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ABSTRACT

Im Laufe der letzten Jahre haben einige Studien nahegelegt, dass das zyklische
hypothalamische Peptidhormon MCH (Melanin-Concentrating Hormone) eine wesent-
liche Rolle bei der Gewichtsregulation durch den Hypothalamus sowie Wasserhaus-
halt, Energiemetabolismus und psychiatrischen Erkrankungen spielt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung von Synthesewegen und die Charak-
terisierung von Precursoren und Referenzstandards fiir neue MCH-Rezeptor-1 PET-
Tracer, da die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) als nicht-invasives bildge-
bendes Verfahren bestens dazu geeignet ist, Stoffwechselprozesse und physiologische
Vorgdnge auf molekularer Ebene zu erfassen.

Auf Basis des selektiven und hochaffinen MCH-R,-Antagonisten racSNAP-7941 (1) mit
anxiolytischer, antidepressiver und appetitziigelnder Wirkung wurden die Precur-
soren und die Referenzverbindungen (2-6) der entsprechenden PET-Tracer syntheti-

siert (7-9).
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Insgesamt wurde eine Serie von 17 verschiedenen SNAP-Derivaten und deren Vorstu-
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fen hergestellt, spektroskopisch analysiert und zu den Zielverbindungen umgesetzt.
Die Precursoren werden im Anschluss an diese Arbeit am AKH Wien zu den Radiotra-
cern umgesetzt, die Biodistributionsstudien und Mikro-PET-Experimenten zugefiihrt
werden, um den MCH-R, untersuchen zu kénnen und Erkenntnisse tiber die physiolo-

gischen Prozesse rund um MCH zu gewinnen.






ENGLISH SUMMARY

Reports have suggested that the melanin-concentrating hormone (MCH), a cyclic pep-
tide located predominantly in the hypothalamus, plays a significant role in the hypo-
thalamic regulation of food intake as well as water balance, energy metabolism, and
psychiatric disorders.

Hence, the present study aims at establishing synthetic pathways and characteriza-
tion of precursors and reference standards of novel MCH receptor 1 PET tracers. Being
a non-invasive imaging technique, positron emission tomography (PET) is optimally
capable of capturing metabolic and physiologic processes at the molecular level.
Based on the selective, high-affinity MCH-R, antagonist racSNAP-7941 (1), which has
antidepressant, anxiolytic and anorectic effects, different derivatives have been syn-
thesized namely precursors 2, 3, 5 as well as reference compounds 1, 4, 6 of the cor-

responding PET tracers 7-9.

1 . R=CH3 F

2:R=H F

3: R=(CH2)20TS

4. R=(CH2)2F (@) )OJ\

5: R=(CH2)3OTS R.

6: R=(CH,)4F o | N N/\/\N H
7:R=[''CICH,4 A H N\”/
8: R=(CH,),["éFIF N ©

9: R=(CH,)4['8F]F -0 o

In summary, 17 different derivatives of racSNAP-7941 including their corresponding
precursors have been synthesized, spectroscopically analyzed, and finally converted
into the target compounds. At the Dept. of Nuclear Medicine (General Hospital of
Vienna, AKH) these precursors will be used for the radiosyntheses of the potential PET
tracers which will be subjected to biodistribution and micro PET experiments. The
overall rationale of this project is to further explore physiologic relevance of the

MCH-R,.
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1 EINLEITUNG

1.1 Melanin-concentrating Hormone (MCH)

Melanin-concentrating Hormone oder melaninkonzentrierendes Hormon ist ein
orexigenes (appetitanregendes) hypothalamisches Neuropeptid, das eine groRe Rolle
beim Energiehaushalt und Koérpergewicht spielt.! MCH ist ein zyklisches Peptid aus 19
Aminoséduren und wird hauptséchlich von Neuronen des lateralen Hypothalamus und
der Zona incerta gebildet;’ zusétzlich innervieren MCH-produzierende Nervenfasern

weite Teile des restlichen Hirns.*

Urspriinglich identifiziert und infolgedessen benannt wurde MCH aus der Pars inter-
media der Hypophyse von Knochenfischen (Ketalachsen). Von dort aus wird es in den
Blutkreislauf abgegeben und fithrt zur Aggregation von Melanophoren (Pigmentzellen
von Fischen, Amphibien und Reptilien, die Melanin enthalten).”® Durch diese Ag-
gregation wird der a-MSH (a-Melanocyten stimulierendes Hormon) verteilende Effekt
von Melanin inhibiert, wodurch die Haut aufgehellt wird.”*

Diese Eigenschaft der Farbanderung als Reaktion auf den jeweiligen Hintergrund wei-
sen viele Vertebraten auf.” Werden beispielsweise weilR-angepasste Forellen zu einem
dunklen Hintergrund transferiert, steigt die MCH-Ausschiittung in Hypophyse und
Hypothalamus. Ahnliches geschieht bei Aalen beim Wechsel der Hintergrundfarbe,
allerdings konnte ein hoherer MCH-Gehalt hier nur in der Hypophyse festgestellt
werden.

Diese Resultate lassen auf eine Exprimierung des Hormons im Bereich der Neurohy-

pophyse schlieBen.’
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Erstmalig beschrieben wurde dieses Phdnomen der dualistischen Regulation der Haut-
farbe bei Amphibien mittels zweier antagonistisch arbeitender melanotroper
Hypophysenhormone 1931 von Hogben und Slome.® Kawauchi et al’ untersuchten die-
sen Dualismus weiter und isolierten im Zuge ihrer Forschungen MCH aus der Hypo-
physe von Barschjihrlingen (Sarotheron mossambicus) sowie von Lachsen (Oncorhynchus
keta) und kldrten dessen Aminosduresequenz auf, wobei sie allerdings die Produkti-

onsquelle nicht genau lokalisieren konnten.

Ein weiterer Aspekt der MCH-Physiologie ist dessen Ausschiittung bei Fischen in
Stresssituationen und die damit zusammenhingende Modulation der Stresskompen-

sation.'

Wihrend Lachs-MCH im Vergleich zu humanem MCH nur 17 statt 19 Aminosduren
aufweist (Abb. 1), ergab die bei Nahon et al* beschriebene Strukturanalyse des Peptids
eine komplette Ubereinstimmung der Aminosduresequenz bei Mensch, Maus und Rat-
te (Abb. 2, S. 19).

Durch die intramolekulare Disulfidbriicke entsteht eine Ringstruktur.’

| |

Asp-Phe-Asp-Met-Leu-Arg-Cys-Met-Leu-Gly-Arg-Val-Tyr-Arg-Pro-Cys-Trp-GIn-Val

| |

Asp-Thr-Met-Arg-Cys-Met-Val-Gly-Arg-Val-Tyr-Arg-Pro-Cys-Trp-Glu-Val

Abbildung 1 Vergleich MCH Aminosduresequenz Mensch/Maus/Ratte (19 AS) und Lachs (17 AS)

Diese Ubereinstimmung zeigt die hohe evolutionire Konservierung des
Nonadecapeptids und die starke Homologie zwischen mammalem MCH und dem der

Teleostei, wobei das MCH bei Sdugetieren und beim Menschen im Gegensatz zu Lachs-
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MCH iiber G-Proteine an Metabolismus und anderen Funktionen des lateralen Hypo-
thalamus beteiligt ist. Das zyklische Hormon wird proteolytisch aus dem Vorldufer-

protein ProMCH prozessiert, das aus 116 Aminosduren besteht.®

Melanin-concentrating Hormone
(human, mouse or rat)

n 12

w Arg Val
ay 1
9 i
Leu Arg
g
Mt Pro
? 1
Cys S-5 Cys
& 7
Arg Tm
5 18
Leu Gin -
Mu‘t Wal -COoH

3
Asp
2
Phe

Hz M- L

Abbildung 2:"' MCH Mensch/Maus/Ratte

Bittencourt et al'¥ kommunizierten erstmals die Verteilung und funktionelle Bedeu-
tung von MCH in Primaten, sowie die Lokalisierung von MCH-immunreaktiven (MCH-
ir) Neuronen und Fasern im Hirn von Affen (Cebus apella) und verifizierten die vermu-
teten Loci. MCH-ir Neuronen konnten im lateralen Hypothalamus, der dorsolateralen
Zona incerta und in den Nuclei paraventricularis und mammillaris medialis nachge-
wiesen werden. MCH-produzierendes Fasergewebe wurde ebenfalls in der Eminentia
mediana und zu einem kleinen Teil im Globus pallidus gefunden.

Der laterale Hypothalamus gilt als Steuerungszentrum von Funktionen wie der Regu-
lation des Blutdrucks und der Kérpertemperatur, des Schlaf-Wach-Rhythmus, der

Nahrungsaufnahme, sowie von Emotionen und Belohnungsprozessen.®

Die physiologische Bedeutung von MCH fiir den Menschen, die mit der der Vertebra-
ten nur wenige Ahnlichkeiten aufweist, wird in den nachfolgenden Abschnitten (vor

allem in Hinblick auf die Gewichtsregulation) diskutiert.
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1.2 MCH und Adipositas

Untersuchungen haben gezeigt, dass MCH in direktem Zusammenhang mit der kom-
plexen hypothalamischen Regulation des Korpergewichts steht und es durch Nah-
rungsentzug zu einer Uberexprimierung kommt.

Intracerebroventrikulidre (i.c.v.) Injektion in die lateralen Ventrikel bewirkt im Tier-
versuch beispielsweise eine gesteigerte Nahrungsaufnahme, wiahrend Amputation des
MCH-exprimierenden Gens in einem mageren Phinotyp resultiert, weshalb weitere

Studien zu Adipositas und der Rolle des MCH-Rezeptors durchgefiihrt wurden."

Zu diesem Zweck wurde eine Reihe transgener MCH-iiberexprimierender (over-
expressing, MCH-OE) Miuse geziichtet, die im lateralen Hypothalamus MCH in nahezu
doppelter Menge iiberexprimierten. MCH-OE Méuse waren im Gegensatz zu genetisch
unmodifizierten Tieren hyperphagisch, hyperleptindmisch und hatten hdohere
Blutglukosespiegel. Zusitzlich wiesen sie eine signifikante Hyperinsulindmie auf und
zeigten keine addquate Reaktion auf Insulingabe. Diese Insulinresistenz zeigte sich
auch durch markant hohere Blutinsulinspiegel und legt einen Zusammenhang mit

3,13-17

MCH-Uberexpression und Adipositas nahe.

1.2.1  Adipositas - Ursachen, Risiken und Folgeerkrankungen

Adipositas und Ubergewicht sind laut WHO" als iibermiRig ausgeprigte Fettakkumu-
lation definiert, die die Gesundheit nachhaltig beeintréachtigen kann.

Als MaReinheit wird der Body Mass Index (BMI) herangezogen (Kérpergewicht in kg
pro KérpergroRe in Meter zum Quadrat: ¢/ ) der ein hilfreiches Instrument darstellt,

um Individuen nach von Alter und Geschlecht abhingigen Referenzwerten einstufen
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zu konnen. DefinitionsgemidR entspricht Ubergewicht einem BMI von iiber 25,
Adipositas einem BMI von iiber 30. Zusdtzlich zum BMI wird auch die Waist-Hip-Ratio

(WHP) als MaReinheit eingesetzt.

Diese Grenzwerte stellen einen MaRstab zur individuellen Bewertung dar; Untersu-
chungen geben jedoch Anlass zur Vermutung, dass das Risiko chronischer Erkrankun-
gen in einer Population schon ab einem Durchschnitts-BMI von mehr als 21 pro-
gressiv ansteigt. Die Moglichkeiten einer addquaten Messmethode fiir Kinder und Ju-
gendliche im Alter von 5 bis 14 Jahren werden zurzeit evaluiert.

Nach dem Stand der Untersuchungen der WHO 2008 leiden ca. 1.5 Milliarden Erwach-
sene (iiber 20-Jdhrige) an Ubergewicht, 500 Millionen an Fettsucht. Der Ausblick auf
2015 ldsst diese Summen auf 2.3 Milliarden bzw. 700 Millionen emporschnellen. Zu-
sdtzlich waren 2010 mindestens 43 Millionen Kinder unter 5 Jahren von Ubergewicht
betroffen.

Wihrend Adipositas urspriinglich als Problem der Industrienationen galt, steigt der
Anteil der Betroffenen auch in Lindern mit mittlerem oder schwachem Einkommen -

insbesondere im urbanen Bereich - dramatisch an.*®

Die fundamentalen Griinde fiir Adipositas liegen in einem unausgewogenen Energie-
haushalt und einem Mangel an Bewegung, da kumulativ mehr Kalorien zugefiihrt als
verbraucht werden. Weitere wichtige Faktoren sind der weltweite Anstieg der Pro-
duktion energiereicher (Fertig-)Nahrung, deren Hauptenergiequelle aus Zucker und
Fett besteht und die einen Mangel an Mikrondhrstoffen, Vitaminen und Mineralstof-
fen aufweist. Zusatzlich ist ein Trend hin zu bewegungsarmer Lebensweise evident,

der sich auf verdnderten Arbeitsweisen, Transportformen und Urbanisierung griin-

det.”®
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In Hinblick auf die genetische Grundlage der Krankheit sind - trotz bekannter mit
Adipositas assoziierter Syndrome wie dem Prader-Willi- oder Bardet-Biedl-Syndrom -
nur drei Genmutationen bekannt, die direkt fiir Adipositas verantwortlich gemacht

werden kénnen.”

Die Risiken fiir (chronische) Folge- und Begleiterkrankungen der Fettsucht sind man-
nigfaltig und steigen direkt proportional zum Wert des BMI an: kardiovaskulére Er-
krankungen, die mittlerweile global den Status als Haupttodesursache erreicht haben
(mit 17 Millionen Toten pro Jahr), Diabetes (dem die WHO einen Anstieg als Ursache
von 50 % der Todesfille in den nichsten 10 Jahren prophezeit), skelettmuskelspezifi-
sche Erkrankungen wie Osteoarthritis, sowie einige Karzinom-Formen.

Da Adipositas eine zentrale Rolle bei Insulinresistenz und Induktion von Typ-II-
Diabetes spielt, ist eine hochkalorische Erndhrung maRgeblich an der Entstehung die-

ses pathologischen Zustandes beteiligt.'****

Zusétzlich korreliert frithe Adipositas im Kindesalter mit einer niedrigeren Lebenser-
wartung durch vorzeitig auftretende Folgeerkrankungen und anderen Aspekten einer
ungesunden Lebensfiihrung, die oft mit Adipositas einhergehen.

Vor allem in einkommensschwicheren Lindern ergibt sich eine doppelte Biirde von
Krankheiten: Mangelerndhrung und der Bekdmpfung von Infektionskrankheiten steht
ein signifikanter Anstieg an adipdsen Mitgliedern der Gesellschaft gegentiber, teils
sogar im gleichen Haushalt. Inaddquate Erndhrung sowohl in Schwangerschaft, Still-
zeitals auch im Kindesalter, gefolgt von fettreicher, ndhrstoffarmer Kost und unzurei-

chender Bewegung sind die Hauptgriinde dafiir.**



EINLEITUNG | 23

1.2.2 Gewichtsregulation durch den Hypothalamus

Elias et al” beschreiben in einer aktuellen Untersuchung zu der Projektion der MCH-
Neuronen unter anderem den Zusammenhang zwischen lateralem Hypothalamus (la-
teral hypothalamic area, LHA), sensorischer Information und der entsprechenden
somatomotorischen mit Hunger und Durst assoziierten Riickmeldung.

