 sowie die endo-Konfiguration von 147
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nachweisen. Tabelle 6 zeigt die simulierten und berechneten Werte beider moglicher Isomere

der bisher unbekannten Verbindung 149:

Tabelle 6: Simulierte raumliche Entfernungen von Protonen und simulierte Diederwinkel in endo- und exo-149.

endo-149 exo-149
H H
03 N1 o 03 N_1 0
3aH H7a 3a|_|,,, ‘.lH7a
4 j 4 j
6 6
Br Br
Raumliche Entfernung der Protonen:
7a-H, 7-H 2.6 A 2.8 A
7a-H, 6-H 4.2 A 3.1A
Simulierter Diederwinkel 7a-H, 7-H: 36.9° 80.6°
Berechnete Kopplungskonstante 3J 7.4, 7a.4 6.30 Hz 0.69 Hz

Die simulierten raumlichen Distanzen der relevanten Protonen verhalten sich in den Isomeren
von 149 ebenso wie in 147 ohne Bromsubstituent. Wie im NOE-Experiment in Abbildung 92
zu sehen zeigen die Protonen 6-H und 7-H bei Anregung der 7a-H-Resonanz einen
vergleichbaren NOE-Effekt. Dies deutet auch in dieser Verbindung aufgrund der kleineren
raumlichen Distanzen auf die exo-Verbidung hin. Auch die simulierten Diederwinkel und
daraus berechneten Kopplungskonstanten weichen nur geringfugig von der oben aufgeflhrten
Verbindung 143 ab, sodass im Falle einer endo-Verbindung von einer deutlichen Kopplung
der Protonen 3a-H zu 4-H und 7a-H zu 7-H auszugehen ist. Im Fall der exo-Verbindung ist
durch die kleine Kopplungskontante von *J 7.4 7.+ = 0.69 Hz wie zuvor kaum eine Kopplung
zu erwarten. Im 'H-NMR der Verbindung zeigen die Protonen 3a-H und 7a-H Kopplungen nur
zueinander, nicht jedoch zu 4-H oder 7-H. Auch dies zeigt wie schon das NOE-Experiment,

dass auch Verbindung 149 in der exo-Konfiguration vorliegt.
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Abbildung 92: NOE Experiment der Verbindung 149. Oben: "H-NMR Spektrum der Verbindung 149. Unten: NOE-
Experiment bei selektiver Anregung der 7a-H-Resonanz.

Ob sich bei Diels-Alder Reaktionen die entsprechenden exo- oder endo-Produkte bilden hangt
in erster Linie von der Reaktionstemperatur ab. Bei Hitze bildet sich bevorzugt das exo-, bei
kiihleren Bedingungen bevorzugt das endo-Derivat!'®®. Die vorangehend beschriebenen
Reaktionen wurden alle im selben Temperaturbereich von 100 — 105°C durchgefihrt, wobei
sich je nach verwendetem Edukt die exo- bzw. endo-Derivate bildeten. Somit hangt die
Temperaturschwelle, welche Uber die Bildung der exo- bzw. endo-Produkte entscheidet, stark

von den jeweiligen Reaktanden ab und kann nicht pauschalisiert werden.

Bei den Cycloadditionsprodukten 143, 145 sowie 147 handelt es sich um Meso-Verbindungen.
Die Molekule weisen eine Spiegelebene auf, deshalb sind sie achiral. Durch N-Alkylierung der
Cycloadditionsprodukte ist keine Anderung der Konfiguration im Ringsystem zu erwarten,
sodass die oben bestimmten Konfigurationen beibehalten werden. Die N-Alkylierung mit dem
racemischen 131 ergibt demnach die Racemate (£)-144, (*)-146 und (%)-148.

Aufgrund des Brom-Substituenten weist das Cycloadditionsprodukt 149 keine Spiegelebene
auf und liegt somit selbst als Racemat vor. Die N-Alkylierung mit dem ebenfalls racemischen
131 fuhrt zur Bildung aller vier moéglichen Isomere, von denen jeweils zwei zueinander
enantiomer sind und sich zu den jeweils anderen diastereomer verhalten. Eine Trennung der

Diastereomere war jedoch, wie zuvor fir Verbindung 130 beschrieben, nicht méglich.

Obwohl der ,Stiden” der Verbindungen 144, 146 und 148 als meso-Verbindung vorliegt und
frei drehbar sein sollte, demnach fir die Atome 3a-H/7a-H, 4-H/7-H sowie 5/6 jeweils mit dem
Zusammenfallen der NMR-Signale zu rechnen ware, treten in den NMR-Spektren aller drei
Verbindungen getrennte Signale fiir die einzelnen Atome auf. Dies kann zwei Griinde haben:
Zum einen kann durch die Amid-Bindung, wie zuvor fur die Verbindungen 114 und 116

beschrieben, die freie Drehbarkeit eingeschrankt sein und dies somit zum Auftreten von
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Rotameren fuhren. Dagegen spricht hier, dass durch Temperaturerhdhung bis 80 °C keine
Koaleszenz der Signale erzielt werden konnte, wobei hohe Rotationsbarrieren von tiber 150 —
170 °C laut Literatur bei Amidderivaten auch keine Seltenheit sind('*’l. Die zweite und
wichtigere Erklarung liegt in der Topizitat. Durch das Stereozentrum an C-4 des Acetonanils
sind sowohl die Methylengruppe des Spacers als auch alle Atome der Sudteile diastereotop.
Somit kénnen sie zwar zufallig die gleiche chemische Verschiebung im NMR haben, wie im
Fall von 144, 146 und 148 erklart dies jedoch auch die unterschiedliche chemische

Verschiebung und die fir jedes Atom einzeln auftretenden Signalsatze.

Fur weitere Diels-Alder Reaktionen war analog zu Furan auch die Addition von Thiophen und
Pyrrol geplant. Die versuchte Umsetzung von Thiophen mit Maleinimid brachte nach Erhitzen
lediglich die Edukte zurtck. Hier trat keinerlei Reaktion ein. Im Furan ist durch die hohe
Elektronegativitdt des Sauerstoffatoms die gleichmaRige Delokalisation der Elektronen
gestdrt. Somit hat Furan einen starken Dien-Charakter. Durch die ausgepragte Aromatizitat
des Thiophens geht dieses gewohnlich keine Diels-Alder Reaktionen ein. Die Umsetzung von
Thiophen und Maleinsaureanhydrid wurde zwar beschrieben, jedoch ist daflir ein Druck von
mindestens 8000 bar erforderlich!'®®!,
Auch Pyrrol stellt ein weniger gutes Dien dar als Furan und reagiert schlecht in Diels-Alder
Reaktionen. So konnte bei der versuchten Reaktion von Pyrrol mit Maleinimid zwar eine
Umsetzung beobachtet werden, Produkt war jedoch nicht das Diels-Alder-Addukt 151,
sondern das durch SgAr-Reaktion des Imids an das elektronenreiche Pyrrol entstandene
3-(1H-Pyrrol-2-yl)pyrrolidin-2,5-dion (152)1'*], Dieses wurde dann auch wie die Diels-Alder
Addukte mit 131 weiter zum ML-SA1 Analogon 153 umgesetzt (Abbildung 93). Auch hier
entsteht aufgrund der Kupplung von zwei racemischen Verbindungen ein racemisches
Diastereomerenpaar, welches jedoch auch hiert nicht getrennt werden konnte.
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Abbildung 93: Versuchte Diels-Alder Reaktion von Maleinimid und Pyrrol und Darstellung von 153.
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3.34 Verlangerung des Spacers

Zur vollstandigen systematischen Variation der Leitstruktur ML-SA1 sollte aul’erdem der
Acetyl-Spacer variiert werden. Hier war die Verlangerung des C»-Acyl-Spacers unter

Austausch durch eine homologe Reihe langerer Acyl-Spacer geplant.

Die Synthese des homologen Propionyl-Derivats wurde zunachst durch Substitutionsreaktion
von 3-Bompropanséaure an Phthalimid versucht. Nach der Vorschrift von Ling et al.l'%® fand
jedoch keinerlei Reaktion statt. Daher wurde auf den zuvor bereits erfolgreich eingesetzten
Syntheseweg ausgewichen um Phthalsdureanhydrid mit den langeren Spacern zu den
entsprechenden N-substituierten Phthalimiden zu verbinden. Sowohl unter basischen
Bedingungen mit Triethylamin in DMF!'® als auch in Eisessig!'*®! konnte B-Alanin mit
Phthalsaureanhydrid erfolgreich in jeweils 93 % Ausbeute zu 154146 1701 ymgesetzt werden.
Auch die folgende Aktivierung mit Thionylchlorid zum Carbonsaurechlorid war von Tan et
al.l"%8l pereits beschrieben und verlief mit B-Phthalimidopropansaure 154 quantitativ. Nach der
fur die Leitstruktur ML-SA1 und die Variationen im ,Norden® angewendeten Methode zur
Kopplung an den ,Nordteil“ (109) mit Triethylamin bei Raumtemperatur!'® konnte jedoch keine
Umsetzung zum gewlinschten ML-SA1 Analogon 155 erzielt werden. 109 lag unverandert vor
wohingegen das Saurechlorid zu einem Nebenprodukt reagierte, welches chromatographisch
nicht analysierbar war. Ohne Zugabe von Triethylamin und unter Reduktion der Temperatur
nach Kobessi et al.l'""l konnte nach sehr langsamer Zugabe des Saurechlorids zum hydrierten
Acetonanil 109 eine gute Umsetzung zum gewinschten Produkt 155 erreicht werden
(Abbildung 94).

Auch die Analoga mit langeren Spacern (C4 — Ce) lie3en sich aus den entsprechenden w-
Aminocarbonsauren auf gleichem Weg in guten Ausbeuten darstellen und flhrten zu den
Produkten 157, 159 und 161 (Abbildung 94).

Et;N, DMF

Oy OH
Oy OH
0920 [150 °C, 15 min 1% 75°C, 1h ey
—_— >
) * n > o N "
n

O O —_—
NH, HOAc N
120 °C, 4 h g
N
154 n = 1 (93 %) H oo 155 n = 1 (89 %)
156 n = 2 (69 %) 157 n = 2 (78 %)
158 n = 3 (76 %) .. bcm 159 n = 3 (66 %)
160 n = 4 (94 %) 0°C, 30 min 161 n = 4 (65 %)

Abbildung 94: Darstellung der ML-SA1 Analoga mit verlangertem Acyl-Spacer.
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4 Biologische Testung

Alle in dieser Arbeit synthetisierten Substanzen wurden auf ihre biologische Aktivitat
untersucht. In erster Linie interessierte dabei deren Potential TRPML-lonenkanéle zu 6ffnen.
Um dies zu untersuchen wurde als Screening Methode Calcium Imaging eingesetzt. Nur die
in diesem Screening aktivsten und selektivsten Substanzen wurden dann von unseren
Kooperationspartnern um PD Dr. Dr. Christian Grimm und Prof. Dr. Martin Biel in folgenden
Patch-Clamp Experimenten untersucht. Um pharmakologische Nebeneffekte, insbesondere
gastrointestinale Probleme, auszuschliel3en, wurden auflerdem alle Substanzen im Agar-
Diffusionstest auf antimikrobielle Eigenschaften untersucht. Da die Substanzen als
lonenkanalaktivatoren in lebenden Organismen eingesetzt werden sollen wurde auf3erdem

durch einen MTT-Test die Zytotoxizitat aller synthetisierten Verbindungen bestimmt.

4.1 Agar-Diffusionstest

Der Agar-Diffusionstest dient zur Bestimmung der antibakteriellen oder antimykotischen
Aktivitat von Testsubstanzen. Hierzu werden Nahrbdden mit den verschiedenen Testkeimen
(Tabelle 7) bestrichen. Auf diese werden Plattchen aufgebracht, welche mit den zu testenden
Verbindungen impragniert sind. Abschlie3iend wird das Wachstum der Testkeime beobachtet.
Weist eine Verbindung antimikrobielle Aktivitat auf, so ist im Umkreis um das Plattchen
Wachstumshemmung zu beobachten. Die Durchmesser dieser Hemmhofe werden
ausgemessen und zur Abschatzung der antimikrobiellen Eigenschaften herangezogen. Uber
die GréRe des Hemmhofes kann jedoch nur eine ungefahre Aussage Uber die Starke der
antimikrobiellen Eigenschaften gemacht werden, da der Durchmesser auch von der Diffusion

der Verbindung im Agar-Medium abhangt.

Tabelle 7: Im Agar-Diffusionstest eingesetzte Pilze und Bakterien.

Candida glabrata DSM-Nr. 11226 Hefen
Yarrowia lipolytica DSM-Nr. 1345

Hyphopichia burtonii DSM-Nr. 70663 Dermatophyt
Aspergillus niger DSM-Nr. 1988 Schimmelpilz
Escherichia coli DSM-Nr. 426

L gramnegative Bakterien
Pseudomonasa marginalis  DSM-Nr. 7527

Streptococcus entericus DSM-Nr. 14446
grampositive Bakterien
Staphylooccus equorum DSM-Nr. 20675
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Als Positiv-Referenz fur einen antibiotischen Effekt wurde Tetracyclin und als Positiv-Referenz

fur einen fungiziden Effekt Clotrimazol aufgebracht.

Tetracyclin Clotrimazol

Die experimentelle Durchfuhrung der Testung ist in Absatz 6.4.3 Agar-Diffusionstest
beschrieben.

Von allen in dieser Arbeit synthetisierten und getesteten Verbindung war keine einzige
antibakteriell wirksam. Zwei Verbindungen (86 und 140) wiesen antimykotische Eigenschaften
auf, wobei sich die Wirkung jeweils auf wenige Pilzarten beschrankte und das Ausmal} der

Hemmhdfe hinter dem von Clotrimazol zurtckblieb (Tabelle 8).

Tabelle 8: Testergebnisse des Agar-Diffusionstests. Zahlenwerte geben den Durchmesser des Hemmhofs in mm
an. n.g. steht fir nicht getestet. -- bedeutet keine Wachstumshemmung nachweisbar.
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Tetracyclin 30 29 29 28 n.g n.g. n.g. n.g
Clotrimazol n.g n.g n.g. n.g 20 20 20 25
- - n.g - 20 18 - -
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Beide Verbindungen mit antimykotischen Eigenschaften 86 und 140 waren im Calcium
Imaging wirkungslos (vgl. Absatz 4.3). Da alle Gbrigen Verbindungen keinerlei antimikrobielle
Eigenschaften zeigten, konnten mogliche, auf antimikrobiellen Aktivitaten (z.B. an der
Darmflora) beruhende, pharmakologische Nebenwirkungen durch den Agar-Diffusionstest

weitgehend ausgeschlossen werden.
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4.2 MTT-Test

Der MTT-Test wird zur Erkennung von zytotoxischen Eigenschaften der Testsubstanzen
herangezogen. Die in dieser Arbeit dargestellten Verbindungen sollen als analytische Tools
an lebenden Zellen und spéater potentiell als Wirkstoffe in lebenden Organismen TRPML-
lonenkanale offnen. Somit ist ein zytotoxischer Effekt der Verbindungen unerwinscht.
Gemessen wird in einem Konzentrationsbereich bis 100 uyM, in welchem auch der
therapeutische Effekt erwartet wird. Der ICso-Wert gibt die Konzentration an, bei der die
metabolische Aktivitat der Zellen auf 50 % gesunken ist — sei es durch Tod von Zellen oder
durch Drosselung des Stoffwechsels. Bei ICso-Werten tUber 50 uM kann davon ausgegangen
werden, dass die Testverbindung im eingesetzten Konzentrationsbereich nicht toxisch ist. Als
nennenswert zytotoxisch werden Substanzen mit ICso-Werten < 5 uM eingestuft, was in etwa

der Aktivitat von Cisplatin an der verwendeten Zelllinie entspricht.

Der MTT-Test beruht auf der reduktiven Offnung des Tetrazolium-Rings unter Bildung eines
gefarbten Produktes. Das schwach gelbe 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) wird auf diese Weise in lebenden, metabolisch aktiven
Zellen durch Dehydrogenasen und NADH in das tiefblaue 5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-
diphenylformazan Uberfuhrt (Abbildung 95).

Dehydrogenasen H

7 "N und S__N

Y NADH Y
N

~
-N > HN.
l\ll\\ \>\© in metabolisch aktiven |
©/@ N Zellen ©/N\\N)\©

MTT Formazan
blassgelb tiefblau

Abbildung 95: Reduktion von MTT zum Formazan.

Aufgrund der starken Absorption bei 570 nm lasst sich der Gehalt des blauen Formazans
photometrisch bestimmen. Die gemessene Absorption ist dabei lber weite Bereiche direkt
proportional zur Anzahl der vorhandenen metabolisch aktiven Zellen!'”21731, Somit kann nach
Zugabe von Testsubstanzen zu einer Zellsuspension die Zytotoxizitdt der Verbindung
quantitativ bestimmt werden, eine Aussage Uber den Wirkmechanismus sowie die Art des
Zelltodes kann jedoch nicht getroffen werden.

Alle synthetisierten Verbindungen wurden mit dem MTT-Test auf ihre zytotoxischen

Eigenschaften getestet. Die Testung wurde an humanen Leukamiezellen HL-60 (DSMZ-Nr.:
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ACC 3) durchgefihrt. Als Positivkontrolle diente Triton® X-100. Details zur experimentellen

Durchfihrung sind in Abschnitt 6.4.2 beschrieben.

Die im MTT-Test bestimmten ICso-Werte fir alle in dieser Arbeit synthetisierten Substanzen

sind in Tabelle 9 aufgeflhrt. Verbindung 127 wurde aufgrund der schlechten Ldslichkeit in

Suspension eingesetzt, was in der Tabelle durch ,** gekennzeichnet ist.

Tabelle 9: Im MTT-Test ermittelte ICso-Werte.

Bezeichnung | ICso [UM] Bezeichnung | 1Cso [UM]
SN-2 Analoga 23 > 50
SN-2 27.2 24 36.2
2 > 50 25 20.0
3 > 50 26 > 50
4 > 50 27 49.1
5 > 50 28 > 50
6 > 50 29 > 50
7 > 50 30 > 50
8 > 50 31 > 50
9 > 50 32 > 50
10 26.1 35 45.7
11 > 50 37 > 50
12 > 50 39 > 50
13 > 50 40 14.6
14 46.8 41 > 50
15 17.0 42 > 50
16 241 43 22.2
17 33.9 44 > 50
18 > 50 45 > 50
19 > 50 46 > 50
21 > 50 47 > 50

Bezeichnung | ICsq [uM]
48 20.2
49 > 50
50 32.0
51 > 50
52 31.0
53 > 50
54 > 50
55 > 50
56 > 50
57 > 50
58 > 50
60 46.5
61 234
62 7.7
63 28.8
66 > 50
73 44.3
SF-11 Analoga

SF-11 > 50
75 > 50
76 > 50
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Bezeichnung | ICso [uM]
77 > 50
78 21.5
79 > 50
80 > 50
81 > 50
82 > 50
84 > 50
86 31.1
87 494
88 > 50
89 > 50
90 > 50
91 > 50
92 > 50
93 > 50
94 8.4
95 > 50
96 > 50
97 > 50
98 > 50
99 > 50
100 21.0
101 371
102 > 50
103 > 50
104 > 50

104

Bezeichnung | ICso [uM] Bezeichnung | ICso [UM]
105 > 50 132 > 50
106 > 50 133 > 50
107 35.4 134 24.3

ML-SA1 Analoga 135 > 50
ML-SA1 38.1 136 27.2
SF-51 > 50 137 15.7
110 19.9 139 > 50
111 13.7 140 7.7
112 > 50 144 > 50
113 > 50 146 > 50
114 > 50 148 > 50
115 > 50 150 > 50
116 > 50 153 > 50
117 > 50 155 > 50
118 > 50 157 28.7
119 > 50 159 > 50
120 > 50 161 > 50
121 > 50
123 14.5
124 > 50
125 > 50
126 > 50
127* 12.0
129 11.8
130 > 50
131 5.7
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Von allen getesteten Verbindungen weist keine einen starken zytotoxischen Effekt < 5 uM auf.
Den starksten zytotoxischen Effekt zeigt 131, was wohl auf dessen alkylierendes Potential
durch den Bromalkylsubstituenten zurtickzuflihren ist. Auch 62, 94 und 140 weisen maRig
starke Zytotoxizitat auf. Demnach ist der oben in Absatz 4.1 beschriebene antimykotische
Effekt von 140 offensichtlich durch generelle Zytotoxizitat erklarbar und nicht spezifisch. Die
meisten Substanzen haben ICso-Werte von tber 50 uM und sind somit nicht zytotoxisch. Die
leichte Zytotoxizitat der Leitstrukturen (SN-2: ICso = 27.2 uM; ML-SA1: ICsy = 38.1 pM) ist in
Hinblick auf deren Wirkungskonzentration vertretbar (vgl. Anschnitt 4.3 und 4.4).

O
N NH,
A ]

131 140 62
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4.3 Calcium Imaging

Calcium-Imaging ist als "Live-Cell-lmaging" eine Untersuchung lebender Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop. Dabei werden lebende Zellen in spezielle Kammern eingebracht, die
je nach verwendeter Zelllinie fur adharente oder fur Dispersionszellen geeignet sind und
Medium oder Puffer fassen, um die Zellen fir die Dauer der Messungen in mdoglichst
konstanter und naturlicher Umgebung zu halten. Die Wahl der Komponenten stellt hier jedoch
immer einen Kompromiss zwischen idealen optischen Bedingungen und optimalen
Lebensbedingungen der Zellen dar'4l. Die Messungen im Rahmen dieser Arbeit wurden an
adharent wachsenden HEK-293 Zellen (DSMZ-Nr.: ACC 305) durchgefiihrt.

Mit der Methode des Calcium Imaging lassen sich Veranderungen der intrazellularen Ca?*-
Konzentration bestimmen. Unter Verwendung eines Calcium-reichen Puffers kann bei Offnung
des lonenkanals in der Plasmamembran Calcium in die Zelle einstrémen. Somit kann durch
Messung von Anderungen der intrazellularen Calcium-Konzentration auf den Offnungszustand
des lonenkanals geschlossen werden.

TRPML-lonenkanale befinden sich nativ hauptsachlich in Endosomen und Lysosomen. Um
eine signifikante Anderung der intrazelluldren Calcium-lonen Konzentration durch Offnung des
lonenkanals herbeizuflihren, muss der lonenkanal in die Plasmamembran der im Experiment
verwendeten Zellen eingebaut werden. Durch Transfektion der HEK-Zellen mit dem jeweils zu
untersuchenden lonenkanal kann eine Uberexpression des entsprechenden Kanals erreicht
werden. TRPML2 und TRPML3-lonenkanéle werden nach Uberexpression automatisch auch
in die Plasmamembran der Zellen eingebaut. Anders verhalt es sich bei TRPML1-Kanalen:
Die native Form des TRPML1-Kanals tragt am N- und am C-Terminus lysosomale
Targetingsequenzen, welche daflr verantwortlich sind, dass dieser nur in spate Endosomen
und Lysosomen eingebaut wird. Deshalb wurde fur die Calcium Imaging Messungen mit einer
Mutante des TRPML1 Gens gearbeitet, welcher diese lysosomalen Targetingsequenzen
entfernt wurden. Der daraus exprimierte lonenkanal TRPML1(NC) wird dann auch in die
Plasmamembran der Zelle eingebaut und kann wie TRPML2 und TRPML3 fir die Messungen
genutzt werdenl“0l,

Die intrazellulare Calcium-Konzentration wird mit Hilfe eines zuvor in die Zelle eingebrachten
Fluoreszenzfarbstoffes, welcher Ca?'-lonen komplexiert, gemessen. Als Farbstoff kommt
Fura-2 zum Einsatz. Dieser Farbstoff wird als Acetoxymethylester-Derivat (Fura-2-AM) in die
Zellen eingebracht. In dieser Form ist er ungeladen und kann die Zellmembran leicht
durchdringen. Durch unspezifische Esterasen werden im Zellinneren die Acetoxmethylreste
abgespalten und zurtick bleibt Fura-2 als Pentacarboxylat (Abbildung 96). Das

Pentacarboxylat des Fura-2 kann durch seine Ladung die Zellmembran nicht passieren. Somit

106



BIOLOGISCHE TESTUNG

kann Uberschussiger, nicht aufgenommener Farbstoff abgespilt werden wahrend die aktive

Form in der Zelle zurlickbleibt!'741,

Fura-2 Acetoxymethylester

intrazellulare
Esterasen

Fura-2 Pentacarboxylat

Abbildung 96: Fura-2-AM wird durch intrazellulare Esterasen zum Pentacarboxylat gespalten.

Fluorescence excitation
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Wavelength (nm)
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Abbildung 97: Fluoreszenz-Anregungsspektrum von
Fura-2 in Abhangigkeit von der Calcium-
Konzentration. Dargestellt ist die Fluoreszenz-
Intensitdt gemessen bei 510 nm. Die gemessenen
Lésungen enthalten 0 — 39.8 uM Calcium.l'7]
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Abbildung 98: Fluoreszenzspekirum von Fura-2:

oben: freies Fura-2; unten: Fura-2 nach
Komplexierung von Ca?*-lonen. blau:
Fluoreszenzanregungsspektrum, detektiert  bei

510 nm; rot: Fluoreszenzemissionsspektrum,
angeregt bei 340 nm bzw. 380 nm.[179]
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Diese mehrfach negativ geladene Form des Fura-2 bildet mit Ca?*-lonen Chelat-Komplexe.
Durch Komplexierung verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs hin zu
kleineren Wellenlangen und die Intensitat der UV-Absorption steigt (Abbildung 97). Die
Emissionsspektren der freien und komplexgebundenen Form von Fura-2 haben im Gegensatz
zur Absorption ein gemeinsames Maximum bei ca. 510 nm, weshalb zur Detektion der
Fluoreszenzstrahlung nur die Messung bei 510 nm notwendig ist (Abbildung 98). Dieser
Fluoreszenzshift wird zur Messung genutzt. Das Absorptionsmaximum des nicht
komplexierten Fura-2 liegt bei 380 nm, durch Komplexierung von Ca?*-lonen verringert sich
die Wellenlange der maximalen Absorption auf 340 nm wahrend die Absorption bei 380 nm
nahezu konstant bleibt. Durch Messung bei 380 nm Anregungswellenlange allein ware somit
kaum eine Anderung der Fluoreszenz festzustellen. Durch alleinige Messung bei 340 nm
Anregungswellenlange ist bei steigender Ca?*-Konzentration eine Zunahme der
Fluoreszenzintensitat zu beobachten. Das Ausmal} der Fluoreszenzintensitat hangt jedoch
nicht nur von der Calcium-lonen Konzentration sondern auch von der Gesamtmenge an
vorhandenem Fura-2 ab. Um Effekte dieser Abhangigkeit zu minimieren wird jeweils
nacheinander bei beiden Wellenlangen (340 nm und 380 nm) angeregt und aus den
aufgezeichneten Fluoreszenzintensitat der Quotient gebildet. Hierdurch sind die Effekte von
ungleicher Beladung der Zellen mit Calcium, Photobleaching oder variierender Zelldicke
nivelliert und die Ergebnisse verschiedener Messungen miteinander vergleichbar!'”®. Um
aullerdem unspezifische Einflisse wie eine porése Plasmamembran oder Eigenfluoreszenz
der Testsubstanzen ausschlie®en zu kénnen, wurde die lonenkanal-DNA mit einem YFP-tag
(yellow fluorescent protein) versehen. Somit zeigen die transfizierten Zellen, welche den
lonenkanal exprimieren, auch YFP-Fluoreszenz bei der Anregungswellenlange 488 nm.
Anhand derer werden im Fokus einige transfizierte Zellen ausgewahlt und markiert. Durch
gezielte zusatzliche Messung von nicht transfizierten Zellen, welche nach Zugabe der
Testsubstanzen keine Reaktion zeigen sollen, kénnen die beobachteten Effekte eindeutig der
Offnung des lonenkanals zugeordnet und von den genannten unspezifischen Reaktionen

unterschieden werden.

Details zur experimentellen Durchflihrung sind in Abschnitt 6.4.1 aufgefuhrt.
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431 Testergebnisse

Alle in dieser Arbeit synthetisierten SN-2, SF-11 und ML-SA1 Analoga wurden mittels Calcium
Imaging auf ihre Aktivitat an TRPML-Kanalen untersucht. Zunachst wurden dabei alle
Verbindungen an den drei unterschiedlichen Subtypen der humanen TRPML-Kanale (hML1,
hML2 und hML3) getestet um Aktivitat und Selektivitat zu ermitteln. Nur die im Test an den
humanen Kanalen interessantesten Verbindungen wurden dann auch an den drei murinen
Varianten der TRPML-Kanale (mML1, mML2 und mML3) getestet. Im Folgenden sind die
Balkendiagramme aller Substanzklassen und Spezies dargestellt. Die Balkendiagramme
zeigen jeweils den Quotient der Fluoreszenzintensitaten, wie oben beschrieben. Die Lange
der Balken korreliert mit der Fahigkeit der Substanzen, die jeweiligen Calcium Kanale zu
offnen. Jede Farbe steht fur einen lonenkanal-Subtyp (rot = TRPML1, blau = TRPML2 bzw.
grin = TRPML3). Fir alle Messungen wurden die Testverbindungen in der Konzentration

10 uM eingesetzt.
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Abbildung 99: Aktivitaten der SN-2 Analoga an humanen TRPML-Kanalen. Die Fehlerbalken stellen den SEM
dar.
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Quotient Fluoreszenz 340 nm / 380 nm [-]
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Abbildung 100: Aktivitaten der aktivsten SN-2 Analoga an murinen TRPML-Kanalen. Die Fehlerbalken stellen den

SEM dar.
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Abbildung 101: Aktivitaten der SF-11 Analoga an humanen TRPML-Kanalen. Die Fehlerbalken stellen den SEM
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Abbildung 102: Aktivitdten der aktivsten SF-11 Analoga an murinen TRPML-Kanalen. Die Fehlerbalken stellen
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Abbildung 103: Aktivitaten der SF-51 / ML-SA1 Analoga an humanen TRPML-Kanalen. Die Fehlerbalken stellen
den SEM dar. 127 wurde aufgrund der schlechten Léslichkeit als Suspension eingesetzt.
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ML-SA1

Quotient Fluoreszenz 340 nm / 380 nm [-]
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Abbildung 104: Aktivitaten der aktivsten ML-SA1 Analoga an murinen TRPML-Kanalen. Die Fehlerbalken stellen
den SEM dar. 127 wurde aufgrund der schlechten Loslichkeit als Suspension eingesetzt.
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4.3.2 Struktur-Aktivitats-Beziehungen

Da bisher nur die drei Leitstrukturen jeweils als singulare Screening-Hits vorlagen und somit
noch keinerlei Erkenntnisse zu Struktur-Aktivitats-Beziehungen vorhanden waren, wurden
Variationen in allen Teilen der Leitstrukturen vorgenommen. Aus der grolden Bandbreite neuer
Verbindungen lassen sich nun erste Struktur-Aktivitats-Beziehungen ableiten. Da sich die
DNA-Sequenz und genaue Struktur der TRPML-lonenkanale von Mensch und Maus
unterschieden, mussten die Aktivititen der Verbindungen an beiden Spezies gemessen,

miteinander verglichen und teils separate Struktur-Aktivitats-Beziehungen abgeleitet werden.

4.3.2.1 Variationen an SN-2

Die durchgefiihrten Variationen der SN-2 Analoga umfassten alle drei
Ringsysteme der Leitstruktur: Zunachst wurde der Mesitylrest durch N
unterschiedlich substituierte Phenyl- und andere Arylreste ersetzt. Wie die
Testergebnisse (Abbildung 99) zeigen, flihrten fast alle versuchten

Variationen des Mesitylrestes dazu, dass die Verbindungen am TRPML3-

lonenkanal inaktiv wurden. Lediglich Verbindung 10 mit 2,6- SN-2
Dimethylphenylrest zeigt noch Aktivitat, wenn auch deutlich schwacher als

SN-2. Der 2,6-Dimethylphenylrest unterscheidet sich lediglich durch das \
Fehlen einer 4-Methylgruppe vom Mesitylrest der Leitstruktur. Cl
Die Einfuhrung eines 2,6-Dichlorphenylrests in Verbindung 17 fuhrte zu Cl
einem selektiven Aktivator fir den TRPML2-Kanal. Den TRPML3 sowie
TRPML1-lonenkanal aktiviert 17 nicht.

Kein anderer Substituent konnte anstelle des Mesitylrestes an einem der drei

17

lonenkanal-Spezies eine Aktivierung bewirken. O,

Das verbrickte Ringsystem des Norbornans ist fur die Aktivitat und

Selektivitdt der Leitstruktur nicht zwingend erfoderlich. Verbindung 24,

welche ein exaktes Analogon von SN-2, nur ohne die Methylenbriicke,

darstellt, zeigt nur minimal schwichere Aktivitit bei vergleichbarer 24
Selektivitat. Die Aromatisierung des Isoxzolin-Ringes zum Isoxazol brachte
hingegen einen weiteren Fortschritt: Verbindung 40 ist deutlich aktiver als
SN-2 und zeigt zudem deutlich bessere Selektivitat fir den TRPML3-Kanal.
40 aktiviert weder den humanen noch den murinen TRPML2-lonenkanal.
Andere Variationen des Heterocyclus zum inversen Isoxazol (61),
Isoxazolidin (60), Isothiazol (63), Triazolin (66) und Pyrazolin (73) flhrten 40

ausnahmslos zu véllig unselektiven und nur mafig aktiven Verbindungen.
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Wie  beschrieben &ndert die Entfernung der o O0__o
Methylenbricke des Norbornan-Systems wenig an Aktivitat | / /

und Selektivitat der Verbindungen. Dies konnte auch bei

starkeren Variationen des Norbornan-Systems beobachtet

werden. Ein Grolteil der SN-2 Analoga mit Variationen im

Norbornan-Ringsystem zeigt Aktivitat gegeniber dem 52 26
TRPML3-lonenkanal, wobei Aktivitdt und Selektivitat schwanken. Alle Versuche, die
Verbindungen durch Einflihrung polarer Substituenten mehr ,druglike“ zu machen fiihrten zu
vollig inaktiven Analoga. Der aliphatische Rest hingegen kann in Bezug auf die Ringgrofe bis
hin zu diversen offenkettigen Alkyl-Analoga weitestgehend frei variiert werden ohne grof3e
Verluste in Aktivitat und Selektivitat hinnehmen zu muissen. Alle Variationen, wenn aktiv,
hatten hier starke Praferenz fur den TRPML3-Kanal. Als aktivste und selektivste Verbindungen
erwiesen sich das offenkettige Analogon 52, welches selektiv fur den humanen und murinen
TRPML3-Kanal ist und das Tetrahydropyran-Derivat 26 mit Selektivitat fur den murinen

TRPML3-Kanal.

O
Verbindung 25 mit einem anellierten Cyclooctan-Ring zeigt leicht /\N
antagonistische Effekte an TRPML1. Der Effekt ist jedoch nicht stark
ausgepragt, sodass die die Aktivierung durch Agonisten nicht vollstandig
geblockt werden kann. 25

4322 Variationen an SF-11

Die Leitstruktur SF-11 wurde zunachst
unverandert synthetisiert wobei in einem
Syntheseschritt sowohl die Leitstruktur SF-11 als
auch dessen Stereoisomer 80 aus derselben

Reaktion erhalten wurden. Die Testung mittels

Calcium Imaging ergab, dass die Struktur der
Verbindung SF-11 falsch publiziert war.
Verbindung SF-11 ist absolut inaktiv. Das SF-11 80

wirksame Isomer ist Verbindung 80, welches im Selektivitatsprofil der Publikation% entspricht
und selektiv fur den humanen TRPML3-lonenkanal ist. Nachforschungen ergaben, dass auch
das NCBI (National Center for Biotechnology Information) denselben Sachverhalt inzwischen
entdeckt und die Struktur richtiggestellt hat!'"®!,
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Neben der Substitution des Pyrazolringes wurden auch Variationen im Chlorphenyl- und Tosyl-
Substituenten durchgefiihrt. Jegliche Variation des Tosylsubstituenten flihrte, wie auch die
1,5-Substitution am Pyrazolring, zur Inaktivitdt der Verbindungen (Abbildung 101). Der
Tosylsubstituent an einem 1,3-disubstituierten Pyrazol ist demnach fir die biologische Aktivitat
essentiell. Der Ersatz des Chlorphenyl-Subtituenten durch einen 4-Trifluormethylphenyl- bzw.
einen 4-Methoxyphenyl-Substituenten hat hingegen weniger Auswirkungen. Beide Analoga

von 80 sind aktiv am TRPML3-lonenkanal. Sie sind jedoch etwas weniger selektiv als 80.

In der murinen Variante der lonenkanale aktivieren die SF-11 Analoga 80 sowie 90 neben dem
MmTRPML3-Kanal auch potent den mTRPML1-Kanal und zeigen somit keine Selektivitat
(Abbildung 102).

4.3.2.3 Variationen an ML-SA1

Sowohl SF-51 als auch ML-SA1 sind unselektive
Aktivatoren aller drei Subtypen der TRPML-lonenkanale!?-
411 wobei ML-SA1 starker agonistisch wirkt. Obwohl beide

X

N
Verbindungen fir die verschiedenen TRPML-Subtypen O)\ O)\
N

vollig unselektiv sind, sind sie doch spezifisch fir TRPML-

oN_0 o o)

lonenkanale und aktivieren nicht die verwandten TPC-,
TRPC-, TRPM-, TRPV- und TRPA-Kanalel*",

ML-SA1 SF-51

Die Struktur der Verbindung ML-SA1 wurde gedanklich in drei Bausteine aufgeteilt und diese
nacheinander systematisch variiert. Veranderungen des ,noérdlichen® Acetonanil-Derivats
haben nachhaltige Auswirkungen auf die Aktivitdt der Verbindungen. Die einzigen ML-SA1
Analoga mit variiertem ,Norden®, welche noch TRPML-Kanale aktivieren, sind 110 und 111
(Abbildung 103). Diese beiden Verbindungen

tragen beide das hydrierte Acetonanil-Derivat ~_O
im Norden, nur mit einem zusatzlichen 7-
N N

Methyl- bzw. 6-Ethoxysubstituenten.

Demnach ist weitere Substitution des O)\ O%\
o o=~N_o o=N_o0

Acetonanil-Derivats zwar ohne

Aktivitatsverlust moglich, jegliche

Veranderungen im  Trimethyltetrahydro-
chinolin selbst fihren jedoch zur vélligen 110 11

Inaktivitat der Verbindungen.
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Im ,Suden“ der Leitstruktur ML-SA1 sind vielfaltigere Variationen ohne vdlligen
Aktivitatsverlust mdglich: Die Verbindungen mit den kleineren Substituenten Succinimid (124
und 125) sowie Maleinimid (140), welchen im Vergleich zum Phthalimid der Leitstruktur ein
Phenylring fehlt, sind inaktiv. Weitere Variationen im ,Suden® fihren zu

mafig aktiven und mafig selektiven Verbindungen. Nahezu selektiv flir den

humanen TRPML3-Kanal ist Verbindung 126, welche statt des Phthalimids N

einen Saccharin-Rest tragt. Diese Verbindung ist jedoch deutlich weniger o%\

aktiv als die zuvor aus den anderen Leitstrukturen generierten TRPML3 o) N\S//:OO
Agonisten. Aulerdem zeigt die Verbindung eigenartige

Speziesunterschiede: An den murinen lonenkanalvarianten zeigt 126
Praferenz fur TRPML2, ist jedoch nicht sehr selektiv. 126

Interessante Aktivitat zeigt Verbindung 127, welche einen Tetrachlorphthalimid-Substituenten
im ,Sdden” tragt. Verbindung 127 ist als einzige bisher bekannte Verbindung weitestgehend
selektiv fir den humanen sowie den murinen TRPML1-Kanal. Da 127 allerdings sehr schlecht
I6slich ist wurde die Verbindung bei allen Versuchen in Suspension eingesetzt. Mit der
Intention, die Loslichkeit etwas zu verbessern, aber dabei die ML1-Selektivitdt zu wahren,
wurden auf’erdem andere ML-SA1 Analoga mit elektronenziehenden Resten am Phthalimid
synthetisiert. Das ML-SA1 Analogon mit 4,5-Dichlorphthalimid-Substituent 134 zeigt bessere
Ldslichkeit und Aktivitat am humanen TRPML1-Kanal, nicht jedoch am murinen TRPML1-
Kanal (Abbildung 104). Eine Praferenz fur TRPML1 war weiterhin vorhanden, jedoch aktiviert
134 auch, wenn auch deutlich schwacher, den humanen TRPML2 sowie TRPML3-lonenkanal.
Die Analoga 135 und 136 mit elektronenziehenden Nitro-Substituenten am Phthalimid sind
ebenfalls besser 16slich und aktiver als 127, lassen aber zunehmend an Selektivitat vermissen.
135 zeigt noch leichte Praferenz fir TRPML1 wahrend 136 samtliche Selektivitat fehilt.
Dennoch sind diese ML-SA1 Analoga 127, 134 und 135 mit elektronenziehenden Resten am

Phthalimid die einzigen bislang bekannten Aktivatoren mit Praferenz fur den TRPML1-Kanal.

pSls oRs ol s

A A A

o=N_o o=N_o oN_o oN_o
cl cl H OZNH
cl cl c’ cl O,N
127 134 135 136
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Die Verlangerung des Acyl-Spacers von einer C- zu einer Csz-Einheit
ergab die vollig inaktive Verbindung 155. Weitere Verlangerung des
Spacers mit Kettenlangen von C4 bis Cs fuhrte jedoch zu den hoch
selektiven TRPML2 Aktivatoren 157, 159 und 161. Deren Aktivitat
nimmt mit zunehmender Lange des Spacers jedoch immer weiter ab.
Diese TRPML2-selektiven ML-SA1 Analoga sind durch die Bank
weniger aktiv als das ebenfalls TRPML2-selektive, in Anschnitt
4.3.2.1 beschriebene SN-2 Analogon 17.

BIOLOGISCHE TESTUNG
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4.4 Diskussion der Aktivitatsprofile von TRPML-Agonisten

Ziel der Variationen war die Entwicklung von selektiven Aktivatoren fur alle drei Subtypen von
TRPML-Kanalen. Aktivatoren sollten als Forschungstools und potentielle Arzneistoffe fur
humane lonenkanale selektiv sein. Da die lonenkanalfunktionen erst weiter erforscht werden
mussen war auflerdem die Entwicklung selektiver Aktivatoren fur die murinen Varianten der
TRPML-Kanéle entscheidend, um im Maus-Modell weitere in vivo-Untersuchungen zu

ermoglichen.

Es konnten, basierend auf drei strukturell vollig unterschiedlichen Hits aus einem
Hochdurchsatzscreening, fur alle Subtypen der humanen und murinen TRPML-lonenkanale
selektive Aktivatoren entwickelt werden. Fir diese Verbindungen wurden in weiteren Calcium
Imaging Experimenten Dosis-Wirkungskurven erstellt (Abbildung 105), aus denen das

Selektivitatsprofil sowie die konkreten ECso Werte hervorgehen.

Die Leitstrukturen SN-2 und ML-SA1 aktivieren potent TRPML-lonenkanéle, lassen aber die
bendtigte Selektivitat vermissen. Da ML-SA1 véllig unselektiv ist wurde auf die Erstellung von
Dosis-Wirkungskurven verzichtet. Abbildung 105 zeigt die Dosis-Wirkungskurven fur SN-2 an
humanen (a) und murinen (b) TRPML-lonenkanalen. Daraus ist eine deutliche Praferenz fir
TRPML3 ersichtlich, TRPML1- und TRPML2-Kanale werden aber, besonders bei der murinen

Variante, selbst bei niedrigen Konzentrationen ebenfalls aktiviert.

Selektiv fur den TRPML1-Kanal von Mensch und Maus ist 127. Da diese Verbindung sehr
schlecht wasserloslich ist und in Suspension gemessen wurde, waren die Erstellung von
Dosis-Wirkungskurven und die Ermittlung eines ECso Wertes hier nicht mdglich. Die Messung
der Aktivitdt und Selektivitdt, welche im Balkendiagramm dargestellt ist (Abbildung 103,
Abbildung 104), erfolgte bei 10 uM.

Verbindung 17 ist, bei 10 yM gemessen, der aktivste und selektivste Aktivator des TRPML2-
lonenkanals von Mensch und Maus. Die Dosis-Wirkungskurven ergaben einen ECso-Wert von
1.49 uM fur die humane Isoform und ECso = 2.68 pM fir die murine Isoform. Wie die Dosis-
Wirkungskurve (Abbildung 105c) zeigt, ist 17 fir den humanen TRPML2-Kanal hoch selektiv.
Bei den murinen Varianten der TRPML-lonenkanale (Abbildung 105d) tritt bei hoéheren
Konzentrationen auch Aktiviertung der mTRPML1- und mTRPML3-Kanale auf. 157 (Abbildung
105e) zeigt bereits etwas weniger Selektivitat fur den humanen TRPML2-lonenkanal als 17.
Bei Steigerung der Konzentration tritt bei 157 bereits auch Aktivierung des hTRPML3-Kanals

auf. AulRerdem ist der maximale Effekt deutlich geringer als fir 17.

Fir die TRPML3-Kanale von Mensch und Maus wurden verschiedene hoch selektive

Agonisten entwickelt. 40 ist ein potenter und hoch selektiver Agonist des humanen TRPML3-
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Kanals (Abbildung 105f). Selbst bei Konzentrationen bis 30 uM, welche weit Gber dem
ermittelten ECso Wert von 4.28 uM liegen, ist kaum Aktivierung der TRPML1 und TRPML2-
Kanale nachweisbar. Da 40 jedoch auch den murinen TRPML1-Kanal aktiviert wurden fir
Versuche an Mauszellen spezielle auf den murinen TRPML3-lonenkanal selektive Aktivatoren
entwickelt. 26 und 52 aktivieren selektiv und potent den murinen TRPML3-lonenkanal
(Abbildung 100). Abbildung 105g zeigt die Dosis-Wirkungskurve von 26. Diese Substanz ist
auflerordentlich selektiv fir den murinen TRPML3-lonenkanal und bei entsprechend hohen
Konzentrationen auch sehr aktiv. Der ECso Wert liegt mit 11.13 uM zwar etwas héher als die
Werte der Ubrigen Verbindungen, dafir trat im MTT-Test der Verbindung 26 im Messbereich
bis 100 uM allerdings keine nachweisbare Toxizitat auf. Andere aktivere Aktivatoren wie auch

die Leitstrukturen weisen im MTT-Test ICso-Werte im kleinen zweistelligen uM Bereich auf.

Die ECso Werte der selektivsten Verbindungen aus dem Calcium Imaging sind im Vergleich zu
deren im MTT-Test ermittelten 1Cso Werten im Folgenden dargestellt. Alle ermittelten ECsg
Werte sind deutlich niedriger als die entsprechenden ICso Werte aus dem MTT-Test. Somit

ergibt sich auch ein therapeutisch nutzbares Fenster fur in vivo-Untersuchungen.

Tabelle 10: Vergleich der im Calcium Imaging ermittelten ECso-Werte fiir die Aktivierung der lonenkanale mit den
im MTT-Test ermittelten ICso-Werten fir die Zytotoxizitat der selektivsten Verbindungen.

Im Calcium Imaging Im MTT-Test
Verbindung lonenkanal ermittelter ECso-Wert  ermittelter ICso-Wert
fur die Aktivierung fur die Zytotoxizitat
hTRPML3 ECso = 1.14 uM
SN-2 ICs0 = 27.2 yM
mTRPML3 ECs0 =4.82 uM
hTRPML2 ECso = 1.49 uM
17 ICs0 = 33.9 uyM
mTRPML2 ECso = 2.68 uM
157 hTRPML2 ECs =2.12 uM ICso = 28.7 uM
40 hTRPML3 ECso = 4.28 uM ICs0 = 14.6 uM
26 mTRPML3 ECso = 11.13 uM ICs0 > 50 uM

Die Ergebnisse der Testung wurden in Bezug auf Aktivitdt und Selektivitdt von unseren
Kooperationspartnern in Patch-Clamp Experimenten bestatigt. Diese nutzen die entwickelten

Verbindungen als Tools fir die weitere Erforschung dieser lonenkanale.
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Abbildung 105: Dosis-Wirkungskurven der selektivsten TRPML-Aktivatoren: a) Leitstruktur SN2 an humanen
TRPML-Kanalen; b) Leitstruktur SN-2 an murinen TRPML-Kanalen; c) 17 an humanen TRPML-Kanalen; d) 17 an
murinen TRPML-Kanalen; e) 157 an humanen TRPML-Kanélen; f) 40 an humanen TRPML-Kanélen; g) 26 an

murinen TRPML-Kanalen.
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5 Zusammenfassung

TRPML-lonenkanale sind eine Gruppe von nicht selektiven Ca?* Kanalen, welche vorrangig
im endolysosomalen System exprimiert werden und dort unter anderem an der Regulation
lysosomaler Speichervorgange und Kationenhomoostase mitwirken. Mutationen im TRPML1-
Gen sind im Menschen fir die lysosomale Speicherkrankheit Mucolipidose Typ IV
verantwortlich. Details zur Funktion im Korper sowie Konsequenzen einer gezielten Modulation
der Kanéle sind jedoch bis heute nicht bekannt. Um die physiologischen Funktionen und
eventuelle medikamentdse Angriffspunkte an den TRPML-lonenkanalen weiter erforschen zu
konnen ist es erforderlich, selektive Aktivatoren der einzelnen lonenkanal-Subtypen (TRPMLA1,
TRPML2 und TRPML3) zur Verfligung zu haben. Aus einem Hochdurchsatzscreening“”
waren einzelne Hits bekannt. Diese Substanzen sind in der Lage TRPML-Kanale zu aktivieren,
besitzen aber keine Selektivitat fir die einzelnen Unterformen. Ziel dieser Arbeit war die
chemische Variation dieser Hits zusammen mit der Evaluation der Aktivitdt der neuen
Verbindungen in Zellkultur um selektive Aktivatoren der einzelnen lonenkanal-Subtypen zu

generieren.