Der Nucleus arcuatus (ARC) des Hypothalamus, der zwischen dem dritten Ventrikel
und der Eminentia mediana lokalisiert ist, reguliert die Energiehomdostase durch di-
verse Riickkopplungsmechanismen. Aus der Peripherie erreichen ihn hormonelle und
nahrungsspezifische Signale sowie das neuronale Feedback der Nuclei tractus solitarii
(NTS). Diese neuronale Information hat einerseits eine beschleunigende und anderer-
seits eine bremsende Wirkung als Effekt zweier antagonistisch arbeitender Subsets

von Neuronen, die die Nahrungsaufnahme im ARC kontrollieren.**

So enthilt der Nucleus arcuatus zwei als Gegenspieler arbeitende Neuronen-
populationen: die das Neuropeptid Y (NPY) und das Agouti-verwandte Peptid (AgRP)
produzierende Untereinheit steigert Appetit und Metabolismus, wihrend der zweite
Neuronenkomplex Hunger durch Ausschiittung von o-MSH und anorexigener
Amphethamine reduziert. Dem zugrunde liegt das POMC/CART-System, das
Proopiomelanocortin als Vorstufe von a-MSH und dem Cocaine/Amphetamine Related

Transscript exprimiert.”

Beide Subsets innervieren den Nucleus paraventricularis (PVN). Dieser leitet wiede-
rum Signale zu anderen Hirnarealen, wie dem Nucleus ventromedialis und dem
Nucleus dorsomedialis in der LHA, die dieses Kontrollsystem modulieren (Abb. 3, S.

24), weiter.”
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Abbildung 3:* Hypothalamische Regulation der Nahrungsaufnahme. Periphere Faktoren wie Leptin aus
adipsem Gewebe und pankreatisches Insulin indizieren den Langzeitenergiestatus wihrend der kurz-
zeitige durch Indikatoren wie das bei akutem Hunger ausgeschiittete Ghrelin (Magen), Sittigungshor-
mone wie Peptid YY) (PPY), das pankreatische Polypeptid (PP, Darm), Amylin und Oxyntomodulin
(0XM) signalisiert wird. Die Inkretinhormone Glucagon-like Peptid-1 (GLP-1), glukoseabhingiges
insulinotropes Peptid (GIP) und mdglicherweise OXM verbessern die Reaktion des Pankreas auf aufge-
nommene Nihrstoffe. Weitere Riickmeldungen werden von Nihrstoff- und Dehnungsrezeptoren des
Magens primir tiber afferente Nervenfasern des Vagus und des Sympathikus an den NTS im Hirnstamm
gesandt.

MCH wird, wie auch die anderen hypothalamischen Neuropeptide wie NPY, AgRP und

114

MSH, iiber Leptin reguliert - Kokkotou et al* stellten eine Negativregulation der MCH-
Rezeptor (MCH-R) Expression durch Leptin fest, wihrend MCH per se keine signifikan-
ten Effekte auf die MCH-R Expression hat. Leptindefiziente Mduse haben, wie auch

Miuse unter Nahrungsentzug, einen erhéhten MCH-Spiegel.”
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Casatti et al”’ diskutieren in ihrer Studie zur Verteilung der MCH-produzierenden Neu-
ronen die Hypothese, dass die Projektionsfasern der Neuronen, die in weite Teile des
restlichen Hirns ausstrahlen, am Prozess des rdumlichen Erinnerungsvermdgens teil-
nehmen. Dies wird durch den im Hypothalamus lokalisierten Nucleus mammillaris
medialis® vermittelt und ldsst die Autoren schlussfolgern, dass dies die untersuchten
Tiere (Ratten) in Initialmomenten der Appetitstimulation zur Nahrungssuche bef4-

higt.

1.3 Der MCH-Rezeptor

MCH entfaltet seine Wirksamkeit {iber den MCH-Rezeptor (MCH-R), der zur {iberge-
ordneten Gruppe der Rhodopsin-Familie (Typ A, 90 % der Rezeptoren) der G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren (GPCR) gezahlt wird (Abb. 4, S. 26).”

Der MCH-R weist einige unterschiedliche Bezeichnungen und Strukturen auf. Erstma-
lig beschrieben wurde er wegen der groRen strukturellen Ahnlichkeit zu den
Somatostatin-Rezeptoren unter dem Namen Somatostatin-like Rezeptor (SLC)-1 oder
GPR24 als 402 Aminosduren langer humaner GPCR.*

GPCRs teilen viele strukturelle Merkmale, wie sieben transmembranire a-Helices, die
tiber sechs Schleifen verschiedener Liange verbunden sind. Sie setzen sich aus je einer
-, B- und y-Untereinheit zusammen und sind nach untereinheitsabhéngigem Signal-

weg in vier Klassen eingeteilt: G, G/, G, und G,,,,.°

GPCRs spielen eine wesentliche Rolle in der Signaltransduktion. Diverse Stimuli wie
Neurotransmitter, Hormone oder sensorische Stimuli aktivieren durch Interaktion

mit heterotrimeren G-Proteinen selektiv intrazelluldre Signalkaskaden. In ihrer Funk-
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tion als Initiatoren dieser Mechanismen durch externe Mediatoren sind GPCRs als
Targets flir spezifische Arzneistoffe von groRer Bedeutung. Ungefdhr 50 % der kom-

merziell geniitzten Arzneimittel entfalten ihre Wirksamkeit {iber Interaktion mit zu-

31-33

mindest 30 verschiedenen GPCRs.

Abbildung 4:* Schleifen des Rhodopsin GPCR. (A) Parallel zur Ebene der Membran (Stereodarstellung).
Ein Einblick in die Membranebene, ausgehend vom Cytoplasma (B) und der intradiscalen Seite (C) der
Membran. Rhodopsin besteht aus dem Protein Opsin, das tiber Lysin kovalent an 11-cis-Retinal gebun-
den ist.

Die Bindung von MCH an den MCH-R ist spezifisch: weder bindet MCH an
Melanocortin-Rezeptoren, noch binden andere Neuropeptide wie MSH an den MCH-R.
Dies unterstiitzt die Theorie, dass die antagonistischen Effekte dieser beiden Molekiile
aus der durch unterschiedliche Rezeptoren vermittelte Konvergenz der Signalwege

resultieren.*
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3936 setzt

Der MCH-Rezeptor 1 (MCH-R,), der aus Nagern und Menschen isoliert wurde,
sich aus 353 Aminosduren zusammen und ist mit einer Identitdt von {iber 96 % in di-
versen Spezies (Mensch, Affe, Hund, Ratte, Maus) hoch konserviert, wihrend der
MCH-Rezeptor 2 (MCH-R,) bislang nur im Menschen nachgewiesen werden konnte.”*®
Tan et al” beschreiben die speziesspezifische Expression der beiden MCH-Subtypen,
sowie den Nachweis der Kodierung eines nicht-funktionellen MCH-R,-Pseudogens in
Ratte, Maus, Hamster, Meerschwein und Kaninchen.*

MCH-R, weist eine Ahnlichkeit von 38 % der Aminosduresequenz zum MCH-R, auf.
Auch dieser zeigt eine starke Bindungsaffinitit zu MCH, welche in Umsatz von
Inositoltriphosphat (IP,) und Freisetzung von intrazellulirem Ca* in Sdugetierzellen
resultiert. Da die Ca*-Mobilisierung teilweise von Pertussistoxin (PTX) inhibiert wird,
liegt der Verdacht nahe, dass die MCH-Rezeptoren sowohl mit dem PTX-sensitiven G;-
Protein als auch dem PTX-insensitiven G,-Protein interagieren. Die Tatsache, dass der

MCH-R zumindest an zwei G-Proteine koppelt, zeigt, dass MCH unterschiedliche intra-

zelluldre Signalwege aktivieren kann.”

Die Ligandenbindung {iber eine Vertiefung der dritten und vierten Transmembran-
domine fiihrt zu einer Konformationsidnderung des Rezeptors, welche die Bindung an
und Aktivierung der G-Proteine erméglicht. Abhdngig von Untereinheit und Klasse
des G-Proteins wird nun der cAMP-Spiegel (cyclic Adenosine Monophosphate) stimuliert
(G, oder mittels G,, inhibiert bzw. tiber deren jeweilige By-Untereinheit die Phospho-
lipase C-B (PLC-B), GIRK-Kandle (G-Protein-gekoppelte K*-Kanile) und die IP,-Kinase
aktiviert. G,, wird durch PTX inhibiert. Die PLC wird {iber G -Proteine aktiviert, wo-
durch es zur Spaltung von Phosphatidylinositolbiphosphat (PIP,) zu Inositoltri-
phosphat (IP,) und Diacylglycerin (DAG) kommt. Dadurch wird intrazelluldres Ca*

freigesetzt und die Proteinkinase C (PKC) aktiviert (Abb. 5).°
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Abbildung 5:° Signaltransduktion des MCH-R,: Der MCH-R, (hier: MCHR1) koppelt iiber G,,- und G, -
Proteine. Uber G/, wird die Adenylat-Cyclase (AC) gehemmt, dies bewirkt eine Absenkung des cAMP-
Spiegels und Inhibition der Proteinkinase A (PKA). Weiters werden der GIRK-Kaliumkanal und Signal-
wege der MAP-Kinase (MAPK) aktiviert. Der G,-induzierte PTX-sensitive Anstieg von IP, und intrazel-
luldrem Ca* aus dem endoplasmatischen Reticulum (ER) wird iiber Aktivierung der Phospholipase C
(PLC) vermittelt. Verantwortlich fiir den PTX-insensitiven Teil der IP,- und Ca*-Aktivierung sind G,
und die PLCP.

Sailer et al’® postulieren die auf wenige Regionen des Hirns beschrinkte Expression des
Rezeptors, wie dem Nucleus arcuatus und dem ventromedialen Hypothalamus: Regio-

nen, die bei der Regulierung des Kérpergewichts eine Rolle spielen.

Weitere Studien des MCH-R, Expressionsmusters auf Protein- und mRNA-Ebene zeig-
ten starke Expression in Projektionsarealen der MCH-Neuronen im zerebralen Kortex,
in Hypothalamus und Hypophyse, Hippokampus und der Amygdala, sowie im limbi-
schen System (z. B. im Nucleus accumbens) und anderen Kernen des Hirnstammes;
des Weiteren in einigen peripheren Geweben. Diese peripheren Wirkungsorte wie
beispielsweise Darm, Lymphozyten und adipdses Gewebe lassen auf den Einfluss von

8,27,35,37,41,42

MCH auf periphere physiologische Funktionen schlieRen.
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1.4 Der MCH-Rezeptorantagonist racSNAP-7941

Seit der Entdeckung des nicht-peptidischen MCH-R,-Antagonisten T-226296 (10), der
hohe MCH-R,-Affinitit aufweist, wurde eine Reihe strukturell unterschiedlicher selek-
tiver Antagonisten synthetisiert.** Eine alternative Zyklisierungsmethode und Ein-
gliederung eines Thieno[3,2-d]pyrimidin-4(3H)-on-Ringes, um die Amidfunktion zu
schlieRen, fiihrte zur Synthese von GW3430 (11)*”, einer oral aktiven Verbindung,
die signifikanten, dosiskorrelierten Gewichtsverlust in adipdsen AKR-Mausen zur Fol-
ge hatte. Weitere Antagonisten wurden auf Basis struktureller Ahnlichkeiten zu Do-

pamin D,-Rezeptor-Liganden und MCH-R,-Modelling entwickelt.*

F
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Im Zuge dieser Untersuchungen wurden MCH-R-Antagonisten auf ihre physiologi-
schen Parameter und Spezifitit getestet, wobei sich der mittlerweile patentierte MCH-
R,-Antagonist racSNAP-7941*° (1), der von der Firma Synaptic Pharmaceutical syn-
thetisiert und in einer Serie von substituierten Anilin-Piperidinen getestet wurde, als
interessantes polyfunktionelles Therapeutikum zur moglichen Bekdmpfung der

Adipositas herausstellen sollte.
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racSNAP-7941 ist ein kompetitiver Antagonist des MCH-R, mit einem K;von 0.5 nM, der
im Nager-Tierversuchsmodell antidepressive, anxiolytische und anorektische Wir-
kung aufweist. Orale Verabreichung bei Ratten fithrt zu kompletter Unterdriickung
der (i.c.v.) MCH-induzierten gesteigerten Nahrungsaufnahme. Das deutliche Potenzial
eines peroral aktiven kleinen Molekiils, das die Nahrungsaufnahme inhibiert, zeigt
sich in der Verdffentlichung vieler Studien zu neuen MCH-R-Antagonisten. Ein signi-
fikanter Teil dieser neu entwickelten Substanzen weist Fluor-Substituenten an einer
oder mehreren Stellen auf, deren giinstige Effekte in mehreren Experimenten disku-

tiert wurden.>*>®

Zu weiteren Substraten des MCH-R, zdhlen auBer MCH* und dem Radioliganden ['*°I]-
$36057% als Agonisten beispielsweise die peptidischen Antagonisten PMC-3881-PI°"
und PMC-3886-PL* die nicht-peptidischen Antagonisten NGD-4714,** ATC-0065 und
ATC-0175,” SNAP-94847,° AMG-076% und [*S]-4a;” sowie eine bei Jiang et al” be-

171

schriebene Serie von 2-Aminochinolinen und die bei Basso et al’* getesteten Verbin-

dungen A-665798 und A-777903.

Die Injektion von racSNAP-7941 fiihrte in einer Studie von Borowsky et al' beziiglich
der anorektischen Effekte des Antagonisten zu einer geringeren Zunahme des Korper-
gewichts (26 %) im Vergleich zu unbehandelten Versuchstieren. Intraperitoneal (i.p.)
verabreicht verursachte es die Inhibition der (i.c.v.) MCH-induzierten verstirkten
Nahrungszufuhr.

In Hinblick auf den Einfluss von MCH auf Nahrungsaufnahme und Metabolismus kann
die in dieser Studie beobachtete Reduktion des Korpergewichts als Reaktion auf die
Gabe von racSNAP-7941 zuriickgefithrt werden. Dies beruht sowohl auf einer Hem-

mung der Konsumption von Nahrung als auch auf einer Steigerung der Metabolismus-
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rate bzw. dem synergistischen Effekt beider Aspekte. Selbst die Aufnahme von wohl-
schmeckender Nahrung (gesiiRte Milch) wurde direkt proportional zur Menge des
verabreichten Antagonisten inhibiert: konnte bei 3 mg/kg (i.p.) eine Minderung der
Aufnahme um 13 % beobachtet werden, so waren es bei zehnfacher Dosis (30 mg/kg)
schon 59 %. Im Vergleich zu d-Fenfluramin (Isomeride)”” konnte die Gewichtsredukti-
on nachhaltig und konsequent beeinflusst werden. Die Autoren schlieRen auf eine
Vermittlung der antagonistischen Effekte durch hypothalamische Inputs und eine
motivationsbedingte Komponente, die den hedonistischen Aspekt des Essens beein-

flusst.

Weitere Wirksamkeit und Relevanz wurde dem Antagonisten im Bereich der
Anxiolyse und als Antidepressivum zugesprochen,' wohingegen die Resultate der Stu-
die von Basso et al”* dieser Hypothese widersprechen.

Im tail suspension-Test” und rat forced swim-Test zeigten weder racSNAP-7941 noch
drei weitere strukturell unterschiedliche oral verfiigbare MCH-R, Antagonisten wie T-
226296, A-665798 und A-777903 signifikante Wirksamkeit.

In Anlehnung an racSNAP-7941 wurden mittlerweile weitere Serien von MCH-R;-

Antagonisten entwickelt und evaluiert.”*”

In einer rezenten Publikation zu MCH-Rezeptor-Bindungsstudien kommunizieren Ito
et al” die Identifizierung und Charakterisierung eines selektiven Radioliganden fiir
den MCH-R, (K;=0.42 nM) mit vernachldssigbarer Bindung zu MCH-R,. Dieser wurde in
ex vivo Bindungsstudien an Hirnschnitten von Mdusen eingesetzt. Wie die oben ange-
fiihrten nicht-peptidischen Antagonisten stellt auch diese Verbindung einen nieder-

molekularen Antagonisten dar.
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Auch das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und Synthese von
Precursoren fiir Radioliganden, allerdings fiir das PET-Imaging des MCH-R,, um in den
Folgestudien nach der Synthese der Radiotracer die Effekte rund um Adipositas, MCH-
Rezeptorbindung und Bioverfiigbarkeit in vivo untersuchen zu kénnen. Diagnostische
Methoden wie PET-Imaging oder Molecular Imaging erméglichen die Darstellung biolo-
gischer Prozesse auf molekularer Ebene in vivo auf Basis bildgebender Verfahren (sie-
he 1.5).

Wie in Kapitel 2 unter ,Methoden und Untersuchungsverlauf* beschrieben, wurden
dazu verschiedene Derivate von racSNAP-7941 entwickelt und charakterisiert, um in
Kooperation mit dem Wiener Allgemeinen Krankenhaus erste Experimente zur Ra-

diomarkierung durchzuftihren.

Im nachfolgenden zweiten Abschnitt der Einleitung wird auf die Hintergriinde der
PET-Technologie eingegangen, sowie die wichtigsten Grundlagen vermittelt, um ei-
nen Bogen tiiber die beiden Eckpfeiler dieser Arbeit, den MCH-Rezeptor und die Posi-

tronen-Emissions-Tomographie, zu spannen.
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1.5  Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

1.5.1 Grundlagen und Allgemeines

Die Positronen-Emissions-Tomographie ist ein nicht-invasives bildgebendes Verfah-
ren, mit dem biochemische und physiologische Prozesse wie Stoffwechselprozesse,
Transmitter-Rezeptor-Interaktionen, Signaltransduktion oder auch Genexpression in
vivo im Organismus dargestellt werden kénnen.

Das Potenzial der Koinzidenztechnik beim Positronen-Imaging wurde schon friih er-
kannt und erste Experimente in den 1950er Jahren durchgefiihrt. Der Zerfall von Ra-
dioisotopen mit Emission extern detektierbarer Strahlung wurde mithilfe des damals
entwickelten Zyklotrons entdeckt. Kombiniert mit der Schichtaufnahme- bzw.
Schnittbild-Technik der Tomographie, anorganischen Szintillationsdetektoren sowie
der entsprechenden Computerkapazitit zur Datenakquirierung und Bildrekonstrukti-
on konnte ab Ende der 1970er eine neue Methode der medizinischen Diagnostik etab-
liert werden. Mittlerweile ist die PET ein wichtiges Instrument der klinischen For-
schung, da sie zu einer bedeutsamen Prizisierung der Diagnosemdglichkeiten gefiihrt
hat.

In Kombination mit geeignet markierten Radiotracern erdffnet die PET auRergewdhn-
liche Moglichkeiten, um quantitativ Physiologie, Metabolismus, Pharmakokinetik,
Pharmakodynamik und die Wirkungsweise von Arzneistoffen oder auch Lebensmit-
teln zu analysieren und evaluieren.”®

Schliisselelement der PET sind die PET-Radiotracer: Verbindungen, die mit kurzlebi-
gen Positron-Emittern markiert sind. Die gebriuchlichsten unter den Positronen-
Emittern sind "'C und "F mit relativ kurzen Halbwertszeiten von 20.4 min bzw. 109.7

min, sowie °N (10 min) und O (2 min). Kohlenstoff, Sauerstoff und Stickstoff sind
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Elemente des Lebens und Grundlage nahezu jedes Molekiils mit biologischer Relevanz.
Da Wasserstoff kein radioaktives Isotop mit aulerhalb des Korpers messbarer Zer-
fallsemission hat, wird es oft durch Fluor ersetzt.””® Die Wahl eines geeigneten Radio-
nuklids und der Markierungsposition sind wichtige normative Aspekte beim Design
neuer PET-Radiotracer.”

Ein weiterer essenzieller Faktor bei PET-Experimenten ist Zeit. Da die Halbwertszeiten
(t,,) der eingesetzten Radioisotope gering sind, erfordert dies die rdumliche Néhe zu
einem Zyklotron zur Isotopengenerierung gleichermaRen wie radiochemisch kompa-
tible Laboreinrichtungen, um die Tracersynthese durchfiihren zu kénnen. Sobald Syn-
these und Reinigung abgeschlossen sind, wird der in situ hergestellte Tracer in Ver-
suchstier oder PatientIn injiziert. Durch die nano- oder picomolaren Dosen hat die
Tracerverabreichung keine pharmakologischen Konsequenzen, somit sind weder jah-
relange klinische Studien noch die Zulassung als Arzneistoff erforderlich (Stand 2009
Deutschland: nur [*F]FDG - s. 1.5.4. - ist als einziges PET-Radiopharmakon zugelassen;
es existiert eine Regelung, nach der kurzlebige Radiopharmaka nicht dem Arzneimit-
telgesetz unterliegen, wenn sie vom Lizenzinhaber selbst eingesetzt werden).”

Die im folgenden Kapitel besprochenen Techniken resultieren in Bildern aus Schicht-

aufnahmen, die aus der Strahlung rekonstruiert werden.

1.5.2 Vom physikalischen Ereignis zur Informationsextraktion

p*-Zerfille treten bei neutronenarmen Nukliden auf und werden zur PET-Diagnostik in
der Nuklearmedizin eingesetzt.”

Beim p’-Zerfall eines Nuklids wird im Kern ein Proton in ein Neutron und ein Positron
umgewandelt (wobei auch ein Neutrino entsteht, das allerdings in der Folge keine

Rolle spielt) und das Positron mit der Masse eines Elektrons (Ladung +1) mit hoher
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kinetischer Energie emittiert, die nach einer kurzen Distanz zu thermischer Energie
umgewandelt wird und mit Elektronen aus der Umgebung ein als Positronium be-

zeichnetes Elektron-Positron-System bildet (Abb. 6).*

> )
= 2 antiparallele
“+i,. Photonen mit 511 keV
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W - P ositronium und

Proton zerfallt ) L"\,R annihiliert

in Neutron und’ ‘\a
emittiert Positron und Neutrino

Abbildung 6:** Annihilation (modifiziert)

Dieses System zerfillt sofort und die Massen des Elektrons und des Positrons annihi-
lieren in Form zweier in einem (nahezu) 180°-Winkel abstrahlender y-Quanten mit
jeweils 511 keV. Diese antiparallelen Photonen kénnen nun in Koinzidenz detektiert
werden.”

Drei Arten von Koinzidenzen sind méglich: echte Koinzidenzen, denen eine Annihila-
tion zugrunde liegt und die ,line of response” entstehen lésst, zufdllige koinzidente
Registration zweier Quanten unterschiedlicher Annihilationsereignisse und Streuung
von Quanten mit Registration innerhalb des Koinzidenzzeitfensters. Dies erfordert
mathematische Korrekturverfahren um die Detektionen den richtigen Ereignissen
zuordnen zu konnen. Der y-Quant trifft auf den Szintillationsdetektor, der beispiels-
weise aus Bismutgermanat (BGO) oder Lutetiumoxyorthosilikat (LSO) besteht, dabei
entsteht ein Lichtquant. Dieser wird iiber Lichtleiter, die mit gegeniiberliegenden, in
Koinzidenz geschaltenen Photomultipliern gekoppelt sind, als elektronisches Signal
ibermittelt. Die durch die Annihilation entstehende line of response - die Koinzidenz-

linie - ermdglicht die Berechnung der Lokalisierung des Emitters in PatientIn oder
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Versuchstier durch ringférmige Anordnung der einzelnen Detektorkristalle in hun-

derten Detektorreihen (Abb. 7).%

Detektoran

rekonstruktion

L 51 Hel.-""{ _“Elektron

Positron \§§ T2511 ke
T

Kemn

Abbildung 7:° Die Abbildung zeigt den Verfahrensmodus der (Mikro-)PET-Diagnostik: Injektion des mit
einem radioaktiven Isotop markierten Tracers, Annihilation des emittierten Positrons mit einem Elekt-
ron und daraus resultierender y-Strahlung mit jeweils 511 keV, die auf die Szintillationsdetektoren
trifft, dort detektiert und anschlieBend zu einem Schichtbild rekonstruiert wird.

Die Summe der Koinzidenzereignisse, die Weiterleitung ihrer Signale, die Filterung
der Strahlenbiindel durch Kollimatoren und Umwandlung in Lichtquanten, deren
Verstarkung und Analyse in den Diskriminatoren liefern einen Datensatz, der eine
Bildrekonstruktion erméglicht.

Die empfindlichen PET-Instrumente miissen eine Vielfalt von Parametern erfiillen:
hohe raumliche Auflésung, Sensibilitit, axialen FOV (field of view), hohes Zdhlfre-
quenzleistungsvermdgen und Datentransferrate, Rekonstruktionsalgorithmen, Quan-
tifizierungsaspekte und flexible klinische Einsatzméoglichkeiten. Auch die Kristallma-
terialien beeinflussen die Auflosung signifikant. Die Anforderungen an diese sind ho-
he Dichte, hoher Lichtoutput und kurze Pulslidnge. Im Falle von LSO ist beispielsweise

die Abklingzeit der Szintillation betréchtlich kiirzer und der Szintillationsblitz inten-
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siver als bei BGO - allerdings ist LSO erheblich teurer und Scanner auf BGO-Basis
iberdies empfindlicher.””®

In der klinischen Anwendung betragt die Auflésung der PET-Scanner 4-8 mm, wih-
rend bei Mikro-PET-Experimenten héhere Auflgsungen von 0.5-2 mm vonnéten sind.*
Bei der (onkologischen) Radiotherapie wird die quantitative Prizision im PET-Imaging
von mehreren Faktoren beeinflusst, die die akkurate Dosisberechnung erleichtern.”’
Meist wird die PET-Technik kombiniert mit anderen nicht-invasiven bildgebenden
Verfahren wie der Computertomographie (CT) oder der Magnetresonanztomographie
(MRT oder Magnetic Resonance Imaging: MRI) eingesetzt, um ein Simultanbild aus phy-
siologisch-funktionellen bzw. anatomisch-strukturellen Parametern zur genaueren

Diagnose und Analyse bilden zu kénnen.* Abb. 8 zeigt eine kombinierte fMRT-PET-

Aufnahme.

Abbildung 8:* fMRT-PET-Kombinationsaufnahme

Mit Hilfe dieser anatomischen Referenzen durch Hybridmaschinen ist es Nuklearme-
dizinerlnnen moglich, Tumoren prézise zu definieren. Bei onkologischen PET-
Experimenten ist das Ziel, Tumorgewebe so exakt wie mdglich von gesundem Gewebe
abzugrenzen, um ein optimales Tumor/non-Tumor-Verhiltnis der anschlieRend ver-
abreichten Therapeutika zu erzielen, i.e. den geringsten Gewebeschaden bei groft-

moglicher Tumorvernichtung zu verursachen.
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Durch iterative Methoden wie der ordered subset Maximierung der Erwartungswerte
oder Maximierungs-Wahrscheinlichkeits-Algorithmen wird die Information aus den
gesammelten Daten extrahiert und korrigiert. Iterative Algorithmen unterliegen dem
physikalischen Modell des Scanners und implementieren geometrische Faktoren und

Korrekturen fiir Photonenstreuung und Detektordurchdringung.®**

1.5.3  Aktuelle Fortschritte der PET-Technologie

Neueste Entwicklungen beschreiben unter anderem die auf der kombinierten PET-CT-
Technologie basierende sogenannte 4-D-Tomographie, mit der morphologische Dy-
namiken durch Integration der Zeitkomponente dargestellt werden kénnen.”

Pichler et al” fassen in einer im Jahr 2008 erschienen Studie den gegenwirtigen Stand
der Forschung zusammen und geben einen Ausblick auf mogliche Innovationen und
Adaptionen zur Optimierung der PET-Technologie. Meilensteine der Entwicklungen
sind der Einsatz schnellerer und hellerer Szintillatoren wie das weiter oben erwdhnte
LSO, sowie Gadoliniumoxyorthosilikat (GSO) und Lutetium-Yttriumoxyorthosilikat.
Zusidtzlich wurden die Detektoren von 1:1-Szintillatoren beispielsweise zu GSO-
gekoppelten Photomultiplierréhren (auf Basis der Anger-Technik) weiterent-
wickelt.”® Berichte des Forschungszentrums Jiilich erwdhnen eine neue Methode der
Bewegungskorrektur bei dynamischen PET-Messungen, ndmlich die Multiple Frame
Acquisition Method, die rdumliche Abweichungen zwischen Transmissions- und Emissi-
onsmessungen berticksichtigt und der zufolge unprizise Bildartefakte vermieden
werden konnen.” Calandrino et al” sehen die Zukunft des Diagnostic Imaging in einer
frithestmdglichen Tumor-Detektion in der Onkologie mit dem Ziel, die applizierte Do-
sis von momentan 10 mSv auf 1 mSv, bei gleichzeitigem Anstieg der Nachweisbarkeit

von 2-3 GréRenordnungen auf 10°-10° Zellen, senken zu kdnnen.
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1.5.4 PET-Radiopharmaka

Radiopharmaka werden nach zweierlei Anwendungsgebieten klassifiziert: Therapie™
und Diagnostik. Die Strahlenbelastung bei der Diagnostik ist fiir den Menschen mode-
rat - fiir eine [*F]FDG-Untersuchung ergibt sich beispielsweise eine Belastung von 10
mSv.

Die Arbeitsgruppe rund um Phelps und Ter-Pogossian®™*"'* beschrieb schon 1969 den
Einsatz von H,["0]O um den zerebralen Blutfluss darzustellen, sowie die Vorteile ge-
geniiber der bis dato eingesetzten Szintigraphie und leistete wichtige Forschungsar-

beit auf dem Gebiet der PET-Technologie.