Als erste Leitstruktur aus dem Hochdurchsatzscreening diente das Mesitylisoxazolin SN-2
(Abbildung 107). Diese Verbindung sowie eine ganze Reihe von Analoga lassen sich in nur
zwei Schritten darstellen (Abbildung 106 A): Der zentrale Isoxazolin-Ring wird hierbei in einer
Huisgen-Cycloaddition aus einem Nitriloxid und einem cyclischen oder acyclischen Olefin
aufgebaut. Die aliphatischen Substituenten an C-4 und C-5 des Isoxazolins sowie der
aromatische Substituent an C-3 des Isoxazolins werden dabei durch die Edukte bereits
eingebracht. Aromatische Aldehyde sind in groRer Auswahl erhaltlich und erméglichen so die
beliebige Variation des aromatischen Substituenten. Aus den Aldehyden werden mit
Hydroxylamin Oxime erzeugt, welche mit Oxidationsmitteln wie PIFA zu den Nitriloxiden
umgesetzt werden. Die Nitriloxide reagieren als 1,3-Dipole mit Olefinen in [3+2]-
Cycloadditionen zu den entsprechenden Isoxazolinen. Dabei lassen sich die aliphatischen

Substituenten an C-4 und C-5 durch Auswahl geeigneter Olefine ebenfalls frei variieren.

Da eine nachtragliche Oxidation der Isoxazoline zu den entsprechenden voll aromatischen
Isoxazolen nicht méglich war, musste fur die Synthese von Isoxazol-Analoga von SN-2 der
Isoxazol-Grundkdrper neu aufgebaut werden (Abbildung 106 B): Mdglich war dies ebenfalls
durch Huisgen-Cycloaddition unter Verwendung von Ketonen statt der zuvor eingesetzten
Olefine. Durch Deprotonierung in a-Position lassen sich Ketone in Enolate Uberfihren. Deren

Doppelbindung geht eine Huisgen-Cycloaddition ein. Das entstehende Isoxazolin tragt dann

123



ZUSAMMENFASSUNG

mit der 5-Hydroxygruppe eine Abgangsgruppe und lasst sich zum aromatischen Isoxazol

dehydratisieren.

Die Morpholino-Isoxazoline 54 und 56 wurden aus Morpholin-Enaminen von Ketonen und
Mesitonitriloxid gewonnen. Triazolin- und Pyrazolin-Analoga (66 und 73) mit anderen Flnfring-
Heterocyclen statt des Isoxazolinrings durch [3+2]-Cycloaddition cyclischer Alkene mit
entsprechenden 1,3-Dipolen. Verbindung SN-2 wurde durch Methylierung und Reduktion zum
gesatigten Isoxazolidin 60 und durch Ringtransformation zum Isothiazol 63 weiter umgesetzt.

Aulerdem wurde der Isoxazolinring fir das Analogon 61 invers aufgebaut.

Die 57 auf diese Weise in dieser Arbeit dargestellten SN-2 Analoga sind in Abbildung 107
gezeigt.

A O R2

OH 2
O« H,N-OH x HCI N (,{),@ ] " N
NaOH S PIFA Il R® I~
=z r EEEE— > R
! | H20 /EtOH (1:1) :\| 2 H,0 / MeOH (1:2) 7\
0°C,1h RT, 1-20 h —
R Ngi R
B O
8@ R4O|-(|)\ R | O
N N
R?_O . Il LDA . RS Y Na,CO3 . R {
RS THF H,0 / MeOH (1:2)
-78 °C -RT, 2-15h 95°C, 2 h
R1 = H / Alkyl- / Halogen- / Nitro- / Methoxy-
R2/R3 = H / Alkyl- / Phenyl- / Hydroxyalkyl- / anellierter Carbocyclus oder Heterocyclus
R4/ R5 = H / Alkyl- / Phenyl- / anellierter Carbocyclus oder Heterocyclus

Abbildung 106: Syntheseschema zur Darstellung der SN-2 Analoga. A: Synthese der Isoxazolin-Analoga. B:
Synthese der Analoga mit aromatischem Isoxazol.
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OH OH OH
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N N N N N
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Abbildung 107: Strukturen der synthetisierten SN-2 Analoga. Die Abweichungen von der Leitstruktur SN-2 sind
jeweils rot hervorgehoben.
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Die zweite ausgewabhlte Leitstruktur aus dem Hochdurchsatzscreening war Verbindung SF-11.
Die Verbindung wird nach dem in Abbildung 108 gezeigten Syntheseweg dargestellt.
Begonnen wird, wie zuvor, mit dem Aufbau des Isoxazolrings, welcher bereits den
gewlnschten substituierten Phenyl-Substituenten an C-3 tragt, mittels einer Huisgen-
Cycloaddition eines Nitriloxids mit dem Enolat von Acetylaceton. Die anschlieRende C1-
Verlangerung des Acetylrestes an C-4 mittels eines Formamidacetals bereitete die meisten
Probleme. Der nachfolgende Ringschluss des erhaltenen Enaminoketons mit Hydrazin baut
den Pyrazolring auf. Da das Pyrazol zwei tautomere Formen bilden kann, liefert die
nachfolgende N-Sulfonylierung sowohl SF-11 und dessen direkte Analoga als 1-Sulfonyl-5-
isoxazoylpyrazole als auch die stereoisomeren 1-Sulfonyl-3-isoxazoylpyrazole als im
praparativen Mal3stab trennbare Isomerengemische. Als weitere Variationen wurden die N-
Benzyl- bzw. N-Benzoyl-Analoga 106 und 107 hergestellt. Die biologische Testung der
Verbindungen an den lonenkanalen brachte zutage, dass nicht wie zuvor beschrieben SF-11,
sondern das Stereoisomer 80 das aktive Isomer ist.

Abbildung 109 zeigt alle 20 synthetisierten SF-11 Analoga.
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(I)H (I)H
Ox H,N-OH x HCI Ns Ny Cl o O
NaOH NCS )J\/U\
—_— >
H,O / EtOH (1:1) DMF EtN
0°C,1h RT, 3 h EtOH, 50 °C, 15-20 h
R1 R'l R'l R'l
DMF-DMA
35°C,15-36 h
@)
\
N
H5N-NH, x H,O
HN—N -
EtOH
-20 °C - RT, 15-18 h
R'l
DCM, Pyridin C|:I
RT, 15-18 h | 0=$=0
R2
R' = Cl/ CFs/ OCHs
R? = Dimethylamino- / Benzyl- / Tolyl- / Mesityl- / 2- bzw. 4-Nitrophenyl- / lodphenyl- /

Brommethylphenyl- / N-Phenylacetamid-

Abbildung 108: Syntheseschema zur Herstellung der SF-11 Analoga.
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107
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04
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Abbildung 109: Strukturen der synthetisierten SF-11 Analoga. Die Abweichungen von der Leitstruktur SF-11 sind

jeweils rot hervorgehoben.
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Dritte Leitstruktur aus dem Hochdurchsatzscreening war SF-51 sowie dessen potenteres
Didehydroanalogon ML-SA1. Diese Verbindungen sind aus drei Bausteinen
zusammengesetzt: Einem (hydrierten) Acetonanil im ,Norden®, Phthalimid im ,Stden“ sowie
einem Acetylspacer als Verbindungsstick. Die Synthese von Analoga kann auf zwei
verschiedenen Wegen erfolgen: Entweder wird der ,Norden® zuerst an den Spacer gekoppelt,
welcher eine Abgangsgruppe an C-2 tragen muss. Durch nucleophile Substitution mit
geeigneten N-Nucleophilen (deprotonierte Imide, Amide und Sulfimide) ist dann die Kopplung
an den Phthalimid-,Stdteil* moéglich (Abbildung 110 A). Alternativ, wenn die nucleophile
Substitution nicht gelingt, kann der ,Sidteil* inclusive des Spacers aus einem Anhydrid und
einer w-Aminosaure aufgebaut werden. Die Bildung des Amids mit dem ,Norden® erfolgt dann
nach Aktivierung der Carbonsaure durch Thionylchlorid (Abbildung 110 B). Variationen des
Benzenrings des Phthalimid-Restes gelangen ausgehend von Maleinimid durch [4+2]-
Cycloadditionen (Diels-Alder-Reaktionen) mit Dienen wie Furan, Cyclopentadien und Butadien
unter Ausbildung bicyclischer und teilweise Uberbrickter Produkte (144, 146, 148 und 150).

Unter Einsatz verschiedener aromatischer und aliphatischer sekundarer Amine als Bausteine
fir den ,Norden®, unterschiedlich substituierter Imide, Lactame, Saccharin und Throbromin als
»Suden*“ sowie einer homologen Reihe von w-Aminosauren mit unterschiedlicher Kettenlange
gelang nach diesen Syntheseschemata die Darstellung der 35 in Abbildung 111 gezeigten ML-
SA1 Analoga.

A
H2 Pd/C
+ 2
@\ )J\ p- Toluolsulfonsaure EtOAc
NH, H

Cyclohexan RT, 15h
85°C,15h

K,CO3

X Aceton
0°C-RT
O%\ 15 h
X
Y

t
Y>’_\(O
N R’ R?
O)‘\ LiHMDS
v N0 Nal 0
>_\<¢ Molekularsieb 4A X
THF (trocken)

70°C,15h

A
z
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B
OH cl
0-.9_o0 OH 0 n o) n
| SOCl, y
+ 0 i © O —» 0O 0
N HOACc 100 °C, 1 h
2 120°C,15h
' R® | a)Et;N, DCM
! )i .| RT 15h
\ R
~._~\R'| b)Dem,
H 0°C-RT, 15h
Y
TN R3
): R4
Se . N/
O)\ﬁ)n
o=N_o0
X =Cl/Br

Y =CH2/CO/ SOz

R'/R?/R?®/R*=H/ Alkyl- / Cycloalkyl- / Aryl- / anellierter Carbocyclus oder Heterocyclus
n=1-5

Abbildung 110: Syntheseschema zur Herstellung der ML-SA1 Analoga. A: Synthese der Analoga mit variablem
"Sudteil". B: Synthese der Analoga mit variablem "Nordteil" und Verlangerung des Spacers.
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Abbildung 111: Strukturen der synthetisierten ML-SA1 Analoga. Die Abweichungen von der Leitstruktur ML-SA1

sind jeweils rot hervorgehoben.
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Insgesamt wurden in dieser Arbeit basierend auf drei Leitstrukturen, einzelnen und strukturell
sehr unterschiedlichen Hits aus einem Hochdurchsatzscreening, von denen aul’er einer
biologischen Aktivitat nichts bekannt war, 111 Analoga dargestellt. Diese neuen Verbindungen
wurden von mir begleitend mittels Calcium Imaging an Zellkulturen auf ihre Aktivitat an den
einzelnen Subtypen der TRPML-Kanale getestet. Die Ergebnisse dieser Testungen und die
daraus abgeleiteten (sich laufend erweiternden) Erkenntnisse zu Struktur-Aktivitats-
Beziehungen hatten natirlich standig Einfluss auf das Design weiterer vielversprechender
Zielverbindungen. Die Mehrheit der eingebrachten Variationen flhrte zu inaktiven
Verbindungen, was allerdings auch den positiven Schluss zulasst, dass diese Aktivatoren sehr
konkrete Bindungsmodi an den lonenkanalen haben und dadurch spezifisch die Kanale 6ffnen.
Dies wurde als eine hervorragende Basis fur die Strukturoptimierung zu hoch selektiven
Modulatoren betrachtet. Einige Substanzen sind, wie auch die Leitstrukturen selbst, unselektiv
und aktivieren zwei oder alle drei TRPML-lonenkanal-Subtypen. Es gelang jedoch, durch
systematische Strukturvariationen und Herstellung einer groRen Anzahl an Verbindungen fur
jeden lonenkanal-Subtyp selektive Aktivatoren zu entwickeln. Die Strukturen der selektivsten
Aktivatoren der einzelnen TRPML-Subtypen sind in Abbildung 112 dargestellt. Abbildung 113
zeigt die Aktivitaten der selektivsten Verbindungen an den einzelnen lonenkanal-Subtypen.
Aufgrund von Speziesunterschieden zwischen den humanen und murinen TRPML-Kanalen
mussten die Selektivitaten flr jede Spezies getrennt bestimmt werden. Fir den TRPML3-
lonenkanal liegen unterschiedliche, besonders selektive Verbindungen fur die humane (40 und
80) und murine (26 und 52) Variante vor. 127 aktiviert in beiden Spezies selektivden TRPML1
und 17 den TRPML2-Kanal.

TRPMLA1 TRPML2 TRPML3 human TRPML3 murin
human und murin human und murin

0%\ 0, 0, O -0, o}
o0-_N_o N | N N | N
cl
CI%;CI Cl
cl cl
127 17 40 80 26 52

Abbildung 112: Strukturen der selektivsten Aktivatoren der einzelnen TRPML-Subtypen.
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Mensch Maus

127 17 40 80 127 17 26 52
humane TRPML-Kanile murine TRPML-Kanale

Quotient Fluoreszenz 340 nm / 380 nm [-]

ETRPML1 ®TRPMLZ2 ®mTRPML3

Abbildung 113: Aktivitaten der selektivsten Aktivatoren fir humane (links) und murine (rechts) TRPML-Kanale.
Dargestellt sind die Aktivititen der verschiedenen Substanzen an den einzelnen lonenkanal-Subtypen.
Fehlerbalken zeigen den SEM.

Somit ist es im Rahmen dieser Arbeit gelungen, die ersten hoch selektiven Aktivatoren fir alle
drei Subtypen der TRPML-lonenkanale zu entwickeln. Diese Substanzen stellen wertvolle
chemical tools fur die weitere Charakterisierung dieser lonenkanale dar. Diese Substanzen
werden mittlerweile schon von mehreren Arbeitsgruppen im In- und Ausland flr weitergehende

Forschungsprojekte genutzt.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Allgemeine Angaben zu Geraten und Arbeitstechniken

Aufbereitung von Losungsmitteln

Tetrahydrofuran sowie Dioxan wurden Uber Natrium unter Zusatz von Benzophenon zum
Ruckfluss erhitzt und abdestilliert. Alle sonstigen Ldsungsmittel wurden durch einfache

Destillation von schwerfllichtigen Verunreinigungen getrennt.

Ausbeuten

Die jeweiligen Ausbeuten beziehen sich auf die sdulenchromatographisch gereinigten bzw.

umkristallisierten und im Hochvakuum getrockneten Substanzen.

Diinnschichtchromatographie

Es wurden DC Fertigfolien Polygram® SIL G/UV254nm von Macherey-Nagel (Duren,
Deutschland) verwendet (Schichtdicke 0.2 mm, Format 40 x 80 mm). Die Detektion erfolgte
unter UV-Licht bei 254 und 366 nm.

Flash-Saulen-Chromatographie

Die saulenchromatographische Aufreinigung der Rohprodukte erfolgte mit Kieselgel 60
(KorngréfRe 0.015 — 0.040 mm) der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland). Die jeweils
verwendeten FlieRmittelzusammensetzungen sind der Beschreibung der Verbindungen zu

entnehmen. Angegebene Mischungsverhaltnisse beziehen sich auf Volumenanteile.

HPLC-Reinheit

Die HPLC-Reinheiten wurden mit Hilfe einer HP Agilent 1100 HPLC mit Dioden Array Detektor
(Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) bestimmt.

Séaule: Poroshell® EC-C18; 3.0 x 100 mm; 2.7 ym (Agilent)
LiChrospher® LiChroCART® RP-18; 4.0 x 125 mm; 5 ym (Merck
Millipore)
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Luna® CN; 4.6 x 250 mm; 5 ym (Phenomenex)
Synergi® Hydro-RP; 4.6 x 250 mm; 4 um (Phenomenex)

Mobile Phase: Acetonitril/Wasser (70:30, 80:20 bzw. 85:15)
Flussrate: 1.00 mL/min bzw. 1.20 mL/min

Temperatur: 50 °C

Wellenlangen: 210 nm und 254 nm

Injektionsvolumen: 10 yL einer Losung von 100 pg/mL (Probe in mobiler Phase)

IR-Spektren

Olige Substanzen wurden als Film zwischen NaCl-Fenstern, Feststoffe als KBr-Presslinge mit
dem IR-Spektrometer Perkin-Elmer FT-IR Paragon 1000 (PerkinElmer, Waltham, USA)
vermessen. ATR-Spektren wurden mit einem Jasco FT/IR-4100 mit ATR PRO450-S (Jasco

Germany GmbH, GroR3-Umstadt, Germany) aufgenommen

Massenspektren

Die Massenspektren wurden durch Elektronenstol3-lonisation (El) bei 70 eV
Anregungsenergie oder mittels Elektrospray-lonisation (ESI) bestimmt. Fir EI-Spektren
wurden folgende Spektrometer eingesetzt: Jeol JMS-GCmate Il (Jeol, Peabody, USA), Jeol
MStation Sektorfeld Massenspektrometer (Jeol, Peabody, USA), Finnigan MAT 95 und MAT
90 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). ESI Messungen wurden an einem Thermo
Finnigan LTQ FT Ultra Fourier Transform lonen Cyclotron Resonanz Massenspektrometer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) durchgefuhrt.

NMR-Spektren

Die NMR-Spektren wurden mit den Spektrometern Avance Ill HD 400 MHz Bruker BioSpin
("H-NMR: 400 MHz, *C-NMR: 101 MHz) und Avance Ill HD 500 MHz Bruker BioSpin mit
CryoProbe™ Prodigy ("H-NMR: 500 MHz, *C-NMR: 126 MHz) (beide von Bruker, Billerica,
USA) aufgenommen. Die in parts per million [ppm] angegebenen chemischen Verschiebungen
0 beziehen sich auf die 8-Skala bezogen auf den internen Standard Tetramethylsilan (TMS,
6 = 0.00 ppm) bzw. das Lésungsmittelsignal. Die Kopplungskonstanten J sind in Hertz [HZ]
angegeben. Als Loésungsmittel wurden deuteriertes Chloroform (CDClz), deuteriertes
Dimethylsulfoxid (DMSO-ds), deuteriertes Dichlormethan (CD2Cl;) bzw. deuteriertes
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Tetrachlorethan (C2D2Cls) verwendet. Sofern nicht anders angegeben wurden die Messungen

bei Raumtemperatur durchgefuhrt.

Schmelzpunkte

Die Bestimmung der Schmelzpunkte erfolgte mit Hilfe eines Blichi-Melting Point B-540 (Blichi,
Flawil, Schweiz). Schmelzpunkte sind in °C angegeben. Alle angegebenen Schmelzpunkte

sind unkorrigiert.

Software

Zur Darstellung von Strukturformeln und Reaktionen wurde ChemDraw 16.0 (ChemOffice
Professional 16.0, Firma PerkinElmer, Waltham, USA) verwendet. Diederwinkel und rdumliche
Entfernungen von Atomen wurden mit Chem3D (ChemOffice Professional 16.0, Firma
PerkinElmer, Waltham, USA) simuliert. Darstellung und Auswertung von NMR-Spektren
erfolgte mit MestReNova 10.0.2-15465 (Firma Mestrelab Research, Santiago de Compostela,
Spanien). Aufzeichnung von Fluoreszenzdaten erfolgte mit der Software TILLvisION v4.01
(TILL Photonics GmbH, Gréfelfing, Germany). Texte, Tabellen und Diagramme wurden mit
Microsoft Office 2013 (Firma Microsoft, Redmond, USA) sowie Origin8Pro (OriginLab
Corporation, Northampton, USA) erstellt. Die Darstellung der Kristallstrukturen erfolgte mit

Ortep-3 (School of Chemistry, University of Glasgow, Glasgow, Scotland).

Synthesen nach Literaturvorschrift

Die folgenden Zielverbindungen wurden nach Literaturangaben dargestellt. Die analytischen
Daten entsprechen den jeweils dort angegebenen Werten: (3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-Phenyl-
3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-methanobenzo[d]isoxazol (2)8", (3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(4-
Methoxyphenyl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-methanobenzo[d]isoxazol (3)®),
(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(p-Tolyl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-methanobenzo[d]isoxazol
(8)!""71781 (3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(4-Fluorphenyl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-methano-
benzo[d]isoxazol (12)!'"%, 3-Mesityl-5-phenylisoxazol (37)*": 189,
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6.2 Allgemeine Synthesevorschriften

Details zu Aquivalenten und Eluenten fiir die Flash-S&ulenchromatographie sind im Folgenden

fur jede einzelne Verbindung angegeben.

Synthesevorschrift 1: (Huisgen-Cycloaddition von Norbornen mittels in situ generierten

Nitriloxiden)

Die jeweils angegebenen Mengen Arylaldoxim und Norbornen werden in einer
Methanol/Wasser (2:1)-Mischung (2 mL/mmol Aldoxim) gel6st. Unter Rihren werden langsam
1.2 Aquivalente [Bis(trifluoracetoxy)iod]benzol (PIFA) zugefigt und die Ldsung bei
Raumtemperatur 30 min gerihrt. Die Mischung wird mit 50 mL Wasser versetzt und mit 3 x 50
mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Na;SO4
getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird mittels Flash-

Saulenchromatographie unter Verwendung des jeweils angegebenen Flieimittels gereinigt.

Synthesevorschrift 2: (Huisgen-Cycloaddition von Olefinen mit in situ generiertem

Mesitonitriloxid)

Die jeweils angegebenen Mengen Mesitaldehydoxim und Alken werden in einer
Methanol/Wasser (2:1)-Mischung (2 mL/mmol Mesitaldehydoxim) gelést. Unter Ruhren
werden langsam 1.2 Aquivalente [Bis(trifluoracetoxy)iod]benzol (PIFA) zugefiigt und die
Lésung bei Raumtemperatur 20 h geruhrt. Die Mischung wird mit 50 mL Wasser versetzt und
mit 3 x 50 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
Na>SO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wird mittels
Flash-Saulenchromatographie unter Verwendung des jeweils angegebenen FlieRmittels

gereinigt.

Synthesevorschrift 3: (Huisgen-Cycloaddition von Mesitonitriloxid mit Alkenen oder Alkinen)

Die angegebenen Mengen Mesitonitriloxid sowie des entsprechenden Alken bzw. Alkin
werden in Ethylacetat (3 mL/mmol) gelést und bei Raumtemperatur 15 h gerihrt.
Aufarbeitung a) Es werden 20 mL Wasser zugesetzt und mit 3 x 20 mL Ethylacetat extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden mit Brine gewaschen, tber MgSO4 getrocknet,
das Loésungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand mittels Flash-

Saulenchromatographie unter Verwendung des jeweils angegebenen Flieimittels gereinigt.
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Aufarbeitung b) Das Lésungsmittel wird im Vakuum entfernt und der verbleibende Ruckstand
durch Flash-Saulenchromatographie unter Verwendung des jeweils angegebenen FlieBmittels

gereinigt.

Synthesevorschrift 4: (Huisgen-Cycloaddition von Mesitonitriloxid mit Enolaten)

LDA-Ldsung (2 M in THF) (1 Aquivalent) wird in 4 mL trockenem THF auf -78 °C gekuhlt. Unter
Ruhren in Stickstoffatmosphéare wird die angegebene Menge Keton (ggf. geldst in trockenem
THF) zugetropft und die Mischung 2 h bei -78 °C gerihrt. Die angegebene Menge
Mesitonitriloxid wird in 2 mL trockenem THF geldst, zugetropft und die Mischung weitere 2 h
gerihrt, wobei langsam auf Raumtemperatur erwarmt wird. Anschlieffend wird NHsCI-Lésung
zugesetzt und mit 3 x 30 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Na>SO4 getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand

wie angegeben gereinigt.

Synthesevorschrift 5: (Dehydratisierung von 5-Hydroxyisoxazolinen zu Isoxazolen)

Die jeweils angegebene Menge 5-Hydroxyisoxazolin wird in Methanol (5 mL/mmol) gelost.
Unter Riihren wird eine Lésung von Na,COs (5 Aquivalente) in 2 mL Wasser zugegeben und
die Mischung 2 h zum Ruckfluss erhitzt. Methanol wird im Vakuum entfernt, die verbleibende
wassrige Phase mit 20 mL Wasser versetzt und mit 3 x 20 mL Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden tber Na;SO4 getrocknet und das Losungsmittel im

Vakuum entfernt.

Synthesevorschrift 6: (N-Sulfonylierung von Pyrazolen)

Die jeweils angegebene Menge 3-(Aryl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol wird in
Dichlormethan (10 mL/mmol) gel6st. Unter Riihren werden Pyridin (1.5 Aquivalente) und das
jeweils entsprechende Sulfonylchlorid (1.4 Aquivalente) zugegeben und bei Raumtemperatur
15 h geruhrt. AnschlieBend wird der Ansatz mit 20 mL Wasser versetzt und mit 3 x 20 mL
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Brine gewaschen und
uber NaxSO4 getrocknet. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wird
mittels Flash-Saulenchromatographie unter Verwendung des jeweils angegebenen

Flielmittels gereinigt.
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Synthesevorschrift 7: (Synthese von MLSA1-Analoga aus sekundaren Aminen und N-

Phthaloylglycylchlorid)

Die angegebene Menge des entsprechenden Amins wird in Dichlormethan (1 mL/mmol) geldst
und mit Triethylamin (0.2 mL/mmol) versetzt. Bei Raumtemperatur wird langsam die
angegebene Menge Phthaloylglycylchlorid zugegeben und 15 h gerthrt. Es werden 20 mL
Dichlormethan zugesetzt und nacheinander mit 2 M Salzsdure (3 x 20 mL) sowie 2 M
Natronlauge (3 x 20 mL) gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber

MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Aufarbeitung a) Der Rickstand wird mittels Flash-Saulenchromatographie unter Verwendung

des jeweils angegebenen FlieRmittels gereinigt.

Aufarbeitung b) Umkristallisation des Riickstandes aus Isohexan liefert das saubere Produkt.

Synthesevorschrift 8: (N-Alkylierung von Imiden mit 131)

Die angegebene Menge (RS)-2-Brom-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-
on (131) wird unter Zugabe von 3 g getrocknetem Molekularsieb 4 A und 1.0 Aquivalenten
Natriumiodid mit der angegebenen Menge des entsprechenden Imid in einen trockenen
Kolben vorgelegt, die Apparatur sekuriert und in trockenem Tetrahydrofuran (4 mL/mmol 131)
dispergiert. Unter Riihren werden langsam 1.0 Aquivalente LIHMDS (1 M Lésung in Toluol)
zugefugt und die Losung bei 70 °C 15 h geruhrt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wird das
Molekularsieb abfiltriert und mit Dichlormethan gewaschen. Die organische Phasen werden
mit Wasser und Brine gewaschen, Uber Na>SO4 getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum
entfernt. Der Rickstand wird mittels Flash-Saulenchromatographie unter Verwendung des

jeweils angegebenen Flielmittels gereinigt.

Synthesevorschrift 9: (Acylierung von 109)

Die angegebene Menge der entsprechenden Carbonsaure wird in Thionylchlorid geldst und
bei 75 °C eine Stunde zum Rickfluss erhitzt. AnschlieBend wird das Uberschiissige
Thionylchlorid im Stickstoffstrom durch mit Natronlauge geflillte Waschflaschen ausgetrieben
und der verbleibende Rickstand im Vakuum getrocknet. Ohne weitere Aufarbeitung wird das
resultierende Saurechlorid in 1 mL Dichlormethan geldst und im Eisbad gekihlt. Wahrend 30
min wird langsam eine Lésung von 109 in 1 mL Dichlormethan zugetropft. Die Mischung wird
weitere 0.5 — 15 h geruhrt wobei langsam auf Raumtemperatur erwarmt wird, anschlieRend
auf Isolute® aufgezogen und durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,

Isohexan/Ethylacetat 4:1) gereinigt.
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6.3 Beschreibung der Substanzen

6.3.1 SN-2 und SN-2 Analoga

(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-Mesityl-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-methanobenzo[d]isoxazol
(SN-2122])

C17H21NO

M: = 255.36

Die Darstellung von SN-2 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 unter Verwendung
von 520 mg (3.19 mmol) Mesitaldehydoxim (1) und 458 mg (4.86 mmol) Norbornen.
Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 710 mg (87 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 98 °C
"H-NMR 6 (ppm) = 6.89 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 4.64 (dt, J; = 8.3 Hz, J>= 1.3 Hz, 1H,

(500 MHz, CDCl5)

13C.NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (KBr)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

7a-H), 3.26 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 3a-H), 2.67 (d, J = 4.9 Hz, 1H, 7-H),
2.29 (s, 3H, 4'-CHs), 2.27 (s, 6H, 2'-CHs, 6'-CHa), 2.28 — 2.24 (m, 1H,
4-H), 1.81 (br. d, J = 10.4 Hz, 1H, 8-H), 1.63 — 1.50 (m, 1H, 6-H), 1.53
—1.43 (m, 1H, 5-H), 1.28 (br. d, J = 10.4 Hz, 1H, 8-H), 1.18 — 1.10 (m,
2H, 5-H, 6-H)

5 (ppm) = 157.8 (C-3), 138.4 (C-4'), 136.7 (C-2', C-6'), 128.7 (C-3', C-
5, 126.4 (C-1'), 86.8 (C-7a), 61.3 (C-3a), 42.7 (C-7), 38.8 (C-4), 32.8
(C-8), 27.6 (C-5), 22.8 (C-6), 21.0 (4'-CHa), 20.2 (2'-CHs, 6'-CHs)

v [cm™] = 2963, 2928, 2880, 2870, 1610, 1458, 1438, 1377, 1326,
1314, 1213, 1034, 917, 899, 869, 849, 819

m/z (%) = 255 (100) [MT*, 252 (95), 250 (60), 218 (60), 181 (73), 169
(85)

255.1594 (berechnet fur C17H21NO: 255.1623)

> 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(2,4,6-Trimethoxyphenyl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-

methanobenzo[d]isoxazol (4)

C17H21NO4
M; = 303.36

Die Darstellung von 4 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 unter Verwendung
von 0.20 g (0.95 mmol) 2,4,6-Trimethoxybenzaldehydoxim und 0.13 g (1.4 mmol) Norbornen.

Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol 99:1) und Umkristallisation aus

Methanol.

Ausbeute: 94 mg (33 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 192 °C

"H-NMR 0 (ppm) =6.13 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 4.56 (dt, J; = 8.4 Hz, J, = 1.2 Hz, 1H,

(400 MHz, CDCl;)  7a-H), 3.83 (s, 3H, 4'-O-CHs), 3.78 (s, 6H, 2'-O-CHs, 6'-O-CHs), 3.44
(dt, J; = 8.4 Hz, J; = 0.9 Hz, 1H, 3a-H), 2.58 (d, J = 4.2 Hz, 1H, 7-H),
214 (d, J = 3.5 Hz, 1H, 4-H), 1.81 (br. d, J = 10.5 Hz, 1H, 8-H), 1.53 —
1.40 (m, 2H, 5-H, 6-H), 1.18 — 1.07 (m, 3H, 5-H, 6-H, 8-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 162.2 (C-4'), 159.6 (C-2', C-6'), 153.5 (C-3), 100.5 (C-1"),

(101 MHz, CDCl;)  90.7 (C-3', C-5'), 86.6 (C-7a), 60.3 (C-3a), 55.9 (2'-O-CHs, 6'-O-CHs),
55.4 (4'-O-CHs), 43.0 (C-7), 38.6 (C-4), 32.5 (C-8), 27.2 (C-5), 23.1 (C-
6)

IR (KBr) ¥ [cm™] = 3108, 3083, 2998, 2967, 2950, 2925, 2869, 2842, 1615,
1596, 1585, 1503, 1468, 1454, 1420, 1332, 1234, 1208, 1162, 1123,
1072, 1030, 856, 825

MS (EI) m/z (%) = 303 (100) [M]*, 209 (80)
HRMS (EI) 303.1480 (berechnet fiir C17H,1NO4: 303.1471)
HPLC-Reinheit > 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-

methanobenzo[d]isoxazol (5)

C17H21NO4

M: = 303.36

Die Darstellung von 5 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 unter Verwendung

von 274 mg (1.30 mmol) 3,4,5-Trimethoxybenzaldehydoxim und 125 mg (1.32 mmol)

Norbornen. Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 1:1).

Ausbeute: 94 mg (24 %) blassgelber Feststoff

Schmelzpunkt:

H-NMR
(400 MHz, CDCl,)

13C.NMR
(126 MHz, CDCl,)

IR (KBr)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

145 °C

5 (ppm) = 6.93 (s, 2H, 2'-H, 6'-H), 4.63 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 7a-H), 3.88
(s, 6H, 3'-O-CHs, 5'-0-CHs), 3.87 (s, 3H, 4'-O-CHs), 3.45 (d, J = 8.5 Hz,
1H, 3a-H), 2.65 — 2.58 (m, 1H, 7-H), 2.55 — 2.49 (m, 1H, 4-H), 1.66 —
1.53 (m, 2H, 5-H, 6-H), 1.52 (br. d, J = 10.7 Hz, 1H, 8-H), 1.41 — 1.29
(m, 1H, 5-H), 1.25 — 1.11 (m, 2H, 6-H, 8-H)

5 (ppm) = 156.7 (C-3), 153.3 (C-3', C-5'), 139.7 (C-4'), 124.9 (C-1'),
104.3 (C-2, C-6'), 88.1 (C-7a), 60.9 (4'-O-CHs), 57.1 (C-3a), 56.4 (3-
O-CHs, 5'-O-CHs) 42.9 (C-7), 39.5 (C-4), 32.4 (C-8), 27.4 (C-5), 22.7
(C-6)

v [cm™] = 3010, 2981, 2952, 2928, 2876, 1597, 1571, 1508, 1455,
1416, 1371, 1238, 1130, 1001, 901, 841, 732

m/z (%) = 303 (100) [MT*, 288 (40)
303.1452 (berechnet fir C17H21NOa: 303.1471)

98 % (A = 210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(4-Nitrophenyl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-

methanobenzo[d]isoxazol (6)

C14H14N203

M: = 258.28

Die Darstellung von 6 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 unter Verwendung

von 244 mg (1.47 mmol) 4-Nitrobenzaldehydoxim und 169 mg (1.80 mmol) Norbornen.

Aufreinigung mittels Umkristallisation aus Methanol.

Ausbeute: 144 mg (38 %) beigefarbene Kristalle

Schmelzpunkt:

H-NMR
(400 MHz, CDCls)

13C-NMR
(126 MHz, CDCl,)

IR (KBr)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

146

162 °C

5 (ppm) = 8.28 — 8.23 (m, 2H, 3'-H, 5'-H), 7.90 — 7.85 (m, 2H, 2'-H, 6'-
H), 4.74 (dt, J; = 8.3 Hz, J> = 1.3 Hz, 1H, 7a-H), 3.50 (d, J = 8.3 Hz,
1H, 3a-H), 2.70 — 2.65 (m, 1H, 7-H), 2.53 — 2.48 (m, 1H, 4-H), 1.69 —
1.59 (m, 2H, 5-H, 6-H), 1.50 (br. d, J = 10.7 Hz, 1H, 8-H), 1.43 — 1.36
(m, 1H, 5-H), 1.25 (br. d, J = 10.7 Hz, 1H, 8-H), 1.23 — 1.17 (m, 1H, 6-
H)

5 (ppm) = 155.6 (C-3), 148.2 (C-4"), 135.6 (C-1'), 127.4 (C-2', C-6'),
124.0 (C-3, C-5), 89.1 (C-7a), 56.3 (C-3a), 42.9 (C-7), 39.2 (C-4), 32.4
(C-8), 27.4 (C-5), 22.6 (C-6)

¥ [em] = 3112, 3079, 3050, 2983, 2943, 2926, 2870, 1597, 1569,
1507, 1342, 1315, 922, 911, 891, 885, 866, 850, 692

m/z (%) = 258 (75) [M]*, 219 (48), 191 (40), 181 (78), 169 (86), 131
(100)

258.1007 (berechnet fir C14H14N203: 258.1005)

>99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(2-Nitrophenyl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-

methanobenzo[d]isoxazol (7)

C14H14N203

M: = 258.28

Die Darstellung von 7 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 unter Verwendung

von 259 mg (1.56 mmol) 2-Nitrobenzaldehydoxim und 212 mg (2.25 mmol) Norbornen.

Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 192 mg (48 %) gelbes Ol

H-NMR
(500 MHz, CDCls)

13C-NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (Film)
MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

5 (ppm) = 8.04 (dd, Js = 7.7 Hz, J> = 1.3 Hz, 1H, 3'-H), 7.67 (ddd, J; =
7.7 Hz, J= 7.7 Hz, Js=1.3 Hz, 1H, 5'-H), 7.59 (ddd, J: = 7.7 Hz, J. =
7.7 Hz, Js = 1.5 Hz, 1H, 4'-H), 7.48 (dd, J; = 7.7 Hz, J> = 1.5 Hz, 1H,
6'-H), 4.73 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 7a-H), 3.50 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 3a-H),
2.64 (d, J = 4.3 Hz, 1H, 7-H), 2.15 (d, J = 3.6 Hz, 1H, 4-H), 1.64 (br. d,
J = 10.6 Hz, 1H, 8-H), 1.58 — 1.47 (m, 2H, 5-H, 6-H), 1.25 (br. d, J =
10.6 Hz, 1H, 8-H), 1.25 — 1.12 (m, 2H, 5-H, 6-H)

5 (ppm) = 155.7 (C-3), 148.1 (C-2'), 133.2 (C-5'), 131.3 (C-6"), 130.3
(C-4'), 125.5 (C-1'), 124.8 (C-3'), 88.2 (C-7a), 58.7 (C-3a), 42.8 (C-7),
38.6 (C-4), 32.4 (C-8), 27.1 (C-5), 22.7 (C-6)

¥ [em™] = 2962, 2876, 1530, 1345, 922, 889, 850, 750, 741
m/z (%) = 258 (50) [M]*, 191 (100)
258.1010 (berechnet fir C14H14N203: 258.1005)

>99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(2-Methylphenyl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-

Die Darstellung von 9

methanobenzo[d]isoxazol (9)

C1sH17NO
M: = 227.31

erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 unter Verwendung

von 250 mg (1.84 mmol) 2-Methylbenzaldehydoxim und 226 mg (2.40 mmol) Norbornen.

Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 252 mg (60 %) hellgelbes Ol

H-NMR
(400 MHz, CDCl,)

13C-NMR
(126 MHz, CDCl,)

IR (Film)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

148

8 (ppm) = 7.37 (d, J = 7.2 Hz, 1H, 6-H), 7.30 — 7.21 (m, 3H, 3"-H, 4'-H,
5'-H), 4.58 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 7a-H), 3.57 (d, J = 8.4 Hz, 1H, 3a-H),
2.65 — 2.61 (m, 1H, 7-H), 2.51 (s, 3H, 2'-CHs), 2.36 — 2.33 (m, 1H, 4-
H), 1.59 — 1.52 (m, 3H, 5-H, 6-H, 8-H), 1.34 — 1.26 (m, 1H, 5-H), 1.22
—1.14 (m, 2H, 6-H, 8-H)

8 (ppm) = 157.9 (C-3), 138.1 (C-2'), 131.5 (C-3'), 129.0 (C-4"), 128.8
(C-6'), 128.6 (C-1"), 125.7 (C-5'), 86.5 (C-7a), 59.6 (C.3a), 43.2 (C-7),
39.0 (C-4), 32.4 (C-8), 27.3 (C-5), 22.8 (C-6), 22.8 (2'-CHa)

¥ [em™] = 3061, 3022, 2963, 2875, 1777, 1585, 1490, 1454, 1336,
1317, 987, 950, 921, 913, 887, 869, 769, 757, 720, 664

m/z (%) = 227 (100) [MT*, 212 (33), 198 (50), 184 (30), 170 (37), 157
(36), 144 (36), 130 (40)

227.1288 (berechnet fur C1sH17NO: 227.1310)

98 % (A = 210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(2,6-Dimethylphenyl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-

methanobenzo[d]isoxazol (10)

C1sH19NO

M: = 241.33

Die Darstellung von 10 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 unter Verwendung

von 279 mg (1.88 mmol) 2,6-Dimethylbenzaldehydoxim und 249 mg (2.64 mmol) Norbornen.

Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 9:1).

Ausbeute: 324 mg (71 %) farblose Kristalle

Schmelzpunkt:

H-NMR
(500 MHz, CDCl,)

13C-NMR
(126 MHz, CDCls)

IR (KBr)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

96 °C

5 (ppm) = 7.17 (t, J = 7.6 Hz, 1H, 4'-H), 7.07 (d, J = 7.6 Hz, 2H, 3"-H,
5'-H), 4.65 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 7a-H), 3.28 (d, J = 8.4 Hz, 1H, 3a-H),
2.68 (d, J = 4.8 Hz, 1H, 7-H), 2.31 (s, 6H, 2'-CHs, 6'-CHs), 2.28 (d, J =
4.3 Hz, 1H, 4-H), 1.83 (br. d, J = 10.5 Hz, 1H, 8-H), 1.64 — 1.54 (m, 1H,
6-H), 1.54 — 1.44 (m, 1H, 5-H), 1.30 (br. d, J = 10.5 Hz, 1H, 8-H), 1.20
—1.10 (m, 2H, 5-H, 6-H)

5 (ppm) = 157.8 (C-3), 136.9 (C-2', C-6'), 129.5 (C-1'), 128.7 (C-4'),
127.9 (C-3', C-5'), 86.9 (C-7a), 61.5 (C-3a), 42.7 (C-7), 38.9 (C-4), 32.8
(C-8), 27.6 (C-5), 22.8 (C-6), 20.3 (2'-CHs, 6'-CHs)

¥ [cm™] = 3065, 3023, 2960, 2929, 2872, 1467, 1456, 1326, 1314,
1301, 917, 901, 871, 855, 819, 779, 728

m/z (%) = 241 (100) [M']*, 212 (50), 198 (80), 171 (60), 145 (64), 144
(85)

241.1487 (berechnet fur C16H19NO: 241.1467)

96 % (A =210 nm), 98 % (A = 254 nm)
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(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(4-(Trifluormethyl)phenyl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-

methanobenzo[d]isoxazol (11)

Ci5H14FsNO
M = 281.28

Die Darstellung von 11 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 unter Verwendung
von 0.20 g (1.1 mmol) 4-Trifluormethylbenzaldehydoxim und 0.15 g (1.6 mmol) Norbornen.
Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 85:15) und Umkristallisation aus

Methanol.

Ausbeute: 135 mg (45 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 121 °C

"H-NMR o (ppm) = 7.83 (d, J = 8.2 Hz, 2H, 2'-H, 6'-H), 7.65 (d, J = 8.2 Hz, 2H,

(500 MHz, CDCl;)  3'-H, 5-H), 4.70 (dt, Js =8.3 Hz, J = 1.4 Hz, 1H, 7a-H), 3.50 (d, J = 8.2
Hz, 1H, 3a-H), 2.67 — 2.63 (m, 1H, 7-H), 2.53 — 2.48 (m, 1H, 4-H), 1.66
—1.58 (m, 2H, 5-H, 6-H), 1.51 (br. d, J = 10.7 Hz, 1H, 8-H), 1.41 — 1.35
(m, 1H, 5-H), 1.24 — 1.17 (m, 2H, 6-H, 8-H)

13C.NMR 5 (ppm) = 156.0 (C-3), 132.9 (C-1'), 131.3 (g, J = 32.6 Hz, C-4"), 127.0

(126 MHz, CDCl;)  (C-2', C-6'), 125.6 (q, J = 3.9 Hz, C-3', C-5'), 123.9 (q, J = 273.2 Hz,
CF3), 88.5 (C-7a), 56.6 (C-3a), 43.0 (C-7), 39.2 (C-4), 32.3 (C-8), 27.4
(C-5), 22.7 (C-6)

IR (KBr) ¥ [em"] = 2972, 2938, 2878, 1326, 1169, 1122, 1109, 1071, 841
MS (EI) m/z (%) = 281 (100) [MT*, 214 (55)

HRMS (EI) 281.1022 (berechnet fiir C1sH14FsNO: 281.1028)
HPLC-Reinheit > 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(Thiophen-2-yl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-

methanobenzo[d]isoxazol (13)

C12H13NOS

M: =219.30

Die Darstellung von 13 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 unter Verwendung

von 251 mg (1.97 mmol) Thiophen-2-carbaldehydoxim und 230 mg (2.44 mmol) Norbornen.

Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 35 mg (8 %)

Schmelzpunkt:

H-NMR
(500 MHz, CDCl,)

13C-NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (Film)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

beigefarbener Feststoff
74 °C
o (ppm) = 7.35 (dd, Js = 5.1 Hz, J> = 1.1 Hz, 1H, 5'-H), 7.26 (dd, J; =
3.7 Hz, J> = 1.1 Hz, 1H, 3'-H), 7.06 (dd, J; = 5.1 Hz, J, = 3.7 Hz, 1H,
4'-H), 4.63 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 7a-H), 3.45 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 3a-H),
2.66 — 2.59 (m, 2H, 4-H, 7-H), 1.60 — 1.57 (m, 2H, 5-H, 6-H), 1.56 —
1.53 (m, 1H, 8-H), 1.37 — 1.31 (m, 1H, 5-H), 1.21 (br. d, J = 10.6 Hz,
1H, 8-H), 1.19 - 1.12 (m, 1H, 6-H)

5 (ppm) = 152.9 (C-3), 132.3 (C-2"), 127.8 (C-5), 127.6 (C-3"), 127.2
(C-4"), 88.2 (C-7a), 58.1 (C-3a), 42.9 (C-7), 39.5 (C-4), 32.4 (C-8), 27.3
(C-5), 22.6 (C-6)

¥ [em™] = 3104, 3076, 2964, 2874, 1449, 1438, 1357, 1336, 1314,
1230, 966, 921, 908, 873, 841, 707

m/z (%) = 219 (100) [M*
219.0719 (berechnet fiir C1oH1sNOS: 219.0718)

98 % (A = 210 nm), 97 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(4-Chlorphenyl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-

methanobenzo[d]isoxazol (14)

C14H14CINO
M, = 247.72

Diese Verbindung ist bereits beschrieben!'®'-182 Es liegt jedoch nur eine Kristallstruktur ohne

analytischen Daten vor.

Eine Losung von 571 mg (3.67 mmol) 4-Chlorbenzaldehydoxim in 2 mL Methanol und 15 pyL
Trifluoressigsaure wird langsam unter Rihren in eine Suspension von 1.58 g (4.92 mmol)
Diacetoxyiodbenzol (DIB) und 375 mg Norbornen (3.98 mmol) in 6 mL Methanol und 45 pL
Trifluoressigsaure getropft. Die Mischung wird bei Raumtemperatur 30 min gerdhrt, mit
Wasser versetzt und mit Ethylacetat (3 x 30 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden mit Brine gewaschen, Uber Na;SO. getrocknet und das Lésungsmittel im

Vakuum entfernt. Der Rickstand wird aus Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 155 mg (17 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 78 °C
"H-NMR 0 (ppm) = 7.66 — 7.62 (m, 2H, 2'-H, 6'-H), 7.39 — 7.35 (m, 2H, 3'-H, 5'-

(500 MHz, CDCls)  H), 4.65 (d, J = 8.4 Hz, 1H, 7a-H), 3.45 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 3a-H), 2.66
—2.61(m, 1H, 7-H), 2.50 — 2.47 (m, 1H, 4-H), 1.61 — 1.55 (m, 2H, 5-H,
6-H), 1.50 (br. d, J = 10.6 Hz, 1H, 8-H), 1.38 — 1.32 (m, 1H, 5-H), 1.22
—1.15 (m, 2H, 6-H, 8-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 156.0 (C-3), 135.6 (C-4'), 128.9 (C-3', C-5), 128.0 (C-2', C-

(126 MHz, CDCl;)  6'), 127.9 (C-1'), 88.2 (C-7a), 56.9 (C-3a), 43.0 (C-7), 39.2 (C-4), 32.3
(C-8), 27.4 (C-5), 22.7 (C-6)

IR (KBr) ¥ [cm™] = 3075, 2964, 2948, 2871, 1591, 1492, 1402, 1348, 1089, 921,
910, 888, 860, 828, 818

MS (El) m/z (%) = 247 (100) [M7*, 191 (40), 151 (28)
HRMS (El) 247.0748 (berechnet fiir C14H14*°CINO 247.0764)
HPLC-Reinheit >99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(3-Chlorphenyl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-

methanobenzo[d]isoxazol (15)

C14H14CINO

M, = 247.72

Die Darstellung von 15 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 unter Verwendung

von 256 mg (1.61 mmol) 3-Chlorbenzaldehydoxim und 173 mg (1.83 mmol) Norbornen.

Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 174 mg (44 %) farbloses Ol

H-NMR
(400 MHz, CDCl5)

13C.NMR
(101 MHz, CDCl,)

IR (Film)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

5 (ppm) = 7.71 — 7.65 (m, 1H, 2-H), 7.59 (ddd, J; = 7.3 Hz, J>= 1.8 Hz,
Js = 1.6 Hz, 1H, 6'-H), 7.37 — 7.34 (m, 1H, 4'-H), 7.34 — 7.30 (m, 1H,
5'H), 4.66 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 7a-H), 3.45 (d, J = 8.3 Hz, 2H, 3a-H),
2.71-2.57 (m, 1H, 7-H), 2.55 — 2.46 (m, 1H, 4-H), 1.67 — 1.56 (m, 2H,
5-H, 6-H), 1.50 (br. d, J = 10.7 Hz, 1H, 8-H), 1.42 — 1.30 (m, 1H, 5-H),
1.26 —1.12 (m, 2H, 6-H, 8-H)

5 (ppm) = 156.0 (C-3), 134.7 (C-3'), 131.3 (C-1'), 130.0 (C-5'), 129.7
(C-4"), 126.7 (C-2'), 124.9 (C-6'), 88.3 (C-7a), 56.7 (C-3a), 43.0 (C-7),
39.2 (C-4), 32.3 (C-8), 27.4 (C-5), 22.7 (C-6)

¥ [em™] = 3071, 2963, 2875, 1588, 1555, 1474, 1454, 1426, 1355,
1341, 1317, 1244, 1095, 1080, 989, 950, 924, 913, 898, 786, 686

m/z (%) = 247 (100) [(*Cl) MT*, 180 (40)
247.0764 (berechnet fiir C14H14°CINO: 247.0764)

97 % (A = 210 nm), 98 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(2,4-Dichlorphenyl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-

methanobenzo[d]isoxazol (16)

C14H13CI12NO
M: = 282.16

Die Darstellung von 16 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 unter Verwendung
von 251 mg (1.32 mmol) 2,4-Dichlorbenzaldehydoxim und 188 mg (2.00 mmol) Norbornen.
Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 183 mg (49 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 70 °C
"H-NMR O (ppm) = 7.46 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 6'-H), 7.45 (d, J = 2.2 Hz, 1H, 3'-H),

(500 MHz, CDCls)  7.27 (dd, J; = 8.3 Hz, J, = 2.2 Hz, 1H, 5'-H), 4.66 (d, J = 8.5 Hz, 1H,
7a-H), 3.82 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 3a-H), 2.61 (br. s, 1H, 7-H), 2.19 (br. s,
1H, 4-H), 1.58 — 1.49 (m, 3H, 5-H, 6-H, 8-H), 1.31 — 1.22 (m, 1H, 5-H),
1.22 —1.19 (m, 1H, 8-H), 1.19 — 1.12 (m, 1H, 6-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 156.2 (C-3), 135.9 (C-4'), 133.5 (C-2'), 131.7 (C-6'), 130.3
(101 MHz, CDCl;)  (C-3'), 127.5 (C-1'), 127.3 (C-5'), 88.0 (C-7a), 58.5 (C-3a), 43.0 (C-7),
38.6 (C-4), 32.2 (C-8), 27.1 (C-5), 22.8 (C-6)

IR (KBr) U [em™] = 3424, 3091, 3072, 2962, 2945, 2869, 1586, 1577, 1471,
1380, 1334, 1103, 1079, 987, 919, 892, 861, 839, 796

MS (EI) m/z (%) = 281 (100) [(**Cl2) MTT*, 214 (53)
HRMS (EI) 281.0370 (berechnet fiir C14H15*5CI,NO: 281.0374)
HPLC-Reinheit > 99 % (A =210 nm), 98 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(2,6-Dichlorphenyl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-

methanobenzo[d]isoxazol (17)

C14H13CI2NO

M: = 282.16

Die Darstellung von 17 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 unter Verwendung

von 0.20 g (1.1 mmol) 2,6-Dichlorbenzaldehydoxim und 0.15 g (1.6 mmol) Norbornen.

Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 203 mg (68 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 116 °C
H-NMR 0 (ppm) = 7.39 — 7.35 (m, 2H, 3'-H, 5'-H), 7.29 — 7.25 (m, 1H, 4'-H),

(500 MHz, CDCl;)

13C-NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (KBr)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

4.73 (d, J = 8.4 Hz, 1H, 7a-H), 3.52 (d, J = 8.4 Hz, 1H, 3a-H), 2.68 (d,
J = 4.6 Hz, 1H, 7-H), 2.34 (d, J = 4.1 Hz, 1H, 4-H), 1.96 (br. d, J = 10.6
Hz, 1H, 8-H), 1.64 — 1.56 (m, 1H, 6-H), 1.54 — 1.46 (m, 1H, 5-H), 1.29
(br. d, J = 10.6 Hz, 1H, 8-H), 1.22 — 1.12 (m, 2H, 5-H, 6-H)

5 (ppm) = 154.6 (C-3), 135.2 (C-2', C-6"), 130.7 (C-4'), 129.1 (C-1",
128.3 (C-3', C-5'), 88.1 (C-7a), 59.9 (C-3a), 42.5 (C-7), 39.0 (C-4), 33.0
(C-8), 27.4 (C-5), 22.9 (C-6)

¥ [cm™]=3078, 2966, 2952, 2879,2868, 1579, 1557, 1427, 1325, 1192,
875, 785, 726

m/z (%) = 281 (100) [(°Clz) MT, 216 (52), 214 (85), 185 (42)
281.0376 (berechnet fiir C14H13**CI,NO: 281.0374)

>99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(3,5-Dichlorpyridin-4-yl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-

methanobenzo[d]isoxazol (18)

C13H12CI2N20

M: = 283.15

Die Darstellung von 18 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1 unter Verwendung

von 240 mg (1.26 mmol) 3,5-Dichlorisonicotinaldehydoxim und 159 mg (1.69 mmol)

Norbornen. Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 176 mg (49 %) farbloses Ol

H-NMR
(500 MHz, CDCls)

13C-NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (Film)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

156

5 (ppm) = 8.54 (s, 1H, 2-H, 6'-H), 4.74 (d, J = 8.4 Hz, 1H, 7a-H), 3.54
(d, J= 8.4 Hz, 1H, 3a-H), 2.67 (d, J = 4.8 Hz, 1H, 7-H), 2.25 (d, J = 4.0
Hz, 1H, 4-H), 1.87 (br. d, J = 10.7 Hz, 1H, 8-H), 1.63 — 1.54 (m, 1H, 6-
H), 1.54 — 1.45 (m, 1H, 5-H), 1.29 (br. d, J = 10.7 Hz, 1H, 8-H), 1.20 —
1.13 (m, 2H, 5-H, 6-H)

5 (ppm) = 152.4 (C-3), 147.8 (C-2', C-6'), 136.9 (C-4'), 132.0 (C-3', C-
5, 88.5 (C-7a), 59.2 (C-3a), 42.6 (C-7), 39.0 (C-4), 32.9 (C-8), 27.2
(C-5), 22.8 (C-6)

v [cm™] = 3048, 2962, 2876, 1600, 1522, 1453, 1399, 1390, 1326,
1315, 1305, 1222, 1215, 1201, 1107, 921, 907, 887, 824, 814, 737,
701

m/z (%) = 286 (15) [(¥'Cly) MTT*, 284 (47) [(*5Cl, ¥Cl) MT*, 282 (72)
[(°Cl) MT*, 252 (40), 217 (72), 215 (100)

282.0323 (berechnet fiir C13H123°Cl,N20: 282.0327)

99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)



EXPERIMENTELLER TEIL

((3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3a,4,5,6,7,7a-Hexahydro-4,7-methanobenzo[d]isoxazol-3-yl)-

N,N-dimethylanilin (19)

C16H20N20

M: = 256.35

281 mg (1.71 mmol) 4-(Dimethylamino)benzaldehydoxim und 238 mg (2.52 mmol) Norbornen
werden in 5 mL DMF geldst. Bei 0 °C werden 382 mg (2.15 mmol) NBS und anschlief3end 2

mL Triethylamin zugegeben und 1 h gerlhrt. Der Ansatz wird mit 50 mL Wasser versetzt und

mit 3 x 50 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber

Na.SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird mittels

Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1) gereinigt.

Ausbeute: 52 mg (12 %) goldgelbe Kristalle
Schmelzpunkt: 149 °C
H-NMR 0 (ppm) = 7.59 (d, J = 8.9 Hz, 2H, 3-H, 5-H), 6.69 (d, J = 8.9 Hz, 2H,

(500 MHz, CDCl5)

13C-NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (KBr)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

2-H, 6-H), 4.56 (d, J = 8.4 Hz, 1H, 7a"-H), 3.46 (d, J = 8.4, 1H, 3a'-H),
3.00 (s, 6H, N(CHs)2), 2.61 — 2.57 (m, 1H, 4'-H), 2.54 — 2.50 (m, 1H, 7'-
H), 1.60 — 1.51 (m, 3H, 5'-H, 6'-H, 8'-H), 1.37 — 1.31 (m, 1H, 5-H), 1.20
—1.12 (m, 2H, 6-H, 8'-H)

5 (ppm) = 156.7 (C-3'), 151.2 (C-1), 128.1 (C-3, C-5), 116.9 (C-4),
111.8 (C-2, C-6), 87.1 (C-7a'), 57.6 (C-3a"), 43.0 (C-4'), 40.2 (N(CHs)2),
39.4 (C-7'), 32.3 (C-8'), 27.4 (C-5'), 22.7 (C-6)

v [em™] = 3433, 2959, 2873, 2804, 1613, 1529, 1369, 1198, 982, 888,
878, 865, 815

m/z (%) = 256 (100) [MT*, 252 (31), 250 (24), 145 (20)
256.1575 (berechnet fur C16H20N20: 256.1576)

99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-(5-Chlorofuran-2-yl)-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-

methanobenzo[d]isoxazol (21)

C12H1ZCINOZ

M: = 237.68

0.16 g (1.4 mmol) Furan-2-carbaldehydoxim werden in 4 mL DMF gel6st. Unter Rihren werden
0.37 g (2.8 mmol) N-Chlorsuccinimid zugegeben und bei Raumtemperatur 18 h gerihrt. Die
Mischung wird mit 30 ml Wasser versetz und mit 3 x 30 mL Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber Na>SO, getrocknet und das Lésungsmittel im
Vakuum entfernt. Der erhaltene Feststoff wird erneut in 8 mL Dichlormethan gelést und mit
0.27 g (2.9 mmol) Norbornen versetzt. 0.5 mL Triethylamin werden mit 5 mL Dichlormethan
verdinnt und langsam zugetropft. Der Ansatz wird 14 h bei Raumtemperatur gerihrt, mit
Wasser versetzt und mit 3 x 30 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber Na;SO. getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der

Rickstand durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1)

gereinigt.

Ausbeute: 210 mg (63 %) beigefarbenes Pulver
Schmelzpunkt: 124 °C

"H-NMR O (ppm) = 6.69 (d, J = 3.5 Hz, 1H, 3'-H), 6.26 (d, J = 3.5 Hz, 1H, 4'-H),

(400 MHz, CDCls)  4.60 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 7a-H), 3.37 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 3a-H), 2.65 —
2.58 (m, 1H, 7-H), 2.58 — 2.50 (m, 1H, 4-H), 1.61 — 1.54 (m, 2H, 5-H,
6-H), 1.53 — 1.46 (m, 1H, 8-H), 1.36 — 1.28 (m, 1H, 5-H), 1.21 (br. d, J
= 10.5 Hz, 1H, 8-H), 1.18 — 1.10 (m, 1H, 6-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 148.9 (C-3), 144.8 (C-2'), 138.5 (C-5), 113.0 (C-3'), 108.4
(101 MHz, CDCl;)  (C-4'), 87.9 (C-7a), 57.1 (C-3a), 42.8 (C-7), 39.4 (C-4), 32.3 (C-8), 27.3
(C-5), 22.7 (C-6)

IR (Film) ¥ [em™] = 3127, 2965, 2876, 1495, 1456, 1326, 1317, 1205, 1152,
1016, 941, 920, 907, 866, 854, 786

MS (EI) m/z (%) = 237 (100) [(*5Cl) MT*

HRMS (EI) 237.0558 (berechnet fiir C12H1,*5CINO,: 237.0557)

HPLC-Reinheit 99 % (A = 210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,4SR,7RS,7aSR)-3-Brom-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-methanobenzo[d]isoxazol

(22)

7 H 4

6 )
7a
5 :36 /3N i

CsH1oBFNO

M: = 216.08

Verbindung 22 wurde bereits beschrieben!®® 83 Es liegen jedoch keine analytischen Daten

Vor.

114 mg (0.563 mmol) Dibromformaldoxim und 90.0 mg (0.956 mmol) Norbornen werden in 4

mL Ethylacetat gelost. Nach Zugabe von 501 mg (3.63 mmol) Kaliumcarbonat wird bei

Raumtemperatur 20 h geriihrt. AnschlieRend werden 30 mL Wasser zugesetzt und mit 3 x 30

mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Brine gewaschen,

Uber MgSQ4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wird durch

Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 85:15) gereinigt.

Ausbeute: 8 mg (7 %)

H-NMR
(500 MHz, CDCl;)

13C-NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (Film)
MS (EIl)

HRMS (EI)

farbloses Ol

8 (ppm) = 4.57 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 7a-H), 3.17 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 3a-
H), 2.61 (d, J = 3.9 Hz, 1H, 7-H), 2.51 (d, J = 3.9 Hz, 1H, 4-H), 1.64 —
1.58 (m, 1H, 6-H), 1.58 — 1.55 (m, 1H, 5-H), 1.55 — 1.50 (m, 1H, 8-H),
1.27 —1.24 (m, 1H, 8-H), 1.25 — 1.22 (m, 1H, 5-H), 1.16 — 1.06 (m, 1H,
6-H)

5 (ppm) = 139.6 (C-3), 87.9 (C-7a), 62.1 (C-3a), 43.0 (C-7), 38.6 (C-4),
32.2 (C-8), 26.7 (C-5), 22.7 (C-6)

9 [om™'] = 2925, 2853, 1738, 1612, 1462, 1161, 843, 815, 798, 788
m/z (%) = 215 (25) [("°Br)M]*, 130 (20)

214.9960 (berechnet fiir CgH10°BrNO [M']*: 214.9946)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,6aRS)-3-Mesityl-3a,5,6,6a-tetrahydro-4H-cyclopenta[d]isoxazol (23)

C1sH1sNO
M; = 229.32

Die Darstellung von 23 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 2 unter Verwendung
von 307 mg (1.88 mmol) Mesitaldehydoxim (1) und 325 mg (4.77 mmol) Cyclopenten.
Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 263 mg (61 %) hellgelbes Ol

H-NMR 5 (ppm) = 6.90 (s, 2H, 3-H, 5-H), 5.21 (dd, J; = 8.8 Hz, J> = 4.4 Hz,

(500 MHz, CDCls)  1H, 6a-H), 3.97 — 3.90 (m, 1H, 3a-H), 2.29 (s, 3H, 4'-CHs), 2.27 (s, 6H,
2'-CHs, 6'-CHs), 2.26 — 2.22 (m, 1H, 6-H), 1.81 — 1.72 (m, 3H, 4-H, 5-
H, 6-H), 1.72 — 1.64 (m, 1H, 5-H), 1.64 — 1.56 (m, 1H, 4-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 158.5 (C-3), 138.5 (C-4'), 136.9 (C-2', C-6"), 128.7 (C-3', C-

(126 MHz, CDCl;)  5'), 126.2 (C-1'), 86.3 (C-6a), 56.3 (C-3a), 36.0 (C-6), 30.3 (C-4), 23.6
(C-5), 21.1 (4'-CHs), 20.1 (2'-CHs, 6'-CHa)

IR (Film) v [em™] = 2956, 2868, 2733, 1738, 1612, 1571, 1451, 1434, 1332,
1315, 1197, 1083, 1042, 955, 912, 896, 874, 864, 852, 832, 736

MS (EI) m/z (%) = 229 (63) [M]*, 172 (100)
HRMS (EI) 229.1457 (berechnet fir C1sH19NO: 229.1467)
HPLC-Reinheit 98 % (A = 210 nm), 95 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,7aRS)-3-Mesityl-3a,4,5,6,7,7a-hexahydrobenzo[d]isoxazol (24)

Ci6H21NO

M: = 243.35

Die Darstellung von 24 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 2 unter Verwendung
von 392 mg (2.40 mmol) Mesitaldehydoxim (1) und 688 mg (8.38 mmol) Cyclohexen.
Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 74 mg (13%) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 80 °C
H-NMR 6 (ppm) =6.90 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 4.60 (dt, J; = 7.6 Hz, J>=4.9 Hz, 1H,

(500 MHz, CDCl;)

13C.NMR
(126 MHz, CDCl,)

IR (KBr)
MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

7a-H), 3.28 — 3.22 (m, 1H, 3a-H), 2.30 (s, 6H, 2'-CHs, 6'-CHs), 2.29 (s,
3H, 4'-CHs), 2.09 — 2.02 (m, 1H, 7-H), 1.88 — 1.80 (m, 1H, 7-H), 1.66 —
1.57 (m, 2H, 4-H, 6-H), 1.54 — 1.40 (m, 3H, 4-H, 5-H, 6-H), 1.28 — 1.19
(m, 1H, 5-H)

5 (ppm) = 163.7 (C-3), 138.5 (C-4'), 136.8 (C-2', C-6"), 128.8 (C-3', C-
5, 126.2 (C-1'), 79.1 (C-7a), 48.9 (C-3a), 25.9 (C-7), 24.3 (C-4), 22.4
(C-5), 21.1 (4'-CHs), 20.8 (C-6), 20.4 (2'-CHs, 6'-CHs)

¥ [em"] = 2934, 2860, 1612, 1448, 1376, 1325, 938, 851
m/z (%) = 243 (100) [M]*, 242 (70), 172 (60)
243.1624 (berechnet fiir C1sH21NO: 243.1623)

97 % (A = 210 nm), 98 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,9aRS)-3-Mesityl-3a,4,5,6,7,8,9,9a-octahydrocycloocta[d]isoxazol (25)

C1gH2sNO
M, =271.40

Die Darstellung von 25 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 2 unter Verwendung
von 202 mg (1.24 mmol) Mesitaldehydoxim (1) und 1.0 mL (7.7 mmol) Cycloocten.
Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 9:1).

Ausbeute: 223 mg (66 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 92 °C
"H-NMR o (ppm) = 6.89 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 4.71 — 4.58 (m, 1H, 9a-H), 3.31 (ddd,

(500 MHz, CDCls)  J; = 10.7 Hz, J> = 10.0 Hz, Js = 1.3 Hz, 1H, 3a-H), 2.29 (s, 3H, 4'-CHs),
2.25 (s, 6H, 2-CHs, 6'-CHs), 2.05 — 1.99 (m, 2H, 9-H), 1.78 — 1.71 (m,
1H, 4-H), 1.71 — 1.66 (m, 1H, 8-H), 1.64 — 1.59 (m, 1H, 5-H), 1.56 —
1.47 (m, 2H, 6-H, 7-H), 1.47 — 1.42 (m, 2H, 6-H, 8-H), 1.42 — 1.38 (m,
1H, 4-H), 1.38 — 1.34 (m, 1H, 7-H), 1.18 — 1.08 (m, 1H, 5-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 161.3 (C-3), 138.6 (C-4'), 137.2 (C-2', C-6'), 128.6 (C-3', C-

(126 MHz, CDCls)  5'), 126.2 (C-1'), 84.3 (C-9a), 54.3 (C-3a), 29.9 (C-5), 27.2 (C-9), 26.5
(C-8), 25.4 (C-7), 25.2 (C-6), 23.1 (C-4), 21.1 (4'-CHs), 20.1 (2'-CHs,
6'-CHs)

IR (KBr) ¥ [em™]=2934, 2909, 2850, 1609, 1570, 1463, 1444, 1381, 1324, 1309,
1208, 1014, 903, 892, 855, 823, 736

MS (EIl) m/z (%) = 271 (66) [M]*, 172 (100)
HRMS (EI) 271.1940 (berechnet fiir C1gH2sNO: 271.1936)
HPLC-Reinheit 99 % (A = 210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,7aSR)-3-Mesityl-3a,5,6,7a-tetrahydro-4H-pyrano[3,2-d]isoxazol (26)

C15H19NO>

M: = 245.32

Die Darstellung von 26 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 3b unter Verwendung
von 406 mg (2.52 mmol) Mesitonitriloxid und 375 mg (4.46 mmol) 3,4-Dihydro-2H-pyran.
Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 3:1).

Ausbeute: 294 mg (48 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 92 °C
"H-NMR o (ppm) = 6.91 (s, 2H, 3'-H, 5-H), 5.72 (d, J = 5.9 Hz, 1H, 7a-H), 3.91

(500 MHz, CDCl,)

13C-NMR
(101 MHz, CDCl5)

IR (KBr)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

(dtd, Js = 11.6 Hz, J> = 4.4 Hz, J3 = 1.4 Hz, 1H, 6-H), 3.59 (ddd, J; =
6.7 Hz, J2 = 6.0 Hz, J5 = 2.7 Hz, 1H, 3a-H), 3.52 (ddd, J: = 11.7 Hz, Jz
= 9.2 Hz, J; = 4.1 Hz, 1H, 6-H), 2.30 (s, 3H, 4'-CHa), 2.29 (s, 6H, 2'-
CHs, 6'-CHs), 1.88 (dddd, Js = 14.3 Hz, J, = 11.3 Hz, J5= 6.6 Hz, Js =
6.5 Hz, 1H, 4-H), 1.71 — 1.62 (m, 1H, 4-H), 1.51 — 1.40 (m, 2H, 5-H)

5 (ppm) = 161.6 (C-3), 139.1 (C-4'), 137.3 (C-2', C-6"), 129.2 (C-3', C-
5, 124.7 (C-1'), 99.9 (C-7a), 62.1 (C-6), 48.4 (C-3a), 21.7 (C-5), 21.2
(4'-CHa), 20.7 (2'-CHs, 6'-CHs), 19.4 (C-4)

¥ [em™] = 3434, 2985, 2950, 2935, 2889, 2874, 2863, 1611, 1447,
1435, 1382, 1324, 1258, 1217, 1117, 1106, 1057, 1000, 964, 905, 855,
819, 802, 734

m/z (%) = 245 (64) [M]*, 172 (45), 161 (100)
245.1419 (berechnet fiir C1sH1sNO2: 245.1416)

99 % (A = 210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-3-Mesityl-5-phenyl-4,5-dihydroisoxazol (27)

C1gH19NO
M: = 265.36

Die Synthese dieser Verbindung ist bereits beschrieben!'® 84 Analytische Daten liegen

jedoch nicht vor.

Die Darstellung von 27 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 2 unter Verwendung
von 288 mg (1.77 mmol) Mesitaldehydoxim (1) und 214 mg (2.06 mmol) Styren. Aufreinigung
mittels FSC (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol 98:2).

Ausbeute: 278 mg (59 %) farbloses Ol

H-NMR 5 (ppm) = 7.46 — 7.43 (m, 2H, 2"-H, 6"-H), 7.43 — 7.38 (m, 2H, 3"-H,

(500 MHz, CDCl;)  5"-H), 7.36 — 7.30 (m, 1H, 4"-H), 6.89 (s, 2H, 3"-H, 5"-H), 5.77 (dd, J; =
10.9 Hz, J> = 8.1 Hz, 1H, 5-H), 3.60 (dd, J; = 17.3 Hz, J> = 10.9 Hz,
1H, 4-H), 3.13 (dd, Js = 17.3 Hz, J> = 8.1 Hz, 1H, 4-H), 2.29 (s, 3H, 4
CHs), 2.23 (s, 6H, 2'-CHs, 6'-CHs)

13C-NMR 5 (ppm) = 156.9 (C-3), 141.1 (C-1"), 138.8 (C-4'), 136.6 (C-2', C-6'),

(126 MHz, CDCl;)  128.7 (C-3", C-5"), 128.5 (C-3', C-5'), 128.1 (C-4"), 126.0 (C-1'), 125.7
(C-2", C-8"), 81.8 (C-5), 47.3 (C-4), 21.1 (4'-CHs), 19.7 (2'-CHs, 6'-CHs)

IR (Film) ¥ [cm™] = 3062, 3030, 2951, 2920, 2860, 1611, 1493, 1450, 1325, 876,
849, 758, 731, 699

MS (EI) m/z (%) = 265 (100) [MT*, 161 (85)
HRMS (EI) 265.1470 (berechnet fiir C1sH1oNO: 265.1467)
HPLC-Reinheit 98 % (A = 210 nm), 97 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-4-(3-Mesityl-4,5-dihydroisoxazol-5-yl)butan-1-ol (28)

C16H23NO>

M: = 261.37

Die Darstellung von 28 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 3a unter Verwendung

von 161 mg (0.999 mmol) Mesitonitriloxid und 450 mg (4.49 mmol) 5-Hexen-1-ol. Aufreinigung
mittels FSC (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol 95:5).

Ausbeute: 223 mg (85 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 71 °C
H-NMR 0 (ppm) = 6.89 (s, 2H, 3"-H, 5"-H), 4.78 — 4.67 (m, 1H, 5'-H), 3.68 (t, J

(500 MHz, CDCl5)

13C-NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (KBr)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

= 6.3 Hz, 2H, 1-H), 3.22 (dd, Js = 17.2 Hz, J> = 10.2 Hz, 1H, 4'-H), 2.79
(dd, J; = 17.2 Hz, J> = 8.2 Hz, 1H, 4'), 2.28 (s, 3H, 4"-CHs), 2.24 (s, 6H,
2"-CHs, 6"-CHs), 1.93 — 1.81 (m, 1H, 4-H), 1.71 — 1.59 (m, 4H, 2-H, 3-
H, 4-H), 1.55 — 1.48 (m, 1H, 3-H)

5 (ppm) = 157.3 (C-3'), 138.7 (C-4"), 136.5 (C-2", C-6"), 128.4 (C-3",
C-5"), 126.6 (C-1"), 80.5 (C-5'), 62.7 (C-1), 44.1 (C-4'), 35.2 (C-4), 32.5
(C-2), 22.1 (C-3), 21.1 (4"-CHs), 19.72 (2"-CHs, 6"-CHs)

v [cm™] = 3420, 3000, 2946, 2935, 2860, 1606, 1471, 1454, 1439,
1426, 1333, 1186, 1052, 1036, 913, 867, 853, 819

m/z (%) = 261 (11) [MT*, 188 (90), 159 (100), 158 (74)
261.1724 (berechnet fir C16HzsNO2: 261.1729)

98 % (A = 210 nm), 98 % (A = 254 nm)

165



EXPERIMENTELLER TEIL

((4RS,5RS)-3-Mesityl-4,5-dihydroisoxazol-4,5-diyl)dimethanol (29)

C14H19NO3
M, = 249.31

Diese Verbindung ist von Lee et al.l'® bereits beschrieben. Die publizierten analytischen
Daten sind aber widersprichlich zu den von mir gemessenen. Die Syntheseroute verlief
grundsatzlich unterschiedlich. Lee et al. erhalten eine Mischung aus cis- und trans-lsomer. Die
publizierten Daten des trans-lsomers entsprechen den von mir hier gemessenen. Das

Vorliegen der cis-Konfiguration konnte hier durch eine Kristallstruktur belegt werden.

Die Darstellung von 29 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 2 unter Verwendung
von 0.20 g (1.2 mmol) Mesitaldehydoxim (1) und 0.16 g (1.8 mmol) cis-2-Buten-1,4-diol.
Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Gradient Isohexan/Ethylacetat 4.1 —
Dichlormethan/Methanol 95:5).

Ausbeute: 55 mg (18 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 103 °C
"H-NMR 0 (ppm) = 6.89 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 4.84 (ddd, J; = 10.0 Hz, J> = 6.4 Hz,

(500 MHz, CDCls) J3 = 3.8 Hz, 1H, 5-H), 4.07 (dd, J1 = 12.2 Hz, J. = 6.4 Hz, 1H, 5-CH>),
3.98 (dd, J1 = 12.2 Hz, J2 = 3.8 Hz, 1H, 5-CHz2), 3.88 — 3.80 (m, 2H, 4-
H, 4-CHz), 3.62 — 3.54 (m, 1H, 4-CH2), 3.26 (s, 2H, 4-CH:-OH, 5-
CH2-OH), 2.28 (s, 3H, 4'-CHj3), 2.24 (s, 6H, 2'-CHs, 6'-CH3)

13C.NMR 5 (ppm) = 158.9 (C-3), 139.1 (C-4"), 136.9 (C-2', C-6'), 128.9 (C-3', C-
(101 MHz, CDCl;)  5'), 124.9 (C-1'), 81.7 (C-5), 59.9 (5-CHz), 57.9 (4-CHz), 55.5 (C-4),
21.1 (4'-CHs), 20.1 (2'-CHs, 6'-CHs)

IR (Film) v [cm] = 3384, 2922, 1611, 1454, 1378, 1327, 1052, 852

MS (EI) m/z (%) = 249 (39) [MT*, 188 (65), 169 (67), 158 (63), 145 (77), 130
(100)

HRMS (EI) 249.1366 (berechnet fiir C14H1sNOs: 249.1365)

HPLC-Reinheit 97 % (A = 210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

2-((4RS,5RS)-4-Ethyl-3-mesityl-4,5-dihydroisoxazol-5-yl)ethan-1-ol (30)

C1sH23NO>

M: = 261.37

Die Darstellung von 30 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 3b unter Verwendung

von 329 mg (2.04 mmol) Mesitonitriloxid und 335 mg (3.34 mmol) cis-3-Hexen-1-ol. Flash-

Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Diethylether 3:7) isoliert die Strukturisomere 31

(eluiert zuerst) und 30 (eluiert zuletzt) im Verhaltnis 1:1.3.

Ausbeute: 201 mg (38 %)

"H-NMR
(500 MHz,
CDCls)

13C.NMR
(126 MHz,
CDCly)

IR (Film)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

farbloses Ol

5 (ppm) = 6.89 (s, 2H, 3"-H, 5"-H), 4.88 (ddd, J; = 11.5 Hz, J.= 9.4
Hz, Js = 2.6 Hz, 1H, 5'-H), 3.97 — 3.89 (m, 2H, 1-H), 3.43 (ddd, J; = 9.4
Hz, J, = 9.3 Hz, Js = 5.8 Hz, 1H, 4'-H), 2.29 (s, 3H, 4™-CHa), 2.24 (s,
6H, 2""-CHs, 6"-CHs), 2.02 — 1.93 (m, 1H, 2-H), 1.86 — 1.79 (m, 1H, 2-
H), 1.61—1.51 (m, 1H, 1"-H), 1.44 — 1.32 (m, 1H, 1"-H), 0.82 (t, J= 7.4
Hz, 3H, 2"-H)

5 (ppm) = 162.1 (C-3'), 138.8 (C-4™), 136.9 (C-2", C-6"), 128.8 (C-3",
C-5"), 126.3 (C-1"), 81.3 (C-5'), 60.8 (C-1), 55.5 (C-4'), 31.5 (C-2),
21.2 (4"-CHs), 20.3 (2"-CHs, 6"-CHsg), 18.9 (C-1"), 13.3 (C-2")

¥ [em™] = 3416, 2961, 2934, 2878, 1612, 1458, 1379, 1328, 1305,
1289, 1214, 1047, 889, 852, 832

m/z (%) = 261 (27) [M]*, 216 (100), 172 (40), 145 (50), 130 (62)
261.1727 (berechnet fir C1gH2sNO2: 261.1729)

99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

2-((4RS,5RS)-5-Ethyl-3-mesityl-4,5-dihydroisoxazol-4-yl)ethan-1-ol (31)

C16H23NO>
M; = 261.37

Die Darstellung von 31 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 3b unter Verwendung
von 329 mg (2.04 mmol) Mesitonitriloxid und 335 mg (3.34 mmol) cis-3-Hexen-1-ol. Flash-
Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Diethylether 3:7) isoliert die Strukturisomere 31

(eluiert zuerst) und 30 (eluiert zuletzt) im Verhaltnis 1:1.3.

Ausbeute: 152 mg (29 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 84 °C
"H-NMR o (ppm) = 6.88 (s, 2H, 3"'-H, 5"-H), 4.58 (ddd, J; = 9.7 Hz, J> = 9.7 Hz,

(500 MHz, CDCls)  Js = 3.7 Hz, 1H, 5'-H), 3.66 (ddd, J; = 9.4 Hz, J, = 8.2 Hz, J; = 6.4 Hz,
1H, 4'-H), 3.48 — 3.33 (m, 2H, 1-H), 2.28 (s, 3H, 4"-CHs), 2.25 (s, 6H,
2"-CHs, 6"-CHs), 1.86 — 1.76 (m, 1H, 2-H), 1.77 — 1.69 (m, 1H, 1"-H),
1.66 — 1.60 (m, 1H, 1"-H), 1.57 — 1.49 (m, 1H, 2-H), 1.13 (t, J= 7.3 Hz,
3H, 2"-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 161.4 (C-3'), 161.4 (C-4™), 138.7 (C-2", C-6"), 128.7 (C3",
(126 MHz, CDCl;)  C-5"), 126.3 (C-1"), 84.4 (C5'), 60.8 (C-1), 49.1 (C-4"), 28.3 (C-2), 22.5
(C-1"), 21.1 (4™-CHs), 20.2 (2"-CHs, 6™-CHs), 11.1 (C-2")

IR (Film) v [cm™] = 3417, 2964, 2941, 2877, 1611, 1455, 1378, 1327, 1309,
1055, 894, 852, 755

MS (El) m/z (%) = 261 (30) [M*, 232 (100), 145 (47), 130 (62)
HRMS (EI) 261.1728 (berechnet fir C16H23NO2: 261.1729)
HPLC-Reinheit 91 % (A =210 nm), 94 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,4SR,7RS,7aRS)-3-Mesityl-3a,4,7,7a-tetrahydro-4,7-methanobenzo[d]isoxazol (32)

C17H1sNO

M: = 253.35

Diese Verbindung ist von Bola et al.l'®! bereits beschrieben. Eine Synthesevorschrift sowie

vollstédndige analytische Daten fehlen jedoch.

Die Darstellung von 32 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 3a unter Verwendung

von 364 mg (2.26 mmol) Mesitonitriloxid und 227 mg (2.46 mmol) Norbornadien. Durch

Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Gradient Isohexan/Ethylacetat 97:3 — 4:1) lassen sich

das Monoaddukt 32 (eluiert zuerst) sowie die beiden isomeren Diaddukte 33 (eluiert als

zweites) und 34 (eluiert zuletzt) isolieren.

Ausbeute: 303 mg (53 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 128 °C
"H-NMR o (ppm) = 6.92 — 6.88 (m, 2H, 3'-H, 5'-H), 6.19 (dd, J; = 5.8 Hz, J> =

(400 MHz, CDCls)

13C-NMR
(126 MHz, CDCls)

IR (ATR)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

3.0 Hz, 1H, 5-H), 6.08 (dd, J; = 5.8 Hz, J> = 3.1 Hz, 1H, 6-H), 5.02 (br.d,
J = 8.2 Hz, 1H, 7a-H), 3.56 (br.d, J = 8.2 Hz, 1H, 3a-H), 3.32 (ddd, J;
= 3.1 Hz, J> = 1.5 Hz, J5 = 1.5 Hz, 1H, 7-H), 2.93 — 2.88 (m, 1H, 4-H),
2.29 (s, 3H, 4'-CHa), 2.28 (s, 6H, 2'-CHs, 6'-CHs), 2.07 (ddd, J; = 9.2 Hz,
J2=1.6 Hz, J; = 1.6 Hz, 1H, 8-H), 1.74 (ddd, J; = 9.3 Hz, J> = 1.6 Hz,
Js = 1.6 Hz, 1H, 8-H)

5 (ppm) = 157.1 (C-3), 140.4 (C-5), 138.7 (C-4'), 136.8 (C-2', C-6'),
136.0 (C-6), 128.9 (C-3', C-5'), 126.4 (C-1'), 88.5 (C-7a), 62.5 (C-3a),
49.7 (C-7), 44.9 (C-4), 43.7 (C-8), 21.2 (4'-CHs), 20.3 (2'-CHs, 6'-CHs)

v [em™] = 3067, 3046, 3003, 2980, 2970, 2952, 2924, 2891, 1455,
1323, 902, 858, 714

m/z (%) = 253 (63) [MT*, 188 (55), 187 (66), 158 (100), 144 (50)
253.1470 (berechnet fiir C17H1sNO: 253.1467)
> 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,4RS,4aRS,7aRS,8RS,8aRS)-3,7-Dimesityl-3a,4,4a,7a,8,8a-hexahydro-4,8-

Die Darstellung von 33

methanobenzo[1,2-d:4,5-d"]diisoxazol (33)

(*)

C27H30N20-
M, = 414.55

erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 3a unter Verwendung

von 364 mg (2.26 mmol) Mesitonitriloxid und 227 mg (2.46 mmol) Norbornadien. Durch

Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Gradient Isohexan/Ethylacetat 97:3 — 4:1) lassen sich

das Monoaddukt 32 (eluiert zuerst) sowie die beiden isomeren Diaddukte 33 (eluiert als

zweites) und 34 (eluiert zuletzt) isolieren.

Ausbeute: 98 mg (21 %) farblose Kristalle

Schmelzpunkt:

H-NMR
(500 MHz, CDCl,)

13C-NMR
(126 MHz, CDCls)

IR (ATR)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

170

Zersetzung bei 293 °C

5 (ppm) = 6.92 (s, 4H, 3-H, 5'-H, 3"-H, 5"-H), 4.68 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
4a-H, 8a-H), 3.39 (d, J = 8.1 Hz, 2H, 3a-H, 7a-H), 2.73 (s, 2H, 4-H, 8-
H), 2.30 (s, 6H, 4'-CHa, 4"-CHs), 2.28 (s, 12H, 2'-CHs, 6'-CHs, 2"-CHs,
6"-CHa), 2.02 (s, 2H, 9-H)

5 (ppm) = 156.7 (C-3, C-7), 139.0 (C-4', C-4"), 136.6 (C-2', C-6', C-2",
C-6"), 128.9 (C-3', C-5', C-3", C-5"), 125.3 (C-1', C-1"), 85.5 (C-4a, C-
8a), 57.2 (C-3a, C-7a), 45.4 (C-4, C-8), 27.6 (C-9), 21.1 (4-CHs, 4"-
CHs), 20.1 (2-CHs, 6'-CHa, 2"-CHs, 6"-CHs)

¥ [cm™] = 3104, 3024, 2980, 2919, 2884, 1611, 1458, 1432, 1371,
1055, 951, 922, 898, 859, 848, 831

m/z (%) = 414 (24) [M]*, 158 (22), 145 (57), 144 (22), 130 (100)
414.2308 (berechnet fir Co7HaoN202: 414.2307)

98 % (A = 210 nm), > 99 % (A = 254 nm)



EXPERIMENTELLER TEIL

(3aR,4s,4aS,7aR,8s,8aS)-3,5-Dimesityl-3a,4,4a,7a,8,8a-hexahydro-4,8-

methanobenzo[1,2-d:5,4-d"|diisoxazol (34)

C27H30N202

M: = 414.55

Die Darstellung von 34 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 3a unter Verwendung

von 364 mg (2.26 mmol) Mesitonitriloxid und 227 mg (2.46 mmol) Norbornadien. Durch

Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Gradient Isohexan/Ethylacetat 97:3 — 4:1) lassen sich

das Monoaddukt 32 (eluiert zuerst) sowie die beiden isomeren Diaddukte 33 (eluiert als

zweites) und 34 (eluiert zuletzt) isolieren.

Ausbeute: 38 mg (8 %)

Schmelzpunkt:

H-NMR
(500 MHz, CDCls)

13C-NMR
(126 MHz, CDCls)

IR (ATR)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

farblose Kristalle
230 °C

5 (ppm) = 6.86 (s, 4H, 3-H, 5'-H, 3"-H, 5"-H), 4.77 (d, J = 8.3 Hz, 2H,
7a-H, 8a-H), 3.38 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 3a-H, 4a-H), 3.24 — 3.17 (m, 1H,
8-H), 2.32 — 2.29 (m, 1H, 4-H), 2.25 (s, 6H, 4'-CHs, 4"-CHs), 2.22 (s,
12H, 2'-CHs, 6'-CHa, 2"-CHs, 6"-CHs), 2.02 — 1.96 (m, 2H, 9-H)

5 (ppm) = 156.7 (C-3, C-5), 139.1 (C-4', C-4"), 136.6 (C-2', C-6', C-2",
C-6"), 129.0 (C-3', C-5', C-3", C-5"), 125.4 (C-1', C-1"), 82.9 (C-7a, C-
8a), 61.3 (C-3a, C-4a), 50.6 (C-8), 41.4 (C-4), 28.1 (C-9), 21.1 (4-CHs,
4"-CHs), 20.2 (2'-CHs, 6'-CHs, 2"-CHs, 6"-CHs)

¥ [em™] = 3085, 3070, 3006, 2958, 2920, 2858, 1731, 1515, 1501,
1424, 859

m/z (%) = 414 (42) [MT]*, 210 (35), 158 (52), 145 (65), 130 (100)
414.2309 (berechnet fir Co7HaoN202: 414.2307)

88 % (A =210 nm), 95 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aS,5S,7S,7aS)-3-Mesityl-6,6,7a-trimethyl-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-5,7-

Die Darstellung von 35

methanobenzo[d]isoxazol (35)

C20H27NO
M: = 297.44

erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 3a unter Verwendung

von 496 mg (3.08 mmol) Mesitonitriloxid und 645 mg (4.73 mmol) (+)-a-Pinen. Aufreinigung

mittels FSC (Kieselgel,

Isohexan/Ethylacetat 97:3).

Ausbeute: 354 mg (39 %) farblose Kristalle

Schmelzpunkt:

H-NMR
(400 MHz, CDCls)

13C-NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (KBr)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

172

141 °C

5 (ppm) =6.95 — 6.83 (m, 2H, 3'-H, 5-H), 3.34 (dd, J: = 11.3 Hz, J> =
3.8 Hz, 1H, 3a-H), 2.33 (s, 6H, 2'-CHs, 6'-CHa), 2.31 — 2.26 (m, 1H, 8-
H), 2.29 (s, 3H, 4'-CHs), 2.19 (dd, Js = 6.1 Hz, J2 = 4.8 Hz, 1H, 7-H),
1.98 — 1.92 (m, 1H, 5-H), 1.87 (dddd, J; = 13.7 Hz, J>= 11.3 Hz, J; =
2.2 Hz, Js= 2.1 Hz, 1H, 4-H), 1.63 (ddd, J: = 13.9 Hz, Jo= 3.8 Hz, J; =
3.6 Hz, 1H, 4-H), 1.49 (s, 3H, 7a-CHs), 1.39 (d, J = 10.7 Hz, 1H, 8-H),
1.31 (s, 3H, 6-CHs), 0.92 (s, 3H, 6-CHs)

5 (ppm) = 159.5 (C-3), 138.6 (C-4'), 137.2 (C-2', C-6'), 128.9 (C-3', C-
5, 126.4 (C-1'), 90.2 (C-7a), 50.4 (C-7), 49.2 (C-3a), 39.5 (C-5), 37.8
(C-6), 27.9 (7a-CHs), 27.8 (C-4), 27.0 (6-CHs), 26.3 (C-8), 23.4 (6-
CH3), 21.2 (4'-CHs), 20.6 (2'-CHs, 6'-CHa)

¥ [cm™] = 3001, 2997, 2985, 2976, 2926, 2869, 1474, 1458, 1446,
1373, 1322, 924, 885, 866

m/z (%) = 297 (100) [M]*, 282 (100), 254 (27), 146 (60), 145 (25), 119
(30)

297.2064 (berechnet fur C2oH27NO: 297.2093)

>99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)



EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,7aRS)-3-Mesityl-4,5,6,7-tetrahydrobenzo[d]isoxazol-7a(3aH)-ol (39)

C16H21NO>

M: = 259.35

Die Darstellung von 39 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 4 unter Verwendung

von 0.50 mL (4.8 mmol) Cyclohexanon und 208 mg (1.29 mmol) Mesitonitriloxid. Aufreinigung

durch Waschen des Riickstandes mit Isohexan.

Ausbeute: 245 mg (73 %) farbloser Feststoff

Schmelzpunkt:

H-NMR
(400 MHz, CDCl5)

13C.NMR
(126 MHz, CDCl,)

IR (KBr)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

119 °C

5 (ppm) = 6.91 — 6.88 (m, 2H, 3'-H, 5-H), 3.13 — 3.06 (m, 1H, 3a-H),
2.70 (s, 1H, OH), 2.39 — 2.32 (m, 1H, 7-H), 2.33 (s, 6H, 2'-CHs, 6'-CHs),
2.29 (s, 3H, 4'-CHa), 1.92 — 1.81 (m, 2H, 4-H, 7-H), 1.81 = 1.72 (m, 1H,
6-H), 1.70 — 1.63 (m, 1H, 5-H), 1.53 — 1.40 (m, 1H, 6-H), 1.29 — 1.21
(m, 1H, 4-H), 1.21 = 1.12 (m, 1H, 5-H)

5 (ppm) = 164.8 (C-3), 138.8 (C-4'), 137.3 (C-2', C-6"), 128.7 (C-3', C-
5'), 125.7 (C-1'), 105.4 (C-7a), 54.9 (C-3a), 32.2 (C-7), 26.9 (C-4), 22.2
(C-6), 21.7 (C-5), 21.1 (4'-CHs), 20.18 (2'-CHs, 6'-CHs)

v [cm™] = 3425, 2946, 2860, 1611, 1454, 1442, 1414, 1322, 1258,
1104, 1091, 958, 923, 860, 847, 828, 799

m/z (%) = 259 (45) [M]*, 242 (52), 241 (100), 285 (62), 284 (67), 172
(70), 145 (62), 130 (55)

259.1567 (berechnet fir C16H21NO2: 259.1572)

>99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-Mesityl-4,5,6,7-tetrahydrobenzo[d]isoxazol (40)

C16H19NO
M: = 241.33

Die Darstellung von 40 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5 unter Verwendung
von 181 mg (0.699 mmol) 3-Mesityl-4,5,6,7-tetrahydrobenzo[d]isoxazol-7a(3aH)-ol (39).

Ausbeute: 159 mg (95 %) farbloses Ol

H-NMR 5 (ppm) = 6.93 — 6.90 (m, 2H, 3-H, 5-H), 2.77 (i, J; = 6.4 Hz,

(400 MHz, CDCls)  J»= 1.5 Hz, 2H, 7-H), 2.31 (s, 3H, 4-CHs), 2.16 (it, J; = 6.0 Hz, J> =
1.6 Hz, 2H, 4-H), 2.08 (s, 6H, 2'-CHs, 6'-CHs), 1.95 — 1.84 (m, 2H, 6-
H), 1.79 — 1.68 (m, 2H, 5-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 168.1 (C-7a), 161.0 (C-3), 138.5 (C-4'), 137.1 (C-2', C-6"),

(126 MHz, CDCI;)  128.1 (C-3', C-5'), 125.8 (C-1'), 112.7 (C-3a), 22.8 (C-7), 22.6 (C-5),
22.3 (C-6), 21.2 (4'-CHs), 19.9 (2'-CHs, 6'-CHs), 19.6 (C-4)

IR (Film) ¥ [em™] = 3003, 2938, 2856, 1635, 1613, 1453, 1429, 1320, 1209,
1153, 986, 864, 851

MS (EI) m/z (%) = 241 (100) [MT*, 185 (55), 184 (55)
HRMS (EI) 241.1465 (berechnet fiir C1eH1sNO: 241.1467)
HPLC-Reinheit > 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,6aRS)-3-Mesityl-3a,4,5,6-tetrahydro-6aH-cyclopenta[d]isoxazol-6a-ol (41)

C15H19NO>

M: = 245.32

Die Darstellung von 41 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 4 unter Verwendung

von 0.30 mL (3.4 mmol) Cyclopentanon und 245 mg (1.52 mmol) Mesitonitriloxid. Aufreinigung

durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel, Gradient Isohexan/Ethylacetat 4:1 — 1:1).

Ausbeute: 292 mg (78 %) hellgelbe Kristalle

Schmelzpunkt:

H-NMR
(400 MHz, CDCls)

13C-NMR
(126 MHz, CDCls)

IR (Film)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

117 °C

5 (ppm) = 6.90 (s, 2H, 3'-H, 5-H), 3.63 — 3.56 (m, 1H, 3a-H), 3.15 —
3.06 (m, 1H, OH), 2.39 — 2.32 (m, 1H, 6-H), 2.29 (s, 3H, 4'-CH3), 2.28
(s, 6H, 2'-CHs, 6'-CHs), 2.07 — 1.98 (m, 1H, 6-H), 1.98 — 1.87 (m, 1H,
4-H), 1.86 — 1.81 (m, 1H, 5-H), 1.81 — 1.70 (m, 2H, 5-H, 4-H)

5 (ppm) = 160.8 (C-3), 138.8 (C-4'), 136.9 (C-2', C-6"), 128.7 (C-3', C-
5, 125.9 (C-1'), 118.3 (C-6a), 60.4 (C-3a), 39.3 (C-6), 29.1 (C-4), 25.2
(C-5), 21.1 (4'-CHs), 19.9 (2'-CHs, 6'-CHa)

¥ [em™] = 3363, 2960, 2871, 1612, 1452, 1378, 1323, 1243, 1222,
1196, 1093, 1072, 872, 852, 812, 787, 755

m/z (%) = 245 (35) [M]*, 227 (100), 226 (65), 172 (77), 171 (96), 145
(60), 130 (70)

245.1398 (berechnet fur C1sH1gNO2: 245.1416)

98 % (A = 210 nm), 97 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,8aRS)-3-Mesityl-3a,4,5,6,7,8-hexahydro-8aH-cyclohepta[d]isoxazol-8a-ol (42)

C17H23NO>
M, =273.38

Die Darstellung von 42 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 4 unter Verwendung
von 226 mg (2.02 mmol) Cycloheptanon und 294 mg (1.82 mmol) Mesitonitriloxid. Aufreinigung

durch Waschen des Ruckstandes mit Isohexan.

Ausbeute: 178 mg (36 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 167 °C
H-NMR 0 (ppm) =6.90 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 6.32 (s, 1H, OH), 3.11 - 3.03 (m, 1H,

(400 MHz, DMSO-de) 3a-H), 2.23 (s, 3H, 4'-CHs), 2.19 (s, 6H, 2'-CHs, 6'-CHs), 2.13 (dd, J; =
14.2 Hz, J> = 8.3 Hz, 1H, 8-H), 1.86 (dd, J; = 14.2 Hz, J; = 10.9 Hz,
1H, 8-H), 1.80 — 1.65 (m, 3H, 5-H, 6-H, 7-H), 1.54 — 1.40 (m, 1H, 7-H),
1.40 — 1.33 (m, 2H, 4-H, 6-H), 1.33 — 1.16 (m, 2H, 4-H, 5-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 160.7 (C-3), 137.9 (C-4"), 136.8 (C-2', C-6'), 128.3 (C-3', C-
(101 MHz, DMSO-ds) 5'), 126.1 (C-1'), 110.2 (C-8a), 62.0 (C-3a), 36.3 (C-8), 30.6 (C-6), 29.2
(C-5), 26.6 (C-4), 23.7 (C-7), 20.6 (4'-CHs), 19.6 (2'-CHs, 6'-CHs)

IR (KBr) U [em™] = 3441, 2941, 2927, 2860, 1612, 1444, 1414, 1327, 1276,
1213, 1078, 1052, 1019, 886, 854, 814

MS (EI) m/z (%) = 273 (8) [MT*, 255 (100), 212 (45), 172 (78), 159 (54), 158
(54)

HRMS (EI) 273.1716 (berechnet fir C17HzsNO2: 273.1729)

HPLC-Reinheit > 99 % (A =210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-Mesityl-5,6,7,8-tetrahydro-4H-cyclohepta[d]isoxazol (43)

C17H21NO

M: = 255.36

Die Darstellung von 43 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5 unter Verwendung

von 108 mg (0.396 mmol) 3-Mesityl-3a,4,5,6,7,8-hexahydro-8aH-cyclohepta[d]isoxazol-8a-ol

(42).
Ausbeute: 93 mg (92 %) farbloses Ol
H-NMR 0 (ppm) = 6.95 — 6.88 (m, 2H, 3'-H, 5'-H), 2.98 — 2.90 (m, 2H, 8-H),

(400 MHz, CDCls)

13C.NMR
(101 MHz, CDCl,)

IR (Film)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

2.31 (s, 3H, 4-CHa), 2.17 — 2.09 (m, 2H, 4-H), 2.06 (s, 6H, 2'-CHs,
6'-CHs), 1.88 — 1.80 (m, 2H, 6-H), 1.80 — 1.73 (m, 2H, 7-H), 1.65 — 1.58
(m, 2H, 5-H)

5 (ppm) = 170.9 (C-8a), 162.6 (C-3), 138.5 (C-4'), 137.4 (C-2', C-6'),
128.1 (C-3', C-5'), 125.8 (C-1'), 115.9 (C-3a), 30.9 (C-6), 28.3 (C-5),
28.0 (C-8), 26.0 (C-7), 22.7 (C-4), 21.2 (4'-CHs), 19.9 (2'-CHs, 6'-CHs)

v [em™] = 3003, 2924, 2851, 1627, 1613, 1445, 1426, 1339, 1173,
1134, 980, 902, 890, 848

m/z (%) = 255 (100) [M]*, 212 (40), 172 (48)
255.1623 (berechnet fir C17H21NO: 255.1623)

99 % (A = 210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-Mesityl-4,5,6,7-tetrahydro-4,7-methanobenzo|[d]isoxazol-

7a(3aH)-ol (44)

C17H21NO>

M: = 271.36

Die Darstellung von 44 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 4 unter Verwendung

von 824 mg (7.48 mmol) Norcampher und 607 mg (3.77 mmol) Mesitonitriloxid. Aufreinigung

durch Waschen des Rickstandes mit Isohexan.