Als eines der ersten Radiodiagnostika wurde Glukose zu [*F]JFDG (12) modifiziert. Das

Molekiill wurde 1978 erstmals von Ido'®

synthetisiert, sowie von Phelps'” und
Reivich'® beschrieben. Auch das Forschungszentrum Jiilich fithrte diesbeziiglich be-
deutende Untersuchungen durch, die als Basis der heutigen Errungenschaften die-
nen.'”'* Die radioaktive Markierung von Glukose, um den Glukose-Metabolismus zu
evaluieren, fiihrte zur Verwendung von [**F]JFDG als gebriuchlichstem Radiotracer.
Die [®F]FDG-Aufnahme (passiv durch Glukosetransporter) in Tumorzellen ist der
glykolytischen Metabolismusrate von lebensfdhigen Tumorzellen proportional und
indiziert somit den gesteigerten Glukoseverbrauch im Tumor. Dadurch wird die M&g-
lichkeit sowohl den Tumor in Initialstadien zu lokalisieren als auch das Ansprechen
auf die Therapie bildlich prizise darzustellen enorm gesteigert, da das [*F]FDG-

Molekiil (fast) ein physiologisches Aquivalent zum endogenen Glukose-Molekiil dar-

109
stellt. oH

"Po

OH
12
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Mittlerweile geht der Trend in der Entwicklung von Radiopharmaka hin zu spezifi-
schen Rezeptor-Bindungsstudien um ein moglichst breites Spektrum an potenziellen
Tracern zu untersuchen, zu synthetisieren und zu evaluieren.

Die Anwendungsgebiete sind breit gefichert und erstrecken sich iiber onkologische
Tumordiagnostik bis hin zur Diagnostik kardiologischer, neurologischer und neurode-
generativer Erkrankungen wie Alzheimer oder Parkinson. So findet sich beispielswei-
se auf der Homepage der Arbeitsgruppe fiir Radiopharmazie der Medizinischen Uni-
versitdt Wien ein Uberblick {iber laufende Projekte und bereits eingesetzte Radiotra-
cer, beispielsweise Liganden fiir bisher weniger untersuchte Rezeptoren wie etwa
Adenosin-Rezeptoren.*"'® Geeignete Rezeptor-Radioliganden sind durch hohe Affini-
tat, Spezifitat und Selektivitét, niedrige nicht-spezifische Bindung und die Abwesen-
heit von stérenden radioaktiven Metaboliten im Zielgewebe charakterisiert.''! Des
Weiteren ist eine der wichtigsten Primissen eines Tracers die moglichst umfassende
Verfiigbarkeit und verldssliche Produktion. Daher miissen gewisse Regeln bei der Pla-

nung und Préiparation neuer PET-Liganden beachtet werden.

Kriterien fiir neue PET-Tracer:'"
e Chemische Aspekte
e Stereochemische Aspekte
e Markierungsposition
o Spezifische Aktivitat
e Wahl des zyklotronproduzierten Primdr- und online-Produktion des
Sekunddrprecursors
o Wahl des Losungsmittels (physiologisch!)
e Formulierung des erwarteten klinischen Ergebnisses der nuklearmedizini-

schen Fragestellung
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1.5.5 Allgemeine Herstellung der Nuklide, im Speziellen "'C und **F

Positronenemitter finden sich auf der gesamten Nuklidkarte, aber nur wenige genii-
gen den Anspriichen eines geeigneten PET-Nuklids und unterliegen zusitzlich der

erforderlichen Produktion unter einfachen Konditionen.

Eine Tabelle der gebriuchlichsten Nuklide und deren Produktion findet sich bei

Mitterhauser und Wadsak'” (Tab.1).

Nuklid Produktion Halbwertszeit
®F (F) *0(p,n)*°F 109.7 min
F (F,) “Ne(d,a)"F 109.7 min
e “N(p,o)"'C 20.4 min
N\ 0(p,a)”N 10.0 min
0 “N(d,n)*0 2.0 min
%Cu *Ni(p,n)**Cu 12.7h
sy %Sr(p,n)*Y 14.7h
*Br 7*Se(p,n)"*Br 16.0 h
®Ga %Ge/*Ga Generator 67.6 min

Tabelle 1:'" Wichtigste PET-Nuklide zur klinischen Anwendung

Neben ''C findet *°F, allgemein, aber auch im Speziellen in der spiter beschriebenen
Markierung der Precursoren in Fortsetzung der hier vorgelegten Arbeit, am hiufigs-
ten Anwendung als PET-Nuklid. Dies griindet auf seinen giinstigen nuklearen Eigen-
schaften. “F zerfillt nahezu ausschlieRlich (97 %) durch Positronen-Ubergang zum

Grundzustand des stabilen Tochtermolekiils '*0; die restlichen 3 % werden dem Elekt-
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roneneinfang (EC) zugeschrieben. Es stellt einen idealen Zeitrahmen fiir PET-
Untersuchungen dar und eignet sich des Weiteren aufgrund der geringen f*-
Energie.'"

"F kann mittels einer Vielzahl von Nuklearreaktionen produziert werden - seien es
Reaktionen im Reaktor oder in geladenen Teilchenbeschleunigern (wie auch Elektro-
nenbeschleunigern). Am hiufigsten eingesetzt werden *0(p,n)"F, “Ne(d,a)"F und
*0(a,p)™®F in Hinblick auf die eher moderate Projektilenergie- und Strahlenfluss-
Anforderung. Nur bei der Herstellung aus °O bedarf es groRerer Energiemengen von
tiber 40 MeV.'"*

Die Herstellung von n.c.a. *°F (no carrier added - ungetrigert) kann auch auf simplem
Wege via einer ’F(n,2n)"°F-Reaktion iiber 14 MeV Neutronen-Bestrahlung von 2-
Fluoranilin und anschlieRender Extraktion des [*F]F-lons mit H,0 und siulen-
chromatographischer Reinigung erfolgen: Mikotajczak et al''* beschreiben damit eine
billige und verldssliche Methode, die auch in Ermangelung eines teuren Zyklotrons

durchgefiihrt werden kann.

1.5.5.1 Produktion im Zyklotron

Das Prinzip des Zyklotrons beruht auf der Beschleunigung von geladenen Spezies in
einer sich spiralformig erweiternden Kreisbahn auf ein Target, das dadurch unter Be-
schuss dieser beschleunigten Projektile gerit.'”® Schon in den 1930er Jahren begann
sich Lawrence mit der Idee eines Teilchenbeschleunigers, dessen Beschleunigungs-
modus nicht auf der Aneinanderreihung vieler zylindrischer Elektroden, sondern nur
zweier unter oszillierender Spannung stehender Elektroden beruht, auseinanderzu-
setzen. Im Herbst 1930 schlielich gelang es einem seiner Studenten, ein Modell mit

semizirkularen Beschleunigungselektroden - aufgrund ihrer Form als ,,Dees* bezeich-
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net - zu entwickeln, das 80,000 Volt-Protonen produzieren konnte. Damit war der

Grundstein der heutzutage eingesetzten Zyklotrone gelegt." "

Durch Beschleunigung von 'H- und *H-Teilchen in einem wechselnden Magnetfeld,
dem Abstrippen der Elektronen und Umwandlung in Protonen (‘H") und Deuteronen
(*H’) mit anschlieBendem Beschuss eines speziellen Targetmaterials kommt es zur
Kernreaktion; am hiufigsten via (p,n) oder (p,a). Auch der Einsatz von Helium ist
moglich.

Nicht nur das entstandene Radionuklid, auch dessen chemische Form spielt in der
weiteren Anwendung eine Rolle. Bei der Wahl des Targets hat man die Mdéglichkeit,
zwischen verschiedenen chemischen Formen und den drei Aggregatzustinden ent-
scheiden zu kdnnen: fest, fliissig oder gasférmig.

Obwohl eine breitgefacherte Diversitit an Kernreaktionen gegeben ist, werden meist
nur ein oder zwei Reaktionen standardmélRig eingesetzt — beispielsweise im Falle von
"C die “N(p,a)"'C Kernreaktion. Durch Sauerstoffspuren am N,-Target wird die Umset-
zung zu ["'C]CO, sichergestellt - dieses dient fiir eine Reihe von Precursoren von Ra-

diotracern als Ausgangsmolekiil.**'*°

Da der Zugang zur Herstellung im Reaktor nicht tiberall méglich bzw. limitiert ist und
der Einsatz von Reaktoren im klinischen Bereich sehr begrenzt ist, auerdem neutro-
nenarme PET-Nuklide gefordert sind und hohe spezifische Aktivititen benétigt wer-
den, ist, soweit die Mdglichkeit der Nutzung besteht, das Zyklotron die erste Wahl zur

Nuklidproduktion.*'*
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1.5.5.2 Produktion im Reaktor

Um Radionuklide aus stabilen Vorstufen herstellen und die Bestrahlung thermischer
Neutronen bei hohen Neutronenfliissen gewdhrleisten zu konnen, wird eine Reihe
von Nukliden im Reaktor produziert. Durch Kernreaktionen werden hohe Neutronen-
fliisse, die Neutronen liefern, generiert.

Mit diesen Neutronen wird nun das Tragermaterial bestrahlt. Durch Aufarbeitung der
bestrahlten Platten erfolgt die Trennung der verschiedenen Nuklide.”

Reaktornuklide sind thermische oder ,langsame® Neutronen, mit einer Energie von
>100 MeV. Durch (n,y)-Reaktionen entstehen nur getrigerte Nuklide. Da natiirliches
Material bestrahlt wird (Bestrahlung von isotopisch angereichertem Material ist sehr
teuer), entstehen viele verschiedene Isotope, was zu Verunreinigungen fiihrt.'”
Unterschiedliche Beispiele fiir im Reaktor produzierte Nuklide sind *'J oder '*Y, die
durch Neutronenbeschuss und Kernspaltung (n,f) aus **U hergestellt werden kénnen.
Uber eine n,p-Reaktion kann *Fe aus *Co gewonnen werden. Des weiteren kann Mo

durch den Einsatz eines Graphitmoderators tiber die (n,y)-Reaktion aus **Mo produ-

ziert werden.®

1.5.5.3 Produktion im Generator

Die Nuklidproduktion im Generator hat wesentliche Vorteile gegentiber den anderen
beiden Produktionsmethoden. Ein Mutternuklid mit langer Halbwertszeit bedingt
gute Transportmdglichkeiten und anschlieRend wéchst vor Ort das Tochternuklid
nach, das durch Elution (,,melken* des Generators) gewonnen werden kann. So steht

das benétigte Nuklid stédndig und in gleichbleibend guter Qualitdt zu Verfiigung, der
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apparative Aufwand ist gering und es wird wenig Platz ben&tigt. Am bekanntesten ist
das ®Mo/*"Tc-System,"*'*

Tabelle 2 zeigt Beispiele fiir Generatorsysteme mit PET-Relevanz.

Mutternuklid t,,M Tochternuklid t,, T
Mo (B, y) 66.6 h #"Tc (141 keV) 6.02 h
"’Sn (EC,y) 115d """n (393 keV) 1.66 h
*Rb (EC,R) 4.7 h #"Kr (190 keV) 13.3 s

#Sr (EC) 25d “Rb (EC, R") 1.3 min
*Ge (EC) 288 d %Ga (R’,y) 68.3 min

Tabelle 2:'* Generatorsysteme

Anhand von Abb. 9 ist das Prinzip des Generators zu
erkennen: in einer kleinen abgeschirmten Glassdule be-

findet sich die radioaktive Muttersubstanz (das Extrak- Eluti
utIens-

tionsmaterial, meist auf einer Ionenaustauschermatrix, mittel

ist selektiv fiir das jeweilige Mutternuklid) die aufgrund

Generator
mit

ihres Zerfalls stindig neue Tochternuklide bildet und
radioaktiver

sich daher in einem laufenden radiochemischen Gleich- Mutter-
substanz

gewicht befindet. AnschlieRend erfolgt die chromato- h'

graphische Trennung der beiden Nuklidfraktionen auf - \ Auffang-
gefak

den Generatorsiulen (zwei Schutzsidulen zur Sicherstel-

lung der Reinheit des Eluats). Als Elutionsmittel dient

121,123

beispielsweise physiologische Kochsalz-Lésung. Abbildung 9:' Generator
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1.5.6 Markierung mit "'C und **F

Mitterhauser und Wadsak' geben in ihrer Arbeit einen guten Uberblick iiber Fluorie-
rungs- und Methylierungsmoglichkeiten in der PET-Tracer-Produktion. Fiir Routine-
Operationen sind die Realisierbarkeit und die Reproduzierbarkeit der Priparations-
methode unerlasslich.

Um “F in ein Molekiil einzufiihren, erschlieBen sich mehrere Wege, wie elektrophile
oder nukleophile Substitution, sowie Isotopenaustausch. Die Methode der Produktion
kann die Stabilitdt des hergestellten Tracers nachhaltig beeinflussen; auch die Reakti-
onsgeschwindigkeit ist aufgrund der geringen Halbwertszeiten von 109.7 bzw. 20.4
min ein essenzieller Faktor. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Ubersetzung von
“C-markierten Tracern in ihre "*F-markierten Gegenstiicke, um die verldngerte Halb-
wertszeit nutzen zu kdnnen. Diese ermdglicht die préklinische Evaluation, Phase I-

Studien sowie Verteilung an nahe gelegene PET-Zentren.'”

1.5.6.1  [“F]Fluoralkylierungen und [*F]Fluorethylierungen

Viele organische Molekille tragen Alkylseitenketten, meist Methyl- oder
Ethylfunktionen, die als Angriffspunkt fiir radioaktive Markierung dienen kénnen.
Inzwischen wurde eine Vielzahl an [*F]Fluoralkylierungsreagenzien entwickelt, wie
[*F]Bromfluormethan,'”'” [®F]Fluoriodmethan,'® 2-["*F|Bromfluorethan,'*'** 2-
[*F]Tosyloxyfluorethan,”""** 3-[*F]Bromfluorpropan,”*™* 3-[**F]Fluoriodpropan und
3-[*F]Tosyloxyfluorpropan.”’

Um allzu groRe strukturelle Unterschiede zum Precursor-Molekiil zu vermeiden, wer-
den tiblicherweise kurzkettige Alkylketten eingefiihrt um die physiologischen Para-

meter und biologischen Funktionalitdten so gering wie mdoglich zu beeinflussen.
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Da Fluorethylierungsreagenzien ohne grofen Aufwand aus handelsiiblichen Substan-
zen produziert werden konnen und zu Methyl- und Ethylgruppen groRRe sterische
Ahnlichkeiten aufweisen, stellen sie die wichtigste Gruppe innerhalb der Fluor-
alkylierungen dar.

Bevorzugte Angriffsziele sind Amino-,"""** Hydroxyl-,""'* Mercapto-'***** und Carb-
oxylgruppen.'**°

Zur Anwendung kommen meist Reagenzien, die sich durch Vorteile bei der Darstel-
lung und Stabilitdt auszeichnen, wie 2-["°*F]Tosyloxyfluorethan oder 2-[**F]Brom-
fluorethan. Ein Vergleich zwischen zehn verschiedenen Vorgehensweisen zur Herstel-
lung und Reinigung von [*F]Bromfluorethan sowie [**F]Tosyloxyfluorethan findet sich

bei Wadsak et al**’, wobei sich die Kombination von [**F]Bromfluorethan und Destilla-

tion als Methode der Wahl erweisen sollte.

1.5.6.2  [“F]Fluorierungen

1.5.6.2.1 Nukleophile Fluorierung

Um das ["*F]Fluoridion vor dem nukleophilen Angriff zu aktivieren, werden die in der
wissrigen Ldsung vorhandenen positiv geladenen Gegenionen (die aus der
Targetoberfliche wihrend der Bestrahlung herausgelést wurden) der F-Anionen
meist mittels Anionenaustauscherharzen abgetrennt. Die Griinde fiir die verminderte
Reaktivitdt des aus wissriger Losung gewonnenen Fluorids sind die hohe Ladungs-
dichte und die Hydrathiille des Anions.

Auch die Zugabe von kationischen Gegenionen vor Evaporation des Wassers kann die
Reaktivitit verbessern. Hierzu werden Komplexe groRer Metallionen (Rb, Cs, K mit

Kryptofix 2.2.2) oder Tetrabutylammonium-Salze eingesetzt. Da durch Kationenzuga-
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be auch immer ein weiteres Anion in das Reaktionsgemisch eingebracht wird, wird
meist CO,” wegen der Absenz basenkatalysierter Nebenreaktionen gewahlt.'*'?>'*
Gute Abgangsgruppen fiir die Fluor-Substitution sind beispielsweise Triflate
(Trifluormethansulfonsdureester), Halogene, sowie Mesylate oder Tosylate (Ester der
Methyl- oder p-Toluolsulfonsiure). Die Parameter fiir die Abgangsgruppen sind Zu-
gianglichkeit derselben, Stabilitdt der Vorstufen und deren Abtrennbarkeit vom Pro-
dukt, sowie Ldsungsmittel(n), Reagenzien und etwaige Entstehung von Nebenproduk-
ten.

Eine weitere Moglichkeit dieser Art der C-F-Bindung besteht in der Substitution eines
Wasserstoffs am Aromaten, da H und F eine dhnliche AtomgroRe aufweisen. Aller-
dings verdndert sich der Charakter des aromatischen Ringsystems aufgrund der we-

sentlich hoheren Elektronegativitit des Fluors signifikant.''***"**°

1.5.6.2.2 Elektrophile Fluorierung

Bei elektrophilen Fluorierungen ist die spezifische Aktivitdt der Produkte durch die
Herstellung der Reagenzien aus getrdgertem "F, (c.a. - carrier added) nur moderat.
Nichtsdestotrotz stellen elektrophile Zugénge zur Radiomarkierung von PET-Tracern
eine wichtige Methode dar, wie die routineméaRige Produktion von ['*F]-DOPA zeigt.

Eines der ersten elektrophilen Fluorierungsreagenzien war durch Neon-Bestrahlung
erzeugtes ["°F]F,-Gas. Die Problematik bei der Herstellung des Fluorgases liegt in des-
sen extremer Reaktivitdt. Die stark exotherme Reaktion muss mit Kithlung oder star-
ker Verdiinnung von [*F]Fluorldsungen unterbunden werden. Die Umwandlung von
Fluor in weniger reaktive funktionelle Gruppen (wie Acetylhypofluorit oder
Xenondifluorid) bietet eine weitere Option zur Kompensation dieser Schwierigkei-

86,160-162
ten.
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1.5.6.3 ['"C]Methylierungen

Die Darstellung von "C erfolgt iiblicherweise im Zyklotron als ["'C]CO,. Dieses dient
der weiteren Umwandlung zu Methyliodid fiir Methylierungen, der Herstellung von
["CJHCN, ["'c]cocl, oder ["'C]CHO fiir spezielle Anwendungen beziehungsweise der

direkten Synthese von Carbonylen und Carboxylen mittels Grignard-Reaktion.

["'C]Methyliodid wird tiber Reduktion von ["'C]CO, zu ["'C]Methanol und anschlieRen-
der Behandlung mit lodwasserstoff gewonnen; die Reduktion erfolgt durch katalyti-
sche Hydrierung oder einem Reduktionsreagenz wie Lithiumaluminiumhydrid. Auf-
grund der Fliichtigkeit der eingesetzten Gase wie CO, kann leicht iiber Destillation
oder GC gereinigt werden.

Eine andere Option ist die Herstellung aus ["'C]Methan mittels lod-Substitution'®® oder

der Einsatz von Methyltriflat.'**'*°

Die beschriebenen Methoden der PET-Technik, sowie die Fluorierungs- und
Methylierungsprozeduren kommen zwar nicht im Rahmen dieser organisch-
préiparativen Arbeit, jedoch in der Fortsetzung der hier prasentierten Ergebnisse zum
Einsatz, um aus den synthetisierten ,kalten” Vorstufen die mit den (im Zyklotron
produzierten) Nukliden "C und “F markierten radioaktiven Liganden herzustellen,

PET-Scans durchzufithren und die Schnittbilder interpretieren zu kénnen.

Im nichsten Kapitel wird Bezug auf die Synthesewege zu den Zielverbindungen 1-6,
die dabei auftretenden Herausforderungen und Schwierigkeiten und deren Lésungs-

ansatze genommen.
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2 METHODEN UND UNTERSUCHUNGSVERLAUF

2.1 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Synthese von Precursoren und Referenzsubstan-
zen von ''C- und "F-markierten Radiotracern zur Anwendung in der Positronen-
Emissions-Tomographie fiir den MCH-Rezeptor, ein bis dato noch nahezu unbeschrie-

bener Rezeptor auf dem Gebiet der PET-Diagnostik.

1: R=CH,4 F

2:R=H F

3: R=(CH2)20TS

4: R=(CH,),F 0 )OJ\

5: R=(CH)30Ts R

6: R=(CH,)sF R0 | N N/\/\N H

7: R=[""C|CH5 A H N\n/
8: R=(CH,){'°FIF No©

9: R=(CH.)4['8FIF -0 o

Ausgehend von racSNAP-7941, Methyl-3-(3-(4-(3-acetaminophenyl)piperidin-1-
yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetra-
hydropyrimidin-5-carbonsédureester Hydrochlorid, einem bereits evaluierten und auf

3% galt es, ebendiese

Affinitdt getesteten selektiven MCH-Rezeptor-Antagonisten,
Verbindung (1) und davon abgeleitete Derivate, i.e. die freie Sdure (2), sowie die
Tosyloxyethyl-Vorstufe (TOE@SNAP, 3) und den Fluorethylester (FE@SNAP, 4) respek-

tive deren Propyl-Analoga TOP@SNAP (5) und FP@SNAP (6) zu synthetisieren.

Abhingig von der Zugidnglichkeit und den Ausbeuten sollte entweder das
fluorethylierte oder das fluorpropylierte Derivat (4 oder 6) weitere Verwendung als

Referenzsubstanz flir die Radiosynthese der PET-Tracer (8 oder 9) finden.
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Die Verbindungen SNAP-S4ure (2) und TOE@SNAP (3) oder TOP@SNAP (5) sollten als
Ausgangsverbindungen zur ''C-Markierung respektive “F-Fluorierung dienen, um
danach als PET-Tracer fiir den MCH-Rezeptor eingesetzt und analysiert werden zu
konnen: aus den jeweiligen Vorldufersubstanzen wiren somit die Radiotracer

["'C]SNAP (7) und [*F]JFEQ@SNAP (8) oder ["*F][FP@SNAP (9) zuginglich.

Die jeweiligen Substituenten generieren die abgekiirzten Bezeichnungen: Fluorethyl
(FE) und Fluorpropyl (FP), sowie Tosyloxyethyl (TOE) und Tosyloxypropyl (TOP), res-
pektive deren Radionuklidanaloga [“F]Fluorethyl ([**FJFE) und [*F]Fluorpropyl
([FIFP).

Dasselbe gilt fiir die Bezeichnung sdmtlicher Derivate von racSNAP-7941 (siehe 5.2).

Die Referenzsubstanzen racSNAP-7941 (1) und FE@SNAP (4) oder FP@SNAP (6) weisen
als nicht-radioaktive Analoga der PET-Radiotracer dieselben physiologischen und ana-
lytischen Eigenschaften wie diese auf und wiirden daher als Standards zur Radiosyn-
theseevaluierung fungieren. Mit diesen konnten in nachfolgenden Studien am Allge-
meinen Krankenhaus Wien die Radiosynthesen sowie erste Mikro-PET-Experimente

und Biodistributionsuntersuchungen an der Ratte vorgenommen werden.

Ferner sollten mittels spektroskopischer und mikroanalytischer Methoden alle syn-
thetisierten Zielverbindungen und Zwischenstufen analysiert und eindeutig charakte-

risiert werden.
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2.2 Synthesen

2.2.1 Darstellung von N-(3-(Piperidin-4-yl)phenyl)acetamid (13)

NH
HN

13

Da Verbindung 13 unverdndert fiir simtliche SNAP-Derivate als Baustein eingesetzt
und daher in groReren MaRstdben produziert wurde, sollte dessen Darstellung durch
Modifikation der literaturbekannten Synthese von Schonberger'® optimiert und ver-

kiirzt werden.

Zu diesem Zweck wurden folgende Reaktionsversuche durchgefiihrt:

Als primirer Zugang (Schema 1) wurde aus einem kommerziell erhiltlichen 3-Brom-
anilin mit Acetanhydrid das sekundire Amid 14 nach einer Standardprozedur'”’
acetyliert und aus Wasser umkristallisiert. Anschliefend konnte die Bromidverbin-

dung nach einer adaptierten Vorschrift von Fournie-Zaluski et al'*®

durch Magnesium-
zugabe zu dem Grignard-Reagenz 15 umgesetzt werden, das im darauf folgenden
Schritt nach Wenzel et al'® mit N-Benzylpiperidinon verkniipft werden sollte. Zur Ak-

tivierung der Reaktion wurden lod-Kristalle zugesetzt.

Unerfreulicherweise zeigte die NMR-spektroskopische Analyse, dass die Bildung des

gewlinschten Produktes ausgeschlossen werden musste.
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o)
2R
/@\CH3 o) CH3/©\ 0 MgP /©\ o)
Br NH; Br NH)K MgBr NH)K

14 15
go N Nj\
\ H

.

T4

Die zweite Variante (Schema 2) sah in Anlehnung an Schonberger'®® anstatt der Ver-

Schema 1

wendung der Ausgangsverbindung 3-Aminophenylborsdure das schon acetylierte
Edukt 16a vor, um die Synthese um den Acetylierungsschritt zu verkiirzen. Dieses soll-
te in der Folge mit dem benzylgeschiitzten Piperidinon, das im ersten Schritt zum
Triflat 16 umgewandelt wurde, mittels Suzuki-Kopplung zum gewiinschten Produkt
16b reagieren. AnschlieBend sollte in einem einzigen Schritt die durch die Triflat-
Bildung entstandene Doppelbindung des Piperidins hydriert und die Benzyl-

Schutzgruppe unter Bildung des Bausteins 16c abgespalten werden.

N 1. LIHMDS, -78°C N 0
HO«

2. Tf,NPh, -78°C ' B H)\
16 M 6a
X N/ﬁ\ o)
PdCly, PPhs, K;CO3 _N N H, PdC, MeOH NH
Y TN
16b 16¢

Schema 2

Da die Umsetzung nicht das gewiinschte Produkt lieferte, wurde als alternative Me-

thode statt einer Benzyl-Schutzgruppe ein ungeschiitztes 4-Brompiperidin gewéhlt,
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das mittels mikrowellenassistierter organischer Synthese mit Palladiumacetat als Ka-
talysator und Tetrabutylammoniumbromid in Wasser als Losungsmittel umgesetzt

werden sollte (Schema 3).

1171

Hierzu wurde mit modifizierten Vorschriften von Kappe'” und Leadbeater et al'”* ge-

arbeitet.

N
1 H -
OH HN

/O\ 0 MW: o
Br Nach3, Pd(OAC)z,

Cr . 1% N TBAB, H,0, 5 min N
HN

Iz

13

Schema 3

Auch in der Mikrowelle konnte unter verschiedenen Reaktionsbedingungen keine
Umsetzung festgestellt werden:

Das erste Mikrowellen-Experiment fand bei den Parametern 150°C, 600 W und bei 5,
10 bzw. 12 min statt.

Nach Beendigung der Reaktion wurde das zweiphasige Reaktionsgemisch nach Ent-
fernen des Katalysators mittels Filtration {iber Celite und Phasentrennung nach Zuga-
be von Methanol extrahiert und nach Entfernen des Losungsmittels in vacuo
sdulenchromatographisch iiber zwei verschiedene Trennsysteme gereinigt (Kieselgel
mit Ethylacetat/Ligroin 1:1 + 0.5 % Triethylamin, zweimal entwickelt und Aluminium-
oxid mit Ethylacetat/Ligroin 1:1).

Die NMR-spektroskopische Uberpriifung zeigte, dass keine Umsetzung stattgefunden

hatte, es konnte lediglich das Edukt Acetamidophenylborsdure identifiziert werden.

Beim zweiten Experiment wurden Temperatur, Leistung und Reaktionsdauer auf
200°C, 800 W und 12 min bzw. 15 min erhoht. Dem Wasser wurde Ethanol als Losungs-

vermittler zugefiigt um so die Mikrowellenbedingungen zu optimieren. Trotzdem
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konnte die Umsetzung nach Auswertung der spektroskopischen Daten nicht bestitigt

werden.

Auch ein neuerlicher Versuch, die Reaktanden (Schema 3) unter konventionellen Be-
dingungen in Tetrahydrofuran bei Riickfluss tiber Nacht umzusetzen, lieferte nicht
den erwiinschten Erfolg, sondern lediglich ein unidentifizierbares Vielkomponenten-

gemisch.

Um das Produkt unter verdnderten Mikrowellenbedingungen zuginglich zu machen,

172

wurde in Anlehnung an Gonzélez-Bobes und Fu'? Nickeliodid als Katalysator einge-
setzt und mit trans-Aminocyclohexanol unter Verwendung von Natriumhexamethyl-
disilazid als Base in Isopropanol umgesetzt. Diese beiden Versuche der Suzuki-

Kopplung, zuerst bei 80°C, 500 W und 5 min und in der Folge bei 80°C, 800 W und 10

min blieben jedoch erfolglos.

So wurde letzlich doch auf die literaturbekannte Vorschrift'®® zuriickgegriffen und in

einer vierstufigen Synthese das Phenylpiperidincarboxylat 20 hergestellt (Schema 4).