Ausbeute: 870 mg (85 %) farblose Kristalle

Schmelzpunkt:

H-NMR
(400 MHz, CDCls)

13C-NMR
(126 MHz, CDCls)

IR (KBr)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

178

187 °C

5 (ppm) = 6.89 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 2.99 (s, 1H, OH), 2.89 (d, J = 2.1 Hz,
1H, 3a-H), 2.66 — 2.60 (m, 1H, 7-H), 2.36 — 2.32 (m, 1H, 4-H), 2.29 (s,
3H, 4'-CHs), 2.26 (s, 6H, 2'-CHa, 6'-CHa), 1.90 (br. d, J = 10.5 Hz, 1H,
8-H), 1.87 — 1.80 (m, 1H, 6-H), 1.70 — 1.62 (m, 1H, 5-H), 1.63 — 1.50
(m, 1H, 6-H), 1.44 — 1.36 (m, 1H, 5-H), 1.34 (br. d, J = 10.5 Hz, 1H, 8-
H)

5 (ppm) = 159.5 (C-3), 138.7 (C-4'), 136.7 (C-2', C-6'"), 128.6 (C-3', C-
5'), 126.2 (C-1'), 115.4 (C-7a), 65.5 (C-3a), 46.7 (C-7), 40.3 (C-4), 35.6
(C-8), 28.2 (C-5), 22.2 (C-6), 21.1 (4'-CHs), 19.99 (2'-CHs 6'-CHs)

v [em™] = 3299, 3093, 2960, 2952, 2879, 1613, 1477, 1458, 1333,
1315, 1296, 1230, 1184, 1135, 1075, 1060, 1003, 953, 904, 883, 850,
828, 788

m/z (%) = 271 (21) [MT*, 270 (85), 219 (57), 181 (60), 169 (63), 131
(100), 130 (95)

271.1581 (berechnet fur C17H21NO2: 271.1572)

99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)



EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,7aRS)-5-Ethyl-3-mesityl-4,5,6,7-tetrahydroisoxazolo[4,5-c]pyridin-7a(3aH)-ol (45)

C17H24N20>

M: = 288.39

Die Darstellung von 45 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 4 unter Verwendung

von 501 mg (3.94 mmol) 1-Ethyl-4-piperidon und 147 mg (0.912 mmol) Mesitonitriloxid.

Aufreinigung mittels Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol 9:1).

Ausbeute: 210 mg (80 %) gelbe Kristalle

Schmelzpunkt:

H-NMR
(500 MHz, CDCl5)

13C.NMR
(126 MHz, CDCls)

IR (Film)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

119 °C

5 (ppm) = 6.90 (s, 2H, 3-H, 5'-H), 3.37 (dd, Js = 11.0 Hz, J> = 7.0 Hz,
1H, 3a-H), 2.96 (ddd, J; = 11.1 Hz, J2 = 7.0 Hz, J5 = 2.2 Hz, 1H, 4-H),
2.90 — 2.86 (m, 1H, 6-H), 2.49 — 2.35 (m, 2H, N-CHy), 2.36 — 2.33 (m,
1H, 7-H), 2.33 (s, 6H, 2'-CHa, 6'-CHs), 2.29 (s, 3H, 4'-CH3), 2.22 — 2.14
(m, 2H, 6-H, 7-H), 1.88 (dd, J; = 11.1 Hz, J> = 11.0 Hz, 1H, 4-H), 1.04
(t, J = 7.2 Hz, 3H, N-CH,-CHs)

5 (ppm) = 163.3 (C-3), 139.0 (C-4'), 137.4 (C-2', C-6"), 128.9 (C-3', C-
5'), 125.4 (C-1'), 104.3 (C-7a), 54.7 (C-3a), 53.5 (C-4), 51.3 (N-CH,),
50.0 (C-6), 32.2 (C-7), 21.1 (4'-CHs), 20.3 (2-CHs, 6'-CHs), 12.3 (N-
CH,-CHs)

v [cm™] = 3322, 2970, 2927, 2821, 1612, 1473, 1454, 1379, 1364,
1343, 1324, 1302, 1214, 1115, 1082, 1052, 849, 835, 769, 756

m/z (%) = 288 (55) [M]*, 271 (58), 172 (100), 126 (60)
288.1842 (berechnet fir C17H2aN202: 288.1838)

>99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Ethyl-3-mesityl-4,5,6,7-tetrahydroisoxazolo[4,5-c]pyridin (46)

C17H22N20
M, =270.38

Die Darstellung von 46 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5 unter Verwendung
von 130mg (0.450 mmol) 5-Ethyl-3-mesityl-4,5,6,7-tetrahydroisoxazolo[4,5-c]pyridin-
7a(3aH)-ol (45).

Ausbeute: 121 mg (99 %) orangefarbenes Ol

H-NMR 5 (ppm) = 6.92 (s, 2H, 3'-H, 5-H), 3.16 (s, 2H, 4-H), 2.94 — 2.89 (m,

(500 MHz, CDCls)  2H, 7-H), 2.85 (t, J = 5.6 Hz, 2H, 6-H), 2.60 (g, J = 7.2 Hz, 2H, N-CH,),
2.31 (s, 3H, 4'-CHs), 2.10 (s, 6H, 2'-CHs, 6'-CHs), 1.12 (t, J = 7.2 Hz,
3H, N-CH,-CH)

13C-NMR 5 (ppm) = 166.8 (C-7a), 159.5 (C-3), 138.8 (C-4"), 137.2 (C-2', C-6),

(101 MHz, CDCl;)  128.2 (C-3', C-5), 125.2 (C-1), 111.9 (C-3a), 51.1 (N-CH,), 49.2 (C-6),
47.3 (C-4), 23.8(C-7), 21.2 (4'-CHs), 20.0 (2'-CHs, 6'-CHs), 12.5 (N-
CH,-CHs)

IR (Film) ¥ [em™] = 2970, 2922, 2804, 2765, 1648, 1613, 1455, 1377, 1330,
1211, 1146, 1090, 852, 755

MS (EI) m/z (%) = 270 (95) [M']*, 269 (100), 255 (72)
HRMS (EI) 270.1732 (berechnet fir C17Hz2N,0: 270.1732)
HPLC-Reinheit 97 % (A = 210 nm), 97 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,7aSR)-3-Mesityl-3a,4,6,7-tetrahydro-7aH-pyrano[3,4-d]isoxazol-7a-ol (47)

C15H19NO3

M: = 261.32

Die Darstellung von 47 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 4 unter Verwendung

von 0.37 g (3.7 mmol) Tetrahydro-4H-pyran-4-on und 0.20 g (1.2 mmol) Mesitonitriloxid.

Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 1:1).

Ausbeute: 252 mg (80 %) hellgelbes Ol

H-NMR
(500 MHz, CDCls)

13C.NMR
(101 MHz, CDCl,)

IR (Film)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

5 (ppm) = 6.90 (s, 2H, 3-H, 5'-H), 4.04 — 3.99 (m, 2H, 4-H, 6-H), 3.54
(ddd, Js = 11.8 Hz, J2 = 11.8 Hz, J5 = 3.5 Hz, 1H, 6-H), 3.34 (dd, J; =
9.6 Hz, J> = 6.8 Hz, 1H, 3a-H), 3.24 (dd, J; = 11.4 Hz, J> = 9.6 Hz, 1H,
4-H), 2.92 (s, 1H, OH), 2.31 (s, 6H, 2-CHa, 6'-CHs), 2.29 (s, 3H, 4"
CHs), 2.28 — 2.26 (m, 1H, 7-H), 2.19 (ddd, J; = 14.2 Hz, J> = 11.9 Hz,
Js = 6.1 Hz, 1H, 7-H)

5 (ppm) = 161.8 (C-3), 139.2 (C-4'), 137.2 (C-2', C-6"), 128.9 (C-3', C-
5'), 125.0 (C-1'), 103.5 (C-7a), 66.7 (C-4), 65.0 (C-6), 55.1 (C-3a), 32.0
(C-7), 21.1 (4'-CHs), 20.1 (2'-CHs, 6'-CHa)

¥ [em™] = 3357, 2963, 2923, 2865, 1611, 1452, 1380, 1347, 1322,
1286, 1217, 1123, 1098, 1022, 943, 838

m/z (%) = 261 (100) [MT*, 244 (58), 172 (95), 145 (60)
261.1366 (berechnet fir C1sH19NO3: 261.1365)

98 % (A = 210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-Mesityl-6,7-dihydro-4H-pyrano[3,4-d]isoxazol (48)

C15H17NO>
M; = 243.31

Die Darstellung von 48 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5 unter Verwendung
von 0.25 g (0.96 mmol) 3-Mesityl-3a,4,6,7-tetrahydro-7aH-pyrano[3,4-dlisoxazol-7a-ol (47).
Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 160 mg (68 %) farbloses Ol

H-NMR 5 (ppm) = 6.92 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 4.36 (t, J = 1.7 Hz, 2H, 4-H), 4.00 (t,
(500 MHz, CDCls)  J = 5.6 Hz, 2H, 6-H), 2.94 (tt, J: = 5.5 Hz, J> = 1.7 Hz, 2H, 7-H), 2.31
(s, 3H, 4-CHs), 2.10 (s, 6H, 2'-CHs, 6'-CHs)

13C.NMR 5 (ppm) = 165.4 (C-7a), 158.5 (C-3), 139.0 (C-4"), 137.1 (C-2', C-6),
(101 MHz, CDCI;)  128.3 (C-3', C-5'), 124.9 (C-1), 111.7 (C-3a), 63.8 (C-6), 62.5 (C-4),
24.6 (C-7), 21.1 (4'-CHs), 19.9 (2'-CHs, 6'-CHs)

IR (Film) ¥ [cm™] = 2922, 2856, 1638, 1612, 1441, 1327, 1208, 1180, 1081, 986,
958, 854, 836, 743

MS (El) m/z (%) = 243 (100) [M7*, 242 (78), 213 (55), 186 (45), 130 (40)
HRMS (EI) 243.1257 (berechnet fur C1sH17NO2: 243.1259)
HPLC-Reinheit 99 % (A =210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,7aRS)-3-Mesityl-3a,4,6,7-tetrahydro-7aH-thiopyrano[3,4-dlisoxazol-7a-ol (49)

C15H19NO2S

M. = 277.38

Die Darstellung von 49 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 4 unter Verwendung

von 0.34 g (2.9 mmol) Tetrahydro-4H-thiopyran-4-on und 0.40 g (2.5 mmol) Mesitonitriloxid.

Aufreinigung mittels

FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 3:1) und anschlieRendem

Umkristallisieren aus Ethanol.

Ausbeute: 644 mg (94 %) blassgelbe Kristalle

Schmelzpunkt:

H-NMR
(500 MHz, DMSO-dc)

13C-NMR
(126 MHz, DMSO-ds)

IR (KBr)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

171 °C

5 (ppm) = 6.92 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 6.73 (s, 1H, OH), 3.26 (dd, J; = 10.0
Hz, Jo = 5.5 Hz, 1H, 3a-H), 2.75 — 2.65 (m, 2H, 4-H, 6-H), 2.59 (ddd, J;
= 12.9 Hz, J>= 10.0 Hz, J5 = 3.7 Hz, 1H, 6-H), 2.37 (ddd, Js = 14.5 Hz,
J2=6.5Hz, Js = 3.7 Hz, 1H, 7-H), 2.31 (dd, J; = 13.4 Hz, J, = 10.0 Hz,
1H, 4-H), 2.24 (s, 9H, 2'-CHs, 4'-CHs, 6'-CHs), 2.09 (ddd, J; = 14.5 Hz,
J>=10.0 Hz, J5 = 4.1 Hz, 1H, 7-H)

5 (ppm) = 160.5 (C-3), 138.2 (C-4'), 136.9 (C-2', C-6"), 128.5 (C-3', C-
5, 125.5 (C-1'), 104.4 (C-7a), 55.7 (C-3a), 32.2 (C-7), 25.6 (C-4), 23.6
(C-6), 20.6 (4'-CHs), 19.8 (2'-CHs, 6'-CHs)

¥ [cm™] = 3335, 3010, 2960, 2946, 2917, 2852, 1611, 1427, 1319,
1247, 1227, 1108, 1063, 1049, 852, 830

m/z (%) = 277 (90) [MT*, 260 (37), 172 (100), 145 (78)
277.1139 (berechnet fiir C1sH1gNO2*S: 277.1136)

99 % (A =210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-Mesityl-6,7-dihydro-4H-thiopyrano[3,4-d]isoxazol (50)

C1sH17NOS
M, = 259.37

Die Darstellung von 50 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5 unter Verwendung
von 0.53 g (1.9 mmol) 3-Mesityl-3a,4,6,7-tetrahydro-7aH-thiopyrano[3,4-d]isoxazol-7a-ol (49).

Ausbeute: 491 mg (99 %) hellgelbe Kristalle
Schmelzpunkt: 62 °C
"H-NMR 0 (ppm) = 6.93 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 3.23 (t, J = 1.5 Hz, 2H, 4-H), 3.10 —

(500 MHz, CDCls)  3.05 (m, 2H, 7-H), 2.98 (t, J = 5.8 Hz, 2H, 6-H), 2.32 (s, 3H, 4'-CHj),
2.08 (s, 6H, 2'-CHs, 6'-CHs)

13C-NMR 5 (ppm) = 167.6 (C-7a), 160.3 (C-3), 139.1 (C-4"), 137.3 (C-2', C-6),
(126 MHz, CDCl;)  128.4 (C-3', C-5), 124.9 (C-1'), 110.1 (C-3a), 25.4 (C-6), 25.4 (C-7),
21.6 (C-4), 21.3 (4'-CHs), 20.0 (2'-CHs, 6'-CHa)

IR (Film) ¥ [em™] = 3002, 2919, 2857, 1636, 1613, 1439, 1332, 1224, 852
MS (El) m/z (%) = 259 (76) [MT*, 203 (79), 147 (100)

HRMS (El) 259.1018 (berechnet fiir C15H17NO*2S: 259.1031)
HPLC-Reinheit nicht bestimmt, da instabil
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EXPERIMENTELLER TEIL

(4RS,5RS)-5-Ethyl-3-mesityl-4-methyl-4,5-dihydroisoxazol-5-ol (51)

C15H21NO>

M: = 247.34

Die Darstellung von 51 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 4 unter Verwendung

von 0.42 mL (4.0 mmol) 3-Pentanon und 0.21 g (1.3 mmol) Mesitonitriloxid. Aufreinigung

mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 280 mg (87 %) farbloser Feststoff

Schmelzpunkt:

H-NMR
(400 MHz, DMSO-dc)

13C.NMR
(101 MHz, DMSO-de)

IR (KBr)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

95 °C

5 (ppm) = 6.91 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 6.28 (s, 1H, OH), 3.37 (q, J = 7.4 Hz,
1H, 4-H), 2.24 (s, 3H, 4-CHs), 2.15 (s, 6H, 2'-CHa, 6'-CHs), 1.88 (q, J
= 7.5 Hz, 2H, 5-CH,), 0.98 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 5-CH2-CHs3), 0.83 (d, J =
7.5 Hz, 3H, 4-CHa)

5 (ppm) = 161.8 (C-3), 137.8 (C-4'), 136.8 (C-2', C-6"), 128.1 (C-3', C-
5'), 126.4 (C-1'), 107.8 (C-5), 49.4 (C-4), 30.8 (5-CHy), 20.6 (4'-CHs),
19.6 (2'-CHs, 6'-CHs), 9.0 (4-CHs), 8.5 (5-CH,-CHs)

U [em™] = 3425, 2995, 2979, 2966, 2942, 2921, 2883, 2858, 1613,
1463, 1189, 992, 966, 916, 854, 840, 815

m/z (%) = 247 (10) [M]*, 229 (45), 200 (65), 172 (100)
247.1572 (berechnet fiir C1sHa1NO2: 247.1572)

>99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)

185



EXPERIMENTELLER TEIL

5-Ethyl-3-mesityl-4-methylisoxazol (52)

C1sH1eNO
M, = 229.32

Die Darstellung von 52 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5 unter Verwendung
von 0.22 g (0.89 mmol) 5-Ethyl-3-mesityl-4-methyl-4,5-dihydroisoxazol-5-ol (51).

Ausbeute: 190 mg (93 %) gelbes Ol
H-NMR 5 (ppm) = 6.92 (s, 2H, 3"-H, 5'-H), 2.78 (q, J = 7.6 Hz, 2H, 5-CHy), 2.32

(400 MHz, CDCls) (s, 3H, 4'-CHs), 2.06 (s, 6H, 2'-CHs, 6'-CHs), 1.71 (s, 3H, 4-CHs), 1.34
(t, J = 7.6 Hz, 3H, 5-CH,-CHs)

13C-NMR 5 (ppm) = 169.6 (C-5), 163.2 (C-3), 138.5 (C-4'), 137.2 (C-2', C-6'),
(101 MHz, CDCl;)  128.1 (C-3', C-5'), 125.9 (C-1'), 108.5 (C-4), 21.2 (4-CHs), 19.8 (2
CHs, 6'-CHs), 19.4 (5-CHz), 11.9 (5-CH2-CH3), 6.7 (4-CHs)

IR (Film) ¥ [em™] = 2976, 2924, 1630, 1614, 1460, 1427, 1386, 1377, 1325,
1190, 1035, 1011, 894, 850

MS (EI) m/z (%) = 229 (76) [M']*, 200 (100), 172 (90)
HRMS (EI) 229.1468 (berechnet fiir C1sH1sNO: 229.1467)
HPLC-Reinheit 99 % (A = 210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Butyl-3-mesitylisoxazol (53)

C1sH21NO
M = 243.35

2.0 mL LDA-L6sung (2M in THF) (4.0 mmol) werden in 2 mL trockenem THF auf -78 °C
gekudhlt. Unter Ruhren in Stickstoffatmosphare werden 0.30 mL (2.4 mmol) 2-Hexanon
zugetropft und die Mischung 2 h bei -78 °C gerthrt. 0.23 g (1.4 mmol) Mesitonitriloxid werden
in 4 mL trockenem THF gel6st, zugetropft und die Mischung 14 h gerthrt, wobei langsam auf
Raumtemperatur erwarmt wird. Anschlieliend wird gesattigte NH4Cl-Losung zugesetzt und mit
3 x 30 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tGber MgSO,
getrocknet, das L&sungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand durch Flash-
Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1) gereinigt.

Das erhaltene 5-Butyl-3-mesityl-4,5-dihydroisoxazol-5-ol wird ohne weitere Charakterisierung
in 5 mL Methanol gel6st. Unter Rihren wird eine Losung von 0.50 g Na;COs in 2 mL H;O
zugegeben und die Mischung 2 h zum Ruckfluss erhitzt. AnschlieRend werden 20 mL Wasser
zugesetzt und mit 3 x 20 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber MgSO4 getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand

durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 9:1) gereinigt.
Ausbeute: 172 mg (50 %) farbloses Ol

H-NMR 5 (ppm) = 6.93 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 5.91 (t, J = 0.8 Hz, 1H, 4-H), 2.82

(400 MHz, CDCls)  (td, J; = 7.7 Hz, J> = 0.8 Hz, 2H, 1'-H), 2.32 (s, 3H, 4"-CHa), 2.14 (s,
6H, 2"-CHs, 6"-CHs), 1.80 — 1.68 (m, 2H, 2-H), 1.50 — 1.38 (m, 2H, 3'-
H), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H, 4'-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 173.6 (C-5), 162.1 (C-3), 138.6 (C-4"), 137.2 (C-2", C-6"),

(101 MHz, CDCl;)  128.4 (C-3", C-5"), 126.7 (C-1"), 102.3 (C-4), 29.7 (C-2"), 26.6 (C-1'),
22.3 (C-3"), 21.2 (4"-CHs), 20.3 (2"-CHs, 6"-CHs), 13.8 (C-4')

IR (Film) ¥ [em] = 3125, 2958, 2930, 2872, 2864, 1613, 1595, 1458, 1425,
1394, 1379, 1180, 1033, 1000, 934, 887, 851, 800

MS (El) m/z (%) = 243 (65) [M]*, 186 (100), 159 (62), 158 (66)
HRMS (EI) 243.1623 (berechnet fur C16H21NO: 243.1623)
HPLC-Reinheit >99 % (A=210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,6aRS)-3-Mesityl-6a-morpholino-3a,5,6,6a-tetrahydro-4H-cyclopenta[d]isoxazol
(54)

C1gH26N20-

M: =314.43

1.01 g (6.24 mmol) Mesitonitriloxid und 3.0 mL (19 mmol) 1-Morpholinocyclopenten werden in

20 mL Dichlormethan gelést und bei Raumtemperatur 20 h geruhrt. Anschlielend werden

30 mL Wasser zugesetzt und mit 3 x 30 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten

organischen Phasen werden mit Brine gewaschen, Uber MgSO. getrocknet und das

Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird durch Flash-Saulenchromatographie

(Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 7:3 + 5 % EtsN) gereinigt und aus Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 1.8 g (92 %)

Schmelzpunkt:

"H-NMR
(400 MHz, CDCls)

13C-NMR
(126 MHz, CDCl,)

IR (KBr)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

188

farblose Kristalle
119 °C

5 (ppm) = 6.89 (s, 2H, 3"-H, 5'-H), 3.81 — 3.72 (m, 4H, 2"-H, 6"-H), 3.68
—3.63 (m, 1H, 3a-H), 2.92 — 2.81 (m, 4H, 3"-H, 5"-H), 2.43 — 2.36 (m,
1H, 6-H), 2.28 (s, 3H, 4'-CHs), 2.27 (s, 6H, 2'-CHa, 6'-CHs), 1.95 — 1.86
(m, 1H, 6-H), 1.86 — 1.81 (m, 1H, 5-H), 1.81 — 1.74 (m, 2H, 4-H, 5-H),
1.73 - 1.68 (m, 1H, 4-H)

5 (ppm) = 158.3 (C-3), 138.6 (C-4'), 137.2 (C-2', C-6'), 129.0 (C-3', C-
5, 126.5 (C-1'), 113.1 (C-6a), 67.0 (C-2", C-6"), 56.0 (C-3a), 47.0 (C-
3", C-5"), 39.3 (C-6), 29.7 (C-4), 24.5 (C-5), 21.0 (4'-CHs), 20.8 (2'-CHs,
6'-CHs)

v [cm™] = 2988, 2973, 2951, 2926, 2896, 2856, 1737, 1699, 1612,
1596, 1454, 1343, 1334, 1273, 1227, 1210, 1133, 1117, 1072, 1032,
881, 874, 845, 746

m/z (%) = 314 (7) [MT*, 153 (100)
314.1995 (berechnet fiir C17Hz4N202: 314.1994)

97 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)



EXPERIMENTELLER TEIL

3-Mesityl-5,6-dihydro-4H-cyclopenta[d]isoxazol (55)

C1sH17NO
M, = 227.31

0.429 g (1.36 mmol) 3-Mesityl-6a-morpholino-3a,5,6,6a-tetrahydro-4 H-cyclopenta[d]isoxazol
(54) werden in 10 mL Aceton geldst. 3 mL (48 mmol) Methyliodid werden zugegeben und die
Losung drei Tage zum Ruckfluss erhitzt. Anschlielend wird am Rotationsverdampfer bis zur
Trockene eingeengt, der Rickstand mit 1.0 g Ag20 verrieben und die Mischung in einen
Sublimator Uberfihrt. Bei einem Druck von 0.1 mbar wird auf 220 °C geheizt. Das durch
Sublimation gewonnene braune Ol wird durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,

Isohexan/Ethylacetat 9:1) gereinigt.

Ausbeute: 192 mg (62 %) gelbes Ol

"H-NMR o (ppm) =6.92 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 2.86 (tt, J1 = 8.1 Hz, J, = 1.4 Hz, 2H,

(500 MHz, CDCls) 4-H), 2.69 (tt, J1 = 8.1 Hz, J> = 6.9 Hz, 2H, 5-H), 2.45 (it, J; = 6.9 Hz,
J2=1.4 Hz, 2H, 6-H), 2.31 (s, 3H, 4'-CHs3), 2.16 (s, 6H, 2'-CH3, 6'-CH3)

3C-NMR o (ppm) = 179.2 (C-6a), 158.5 (C-3), 138.5 (C-4'), 137.2 (C-2', C-6'),

(126 MHz, CDCls) 128.2 (C-3', C-5"), 125.7 (C-1"), 124.0 (C-3a), 30.4 (C-5), 24.6 (C-4),
21.6 (C-6), 21.1 (4'-CHzs), 20.1 (2'-CHs, 6'-CHs3)

IR (Film) ¥ [em™] = 3277, 2952, 2923, 2866, 1619, 1575, 1457, 1433, 1377,
1321, 1304, 1218, 1079, 1034, 993, 851, 832

MS (EI) m/z (%) = 227 (100) [MT*, 226 (63), 171 (60)
HRMS (EI) 227.1311 (berechnet fiir C1sH+7NO: 227.1310)
HPLC-Reinheit 99 % (A = 210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-Mesityl-7a-morpholino-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-

methanobenzo[d]isoxazol (56)

o
O

6" 2"

L

7 N°

:O\

(*) C21H2sN20>
M, = 340.47

0.42 g (3.8 mmol) Norcampher werden in 2.0 mL (11 mmol) N-(Trimethylsilyl)morpholin gelést.
Unter Ruhren werden 24 mg (0.13 mmol) p-Toluolsulfonsdure Monohydrat zugegeben und die
Mischung bei Raumtemperatur 24 h gerthrt. AnschlieBend werden 0.30 g (1.9 mmol)
Mesitonitriloxid in 2 mL Dichlormethan gel6st und zugetropft. Bei Raumtemperatur wird weitere
2 h geruhrt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wird durch Flash-
Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 7:3) gereinigt und aus Isohexan,

versetzt mit wenigen Tropfen Dichlormethan, umkristallisiert.

Ausbeute: 615 mg (95 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 165 °C
"H-NMR 0 (ppm) = 6.88 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 3.83 — 3.65 (m, 4H, 2"-H, 6"-H), 2.90

(400 MHz, CDCls) (s, 1H, 3a-H), 2.87 — 2.74 (m, 5H, 7-H, 3"-H, 5"-H), 2.28 (s, 9H, 2'-CHs,
4'-CHs, 6'-CHa), 2.25 — 2.20 (m, 1H, 4-H), 1.93 (br. d, J; = 10.4 Hz, 1H,
8-H), 1.76 — 1.66 (m, 1H, 6-H), 1.66 — 1.56 (m, 1H, 5-H), 1.49 — 1.39
(m, 1H, 6-H), 1.35 — 1.30 (m, 1H, 8-H), 1.30 — 1.24 (m, 1H, 5-H)

13C-NMR 8 (ppm) = 157.7 (C-3), 138.6 (C-4'), 137.1 (C-2', C-6'), 129.1 (C-3', C-

(101 MHz, CDCl;)  5'), 127.0 (C-1'), 111.2 (C-7a), 67.2 (C-2", C-6"), 61.3 (C-3a), 47.1 (C-
3", C-5"), 44.9 (C-7), 40.1 (C-4), 35.0 (C-8), 27.9 (C-5), 23.0 (C-6), 21.2
(2'-CHs, 6'-CHs), 21.1 (4'-CHy)

IR (KBr) ¥ [cm™] = 3020, 2980, 2949, 2922, 2860, 2848, 1609, 1455, 1333,
1270, 1226, 1119, 887, 879, 851, 809, 770, 732

MS (EI) m/z (%) = 340 (20) [M']*, 179 (60), 151 (100)
HRMS (EI) 340.2151 (berechnet fiir Ca1HzsN202: 340.2151)
HPLC-Reinheit > 99 % (A =210 nm), 97 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-3-Mesityl-6,7-dihydro-4H-thiopyrano[3,4-d]isoxazol-5-oxid (57)

C1sH17NO2S
M, = 275.37

0.10 g (0.39 mmol) 3-Mesityl-6,7-dihydro-4H-thiopyrano[3,4-d]isoxazol (50) werden in 2 mL
Methanol gel6st. Unter Rihren werden 3 pL (0.018 mmol) 6 M NaOH und 40 uL (0.39 mmol)
H202 (30 %) zugegeben. Die Lésung wird auf 60 °C erwarmt und 2 h geruhrt. AnschlieRend
werden 10 mL H2O zugegeben und mit 3 x 10 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden ber MgSO4 getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt
und der Rickstand durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol

95:5) gereinigt.
Ausbeute: 60 mg (56 %) farbloses Ol

H-NMR 5 (ppm) = 6.99 (s, 2H, 3'-H, 5-H), 3.65 (dt, J; = 16.0 Hz, J: = 1.5 Hz,

(500 MHz, DMSO-ds) 1H, 4-H), 3.50 — 3.41 (m, 1H, 6-H), 3.31 (dd, J; = 16.1 Hz, J> = 1.8 Hz,
1H, 4-H), 3.26 — 3.10 (m, 2H, 7-H), 3.00 (ddd, J; = 13.6 Hz, J> = 10.4
Hz, J; = 6.6 Hz, 1H, 6-H), 2.29 (s, 3H, 4'-CHs), 2.01 (s, 3H, 6'-CHa),
1.95 (s, 3H, 2'CHs)

13C-.NMR 5 (ppm) = 165.4 (C-7a), 161.5 (C-3), 138.6 (C-4'), 136.7 (C-6'), 136.6
(126 MHz, DMSO-ds) (C-2'), 128.2 (C-5'), 128.2 (C-3'), 124.4 (C-1'), 104.0 (C-3a), 42.1 (C-
4), 41.4 (C-6), 20.7 (4'-CHs), 19.5 (6'-CHs), 19.4 (2'-CHs), 15.5 (C-7)

IR (Film) ¥ [em™"] = 2950, 2921, 1637, 1612, 1438, 1335, 1048
MS (EI) m/z (%) = 275 (100) [MT*, 266 (70), 171 (46), 145 (53)
HRMS (EI) 275.0982 (berechnet fiir C1sH17NO,2S: 275.0980)

HPLC-Reinheit 99 % (A = 210 nm), 96 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-Mesityl-6,7-dihydro-4H-thiopyrano[3,4-d]isoxazol-5,5-dioxid (58)

C15H17NO3sS
M: = 291.37

0.10 g (0.39 mmol) 3-Mesityl-6,7-dihydro-4H-thiopyrano[3,4-d]isoxazol (50) werden in 3 mL
Dichlormethan gel6st. Unter Rihren werden 0.14 g (0.81 mmol) mCPBA zugegeben. Die
Losung wird bei Raumtemperatur 2 h gerihrt. Anschliefsend wird mit Dichlormethan verdinnt
und dreimal mit gesattigter NaHCOs-Lésung und Wasser gewaschen. Die vereinigten

organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum

entfernt.

Ausbeute: 111 mg (98 %) farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 189 °C

H-NMR 0 (ppm) =6.94 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 3.74 (s, 2H, 4-H), 3.48 (t, J= 6.1 Hz,

(400 MHz, CDCI5) 2H, 7-H), 3.36 (t, J= 6.1 Hz, 2H, 6-H), 2.32 (s, 3H, 4'-CH3), 2.08 (s, 6H,
2'-CHs, 6'-CHs)

BC-NMR 0 (ppm) = 163.5 (C-7a), 161.5 (C-3), 139.9 (C-4"), 137.1 (C-2', C-6"),

(126 MHz, CDCl;)  128.7 (C-3', C-5'), 123.2 (C-1'), 107.3 (C-3a), 47.5 (C-4), 46.8 (C-6),
22.5 (C-7), 21.3 (4'-CHs), 20.0 (2'-CHs, 6'-CHs)

IR (Film) U [em™] = 3442, 2982, 2957, 2924, 1640, 1611, 1438, 1322, 1286,
1167, 1131, 851

MS (EI) m/z (%) = 291 (76) [MT*, 212 (100), 171 (88)
HRMS (EI) 291.0923 (berechnet fiir C1sH17NO332S: 291.0929)
HPLC-Reinheit 98 % (A = 210 nm), 96 % (A = 254 nm)
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(3RS,3aRS,4RS,7SR,7aRS)-3-Mesityl-2-methyloctahydro-4,7-methanobenzo[d]isoxazol
(60)

C18H2sNO

M: = 271.40

150 mg (1.01 mmol) Trimethyloxoniumtetrafluoroborat werden unter Stickstoffatmosphare in 5
mL trockenem Nitromethan gel6st. Ebenfalls unter Stickstoffatmosphare wird diese Lésung zu
202 mg (0.791 mmol) 3-Mesityl-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-4,7-methanobenzo|d]isoxazol (SN-2)
zugegeben und 48 h bei Raumtemperatur gerthrt. Durch DC-Kontrolle wird gezeigt, dass kein
Edukt SN-2 mehr vorhanden ist. Das Ldsungsmittel wird im Vakuum entfernt und der
Rickstand in 5 mL Dichlormethan gelést. Unter Rihren werden 51.3 mg (1.36 mmol)
pulverisiertes NaBH4 zugegeben. Nach einer Stunde wird das iberschiissige NaBH. abfiltriert.
Das Filtrat wird auf Isolute aufgezogen und das Isoxazolidin 60 durch Flash-

Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Diethylether 9:1) isoliert.

Ausbeute: 154 mg (72 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 76 °C

H-NMR o (ppm) =6.84 (s, 1H, 5'-H), 6.83 (s, 1H, 3'-H), 4.21 (dt, J; = 6.4 Hz, J
(500 MHz, CDCIs) = 1.4 Hz, 1H, 7a-H), 3.97 (d, J = 7.0 Hz, 1H, 3-H), 2.64 (ddd, J,=7.0

Hz, Jo = 6.4 Hz, J; = 1.5 Hz, 1H, 3a-H), 2.55 (s, 3H, 2'-CHs), 2.54 (s,
3H, N-CHs), 2.42 (dt, J; = 5.0 Hz, J = 1.1 Hz, 1H, 7-H), 2.36 — 2.32 (m,
1H, 8-H), 2.33 (s, 3H, 6'-CHs), 2.26 (s, 3H, 4'-CHs), 1.81 — 1.76 (m, 1H,
4-H), 1.49 — 1.41 (m, 1H, 6-H), 1.35 — 1.26 (m, 1H, 5-H), 1.03 (br. d, J
= 9.7 Hz, 1H, 8-H), 1.05 — 0.92 (m, 2H, 5-H, 6-H)

13C.NMR 5 (ppm) = 137.4 (C-2'), 136.9 (C-6'), 136.1 (C-4'), 131.7 (C-3'), 131.0

(126 MHz, CDCl;)  (C-1'), 129.4 (C-5'), 84.0 (C-7a), 75.0 (C-3), 56.2 (C-3a), 45.2 (N-CHs),
42.2 (C-7), 36.9 (C-4), 35.0 (C-8), 29.5 (C-5), 23.5 (C-6), 22.5 (2'-CHa),
21.6 (6'-CHs), 20.8 (4'-CHa)

IR (Film) ¥ [em™"] = 2954, 2920, 2870, 1612, 1474, 1455, 1127, 1019, 850
MS (El) m/z (%) = 271 (32) [MT7*, 162 (100), 152 (25)

HRMS (El) 171.1935 (berechnet fur C1gH2sNO [M7*: 171.1931)
HPLC-Reinheit >99 % (A=210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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3-Mesityl-4,5,6,7-tetrahydrobenzo[c]isoxazol (61)

C16H19NO
M: = 241.33

500 mg (4.41 mmol) Cyclohexanonoxim werden unter Stickstoffatmosphare in 16 mL
trockenem THF geldst und die Mischung im Eisbad auf 0 °C gekuhlt. Es werden 3.8 mL (9.5
mmol) n-BuLi (2.5 M in Hexan) zugetropft und 30 min im Eisbad sowie weitere 30 min bei
Raumtemperatur gerihrt. Nach erneutem Abklhlen auf 0 °C werden 390 mg (2.19 mmol)
2,4,6-Trimethylbenzoesauremethylester, geldst in 4 mL trockenem THF, zugetropft. Es wird
eine weitere Stunde bei 0 °C und anschlieRend 15 h bei Raumtemperatur gertihrt. 1.8 g H.SO,4
(96 %) werden mit 5 mL Wasser verdiinnt, zugegeben und die Mischung eine Stunde bei 95 °C
zum Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen werden die Phasen getrennt, die wassrige Phase
mit 3 x 20 mL Diethylether extrahiert und die vereinigten organischen Phasen Uber MgSO4
getrocknet. Das Ldsungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Rickstand durch Flash-

Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 9:1) gereinigt.

Ausbeute: 354 mg (67 %) farbloses Ol

"H-NMR 0 (ppm) = 6.93 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 2.83 (t, J = 6.5 Hz, 2H, 7-H), 2.32 (t,

(500 MHz, CDCls) J=6.4 Hz, 2H, 4-H), 2.32 (s, 3H, 4'-CH3) 2.09 (s, 6H, 2'-CHgs, 6'-CHa),
1.88 — 1.82 (m, 2H, 6-H), 1.77 — 1.70 (m, 2H, 5-H)

3C-NMR 0 (ppm) = 164.4 (C-3), 160.8 (C-7a), 139.7 (C-4'), 138.2 (C-2', C-6'),

(126 MHz, CDCls) 128.3 (C-3', C-5"), 124.9 (C-1"), 112.8 (C-3a), 22.8 (C-5), 22.6 (C-6),
22.0 (C-7), 21.3 (4'-CHz3), 19.8 (2'-CH3, 6'-CHj3), 19.6 (C-4)

IR (Film) ¥ [cm"] = 2941, 2859, 1637, 1610, 1447, 1416, 1144, 1102, 851
MS (EI) m/z (%) = 241 (100) [M*, 173 (26), 147 (48), 119 (26), 91 (25)
HRMS (EI) 241.1465 (berechnet firr C1sH1oNO: 241.1467)

HPLC-Reinheit 98 % (A = 210 nm), 98 % (A = 254 nm)
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(Z2)-2-(Amino(mesityl)methylen)cyclohexan-1-on (62)

C1sH21NO
M = 243.35

Zu einer Lésung von 865 mg (3.58 mmol) 3-Mesityl-4,5,6,7-tetrahydrobenzo[d]isoxazol (40) in
25 mL Ethanol werden 1.5g (27 mmol) KOH und 100 mg Palladium/Aktivkohle (10 %)
gegeben und das Reaktionsgemisch unter Atmospharendruck bei Raumtemperatur 60 h
hydriert. Der Katalysator wird Uber Kieselgur abfiltriert. Das Filtrat wird mit 50 mL Wasser
versetzt, mit 2 M Salzsaure neutralisiert und mit 3 x 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit Brine gewaschen, iber MgSO4 getrocknet und

das Lésungsmittel im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 870 mg (> 99 %) hellgelbe Kristalle
Schmelzpunkt: 154 °C
"H-NMR O (ppm) = 10.56 (s, 1H, NH), 6.89 (s, 2H, 3"-H, 5"-H), 4.92 (s, 1H, NH),

(400 MHz, CDCls)  2.41 (t, J= 6.7 Hz, 2H, 6-H), 2.29 (s, 3H, 4"-CHs), 2.19 (s, 6H, 2"-CHs,
6"-CHa), 1.84 (t, J = 6.4 Hz, 2H, 3-H), 1.77 — 1.68 (m, 2H, 5-H), 1.59 —
1.51 (m, 2H, 4-H)

13C.NMR 5 (ppm) = 199.1 (C-1), 161.2 (C-1'), 138.2 (C-4"), 134.5 (C-2", C-6"),
(101 MHz, CDCls)  134.0 (C-1"), 128.5 (C-3", C-5"), 102.1 (C-2), 38.8 (C-6), 26.4 (C-3),
24.1 (C-4), 23.3 (C-5), 21.2 (4"-CHs), 19.1 (2"-CHs, 6"-CHs)

IR (KBr) v [cm™] = 3264, 3111, 2939, 2921, 1613, 1585, 1505, 1467, 1409,
1318, 1300, 128, 1159, 852, 696

MS (EIl) m/z (%) = 243 (34) [M]*, 228 (100), 226 (16), 172 (19)
HRMS (EI) 243.1627 (berechnet fiir C16H21NO: 243.1623)
HPLC-Reinheit 97 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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3-Mesityl-4,5,6,7-tetrahydrobenzo[d]isothiazol (63)

C16H19NS
M: = 257.40

100 mg (0.411 mmol) (Z)-2-(Amino(mesityl)methylen)cyclohexan-1-on (62) werden
zusammen mit 35 mg (0.42 mmol) NaHCO3; in 2 mL trockenem THF gelost. Unter Rihren
werden 150 mg (0.675 mmol) Phosphorpentasulfid zugegeben und bei Raumtemperatur 15 h
geruhrt. AnschlieRend werden 150 mg (0.610 mmol) p-Chloranil und 3 mL THF zugegeben
und weitere 5 h gerihrt. Die Losung wird mit 30 mL Wasser versetzt und mit 3 x 30 mL
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tber MgSO4 getrocknet,
das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand durch Flash-

Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1) gereinigt.
Ausbeute: 106 mg (>99 %) gelbes Ol

H-NMR 5 (ppm) = 6.89 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 2.94 (tt, J: = 6.3 Hz, J, = 1.4 Hz, 2H,

(500 MHz, CDCls)  7-H), 2.31 (s, 3H, 4'-CHa), 2.24 (tt, J; = 6.1 Hz, J> = 1.5 Hz, 2H, 4-H),
1.95 (s, 6H, 2'-CHs, 6'-CHs), 1.89 — 1.83 (m, 2H, 6-H), 1.78 — 1.71 (m,
2H, 5-H)

13C.NMR 5 (ppm) = 168.4 (C-3), 159.5 (C-7a), 137.8 (C-4'), 136.7 (C-2', C-6'),
(101 MHz, CDCls)  132.8 (C-3a), 132.5 (C-1'), 128.2 (C-3', C-5'), 24.0 (C-7), 23.6 (C-4),
22.9 (C-6), 22.4 (C-5), 21.3 (4'-CHs), 19.7 (2'-CHs, 6'-CHs)

IR (Film) ¥ [em"] = 3019, 2934, 2861, 1612, 1448, 1378, 1311, 1215
MS (EI) m/z (%) = 257 (100) [MT*, 256 (34), 242 (60), 224 (38)
HRMS (EI) 257.1226 (berechnet fiir C1sH1oN2S [M]*: 257.1233)
HPLC-Reinheit > 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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(3aRS,4SR,7RS,7aSR)-1-Mesityl-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-1H-4,7-
methanobenzo[d][1,2,3]triazol (66)

C16H21N3
M, = 255.37

117 mg (0.726 mmol) 2-Azido-1,3,5-trimethylbenzol und 108 mg (1.15 mmol) Norbornen
werden in 2 mL Ethylacetat gelést und drei Tage bei Raumtemperatur gerihrt. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Rickstand durch Flash-

Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1) gereinigt.

Ausbeute: 83 mg (45 %) orange Kristalle
Schmelzpunkt: 64 °C
"H-NMR o (ppm) = 6.93 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 4.59 (d, J = 9.9 Hz, 1H, 3a-H), 3.51

(500 MHz, CDCls)  (d, J = 9.8 Hz, 1H, 7a-H), 2.82 (d, J = 4.5 Hz, 1H, 4-H), 2.36 (d, J = 4.7
Hz, 1H, 7-H), 2.30 (s, 3H, 4'-CHs), 2.21 (s, 6H, 2'-CHs, 6'-CHs), 1.65 —
1.56 (m, 1H, 5-H), 1.52 — 1.43 (m, 2H, 6-H, 8-H), 1.33 (dddd, J; = 12.6
Hz, J> = 9.0 Hz, Js = 4.1 Hz, Js+ = 2.2 Hz, 1H, 5-H), 1.27 (br. d, J =
10.5 Hz, 1H, 8-H), 1.11 (dddd, Js = 12.9 Hz, J> = 9.0 Hz, Js = 4.5 Hz,
Js=2.4 Hz, 1H, 6-H)

13C-.NMR 5 (ppm) = 138.4 (C-4'), 137.4 (C-2', C-6'), 135.7 (C-1'), 129.6 (C-3, C-
(101 MHz, CDCl;)  5'), 86.5 (C-3a), 65.1 (C-7a), 41.8 (C-7), 41.6 (C-4), 33.0 (C-8), 26.1
(C-5), 25.0 (C-6), 21.1 (4'-CHs), 18.6 (2'-CHs, 6'-CHs)

IR (KBr) V [cm™"] = 2954, 2927, 2872, 1607, 1487, 1464, 1089, 989, 910, 852

MS (EI) m/z (%) = 255 (0.4) [M]*, 227 (31), 198 (100), 146 (92), 135 (40), 93
(39), 91 (41)

HRMS (EI) 255.1733 (berechnet fiir C16H21N3 [M]*: 255.1730)

HPLC-Reinheit > 99 % (A =210 nm), 98 % (A = 254 nm)
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(E)-2-(2,4,6-Trimethylbenzyliden)cyclohexan-1-on (67)

C16H200
M, = 228.34

Eine Mischung aus 0.70 mL (6.8 mmol) Cyclohexanon, 504 mg (3.40 mmol) Mesitaldehyd und
205 mg (5.13 mmol) NaOH in 3.5 mL Wasser werden bei 100 °C 40 h zum Ruckfluss erhitzt.
Anschlieend wird mit 2 M HCI neutralisiert und mit 3 x 10 mL Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSOs getrocknet, das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt und der Rickstand durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,

Isohexan/Ethylacetat 9:1) gereinigt.
Ausbeute: 151 mg (19 %) hellgelbes Ol

H-NMR 8 (ppm) = 7.35 (s, 1H, 1'-H), 6.87 (s, 2H, 3"-H, 5"-H), 2.54 (t, J = 6.8

(500 MHz, CDCls)  Hz, 2H, 6-H), 2.29 (s, 3H, 4"-CHa), 2.24 (td, J; = 6.5 Hz, J2= 2.0 Hz,
2H, 3-H), 2.12 (s, 6H, 2"-CHs, 6"-CHs), 1.95 — 1.88 (m, 2H, 5-H), 1.71
—1.65 (m, 2H, 4-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 201.6 (C-1), 139.3 (C-2), 137.1 (C-4"), 135.7 (C-2", C-6"),
(101 MHz, CDCl;)  134.9 (C-1'), 132.2 (C-1"), 128.2 (C-3", C-5"), 40.8 (C-6), 28.4 (C-3),
24.0 (C-4), 24.0 (C-5), 21.1 (4"-CHs), 20.2 (2"-CHs, 6"-CHa)

IR (Film) ¥ [cm™'] = 2940, 2863, 1689, 1616, 1450, 1267, 1255, 1235, 1138, 851
MS (EI) m/z (%) = 228 (80) [M']*, 213 (100)

HRMS (EI) 228.1508 (berechnet fiir C1sHz00: 228.1514)

HPLC-Reinheit 82 % (A = 210 nm), 87 % (A = 254 nm)

198



EXPERIMENTELLER TEIL

(3RS,3aRS,4SR,7TRS,7aSR)-3-Mesityl-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-3H-4,7-methanoindazol
(73)

C17H22N2
M, = 254.38

1.50 g (8.05 mmol) p-Toluolsulfonylhydrazid werden in 3.5 ml Eisessig gelost, 1.00 g (6.75
mmol) Mesitaldehyd zugegeben und die Mischung 3 h zum Ruckfluss erhitzt. Der bei Abkihlen
ausfallende Niederschlag wird abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Trocknung im Vakuum
liefert 1.93 g (6.10 mmol) Mesitaldehydtosylhydrazon.

Ohne weitere Aufarbeitung werden 1.00 g (3.16 mmol) des Niederschlags in 50 mL Toluol
suspendiert und zu einer Loésung aus 1.1 g (4.8 mmol) Benzyltriethylammoniumchlorid in 50
mL 14 %iger Natronlauge gegeben. Die Mischung wird 15 min bei 90 °C gerlhrt und die
Phasen getrennt. Die organische Phase wird mit 3 x 30 mL Wasser gewaschen, Uber MgSO4
getrocknet und im Vakuum auf 6 mL eingeengt.

2.0 mL dieser Aryldiazomethan-Losung werden ohne weitere Aufreinigung mit 400 mg (4.25
mmol) Norbornen versetzt, 15 h bei Raumtemperatur gerthrt und das Pyrazolin 73 durch

Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1) isoliert.

Ausbeute: 63 mg (24 %) hellbeige Kristalle
Schmelzpunkt: 56 °C
"H-NMR 0 (ppm) = 6.87 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 5.23 (dd, J; = 5.1 Hz, J> = 3.4 Hz,

(500 MHz, CDCls)  1H, 3-H), 4.87 (dd, J; = 7.3 Hz, J> = 3.4 Hz, 1H, 7a-H), 2.98 (d, J = 4.6
Hz, 1H, 7-H), 2.27 (s, 3H, 4'-CHs), 2.22 (d, J = 4.3 Hz, 1H, 4-H), 2.15
(s, 6H, 2'-CHa, 6'-CHs), 1.81 (ddd, Js = 7.1 Hz, J> = 5.1 Hz, J5s= 1.6 Hz,
1H, 3a-H), 1.72 — 1.61 (m, 1H, 6-H), 1.56 — 1.46 (m, 1H, 5-H), 1.46 —
1.36 (m, 1H, 6-H), 1.21 — 1.12 (m, 1H, 5-H), 1.11 (br. d, J = 10.8 Hz,
1H, 8-H), 0.83 (br. d, J = 10.8 Hz, 1H, 8-H)
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13C-NMR
(101 MHz, CDCl;)

IR (ATR)

HRMS (ESI)

HPLC-Reinheit

200

5 (ppm) = 137.5 (C-4"), 136.7 (C-2', C-6'), 132.7 (C-1), 130.3 (C-3', C-
5, 99.7 (C-7a), 95.2 (C-3), 46.3 (C-3a), 41.5 (C-4), 39.9 (C-7), 32.4
(C-8), 27.9 (C-5), 26.5 (C-6), 20.9 (4'-CHs), 20.5 (2'-CHs, 6'-CHs)

¥ [cm™] = 3007, 2982, 2950, 2872, 1609, 1547, 1481, 1459, 1294,
1225, 1033, 849

255.1857 (berechnet fur C17H23N2* [M+H]*: 255.1856)

>99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)



EXPERIMENTELLER TEIL

6.3.2 SF-11 und SF-11 Analoga

3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1-tosyl-1H-pyrazol-5-yl)isoxazol (SF-1114%)

C20H16CIN3O3S

M: = 413.88

Die Darstellung von SF-11 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter

Verwendung von 56 mg (0.22 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol

(79) und 55 mg (0.29 mmol) Tosylchlorid. Durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,

Isohexan/Diethylether 1:2) werden die Isomere 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1-tosyl-1H-

pyrazol-3-yl)isoxazol (80) und 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1-tosyl-1H-pyrazol-5-yl)isoxazol

(SF-11) getrennt.