Ausgehend von N-Boc-Piperidinon wurde zuerst das Enoltriflat 17 durch Umsetzung
mit Lithiumhexamethyldisilazid und N-Phenylbis(trifluormethansulfonimid) herge-
stellt, das als §"-geladenes Pseudohalogenid eine gute Abgangsgruppe in der folgenden
Kopplungsreaktion unter Suzukibedingungen mit der §-geladenen Borsdure darstellt
und so die palladiumkatalysierte Substitution am Aromaten erméglicht. Amin 18 wur-
de sdulenchromatographisch gereinigt und konnte im folgenden Schritt problemlos

zum Acetamid 19 iiberfiihrt werden.
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Fiir die weitere Umsetzung war eine schnelle Sdulenfiltration ausreichend um stéren-
de Nebenprodukte abzutrennen.
Eine 60-stiindige Hydrierung unter Normaldruck in Methanol lieferte schlieRlich den

butyloxycarbonylgeschiitzten Baustein 20, der keines weiteren Reinigungsschrittes

bedurfte.
n o O
Xy T
O  1.LHMDS,-78°C O/ HO g NH
_ = /N + l 2
/g 2 Tf,NPh, -78°C ~ BOC OH
Boc
17
PdCl,, PPhs N NH; AcCl, Pyridin
—_— N —_—  »
K2C03 BOC/ 18
i X
X NH)J\ H,, Pd/C NH
—_—
N _N
Boc” 19 Boc 20
Schema 4

Fiir die im Folgenden beschriebenen Syntheseschritte musste noch die Butyloxy-
carbonyl-Schutzgruppe zur Herstellung des 4-substituierten Piperidins 13 entfernt
werden.

Dies konnte in einer 16-stiindigen Reaktion mit Trifluoressigsdure erreicht werden

(Schema 5).

0
j\ TFA
O/Q\NH 0, NH)]\
N HN
Boc” 20 13

Schema 5
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2.2.2 Darstellung von racSNAP-7941 (1)

Der literaturbekannte MCH-Rezeptorantagonist wurde ebenfalls in Analogie zu
Schénberger'® hergestellt (Schema 6).

Einzig die Darstellung von Dihydropyrimidinon 21 wurde in Anlehnung einer alterna-

tiven Methode von Dhar et al'” vollzogen.
F
F
F
0 . o o NO,
~ ~ N /©/
O . . )J\ Cu,0, AcOH o /lt cl”o
H,N~  “NH S :
0 2 2 BF3OEt2 H O LiHMDS
F F
F F
SO g LR
R R et
- =
H
H O ” o
0] 0o
- -
21a F 22
F
0 0 j\
)J\ ~ SN
+ NH KoCO3 o | /’\L H H
_—
N
HN "o e
13

Schema 6

Das als Edukt eingesetzte Methoxymethylacetoacetat sowie die anderen Reagenzien
sind kommerziell erhiltlich und wurden mittels einer Mehrkomponentensynthese,
namentlich der Biginelli-Zyklisierung, mit Harnstoff und Difluorbenzaldehyd, sowie
dem Zusatz von Essigsdure, Kupferoxid und Bortrifluoriddiethyletherat in acht Stun-

den unter Riickfluss zum Dihydropyrimidinon-Grundkorper 21 tibergefiihrt.
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AnschlieRend wurde nach der Reinigung eine exzellente Ausbeute von 94 % von 21
erhalten und im nichsten Schritt zu Verbindung 22 umgesetzt.

Der Versuch, das fiir die weitere Umsetzung erforderliche Zwischenprodukt 21a (nach
der Substitution des Wasserstoffs an Position 3 mit Chlorameisensdure-4-nitrophenyl-

ester) zu isolieren und zu charakterisieren, scheiterte an dessen Instabilitit.

Deshalb wurde anstatt zweier serieller Reaktionsansitze mit einem zusatzlichen Rei-
nigungsschritt die Option der zweistufigen one pot-Synthese analog der Literatur ge-
wihlt.

Aufgrund der stark exothermen Reaktion wurde unter Kiithlung zu einer Lésung von
21 und dem Chlorameisensdureester eine einmolare Losung von Lithiumhexamethyl-
disilazid (LiHMDS) in Tetrahydrofuran als starke Base langsam zugetropft. Nach zehn
Minuten wurde die Reaktion durch Wasserzugabe gequencht und das
Brompropylamin zugegeben. Diese Kombination erméglichte eine problemlose Uber-
fiihrung in Verbindung 22, die so nach Ablauf der iiber Nacht andauernden Reaktions-

zeit in ebenfalls sehr guter Ausbeute von 88 % erhalten wurde.

Diesen beiden Stufen folgte der abschlieBende Schritt der Vereinigung der beiden

Bausteine Dihydropyrimidinon 22 und 13 durch nukleophile Substitution.

Die Zielverbindung racSNAP-7941 konnte schlieflich unter Zugabe von Kaliumcarbo-
nat nach einer 37-stiindigen Reaktion und anschlieBender sdulenchromato-
graphischer Reinigung (Kieselgel, EtOAc/MeOH 4:1 + 0.5 % Triethylamin) in 77-

prozentiger Ausbeute isoliert werden.
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2.2.3  Versuch der Methylesterhydrolyse von racSNAP-7941 (1) zur SNAP-

Sdure (2)

O

0]
© | /'L ” N Variante 1-8
—_—H
yo T
-0 F 0

1 Variante 1-8:

.2 HoO/Dioxan, reflux, 52h

* 5N NaOH/EtOH, 84h

: 2N NaOH/MeOH, 60°C, 1h

: LIOH/MeOH/H,0, 5°C, 15h

: DMPU/NaCN, 72°C, 24h

: Lil/Pyridin, reflux, 1h

: Ba(OH),/MeOH, 7h

: Tetrahydrothiophen/AlBr, 2.5d

ZT

Oj?\
HOlNN/\/\N

/&OH N

ZT

Iz
PNoaRWNS

Schema 7

Der Zugang zur SNAP-Sdure 2 (Schema 7) gestaltete sich unerwartet schwierig, da sich
wie im Folgenden beschrieben herausstellen sollte, dass eine Hydrolyse des Methyles-
ters von racSNAP-7941 1 trotz unterschiedlicher Methoden nicht realisierbar war.
Auch der Versuch einer Esterspaltung mittels mikrowellenunterstiitzter Synthese

sollte zu keinem positiven Ergebnis fiithren.

Folgende Reaktionsbedingungen wurden gewihlt, um aus dem Methylester 1 die freie

SNAP-Saure 2 zu generieren:

1. Als erstes wurde eine Esterhydrolyse’’* in Wasser/Dioxan durch Riickflusser-
hitzen {iber 52 Stunden versucht. Nach extraktiver Aufarbeitung konnte je-

doch nur das Edukt isoliert werden.
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Beim nichsten Versuch wurde daher eine basische Hydrolyse nach Naganawa

175

et al'”” durchgefiihrt. Nach 84-stiindigem Rithren mit 5 N Natronlauge in Etha-
nol und anschlieRender Extraktion und Ansauern konnte auch bei dieser Me-

thode keine Sdure 2 nachgewiesen werden.

. Auch der Versuch mit weniger konzentrierter Natriumhydroxidlgsung”® zu
hydrolysieren brachte nach einstiindigem Rithren und Erhitzen auf 60°C nicht

die gewiinschte Carbonsdure 2.

Die Methode von Corey et al'”’ sah die Verseifung vom Methylester zur korres-
pondierenden Siure 2 durch Zugabe von Lithiumhydroxid im Uberschuss in
einem 3:1-Gemisch aus Methanol und Wasser vor. Unter Kithlung auf 5°C wur-

de 15 Stunden geriihrt, trotzdem war keine Umsetzung erkennbar.

In Anlehnung an Miiller und Siegfried"”® wurde DMPU (1,3-Dimethyl-3,4,5,6-
tetrahydro-2(1H)-pyrimidinon) als aprotisches dipolares Ldsungsmittel in

Kombination mit Natriumcyanid eingesetzt und 24 Stunden auf 72°C erhitzt.

AnschlieRend wurde Methode 6 iiber die selektive Spaltung des Esters mit

t 179

Lithiumiodid in Pyridin unter Argonatmospire getestet."”” Nach einstiindigem

Erhitzen unter Riickfluss wurde der Reaktionsansatz aufgearbeitet.

Auch der Einsatz von Bariumhydroxid-Hydrat in Methanol lieferte nach sie-

benstiindigem Rithren keine Umsetzung.'*
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8. Die missgliickten basischen Hydrolyse-Versuche fiihrten zu der Uberlegung,
tiber ein Thiolat-Anion'®" zur Zielverbindung 2 gelangen zu kénnen. So wurde
dem Methylester in wasserfreiem Milieu Tetrahydrothiophen und Aluminium-
bromid iiber eine Stunde hinweg zugegeben; nach weiteren 24 Stunden die
gleiche molare Menge an Aluminiumbromid iiber einen Zeitraum von 6 Stun-
den erneut hinzugefiigt. Anschliefend wurde abermals 38 Stunden geriihrt.
Nach Anséduern und Extrahieren konnte auch mit dieser Methode die Sdure 2

nicht zuginglich gemacht werden.

Samtliche gescheiterten Versuche beweisen die Stabilitit des Methylesters gegeniiber
der Esterhydrolyse. Auch in weiteren Experimenten mittels erfolgloser enzymatischer
Spaltversuche durch Esterasen wurden diese Annahmen bestatigt."” Lingere Reak-
tionszeiten fithrten lediglich zu einer allméhlichen Zersetzung, aber nicht zur Bildung
der gewiinschten Saure 2.

Zwar konnte auf diesem Wege nicht die Zielsubstanz produziert werden; fiir die Ver-
wendung als PET-Tracer ist diese Erkenntnis allerdings insofern von Vorteil, als die
Verbindung 1 in vivo nicht zur Sdure metabolisiert wird und daher unveréndert am

Zielrezeptor binden kann.

Da die freie Sdure als Vorstufe essenziell fiir die weiteren Synthesen war, vor allem fiir
die Herstellung des potenziellen Tracers [''C]SNAP (7), und nicht aus racSNAP-7941 (1)
gewonnen werden konnte, wurde nun gepriift, ob der Einsatz anderer Ester zielfiih-

render wire.

Im folgenden Abschnitt werden daher die Synthesen neuer SNAP-Esterderivate mit

potenziell besser spaltbaren Estern anstelle des Methylesters behandelt.
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2.2.4 Darstellung der SNAP-S4ure (2)

Aufgrund des Scheiterns der Hydrolyse-Versuche des Methylesters von racSNAP-7941
(1) (Schema 8) sollten andere Ester auf deren Eignung als Vorstufe zur Sdure SNAP-
Sdure (2) gepriift werden. Zu diesem Zweck musste in Kauf genommen werden, simt-

liche Ester tiber die jeweiligen Totalsynthesen zuginglich zu machen.

? -

Hierbei fiel die Wahl auf die p-Methoxybenzyl- (PMB-), Trimethylsilyl-2-ethyl- (TMS-),

Schema 8

t-Butyl- und Allylschutzgruppen (Schema 9) um zur Sdure 2 gelangen zu kdnnen.

F
F
27:R= \OJ@/\ )
oo M
ST Jk o~y
35: R >|\ | H Spaltung der
39: R v e H Schutzgruppen
J'i
HO™ ] /’L H/\/\N H
N
NS0 g
o " 0

Schema 9
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Benzylether und -ester sind mittels Hydrierung in Gegenwart eines Ubergangmetall-
Katalysators wie Palladium spaltbar.'*’

Wihrend sich ein t-Butyl-Ester beispielsweise lewissdurekatalysiert unter sauren Be-
dingungen spalten ldsst, sind Silylalkyle unter Verwendung von Fluor-lonen durch die
hohe thermodynamische Affinitit des Silizium-lons zu Fluor im Gegensatz zu Sauer-
stoff selektiv abzutrennen. Im Falle der als Trimethylsilylethylester geschiitzten
Carbonsdure (Si-C- statt Si-O-Bindung) kann die fluorinduzierte Fragmentierung als
Spezialfall einer B-Elimination gesehen werden, bei der das Silizium-Ion als Ersatz fiir
das Proton und das Fluorid als Base fungiert.

Allylester sind unter milden und spezifischen Bedingungen mit Ubergangsmetall-
Katalysatoren und groRer Toleranz hinsichtlich anderer funktioneller (Schutz-)Grup-
pen vom Substrat spaltbar. Die Resonanzstabilisierung des Carboxylat-Anions akti-
viert Allylester fiir den nukleophilen Angriff eines Palladium(0)-Katalysators. Hierbei
wird ein m-Allyl-Palladium-Komplex ausgebildet, der von milden Nukleophilen wie
Morpholin, Dimedon oder der Barbitursdure angegriffen werden kann und so die Frei-
setzung der Carbonsédure induziert.

Die Schutzgruppen mussten in jedem Fall einerseits stark basischen Bedingungen we-
gen des notwendigen Gebrauchs von Lithiumhexamethyldisilazid standhalten, ande-
rerseits aber auch den Zusatz schwacher Sduren, wie der Essigsdure, unbeschadet

tiberstehen.

Zunichst galt es, die p-Ketoester mit der vorgesehenen Schutzgruppe herzustellen,
die anstelle des Methoxymethylacetoacetats in der Biginelli-Zyklisierung Verwen-
dung finden sollte.

Dies gelang mittels der Vorstufe 23 durch Acetylierung der Meldrumsédure mit

Methoxyacetylchlorid in Dichlormethan unter Zusatz von Pyridin (Schema 10).'**
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21 A B ﬁf“

1hRT

Schema 10

Diese acetylierte Meldrumsédure wurde anschlieBend, wie im Folgenden beschrieben,
durch Erhitzen in Toluol mit insgesamt sieben verschiedenen Alkoholen zu den jewei-

ligen Estern tiberfihrt.
2.2.4.1 Darstellung des p-Methoxybenzylesters PMB-SNAP (27)

Als erster Versuch wurde ein Derivat von racSNAP-7941 mit einer p-Methoxy-
benzylschutzgruppe hergestellt.

Zur Herstellung des f-Ketoesters 24 wurde auf die eingangs in Schema 10 beschriebe-
ne Methode zuriickgegriffen (Schema 11). Uber den Syntheseweg der acetylierten
Meldrumsdure konnte nach 24-stiindigem Erhitzen in Toluol eine annehmbare Aus-
beute von 44 % erreicht werden. Dadurch sollte dieser Zugang auch spater in der Her-

stellung der anderen B-Ketoester Verwendung finden.

ﬁ:f S %\@fﬁ

Schema 11

Alternativ zur Herstellung aus dem Meldrumsiurederivat 23 wurde zusitzlich der in

Schema 12 dargestellte Weg der Estersynthese getestet. Bei dieser Methode wurden p-
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Methoxybenzylalkohol und Methoxymethylacetoacetat mit Kupfer(Il)sulfat als Kata-
lysator in Toluol auf 80°C erhitzt."*
Selbst nach flinftagiger Reaktionszeit konnte jedoch der Ester 24 nicht nachgewiesen

werden.

0 0
o CuSO, o)
OH —H
N 0 @) 0
0
/O

24 O

Schema 12

In der Folge wurde das Dihydropyrimidinon-Derivat 25 in Analogie zur Herstellung
von racSNAP-7941 (1) mittels Biginelli-Zyklisierung (Schema 13) hergestellt. Zu achten
war unter anderem auf Lagerung des Kupfer(I)oxids unter Luftausschluss um eine
Oxidation zu Kupfer(II)oxid zu vermeiden, da die Ausbeute sonst erhebliche Einbulen

erleidet bzw. keine Umsetzung erfolgt.
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Schema 13

Hierzu wurden die drei Ausgangskomponenten in Tetrahydrofuran nach der modifi-
zierten literaturbekannten Vorschrift'” in Anwesenheit von Kupfer(I)oxid und Essig-
sdure zum Riickfluss erhitzt, gefolgt von tropfenweiser Zugabe von Bortrifluorid-

diethyletherat, das als Lewissdure die Zyklisierungsreaktion zu 25 katalysiert. Nach
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Extraktion und Reinigung des Rohproduktes wurde 25 in einer Ausbeute von 58 % er-
halten.