Ausbeute: 21 mg (24 %) farblose Kristalle

Schmelzpunkt:

H-NMR
(500 MHz, CDCl;)

13C-NMR
(126 MHz, CDCls)

IR (KBr)

HRMS (ESI)

HPLC-Reinheit

158 °C

5 (ppm) = 7.84 (d, J = 1.5 Hz, 1H, 3"-H), 7.50 — 7.46 (m, 2H, 2"-H, 6"-
H), 7.18 — 7.12 (m, 4H, 2'-H, 3-H, 5'-H, 6'-H), 7.12 — 7.08 (m, 2H, 3"-
H, 5"-H), 6.40 (d, J = 1.5 Hz, 1H, 4"-H), 2.34 (s, 3H, 4"-CHs3), 2.29 (s,
3H, 5-CHa)

5 (ppm) = 170.5 (C-5), 159.7 (C-3), 146.2 (C-4™), 143.6 (C-3"), 136.0
(C-4"), 135.0 (C-5"), 134.1 (C-1™), 129.9 (C-3", C-5™), 128.9 (C-2', C-
6'), 128.6 (C-3', C-5'), 128.2 (C-2", C-6"), 127.3 (C-1'), 113.4 (C-4"),
104.1 (C-4), 21.8 (4"-CHs), 11.8 (5-CHs)

¥ [em™] = 3436, 3127, 3096, 2923, 2853, 1638, 1595, 1452, 1415,
1390, 1288, 1270, 1234, 1195, 1174, 1140, 1125, 1089, 914, 843, 809,
797

414.0678 (berechnet fiir C2oH17°°CIN3O3S* [M+H]*: 414.0674)

>99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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1-(3-(4-Chlorphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)ethan-1-on (75)

C12H10CINO2
M: = 235.67

408 mg (2.15 mmol) 4-Chlor-N-hydroxybenzimidoylchlorid und 337 mg (3.37 mmol)
Acetylaceton werden in 1.5 mL Ethanol geldst. Unter Rihren werden langsam 392 mg (3.87
mmol) Triethylamin zugetropft und die Mischung 15 h bei 50 °C gerihrt. Anschlieiend werden
30 mL Wasser zugesetzt, mit 3 x 30 mL Ethylacetat extrahiert und mit 30 mL Brine gewaschen.
Die vereinigten organischen Phasen werden tber MgSO. getrocknet, das Lésungsmittel im
Vakuum entfernt und der Rickstand durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,

Isohexan/Ethylacetat 4:1) gereinigt.

Ausbeute: 394 mg (78 %) blassgelbe Kristalle
Schmelzpunkt: 57 °C

H-NMR 0 (ppm) = 7.48 — 7.46 (m, 4H, 2"-H, 3"-H, 5"-H, 6"-H), 2.71 (s, 3H, 5'-
(400 MHz, CDCI5) CHa), 2.15 (s, 3H, 2-H)

BC-NMR 0 (ppm) = 192.9 (C-1), 174.9 (C-5"), 161.2 (C-3"), 136.5 (C-4"), 130.6
(101 MHz, CDCI,) (C-2", C-6"), 129.1 (C-3", C-5"), 127.5 (C-1"), 117.4 (C-4"), 30.8 (C-2),

13.9 (5'-CHa)
IR (ATR) ¥ [em™] = 3089, 3061, 3013, 2980, 2927, 1679, 1577, 1562, 1417,

1361, 1305, 1145, 1091, 1017, 977, 849

MS (EIl) m/z (%) = 237 (27) [(7Cl) MT*, 235 (81) [(*5CI) M']*, 193 (48), 180 (31),
178 (100), 43 (84)

HRMS (EI) 235.0396 (berechnet fiir C1,H103*CINO,: 235.0400)

HPLC-Reinheit > 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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(E)-1-(3-(4-Chlorphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)-3-(dimethylamino)prop-2-en-1-on (76)

C15H15CIN202

M: =290.75

2.23 g (9.46 mmol) 1-(3-(4-Chlorphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)ethan-1-on (75) werden in 7.0
mL (53 mmol) N,N-Dimethylformamid-dimethylacetal (DMF-DMA) geldst und bei 35 °C 36 h

geruhrt. Nach Abkuhlen wird der Ansatz mit 50 mL Wasser versetzt und mit 3 x 50 mL

Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Brine gewaschen und

Uber Na,SO, getrocknet. Das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand durch

Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 1:3 + 10 % Triethylamin)

gereinigt.

Ausbeute: 832 mg (30 %) blassgelbe Kristalle
Schmelzpunkt: 83 °C

"H-NMR o (ppm) = 7.62 — 7.58 (m, 2H, 2"-H, 6"-H), 7.58 — 7.43 (m, 1H, 3-H),

(400 MHz, CDCls)

13C-NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (ATR)

HRMS (ESI)

HPLC-Reinheit

7.41—7.37 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 4.94 (d, J = 12.5 Hz, 1H, 2-H), 3.06 (s,
3H, N-CH3), 2.62 (s, 3H, N-CHs), 2.61 (s, 3H, 5'-CHs)

5 (ppm) = 183.3 (C-1), 171.3 (C-5'), 160.4 (C-3'), 154.0 (C-3), 135.8
(C-4"), 130.4 (C-2", C-8"), 128.7 (C-3", C-5"), 128.0 (C-1"), 117.8 (C-
4'), 97.4 (C-2), 45.2 (N-CHa), 37.2 (N-CHs), 12.9 (5'-CHa)

¥ [em™] = 3074, 3026, 2997, 2921, 2819, 1638, 1582, 1567, 1539,
1502, 1436, 1408, 1360, 1275, 1122, 1051, 1006, 889, 793

291.0895 (berechnet fiir C1sH163°CIN2O2" [M+H]*: 291.0895)

nicht bestimmt da instabil
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EXPERIMENTELLER TEIL

(E)-1-(3-(4-Chlorphenyl)-5-((E)-2-(dimethylamino)vinyl)isoxazol-4-yl)-3-
(dimethylamino)prop-2-en-1-on (77)

C18H20CIN3O-
M; = 345.83

274 mg (1.16 mmol) 1-(3-(4-Chlorphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)ethan-1-on (75) werden in 1.2
mL (8.4 mmol) DMF-DMA geldst und 15 h zum Ruckfluss erhitzt. Nach Abklihlen werden das
Monoaddukt 76 und das Diaddukt 77 durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,

Isohexan/Ethylacetat 1:3 + 10 % Triethylamin) getrennt und gereinigt.
Ausbeute: 150 mg (37 %) zahflussiges schwarzes Ol

H-NMR 5 (ppm) = 7.55 — 7.52 (m, 2H, 2"-H, 6"-H), 7.50 (d, J = 12.5 Hz, 1H, 3-

(500 MHz, CDCl;)  H), 7.43 (d, J = 13.6 Hz, 1H, 2"-H), 7.40 — 7.37 (m, 2H, 3"-H, 5"-H),
5.79 (d, J = 13.6 Hz, 1H, 1"-H), 4.78 (d, J = 12.5 Hz, 1H, 2-H), 2.99 (s,
3H, 3-N-CHa), 2.95 (s, 6H, 2""-N-(CHa)y), 2.45 (s, 3H, 3-N-CHs)

13C-NMR 5 (ppm) = 183.4 (C-1), 173.2 (C-5"), 160.8 (C-3'), 152.2 (C-3), 147.4

(101 MHz, CDCls)  (C-2"), 135.3 (C-4"), 130.9 (C-2", C-6"), 129.3 (C-1"), 128.5 (C-3", C-
5", 110.1 (C-4'), 97.5 (C-2), 83.4 (C-1"), 44.9 (3-N-CHs), 40.8 (2""-N-
(CHa),), 36.8 (3-N-CHs)

IR (Film) v [cm™] = 3019, 2808, 1639, 1619, 1601, 1544, 1416, 1386, 1215,
1093

MS (El) m/z (%) = 347 (34) [(*"Cl) M*, 345 (100) [(**Cl) M'T*, 301 (24), 98 (73)

HRMS (EI) 345.1234 (berechnet flr C1gH20*°CIN3O2: 345.1244)

HPLC-Reinheit nicht bestimmt da instabil

204



EXPERIMENTELLER TEIL

(E)-1-(3-(4-Chlorphenyl)-5-(2-(dimethylamino)vinyl)isoxazol-4-yl)ethan-1-on (78)

C15H15CIN2O2
M; =290.75

2.23 g (9.46 mmol) 1-(3-(4-Chlorphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)ethan-1-on (75) werden in 7.0
mL (53 mmol) DMF-DMA gel6st und bei 35 °C 36 h gerthrt. Nach Abklhlen wird der Ansatz
mit 50 mL Wasser versetzt und mit 3 x 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Brine gewaschen und Uber Na;SO. getrocknet. Das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand durch Flash-Saulenchromatographie
(Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 1:3 + 10 % Triethylamin) in die beiden Isomere 76 und 78

getrennt und gereinigt.

Ausbeute: 143 mg (5.2 %) gelbe Kristalle
Schmelzpunkt: 139 °C
H-NMR 0 (ppm) = 7.76 (d, J = 13.3 Hz, 1H, 2"-H), 7.60 — 7.53 (m, 4H, 2"-H,

(500 MHz, DMSO-de) 3"-H, 5"-H, 6"-H), 5.69 (d, J = 13.3 Hz, 1H, 1"-H), 3.26 — 2.76 (m, 6H,
N-(CHa)z), 1.92 (s, 3H, 2-H)

13C-.NMR 5 (ppm) = 190.5 (C-1), 174.1 (C-5'), 160.9 (C-3'), 150.1 (C-2"), 134.4
(126 MHz, DMSO-de) (C-4"), 131.1 (C-2", C-6"), 128.9 (C-1"), 128.5 (C-3", C-5"), 108.3 (C-
4'), 81.0 (C-1"), 44.2 (N-CHs), 36.6 (N-CHs), 30.3 (C-2)

IR (KBr) v [em™] = 3427, 3100, 2998, 2909, 1644, 1534, 1477, 1417, 1386,
1365, 1239, 1148, 1112, 1087, 836, 791

HRMS (ESI) 291.0896 (berechnet fiir C1sH163°CIN2O2" [M+H]*: 291.0895)

HPLC-Reinheit >99 % (A=210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79)

C13H10CIN3O
M = 259.69

76 mg (0.26 mmol) (E)-1-(3-(4-Chlorphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)-3-(dimethylamino)prop-2-
en-1-on (76) werden in 3 mL Ethanol gel6st. Bei -20 °C werden unter Rihren 0.2 mL (6 mmol)
Hydrazinhydrat zugetropft, noch 2 h bei -20 °C gehalten und dann Gber 15 h langsam auf RT
erwarmt. Das Lésungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand durch Flash-

Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 1:2) gereinigt.

Ausbeute: 68 mg (> 99 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 135 °C
H-NMR 0 (ppm) =13.05 (s, 1H, 1"-H), 7.80 (t, J= 2.0 Hz, 1H, 5"-H), 7.58 — 7.54

(500 MHz, DMSO-ds) (m, 2H, 2'-H, 6'-H), 7.54 — 7.48 (m, 2H, 3"-H, 5'-H), 6.13 (t, J = 2.0 Hz,
1H, 4"-H), 2.52 (s, 3H, 5-CHs)

13C.NMR 5 (ppm) = 167.8 (C-5), 160.0 (C-3), 140.2 (C-3"), 134.4 (C-4"), 130.2
(126 MHz, DMSO-de) (C-2', C-6'), 129.4 (C-5"), 128.6 (C-3', C-5'), 128.0 (C-1'), 109.3 (C-4),
104.8 (C-4"), 11.8 (5-CHs)

IR (KBr) v [cm™] = 3266, 3146, 3121, 3069, 3056, 2964, 2927, 1636, 1524,
1503, 1480, 1472, 1454, 1412, 1337, 1288, 1246, 1181, 1095, 1088,
1039, 941, 932, 925, 910, 841, 794, 783

HRMS (ESI) 260.0586 (berechnet fir CisHi3CIN;O* [M+H]*:  260.0585)
258.0441 (berechnet fir C13Hg*CIN;O" [M-H]"; 258.0440)

HPLC-Reinheit > 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)

206



EXPERIMENTELLER TEIL

3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1-tosyl-1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (80)

C20H16CIN3O3S
M: =413.88

Die Darstellung von 80 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 56 mg (0.22 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79) und 55
mg (0.29 mmol) Tosylchlorid. Durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,
Isohexan/Diethylether 1:2) werden die Isomere 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1-tosyl-1H-
pyrazol-3-yl)isoxazol (80) und 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1-tosyl-1H-pyrazol-5-yl)isoxazol
(SF-11) getrennt.

Ausbeute: 67 mg (75 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 134 °C
"H-NMR o (ppm) =8.08 (d, J = 2.7 Hz, 1H, 5"-H), 7.92 — 7.86 (m, 2H, 2"'-H, 6"'-

(500 MHz, CDCls)  H), 7.39 — 7.36 (m, 2H, 2'-H, 6'-H), 7.36 — 7.33 (m, 2H, 3"-H, 5"-H),
7.30 — 7.22 (m, 2H, 3"-H, 5'-H), 6.12 (d, J = 2.7 Hz, 1H, 4"-H), 2.51 (s,
3H, 5-CHs), 2.47 (s, 3H, 4™-CHa)

13C.NMR 5 (ppm) = 169.5 (C-5), 160.5 (C-3), 147.9 (C-3"), 146.3 (C-4™), 135.9

(126 MHz, CDCl;)  (C-4"), 133.9 (C-1"), 132.0 (C-5"), 130.2 (C-2', C-6'), 130.1 (C-3", C-
5"), 128.8 (C-3', C-5'), 128.4 (C-2", C-6™), 127.4 (C-1'), 109.0 (C-4"),
107.9 (C-4), 21.9 (4"-CHa), 12.5 (5-CHa)

IR (KBr) v [cm™] = 3435, 3141, 3125, 3040, 2920, 1640, 1476, 1372, 1316,
1190, 1180, 1158, 1093, 1047, 1013, 929, 834, 817, 779

HRMS (ESI) 414.0676 (berechnet fiir C2oH17°°CIN3O3S* [M+H]*: 414.0674)

HPLC-Reinheit > 99 % (A = 210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

1-(5-Methyl-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)isoxazol-4-yl)ethan-1-on (81)

C13H10F3NO2
M; = 269.22

2.6 g (11 mmol) N-Hydroxy-4-(trifluormethyl)benzimidoylchlorid und 2.0 g (20 mmol)
Acetylaceton werden in 7 mL Ethanol gel6st. Unter Rihren werden langsam 2.0 g (20 mmol)
Triethylamin zugetropft und die Mischung 20 h bei 50 °C gerthrt. AnschlieRend wird der
Alkohol am Rotationsverdampfer entfernt, 150 mL Ethylacetat zugesetzt und mit 3 x 100 mL
Brine gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet, das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand durch Flash-Saulenchromatographie

(Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 49:1) gereinigt.
Ausbeute: 907 mg (31 %) gelbes Ol

H-NMR 5 (ppm) = 7.77 — 7.73 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 7.68 — 7.64 (m, 2H, 2"-H,
(400 MHz, CDCls)  6"-H), 2.74 (s, 3H, 5'-CHs), 2.17 (s, 3H, 2-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 192.5 (C-1), 175.0 (C-5), 161.1 (C-3"), 132.8 (q, J = 1.1 Hz,

(101 MHz, CDCls)  C-1"), 132.25 (q, J = 32.8 Hz, C-4"), 129.8 (C-2", C-6"), 125.7 (q, J =
3.8 Hz, C-3", C-5"), 123.9 (q, J = 272.0 Hz, CF3), 117.4 (C-4"), 30.9 (C-
2), 14.0 (5'-CHa)

IR (ATR) v [em™] = 1685, 1574, 1430, 1328, 1171, 1130, 1067, 849

MS (EIl) m/z (%) = 269 (61) [M*, 254 (18), 227 (20), 212 (92), 145 (15), 85 (35),
83 (53), 43 (100)

HRMS (EI) 269.0659 (berechnet fiir C1sH10FsNO2 [M]*:269.0658)

HPLC-Reinheit 99 % (A = 210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(E)-3-(Dimethylamino)-1-(5-methyl-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)isoxazol-4-yl)prop-2-en-
1-on (83)

C16H15F3N20-
M; = 324.30

0.50 g (1.9 mmol) 1-(5-Methyl-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)isoxazol-4-yl)ethan-1-on (81) werden
1.5mL (11 mmol) DMF-DMA gel6st und bei 35 °C 40 h geruhrt. Nach Abkuhlen wird der Ansatz
mit 50 mL Wasser versetzt und mit 3 x 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Brine gewaschen und Uber Na,SO. getrocknet. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Rickstand durch Flash-
Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 1:3) in die Isomere (E)-3-
(Dimethylamino)-1-(5-methyl-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)isoxazol-4-yl)prop-2-en-1-on (83) und
(E)-1-(5-(2-(Dimethylamino)vinyl)-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)isoxazol-4-yl)ethan-1-on (84)

getrennt.
Ausbeute: 206 mg (33 %) gelbes Ol

H-NMR 5 (ppm) = 7.82 — 7.76 (m, 2H, 2"-H, 6"-H), 7.70 — 7.65 (m, 2H, 3"-H,
(400 MHz, CDCls)  5"-H), 7.62 — 7.45 (m, 1H, 3-H), 4.90 (d, J = 12.5 Hz, 1H, 2-H), 3.06 (s,
3H, N-CHs), 2.63 (s, 3H, 5'-CHs), 2.60 (s, 3H, N-CHs)

13C.NMR 5 (ppm) = 183.0 (C-1), 171.4 (C-5'), 160.3 (C-3), 154.0 (C-3), 133.3

(101 MHz, CDCls)  (C-1"), 131.6 (q, J = 32.8 Hz, C-4"), 129.5 (C-2", C-6"), 125.4 (q, J =
3.8 Hz, C-3", C-5"), 124.0 (q, J = 272.2 Hz, CF3), 118.0 (C-4"), 97.2 (C-
2), 45.2 (N-CHs), 37.1 (N-CHs), 12.9 (5'-CHs)

MS (EI) m/z (%) = 324 (50) [MT*, 307 (24), 98 (48), 43 (100)

HRMS (EI) 324.1078 (berechnet fiir C16H1sF3N202 [M]*: 324.1080)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(E)-1-(5-(2-(Dimethylamino)vinyl)-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)isoxazol-4-yl)ethan-1-on
(84)

C16H15F3N202
M, = 324.30

0.50 g (1.9 mmol) 1-(5-Methyl-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)isoxazol-4-yl)ethan-1-on (81) werden
1.5mL (11 mmol) DMF-DMA gel6st und bei 35 °C 40 h gerihrt. Nach Abkihlen wird der Ansatz
mit 50 mL Wasser versetzt und mit 3 x 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Brine gewaschen und Uber Na;SOs getrocknet. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Rickstand durch Flash-
Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 1:3) in die Isomere (E)-3-
(Dimethylamino)-1-(5-methyl-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)isoxazol-4-yl)prop-2-en-1-on (83) und
(E)-1-(5-(2-(Dimethylamino)vinyl)-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)isoxazol-4-yl)ethan-1-on (84)

getrennt.
Ausbeute: 77 mg (13 %) beigefarbener Feststoff

'H-NMR 8 (ppm) = 7.76 — 7.71 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 7.67 — 7.61 (m, 2H, 2"-H,
(500 MHz, CDCl;)  6™-H), 7.62 (d, J = 13.3 Hz, 1H, 2"-H), 5.85 (d, J = 13.3 Hz, 1H, 1"-H),
3.04 (s, 6H, N-(CHa)2), 1.96 (s, 3H, 2-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 191.9 (C-1), 175.0 (C-5'), 161.4 (C-3"), 150.0 (C-2"), 134.3

(126 MHz, CDCls)  (C-1"), 131.8 (q, J = 32.7 Hz, C-4™), 129.9 (C-2", C-6™), 125.6 (q, J =
3.8 Hz, C-3", C-5"), 124.0 (q, J = 272.4 Hz, CFs), 109.6 (C-4'), 82.7
(C-1"), 45.2 (N-CHs), 37.3 (N-CHs), 30.7 (C-2)

IR (ATR) v [em™] = 3014, 2995, 2914, 2850, 2816, 1652, 1612, 1531, 1433,
1417, 1385, 1364, 1325, 1239, 1169, 1150, 1110, 1065, 846, 795

MS (EIl) m/z (%) = 324 (81) [M*, 98 (100), 85 (72). 83 (96)
HRMS (EI) 324.1077 (berechnet fiir C1sH15FsN20, [M]*: 324.1080)
HPLC-Reinheit 93 % (A = 210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(E)-3-(Dimethylamino)-1-(3-(4-methoxyphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)prop-2-en-1-on
(85)

C16H18N203
M; = 286.33

0.50 g (2.2 mmol) 1-(3-(4-Methoxyphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)ethan-1-on (82) werden in 1.7
mL (13 mmol) DMF-DMA gel6st und bei 40 °C 36 h gerthrt. Nach Abkuhlen wird der Ansatz
mit 50 mL Wasser versetzt und mit 3 x 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Brine gewaschen und Uber Na;SO, getrocknet. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Rickstand durch Flash-
Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 1:3 + 10 % Triethylamin) in die
Isomere (E)-3-(Dimethylamino)-1-(3-(4-methoxyphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)prop-2-en-1-on
(85) und (E)-1-(5-(2-(Dimethylamino)vinyl)-3-(4-methoxyphenyl)isoxazol-4-yl)ethan-1-on (86)

getrennt.
Ausbeute: 232 mg (37 %) gelbes Ol

H-NMR 5 (ppm) = 7.54 — 7.48 (m, 2H, 2"-H, 6"-H), 7.48 — 7.32 (m, 1H, 3-H),

(400 MHz, CDCl;)  6.88 — 6.82 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 4.92 (d, J = 12.5 Hz, 1H, 2-H), 3.74 (s,
3H, O-CHa), 2.94 (s, 3H, N-CHs), 2.56 (s, 3H, N-CHs), 2.51 (s, 3H, 5'-
CHs)

13C-.NMR 5 (ppm) = 183.5 (C-1), 170.7 (C-5'), 160.7 (C-3"), 160.6 (C-4"), 153.7
(101 MHz, CDCls)  (C-3), 130.2 (C-2", C-6"), 121.5 (C-1"), 117.4 (C-4'), 113.7 (C-3", C-
5"), 97.3 (C-2), 55.2 (O-CHs), 44.9 (N-CHs), 36.9 (N-CHs), 12.6 (5'-

CHs)
MS (EI) m/z (%) = 286 (15) [M]*, 98 (29), 43 (100)
HRMS (EI) 286.1311 (berechnet fiir C16H1sN203 [M]*: 286.1312)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(E)-1-(5-(2-(Dimethylamino)vinyl)-3-(4-methoxyphenyl)isoxazol-4-yl)ethan-1-on (86)

C16H18N203
M, = 286.33

0.50 g (2.2 mmol) 1-(3-(4-Methoxyphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)ethan-1-on (82) werden in 1.7
mL (13 mmol) DMF-DMA geldst und bei 40 °C 36 h geruhrt. Nach Abkuhlen wird der Ansatz
mit 50 mL Wasser versetzt und mit 3 x 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Brine gewaschen und Uber Na,SOs getrocknet. Das
Lésungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Rickstand durch Flash-
Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 1:3 + 10 % Triethylamin) in die
Isomere (E)-3-(Dimethylamino)-1-(3-(4-methoxyphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)prop-2-en-1-on
(85) und (E)-1-(5-(2-(Dimethylamino)vinyl)-3-(4-methoxyphenyl)isoxazol-4-yl)ethan-1-on (86)

getrennt.

Ausbeute: 46 mg (7.3 %) beigefarbener Feststoff
Schmelzpunkt: 169 °C

"H-NMR O (ppm) =7.59 (d, J = 13.4 Hz, 1H, 2"-H), 7.51 — 7.32 (m, 2H, 2"-H,

(400 MHz, CDCl;)  6"-H), 7.11 — 6.85 (m, 2H, 3"-H, 5™-H), 5.87 (d, J = 13.4 Hz, 1H, 1"-
H), 3.84 (s, 3H, O-CHs), 3.01 (s, 6H, N-(CHs)z), 1.94 (s, 3H, 2-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 192.9 (C-1), 174.6 (C-5'), 162.2 (C-3'), 160.7 (C-4"), 149.6
(101 MHz, CDCl;)  (C-2"), 130.6 (C-2", C-6"), 122.4 (C-1"), 114.1 (C-3", C-5"), 110.0 (C-
4'), 83.0 (C-1"), 55.4 (O-CHs), 44.1 (N-CHs), 37.5 (N-CHs), 30.5 (C-2)

IR (ATR) v [em™] = 3099, 3010, 2941, 2913, 2842, 2815, 1652, 1616, 1536,
1428, 1417, 1387, 1247, 1110, 832, 800

MS (EI) m/z (%) = 286 (35) [M']*, 98 (65), 85 (67), 83 (100)
HRMS (EI) 286.1307 (berechnet fiir C16H1sN203 [MT*: 286.1312)
HPLC-Reinheit > 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)isoxazol (87)

C14H10F3N30
M, = 293.25

0.19 g (0.59 mmol) (E)-3-(Dimethylamino)-1-(5-methyl-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)isoxazol-4-
yl)prop-2-en-1-on (83) werden in 6 mL Ethanol geldst. Bei -20 °C werden unter Rihren 0.47
mL (9.7 mmol) Hydrazinhydrat zugetropft, noch 2 h bei -20 °C gehalten und dann Gber 21 h
langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der

Ruckstand durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 1:1)

gereinigt.

Ausbeute: 163 mg (94 %) farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 137 °C

H-NMR 0 (ppm) = 7.69 — 7.63 (m, 2H, 2"-H, 6"-H), 7.63 — 7.57 (m, 2H, 3"-H,

(400 MHz, CDCI») 5"-H), 7.51 (d, J = 2.3 Hz, 1H, 5'-H), 6.17 (d, J= 2.3 Hz, 1H, 4'-H), 2.53
(s, 3H, 5-CHj3)

3C-NMR o (ppm) = 168.8 (C-5), 160.3 (C-3), 140.0 (C-3'), 132.8 (C-1"), 131.6

(101 MHz, CDCls) (g, J = 32.5 Hz, C-4"), 131.3 (C-5), 128.9 (C-2", C-6"), 125.5 (q, J =
3.8 Hz, C-3", C-5"), 124.0 (g, J = 272 Hz, CF3), 108.5 (C-4), 106.1 (C-
4'), 12.0 (5-CHa)

IR (ATR) v [em™] = 3276, 3235, 3067, 3015, 2937, 2925, 1324, 1171, 1136,
1110, 1064, 919, 854, 768

MS (El) m/z (%) = 293 (84) [MT*, 251 (63), 85 (64), 83 (100)
HRMS (El) 293.0762 (berechnet fiir C14H10F3N3O [MT*: 293.0770)
HPLC-Reinheit >99 % (A=210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-(4-Methoxyphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (88)

C14H13N30-
M, = 255.28

0.14 g (0.49 mmol) (E)-3-(Dimethylamino)-1-(3-(4-methoxyphenyl)-5-methylisoxazol-4-
yh)prop-2-en-1-on (85) werden in 5.4 mL Ethanol geldst. Bei -20 °C werden unter Rihren 0.38
mL (7.8 mmol) Hydrazinhydrat zugetropft, noch 2 h bei -20 °C gehalten und dann (ber 18 h
langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der

Rickstand durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 1:2)

gereinigt.

Ausbeute: 125 mg (> 99 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 157 °C

"H-NMR 0 (ppm) =7.52 (d, J = 2.3 Hz, 1H, 5"-H), 7.48 — 7.43 (m, 2H, 2'-H, 6'-

(400 MHz, CDCl;)  H), 6.90 — 6.85 (m, 2H, 3'-H, 5'-H), 6.18 (d, J = 2.3 Hz, 1H, 4"-H), 3.80
(s, 3H, O-CHs), 2.50 (s, 3H, 5-CHs)

13C-NMR 5 (ppm) = 168.1 (C-5), 161.0 (C-3), 160.8 (C-4"), 139.6 (C-3"), 132.4
(101 MHz, CDCl;)  (C-5"), 129.9 (C-2', C-6"), 121.4 (C-1'), 114.1 (C-3', C-5'), 107.9 (C-4),
106.0 (C-4"), 55.4 (O-CHs), 12.1 (5-CHs)

IR (ATR) ¥ [cm™] = 3250, 3041, 3014, 2951, 2925, 1607, 1523, 1459, 1250,
1191, 1020, 838, 772

MS (El) m/z (%) = 255 (100) [MT*, 213 (65), 198 (31)
HRMS (EI) 255.1002 (berechnet fur C14H13N302 [M]*: 255.1002)
HPLC-Reinheit 99 % (A =210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Methyl-4-(1-tosyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)isoxazol (89)

C21H16F3N303S
M, = 447.43

Die Darstellung von 89 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 115 mg (0.39 mmol) 5-Methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)isoxazol (87)
und 79 mg (0.41 mmol) Tosylchlorid. Durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,
Isohexan/Ethylacetat 3:1) werden die Isomere 5-Methyl-4-(1-tosyl-1H-pyrazol-3-yl)-3-(4-
(trifluormethyl)phenyl)isoxazol (90) und 5-Methyl-4-(1-tosyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-
(trifluormethyl)phenyl)isoxazol (89) getrennt.

Ausbeute: 56 mg (32 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 161 °C
"H-NMR o (ppm) =7.85(d, J = 1.7 Hz, 1H, 3'-H), 7.49 — 7.45 (m, 2H, 2"-H, 6"-

(500 MHz, CDCl;)  H), 7.45 - 7.42 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 7.38 — 7.34 (m, 2H, 2"-H, 6"-H),
7.10 = 7.05 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 6.42 (d, J = 1.7 Hz, 1H, 4-H), 2.31 (s,
3H, 5-CH), 2.29 (s, 3H, 4"-CHs)

13C.NMR 5 (ppm) = 170.8 (C-5), 159.6 (C-3), 146.2 (C-4"), 143.7 (C-3"), 134.7

(126 MHz, CDCl)  (C-5'), 134.0 (C-1"), 132.3 (C-1™), 131.6 (q, J = 32.6 Hz, C-4™), 129.9
(C-3", C-5"), 128.1 (C-2", C-6"), 127.6 (C-2", C-6"), 125.6 (q, J = 3.8
Hz, C-3", C-5"), 123.9 (q, J = 272.3 Hz, CF3), 113.4 (C-4"), 104.2 (C-
4), 21.6 (4"-CHa), 11.8 (5-CHa)

IR (ATR) ¥ [cm™] = 3150, 2980, 2924, 1382, 1324, 1196, 1173, 1147, 1120,
1066, 851, 811, 667, 588

MS (EIl) m/z (%) = 447 (42) [M']*, 383 (34), 289 (100), 262 (69), 249 (31), 91
(76)

HRMS (EI) 447.0863 (berechnet fiir Co1H16F3N303S [M]*: 447.0859)

HPLC-Reinheit 99 % (A = 210 nm), 98 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-Methyl-4-(1-tosyl-1H-pyrazol-3-yl)-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)isoxazol (90)

C21H16F3N303S
M, = 447.43

Die Darstellung von 90 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 115 mg (0.39 mmol) 5-Methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)isoxazol (87)
und 79 mg (0.41 mmol) Tosylchlorid. Durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,
Isohexan/Ethylacetat 3:1) werden die Isomere 5-Methyl-4-(1-tosyl-1H-pyrazol-3-yl)-3-(4-
(trifluormethyl)phenyl)isoxazol (90) und 5-Methyl-4-(1-tosyl-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-
(trifluormethyl)phenyl)isoxazol (89) getrennt.

Ausbeute: 90 mg (52 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 139 °C
"H-NMR o (ppm) = 8.11 (d, J = 2.7 Hz, 1H, 5'-H), 7.90 — 7.87 (m, 2H, 2"-H, 6"-

(500 MHz, CDCl;)  H), 7.60 — 7.56 (m, 2H, 2""-H, 6"-H), 7.55 — 7.51 (m, 2H, 3"-H, 5"-H),
7.38 —7.32 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 6.13 (d, J = 2.7 Hz, 1H, 4'-H), 2.53 (s,
3H, 5-CHs), 2.46 (s, 3H, 4"-CHa)

13C-NMR 5 (ppm) = 169.8 (C-5), 160.3 (C-3), 147.7 (C-3"), 146.4 (C-4"), 133.9

(126 MHz, CDCl;)  (C-1"), 132.5 (C-1"), 132.1 (C-5"), 131.6 (q, J = 32.6 Hz, C-4™), 130.2
(C-3", C-5"), 129.2 (C-2", C-6"), 128.4 (C-2", C-6"), 125.5 (q, J = 3.8
Hz, C-3", C-5"), 124.0 (q, J = 272.4 Hz, CF3), 109.0 (C-4'), 108.0 (C-
4), 21.8 (4"-CHs), 12.4 (5-CHa)

IR (ATR) v [em™] = 3143, 3128, 3042, 2980, 2926, 1372, 1331, 1190, 1180,
1169, 1159, 1121, 1070, 675, 601

MS (EI) m/z (%) = 447 (79) [M]*, 291 (100), 264 (70), 91 (55)
HRMS (EI) 447.0857 (berechnet fiir C21H16F3N303S [M7]*: 447.0859)
HPLC-Reinheit > 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-(4-Methoxyphenyl)-5-methyl-4-(1-tosyl-1H-pyrazol-5-yl)isoxazol (91)

C21H19N304S
M = 409.46

Die Darstellung von 91 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 100 mg (0.39 mmol) 3-(4-Methoxyphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (88) und
79 mg (0.41 mmol) Tosylchlorid. Durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,
Isohexan/Ethylacetat 3:1) werden die Isomere 3-(4-Methoxyphenyl)-5-methyl-4-(1-tosyl-1H-
pyrazol-3-yl)isoxazol (92) und 3-(4-Methoxyphenyl)-5-methyl-4-(1-tosyl-1H-pyrazol-5-

ylisoxazol (91) getrennt.

Ausbeute: 71 mg (44 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 149 °C
"H-NMR o (ppm) =7.81(d, J=1.6 Hz, 1H, 3"-H), 7.51 — 7.47 (m, 2H, 2"-H, 6"'-

(400 MHz, CDCls)  H), 7.16 — 7.11 (m, 2H, 2'-H, 6'-H), 7.09 — 7.05 (m, 2H, 3"-H, 5"-H),
6.69 — 6.64 (m, 2H, 3"-H, 5'-H), 6.37 (d, J = 1.6 Hz, 1H, 4"-H), 3.76 (s,
3H, O-CHs), 2.30 (s, 3H, 4"-CHs), 2.25 (s, 3H, 5-CHs)

13C-.NMR 5 (ppm) = 170.0 (C-5), 160.8 (C-4'), 160.3 (C-3), 145.8 (C-4™), 143.6

(101 MHz, CDCl;)  (C-3"), 135.5 (C-5"), 134.1 (C-1"), 129.8 (C-3", C-5"), 128.7 (C-2', C-
6'), 128.2 (C-2", C-6"), 121.1 (C-1"), 114.0 (C-3', C-5'), 113.3 (C-4"),
103.8 (C-4), 55.3 (O-CHs), 21.7 (4™-CHs), 11.8 (5-CHs)

IR (ATR) v [cm™] = 2924, 2849, 1426, 1380, 1287, 1251, 1235, 1192, 1174,
1145, 1122, 1026, 813, 674, 588

MS (El) m/z (%) = 409 (69) [M7*, 254 (79), 226 (56), 212 (29), 91 (20), 85 (62),
83 (100)

HRMS (El) 409.1091 (berechnet fur C21H19N304S [M]*: 409.1091)

HPLC-Reinheit >99 % (A=210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-(4-Methoxyphenyl)-5-methyl-4-(1-tosyl-1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (92)

C21H19N304S
M = 409.46

Die Darstellung von 92 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 100 mg (0.39 mmol) 3-(4-Methoxyphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (88) und
79 mg (0.41 mmol) Tosylchlorid. Durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,
Isohexan/Ethylacetat 3:1) werden die Isomere 3-(4-Methoxyphenyl)-5-methyl-4-(1-tosyl-1H-
pyrazol-3-yl)isoxazol (92) und 3-(4-Methoxyphenyl)-5-methyl-4-(1-tosyl-1H-pyrazol-5-

yl)isoxazol (91) getrennt.

Ausbeute: 82 mg (51 %) hellbeige Kristalle
Schmelzpunkt: 87 °C
"H-NMR 0 (ppm) =8.03 (d, J=2.7 Hz, 1H, 5"-H), 7.94 — 7.89 (m, 2H, 2"-H, 6"-

(500 MHz, CDCls)  H), 7.40 — 7.36 (m, 2H, 2-H, 6'-H), 7.36 — 7.32 (m, 2H, 3"-H, 5"-H),
6.88 — 6.83 (m, 2H, 3"-H, 5'-H), 6.07 (d, J = 2.7 Hz, 1H, 4"-H), 3.83 (s,
3H, O-CHs), 2.51 (s, 3H, 5-CHs), 2.45 (s, 3H, 4"-CHs)

13C-NMR 5 (ppm) = 169.1 (C-5), 161.2 (C-3), 160.8 (C-4"), 148.6 (C-3"), 146.1

(126 MHz, CDCl;)  (C-4™), 134.1 (C-1™), 131.8 (C-5"), 130.2 (C-2', C-6"), 130.1 (C-3", C-
5™), 128.4 (C-2", C-6™), 121.1 (C-1'), 114.1 (C-3, C-5'), 109.2 (C-4"),
107.8 (C-4), 55.4 (O-CHs), 21.9 (4"-CHs), 12.6 (5-CHs)

IR (ATR) ¥ [em™] = 3140, 3124, 3045, 2938, 2923, 2838, 1612, 1519, 1477,
1373, 1321, 1294, 1254, 1189, 1175, 1158, 1120, 1038, 834, 815, 779,
674, 599

MS (EIl) m/z (%) = 409 (100) [M*, 254 (71), 226 (71), 212 (46)

HRMS (EI) 409.1092 (berechnet fiir Co1H1sN304S [M*: 409.1091)

HPLC-Reinheit 98 % (A = 210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1-((2-nitrophenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (93)

C19H13C|N4058
M, = 444.85

Die Darstellung von 93 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 59 mg (0.23 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79) und 73
mg (0.33 mmol)  2-Nitrobenzolsulfonylchlorid. Aufreinigung mittels Flash-

Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 2:1).

Ausbeute: 55 mg (54 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 139 °C
H-NMR 0 (ppm) = 8.32 (dd, J;s = 8.2Hz, J>=1.4 Hz, 1H, 6™-H), 8.18 (d, J=2.9

(500 MHz, CDCls)  Hz, 1H, 5"-H), 7.90 — 7.86 (m, 1H, 4™-H), 7.82 — 7.77 (m, 2H, 3"-H, 5"
H), 7.39 — 7.35 (m, 2H, 2-H, 6'-H), 7.27 — 7.23 (m, 2H, 3"-H, 5'-H), 6.24
(d, J = 2.9 Hz, 1H, 4"-H), 2.54 (s, 3H, 5-CHs)

13C-NMR 5 (ppm) = 169.5 (C-5), 160.7 (C-3), 148.5 (C-3"), 148.2 (C-2"), 136.1

(126 MHz, CDCls)  (C-4™), 135.9 (C-4"), 133.6 (C-5"), 133.1 (C-6"), 132.6 (C-5"), 130.2
(C-2', C-6"), 129.8 (C-1"), 128.8 (C-3', C-5'), 127.3 (C-1"), 125.0 (C-3"),
108.7 (C-4"), 107.7 (C-4), 12.5 (5-CHs)

IR (KBr) v [em™] = 3141, 3159, 3125, 3092, 3021, 1618, 1549, 1392, 1192,
1158, 1037, 615

MS (ESI) m/z (%) = 447 (6) [(¥’Cl) M+H]*, 445 (24) [(**Cl) M+H]*, 265 (100)

HRMS (ESI) 445.0380 (berechnet fiir C19H14**CIN4OsS* [M+H]*: 445.0368)

HPLC-Reinheit >99 % (A=210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1-((4-nitrophenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (94)

C19H13CIN4OsS
M, = 444 .85

Die Darstellung von 94 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 59 mg (0.23 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79) und 75
mg (0.34 mmol) 4-Nitrobenzolsulfonylchlorid. Durch Flash-Saulenchromatographie (feines
Kieselgel 0.015-0.040 nm, Isohexan/Diethylether 2:1) werden die Isomere 3-(4-Chlorphenyl)-
5-methyl-4-(1-((4-nitrophenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (94) und 3-(4-Chlorphenyl)-5-
methyl-4-(1-((4-nitrophenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-5-yl)isoxazol (95) getrennt.

Ausbeute: 81 mg (79 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 162 °C
"H-NMR 0 (ppm) = 8.43 — 8.35 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 8.24 — 8.17 (m, 2H, 2"-H,

(400 MHz, CDCl;)  6"-H), 8.09 (d, J = 2.8 Hz, 1H, 5"-H), 7.41 — 7.35 (m, 2H, 2"-H, 6'-H),
7.35-7.30 (m, 2H, 3-H, 5"-H), 6.16 (d, J = 2.8 Hz, 1H, 4"-H), 2.56 (s,
3H, 5-CHa)

13C-NMR 5 (ppm) = 169.6 (C-5), 160.6 (C-3), 151.3 (C-4™), 149.2 (C-3"), 142.3

(101 MHz, CDCl;)  (C-1"), 136.2 (C-4'), 132.3 (C-5"), 130.3 (C-2, C-6"), 129.8 (C-2", C-
6"), 129.0 (C-3', C-5'), 127.2 (C-1'), 124.7 (C-3", C-5"), 109.7 (C-4"),
107.5 (C-4), 12.7 (5-CHs)

IR (KBr) v [em™] = 3151, 3108, 1066, 2924, 2865, 1653, 1647, 1637, 1532,
1474, 1389, 1348, 1315, 1194, 1155, 781, 740, 625

MS (EI) m/z (%) = 446 (44) [(7Cl) M'T*, 444 (99) [(*5Cl) M'T*, 258 (100), 230 (83),
216 (74)

HRMS (EI) 444.0289 (berechnet fir C1oH13%CIN4OsS [M]*: 444.0290)

HPLC-Reinheit > 99 % (A =210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1-((4-nitrophenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-5-yl)isoxazol (95)

C19H13CIN4O5S

M, = 444.85

Die Darstellung von 95 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 59 mg (0.23 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79) und 75

mg (0.34 mmol) 4-Nitrobenzolsulfonylchlorid. Durch Flash-Sdulenchromatographie (feines

Kieselgel 0.015-0.040 nm, Isohexan/Diethylether 2:1) werden die Isomere 3-(4-Chlorphenyl)-

5-methyl-4-(1-((4-nitrophenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (94) und 3-(4-Chlorphenyl)-5-

methyl-4-(1-((4-nitrophenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-5-yl)isoxazol (95) getrennt.

Ausbeute: 6 mg (6 %)

Schmelzpunkt:

H-NMR
(400 MHz, CDCl,)

13C.NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (KBr)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

farblose Kristalle
195 °C
o (ppm) =8.16 — 8.11 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 7.91 (d, J = 1.6 Hz, 1H, 3"-
H), 7.78 — 7.72 (m, 2H, 2"-H, 6"-H), 7.24 — 7.20 (m, 2H, 2'-H, 6'-H),
7.20 - 7.14 (m, 2H, 3'-H, 5'-H), 6.52 (d, J = 1.6 Hz, 1H, 4"-H), 2.37 (s,
3H, 5-CHs)
o (ppm) = 170.4 (C-5), 159.6 (C-3), 150.9 (C-4™), 144.8 (C-3"), 142.2
(C-1"), 136.5 (C-4'), 135.8 (C-5"), 129.6 (C-2", C-6"), 129.2 (C-3', C-
5, 128.6 (C-2', C-6'), 127.3 (C-1"), 124.3 (C-3"™, C-5"), 113.9 (C-4"),
103.8 (C-4), 11.8 (5-CHs5)
v [em™] = 3131, 3060, 3007, 2926, 1648, 1606, 1532, 1403, 1391,
1346, 1271, 1190, 1146, 1126, 1091, 911, 855, 835, 740, 679, 612,
579
m/z (%) = 446 (15) [(}"Cl) MT*, 444 (28) [(**CI) M']*, 259 (84), 258 (52),
217 (71), 44 (100)

444.0286 (berechnet fiir C1oH133CIN4OsS [M]*: 444.0290)

98 % (A = 210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-(4-Chlorphenyl)-4-(1-(mesitylsulfonyl)-1H-pyrazol-3-yl)-5-methylisoxazol (96)

C22H20CIN3O3S
M, = 441.93

Die Darstellung von 96 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 64 mg (0.25 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79) und 78
mg (0.36 mmol) 2-Mesitylensulfonylchlorid. Durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,
Chloroform/lsohexan 3:1) werden die Isomere 3-(4-Chlorphenyl)-4-(1-(mesitylsulfonyl)-1H-
pyrazol-3-yl)-5-methylisoxazol (96) und 3-(4-Chlorphenyl)-4-(1-(mesitylsulfonyl)-1H-pyrazol-5-
y)-5-methylisoxazol (97) getrennt.

Ausbeute: 73 mg (66 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 117 °C
"H-NMR o (ppm) =8.15 (d, J = 2.7 Hz, 1H, 5"-H), 7.41 — 7.36 (m, 2H, 2'-H, 6'-

(500 MHz, CDCls)  H), 7.26 — 7.22 (m, 2H, 3'-H, 5'-H), 7.01 (s, 2H, 3"-H, 5"-H), 6.14 (d, J
= 2.7 Hz, 1H, 4"-H), 2.62 (s, 6H, 2"-CHs, 6"-CHs), 2.50 (s, 3H, 5-CHs),
2.35 (s, 3H, 4"-CHa)

13C-NMR 5 (ppm) = 169.3 (C-5), 160.6 (C-3), 146.9 (C-3"), 145.1 (C-4"), 141.6

(126 MHz, CDCl;)  (C-2", C-6™), 135.8 (C-4"), 132.5 (C-3", C-5™), 131.4 (C-5"), 131.0 (C-
1™), 130.2 (C-2', C-6'), 128.8 (C-3', C-5'), 127.5 (C-1'), 108.1 (C-4),
107.5 (C-4"), 23.2 (2"-CHa, 6"-CHs), 21.3 (4"-CHa), 12.5 (5-CHa)

IR (KBr) ¥ [em™] = 3151, 3074, 2983, 2943, 2918, 1625, 1601, 1473, 1454, 1362
1312, 1192, 1179, 1156, 1089, 1035, 927, 781, 667, 604, 596

MS (EI) m/z (%) = 443 (3) [(*'Cl) M*, 441 (7) [(°Cl) MT*, 379 (39), 378 (34),
377 (100), 258 (41), 230 (43), 119 (91)

HRMS (EI) 441.0912 (berechnet fir C2oH20%CINsO3S [M']*: 441.0908)

HPLC-Reinheit > 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-(4-Chlorphenyl)-4-(1-(mesitylsulfonyl)-1H-pyrazol-5-yl)-5-methylisoxazol (97)

C22H20CIN3O3S

M: = 441.93

Die Darstellung von 97 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 64 mg (0.25 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79) und 78

mg (0.36 mmol) 2-Mesitylensulfonylchlorid. Durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,

Chloroform/lsohexan 3:1) werden die Isomere 3-(4-Chlorphenyl)-4-(1-(mesitylsulfonyl)-1H-

pyrazol-3-yl)-5-methylisoxazol (96) und 3-(4-Chlorphenyl)-4-(1-(mesitylsulfonyl)-1H-pyrazol-5-

yl)-5-methylisoxazol (97) getrennt.

Ausbeute: 19 mg (17 %) farblose Kristalle

Schmelzpunkt:

H-NMR
(500 MHz, CDCls)

13C.NMR
(126 MHz, CDCls)

IR (KBr)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

180 °C

5 (ppm) = 7.83 (d, J = 1.6 Hz, 1H, 3"-H), 7.24 — 7.19 (m, 2H, 2'-H, 6"
H), 7.19 — 7.15 (m, 2H, 3-H, 5'-H), 6.70 (s, 2H, 3"-H, 5"-H), 6.49 (d, J
= 1.6 Hz, 1H, 4"-H), 2.26 (s, 6H, 2"-CHs, 6"-CHs), 2.24 (s, 3H, 5-CHs),
2.16 (s, 3H, 4™-CHa)

5 (ppm) = 171.2 (C-5), 159.5 (C-3), 145.1 (C-4™), 141.7 (C-3"), 141.2
(C-2", C-6™), 136.0 (C-4"), 134.0 (C-5"), 132.2 (C-3", C-5"), 131.3 (C-
1™), 128.5 (C-3', C-5'), 128.4 (C-2', C-6'), 126.8 (C-1'), 113.6 (C-4"),
103.5 (C-4), 22.3 (2"-CHs, 6"-CHs), 21.2 (4"-CHs), 11.7 (5-CHs)

¥ [em™] = 3131, 3048, 2977, 2922, 2853, 1638, 1596, 1543, 1505,
1450, 1417, 1367, 1290, 1271, 1234, 1188, 1173, 1123, 1088, 911,
837, 811, 688

m/z (%) = 443 (1) [('Cl) MT*, 441 (1) [(*3Cl) MTT*, 377 (45), 376 (30),
362 (31), 334 (60), 119 (100), 91 (33)

441.0909 (berechnet fiir C2;Hz3CIN3O3S [M]*: 441.0908)

>99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-(4-Chlorphenyl)-4-(1-((4-iodphenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-3-yl)-5-methylisoxazol (98)

C19H13CIIN3O3S
M = 525.75

Die Darstellung von 98 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 61 mg (0.23 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79) und 189
mg (0.62 mmol) 4-lodbenzolsulfonylchlorid. Durch Flash-Saulenchromatographie (feines
Kieselgel 0.015-0.040 nm, Chloroform/Isohexan 2:1) werden die Isomere 3-(4-Chlorphenyl)-4-
(1-((4-iodphenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-3-yl)-5-methylisoxazol (98) und 3-(4-Chlorphenyl)-4-(1-
((4-iodphenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-5-yl)-5-methylisoxazol (99) getrennt.

Ausbeute: 35 mg (29 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 159 °C
"H-NMR 0 (ppm) =8.05 (d, J = 2.8 Hz, 1H, 5"-H), 7.95-7.90 (m, 2H, 3"-H, 5™-

(400 MHz, CDCls)  H), 7.72 — 7.67 (m, 2H, 2"-H, 6"-H), 7.41 — 7.35 (m, 2H, 2, 6'), 7.33 —
7.28 (m, 2H, 3', 5'), 6.12 (d, J = 2.8 Hz, 1H, 4"-H), 2.54 (s, 3H, 5-CHs)

13C-NMR 5 (ppm) = 169.6 (C-5), 160.6 (C-3), 148.4 (C-3"), 138.9 (C-3", C-5"),

(101 MHz, CDCls)  136.5 (C-1"), 136.1 (C-4'), 132.1 (C-5"), 130.2 (C-2', C-6'), 129.5 (C-
2" C-6"), 128.9 (C-3', C-5'), 127.3 (C-1'), 109.3 (C-4"), 107.7 (C-4),
103.2 (C-4™), 12.6 (5-CHa)

IR (KBr) v [em] = 3143, 3108, 3088, 1623, 1564, 1541, 1461, 1387, 1308,
1192, 1178, 1155, 1134, 1087, 1038, 1004, 792, 736

MS (EI) m/z (%) = 527 (40) [(7Cl) MT*, 525 (100) [(*°Cl) MTT*, 258 (83), 230 (52),
216 (48)

HRMS (El) 524.9406 (berechnet fiir C1oH133CIIN3OsS [M]*: 524.9405)

HPLC-Reinheit > 99 % (A =210 nm); > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-(4-Chlorphenyl)-4-(1-((4-iodphenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-5-yl)-5-methylisoxazol (99)

C19H13CIlIN3O3S
M: = 525.75

Die Darstellung von 99 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 61 mg (0.23 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79) und 189
mg (0.62 mmol) 4-lodbenzolsulfonylchlorid. Durch Flash-Saulenchromatographie (feines
Kieselgel 0.015-0.040 nm, Chloroform/Isohexan 2:1) werden die Isomere 3-(4-Chlorphenyl)-4-
(1-((4-iodphenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-3-yl)-5-methylisoxazol (98) und 3-(4-Chlorphenyl)-4-(1-
((4-iodphenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-5-yl)-5-methylisoxazol (99) getrennt.

Ausbeute: 10 mg (8 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 173 °C
"H-NMR o (ppm) =7.86 (d, J= 1.6 Hz, 1H, 3"-H), 7.70 — 7.65 (m, 2H, 3"-H, 5"-

(400 MHz, CDCls3) H), 7.31 - 7.23 (m, 2H, 2"-H, 6"-H), 7.22 - 7.15 (m, 4H, 2'-H, 3'-H, 5'-
H, 6-H), 6.4 (d, J = 1.6 Hz, 1H, 4"-H), 2.32 (s, 3H, 5-CHs)

13C-.NMR 8 (ppm) = 170.5 (C-5), 159.7 (C-3), 144.1 (C-3"), 138.6 (C-3", C-5"),

(101 MHz, CDCl;)  136.5 (C-1"), 136.3 (C-4'), 135.3 (C-5"), 129.2 (C-2", C-6"), 129.1 (C-
2'. C-6'), 128.6 (C-3', C-5'), 127.2 (C-1'), 113.6 (C-4"), 103.9 (C-4),
103.2 (C-4™), 11.9 (5-CHs)

IR (ATR) ¥ [em™] = 2963, 2919, 2842, 1564, 1388, 1284, 1270, 1232, 1191,
1179, 1146, 1127, 1087, 1050, 1005, 912, 829, 820, 735

MS (EI) m/z (%) = 527 (21) [7Cl) MT*, 525 (52) [(*°Cl) M']*, 260 (23), 258 (57),
85 (66), 83 (100)

HRMS (EI) 524.9405 (berechnet fiir C1oH133CIIN3O3S [M]*: 524.9405)

HPLC-Reinheit 96 % (A = 210 nm); 97 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

4-(1-((4-(Brommethyl)phenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-3-yl)-3-(4-chlorphenyl)-5-

methylisoxazol (100)

Con15BI’C|N303S
M, =492.77

Die Darstellung von 100 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 60 mg (0.23 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79) und 106
mg (0.39 mmol) 4-(Brommethyl)benzolsulfonylchlorid. Durch Flash-Saulenchromatographie
(feines Kieselgel 0.015-0.040 nm, Isohexan/Diethylether 1:1) werden die Isomere 4-(1-((4-
(Brommethyl)phenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-3-yl)-3-(4-chlorphenyl)-5-methylisoxazol (100) und
4-(1-((4-(Brommethyl)phenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-chlorphenyl)-5-methylisoxazol
(101) getrennt.

Ausbeute: 30 mg (26 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 137 °C
"H-NMR o (ppm) = 8.08 (d, J = 2.8 Hz, 1H, 5'-H), 8.01 — 7.98 (m, 2H, 2"-H, 6"-

(500 MHz, CDCls)  H), 7.60 — 7.57 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 7.39 — 7.36 (m, 2H, 2"-H, 6"-H),
7.30 — 7.27 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 6.13 (d, J = 2.8 Hz, 1H, 4'-H), 4.64 (s,
2H, 4"-CH.Br), 2.52 (s, 3H, 5-CHs)

13C-NMR 5 (ppm) = 169.5 (C-5), 160.6 (C-3), 148.3 (C-3'), 144.6 (C-4"), 136.7

(126 MHz, CDCl;)  (C-1"), 136.0 (C-4™), 132.1 (C-5'), 130.2 (C-2", C-6™), 129.5 (C-3", C-
5"), 128.9 (C-3", C-5"), 128.9 (C-2", C-6"), 127.3 (C-1"), 109.2 (C-4"),
107.8 (C-4), 44.7 (4"-CH,Br), 12.5 (5-CHs)

IR (ATR) ¥ [em™] = 2995, 2982, 1643, 1599, 1469, 1407, 1387, 1313, 1195,
1176, 1155, 1092, 1038, 830, 787, 694, 674, 592

MS (EIl) m/z (%) = 493 (2.6) [(¢'Br) M, 491 (2.6) [("Br) M]*, 449 (54), 447
(81), 258 (100), 230 (70), 216 (67), 83 (70)

HRMS (EI) 490.9702 (berechnet fiir C2oH1s"°Br35CIN3O3S [M]*: 490.9701)

HPLC-Reinheit 93 % (A = 210 nm), 93 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

4-(1-((4-(Brommethyl)phenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-chlorphenyl)-5-

methylisoxazol (101)

ConqurCIN3O3S

Mr = 49277 g/mol

Die Darstellung von 101 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 60 mg (0.23 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79) und 106

mg (0.39 mmol) 4-(Brommethyl)benzolsulfonylchlorid. Durch Flash-Saulenchromatographie

(feines Kieselgel 0.015-0.040 nm, Isohexan/Diethylether 1:1) werden die Isomere 4-(1-((4-

(Brommethyl)phenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-3-yl)-3-(4-chlorphenyl)-5-methylisoxazol (100) und

4-(1-((4-(Brommethyl)phenyl)sulfonyl)-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-chlorphenyl)-5-methylisoxazol

(101) getrennt.

Ausbeute: 7 mg (6 %)

Schmelzpunkt:

H-NMR
(400 MHz, CDCls)

13C-NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (ATR)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

farblose Kristalle
156 °C

o (ppm) =7.86 (d, J = 1.6 Hz, 1H, 3'-H), 7.61 - 7.57 (m, 2H, 2"-H, 6"-
H), 7.36 — 7.32 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 7.19 — 7.13 (m, 4H, 2"-H, 3"-H,
5"-H, 6"-H), 6.42 (d, J = 1.6 Hz, 1H, 4'-H), 4.51 (s, 2H, 4"-CH2-Br),
2.30 (s, 3H, 5-CHj3)

5 (ppm) = 170.5 (C-5), 159.8 (C-3), 144.5 (C-4"), 144.1 (C-3'), 136.8
(C-1"), 136.1 (C-4"), 135.3 (C-5'), 129.2 (C-3", C-5"), 129.1 (C-2", C-
6"), 128.6 (C-3", C-5™), 128.6 (C-2", C-6"), 127.2 (C-1"), 113.6 (C-4'),
104.0 (C-4), 44.5 (4"-CH,-Br), 11.9 (5-CHs)

v [cm™] = 2964, 2924, 2851, 1631, 1457, 1415, 1388, 1264, 1239,
1189, 1178, 1116, 1104, 1090, 1015, 840, 817, 696, 601

m/z (%) = 493 (3.7) [(¢'Br) MT*, 491 (2.8) [("°Br) M]*, 449 (68), 447
(100), 258 (88), 230 (62), 216 (55)

492.9680 (berechnet fiir C2oH152'Br5CIN3O3S [M]*: 492.9680)

98 % (A = 210 nm), 97 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

N-(4-((3-(3-(4-Chlorphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)-1H-pyrazol-1-

yl)sulfonyl)phenyl)acetamid (102)

C21H17CIN4O4S

M: = 456.90

Die Darstellung von 102 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 62 mg (0.24 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79) und 70

mg (0.30 mmol) N-Acetylsulfanilylchlorid. Aufreinigung mittels Flash-Saulenchromatographie

(Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 1:1).

Ausbeute: 83 mg (76 %) farblose Kristalle

Schmelzpunkt:

"H-NMR
(400 MHz, CDCls)

13C-NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (KBr)

HRMS (ESI)

HPLC-Reinheit

228

176 °C

5 (ppm) = 8.08 (d, J = 2.7 Hz, 1H, 5"-H), 7.95 — 7.90 (m, 2H, 3"-H, 5
H), 7.71 — 7.67 (m, 2H, 2-H, 6'-H), 7.57 (s, 1H, NH), 7.37 — 7.32 (m,
2H, 2"-H, 6"™'-H), 7.27 — 7.23 (m, 2H, 3""-H, 5""-H), 6.13 (d, J = 2.8
Hz, 1H, 4"-H), 2.51 (s, 3H, 5"-CHs), 2.22 (s, 3H, 2-H)

5 (ppm) = 169.5 (C-5"), 168.8 (C-1), 160.6 (C-3"), 147.9 (C-3"), 143.9
(C-1"), 135.8 (C-4™), 132.0 (C-5"), 131.1 (C-4'), 130.1 (C-2"", C-6™),
129.9 (C-3, C-5'), 128.9 (C-3"", C-5"), 127.4 (C-1"), 119.4 (C-2', C-
6'), 109.0 (C-4"), 107.9 (C-4™), 25.0 (C-2), 12.5 (5"-CHs)

U [cm™] = 3424, 3248, 3186, 3137, 3107, 3044, 2924, 1685, 1670,
1644, 1591, 1531, 1469, 1404, 1387, 1315, 1264, 1194, 1174, 1151,
1091, 1029, 834, 712

457.0736 (berechnet fiir C21H1s*°CIN4OsS* [M+H]*: 457.0732)
455.0589 (berechnet fiir C21H16*°CIN4O4S™ [M-H]: 455.0586)

> 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)



EXPERIMENTELLER TEIL

3-(3-(4-Chlorphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)-N,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid
(103)

C15H45CIN4O3S
M: = 366.82

Die Darstellung von 103 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 60 mg (0.23 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79) und 50
mg (0.35 mmol) N,N-Dimethylsulfamoylchlorid. Durch Flash-Saulenchromatographie (feines
Kieselgel 0.015-0.040 nm, Isohexan/Ethylacetat 2:1) werden die Isomere 3-(3-(4-
Chlorphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)-N,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (103) und 5-(3-(4-
Chlorphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)-N,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (104) getrennt.

Ausbeute: 25 mg (30 %) farbloses Ol
H-NMR 0 (ppm) =7.94 (d, J = 2.7 Hz, 1H, 5-H), 7.51 — 7.46 (m, 2H, 2"-H, 6"-
(400 MHz, CDCI») H), 7.41 - 7.37 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 6.13 (d, J = 2.7 Hz, 1H, 4-H), 2.94

(s, 6H, N-(CHs).), 2.63 (s, 3H, 5'-CHz)
3C-NMR o (ppm) = 169.1 (C-5'), 160.8 (C-3'), 146.4 (C-3), 136.0 (C-4"), 132.9

(101 MHz, CDCl;)  (C-5), 130.3 (C-2", C-6"), 129.0 (C-3", C-5"), 127.7 (C-1"), 108.2 (C-
4'), 107.3 (C-4), 38.9 (N-(CHs)2), 12.7 (5'-CHs)

IR (Film) ¥ [cm™'] = 3054, 3020, 2986, 1421, 1393, 1265, 1216, 1179

MS (EI) m/z (%) = 368 (35) [(7Cl) M'T*, 366 (100) [(*°Cl) M]*, 259 (50), 258 (48),
230 (56), 216 (55)

HRMS (EI) 366.0547 (berechnet fiir C1sH1535CIN4O5S [M']*: 366.0548)

HPLC-Reinheit 97 % (A = 210 nm), 98 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

5-(3-(4-Chlorphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)-N,N-dimethyl-1 H-pyrazol-1-sulfonamid
(104)

C15H15CIN4O3S
M, = 366.82

Die Darstellung von 104 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 60 mg (0.23 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79) und 50
mg (0.35 mmol) N,N-Dimethylsulfamoylchlorid. Durch Flash-Saulenchromatographie (feines
Kieselgel 0.015-0.040 nm, Isohexan/Ethylacetat 2:1) werden die Isomere 3-(3-(4-
Chlorphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)-N,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (103) und 5-(3-(4-
Chlorphenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)-N,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (104) getrennt.

Ausbeute: 11 mg (13 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 139 °C
"H-NMR o (ppm) =7.75 (d, J = 1.6 Hz, 1H, 3-H), 7.42 — 7.37 (m, 2H, 2"-H, 6"-

(400 MHz, CDCl;)  H), 7.32 — 7.28 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 6.38 (d, J = 1.6 Hz, 1H, 4-H), 2.91
(s, 6H, N-(CHs)z), 2.39 (s, 3H, 5'-CHs)

13C.NMR 5 (ppm) = 169.7 (C-5'), 160.5 (C-3'), 142.2 (C-3), 136.0 (C-4"), 134.7
(101 MHz, CDCl;)  (C-5), 129.0 (C-2", C-3", C-5", C-8"), 127.6 (C-1"), 111.6 (C-4), 104.7
(C-4'), 39.1 (N-(CHa)y), 11.8 (5'-CHa)

IR (ATR) ¥ [em™] = 1415, 1366, 1291, 1170, 1147, 1088, 986, 914, 846, 712

MS (EI) m/z (%) = 368 (4) [(*Cl) MTT*, 366 (13) [(5Cl) MT*, 259 (17), 85 (69),
83 (100), 47 (20)

HRMS (EI) 366.0550 (berechnet fiir C1sH1s35CIN4OsS [M7]*: 366.0548)

HPLC-Reinheit 85 % (A = 210 nm), 86 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

4-(1-(Benzylsulfonyl)-1H-pyrazol-3-yl)-3-(4-chlorophenyl)-5-methylisoxazol (105)

C20H16CIN3O3S
M: = 413.88

Die Darstellung von 105 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 6 unter Verwendung
von 61 mg (0.23 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79) und 71
mg (0.37 mmol) Phenylmethansulfonylchlorid. ~ Aufreinigung  mittels  Flash-

Saulenchromatographie (Kieselgel, Chloroform/Isohexan 3:1).

Ausbeute: 78 mg (82 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 141 °C
"H-NMR o (ppm) =7.54 (d, J=2.7 Hz, 1H, 5'-H), 7.52 — 7.47 (m, 2H, 2""-H, 6™"-

(400 MHz, CDCls)  H), 7.42 — 7.38 (m, 2H, 3"™-H, 5""-H), 7.38 — 7.35 (m, 1H, 4"-H), 7.32
—7.27 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 7.10 — 7.05 (m, 2H, 2"-H, 6"-H), 5.95 (d,
J=2.8Hz, 1H, 4-H), 4.71 (s, 2H, 1"-H), 2.68 (s, 3H, 5-CHa)

13C.NMR 5 (ppm) = 169.6 (C-5), 160.7 (C-3), 148.0 (C-3'), 136.3 (C-4™), 133.5

(101 MHz, CDCl;)  (C-5'), 130.5 (C-2", C-6™), 130.2 (C-2", C-6™), 129.7 (C-4"), 129.1
(C-3", C-5"), 129.0 (C-3", C-5"™), 127.4 (C-1"), 126.5 (C-1"), 108.5
(C-4"), 107.8 (C-4), 59.8 (C-1"), 12.7 (5-CHa)

IR (KBr) ¥ [em™] = 3422, 3116, 2969, 2924, 1635, 1540, 1458, 1373, 1178,
1156, 1040, 787, 697

MS (ESI) m/z (%) = 416 (11) [(¥7Cl) M+H]*, 414 (40) [(*5Cl) M+H]*, 265 (100)

HRMS (ESI) 414.0685 (berechnet fir CaxoH:7*5CIN;OsS* [M+H]": 414.0674)

412.0535 (berechnet fiir C2oH15>>CIN3O3S™ [M-H]: 412.0528)

HPLC-Reinheit 99 % (A = 210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1-(2-methylbenzyl)-1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (106)

C21H1sCIN3O
M: = 363.85

63 mg (0.24 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79) werden in 2.5
mL trockenem DMSO gelést. Unter Ruihren werden 114 mg (0.811 mmol) 2-
Methylbenzylchlorid sowie 0.49 g (12 mmol) pulverisiertes NaOH zugegeben und bei
Raumtemperatur 15 h geruhrt. Anschliel3end wird der Ansatz mit 20 mL Wasser versetzt und
mit 3 x 20 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Gber Na>SO.
getrocknet. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Rickstand durch Flash-

Saulenchromatographie (feines Kieselgel 0.015-0.040 nm, Isohexan/Ethylacetat 1:1)

gereinigt.
Ausbeute: 61 mg (70 %) orangegelbes Ol
H-NMR 0 (ppm) =7.55-7.52 (m, 2H, 2'-H, 6'-H), 7.32 — 7.29 (m, 2H, 3'-H, 5'-

(500 MHz, CDCls)  H), 7.29 — 7.26 (m, 1H, 4™'-H), 7.26 — 7.25 (m, 1H, 5"-H), 7.24 — 7.22
(m, 1H, 3""-H), 7.22 — 7.18 (m, 1H, 5"'-H), 7.07 — 7.04 (m, 1H, 6""-H),
6.04 (d, J = 2.3 Hz, 1H, 4"-H), 5.33 (s, 2H, 1"-H), 2.55 (s, 3H, 5-CHs),
2.29 (s, 3H, 2""-CHs)

13C.NMR 5 (ppm) = 168.1 (C-5), 160.4 (C-3), 141.4 (C-3"), 136.4 (C-2"), 135.3

(126 MHz, CDCl;)  (C-4'), 134.1 (C-1"), 130.6 (C-3"™), 129.9 (C-5"), 129.9 (C-2', C-6),
128.8 (C-6"), 128.4 (C-3', C-5'), 128.4 (C-4™), 127.8 (C-1), 126.3 (C-
5", 109.0 (C-4), 106.4 (C-4"), 54.3 (C-1"), 18.9 (2""-CHs), 12.0 (5-
CHs)

IR (Film) ¥ [cm™] = 3053, 3020, 2986, 1505, 1489, 1426, 1265, 1217, 1091,
1052, 835, 740

MS (El) m/z (%) = 365 (13) [(¥"Cl) M, 363 (32) [(**Cl) M']*, 259 (18), 105 (80),
44 (100)

HRMS (EI) 363.1134 (berechnet fiir C21H1g**CIN3O [M]*: 363.1133)

HPLC-Reinheit 98 % (A =210 nm), 98 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3-(3-(4-Chlorophenyl)-5-methylisoxazol-4-yl)-1H-pyrazol-1-yl)(p-tolyl)methanon (107)

C21H16CIN30O2

M, =377.83

62 mg (0.24 mmol) 3-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-4-(1H-pyrazol-3-yl)isoxazol (79) werden in 2.5

mL Dichlormethan gel6st. Unter Rihren werden 87 mg (1.1 mmol) Pyridin und 80 mg (0.52

mmol) p-Toluoylchlorid zugegeben und bei Raumtemperatur 5 Tage geruhrt. AnschlielRend

wird der Ansatz mit 20 mL Wasser versetzt und mit 3 x 20 mL Ethylacetat extrahiert. Die

vereinigten organischen Phasen werden Uber Na;SO. getrocknet. Das Lésungsmittel im

Vakuum entfernt und der Rickstand durch Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,

Chloroform/Isohexan 3:1) gereinigt.

Ausbeute: 71 mg (88 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 147 °C
H-NMR o (ppm) =8.41 (d, J=2.8 Hz, 1H, 5'-H), 8.03 — 7.98 (m, 2H, 2""-H, 6""-

(500 MHz, CDCls)

13C-NMR
(126 MHz, CDCls)

IR (ATR)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

H), 7.53 — 7.48 (m, 2H, 2"-H, 6"-H), 7.43 — 7.38 (m, 2H, 3"-H, 5"-H),
7.28 — 7.23 (m, 2H, 3"™-H, 5""-H), 6.28 (d, J = 2.8 Hz, 1H, 4'-H), 2.64
(s, 3H, 5"-CHs), 2.45 (s, 3H, 4"™-CHs)

5 (ppm) = 169.2 (C-5"), 165.8 (C-1), 160.9 (C-3"), 146.8 (C-3'), 144.4
(C-4™), 136.0 (C-4"™), 131.9 (C-2", C-6"), 131.4 (C-5'), 130.4 (C-2",
C-6"), 129.0 (C-3", C-5"), 128.9 (C-3", C-5"), 128.3 (C-1""), 127.6
(C-1"), 109.4 (C-4'), 108.3 (C-4"), 21.9 (4™"-CHs), 12.7 (5"-CHa)

v [cm™] = 3138, 3091, 3068, 3033, 2920, 1702, 1616, 1607, 1413,
1341, 1284, 1250, 1044, 897, 829, 776, 747

m/z (%) = 379 (8) [(7Cl) MT*, 377 (23) [(*3Cl) M]*,119 (100), 91 (23)
377.0924 (berechnet fiir Co1H16CIN3O, [M]*: 377.0926)

>99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

6.3.3 ML-SA1 und ML-SA1 Analoga

2-[2-0Ox0-2-(2,2,4-trimethylchinolin-1(2H)-yl)ethyl]isoindolin-1,3-dion (SF-51[4%)

8"

)
A

1 N3

0] o
7a 3a
7 4
6 5

Die Darstellung von SF-51 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 7a unter
Verwendung von 241 mg (1.39 mmol) 2,2,4-Trimethyl-1,2-dihydrochinolin (108) und 303 mg
(1.35 mmol) N-Phthaloylglycylchlorid. Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel,

C22H20N203

M: = 360.41

Isohexan/Ethylacetat 9:1).

Ausbeute: 131 mg (27 %) beigefarbene Kristalle
Schmelzpunkt: 143 °C
"H-NMR O (ppm) =7.86 —7.81 (m, 2H, 4-H, 7-H), 7.73 — 7.68 (m, 2H, 5-H, 6-H),

(500 MHz, CDCl;)  7.36 (dd, J; = 7.8 Hz, J; = 1.2 Hz, 1H, 8"-H), 7.28 — 7.23 (m, 1H, 7"-H),
7.23 —7.21 (m, 1H, 5"-H) 7.20 — 7.15 (m, 1H, 6"-H), 5.58 (§, J = 1.5
Hz, 1H, 3"-H), 4.56 (s, 2H, 1'-H), 2.01 (d, J = 1.5 Hz, 3H, 4"-CHs), 1.49
(s, 6H, 2"-(CHa),)

13C-NMR 5 (ppm) = 168.0 (C-1, C-3), 167.9 (C-2'), 136.4 (C-3"), 135.7 (C-8a"),

(126 MHz, CDCl;)  134.1 (C-5, C-6), 132.3 (C-3a, C-7a), 130.2 (C-4"), 128.0 (C-4a"),
127.8 (C-7"), 125.7 (C-6"), 124.5 (C-8"), 123.6 (C-4, C-7), 123.4 (C-
5"), 59.0 (C-2"), 42.7 (C-1"), 26.5 (2"-(CHs)2), 17.9 (4"-CHs)

IR (ATR) ¥ [cm™] = 3033, 3020, 2968, 2945, 1714, 1673, 1488, 1415, 1392,
1376, 1327, 1300, 1237, 1106, 955, 759, 749, 720

MS (EI) m/z (%) = 360 (3) [MT*, 345 (48), 160 (100), 158 (84)
HRMS (El) 360.1469 (berechnet fiir Co2HzoN205™*: 360.1468)
HPLC-Reinheit 98 % (A = 210 nm), 99 % (A = 254 nm)

234



EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-2-[2-Ox0-2-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethyl]lisoindolin-1,3-dion
(ML-SA141)

C22H22N203

M: = 362.43

Die Darstellung von ML-SA1 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 7a unter
Verwendung von 237 mg (1.35 mmol) (RS)-2,2,4-Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (109)
und 300 mg (1.34 mmol) N-Phthaloylglycylchlorid. Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel,

Isohexan/Ethylacetat 9:1).

Ausbeute: 343 mg (71 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 154 °C
H-NMR o (ppm)=7.86—-7.81 (m, 2H, 4-H, 7-H), 7.72 — 7.67 (m, 2H, 5-H, 6-H),

(500 MHz, CDCl;)

13C.NMR
(126 MHz, CDCls)

IR (ATR)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

7.25 - 7.17 (m, 4H, 5"-H, 6"-H, 7"-H, 8"-H), 4.82 (d, J = 16.1 Hz, 1H,
1'-H), 4.04 (d, J = 16.2 Hz, 1H, 1'-H), 2.89 (dqd, J; = 12.0 Hz, J> = 6.8
Hz, Js = 2.7 Hz, 1H, 4"-H), 1.86 (dd, J; = 12.9 Hz, J> = 2.7 Hz, 1H, 3"-
H), 1.68 (s, 3H, 2"-CHs), 1.46 (s, 3H, 2"-CHs), 1.35 (d, J = 6.8 Hz, 3H,
4"-CHs), 1.24 (dd, J1 = 12.9 Hz, J> = 12.0 Hz, 1H, 3"-H)

5 (ppm) = 168.1 (C-1, C-3), 167.3 (C-2'), 141.7 (C-4a"), 137.6 (C-8a"),
134.1 (C-5, C-6), 132.4 (C-3a, C-7a), 126.5 (C-7"), 125.9 (C-6"), 125.2
(C-8"), 123.5 (C-5"), 123.5 (C-4, C-7), 60.3 (C-2"), 51.9 (C-3"), 42.4 (C-
1'), 29.3 (C-4"), 27.9 (2"-CHs), 25.8 (2"-CHs), 17.0 (4"-CHs)

v [em™] = 3022, 2954, 2933, 2871, 1720, 1666, 1487, 1422, 1396,
1368, 1320, 1306, 1248, 1111, 773, 714

m/z (%) = 362 (42) [M*, 160 (89), 146 (70), 85 (63), 83 (100)
362.1628 (berechnet fur C22H22N205™: 362.1625)

>99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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(RS)-2-[2-Ox0-2-(2,2,4,7-tetramethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethyl]isoindolin-1,3-
dion (110)

C23H24N203
M; = 376.46

Die Darstellung von 110 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 7a unter Verwendung
von 0.21mL (1.1 mmol) (RS)-2,2,4,7-Tetramethyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin und 0.24 g
(1.1 mmol) N-Phthaloylglycylchlorid. Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel,

Isohexan/Ethylacetat 9:1) und anschlielende Umkristallisation aus Isohexan.

Ausbeute: 72 mg (17 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 148 °C
"H-NMR 0 (ppm) =7.88 - 7.78 (m, 2H, 4-H, 7-H), 7.73 - 7.66 (m, 2H, 5-H, 6-H),

(400 MHz, CDCls)  7.08 —7.03 (m, 2H, 5"-H, 8"-H), 6.97 (d, J = 7.6 Hz, 1H, 6"-H), 4.78 (d,
J=16.2 Hz, 1H, 1-H), 4.1 (d, J = 16.2 Hz, 1H, 1-H), 2.90 — 2.78 (m,
1H, 4"-H), 2.37 (s, 3H, 7"-CHs), 1.84 (dd, J; = 12.8 Hz, J>= 2.7 Hz, 1H,
3"-H), 1.67 (s, 3H, 2"-CHs), 1.45 (s, 3H, 2"-CHs), 1.31 (d, J = 6.8 Hz,
3H, 4"-CHs), 1.20 (dd, J; = 12.7 Hz, J> = 12.0 Hz, 1H, 3"-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 168.0 (C-1, C-3), 167.3 (C-2'), 138.6 (C-4a"), 137.5 (C-7"),
(101 MHz, CDCl;)  136.3 (C-8a"), 134.0 (C-5, C-6), 132.4 (C-3a, C-7a), 126.4 (C-6"),
125.8 (C-8"), 123.5 (C-4, C-7), 123.3 (C-5"), 60.3 (C-2"), 52.0 (C-3"),
425 (C-1'), 29.0 (C-4"), 28.0 (2"-CHs), 25.8 (2"-CHs), 21.1 (7"-CHs),

17.1 (4"-CHa)
IR (ATR) ¥ [em™] = 2956, 2931, 2873, 1710, 1658, 1428, 1397, 1380, 1312,
1114, 714
HRMS (ESI) 377.1861 (berechnet fiir CasH2sN203* [M+H]*: 377.1860)
HPLC-Reinheit > 99 % (A = 210 nm)
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(RS)-2-[2-(6-Ethoxy-2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)-2-oxoethyl]isoindolin-
1,3-dion (111)

C24H26N204
M; =406.48

Die Darstellung von 111 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 7a unter Verwendung
von 0.19 g (0.87 mmol) (RS)-6-Ethoxy-2,2,4-trimethyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin und 0.21 g
(0.94 mmol) N-Phthaloylglycylchlorid. Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel,
Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 97 mg (28 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 166 °C
"H-NMR o (ppm)=7.87 —7.80 (m, 2H, 4-H, 7-H), 7.73 — 7.67 (m, 2H, 5-H, 6-H),

(500 MHz, CDCls)  7.14 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 8"-H), 6.77 (dd, J: = 2.7 Hz, J> = 0.8 Hz, 1H,
5"-H), 6.73 (dd, J: = 8.6 Hz, Jo= 2.7 Hz, 1H, 7"-H), 4.78 (d, J = 16.0
Hz, 1H, 1'-H), 4.08 — 3.99 (m, 3H, 1'-H, O-CHy), 2.90 — 2.82 (m, 1H, 4"-
H), 1.83 (dd, Js = 12.9 Hz, J= 2.8 Hz, 1H, 3"-H), 1.68 (s, 3H, 2"-CHa),
1.43 (t, J = 7.0 Hz, 3H, O-CH2-CHs), 1.43 (s, 3H, 2"-CH), 1.32 (d, J =
6.8 Hz, 3H, 4"-CHs), 1.21 (dd, J; = 12.9 Hz, J, = 12.4 Hz, 1H, 3"-H)

13C.NMR 5 (ppm) = 168.1 (C-1, C-3), 166.7 (C-2'), 157.4 (C-6"), 143.5 (C-4a"),

(126 MHz, CDCl;)  134.0 (C-5, C-6), 132.4 (C-3a, C-7a), 130.4 (C-8a"), 126.1 (C-8"),
123.5 (C-4, C-7), 111.0 (C-5"), 110.8 (C-7"), 63.8 (O-CH), 60.2 (C-
2", 51.8 (C-3"), 42.3 (C-1'), 29.6 (C-4"), 27.7 (2"-CHs), 25.9 (2"-CHs),
17.0 (4"-CHs), 15.0 (O-CH,-CHs)

IR (ATR) ¥ [em™] = 2963, 2934, 1722, 1662, 1419, 1394, 1373, 1266, 1248,
1111, 717

MS (EI) m/z (%) = 406 (91) [MT*, 218 (30), 204 (55), 190 (54), 160 (100)

HRMS (EI) 406.1893 (berechnet fiir CosH26N204"*: 406.1887)

HPLC-Reinheit > 99 % (A = 210 nm)
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2-[2-(3,4-Dihydrochinolin-1(2H)-yl)-2-oxoethyllisoindolin-1,3-dion (112)

C19H16N203
M; = 320.35

Die Darstellung von 112 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 7b unter Verwendung
von 0.20mL (1.6 mmol) 1,2,3,4-Tetrahydrochinolin und 0.36g (1.6 mmol) N-

Phthaloylglycylchlorid.

Ausbeute: 233 mg (48 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 193 °C

"H-NMR O (ppm) = 7.86 (m, 2H, 4-H, 7-H), 7.71 (m, 2H, H-5 H-6), 7.49-7.29 (m,

(500 MHz, CDCls)  1H, 6"-H), 7.25-7.12 (m, 3H, 5"-H, 7"-H, 8"-H), 4.59 (s, 2H, 1'-H), 3.82
(t, J = 6.6 Hz, 2H, 2"-H), 2.78 (t, J = 6.7 Hz, 2H, 4"-H), 2.00 (tt, J; = 6.7
Hz, Jz = 6.6 Hz, 2H, 3"-H)

13C.NMR 5 (ppm) = 168.1 (C-1, C-3), 165.6 (C-2'), 138.1 (C-8a"), 134.2 (C-

(126 MHz, CDCI;)  4a"), 134.1 (C-5, C-6), 132.4 (C-3a, C-7a), 128.9 (C-5"), 126.6 (C-7"),
126.2 (C-8"), 124.5 (C-6"), 123.6 (C-4, C-7), 43.7 (C-2"), 40.4 (C-1,
26.9 (C-4"), 23.9 (C-3")

IR (ATR) ¥ [em™] = 3085, 3028, 2934, 1769, 1719, 1651, 1496, 1424, 1386,
1335, 1254, 1116, 955, 722, 711

MS (EIl) m/z (%) = 320 (60) [M7*, 160 (100), 133 (76), 132 (52)
HRMS (EI) 320.1155 (berechnet fiir C1oH1sN205™*: 320.1155)
HPLC-Reinheit > 99 % (A = 210 nm)
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2-[2-((4aRS,8aSR)-Octahydrochinolin-1(2H)-yl)-2-oxoethyl]isoindolin-1,3-dion (113)
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C19H22N203
M = 326.40

Die Darstellung von 113 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 7a unter Verwendung

von 606 mg (4.35 mmol) (%)-trans-Decahydrochinolin und 501 mg (2.24 mmol) N-

Phthaloylglycylchlorid. Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 1:1).

Ausbeute: 436 mg (60 %) farbloser Feststoff

Schmelzpunkt:

H-NMR
(500 MHz, CDCl,)

13C.NMR
(126 MHz, CDCl,)

IR (ATR)
MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

151 °C

5 (ppm) = 7.88 — 7.83 (M, 2H, 4-H, 7-H), 7.73 — 7.68 (m, 2H, 5-H, 6-H),
4.50 (d, J = 16.0 Hz, 1H, 1'-H), 4.42 (d, J = 16.0 Hz, 1H, 1'-H), 3.70 -
3.51 (m, 1H, 2"-H), 3.37 — 3.24 (m, 2H, 2"-H, 8a"-H), 2.17 — 2.11 (m,
1H, 8"-H), 1.97 — 1.87 (m, 1H, 3"-H), 1.78 — 1.63 (m, 5H, 3"-H, 4"-H,
5"-H, 6"-H, 7"-H), 1.63 — 1.55 (m, 1H, 4a"-H), 1.43 — 1.24 (m, 3H, 6"-H,
7"-H, 8"-H), 1.24 — 1.16 (m, 1H, 4"-H), 1.11 = 1.01 (m, 1H, 5"-H)

5 (ppm) = 168.3 (C-1, C-3), 164.7 (C-2), 134.0 (C-5, C-6), 132.5 (C-
3a, C-7a), 123.6 (C-4, C-7), 62.4 (C-8a"), 39.8 (C-1'), 39.0 (C-2"),
38.2 (C-4a"), 33.1 (C-5"), 30.9 (C-8"), 26.3 (C-4"), 26.2 (C-6"), 25.6
(C-7"), 23.1 (C-3")

U [cm™] = 2938, 2852, 1717, 1644, 1448, 1420, 1394, 1108, 959, 713
m/z (%) = 326 (9) [M7*, 163 (100), 158 (32), 137 (19), 96 (19)
326.1625 (berechnet fur C19H22N203"": 326.1625)

>99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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2-[2-(3,4-Dihydroisochinolin-2(1H)-yl)-2-oxoethyl]isoindolin-1,3-dion (114)

30
7a 3a
7 4
6 5
C19H16N203
M, = 320.35

Die Darstellung von 114 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 7b unter Verwendung
von 0.20mL (1.6 mmol) 1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin und 0.35g (1.6 mmol) N-
Phthaloylglycylchlorid.

Ausbeute: 255 mg (51 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 211 °C

"H-NMR 0 (ppm) =7.90-7.73 (m, 2H, 4-H, 7-H), 7.72 - 7.62 (m, 2H, 5-H, 6-H),
(400 MHz, C:D.Cls, 7.24-7.00 (m, 4H, 5"-H, 6"-H, 7"-H, 8"-H), 4.64 (s, 2H, 1"-H), 4.48 (s,
353K) 2H, 1'-H), 3.72 (t, J = 6.2 Hz, 2H, 3"-H), 3.11 — 2.61 (m, 2H, 4"-H)
3C-NMR o (ppm) = 167.8 (C-1, C-3), 164.6 (C-2'), 134.8 (C-8a"), 134.0 (C-5,
(101 MHz, C:D.Cls, C-6), 132.8 (C-4a"), 132.3 (C-3a, C-7a), 128.4 (C-5"), 127.0 (C-7")
353K) 126.7 (C-8") 126.4 (CH, C-6"), 123.4 (C-4, C-7), 44.8 (C-1"), 42.7

(C-3"), 39.3 (C-1'), 29.0 (C-4")

IR (ATR) ¥ [em™] = 3031, 2933, 1771, 1710, 1659, 1469, 1449, 1424, 1395,
1232, 1114, 954, 756, 718

MS (EI) m/z (%) = 320 (17) [M]*,160 (45), 132 (100)
HRMS (El) 320.1159 (berechnet fiir C1oH1sN205™*: 320.1155)
HPLC-Reinheit > 99 % (A = 210 nm)
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2-[2-(Indolin-1-yl)-2-oxoethyl]isoindolin-1,3-dion (115)
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C1gH14N203
M; = 306.32

Die Darstellung von 115 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 7b unter Verwendung
von 0.20 mL (1.8 mmol) Indolin und 0.39 g (1.7 mmol) N-Phthaloylglycylchlorid.

Ausbeute: 131.6 mg (25 %) farbloser Feststoff

Schmelzpunkt:

H-NMR
(500 MHz, CD:Cl,)

13C-NMR
(126 MHz, CD.Cl,)

IR (ATR)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

253 °C

5 (ppm) = 8.05 (d, J = 8.1 Hz, 1H, 7"-H), 7.92-7.86 (m, 2H, 4-H, 7-H),
7.81—7.74 (m, 2H, 5-H, 6-H), 7.24 (d, J = 7.2 Hz, 1H, 4"-H), 7.16 (dd,
Ji1=8.1Hz, Jo=7.7 Hz, 1H, 6"-H), 7.04 (dd, J; = 7.7 Hz, J. = 7.2 Hz,
1H, 5"-H), 4.54 (s, 2H, 1'-H), 4.19 (t, J = 8.4 Hz, 2H, 2"-H), 3.29 (t, J =
8.4 Hz, 2H, 3"-H)

5 (ppm) = 168.4 (C-1, C-3), 164.0 (C-2'), 143.2 (C-7a"), 134.7 (C-5,
C-6), 132.8 (C-3a, C-7a), 131.7 (C-3a"), 128.0 (C-6"), 125.2 (C-4"),
124.6 (C-5"), 124.0 (C-4, C-7), 117.2 (C-7"), 47.6 (C-2"), 41.1 (C-1'),
28.8 (C-3")

¥ [em™]=1710, 1667, 1484, 1428, 1390, 1333, 1305, 1289, 1110, 955,
761, 723, 714

m/z (%) = 306 (59) [M7*, 160 (100), 119 (78), 118 (30)
306.0999 (berechnet fiir C1sH1aN205™*: 306.0999)

>99 % (A=210 nm)
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(RS)-2-[2-(2-Methylindolin-1-yl)-2-oxoethyl]isoindolin-1,3-dion (116)
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C19H16N203
M, = 320.35

Die Darstellung von 116 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 7a unter Verwendung
von 325mg (2.44 mmol) (RS)-2-Methylindolin  und 523 mg (2.34 mmol) N-
Phthaloylglycylchlorid. Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 1:1).

Ausbeute: 566 mg (76 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 170 °C
"H-NMR o (ppm) = 8.11 = 7.75 (m, 1H, 7"-H), 7.90 — 7.82 (m, 2H, 4-H, 7-H),
(400 MHz, 7.75-7.69 (m, 2H, 5-H, 6-H), 7.25 - 7.14 (m, 2H, 4"-H, 6"-H), 7.05 (td,
Tetrachlorethan-d;, J;=7.5Hz, J>=1.0Hz, 1H, 5"-H), 4.77 — 4.62 (m, 2H, 1'-H, 2"-H), 4.56
70 °C) (d, J=16.1 Hz, 1H, 1'-H), 3.45 (dd, J; = 15.8 Hz, J> = 8.8 Hz, 1H, 3"-
H), 2.68 (d, J = 15.8 Hz, 1H, 3"-H), 1.39 (d, J = 6.4 Hz, 3H, 2"-CH3)
3C-NMR o (ppm) = 167.8 (C-1, C-3), 163.3 (C-2'), 140.7 (C-7a"), 134.1 (C-5,
(101 MHz, C-6), 132.2 (C-3a, C-7a), 130.6 (C-3a"), 127.5 (C-6"), 125.4 (C-4"),
Tetrachlorethan-d;, 124.4 (C-5"), 123.5 (C-4, C-7), 117.2 (C-7"), 55.5 (C-2"), 40.3 (C-1"),
70 °C) 36.5 (C-3"), 21.4 (2"-CHa)
IR (ATR) v [em™] = 3101, 3066, 2968, 1727, 1666, 1484, 1425, 1393, 1380,

1344, 1324, 1281, 951, 769

MS (EIl) m/z (%) = 320 (48) [M']*, 160 (100), 133 (54), 118 (41)
HRMS (EI) 320.1157 (berechnet fiir C1gH16N203"*: 320.1155)
HPLC-Reinheit > 99 % (A = 210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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2-(1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)-N-methyl-N-phenylacetamid (117)

C17H14N203

M: = 294.31

Die Darstellung von 117 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 7b unter Verwendung
von 0.20 mL (1.8 mmol) N-Methylanilin und 0.41 g (1.8 mmol) N-Phthaloylglycylchlorid.

Ausbeute: 250 mg (46 %) farbloser Feststoff

Schmelzpunkt:

H-NMR
(500 MHz, CDCl5)

13C.NMR
(126 MHz, CDCl,)

IR (ATR)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

179 °C (Lit: 176-178 °C 1401, 177 °C [186])

5 (ppm) = 7.87 — 7.82 (m, 2H, 4'-H, 7'-H), 7.73 — 7.68 (m, 2H, 5'-H, 6'-
H), 7.53 — 7.47 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 7.44 — 7.36 (m, 3H, 2"-H, 4"-H, 6"-
H), 4.18 (s, 2H, 2-H), 3.30 (s, 3H, N-CHs)

5 (ppm) = 168.1 (C-1', C-3"), 165.8 (C-1), 142.5 (C-1"), 134.1 (C-5', C-
6'), 132.4 (C-3a', C-7a'), 130.4 (C-3", C-5"), 128.7 (C-4"), 127.6 (C-2",
C-6"), 123.6 (C-4', C-7"), 39.9 (C-2), 37.9 (N-CHa)

¥ [em™] = 1770, 1721, 1668, 1596, 1494, 1468, 1420, 1384, 1325,
1275, 1118, 954, 778, 768, 715, 698

m/z (%) = 294 (54) [M7*, 160 (100), 134 (78), 107 (58)
294.0999 (berechnet fur C17H14N203™: 294.0999)

>99 % (A =210 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

N-Cyclohexyl-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-N-phenylacetamid (118)

C22H22N203
M, = 362.43

Die Darstellung von 118 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 7a unter Verwendung
von 0.20 mL (1.1 mmol) N-Cyclohexylanilin und 0.25 g (1.1 mmol) N-Phthaloylglycylchlorid.
Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 230 mg (57 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 193 °C
"H-NMR 0 (ppm) = 7.87 — 7.80 (m, 2H, 4"-H, 7"-H), 7.73 — 7.66 (m, 2H, 5"-H,

(500 MHz, CDCl;)  6"-H), 7.54 — 7.41 (m, 3H, 3"-H, 4"-H, 5"-H), 7.32 — 7.28 (m, 2H, 2"-
H, 6"-H), 4.52 (tt, J; = 12.2 Hz, J = 3.6 Hz, 1H, 1'-H), 3.99 (s, 2H, 2-
H), 1.91 — 1.83 (m, 2H, 2'-H), 1.76 — 1.67 (m, 2H, 5'-H), 1.58 — 1.51 (m,
1H, 4'-H), 1.40 — 1.28 (m, 2H, 3"-H), 1.14 — 1.02 (m, 2H, 6'-H), 0.97 —
0.87 (m, 1H, 4'-H)

13C.NMR 5 (ppm) = 168.2 (C-1", C-3"), 165.2 (C-1), 137.8 (C-1™), 134.0 (C-5",

(126 MHz, CDCl;)  C-6"), 132.4 (C-3a", C-7a"), 130.5 (C-2", C-6™), 129.8 (C-3", C-5™),
129.1 (C-4™), 123.5 (C-4", C-7"), 55.4 (C-1'), 40.6 (C-2), 31.5 (C-2,,
C-6'), 25.8 (C-3', C-5'), 25.4 (C-4')

IR (ATR) ¥ [cm] = 2943, 2859, 1717, 1662, 1415, 1389, 1295, 1107, 951, 729,
718, 711
MS (EI) m/z (%) = 362 (10) [MT*, 280 (89), 174 (30), 161 (48), 160 (100), 93

(22), 83 (46)
HRMS (EI) 362.1624 (berechnet fiir C2H22N,03™: 362.1625)

HPLC-Reinheit > 99 % (A = 210 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

N,N-Dicyclohexyl-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)acetamid (119)

C22H28N203
M; = 368.48

Die Darstellung von 119 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 7a unter Verwendung
von 0.20mL (1.0 mmol)  N,N-Dicyclohexylamin und 0.23g (1.0 mmol) N-
Phthaloylglycylchlorid. Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1 sowie

Dichlormethan/Methanol 95:5) und anschlielende Umkristallisation aus Isohexan.

Ausbeute: 21 mg (6 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 183 °C
"H-NMR o (ppm) = & (ppm) = 7.88 — 7.82 (m, 2H, 4"-H, 7"-H), 7.72 — 7.66 (m,

(400 MHz, CDCls) 2H, 5"-H, 6™-H), 4.44 (s, 2H, 2-H), 3.49 — 3.40 (m, 1H, 1'-H), 3.15 —
2.89 (m, 1H, 1"-H), 2.47 —2.19 (m, 2H, 2"-H, 6"-H), 1.94 — 1.83 (m, 4H,
2'-H, 3'-H, 5'-H, 6'-H), 1.78 — 1.66 (m, 3H, 4'-H, 3"-H, 5"-H), 1.62 — 1.44
(m, 5H, 2'-H, 6'-H, 2"-H, 4"-H, 6"-H), 1.41 — 1.28 (m, 2H, 3'-H, 5-H),
1.23 -1.03 (m, 4H, 4'-H, 3"-H, 4"-H, 5"-H)

13C.NMR 5 (ppm) = 168.3 (C-1", C-3"), 163.9 (C-1), 134.0 (C-5", C-6"), 132.5

(101 MHz, CDCl;)  (C-3a™, C-7a"), 123.6 (C-4", C-7"), 57.4 (C-1'), 56.5 (C-1"), 40.5
(C-2), 31.4 (C-2', C-6'), 30.0 (C-2", C-6"), 26.6 (C-3", C-5"), 26.1 (C-3,
C-5'), 25.4 (C-4"), 25.3 (C-4')

IR (ATR) v [cm™] = 3060, 3001, 2980, 2930, 2845, 1722, 1650, 1442, 1422,
1387, 1301, 1109, 727, 714

MS (EI) m/z (%) = 368 (27) [M*, 285 (24), 208 (38), 161 (36), 160 (100), 126
(50), 98 (23), 83 (81)

HRMS (EI) 368.2092 (berechnet fiir C22HzsN205™*: 368.2094)

HPLC-Reinheit > 99 % (A = 210 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

2-[2-Ox0-2-(10H-phenoxazin-10-yl)ethyl]isoindolin-1,3-dion (120)

z 0" N %™ 8"
”
02\1
o=-N o
7a 3a
7 4
6 5
C22H14N204
M; = 370.36

Die Darstellung von 120 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 7a unter Verwendung
von 0.17g (0.93 mmol) Phenoxazin und 0.21g (0.94 mmol) N-Phthaloylglycylchlorid.
Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1) und anschlieRende

Umkristallisation aus Isohexan.

Ausbeute: 99 mg (29 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 184 °C
H-NMR 0 (ppm) =7.90-7.83 (m, 2H, 4-H, 7-H), 7.76 — 7.67 (m, 2H, 5-H, 6-H),

(400 MHz, CDCls) 7.57 (dd, J1 = 7.9 Hz, J>=1.4 Hz, 2H, 1"-H, 9"-H), 7.24 (ddd, J; = 8.2
Hz, J>=7.2 Hz, Js=1.5 Hz, 2H, 3"-H, 7"-H), 7.18 (dd, J; = 8.2 Hz, J-
=1.6 Hz, 2H, 4"-H, 6"-H), 7.14 (ddd, J1 =79 Hz, J>=7.1 Hz, J3=1.6
Hz, 2H, 2"-H, 8"-H), 4.75 (s, 2H, 1'-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 167.9 (C-1, C-3), 165.4 (C-2'), 151.2 (C-4a", C-5a"), 134.3

(101 MHz, CDCl;)  (C-5, C-6), 132.3 (C-3a, C-7a), 128.4 (C-9a", C-10a"), 127.7 (C-3",
C-7"), 124.9 (C-1", C-9"), 123.7 (C-2", C-8"), 123.7 (C-4, C-7), 117.5
(C-4", C-6"), 40.2 (C-1")

IR (ATR) v [cm™"] = 1714, 1689, 1480, 1417, 1393, 1299, 1267, 752, 714
HRMS (ESI) 371.1028 (berechnet fiir CooH1sN204" [M+H]*: 371.1026)
HPLC-Reinheit > 99 % (A = 210 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

2-[2-Ox0-2-(10H-phenothiazin-10-yl)ethyllisoindolin-1,3-dion (121)

C22H14N203S
M, = 386.43

Die Darstellung von 121 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 7a unter Verwendung
von 0.20g (1.0 mmol) Phenothiazin und 0.23 g (1.0 mmol) N-Phthaloylglycylchlorid.
Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1) und anschlieliende

Umkristallisation aus Isohexan.