Nach der Zyklisierung wurde Verbindung 25 iiber das Zwischenprodukt des unter
2.2.2 (Schema 6, S. 58) beschriebenen p-Nitrophenylesters der Chlorameisensiure in

einer zweistufigen one pot-Synthese mit einer Propylbromidkette versehen (Schema

14).
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Schema 14

Leider war die Ausbeute bei diesem Syntheseschritt mit 20 % nur maRig erfolgreich
und sollte von einer ebenfalls moderaten Ausbeute von 30 % bei der nachsten Stufe

gefolgt werden.

So wurde anschlieBend das brompropylierte Dihydropyrimidinon 26 analog zu Schon-

® mit Verbindung 13 und unter Zusatz von Kaliumcarbonat in einer 37-

berger"
stiindigen Reaktion bei 35°C in Acetonitril zum PMB-geschiitzten SNAP-Derivat 27
aufgebaut (Schema 15). Die Reinigung erfolgte mittels Siulenchromatographie mit

einem FlieRmittelgemisch aus Dichlormethan und Methanol (10:1).
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Schema 15

In der Folge wurde nun der Versuch, mittels Ameisensdure®™ den PMB-Ester 27 zu

spalten um die freie Sdure 2 herzustellen, unternommen (Schema 16).
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Schema 16

Mittels DC-Monitorings wurde der Verlauf der Reaktion kontrolliert. Nach vierstiindi-
gem Rithren und der Detektion neuer Zonen auf der analytischen Kieselgel-Platte
wurde die Ameisensdure mittels Kugelrohrdestillation entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt.
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Diese Methode der Umsetzung zu Sdure 2 scheiterte, da keine der isolierten Fraktio-
nen das Produkt darstellte. Auch das Edukt konnte nicht zuriickgewonnen werden.

Zusammenfassend war somit die Herstellung von 2 mittels dieser Schutzgruppen-
Variante nicht erfolgreich, zusitzlich fiihrten schlechte Ausbeuten wiederholt zu
massivem Substanzverlust und selbst die Reinigung der Zwischenprodukte gestaltete
sich problematisch. Da auch die Spaltung der Schutzgruppe nicht zur Siure fiihrte,
wurde dieser Syntheseweg nicht weiterverfolgt und das Augenmerk auf andere po-

tenzielle Edukte gelegt, die zur Sdureproduktion verhelfen sollten.
2.2.4.2 Darstellung des Trimethylsilylethylesters TMSE-SNAP (31)

Als néchste Sdure-Schutzgruppe wurde der Trimethylsilylethylester gewahlt. Analog
zu Verbindung 24 wurde auch der B-Ketoester 28 nach demselben Schema aus dem
Meldrumsiurederivat 23 hergestellt (Schema 17) und mit einer besseren Ausbeute im

Vergleich zu 24, ndmlich 61 %, isoliert.

0O O \| 0
0 N NI gorc S
7‘\ " /SI\/\OH
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Schema 17

Anschliefend wurde der Ester 28 wiederum der Biginelli-Zyklisierung unterworfen
und mit Harnstoff und Difluorbenzaldehyd zu Verbindung 29 umgesetzt (Schema 18).
Dies gelang mit einer Ausbeute von 51 %.

Im Gegensatz zu der schwierigen Reinigung von 24 und 25 traten bei den Verbindun-
gen 28 und 29 diesbeziiglich keinerlei Probleme auf, die die saubere Isolierung dieser

Zwischenstufen erschwert hitten.
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Schema 18

Das Dihydropyrimidinonderivat 29 wurde iiber zwei Stufen brompropyliert und Ver-
bindung 30 mit einer Ausbeute von 59 % gewonnen (Schema 19). Hierzu wurden
Chlorameisensédure-4-nitrophenylester und 29 in Tetrahydrofuran geldst und bei ei-
ner Temperatur von -78°C Lithiumhexamethyldisilazid zugetropft. AnschlieRend
wurde die Reaktion mit Wasser gestoppt und nach Erwédrmen auf 0°C Kaliumcarbonat

und 3-Aminopropylbromid zugegeben und tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt.
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In der Folge wurde wieder Verbindung 13 mit dem Baustein 30 durch 37-stiindiges
Rithren bei 35°C und dem Zusatz von Kaliumcarbonat zu TMSE-SNAP 31 gekoppelt

(Schema 20).
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Die anschlieRende Spaltungsreaktion mit Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) in N,N-

Dimethylformamid (DMF) nach adaptierten Vorschriften von Sieber'* und Lelais et

al'¥ fithrte allerdings wiederum nicht zur Saure 2 (Schema 21).
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Hierzu wurde eine Losung von Tetrabutylammoniumfluorid in Tetrahydrofuran zu
einer Losung von TMSE-SNAP (31) bei 0°C zugegegeben und danach auf Raumtempe-
ratur erwdrmt. AnschlieBend wurde eineinhalb Stunden lang geriihrt und dem Ge-

misch nach diinnschichtchromatographischer Uberpriifung des Reaktionsverlaufs
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Dimethylformamid zugegeben und iiber Nacht weitergeriihrt. Nachdem das
Dimethylformamid am Kugelrohr entfernt worden war, wurde der Riickstand auf ei-
ner Ionenaustauschersiule gereinigt. Nach spektroskopischer Uberpriifung der ein-
zelnen Fraktionen konnte keine Umsetzung festgestellt werden.

Somit wurde als nichste Option die t-Butyl-Schutzgruppe eingesetzt.
2.2.4.3 Darstellung des t-Butylesters t-Butyl-SNAP (35)

GemalR der bewdhrten Methode tiber Edukt 23 wurde durch 24-stiindiges Erhitzen in
Toluol Ester 32 hergestellt (Schema 22). Die Ausbeute dieses ersten Schrittes der Syn-

these konnte mit der neuen Schutzgruppe auf 62 % gesteigert werden.
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Schema 22

Mit Difluorbenzaldehyd und Harnstoff, Kupfer(I)oxid, Essigsdure und Bortrifluorid-

diethyletherat wurde der (B-Ketoester 32 zum Dihydropyrimidinon 33 zyklisiert

(Schema 23).
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Bei diesem Schritt kam es allerdings durch die miRige Ausbeute von 31 % zu einem
betrichtlichen Verlust von Substanz, zudem gestaltete sich auch die Reinigung
schwierig. AnschlieBend wurde 33 als Edukt der Brompropylierung iiber zwei Stufen

eingesetzt und das Produkt 34 mit guter Ausbeute von 58 % isoliert (Schema 24).
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Nach der Reinigung von Verbindung 34 konnte diese erfolgreich mit dem Edukt 13

und Kaliumcarbonat zu t-Butyl-SNAP 35 umgesetzt werden (Schema 25).
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Dies gelang mit einer den anderen Derivaten dhnlichen Ausbeute von 49 %.
AnschlieRend konnte durch die erfolgreiche Abspaltung der t-Butyl-Gruppe von 35
erstmals die Sdure 2 mit einer Ausbeute von 20 % hergestellt und somit das verfolgte

Ziel erreicht werden (Schema 26).
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Schema 26

Zur Spaltung wurde der t-Butylester gemdll einem adaptierten Synthesevorschlag

nach Kocienski'®

mit Trifluoressigsdure und Thioanisol behandelt (Schema 27). Nach
insgesamt viereinhalbstiindigem Riihren, erst zwei Stunden bei 0°C, danach weitere
zwei Stunden bei Raumtemperatur in Dichlormethan war die Reaktion beendet. Die
Ausbeute war im Vergleich zu der Spaltung des Allylesters nur moderat, es konnte
trotz der geringen Menge an Substanz nach der Reinigung mittels lonenaustauscher-
sdule anhand spektroskopischer Methoden die Umsetzung nachgewiesen werden.

BRI /S SR PR

)

Schema 27"

Da das Sdure-Molekiil aufgrund seiner funktionellen Gruppen, ndmlich dem tertidren

zyklischen Amin der Seitenkette und der Carboxylfunktion an Position 5 des
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Dihydropyrimidinons, eine Aminosédure darstellt, musste dies bei der Reinigung be-
rlicksichtigt werden.

Deshalb wurde die lonenaustauscherséule eingesetzt, wobei das Rohprodukt in einem
Wasser-Ethanol-Gemisch suspendiert und anschliefend mit 2 N Salzsdure auf einen
pH von 4.2 eingestellt wurde. Durch intensives Rithren wurde moglichst viel Substanz
gelost, auf die Sdule aufgetragen und mit verdiinntem Ammoniak eluiert. Dieser Rei-
nigungsprozess wurde vorerst bei der Darstellungsmethode aus t-Butyl-SNAP ange-
wandt.

Hierbei traten jedoch Probleme bei der Loslichkeit des Rohproduktes auf, sodass die
Reinigung nicht komplikationsfrei ablief und mehrere Wiederholungen notwendig
waren. Aullerdem beeintrachtigten Kieselgelriickstinde des verwendeten Austau-
scherharzes die Analyse der Zielverbindung 2.

Es sollte sich herausstellen, dass auch eine vergleichsweise unkomplizierte Reinigung
mittels Reversed-Phase-Sdulenchromatographie zu demselben Ergebnis fiihrte. Da-
raufthin wurden anstelle der Ionenaustauschersdulen nur mehr RP-Kieselgel-Sdulen
verwendet, wobei zur Elution eine wissrige Methanollésung mit einem hohen
Methanolanteil von 80 % verwendet wurde. Die freie Sdure konnte anschliefend nach
zweitdgigem Trocknen an der Vakuumpumpe als hellgelbes Pulver isoliert werden.
Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Reinigung und den teilweise optimierungs-
bediirftigen Ausbeuten wurde ein weiterer alternativer Zugang tiber die Allylschutz-

gruppe getestet.

Zusammenfassend lieferte die Darstellung aus Verbindung 35 zwar das gewiinschte
Produkt, da allerdings der Syntheseverlauf nicht optimal und die Ausbeute gering
war, wurde auf diesen Zugang verzichtet und spitere Experimente nur noch auf Basis

von Allyl-SNAP (39) vollzogen.
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2.2.4.4 Darstellung des Allylesters Allyl-SNAP (39)

Analog der bekannten Syntheseroute konnte auch der B-Ketoester 36 erfolgreich aus

23 und in bislang bester Ausbeute von 75 % dargestellt werden (Schema 28).
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Schema 28

In Tabelle 3 sind die vier geschiitzten Esterderivate im direkten Vergleich aufgelistet:

Verbindung 24 28 32 36

Ausbeute 44 % 61 % 62 % 75 %

Tabelle 3: Ausbeutenvergleich der Synthese der p-Ketoester

Der Ester 36 wurde zum Dihydropyrimidinonderivat 37 umgesetzt, auch hier wurde

die Methode der Biginelli-Zyklisierung beibehalten (Schema 29).
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Schema 29

Wie beim ersten Schritt lieferte die Umsetzung ebenfalls eine ausgezeichnete Ausbeu-
te von 92 %. Tabelle 4 zeigt, dass die Ausbeute im Vergleich zu dem t-Butyl-

geschiitzten Derivat nahezu verdreifacht werden konnte.
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Verbindung 25 29 33 37

Ausbeute 58 % 51 % 31% 92 %

Tabelle 4: Ausbeutenvergleich der Synthese der Dihydropyrimidinonfragmente

Die Verbindung 37 wurde in zwei Schritten zuerst mit Chlorameisensdure-4-

nitrophenylester und anschlieBend mit 3-Aminopropylbromid zu Produkt 38 umge-

setzt (Schema 30).
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Nach Kiihlung auf -78°C bei der Zugabe von Lithiumhexamethyldisilazid und der fol-
genden iiber Nacht andauernden Reaktion bei Raumtemperatur wurde auch hier eine
sehr gute Ausbeute von 88 % erzielt; wie bei den ersten beiden Stufen der Reaktions-

kaskade die mit Abstand beste im Vergleich zu den anderen Derivaten (Tab. 5).

Verbindung 26 30 34 38

Ausbeute 20 % 59 % 58 % 88 %

Tabelle 5: Ausbeutenvergleich der Synthese der Verbindungen 26, 30, 34 und 38
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Bei der Synthese der letzten Verbindung, dem SNAP-Derivat 39, entsprach die Aus-
beute mit 42 % anndhernd der der anderen Derivate (Schema 31 und Tab. 6). Das Edukt
13 wurde mit der brompropylierten Verbindung 38 problemlos zu Allyl-SNAP 39 um-
gesetzt.

Die sdulenchromatographische Reinigung {iber Kieselgel mit einem FlieRmittelge-
misch aus Dichlormethan und Methanol (10:1) verlief ohne Schwierigkeiten und die

Zielverbindung 39 konnte in Form hellgelber Kristalle gewonnen werden.
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Schema 31
Verbindung 27 31 35 39
Ausbeute 30 % 46 % 49 % 42 %

Tabelle 6: Ausbeutenvergleich der Synthese der jeweiligen SNAP-Derivate

Nach der Herstellung des neuen SNAP-Derivats 39 wurde die Umsetzung zur Zielver-
bindung SNAP-S&ure 2 in Angriff genommen.
Tatsdchlich gelang in der Folge ein Zugang zur SNAP-Sdure 2 mittels palladiumkata-

lysierter Spaltung des Allylesters.
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183

Mithilfe eines weiteren modifizierten Zugangs von Kocietiski'® wurde der Allylester
39 mit Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) und Morpholin versetzt, um einen
Ligandenaustausch am Katalysator zu ermdglichen (Schemata 32 und 33). Dazu wur-

den zu der in Tetrahydrofuran geldsten Verbindung 39 der Katalysator und Morpholin

hinzugefiigt und 17 Stunden geriihrt.
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Im Gegensatz zu den ersten Reinigungsversuchen des t-Butylester-geschiitzten Deri-
vats konnte auf die zeitintensive Methode der Reinigung tiber die Ionenaustauscher-
sdule verzichtet werden. Die Isolierung mittels Reversed-Phase-Sdulenchromato-
graphie mit einem wissrig-methanolischen (1:4) FlieRmittelgemisch erleichterte und
verkiirzte den Reinigungsprozess, da ein einmaliger Durchlauf ausreichend war um
die Sdure 2 von samtlichen Verunreinigungen zu trennen.

Auch die Ausbeute konnte im Vergleich zu Derivat 35 von 20 % auf 29 % gesteigert

werden.
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Bedauerlicherweise stand die Menge an eingesetztem Edukt, dem eine neunstufige
Synthese vorangegangen war, dennoch in einem suboptimalen Verhéltnis zur Aus-
beute, die bei 2.4 g Allyl-SNAP nur 29 % SNAP-Sdure betrug.