Ausbeute: 42 mg (11 %) violetter Feststoff
Schmelzpunkt: 238 °C (Lit.: 232-324 °C 139 232-236 °C ["87])
"H-NMR 6 (ppm) =7.88 —7.83 (m, 2H, 4-H, 7-H), 7.74 — 7.68 (m, 2H, 5-H, 6-H),

(500 MHz, CDCls) 7.63 (dd, J; = 8.0 Hz, J> = 1.3 Hz, 2H, 1"-H, 9"-H), 7.48 (dd, J; = 7.8
Hz, J.=1.5Hz, 2H, 4"-H, 6"-H), 7.35 (ddd, J1 = 7.9 Hz, J>=7.7 Hz, J3
=1.5 Hz, 2H, 2"-H, 8"-H), 7.27 (ddd, J1=7.7Hz, Jo.=7.6 Hz, J3=1.4
Hz, 2H, 3"-H, 7"-H), 4.57 (s, 2H, 1'-H)

13C.NMR 5 (ppm) = 167.9 (C-1, C-3), 165.4 (C-2), 137.8 (C-9a", C-10a"),

(126 MHz, CDCl;)  134.2 (C-5, C-6), 133.5 (C-4a", C-5a”), 132.3 (C-3a, C-7a), 128.4 (C-
4", C-6"), 127.5 (C-3", C-7"), 127.3 (C-2", C-8"), 127.0 (C-1", C-9"),
123.7 (C-4, C-7), 40.3 (C-1")

IR (ATR) ¥ [em™] = 2367, 1712, 1697, 1457, 1419, 1363, 1276, 1258, 1106, 948,
763, 714

HRMS (ESI) 387.0798 (berechnet fiir C22H1sN205S* [M+H]*: 387.0798)

HPLC-Reinheit > 99 % (A = 210 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-2-Chlor-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-on (123)

2

y
"N
p
2

8

Cl
(%)

C14H1sCINO

M: = 251.75

In 25 mL Aceton werden 3.20 g (18.3 mmol) (RS)-2,2,4-Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin
(109) geldst. Im Eisbad werden 3.03 g (21.9 mmol) KoCO3; zugegeben und langsam Gber 1 h

4.5 mL (56 mmol) Chloracetylchlorid zugetropft und weitere 15 h gerihrt wobei langsam auf

Raumtemperatur erwarmt wird. Der Ansatz wird mit 50 mL Wasser versetzt und mit 3 x 50 mL

Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Brine gewaschen, tber

Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird mittels

Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 95:5) gereinigt.

Ausbeute: 1.67 g (36 %) beigefarbener Feststoff

Schmelzpunkt:

"H-NMR
(400 MHz, CDCls)

13C-NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (ATR)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

(RS)-1-[2-Ox0-2-(2,2,

248

79 °C (Lit.: 31-32 °C !"88])

5 (ppm) = 7.24 — 7.15 (m, 3H, 5'-H, 6-H, 7'-H), 7.00 — 6.94 (m, 1H, 8-
H), 4.03 — 4.05 (m, 2H, 2-H), 2.78 (dqd, J: = 13.3 Hz, J, = 6.8 Hz, J; =
2.7 Hz, 1H, 4'-H), 1.88 (dd, J: = 12.8 Hz, J; = 2.7 Hz, 1H, 3'-H), 1.69
(s, 3H, 2'-CHs), 1.50 (s, 3H, 2'-CHs), 1.34 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 4'-CHj),
1.24 (dd, J1 = 13.2 Hz, J, = 12.6 Hz, 1H, 3'-H)

5 (ppm) = 168.3 (C-1), 141.2 (C-4a'), 138.3 (C-8a'), 126.5 (C-7'), 125.9
(C-6'), 124.3 (C-8"), 123.5 (C-5'), 59.9 (C-2'), 51.8 (C-3'), 44.2 (C-2),
29.1 (C-4"), 27.8 (2'-CHs), 25.5 (2'-CHs), 16.9 (4'-CHs)

¥ [em™] = 3055, 2970, 2935, 2876, 1659, 1490, 1456, 1350, 1302,
1233, 768, 702

m/z (%) = 253 (12) [((7CI) M, 251 (34) [(*Cl) MT]*, 236 (65), 160 (100),
144 (25)

251.1075 (berechnet fiir C14H1g*CINO **: 251.1071)
>99 % (A=210 nm), > 99 % (A = 254 nm)

4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethyl]pyrrolidin-2,5-dion
(124)



EXPERIMENTELLER TEIL

C1gH22N203
M: = 314.39

203 mg (0.806 mmol) (RS)-2-Chlor-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-on
(123) sowie 80.0 mg (0.807 mmol) Succinimid werden unter Zugabe von 263 mg (0.807 mmol)
Cs2CO03 in 0.6 mL wasserfreiem Dimethylformamid gelést und bei 70 °C 20 h gerihrt. Es
werden 20 mL Wasser zugesetzt und mit 3 x 20 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Brine gewaschen, Uber Na;SO; getrocknet, das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt und der Ruckstand mittels Flash-Saulenchromatographie

(Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 219 mg (86 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 91 °C
"H-NMR o (ppm)=7.25-7.16 (m, 4H, 5"-H, 6"-H, 7"-H, 8"-H), 4.64 (d, J=15.9

(500 MHz, CDCls)  Hz, 1H, 1-H), 3.85 (d, J = 15.9 Hz, 1H, 1-H), 2.85 (dqd, Js = 12.9 Hz,
J2= 6.8 Hz, J; = 2.7 Hz, 1H, 4"-H), 2.71 (s, 4H, 3-H, 4-H), 1.84 (dd, J;
= 12.7 Hz, J>= 2.7 Hz, 1H, 3"-H), 1.66 (s, 3H, 2"-CHs), 1.45 (s, 3H, 2"-
CHa), 1.34 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 4"-CHs), 1.22 (dd, J; = 12.9 Hz, J, =
12.6 Hz, 1H, 3"-H)

13C.NMR 5 (ppm) = 176.8 (C-2, C-5), 166.5 (C-2'), 141.7 (C-4a"), 137.5 (C-8a"),

(126 MHz, CDCls)  126.5 (C-7"), 125.9 (C-6"), 125.2 (C-8"), 123.5 (C-5"), 60.3 (C-2"), 51.9
(C-3"), 43.0 (C-1'), 29.3 (C-4"), 28.3 (C-3, C-4), 27.9 (2"-CH), 25.7 (2"-
CHs), 17.0 (4"-CHs)

IR (ATR) v [em™] = 3012, 2966, 2935, 2877, 1706, 1675, 1493, 1425, 1406,
1366, 1324, 1308, 1241, 1172, 772

MS (EI) m/z (%) = 314 (34) [M]*, 160 (100), 146 (41), 112 (35)
HRMS (EI) 314.1627 (berechnet fiir C1gH22N,03"*: 314.1625)
HPLC-Reinheit 99 % (A = 210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

1-[2-Ox0-2-(2,2,4-trimethylchinolin-1(2H)-yl)ethyl]pyrrolidin-2,5-dion (125)

C18H20N203
M, = 312.37

225 mg (0.901 mmol) 2-Chlor-1-(2,2,4-trimethylchinolin-1(2H)-yl)ethan-1-on (162) sowie
140 mg (1.41 mmol) Succinimid werden unter Zugabe von 257 mg (0.789 mmol) Cs2COs in
0.6 mL wasserfreiem Dimethylformamid geldst und 15 h bei 70 °C gerthrt. Es werden 20 mL
Wasser zugesetzt und mit 3 x 20 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden mit Brine gewaschen, Uber Na>SO4 getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum
entfernt und der Rickstand mittels Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,

Isohexan/Ethylacetat 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 177 mg (63 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 125 °C
"H-NMR 0 (ppm) =7.32 - 7.29 (m, 1H, 8"-H), 7.27 — 7.24 (m, 1H, 5"-H), 7.24 —

(400 MHz, CDCl;)  7.15 (m, 2H, 6"-H, 7"-H), 5.57 (q, J = 1.5 Hz, 1H, 3"-H), 4.37 (s, 2H, 1'-
H), 2.73 (s, 4H, 3-H, 4-H), 2.05 (d, J = 1.5 Hz, 3H, 4"-CH), 1.48 (s, 6H,
2"-(CHs)2)

13C-NMR 5 (ppm) = 176.8 (C-2, C-5), 167.0 (C-2'), 136.4 (C-3"), 135.5 (C-8a"),

(101 MHz, CDCl;)  130.2 (C-4a"), 128.0 (C-4"), 127.7 (C-6"), 125.7 (C-7"), 124.6 (C-8"),
123.4 (C-5"), 59.1 (C-2"), 43.2 (C-1'), 28.4 (C-3, C-4), 26.5 (2"-
(CHa)z), 17.9 (4"-CHs)

IR (ATR) v [cm™] = 3059, 3011, 2996, 2983, 2944, 1710, 1672, 1491, 1432,
1403, 1344, 1287, 1252, 1166, 760

MS (EIl) m/z (%) = 312 (2) [MT*, 297 (29), 158 (100), 112 (19)
HRMS (EI) 312.1478 (berechnet fiir C1gHaoN205™*: 312.1468)
HPLC-Reinheit 98 % (A = 210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-2-[2-Ox0-2-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethyl]benzo[d]isothiazol-
3(2H)-on-1,1-dioxid (126)

C21H22N204S
M = 398.48

204 mg (0.810 mmol) (RS)-2-Chlor-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-on
(123) sowie 150 mg (0.819 mmol) Saccharin werden unter Zugabe von 265 mg (0.814 mmol)
Cs2CO03 in 0.6 mL wasserfreiem Dimethylformamid gelést und bei 70 °C 20 h geruhrt. Es
werden 20 mL Wasser zugesetzt und mit 3 x 20 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Brine gewaschen, uber Na;SOs getrocknet, das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Mittels Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel, Gradient
Isohexan/Ethylacetat 9:1 — 4:1) werden das Kupplunsprodukt 126 (eluiert zuletzt), das

hydrolysierte Edukt 128 (eluiert als zweites) sowie nicht umgesetztes Edukt 123 (eluiert zuerst)

getrennt.

Ausbeute: 47 mg (15 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 185 °C

"H-NMR o (ppm) = 8.09 — 8.05 (m, 1H, 4-H), 7.93 — 7.89 (m, 1H, 7-H), 7.89 —

(400 MHz, CDCls)  7.79 (m, 2H, 5-H, 6-H), 7.29 — 7.21 (m, 4H, 5"-H, 6"-H, 7"-H), 7.18 —
7.12 (m, 1H, 8"-H), 4.84 (d, J = 16.6 Hz, 1H, 1-H), 4.05 (d, J = 16.7
Hz, 1H, 1'-H), 2.90 (dqd, Js = 13.6 Hz, J> = 6.8, J; = 2.6 Hz, 1H, 4"-H),
1.87 (dd, Js = 12.7 Hz, Jz = 2.6 Hz, 1H, 3"-H), 1.70 (s, 3H, 2"-CHa),
1.48 (s, 3H, 2"-CHs), 1.36 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 4"-CHs), 1.25 (dd, J =
13.6 Hz, J2 = 12.4 Hz, 1H, 3"-H)

13C.NMR 5 (ppm) = 165.4 (C-2'), 159.2 (C-3), 141.9 (C-4a"), 138.0 (C-7a),
(101 MHz, CDCls)  137.4 (C-8a"), 134.9 (C-6), 134.4 (C-5), 127.6 (C-3a), 126.6 (C-7"),
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EXPERIMENTELLER TEIL

IR (ATR)

MS (EIl)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

252

126.2 (C-6"), 125.5 (C-4), 125.0 (C-8"), 123.8 (C-5"), 121.2 (C-7),
60.5 (C-2"), 51.8 (C-3"), 42.5 (C-1"), 29.4 (C-4"), 27.9 (2"-CHs), 25.7
(2"-CHs), 17.0 (4"-CHs)

v [cm™] = 3091, 3066, 2958, 2934, 2876, 1732, 1657, 1335, 1316,
1302, 1244, 1181, 762, 749, 672, 581

m/z (%) = 398 (50) [MT*, 196 (69), 160 (85), 146 (100)
398.1298 (berechnet fiir C21H22N204S **: 398.1295)

> 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)



EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-4,5,6,7-Tetrachlor-2-[2-0x0-2-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-
yl)ethyl]isoindolin-1,3-dion (127)

3a 7a
Cl— —Cl
5 6
Cl Cl

C22H18ClsN20O3
M; = 500.20

Unter Stickstoffatmosphare werden 104 mg (0.413 mmol) (RS)-2-Chlor-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-
dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-on (123) sowie 244 mg (0.788 mmol) Tetrachlorphthalimid
unter Zugabe von 119 mg (0.794 mmol) Natriumiodid sowie 3 g Molekularsieb 4 A in 4 mL
trockenem Dioxan dispergiert. Langsam werden 0.5 mL (0.5 mmol) LIHMDS (1M L&sung in
Toluol) zugegeben und bei 105 °C 48 h geruhrt. Nach Abklihlen wird das Molekularsieb
abfiltriert und mit Dichlormethan nachgespdlt. Die vereinigten organischen Phasen werden mit
Wasser und Brine gewaschen, Uber Na>SO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Der Ruckstand wird mittels Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,

Isohexan/Ethylacetat 9:1) gereinigt.

Ausbeute: 111 mg (54 %) gelber Feststoff
Schmelzpunkt: 189 °C
"H-NMR o (ppm)=7.25-7.17 (m, 4H, 5"-H, 6"-H, 7"-H, 8"-H), 4.81 (d, J = 16.1

(500 MHz, CDCls)  Hz, 1H, 1'-H), 4.05 (d, J = 16.0 Hz, 1H, 1'-H), 2.87 (dqd, Js = 13.5 Hz,
Jo= 6.7 Hz, J; = 2.6 Hz, 1H, 4"-H), 1.86 (dd, J; = 12.8 Hz, J> = 2.7 Hz,
1H, 3"-H), 1.66 (s, 3H, 2"-CHs), 1.44 (s, 3H, 2"-CHs), 1.34 (d, J = 6.8
Hz, 3H, 4"-CHs), 1.22 (dd, J; = 13.5 Hz, J2 = 12.7 Hz, 1H, 3"-H)

13C.NMR 8 (ppm) = 166.3 (C-2'), 163.3 (C-1, C-3), 141.8 (C-4a"), 140.1 (C-5, C-

(126 MHz, CDCls)  6), 137.4 (C-8a"), 129.8 (C-4, C-7), 127.9 (C-3a, C-7a), 126.6 (C-7"),
126.1 (C-6"), 125.1 (C-8"), 123.6 (C-5"), 60.5 (C-2"), 51.7 (C-3"), 42.9
(C-1'), 29.3 (C-4"), 27.9 (2"-CHs), 25.8 (2"-CHs), 16.9 (4"-CHs)
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EXPERIMENTELLER TEIL

IR (ATR) v [em™] = 2958, 2923, 2879, 1785, 1723, 1666, 1425, 1397, 1311,
1295, 1130, 761, 740

MS (EIl) m/z (%) = 504 (2) [(*3Cl, ¥Cls) MT*, 502 (8) [(°Clz, ’Clo) M']*, 500 (14)
[(3Cls, 7Cl) MT*, 498 (12) [(*°Cls) MT*, 298 (24), 202 (24), 160 (80),
146 (100)

HRMS (EI) 498.0065 (berechnet fiir CooH1g%5CliN2Os: 498.0072)

HPLC-Reinheit > 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-2-Hydroxy-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-on (128)

(*)

C14H19NO>
M, = 233.31

204 mg (0.810 mmol) (RS)-2-Chlor-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-on
(123) sowie 150 mg (0.819 mmol) Saccharin werden unter Zugabe von 265 mg (0.814 mmol)
Cs2CO03 in 0.6 mL wasserfreiem Dimethylformamid gelést und bei 70 °C 20 h geruhrt. Es
werden 20 mL Wasser zugesetzt und mit 3 x 20 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Brine gewaschen, Uber NaSO, getrocknet, das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Mittels Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel, Gradient
Isohexan/Ethylacetat 9:1 — 4:1) werden das nicht umgesetzte Edukt 123 (eluiert zuerst), das

hydrolysierte Edukt 128 (eluiert als zweites) sowie das Kupplungsprodukt 126 (eluiert zuletzt)

getrennt.

Ausbeute: 61 mg (32 %) gelbe Kristalle
Schmelzpunkt: 54 °C

"H-NMR o (ppm) = 7.25 - 7.19 (m, 2H, 5'-H, 6'-H), 7.19 — 7.12 (m, 1H, 7'-H),

(400 MHz, CDCls)  6.99 — 6.95 (m, 1H, 8'-H), 4.46 (dd, J; = 14.9 Hz, J> = 4.0 Hz, 1H, 2-H),
3.68 (dd, J: = 14.9 Hz, J2 = 5.8 Hz, 1H, 2-H), 3.37 (dd, J: = 5.9 Hz, J>
= 4.1 Hz, 1H, OH), 2.81 — 2.71 (m, 1H, 4'-H), 1.85 (dd, J; = 12.9 Hz, J,
= 2.8 Hz, 1H, 3'-H), 1.73 (s, 3H, 2'-CHs), 1.49 (s, 3H, 2'-CHs), 1.33 (d,
J = 6.8 Hz, 3H, 4-CHs), 1.22 (dd, Js = 13.0 Hz, J2 = 12.9 Hz, 1H, 3-H)

13C.NMR 5 (ppm) = 173.3 (C-1), 141.7 (C-4a'), 136.8 (C-8a"), 126.2 (C-7"),
(126 MHz, CDCls)  126.1 (C-6'), 124.7 (C-8'), 123.6 (C-5'), 62.8 (C-2), 60.1 (C-2'), 51.8
(C-3"), 29.3 (C-4"), 27.9 (2'-CHs), 26.0 (2'-CHa), 17.1 (4'-CHa)

IR (ATR) ¥ [cm"] = 3462, 2957, 2926, 1645, 1489, 1453, 1335, 1298, 1078, 771
MS (EI) m/z (%) = 233 (65) [MT*, 218 (24), 160 (70), 146 (100)

HRMS (EI) 233.1411 (berechnet firr C1aH1oNO2™*: 233.1410)

HPLC-Reinheit 99 % (A =210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-2,3,4,5-Tetrachlor-N-[2-0x0-2-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-
yl)ethyl]lbenzamid (129)

C21H20Cl4sN202
M =474.20

Unter Stickstoffatmosphare werden 182 mg (0.723 mmol) (RS)-2-Chlor-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-
dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-on (123) sowie 201 mg (0.706 mmol) Tetrachlorphthalimid
unter Zugabe von 123 mg (0.893 mmol) K>COs, 55 mg (0.37 mmol) Natriumiodid sowie 3 g
Molekularsieb 4 A in 4 mL trockenem DMSO dispergiert und 60 h bei 110 °C geriihrt. Nach
Abkuhlen wird das Molekularsieb abfiltriert und mit Ethylacetat nachgespdlt. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Wasser und Brine gewaschen, Uber Na>SO4 getrocknet und
das LoOsungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruickstand wird mittels Flash-

Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1) gereinigt.

Ausbeute: 177 mg (53 %) gelber Feststoff
Schmelzpunkt: 168 °C

"H-NMR o (ppm) = 7.61 (s, 1H, 6-H), 7.25-7.18 (m, 3H, 5"-H, 6"-H, 7"-H), 7.09
(400 MHz, CDCls) —7.00 (m, 2H, NH, 8"-H), 4.54 (dd, J; = 17.1 Hz, J> = 4.3 Hz, 1H, 1'-

H), 3.87 (dd, Js = 17.1 Hz, J> = 4.9 Hz, 1H, 1'-H), 2.79 (dqd, J; = 13.3
Hz, J> = 6.8 Hz, J; = 2.7 Hz, 1H, 4"-H), 1.86 (dd, J: = 12.9 Hz, J; = 2.7
Hz, 1H, 3"-H), 1.71 (s, 3H, 2"-CHs), 1.48 (s, 3H, 2"-CHa), 1.34 (d, J =
6.8 Hz, 3H, 4"-CHs), 1.28 — 1.18 (m, 1H, 3"-H)

13C.NMR 5 (ppm) = 168.8 (C-2'), 164.0 (CONH), 141.8 (C-4a"), 137.0 (C-8a"),

(101 MHz, CDCls)  135.5 (C-3), 134.9 (C-4), 134.5 (C-5), 132.9 (C-1), 129.6 (C-2), 128.4
(C-6), 126.7 (C-7"), 126.4 (C-6"), 125.0 (C-8"), 123.7 (C-5"), 60.3 (C-
2"), 51.9 (C-3"), 45.2 (C-1'), 29.4 (C-4"), 27.8 (2"-CHs), 26.0 (2"-CHs),
17.0 (4"-CHs)
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IR (ATR)

MS (EIl)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

EXPERIMENTELLER TEIL

¥ [em™] = 3274, 3056, 2980, 2930, 1644, 1489, 1381, 1297, 760

m/z (%) = 472 (65) [M]*, 324 (40), 322 (42), 281 (47), 270 (57), 219
(43), 181 (81), 170 (100)

472.0290 (berechnet fiir C21H20*°ClaN205: 472.0297)

99 % (A =210 nm), 96 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-3-Ethyl-3-methyl-1-[2-0x0-2-((SR)-2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-
ylethyl]pyrrolidin-2,5-dion und (RS)-3-Ethyl-3-methyl-1-[2-0x0-2-((RS)-2,2,4-trimethyl-
3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethyl]pyrrolidin-2,5-dion (130)

(racemische Mischung der Diastereomere)

C21H2sN203
M, = 356.47

Unter Stickstoffatmosphare werden 162 mg (0.643 mmol) (RS)-2-Chlor-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-
dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-on (123) sowie 141 mg (0.997 mmol) (RS)-Ethosuximid unter
Zugabe von 161 mg (1.16 mmol) KoCOs, 60 mg (0.40 mmol) Natriumiodid sowie 3 g
Molekularsieb 4 A in 5 mL trockenem DMSO gelést und 15 h bei 110 °C geriihrt. Nach
Abklhlen wird das Molekularsieb abfiltriert und mit Ethylacetat nachgespdlt. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Wasser und Brine gewaschen, iber Na,SO4 getrocknet und
das LoOsungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wird mittels Flash-

Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 80:20) gereinigt.
Ausbeute: 174 mg (76 %) farbloses Ol

"H-NMR Gemisch der Diastereomeren im Verhaltnis 1:1; Signale den

(400 MHz, CDCI5) einzelnen Verbindungen nicht eindeutig zuordenbar

5 (ppm) = 7.22 — 7.11 (m, 2 x 4H, 5"-H, 6"-H, 7"-H, 8"-H), 4.59 (d, J =
15.7 Hz, 1H, 1'-H), 4.58 (d, J = 15.7 Hz, 1H, 1-H), 3.78 (d, J = 15.7 Hz,
1H, 1-H), 3.77 (d, J = 15.7 Hz, 1H, 1'-H), 2.84 (dqd, J: = 13.3 Hz, J, =
6.8 Hz, Js = 2.7 Hz, 2 x 1H, 4"-H), 2.63 (d, J = 18.1 Hz, 1H, 4-H), 2.62
(d, J = 18.2 Hz, 1H, 4-H), 2.41 (d, J = 18.1 Hz, 1H, 4-H), 2.39 (d, J =
18.2 Hz, 1H, 4-H), 1.82 (dd, J = 12.8, 2.7 Hz, 2 x 1H, 3"-H), 1.77 — 1.66
(m, 2 x 1H, 3-CHy), 1.64 (s, 3H, 2"-CHs), 1.63 (s, 3H, 2"-CHs), 1.62 —
1.54 (m, 2 x 1H, 3-CHy), 1.43 (s, 2 x 3H, 2"-CHs), 1.31 (d, J = 6.8 Hz,
2 x 3H, 4"-CHs), 1.27 (s, 3H, 3-CHs), 1.27 (s, 3H, 3-CHs), 1.20 (dd, Js
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13C-NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (ATR)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

EXPERIMENTELLER TEIL

= 13.3 Hz, J; = 12.8 Hz, 2 x 1H, 3"-H), 0.87 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CH2-
CHs), 0.87 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CH.-CHs)

Gemisch der Diastereomeren im Verhaltnis 1:1; Signale den

einzelnen Verbindungen nicht eindeutig zuordenbar

5 (ppm) = 182.5 (C-2), 182.5 (C-2), 175.8 (C-5), 175.7 (C-5), 166.6 (C-
2'), 166.6 (C-2'), 141.6 (C-4a"), 141.6 (C-4a"), 137.5 (C-8a"), 137.5 (C-
8a"), 126.4 (C-7"), 126.3 (C-7"), 125.7 (C-6"), 125.7 (C-6"), 125.1 (C-
8"), 125.1 (C-8"), 123.5 (C-5"), 123.4 (C-5"), 60.1 (C-2"), 60.1 (C-2"),
51.8 (C-3"), 51.8 (C-3"), 44.3 (C-3), 44.3 (C-3), 42.8 (C-1'), 42.8 (C-1'),
40.5 (C-4), 40.5 (C-4), 31.0 (3-CHz), 30.9 (3-CHy), 29.2 (C-4"), 29.2 (C-
4"), 27.8 (2"-CHs), 27.8 (2"-CHs), 25.6 (2"-CHs), 25.6 (2"-CHs), 23.9 (3-
CHs), 23.8 (3-CHs), 16.9 (4"-CHs), 16.9 (4"-CHa), 8.7 (CH,-CHs), 8.7
(CH,-CHs)

¥ [em™] = 3031, 3016, 2965, 2929, 2875, 1712, 1676, 1490, 1454,
1418, 1373, 1308, 1208, 1146, 756

m/z (%) = 356 (62) [M]*, 215 (20), 175 (25), 174 (24), 161 (100), 155
(48), 148 (56)

356.2102 (berechnet fir C21H28N203: 356.2100)

97 % (A =210 nm), 96 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-2-Brom-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-on (131)

C14H1sBrNO
M: = 296.21

In 35 mL Aceton werden 4.01 g (22.9 mmol) (RS)-2,2,4-Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin
(109) gelost. Im Eisbad werden 4.73 g (34.2 mmol) K2CO3 zugegeben und 15 min gerihrt.
Anschlieend werden langsam utber 1 h 5.5 mL (63 mmol) Bromacetylbromid zugetropft und
weitere 15 h gerihrt wobei langsam auf Raumtemperatur erwarmt wird. Der Ansatz wird mit
50 mL Wasser versetzt und mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden mit Brine gewaschen, uber Na>,SO4 getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum
entfernt. Der Ruickstand wird mittels Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel,

Isohexan/Ethylacetat 9:1) gereinigt.
Ausbeute: 3.5 g (52 %) gelbes Ol

H-NMR 5 (ppm) = 7.24 — 7.14 (m, 3H, 5-H, 6-H, 7'-H), 7.02 — 6.94 (m, 1H, 8"

(400 MHz, CDCls)  H), 4.03 (d, J = 10.9 Hz, 1H, 2-H), 3.82 (d, J = 10.9 Hz, 1H, 2-H), 2.80
(dqd, Js = 13.4 Hz, J> = 6.8 Hz, J; = 2.6 Hz, 1H, 4'-H), 1.88 (dd, J; =
12.8 Hz, J> = 2.7 Hz, 1H, 3'-H), 1.68 (s, 3H, 2'-CHs), 1.49 (s, 3H, 2"
CHs), 1.34 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 4'-CHs), 1.24 (t, J = 12.5 Hz, 1H, 3"-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 168.3 (C-1), 141.2 (C-4a'), 138.5 (C-8a'), 126.4 (C-7"), 125.9
(126 MHz, CDCl;)  (C-6'), 124.4 (C-8'), 123.4 (C-5'), 59.8 (C-2'), 51.8 (C-3"), 30.9 (C-2),
29.1 (C-4"), 27.8 (2'-CHs), 25.1 (2'-CHs), 16.9 (4'-CHs)

IR (ATR) ¥ [cm™] = 3055, 3002, 2989, 2965, 2934, 2876, 1654, 1490, 1342,
1208, 1196, 768, 650

MS (EI) m/z (%) = 297 (50) [(*'Br) M]*, 295 (35) [("°Br) M']*, 282 (32), 280 (32),
160 (100)

HRMS (EI) 295.0577 (berechnet fiir C14H1sBrNO: 295.0572)

HPLC-Reinheit >99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-2-[2-Ox0-2-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethyl]-1H-
benzo[de]isochinolin-1,3(2H)-dion (132)

1
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#)
C26H24N203
M; = 412.49
Methode A:

296 mg (1.00 mmol) (RS)-2-Brom-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-on
(131) werden in 15 mL trockenem DMF gelost. Unter Rihren werden 201 mg (1.02 mmol)
Naphthalimid und 139 mg (1.01 mmol) K2CO3 zugegeben und 3 h zum Ruckfluss erhitzt. Nach
Abklhlen auf Raumtemperatur wird die Mischung mit 50 mL Wasser versetzt und mit 3 x 50
mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser und Brine
gewaschen, Uber Na>,SOs getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Ruckstand wird mittels Flash-Sdulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1)

gereinigt.

Ausbeute: 190 mg (47 %) farbloser Feststoff

Methode B:

Die Darstellung von 132 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 8 unter Verwendung
von 169 mg (0.569 mmol) (RS)-2-Brom-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-
1-on (131) und 257 mg (1.30 mmol) Naphthalimid. Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel,
Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 136 mg (58 %) farbloser Feststoff
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EXPERIMENTELLER TEIL

Schmelzpunkt:

H-NMR
(400 MHz, CDCls)

13C-NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (ATR)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

262

191 °C

5 (ppm) = 8.58 (dd, J1 = 7.3 Hz, J> = 1.2 Hz, 2H, 4-H, 9-H), 8.20 (dd, J
= 8.4 Hz, J>= 1.1 Hz, 2H, 6-H, 7-H), 7.73 (dd, J; = 8.3 Hz, J> = 7.2 Hz,
2H, 5-H, 8-H), 7.44 — 7.40 (m, 1H, 8"-H), 7.28 — 7.17 (m, 3H, 5"-H, 6"-
H, 7"-H), 5.46 (d, J = 15.6 Hz, 1H, 1'-H), 4.47 (d, J = 15.5 Hz, 1H, 1'-
H), 2.98 (dqd, Js = 13.4 Hz, J> = 6.7 Hz, J5 = 2.6 Hz, 1H, 4"-H), 1.87
(dd, J; = 12.8 Hz, J2 = 2.7 Hz, 1H, 3"-H), 1.71 (s, 3H, 2"-CHs), 1.48 (s,
3H, 2"-CHs), 1.37 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 4"-CHs), 1.30 — 1.22 (dd, J; = 13.4
Hz, J> = 12.7 Hz, 1H, 3"-H)

5 (ppm) = 167.9 (C-2"), 164.1 (C-1, C-3), 141.7 (C-4a"), 137.9 (C-8a"),
134.1 (C-6, C-7), 131.6 (C-6a), 131.4 (C-4, C-9), 128.4 (C-9b), 126.8
(C-5, C-8), 126.3 (C-7"), 125.5 (C-6"), 125.3 (C-8"), 123.3 (C-5"), 122.5
(C-3a, C-9a), 60.0 (C-2"), 52.0 (C-3"), 44.6 (C-1'), 29.3 (C-4"), 27.9 (2"-
CHs), 25.8 (2"-CHs), 16.9 (4"-CHs)

¥ [em™] = 3062, 3016, 2994, 2981, 2957, 2933, 1701, 1667, 1586,
1383, 1308, 1249, 1237, 777

m/z (%) = 412 (20) [M]*, 270 (15), 238 (45), 210 (100), 175 (35)
412.1777 (berechnet fiir CasH24N20s5: 412.1787)

> 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)



EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-3,7-Dimethyl-1-[2-0x0-2-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethyl]-3,7-
dihydro-1H-purin-2,6-dion (133)

C21H25N503
M = 395.46

305 mg (1.03 mmol) (RS)-2-Brom-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-on
(131) werden in 7 mL trockenem DMF gelost. Unter Rihren werden 191 mg (1.06 mmol)
Theobromin, 181 mg (1.31 mmol) K2CO3 und 34 mg (0.10 mmol) Tetrabutylammoniumbromid
zugegeben und unter Stickstoffatmosphare 3 h zum Riuckfluss erhitzt. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wird die Mischung mit 50 mL Wasser versetzt und mit 3 x 50 mL Chloroform
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Brine gewaschen, Uber Na>SO,
getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird mittels Flash-

Saulenchromatographie (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol 95:5) gereinigt.

Ausbeute: 154 mg (38 %) blassgelber Feststoff
Schmelzpunkt: 195 °C
"H-NMR o (ppm) = 7.48 (s, 1H, 8-H), 7.33 (dd, J; = 7.8 Hz, J> = 1.7 Hz, 1H, 8"-

(500 MHz, CDCls)  H), 7.21 — 7.13 (m, 3H, 5"-H, 6"-H, 7"-H), 5.24 (d, J = 15.8 Hz, 1H, 1'-
H), 4.25 (d, J = 15.7 Hz, 1H, 1'-H), 3.92 (s, 3H, 7-CHs), 3.52 (s, 3H, 3-
CHs), 2.88 (dqd, Js = 12.3 Hz, J2 = 6.9 Hz, J5 = 2.7 Hz, 1H, 4"-H), 1.82
(dd, J; = 12.8 Hz, J2 = 2.7 Hz, 1H, 3"-H), 1.66 (s, 3H, 2"-CHs), 1.43 (s,
3H, 2"-CHs), 1.31 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 4"-CHs), 1.20 (dd, J; = 12.8 Hz,
J2 = 12.3 Hz, 2H, 3"-H)
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EXPERIMENTELLER TEIL

13C-NMR
(126 MHz, CDCl;)

IR (ATR)

MS (EIl)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

264

5 (ppm) = 168.2 (C-2"), 155.0 (C-6), 151.5 (C-2), 149.1 (C-4), 141.7 (C-
4a"), 141.6 (C-8), 137.7 (C-8a"), 126.3 (C-7"), 125.6 (C-6"), 125.3 (C-
8"), 123.3 (C-5"), 107.5 (C-5), 60.0 (C-2"), 52.0 (C-3"), 45.1 (C-1'), 33.6
(7-CHs), 29.8 (3-CHs), 29.2 (C-4"), 28.0 (2"-CHs), 25.9 (2"-CHs), 16.9
(4"-CHs)

¥ [em™] = 3127, 3023, 2993, 2980, 2926, 2890, 2856, 1708, 1672,
1660, 1602, 1489, 1452, 1372, 1308, 1238, 752

m/z (%) = 395 (25) [M]", 221 (55), 193 (100), 175 (20)
395.1955 (berechnet fur C21H25N503: 395.1957)

98 % (A = 210 nm), 99 % (A = 254 nm)



EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-5,6-Dichlor-2-[2-0x0-2-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-

yl)ethyl]isoindolin-1,3-dion (134)
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M: = 431.31

Die Darstellung von 134 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 8 unter Verwendung
von 303 mg (1.02 mmol) (RS)-2-Brom-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-
on (131) und 251 mg (1.16 mmol) 4,5-Dichlorphthalimid. Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel,
Isohexan/Ethylacetat 9:1).

Ausbeute: 262 mg (60 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 135°C
"H-NMR o (ppm) =7.91 (s, 2H, 4-H, 7-H), 7.24 — 7.19 (m, 4H, 5"-H, 6"-H, 7"-H,

(500 MHz, CDCl;)

13C.NMR
(101 MHz, CDCl,)

IR (ATR)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

8"-H), 4.81 (d, J = 16.1 Hz, 1H, 1"-H), 4.01 (d, J = 16.1 Hz, 1H, 1'-H),
2.88 (dqd, Js = 12.5 Hz, J» = 6.8 Hz, J5 = 2.7 Hz, 1H, 4"-H), 1.86 (dd,
Ji = 12.7 Hz, J, = 2.7 Hz, 1H, 3"-H), 1.66 (s, 3H, 2"-CHs), 1.45 (s, 3H,
2"-CHs), 1.35 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 4"-CHs), 1.24 (dd, J; = 12.7 Hz, J; =
12.5 Hz, 1H, 3"-H)

5 (ppm) = 166.7 (C-2'), 166.1 (C-1, C-3), 141.8 (C-4a"), 139.0 (C-5, C-
6), 137.4 (C-8a"), 131.5 (C-3a, C-7a), 126.6 (C-7"), 126.0 (C-6"), 125.6
(C-4,C-7), 125.1 (C-8"), 123.7 (C-5"), 60.4 (C-2"), 51.8 (C-3"), 42.8 (C-
1'), 29.4 (C-4"), 27.9 (2"-CHs), 25.8 (2"-CHs), 17.0 (4"-CHa)

v [em™] = 3099, 3070, 3028, 2962, 2926, 2878, 2864, 1777, 1715,
1668, 1488, 1416, 1387, 1307, 1247, 1195, 1143, 754

m/z (%) = 434 (3) [((Clo) MTT*, 432 (15) [(*3Cl, 7Cl) M'T*, 430 (25) [(°Cly)
M, 230 (23), 228 (34), 202 (23), 160 (67), 146 (100)

430.0866 (berechnet fiir C22H20*CI2N203: 430.0851)

97 % (A =210 nm), 97 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-4-Nitro-2-[2-0x0-2-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethyl]isoindolin-
1,3-dion (135)

(%) C22H21N30s

M: =407.43

Die Darstellung von 135 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 8 unter Verwendung
von 266 mg (0.898 mmol) (RS)-2-Brom-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-
1-on (131) und 190 mg (0.989 mmol) 3-Nitrophthalimid. Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel,
Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 201 mg (55 %) blassgelbe Kristalle

Schmelzpunkt:

H-NMR
(500 MHz, CDCls)

13C-NMR
(101 MHz, CDCl,)

IR (ATR)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

266

177 °C

5 (ppm) = 8.13 — 8.09 (m, 2H, 5-H, 7-H), 7.90 (dd, J: = 7.8 Hz, J,= 7.8
Hz, 1H, 6-H), 7.25 — 7.18 (m, 4H, 5"-H, 6"-H, 7"-H, 8"-H), 4.86 (d, J =
16.2 Hz, 1H, 1'-H), 4.08 (d, J = 16.2 Hz, 1H, 1'-H), 2.89 (dqd, J: = 12.6
Hz, J» = 6.8 Hz, J; = 2.6 Hz, 1H, 4"-H), 1.86 (dd, J; = 12.7 Hz, J.= 2.7
Hz, 1H, 3"-H), 1.67 (s, 3H, 2"-CHs), 1.45 (s, 3H, 2"-CHs), 1.35 (d, J =
6.8 Hz, 3H, 4"-CHs), 1.23 (dd, J; = 12.5 Hz, J> = 12.7 Hz, 1H, 3"-H)

5 (ppm) = 166.5 (C-2"), 165.6 (C-1), 162.6 (C-3), 145.3 (C-4), 141.8 (C-
4a"), 137.4 (C-8a"), 135.4 (C-6), 134.5 (C-7a), 128.7 (C-5), 127.3 (C-
7"), 126.6 (C-7), 126.1 (C-6"), 125.2 (C-8"), 124.2 (C-3a), 123.7 (C-5"),
60.5 (C-2"), 51.8 (C-3"), 42.9 (C-1'), 29.3 (C-4"), 27.9 (2"-CHs), 25.8
(2"-CHs), 17.0 (4"-CHa)

¥ [cm™] = 3096, 3027, 2979, 2959, 2944, 2921, 1733, 1676, 1540,
1419, 1391, 1371, 1308, 1251, 1114, 769, 746, 716

m/z (%) = 407 (48) [MT*, 186 (50), 160 (100), 146 (85), 128 (33)
407.1486 (berechnet fiir CooH21N3sOs: 407.1481)

98 % (A = 210 nm), 98 % (A = 254 nm)



EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-5-Nitro-2-[2-0x0-2-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethyl]isoindolin-
1,3-dion (136)

C22H21N30s5

M: = 407.43

Die Darstellung von 136 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 8 unter Verwendung
von 208 mg (0.702 mmol) (RS)-2-Brom-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-
1-on (131) und 167 mg (0.869 mmol) 4-Nitrophthalimid. Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel,
Isohexan/Ethylacetat 9:1).

Ausbeute: 226 mg (79 %) gelbe Kristalle

Schmelzpunkt

H-NMR
(500 MHz, CDCl,)

13C-NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (ATR)

108 °C

5 (ppm) = 8.64 — 8.61 (m, 1H, 4-H), 8.58 (dd, J; = 8.1 Hz, J> = 1.9 Hz,
1H, 6-H), 8.02 (d, J = 8.1 Hz, 1H, 7-H), 7.25 — 7.18 (m, 4H, 5"-H, 6"-H,
7"-H, 8"-H), 4.87 (d, J = 16.1 Hz, 1H, 1"-H), 4.06 (d, J = 16.1 Hz, 1H, 1'-
H), 2.88 (dqd, J: = 12.8 Hz, J2 = 6.6 Hz, J5 = 2.5 Hz, 1H, 4"-H), 1.86
(dd, Js = 13.0 Hz, Jz = 2.6 Hz, 1H, 3"-H), 1.65 (s, 3H, 2"-CHa), 1.44 (s,
3H, 2"-CHs), 1.35 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 4"-CHs), 1.23 (dd, J; = 13.0 Hz, J;
= 12.6 Hz, 1H, 3"-H)

5 (ppm) = 166.4 (C-2'), 165.8 (C-1), 165.6 (C-3), 151.8 (C-5), 141.7 (C-
4a"), 137.3 (C-8a"), 136.7 (C-7a), 133.7 (C-3a), 129.3 (C-6), 126.5 (C-
7"), 126.1 (C-6"), 125.1 (C-8"), 124.7 (C-7), 123.6 (C-5"), 118.8 (C-4),
60.4 (C-2"), 51.7 (C-3"), 42.8 (C-1'), 29.3 (C-4"), 27.8 (2"-CH3), 25.7
(2"-CHs), 17.0 (4"-CHs)

¥ [cm™] = 3077, 3045, 2980, 2933, 2890, 1721, 1670, 1540, 1418, 1393,
1345, 1307, 1246, 1195, 1107, 763, 718
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EXPERIMENTELLER TEIL

MS (El) m/z (%) = 407 (40) [MT*, 252 (23), 205 (43), 160 (90), 146 (100), 128
(27)

HRMS (EI) 407.1497 (berechnet flr C2H21N30s: 407.1481)

HPLC-Reinheit 98 % (A =210 nm), 98 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-4,5,6,7-Tetrafluor-2-[2-0x0-2-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-

yl)ethyl]isoindolin-1,3-dion (137)

3a 7a
5 6
F F

C22H18F4N203

M: = 434.39

Die Darstellung von 137 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 9 unter Verwendung

von 285 mg (1.03 mmol) 2-(4,5,6,7-Tetrafluor-1,3-dioxoisoindolin-2-yl)essigsaure, 2 mL
Thionylchlorid und 336 mg (1.92 mmol) (RS)-2,2,4-Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (109).

Ausbeute: 256 mg (57 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 221 °C
"H-NMR o (ppm) =7.26 —7.15 (m, 4H, 5"-H, 6"-H, 7"-H, 8"-H), 4.81 (d, J= 16.2

(400 MHz, CDCls)

13C.NMR
(101 MHz, CDCl,)

IR (ATR)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

Hz, 1H, 1'-H), 3.99 (d, J = 16.2 Hz, 1H, 1'-H), 2.88 (dqd, J; = 13.4 Hz,
J2= 6.8 Hz, Js = 2.6 Hz, 1H, 4"-H), 1.87 (dd, J; = 12.8 Hz, J; = 2.7 Hz,
1H, 3"-H), 1.66 (s, 3H, 2"-CHs), 1.45 (s, 3H, 2"-CHs), 1.36 (d, J = 6.8
Hz, 3H, 4"-CHs), 1.24 (dd, J; = 13.3 Hz, J2 = 12.7 Hz, 1H, 3")

5 (ppm) = 166.0 (C-1, C-3), 162.1 (C-2'), 145.0 (d, J = 269 Hz, C-5, C-
6), 143.4 (d, J = 262 Hz, C-4, C-7), 141.7 (C-4a"), 137.2 (C-8a"), 126.5
(C-7"), 126.1 (C-6"), 125.0 (C-8"), 123.6 (C-5"), 114.0 (C-3a, C-7a),
60.5 (C-2"), 51.6 (C-3"), 42.7 (C-1'), 29.2 (C-4"), 27.7 (2"-CHs), 25.6
(2"-CHs), 16.9 (4"-CHa)

v [em™ = 3071, 3040, 3021, 2999, 2980, 2959, 2933, 2922, 2866,
1725, 1667, 1513, 1499, 1423, 968

m/z (%) = 434 (55) [M*, 419 (27), 232 (72), 202 (27), 160 (100), 146
(90), 128 (27)

434.1285 (berechnet flr C22H1sF4N203: 434.1254)

99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-[1,2"-Biisoindolin]-1",3-dion (138)

C1sH12N20>
M, = 264.28

2.57 g (17.4 mmol) Phthalimid werden in einem Kolben mit 12.5 mL Eisessig und 6.25 mL
konzentrierter Salzsaure mit 5.08 g Zinnpulver versetzt. Die entstehende Mischung wird zwei
Stunden bei 125 °C zum Ruckfluss erhitzt, heil} filtriert und der Zinn-Ruckstand mit Eisessig
nachgewaschen. Das Lésungsmittel wird anschlief3end im Vakuum eingeengt, der Ruckstand
mit Dichlormethan versetzt und mit 2 M HCI gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Na>SO4 getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand
mittels Flash-Saulenchromatographie (Kieselgel, Ethylacetat 100%) in das Monomer
Isoindolin-1-on und das Dimer (RS)-[1,2"-biisoindolin]-1',3-dion (138) getrennt.

Ausbeute: 991 mg (43 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 225 °C (Lit.: 228 °C [1%4)
"H-NMR 0 (ppm) =8.99 (s, 1H, NH), 7.79 (d, J = 7.5 Hz, 1H, 7'-H), 7.77 (dd, J;

(500 MHz, DMSO-de) = 7.4 Hz, J> = 1.1 Hz, 1H, 4-H), 7.66 (td, J; = 7.4 Hz, J> = 1.3 Hz, 1H,
6-H), 7.63 — 7.58 (m, 2H, 5-H, 5'-H), 7.55 — 7.49 (m, 3H, 7-H, 4"-H, 6-
H), 6.86 (s, 1H, 1-H), 4.17 (d, J = 17.2 Hz, 1H, 3'-H), 3.79 (d, J = 17.2
Hz, 1H, 3'-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 168.8 (C-3), 168.2 (C-1"), 143.2 (C-7a), 141.8 (C-7a"), 132.5
(126 MHz, DMSO-de) (C-3a, C-6), 132.1 (C-5'), 131.4 (C-3a"), 129.7 (C-5), 128.2 (C-6'),
123.9 (C-4'), 123.7 (C-7), 123.1 (C-4), 123.1 (C-7'), 61.8 (C-1), 44.4

(C-3)
IR (ATR) ¥ [em™] = 3335, 3036, 2980, 2925, 1688, 1468, 1412, 1227, 1212, 733
MS (EI) m/z (%) = 264 (29) [MT*, 252 (64), 250 (37), 236 (35), 235 (32), 231

(40), 219 (40), 181 (62), 170 (80), 136 (100), 135 (95)
HRMS (EI) 264.0898 (berechnet fiir C1sH12N202: 264.0899)

HPLC-Reinheit 98 % (A = 210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-2-[2-Ox0-2-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethyl]lisoindolin-1-on (139)

C22H24N20>

M: = 348.45

122 mg (0.485 mmol) (RS)-2-Chlor-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-on
(123) werden unter Zugabe von 3 g Molekularsieb 4 A und 106 mg (0.707 mmol) Natriumiodid

mit 107 mg (0.801 mmol) Isoindolin-1-on in einen trockenen Kolben vorgelegt, die Apparatur

sekuriert und in 3 mL trockenem Tetrahydrofuran geldst. Unter Rihren werden langsam 0.5
mL (0.5 mmol) LIHMDS (1M Lésung in Toluol) zugefigt und bei 70 °C 15 h gerthrt. Nach

Abkuhlen auf Raumtemperatur wird die Mischung mittels Flash-Saulenchromatographie

(Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1) gereinigt.

Ausbeute: 98 mg (58 %) gelbe Kristalle

Schmelzpunkt:

H-NMR
(500 MHz, CDCls)

13C-NMR
(126 MHz, CDCls)

113 °C

5 (ppm) = 7.83 (dd, J; = 7.5 Hz, J> = 1.1 Hz, 1H, 7-H), 7.51 (ddd, J; =
7.5Hz, J: = 7.4 Hz, Js = 1.2 Hz, 1H, 5-H), 7.46 — 7.38 (m, 2H, 4-H, 6-
H), 7.25 — 7.17 (m, 4H, 5"-H, 6"-H, 7"-H, 8"-H), 4.77 (d, J = 16.2 Hz,
1H, 1'-H), 4.50 (s, 2H, 3-H), 3.96 (d, J = 16.2 Hz, 1H, 1'-H), 2.85 (dqd,
Ji = 13.4 Hz, J. = 6.8 Hz, J; = 2.6 Hz, 1H, 4"-H), 1.85 (dd, J; = 12.8
Hz, J; = 2.7 Hz, 1H, 3"-H), 1.70 (s, 3H, 2"-CHs), 1.48 (s, 3H, 2"-CHa),
1.34 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 4"-CHa), 1.24 (dd, J; = 13.3 Hz, J> = 12.6 Hz,
1H, 3"-H)

5 (ppm) = 169.6 (C-2'), 169.0 (C-1), 142.0 (C-3a), 141.4 (C-4a"), 137.8
(C-8a"), 132.3 (C-7a), 131.5 (C-5), 128.0 (C-6), 126.5 (C-7"), 125.8 (C-
6"), 125.2 (C-8"), 123.9 (C-7), 123.4 (C-5"), 122.8 (C-4), 60.0 (C-2"),
51.9 (C-3"), 51.1 (C-3), 47.2 (C-1'), 29.3 (C-4"), 27.9 (2"-CHs), 25.9 (2"-
CHs), 17.0 (4"-CHs)
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EXPERIMENTELLER TEIL

IR (ATR) ¥ [em] = 3081, 3019, 2968, 2929, 1699, 1659, 1488, 1363, 1299,
1244, 766, 736

MS (EIl) m/z (%) = 348 (17) [M]*, 175 (27), 146 (100)

HRMS (EI) 348.1854 (berechnet fiir CooH24N,02: 348.1838)

HPLC-Reinheit 97 % (A = 210 nm), 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-1-[2-Ox0-2-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethyl]-1H-pyrrol-2,5-dion
(140)

C1gH20N203

M: = 312.37

In einem Sublimator werden 152 mg (0.400 mmol) (3aR,4S,7R,7aS)-2-(2-Oxo0-2-((RS)-2,2,4-
trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethyl)-3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-4,7-epoxyisoindol-
1,3(2H)-dion (144) bei 0.1 mbar fur 30 min auf 170 °C — 200 °C erhitzt. Nach Abkuhlen befinden

sich schwach gelbliche Kristalle an der Kristallisationsflache des Sublimators.

Ausbeute: 119 mg (95 %) blassgelbe Kristalle
Schmelzpunkt: 126 °C
"H-NMR o (ppm) = 7.25 - 7.18 (m, 3H, 5"-H, 6"-H, 7"-H), 7.18 — 7.13 (m, 1H,

(500 MHz, CDCl;)

13C.NMR
(126 MHz, CDCls)

IR (ATR)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

8"-H), 6.71 (s, 2H, 3-H, 4-H), 4.65 (d, J = 16.3 Hz, 1H, 1'-H), 3.87 (d, J
= 16.3 Hz, 1H, 1'-H), 2.85 (dqd, J1= 13.4 Hz, J. = 6.8 Hz, J3 = 2.7 Hz,
1H, 4"-H), 1.84 (dd, J; = 12.7 Hz, J>= 2.7 Hz, 1H, 3"-H), 1.65 (s, 3H,
2"-CHzs), 1.45 (s, 3H, 2"-CHs), 1.34 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 4"-CHj3), 1.22
(dd, J1 =13.3 Hz, J.=12.6 Hz, 1H, 3"-H)

5 (ppm) = 170.5 (C-2, C-5), 167.2 (C-2'), 141.7 (C-4a"), 137.5 (C-8a"),
134.5 (C-3, C-4), 126.5 (C-7"), 125.9 (C-6"), 125.1 (C-8"), 123.6 (C-
5", 60.3 (C-2"), 51.8 (C-3"), 42.2 (C-1'), 29.3 (C-4"), 27.9 (2"-CHs),
25.7 (2"-CHs), 17.0 (4"-CHa)

¥ [cm™] = 3120, 2980, 2953, 2934, 1702, 1666, 1490 1429, 1377, 1308,
1248, 1154, 839, 767, 701

m/z (%) = 312 (62) [M*, 160 (85), 146 (100)
312.1463 (berechnet fiir C1sHzoN203: 312.1474)

98 % (A = 210 nm), 98 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aR,4S,7R,7aS)-2-[2-Ox0-2-((RS)-2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethyl]-
3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-4,7-epoxyisoindol-1,3(2H)-dion (144)

C22H24N204
M, = 380.44

Die Darstellung von 144 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 8 unter Verwendung
von 600 mg (2.03 mmol) (RS)-2-Brom-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-
on (131) und 415mg (2.51 mmol) (3aR,4S,7R,7aS)-3a,4,7,7a-Tetrahydro-1H-4,7-
epoxyisoindol-1,3(2H)-dion (143). Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat
1:1).

Ausbeute: 421 mg (55 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 156 °C
"H-NMR 0 (ppm) =7.23 — 7.12 (m, 4H, 5"-H, 6"-H, 7"-H, 8"-H), 6.51 — 6.45 (m,

(500 MHz, CDCls)  2H, 5-H, 6-H), 5.23 (d, J = 1.4 Hz, 1H, 4-H/7-H), 5.19 (d, J = 1.4 Hz,
1H, 4-H/7-H), 4.59 (d, J = 15.9 Hz, 1H, 1'-H), 3.82 (d, J = 15.9 Hz, 1H,
1'-H), 2.91 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 3a-H/7a-H), 2.85 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 3a-
H/7a-H), 2.89 - 2.81 (m, 1H, 4"-H), 1.84 (dd, J; = 12.8 Hz, J> = 2.7 Hz,
1H, 3"-H), 1.66 (s, 3H, 2"-CHs), 1.45 (s, 3H, 2"-CHs), 1.33 (d, J = 6.8
Hz, 3H, 4"-CHs), 1.22 (dd, J:= 12.7 Hz, J> = 12.4 Hz, 1H, 3"-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 175.8 (C-1/C-3), 175.6 (C-1/C-3), 166.4 (C-2'), 141.7 (C-

(126 MHz, CDCl;)  4a"), 137.5 (C-8a"), 136.7 (C-5/C-6), 136.6 (C-5/C-6), 126.5 (C-7"),
125.9 (C-6"), 125.1 (C-8"), 123.5 (C-5"), 80.9 (C-4/C-7), 80.9 (C-4/C-
7), 60.3 (C-2"), 51.8 (C-3"), 47.9 (C-3a/C-7a), 47.7 (C-3a/C-7a), 43.1
(C-1"), 29.3 (C-4"), 27.9 (2"-CHs), 25.7 (2"-CHs), 17.0 (4"-CHs)

IR (ATR) ¥ [cm™] = 3024, 2981, 2944, 1706, 1668, 1424, 1312, 1180, 1016, 882
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EXPERIMENTELLER TEIL

MS (El) m/z (%) = 380 (8) [MT*, 312 (52), 270 (33), 202 (26), 160 (89), 146
(100)

HRMS (El) 380.1736 (berechnet fiir C22H24N204: 380.1736)

HPLC-Reinheit 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aR,7aS)-2-[2-Oxo0-2-((RS)-2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethyl]-3a,4,7,7a-
tetrahydro-1H-isoindol-1,3(2H)-dion (146)

C22H26N203
M, = 366.46

Die Darstellung von 146 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 8 unter Verwendung
von 427 mg (1.44 mmol) (RS)-2-Brom-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-
on (131) und 272 mg (1.80 mmol) (3aR,7aS)-3a,4,7,7a-Tetrahydro-1H-isoindol-1,3(2H)-dion
(145). Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 356 mg (68 %) hellbeiger Feststoff
Schmelzpunkt: 52 °C
"H-NMR o (ppm) =7.21 -7.18 (m, 1H, 5"-H), 7.18 — 7.14 (m, 2H, 6"-H, 7"-H),

(500 MHz, CDCl;)  7.14 — 7.10 (m, 1H, 8"-H), 5.87 — 5.78 (m, 2H, 5-H, 6-H), 4.55 (d, J =
15.8 Hz, 1H, 1'-H), 3.78 (d, J = 15.7 Hz, 1H, 1'-H), 3.13 — 3.02 (m, 2H,
3a-H, 7a-H), 2.83 (dqd, J: = 13.5 Hz, J» = 6.8 Hz, J; = 2.5 Hz, 1H, 4"-
H), 2.55 — 2.46 (m, 2H, 4-H, 7-H), 2.26 — 2.17 (m, 2H, 4-H, 7-H), 1.82
(dd, Js = 12.8 Hz, J2 = 2.7 Hz, 1H, 3"-H), 1.63 (s, 3H, 2"-CHa), 1.43 (s,
3H, 2"-CHs), 1.31 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 4"-CHs), 1.19 (dd, Js = 13,4 Hz,
J =12.8 Hz, 1H, 3"-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 179.7 (C-1/C-3), 179.7 (C-1/C-3), 166.6 (C-2'), 141.7 (C-

(126 MHz, CDCl;)  4a"), 137.6 (C-8a"), 127.7 (C-5, C-6), 126.5 (C-7"), 125.8 (C-6"), 125.1
(C-8"), 123.5 (C-5"), 60.2 (C-2"), 51.8 (C-3"), 43.1 (C-1), 39.3 (C-3a/C-
7a), 39.2 (C-3a/C-7a), 29.3 (C-4"), 27.9 (2"-CHs), 25.7 (2"-CHs), 23.5
(C-4/C-T7), 23.5 (C-4/C-7), 17.0 (4"-CHs)
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IR (ATR)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

EXPERIMENTELLER TEIL
v [em™] = 3027, 2955, 2933, 2874, 1698, 1667, 1419, 1309, 1246,
1173, 762, 747
m/z (%) = 366 (67) [M7*, 164 (50), 160 (100), 146 (60)
366.1939 (berechnet fur C22H26N203: 366.1944)

96 % (A =210 nm), 98 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aR,4S,7R,7aS)-2-[2-Ox0-2-((RS)-2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethyl]-
3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-4,7-methanoisoindol-1,3(2H)-dion (148)

Ca23H26N203
M, = 378.47

Die Darstellung von 148 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 8 unter Verwendung
von 428 mg (1.44 mmol) (RS)-2-Brom-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-
on (131) und 376 mg (2.30 mmol) (3aR,4S,7R,7aS)-3a,4,7,7a-Tetrahydro-1H-4,7-
methanoisoindol-1,3(2H)-dion (147). Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel,
Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 309 mg (57 %) beigefarbener Feststoff
Schmelzpunkt: 130 °C
H-NMR 0 (ppm) =7.15-7.10 (m, 1H, 5"-H), 7.10 — 7.04 (m, 2H, 6"-H, 7"-H),

(500 MHz, CDCl;)  7.02 — 6.97 (m, 1H, 8"-H), 5.97 — 5.92 (m, 2H, 5-H, 6-H), 4.32 (d, J =
15.6 Hz, 1H, 1-H), 3.58 (d, J = 15.6 Hz, 1H, 1'-H), 3.28 — 3.22 (m, 2H,
4-H, 7-H), 3.22 — 3.14 (m, 2H, 3a-H, 7a-H), 2.75 (dqd, J; = 13.5 Hz, J>
= 6.8 Hz, J; = 2.6 Hz, 1H, 4"-H), 1.74 (dd, J: = 12.6 Hz, J. = 2.6 Hz,
1H, 3"-H), 1.60 (dt, J; = 8.7 Hz, J2 = 1.7 Hz, 1H, 8-H), 1.55 (s, 3H, 2""-
CHs), 1.44 (dt, J: = 8.8 Hz, J> = 1.5 Hz, 1H, 8-H), 1.35 (s, 3H, 2"-CHs),
1.24 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 4"-CHa), 1.11 (dd, J; = 13.4 Hz, J» = 12.5 Hz,
1H, 3"-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 176.8 (C-1/C-3), 176.7 (C-1/C-3), 166.4 (C-2'), 141.2 (C-

(126 MHz, CDCl;)  4a"), 137.3 (C-8a"), 134.3 (C-6), 134.2 (C-5), 126.1 (C-7"), 125.4 (C-
6"), 124.7 (C-8"), 123.2 (C-5"), 59.7 (C-2"), 52.0 (C-8), 51.5 (C-3"),
45.9 (C-3a/C-7a), 45.8 (C-3a/C-7a), 44.6 (C-4/C-7), 44.5 (C-4/C-T7),
42.2 (C-1"), 28.9 (C-4"), 27.6 (2"-CHs), 25.3 (2"-CHs), 16.7 (4"-CHs)
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IR (ATR)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

EXPERIMENTELLER TEIL
¥ [cm™] = 3004, 2960, 2948, 2875, 1707, 1657, 1395, 1311, 1175, 746,
719

m/z (%) = 378 (20) [M*, 252 (100), 250 (60), 235 (60), 233 (37), 160
(26)

378.1953 (berechnet fur C23H26N203: 378.1944)

> 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,4RS,7SR,7aSR)-5-Brom-3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-4,7-epoxyisoindol-1,3(2H)-dion
(149)

CsHsBI’NO3
M, = 244.04

320 mg (3.29 mmol) Maleimid und 626 mg (4.26 mmol) 3-Bromfuran werden in 4 mL Toluol
geldst und bei 105 °C 36 h gerthrt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur fallt ein brauner

Feststoff aus, der abgesaugt und mit Diethylether gewaschen wird.

Ausbeute: 721 mg (90 %) hellbrauner Feststoff
Schmelzpunkt: 206 °C
"H-NMR 0 (ppm) = 11.29 (s, 1H, NH), 6.76 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 6-H), 5.18 (dd,

(500 MHz, DMSO-ds) J: = 2.1 Hz, J> = 0.8 Hz, 1H, 7-H), 5.06 (d, J = 0.8 Hz, 1H, 4-H), 3.07
(d, J = 6.5 Hz, 1H, 7a-H), 3.01 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 3a-H)

13C.NMR 5 (ppm) = 177.0 (C-1), 176.8 (C-3), 136.2 (C-6), 125.7 (C-5), 84.2
(126 MHz, DMSO-ds) (C-4), 82.5 (C-7), 49.4 (C-7a), 47.9 (C-3a)

IR (ATR) ¥ [em™] = 3160, 3075, 3014, 2944, 2804, 1770, 1707, 1583, 1356,
1254, 1198, 833

MS (EI) m/z (%) = 245 (12) [(€'Br)MT*, 243 (14) [(°Br)MT*, 148 (96), 146 (100)
HRMS (EI) 242.9554 (berechnet fiir CsHo*BrNOs: 242.9531)
HPLC-Reinheit 97 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(3aRS,4RS,7SR,7aSR)-5-Brom-2-[2-0x0-2-((RS)-2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-
1(2H)-yl)ethyl]-3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-4,7-epoxyisoindol-1,3(2H)-dion und
(3aRS,4RS,7SR,7aSR)-5-Brom-2-[2-0x0-2-((SR)-2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-
1(2H)-yl)ethyl]-3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-4,7-epoxyisoindol-1,3(2H)-dion (150)

(racemische Mischung der Diastereomere)

C22H23BrN20O4
M; =459.34

Die Darstellung von 150 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 8 unter Verwendung
von 302 mg (1.02 mmol) (RS)-2-Brom-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-
on (131) und 394 mg (1.61 mmol) (3aRS,4RS,7SR,7aSR)-5-Brom-3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-
4,7-epoxyisoindol-1,3(2H)-dion (149). Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel,
Isohexan/Ethylacetat 4:1).

Ausbeute: 275 mg (59 %) farblose Kristalle
Schmelzpunkt: 112 °C
TH-NMR Gemisch der Diastereomeren im Verhaltnis 1:1; Signale den

(400 MHz, CDCI») einzelnen Verbindungen nicht eindeutig zuordenbar

8 (ppm) = 7.23 — 7.15 (m, 2 x 3H, 5"-H, 6"-H, 7"-H), 7.15 — 7.09 (m, 2
x 1H, 8"-H), 6.50 (d, J = 1.9 Hz, 1H, 6-H), 6.49 (d, J = 1.9 Hz, 1H, 6-
H), 5.21 (dd, J; = 1.9 Hz, J = 0.8 Hz, 1H, 7-H), 5.17 (dd, J: = 1.9 Hz,
J2= 0.8 Hz, 1H, 7-H), 5.05 (d, J = 0.8 Hz, 1H, 4-H), 5.00 (d, J = 0.8 Hz,
1H, 4-H), 4.59 (d, J = 15.8 Hz, 1H, 1"-H), 4.58 (d, J = 15.8 Hz, 1H, 1"-
H), 3.81 (d, J = 15.8 Hz, 1H, 1'-H), 3.81 (d, J = 15.8 Hz, 1H, 1'-H), 3.09
—2.96 (m, 2 x 2H, 3a-H, 7a-H), 2.89 — 2.78 (m, 2 x 1H, 4"-H), 1.84 (dd,
J1=12.9 Hz, Jo= 2.7 Hz, 2 x 1H, 3"-H), 1.65 (s, 2 x 3H, 2"-CHs), 1.44
(s, 2 x 3H, 2"-CHs), 1.33 (d, J = 6.8 Hz, 2 x 3H, 4"-CHs), 1.21 (dd, J; =
12.8 Hz, J> = 12.4 Hz, 2 x 1H, 3"-H)
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EXPERIMENTELLER TEIL

13C-NMR
(101 MHz, CDCl;)

IR (ATR)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

282

Gemisch der Diastereomeren im Verhaltnis 1:1; Signale den

einzelnen Verbindungen nicht eindeutig zuordenbar

5 (ppm) = 174.7 (C-1, C-3), 174.5 (C-1, C-3), 166.2 (C-2'), 166.2 (C-
2'), 141.7 (C-4a"), 141.7 (C-4a"), 137.4 (C-8a"), 135.0 (C-6), 135.0 (C-
6), 127.4 (C-5), 127.4 (C-5), 126.5 (C-7"), 126.5 (C-7"), 125.9 (C-6"),
125.9 (C-6"), 125.0 (C-8"), 125.0 (C-8"), 123.6 (C-5"), 123.6 (C-5"),
85.2 (C-4), 85.1 (C-4), 82.8 (C-7), 82.8 (C-7), 60.3 (C-2"), 60.3 (C-2"),
51.8 (C-3"), 51.8 (C-3"), 48.9 (C-7a), 48.7 (C-7a), 47.1 (C-3a), 46.9 (C-
3a), 43.3 (C-1'), 43.3 (C-1'), 29.3 (C-4"), 29.3 (C-4"), 27.9 (2"-CHs),
27.9 (2"-CHs), 25.7 (2"-CHs), 25.7 (2"-CHs), 17.0 (4"-CHs), 17.0 (4"-
CHs)

¥ [em™] = 3016, 2998, 2980, 2900, 1706, 1671, 1581, 1490, 1420,
1399, 1332, 1308, 1177

m/z (%) = 460 (12) [(¢'Br)MT*, 458 (12) [(°Br)MT*, 312 (68), 252 (54),
160 (89), 146 (100)

458.0830 (berechnet fiir Co2H23"°BrN2Oa4: 458.0841)

>99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)



EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-1-[2-Ox0-2-((RS)-2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethyl]-3-(1H-pyrrol-2-
yl)pyrrolidin-2,5-dion und (RS)-1-[2-0x0-2-((SR)-2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-
1(2H)-yl)ethyl]-3-(1H-pyrrol-2-yl)pyrrolidin-2,5-dion (153)

(racemische Mischung der Diastereomere)

C22H25N303

M: = 379.46

Die Darstellung von 153 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 8 unter Verwendung
von 204 mg (0.689 mmol) (RS)-2-Brom-1-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-
1-on (131) und 100 mg (0.609 mmol) (RS)-3-(1H-Pyrrol-2-yl)pyrrolidin-2,5-dion (152).
Aufreinigung mittels FSC (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 2:1).

Ausbeute: 51 mg (22 %) farbloses Ol

H-NMR
(500 MHz, CDCl,)

Gemisch der Diastereomeren im Verhaltnis 1:1; Signale den

einzelnen Verbindungen nicht eindeutig zuordenbar

5 (ppm) = 9.35 (s, 2 x 1H, NH), 7.25 — 7.15 (m, 2 x 4H, 5"-H, 6"-H, 7"-
H, 8"-H), 6.83 — 6.74 (m, 2 x 1H, 5"-H), 6.16 — 6.11 (m, 2 x 1H, 4"-H),
6.05 — 6.00 (m, 2 x 1H, 3"-H), 4.69 (d, J = 15.9 Hz, 1H, 1'-H), 4.68 (d,
J = 159 Hz, 1H, 1-H), 4.17 — 4.09 (m, 2 x 1H, 3-H), 3.89 (d, J =
15.9 Hz, 1H, 1'-H), 3.88 (d, J = 15.9 Hz, 1H, 1'-H), 3.17 (dd, J; = 18.2
Hz, J.= 7.0 Hz, 1H, 4-H), 3.16 (dd, J; = 18.1 Hz, J2= 7.1 Hz, 1H, 4-H),
2.90 (dd, J; = 18.0 Hz, J> = 4.5 Hz, 1H, 4-H), 2.83 (dd, J; = 18.1 Hz, J>
= 4.6 Hz, 1H, 4-H), 2.85 — 2.79 (m, 2 x 1H, 4"-H), 1.85 (dd, J; = 12.9
Hz, J2 = 2.8 Hz, 2 x 1H, 3"-H), 1.69 (s, 3H, 2"-CHs), 1.66 (s, 3H, 2"-
CHa), 1.47 (s, 3H, 2"-CHa), 1.46 (s, 3H, 2"-CHs), 1.34 (d, J = 6.8 Hz,
3H, 4"-CHs), 1.33 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 4"-CHs), 1.25 — 1.19 (m, 2 x 1H,
3"-H)
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EXPERIMENTELLER TEIL

13C-NMR
(126 MHz, CDCl,)

IR (ATR)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

284

Gemisch der Diastereomeren im Verhaltnis 1:1; Signale den

einzelnen Verbindungen nicht eindeutig zuordenbar

5 (ppm) = 177.1 (C-2), 177.1 (C-2), 175.5 (C-5), 175.5 (C-5), 166.6 (C-
2'), 166.5 (C-2'), 141.7 (C-4a"), 141.7 (C-4a"), 137.1 (C-8a"), 137.1 (C-
8a"), 126.5 (C-7"), 126.4 (C-7"), 126.2 (C-2"), 126.2 (C-2"), 126.1 (C-
6"), 126.0 (C-6"), 125.1 (C-8"), 125.1 (C-8"), 123.5 (C-5"), 123.5 (C-
5"), 118.8 (C-5"), 118.8 (C-5"), 108.3 (C-4"), 108.2 (C-4"), 106.4 (C-
3"), 106.3 (C-3"), 60.5 (C-2"), 60.4 (C-2"), 51.7 (C-3"), 51.7 (C-3"),
43.1 (C-1'), 43.0 (C-1"), 39.2 (C-3), 39.2 (C-3), 35.5 (C-4), 35.3 (C-4),
29.2 (C-4"), 29.2 (C-4"), 27.8 (2"-CHs), 27.8 (2"-CHs), 25.7 (2"-CHa),
25.6 (2"-CHs), 16.9 (4"-CHs), 16.9 (4"-CHs)

¥ [em™] = 3358, 3024, 3013, 2961, 2933, 1708, 1669, 1489, 1422,
1378, 1309, 1248, 1176, 760, 727

m/z (%) = 379 (25) [M]*, 377 (25), 252 (100), 250 (85), 235 (60), 233
(40), 219 (50), 175 (50), 160 (60), 146 (40)

379.1870 (berechnet fur C22H25N303: 379.1896)

96 % (A = 210 nm), 96 % (A = 254 nm)



EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-2-[3-Ox0-3-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)propyl]isoindolin-1,3-dion
(155)

C23H24N203

M: = 376.46

Die Darstellung von 155 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 9 unter Verwendung

von 231 mg (1.05 mmol) 3-(1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)propansaure (154), 0.6 mL Thionylchlorid
und 433 mg (2.47 mmol) (RS)-2,2,4-Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (109).

Ausbeute: 353 mg (89 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 188 °C
"H-NMR 0 (ppm)=7.82—-7.75 (m, 2H, 4-H, 7-H), 7.71 — 7.65 (m, 2H, 5-H, 6-H),

(400 MHz, CDCls)

13C.NMR
(101 MHz, CDCl,)

IR (ATR)

MS (EI)

HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

7.16 - 7.11 (m, 3H, 5"-H, 6"-H, 7"-H), 6.96 — 6.91 (m, 1H, 8"-H), 4.03
—3.89 (m, 2H, 1'-H), 2.88 (ddd, J; = 14.6 Hz, J> = 8.5 Hz, J3 = 6.0 Hz,
1H, 2'-H), 2.74 — 2.61 (m, 2H, 2'-H, 4"-H), 1.79 (dd, J; = 12.8 Hz, J.=
2.6 Hz, 1H, 3"-H), 1.63 (s, 3H, 2"-CH3), 1.45 (s, 3H, 2"-CH3), 1.27 (d, J
= 6.8 Hz, 3H, 4"-CHs), 1.16 (dd, J; = 12.8 Hz, J>=12.5 Hz, 1H, 3"-H)

5 (ppm) = 171.7 (C-3"), 168.1 (C-1, C-3), 141.3 (C-4a"), 138.6 (C-8a"),
134.0 (C-5, C-6), 132.3 (C-3a, C-7a), 126.1 (C-7"), 125.3 (C-6"), 125.2
(C-8"), 123.3 (C-4, C-7), 123.1 (C-5"), 59.3 (C-2"), 52.4 (C-3"), 35.9 (C-
2'), 35.6 (C-1'), 29.2 (C-4"), 27.8 (2"-CHs), 25.9 (2"-CHa), 16.9 (4"-CHs)

v [em™] = 3052, 3019, 2991, 2980, 2949, 2933, 1770, 1700, 1651,
1411, 1366, 1346, 1228, 1003, 760, 752, 714

m/z (%) = 376 (20) [MT*, 252 (32), 250 (27), 202 (42), 175 (35), 160
(100)

376.1787 (berechnet fiir C23H24N203: 376.1787)

98 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-2-[4-Ox0-4-(2,2,4-Trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)butyl]isoindolin-1,3-dion
(157)

3a 7a
4 7 C24H26N203
5 6
(¥) M = 390.48

Die Darstellung von 157 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 9 unter Verwendung
von 555 mg (2.38 mmol) 4-(1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)butansaure (156), 2 mL Thionylchlorid
und 761 mg (4.34 mmol) (RS)-2,2,4-Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (109).

Ausbeute: 726 mg (78 %) farbloser Feststoff

Schmelzpunkt:

"H-NMR
(400 MHz, CDCls)

13C-NMR
(101 MHz, CDCl,)

IR (ATR)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

286

116 °C

5 (ppm) = 7.81 = 7.76 (m, 2H, 4-H, 7-H), 7.71 — 7.65 (m, 2H, 5-H, 6-H),
7.14 —7.09 (m, 1H, 5"-H), 7.05 — 7.00 (m, 2H, 6"-H, 7"-H), 6.89 — 6.83
(m, 1H, 8"-H), 3.61 (t, J = 7.2 Hz, 2H, 1-H), 2.79 (dqd, J; = 12.4 Hz, J>
= 6.7 Hz, Js = 2.4 Hz, 1H, 4"-H), 2.46 (ddd, J; = 14.8 Hz, J, = 8.9 Hz,
Js = 6.1 Hz, 1H, 3'-H), 2.36 — 2.26 (m, 1H, 3"-H), 2.05 — 1.88 (m, 2H,
2'-H), 1.85 — 1.79 (m, 1H, 3"-H), 1.69 (s, 3H, 2"-CHs), 1.46 (s, 3H, 2"-
CHs), 1.31 (d, J= 6.7 Hz, 3H, 4"-CHj), 1.18 (dd, Js = 12.5 Hz, Jo= 12.5
Hz, 1H, 3"-H)

5 (ppm) = 174.1 (C-4"), 168.3 (C-1, C-3), 141.2 (C-4a"), 139.0 (C-8a"),
133.9 (C-5, C-6), 132.2 (C-3a, C-7a), 125.8 (C-7"), 125.1 (C-6"), 124.9
(C-8"), 123.2 (C-4, C-7), 123.0 (C-5"), 59.2 (C-2"), 52.5 (C-3"), 37.5 (C-
1'), 35.1 (C-3'), 29.1 (C-4"), 27.9 (2"-CHs), 25.9 (C-2'), 25.9 (2"-CHa),
17.0 (4"-CHs)

¥ [em] = 3059, 3038, 3006, 2979, 2961, 2944, 2929, 2876, 2862,
1765, 1712, 1659, 1395, 1360, 760, 723

m/z (%) = 390 (22) [M]*, 216 (34), 175 (72), 160 (100)
390.1956 (berechnet fiir C24H2sN;03: 390.1944)

98 % (A = 210 nm), > 99 % (A = 254 nm)



EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-2-[5-Ox0-5-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)pentyl]isoindolin-1,3-dion
(159)

Cas5H28N203

M: = 404.51

Die Darstellung von 159 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 9 unter Verwendung

von 504 mg (2.04 mmol) 5-(1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)pentansaure (158), 2 mL Thionylchlorid
und 530 mg (3.02 mmol) (RS)-2,2,4-Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (109).

Ausbeute: 544 mg (66 %) blassgelbes Ol

H-NMR
(500 MHz, CDCl,)

13C-NMR
(126 MHz, CDCls)

IR (ATR)
MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

5 (ppm) =7.81 — 7.69 (m, 2H, 4-H, 7-H), 7.69 — 7.57 (m, 2H, 5-H, 6-H),
7.13 — 6.99 (m, 3H, 5"-H, 6"-H, 7"-H), 6.83 (d, J = 6.9 Hz, 1H, 8"-H),
3.52 (t, J = 6.3 Hz, 2H, 1'-H), 2.75 — 2.64 (m, 1H, 4"-H), 2.44 — 2.32 (m,
1H, 4'-H), 2.32 — 2.21 (m, 1H, 4-H), 1.76 (d, J = 12.8 Hz, 1H, 3"-H),
1.61 (s, 3H, 2"-CHs), 1.60 — 1.46 (m, 4H, 2'-H, 3-H), 1.41 (s, 3H, 2"-
CHa), 1.25 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 4"-CHa), 1.12 (dd, J; = 12.8 Hz, J. = 12.5
Hz, 1H, 3"-H)

5 (ppm) = 174.6 (C-5'), 168.1 (C-1, C-3), 140.8 (C-4a"), 138.9 (C-8a"),
133.8 (C-5, C-6), 132.0 (C-3a, C-7a), 125.7 (C-7"), 124.9 (C-6"), 124.7
(C-8"), 123.0 (C-4, C-7), 122.8 (C-5"), 58.8 (C-2"), 52.2 (C-3"), 37.6 (C-
1'), 37.0 (C-4'), 28.9 (C-4"), 27.8 (C-3'), 27.7 (2"-CHs), 25.7 (2"-CHs),
24.0 (C-2'), 16.8 (4"-CHs)

¥ [em™'] = 2980, 2927, 2870, 1771, 1714, 1659, 1396, 1373, 1040, 721
m/z (%) = 404 (15) [M]*, 230 (14), 175 (66), 160 (100)
404.2102 (berechnet fir CosH2sN20s: 404.2100)

99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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EXPERIMENTELLER TEIL

(RS)-2-[6-Ox0-6-(2,2,4-trimethyl-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)hexyl]isoindolin-1,3-dion
(161)

C26H30N203

M: = 418.54

Die Darstellung von 161 erfolgt nach der allgemeinen Synthesevorschrift 9 unter Verwendung

von 509 mg (1.95 mmol) 6-(1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)hexansaure (160), 2 mL Thionylchlorid
und 514 mg (2.93 mmol) (RS)-2,2,4-Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (109).

Ausbeute: 526 mg (65 %) farbloses Ol

H-NMR
(500 MHz, CDCl,)

13C-NMR
(126 MHz, CDCl,)

IR (ATR)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

288

5 (ppm) =7.84 — 7.79 (m, 2H, 4-H, 7-H), 7.73 — 7.66 (m, 2H, 5-H, 6-H),
7.18 — 7.15 (m, 1H, 5"-H), 7.14 — 7.09 (m, 2H, 6"-H, 7"-H), 6.90 — 6.85
(m, 1H, 8"-H), 3.61 (t, J = 7.2 Hz, 2H, 1'-H), 2.79 — 2.67 (m, 1H, 4"-H),
2.38 (ddd, Js = 14.3 Hz, J>= 8.2 Hz, J; = 6.1 Hz, 1H, 5'-H), 2.31 — 2.19
(m, 1H, 5'-H), 1.81 (dd, Js = 12.8 Hz, J> = 2.7 Hz, 1H, 3"), 1.63 (s, 3H,
2"-CHs), 1.67 — 1.54 (m, 4H, 2'-H, 4'-H), 1.46 (s, 3H, 2"-CHs), 1.32 (d,
J = 6.8 Hz, 3H, 4"-CHa), 1.30 — 1.21 (m, 2H, 3"-H), 1.21 — 1.15 (m, 1H,
3"-H)

5 (ppm) = 175.3 (C-6"), 168.5 (C-1, C-3), 141.0 (C-4a"), 139.3 (C-8a"),
133.9 (C-5, C-6), 132.3 (C-3a, C-7a), 125.9 (C-7"), 125.2 (C-6"), 124.8
(C-8"), 123.3 (C-4, C-7), 122.9 (C-5"), 59.0 (C-2"), 52.5 (C-3"), 38.0 (C-
1'), 37.6 (C-5'), 29.2 (C-4"), 28.5 (C-2"), 27.9 (2"-CHs), 26.7 (C-4'), 26.5
(C-3'), 25.9 (2"-CHs), 17.0 (4"-CHa)

v [cm™] = 3029, 2996, 2981, 2933, 2865, 1772, 1716, 1661, 1396,
1363, 1049, 722

m/z (%) = 418 (20) [M]*, 270 (26), 175 (90), 160 (100)
418.2263 (berechnet fir CosHsoN2Os: 418.2257)

> 99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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2-Chlor-1-(2,2,4-trimethylchinolin-1(2H)-yl)ethan-1-on (162)

C14H16CINO

M: = 249.74

In 20 mL Aceton werden 2.35 g (13.6 mmol) 2,2,4-Trimethyl-1,2-dihydrochinolin (108) gelost.
Im Eisbad werden 2.42 g (17.5 mmol) K:CO3s zugegeben und langsam Uber 1 h 3.2 mL

(40 mmol) Chloracetylchlorid zugetropft und weitere 15 h gerihrt wobei langsam auf

Raumtemperatur erwarmt wird. Der Ansatz wird mit 50 mL Wasser versetzt und mit Ethylacetat

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Brine gewaschen, Gber Na>SO,

getrocknet und das Loésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird mittels Flash-

Saulenchromatographie (Kieselgel, Isohexan/Ethylacetat 19:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.54 g (45 %) hellgrauer Feststoff

Schmelzpunkt:

H-NMR
(400 MHz, CDCls)

13C-NMR
(101 MHz, CDCls)

IR (ATR)

MS (EI)
HRMS (EI)

HPLC-Reinheit

95 °C (Lit.: 97-98 °C [188])

5 (ppm) = 7.26 — 7.23 (m, 1H, 5-H), 7.21 — 7.15 (m, 2H, 6'-H, 7"-H),
6.89 — 6.85 (m, 1H, 8'-H), 5.53 (q, J = 1.5 Hz, 1H, 3'-H), 4.10 (s, 2H, 2-
H), 2.04 (d, J = 1.5 Hz, 3H, 4'-CHs), 1.52 (s, 6H, 2'-(CHa)y)

5 (ppm) = 168.8 (C-1), 136.2 (C-8a'), 135.5 (C-3), 129.2 (C-4a)),
127.9 (C-4"), 127.7 (C-7), 125.5 (C-6'), 123.5 (C-5'), 122.6 (C-8'), 58.7
(C-2'), 44.2 (C-2), 26.2 (2'-(CHa)y), 18.0 (4'-CHa)

¥ [em™] = 3060, 3015, 2973, 2937, 1675, 1491, 1454, 1360, 1341,
1231, 763, 750, 706

m/z (%) = 251 (0.5) [((7Cl) MTT*, 249 (2) [(5Cl) MT]*, 234 (32), 158 (100)
249.0924 (berechnet fir C14H163CINO **: 249.0915)

>99 % (A =210 nm), > 99 % (A = 254 nm)
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6.4 Testmethoden der biologischen Priufung

6.4.1 Calcium Imaging

Ca?*-Puffer
Far den zur Messung bendtigten Puffer wurden die folgenden, in Tabelle 11 aufgefuhrten,

Stoffe in einen 1 L Messkolben eingewogen:

Tabelle 11: Zusammensetzung und Einwaagen des Ca?*-Puffers. Die Einwaagen beziegen sich auf 1 L Puffer.

Molekulargewicht Konzentration ¢ Einwaage fiir 1.0 L

[g/mol] [mM] [g]

D-Glucose x H,0 198 5.50 1.09
NaCl 58.4 138 8.07
KCl 74.6 6.00 0.447
MgCl. x 6 H.0 203 1.00 0.204
HEPES 238 10.0 2.38
CaCl; x 2 H,0 147 2.00 0.294

Anschlieend wurden die Substanzen in ca. 950 mL sterilem Wasser geldst, mit verdiinnter
Natronlauge der pH-Wert auf 7.4 eingestellt und die Lésung zu 1.0 L mit sterilem Wasser

aufgeflllt. Die Osmolaritat der Lésung sollte nun bei 300 mosmol/L liegen.

Der fertige Puffer wurde in 50 mL Aliquote aufgeteilt und bei -20 °C gelagert.

Compound-L6ésung

Von den zu untersuchenden Verbindungen wurde je ca. 1 mg in dem entsprechenden
Volumen DMSO zu einer Konzentration von 10 mM gel6st. Von diesen Lésungen wurden je
5 uL mit Ca?*-Puffer zu 500 uL verdiinnt. Somit ergibt sich eine Konzentration von 100 uM in
1 % DMSO.

Fluoreszenz-Farbstoff

Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2-AM wurde von der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA) bezogen. In 250 yL DMSO wurden 1.0 mg des Farbstoffs geldst und intensiv mittels
Vortex® gemischt, woraus sich eine Farbstoff-Konzentration von 4 mM ergibt. Diese Losung

wurde zu je 12 pL aliquotiert und bei -20 °C gelagert.
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Vor dem Beladen der Zellen wurde fir jeweils zwei 6-Well-Platten 12 yL der 4 mM Fura-Lésung
mit 24 uL einer 10 % igen wassrigen Losung des Tensids Pluronic® F-127 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) intensiv gemischt. Diese Lésung wurde mit dem Ca?*-Puffer zu
12 mL verdiinnt und mittels Vortex® intensiv gemischt. Diese Gebrauchslosung entspricht
dann einer Konzentration von 4 uM Farbstoff, 0.02 % Pluronic® und 0.1 % DMSO in Ca?-
Puffer.

Durchfiihrung der Messung

Die Testung wurde an HEK (human embryonic kidney)-293-Zellen (DSMZ-Nr.: ACC 305)
durchgeflihrt. Diese wurden in 6-Well-Platten auf Deckglaser ausplattiert und im Brutschrank
bei 37 °C und 10 % CO, zwei Tage inkubiert. AnschlieRend wurden sie mit der DNA, die fir
den zu untersuchenden lonenkanal kodiert, transfiziert:

Hierzu wurden pro 6-Well-Platte 24 yL TurboFect Transfection Reagent® (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) mit 276 uL Leermedium gemischt. In drei Eppendorf-Caps wurden
dann je 100 pL dieser Mischung mit 1 uyg DNA (TRPML1/TRPML2/TRPML3 - YFP) versetzt
und 15 min inkubiert. Je 50 uL dieser Mischung wurden in jedes Well zu den Zellen gegeben
und umgeschwenkt, um eine Durchmischung mit dem Nahrmedium zu erreichen.
Anschlielfend wurden die Zellen fir weitere 24 h im Brutschrank bei 37 °C und 10 % CO:
inkubiert.

Um die transfizierten Zellen fur die Calcium-Imaging-Messung vorzubereiten, wurde nach
Ablauf der oben beschriebenen Inkubationszeit das Medium Gber den adharent gewachsenen
Zellen abgesaugt, die Zellen mit je 1 mL der 4 yM Fluoreszenzfarbstoff-Losung Uberschichtet,
umgeschwenkt und fir weitere 45 min im Brutschrank (37 °C, 10 % COy) inkubiert.
AnschlieBend wurde die Losung Uber den Zellen erneut abgesaugt und je 1 mL Ca?*-Puffer in
jedes Well gegeben um den nicht aufgenommenen Farbstoff abzuspllen. Wahrend einer
letzten Inkubationszeit von weiteren 30 min wurden durch intrazelluldre Esterasen die
Acetoxymethylester-Reste von den Fura-Molekilen abgespalten, wodurch die aktive,
geladene Pentacarboxylat-Form entsteht. Die Zellen sind nun fur die Messung bereit und
kénnen ohne signifikanten Verlust an Fluoreszenzintensitat fir ca. eine Stunde vermessen
werden!'"?],

Hierzu wurde das Glasplattchen mit den adharent gewachsenen Zellen aus dem Well gehoben
und in eine Messkammer eingespannt. Nach Zugabe von 450 pL Ca?*-Puffer wurden die
Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop fokussiert. Bei der Anregungswellenldange 488 nm
wurden die transfizierten Zellen im Fokus durch YFP-Fluoreszenz identifiziert und in der
Software markiert. Anschlielend wurde die Anregungswellenlange auf 380 nm geandert und
bei Fura-2-Fluoreszenz zusatzliche nicht transfizierte Kontrollzellen markiert. Die

Aufzeichnung der Fluoreszenzintensitaten wurde nun gestartet: Es wurde bei 340 nm sowie
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bei 380 nm angeregt und alle 2 sec. ein Messwert aufgezeichnet. Wenn die Messwerte nach
50 sec. (25 Messpunkte) eine konstante Basislinie bildeten, wurden 50 uL der zu testenden
Compound-L6sung (100 uM in 1 % DMSOQO) zugegeben, was einer finalen Messkonzentration
von 10 yM in 0.1 % DMSO entspricht. Die Messwerte wurden Uber weitere 100 Messpunkte
(200 sec.) aufgezeichnet. War ein Effekt erkennbar, wurden die Zellen mit Hilfe einer
Eppendorf-Pipette von der Glasplatte abgespllt und Uber weitere 5 Messpunkte die
Hintergrundhelligkeit aufgezeichnet. Zeigte die Testverbindung keinen Effekt, so wurde
anschliel®end zur Positivkontrolle 55 L einer bekanntermal3en aktiven Substanz (100 uM in
1 % DMSO) zugegen um zu verifizieren, dass der Test richtig durchgefuhrt wurde und die

ausgewahlten Zellen auf Aktivatoren des transfizierten lonenkanals reagierten.

6.4.2 MTT-Test

Die Testung auf Cyctotoxizitat mit Hilfe des MTT-Test wurde im Arbeitskreis Prof. Bracher von
Frau Martina Stadler an der humanen Leukéaniezelllinie HL-60 (DSMZ-Nr.: ACC 3)
durchgeflhrt.

Zunachst wurde mittels Hamozytometer (Fuchs-Rosenthal) die Zelldichte der Zellsuspension
bestimmt und durch Verdiinnen mit Medium auf 9 x 10° Zellen pro Milliliter eingestellt.

Von den zu testenden Substanzen wurden Stammlésungen (10 mM) in DMSO hergestellt und
diese mit DMSO jeweils mindestens finfmal nacheinander im Verhaltnis 1+1 verdinnt woraus
sich die Konzentrationsreihe 10 mM, 5 mM, 2.5 mM, 1.25 mM, 0.625 mM, 0.3125 mM ergibt.
Zur Nullwertbestimmung wird reines DMSO eingesetzt. Kontrollzellen werden nur mit reinem
Nahrmedium versetzt. Als Positivkontrolle dient Triton® X-100 in einer Endkonzentration von
1 pg/mL.

Die Zellsuspension wurde in 96-Well-Platten zu je 99 L ausgesat und 24 h im Brutschrank
bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. AnschlieBend wurden je 1 pL der Testlésungen zugegeben
und weitere 24 h bei 37 °C und 5 % CO. inkubiert. Nach Zugabe von 10 yL MTT-Lésung (5 mg
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in 1.0 mL PBS) in jedes Well
wurde wiederum 2 h inkubiert und anschlieend pro Well 190 yL DMSO zugesetzt. Nach einer
Stunde unter gelegentlichem Rutteln wurde die Absorption an einem MRX Microplate Reader
(DYNEX Technologies, Chentilly, USA) photometrisch bei einer Wellenlange von 570 nm
(Referenzwellenlange 630 nm) vermessen. Die statistische Auswertung sowie die Berechnung
der ICso-Werte erfolgt mit Hilfe der Prism 4 Software (GraphPad, La Jolla, USA).
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6.4.3 Agar-Diffusionstest

Die Testung auf antimikrobielle Aktivitat mit Hilfe des Agar-Diffusionstest wurde im Arbeitskreis
Prof. Bracher von Frau Martina Stadler durchgeflihrt. Als Testkeime kamen die Hefen Candida
glabrata und Yarrowia lipolytica, der Dermatophyt Hyphopichia burtonii und der Schimmelpilz
Aspergillus niger, die gramnegativen Bakterien Escherichia coli und Pseudomonas marginalis
sowie die grampositiven Bakterien Streptococcus entericus und Staphylococcus equorum zum
Einsatz. Diese wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) in Braunschweig bezogen und entsprechend den mitgelieferten Vorschriften in

Flissigkultur angeziichtet.

Als Nahrmedium fur Candida glabrata, Hyphopichia burtonii, Yarrowia lipolytica, Escherichia
coli und Pseudomonas marginalis wurde ein All Culture Agar (AC-Agar) der Firma Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA) eingesetzt. 35.2 g des AC-Agar wurden zusammen mit 20 g Agar zur
Verfestigung in 1.0 L Wasser suspendiert, autoklaviert und je 15 mL des noch warmen,
flissigen Agars in Petrischalen geflllt und bei 8 °C mindestens eine Stunde erstarren lassen.
Fur Streptococcus entericus und Staphylooccus equorum wurde ein Nahrmedium aus 10.0 g
Caseinpepton, 5.0 g Hefeextrakt, 5.0 g Glucose, 5.0 g NaCl und 15 g Agar in 1.0 L Wasser
bereitet. FUr Aspergillus niger kam ein Potato Agar zum Einsatz, welcher aus 32 g Potato
Dextrose Agar und 20 g Agar in 1.0 L Wasser bereitet wurde. Alle Nahrmedien wurden
autoklaviert, noch warm in Petrischalen zu je 15 mL ausplattiert und zum Erstarren mindestens
eine Stunde auf 8 °C gekinhlt.

Von den zu testenden Verbindungen wurden 1 %ige (m/V) Stammlésungen in DMSO
hergestellt. Von diesen wurden jeweils 3.0 yL auf Filterplattchen (d = 6 mm) der Firma
Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) aufgetragen, was einer Menge von 30 pug Substanz pro
Filterplatichen entspricht. Als Referenzsubstanzen wurden fir Pilze das Antimykotikum
Clotrimazol und fur Bakterien Tetracyclin eingesetzt, von welchen ebenfalls Filterplattchen auf
selbe Weise prapariert wurden. Als Blindwert dienten Filterplatichen, welche ausschliellich
mit 3.0 yL DMSO getrankt wurden. Alle Filterplattchen wurden vor dem Aufbringen 24 h zum

Trocken ausgelegt.

Zur Testung wurden die erstarrten Nahrbdden mit einem in der Flussigkultur des jeweiligen
Keimes getrankten Wattestdbchen bestrichen und sofort mit vier Filterplattchen mit
Testsubstanz, einem Blindwert- und einem Referenzplattchen belegt. AnschlieRend wurden
die Platten 36 h bei 32.1 °C (Bakterien) bzw. 28.0 °C (Pilze) zum Wachstum der Keime
inkubiert. Der Durchmesser der Bereiche der Wachstumshemmung (Hemmhdfe) um die

Substanzplattchen wurde manuell ausgemessen.
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7 Anhang

71 Abkirzungsverzeichnis
Abb. Abbildung

AIBN Azobis(isobutyronitril)

AM Acetoxymethylester

AP Autophagosomen

br. d breites Dublett

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

cm Centimeter

chemische Verschiebung

Dublett

DC Dunnschichtchromatographie

DCM Dichlormethan

dd Doppeldublett

ddd Dublett eines Doppeldubletts

dddd Dublett eines Dublett eines Dublett eines Dublett

dt Dublett vom Triplett

DDQ 2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon

DIB Diacetoxyiodbenzol

DMF N,N-Dimethylformamid

DMF-DMA  N,N-Dimethylformamid-dimethylacetal

DMSO Dimethylsulfoxid

dqd Dublett eines Quartett eines Dublett

DSM Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen

DSMZ Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen

ECso Konzentration eines Aktivators, bei der die halbmaximale Aktivierung
beobachtet wird

EE early endosomes (friihe Endosomen)

El Elektronensto3-lonisation

ESI Elektrospray-lonisation

et al. und andere

EtOAc Ethylacetat
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EtOH Ethanol

eV Elektronenvolt

FSC Flash-Saulenchromatographie

FT Fourier-Transformation

g Gramm

h Stunde

HEK human embryonic kidney

HMBC heteronuclear multiple bond coherence

hML1 humaner TRPML1-lonenkanal

hML2 humaner TRPML2-lonenkanal

hML3 humaner TRPML3-lonenkanal

HOAc Essigsaure

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie

HRMS high resolution mass spectrometry (hochauflésende Massenspektrometrie)

Hz Hertz

I1Cs0 Konzentration eines Inhibitors, bei der die halbmaximale Inhibition beobachtet
wird

IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat

IR Infrarot-Spektrometrie

J Kopplungskonstante

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

KOACc Kaliumacetat

L Liter

A Wellenlange

LDA Lithiumdiisopropylamid

LE late endosomes (spate Endosomen)

LiIHMDS Lithium-bis(trimethylsilyl)amid

LTS lysosomale Targetingsequenz

LY Lysosomen

m Multiplett

M molar

mbar Millibar

mCPBA meta-Chlorperbenzoesaure

MeOH Methanol

mg Milligramm

MHz Megahertz

min Minute
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mL

ML
MLIV
mM
MM
mMLA1
mML2
mML3
mmol
mol
mosmol/L
M,

MS
MsCI
MTT
MW
m/z

\Y%

NADH
NBS
n-BulLi
NCS

nm

NMR
NOE
PIFA
PIP,
PI(3,5)P2
PI(4,5)P-
ppm

q
RET

RT

s
SEM
Smp.
SOCE

ANHANG

Milliliter

Mikroliter

Mucolipidose Typ IV

millimolar [mmol/L]

mikromolar

muriner TRPML1-lonenkanal

muriner TRPML2-lonenkanal

muriner TRPML3-lonenkanal

Millimol

Mol

milliosmotische Mol je Liter

relative molare Masse
Massenspektrometrie
Methansulfonylchlorid
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Mikrowellenbestrahlung

Masse je Ladungseinheit

Wellenzahl [cm™]
Nicotinamidadenindinukleotid, reduziert
N-Bromsuccinimid

n-Butyllithium

N-Chlorsuccinimid

Nanometer

nuclear magnetic resonance (Kernspinmagnetresonanz)
nuclear Overhauser effect (Messtechnik in der NMR-Spektroskopie)
[Bis(trifluoracetoxy)iod]benzol
Phosphatidylinositolbisphosphat
Phosphatidylinositol-3,5-bisphosphat
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

parts per million

Quartett

Recyclingendosomen

Raumtemperatur

Singulett

standard error of the mean (Standardfehler)
Schmelzpunkt

store-operated Ca?* entry

Triplett
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Tab. Tabelle

TBAB Tetrabutylammoniumbromid
TFA Trifluoressigsaure

THF Tetrahydrofuran

tr. trocken

TRP transient receptor potential

TRPML1(NC) TRPML1-Kanal mit fehlenden lysosomalen Targetingsequenzen

tt Triplett eines Triplett

uv Ultraviolettstrahlung

val. vergleiche

YFP yellow fluorescent protein
z.B. zum Beispiel
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