Alternativ wurde statt Morpholin Dimedon'**'®

verwendet. Diese Option wies eine
deutlich schlechtere Ausbeute von nur 4 % auf und lieferte somit keine nennenswer-
ten Ergebnisse, die die Synthese grundlegend optimieren hitten kénnen und wurde

daher nicht weiter verfolgt.

Ungeachtet dessen konnte mit der Herstellung der SNAP-S4ure (2) der erste Precursor
zur Herstellung des potenziellen PET-Tracers [''C]-Snap zuginglich gemacht werden.
Die vorldufigen Ergebnisse der Tracersynthese werden abschlieRend unter 2.4 disku-

tiert.
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2.2.45 Zusammenfassung und Vergleich der unterschiedlichen Zugidnge zur SNAP-

Sdure (2)

Abbildung 10 gibt einen abschlieRenden Uberblick iiber die Ausbeuten der vier unter-
schiedlich substituierten Derivate. Daraus ist ersichtlich, dass die Allylester-Derivate

bei nahezu allen Syntheseschritten konstant gute Ausbeuten aufwiesen.

Abbildung 10: Grafische Darstellung der Ausbeuten der SNAP-Derivate im direkten Vergleich

Der Allylester 39 kann aber nicht nur zur Darstellung der freien SNAP-Sdure 2 (siehe
2.2.4.4) eingesetzt werden. Dariiber hinaus bietet es auch die Mdglichkeit, durch
mehrstufigen Abbau einen Zugang zu dem bendtigten Hydroxyethylester 40 (siehe

2.2.5.1) bzw. Hydroxypropylester 54 (siehe 2.2.6.1) zu eréffnen.

Dies wird in den nachfolgenden Kapiteln 2.2.5 und 2.2.6 erdrtert, in denen die ver-
schiedenen Zuginge und Syntheserouten zu den geplanten fluoralkylierten Referenz-

substanzen aufgezeigt werden.

81



82 ‘ METHODEN UND UNTERSUCHUNGSVERLAUF

Dadurch sollte sich Allyl-SNAP (39) als eine Schliisselsubstanz dieser Arbeit und somit
der Allylester sowohl als optimale Schutzgruppe fiir die Herstellung der Siure 2, als
auch als Vorstufe fiir die Verbindungen 40 und 54 qualifizieren.

Diese sollten in der Folge als Edukte fiir die tosylierten Precursoren 3 oder 5 und diese

zur Herstellung der fluoralkylierten Derivate 4 oder 6 dienen (Schema 34).
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2.2.5 Darstellung der Ethylderivate HE@SNAP (40), TOE@SNAP (3) und

FEQ@SNAP (4)
F
3: Tosyloxyethylderivat TOE@SNAP, R= TsO~ F
4: Fluorethylderivat FE@SNAP, R= P~~~ o )?\
R\O N N/\/\N y
40: Hydroxyethylderivat HE@SNAP, R=  HO~ | /g H N
N o T
-0 o

Abbildung 11: Die Ethylderivate 3, 4 und 40

Fiir die Kontrolle der Radiosynthese des geplanten fluorethylierten PET-Tracers
["*F]JFE@SNAP musste die nicht-radioaktive Verbindung FE@SNAP (4) als Referenzsub-
stanz hergestellt werden. Der Syntheseplan hierfiir (Schema 35) sah folgenden Reakti-

onsablauf der Ethylderivate von racSNAP-7941 (40, 3 und 4, Abb. 11) vor:
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Als erstes Zwischenprodukt war der Hydroxyethylester HE@SNAP (40) vorgesehen,
aus dem durch Tosylierung der Tosyloxyethylester TOE@SNAP (3) generiert werden
sollte. Das Tosylat sollte daraus mittels Fluorierung zum Fluorethylester FE@SNAP (4),

der Zielverbindung dieser Route, umgesetzt werden.

2.2.5.1 Darstellung des Hydroxyethylesters HE@SNAP (40)

Als notwendiges Edukt fiir die Herstellung des Tosyloxyethylderivates TOE@SNAP (3)
musste zunichst ein Zugang zum Hydroxyethylderivat HE@SNAP (40) erdffnet wer-

den.

2.2.5.1.1 Darstellung von HE@SNAP (40) aus dem Allylester Allyl-SNAP (39)

2.2.5.1.1.1 Oxidationsversuch mittels Ozon

Um den Allylester oxidativ abzubauen, wurde als erste Variante die Oxidation mit
Ozon gewdhlt.

Nach Ermittlung geeigneter Reaktionsbedingungen zur Ozonolyse einer zu diesem
Zweck hergestellten Testsubstanz (Benzoesdureallylester) wurde Allyl-SNAP 39 in

gleicher Weise umgesetzt.

Zur Oxidation des Allylesters wurde ein Ozonisator der Marke Sander unter
Inertgasatmosphire und einem mit gesattigter Kaliumiodid-Losung geftillten Auslass-

gefdl zur Neutralisation des tiberschiissigen Ozongases eingesetzt. Die Reaktion wur-

1190 1191

de mittels modifizierter Vorschriften von Volke et al'® und Cousin et al™ durchge-

fihrt.
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Die intensive Blaufdrbung der Reaktionslésung nach 12-13 Minuten schien die erfolg-
reiche Umsetzung anzeigen, was spéater jedoch durch spektroskopische Analyse nicht

bestitigt werden konnte (Schema 36).
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2.2.5.1.1.2 Osmiumtetroxid-vermittelte Oxidation

Da die ozonolytische Oxidation zu Verbindung 41 nicht erfolgreich war, wurde eine
alternative Route zur Herstellung von 40 {iber Oxidation mittels Osmiumtetroxid, an-
schlieBender Glykolspaltung und Reduktion gewéhlt.

Wie der Syntheseweg in Schema 37 zeigt, wurde erst der Allylrest zum 2,3-Dihydroxy-
propylester (41) oxidiert und dieses anschlieRend mit Natriumperiodat zum 2-
Oxoethylester (42) umgesetzt. Daraufhin erfolgte die Reduktion des Aldehyds 42 zum

Alkohol 40 mit Natriumborhydrid.

Die einzelnen Schritte des Abbaus werden im Folgenden besprochen.
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Schema 37

Zunichst sollte die Allyl-Doppelbindung von 39 mit Osmiumtetroxid zum 1,2-Diol oxi-
diert werden. Dies erforderte vorsichtige Handhabe und das Reagenz wurde als wéss-
rige bzw. butanolische Losung eingesetzt, wobei sowohl die Art als auch die Mengen

¥21% yerandert werden mussten, um

der Losungsmittelzusitze gegentiber der Literatur
in zumindest befriedigender Ausbeute zum Produkt zu gelangen.
Osmiumtetroxid wurde in den ersten Versuchen als wissrige Losung mit Zusatz von

N-Methylmorpholin N-Oxid Monohydrat, Wasser, Aceton und t-Butanol vorgelegt.
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Zu dem Gemisch wurde Allyl-SNAP 39 in wissriger Dioxanldsung zugetropft (Schema

38).
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Schema 38

Nach Riihren bei Raumtemperatur iiber Nacht wurde Celite und Natriumbisulfit zuge-
fiigt und nach Filtration und Extraktion mit Dichlormethan iiber préparative
Reversed-Phase-Kieselgelplatten gereinigt. Hierbei wurde dem FlieBmittel (Ace-
ton/Wasser) ein 0.5-prozentiger Zusatz von Essigsdure beigemengt.

Da diese Methode leider keine guten Ergebnisse liefern konnte und sich Verbindung
39 nur schlecht im wissrigen Milieu 16sen lieR, wurde sie direkt in Dioxan geldst und
zugetropft. Das entstandene gelbe zweiphasige Gemisch farbte sich nach kurzer Zeit
schwarz und das gewonnene Rohprodukt wurde nach Filtration des Celite- und Sulfit-
Zusatzes und Entfernen der Losungsmittel direkt im nédchsten Schritt eingesetzt.

Die Schwarzfiarbung verweist auf die erfolgreiche Oxidation von Allyl-SNAP, da das
blassgelbe Osmium(VIII) von seiner hochsten Oxidationsstufe zum schwarzen Osmi-
um(VI) reduziert wird. Mechanistisch bildet sich ein zyklischer Ester der Osmium-
sdure, die durch den Zusatz des Natriumhydrogensulfits hydrolysiert wird.” Bessere

1195

Resultate konnten im wasserfreien Milieu in Anlehnung an Gokel et al'”® unter Ver-
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wendung von 2.5-prozentiger Osmiumtetroxidléung in t-Butanol (ohne weiteren Bu-
tanol-Zusatz) erzielt werden.
Die anschliefende Glykolspaltung des 1,2-Diols 41 mit Natriumperiodat (Schema 39)

¢ {iber das

erfolgte nach Adaption eines Synthesevorschlags von Botti et a
Intermedidrprodukt des Diesters der Iod(VII)sdure, der einstufig zerfillt, wobei

Iod(VII) zu lod(V) reduziert wird."”’
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Schema 39

Damit die Reaktion ordnungsgemif ablaufen kann, wird als Losungsmittel eine Natri-
umphosphat-Pufferlgsung mit pH 5 verwendet. Da sich das Diol in der Pufferlgsung
auch nicht durch Ultraschallbehandlung 16sen lieR, wurde gemiR Adam et al™
Dichlormethan als Losungsmittel eingesetzt und Natriumperiodat in Wasser geldst

zugegeben. Die zweiphasige Losung wurde vier Stunden geriihrt, die organische Phase

extrahiert und das Losungsmittel entfernt.

Durch NMR-spektroskopische Analyse zeigte sich eindeutig die Verschiebung des
vorherigen Allyl-Kohlenstoffs von 118.6 ppm zum Aldehyd-Kohlenstoff bei 194.8 ppm

(Abb. 12).
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131.6 ppm  65.2 ppm 68.0 ppm

118.6 ppm 194.8 ppm

Abbildung 12: NMR-spektroskopische Verschiebung Allyl-/2-Oxoethyl-SNAP

Der Aldehyd 42 wurde im Anschluss ohne weiteren Reinigungsschritt mittels Natri-
umborhydrid zum Alkohol 40 reduziert. Nach der Durchfiihrung einer Reduktion nach
Standardprozedur mit Natriumborhydrid® konnte schlussendlich HE@SNAP 40 in

zufriedenstellender Ausbeute gewonnen werden (Schema 40).
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Schema 40

Allerdings implizierte dieser Zugang einen empfindlicheren Substanzverlust als die im
Folgenden beschriebenen Versuche. So wurden aus 1 g Allyl-SNAP 39 nur 0.48 mmol
des Produktes 40 erhalten; dies entspricht einer Ausbeute von 31 %.

Zusammenfassend lieferte dieser Abbau iiber drei Stufen die Zielverbindung, durch
die Reinigungsprozesse war die Synthese dennoch zeitintensiv und aufgrund der eher
moderaten Ausbeute jedenfalls optimierungsbediirftig. Daher wurde mit der Synthese

der geschiitzten Derivate 48 und 52 ein weiterer Versuch zur Effizienzsteigerung un-



90

METHODEN UND UNTERSUCHUNGSVERLAUF

ternommen. Da die Verbindung 40 nicht in der Form des ungeschiitzten Alkohols her-
gestellt werden konnte, musste sie mit einer geeigneten Schutzgruppe versehen auf-
gebaut werden. Als Schutzgruppe fiir die Hydroxyfunktion wurden in der Folge die t-
Butyldiphenylsilyl- und die Allylschutzgruppe gewéhlt, da nicht nur von einer ausrei-
chenden Stabilitit ausgegangen werden konnte, sondern auch die Abspaltung als aus-

sichtsreich einzuschitzen war (Abb. 13):

¢

48: TBDPSOE@SNAP, R= %i—

F
F
o) (0]
RO\/\O | N)J\N/\/\N
H
H
52: AIOE@SNAP, R= > N/gO N\ﬂ/
/O H o

Abbildung 13: Die Derivate 48 und 52

2.2.5.1.2 Darstellung von HE@SNAP (40) aus dem t-Butyldiphenylsilyloxyethylester

TBDPSOE-SNAP (48)

Analog zu der Synthese von racSNAP-7941 wurde wie auch bei den Derivaten 27, 31, 35
und 39 nach den adaptierten Vorschriften von Schonberger'® und Dhar'” gearbeitet.
Fiir die Herstellung des -Ketoesters 44 (Schema 42) musste vor der Synthese erst der
Alkohol 43 in Anlehnung an Kniess*® aus t-Butyldiphenylsilylchlorid und Ethylen-
glykol hergestellt werden (Schema 41). Hierzu wurde dem in Dichlormethan geldsten

Ethylenglykol bei 0°C eine Losung des Chlorids zugetropft und 24 Stunden geriihrt.

[E» >L©

OH
i_o/\/

43

Schema 41
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Dieser erste Schritt der Synthese dieses Derivats verlief mit einer sehr guten Ausbeute
von 81 %. Leider konnten bei der nichsten Stufe zur Herstellung des f-Ketoesters 44

nur dullerst bescheidene 10 % des Produktes gewonnen werden (Schema 42).

0O o
o O~ 80°C i
4 SI—O\/\OH —_— }SI—O\/\O
. 0 g
43 ©
o}

Schema 42

Durch verschiedene Synthesemodifikationen in der Mikrowelle konnte ebenfalls keine
Verbesserung erzielt werden. Auch die Biginelli-Zyklisierung mit Harnstoff und 3,4-
Difluorbenzaldehyd zum Dihydropyrimidinon verlief nicht planméiRig, da sich die
Schutzgruppe vom Molekiil 16ste. Daher war das Produkt dieser Reaktion der
Hydroxyethylester 45 des Dihydropyrimidinongrundkdrpers 46. Die neu entstandene
Verbindung musste im darauffolgenden zusitzlichen Schritt wieder mit der Schutz-

gruppe verbunden werden (Schema 43).
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Schema 43
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Dies verlief allerdings problemlos, mit nur neunprozentigem Verlust an Substanz.

AnschlieRend konnte auch bei der zweistufigen Brompropylierung zu Verbindung 47
eine gute Ausbeute von 82 % erzielt werden (Schema 44).

Gleich der Synthese der brompropylierten Zwischenstufen 26, 30, 34 und 38 wurden 46
und Chlorameisensdure-4-nitrophenylester in Tetrahydrofuran auf -78°C gekiihlt,
daraufhin Lithiumhexamethyldisilazid als einmolare Losung in Tetrahydrofuran zuge-
tropft und die Reaktion nach zehn Minuten durch Wasserzugabe beendet. Nach Er-
wérmen auf 0°C wurden Kaliumcarbonat und 3-Aminopropylbromid zugegeben und

das Reaktionsgemisch iiber Nacht auf Raumtemperatur erwédrmt.
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i‘“o [ S e

Cl o
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F
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1= \/\O N N/\/\Br

\
]
I=
J
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Schema 44

Mit guter, den anderen Derivaten anndhernd entsprechender Ausbeute (Tabelle 6, S.
78), verlief auch die Umsetzung zum korrespondierenden SNAP-Derivat 48 (Schema
45). Hierzu wurden die Bausteine 13 und 47 fiir 37 Stunden bei 35°C und dem Zusatz
von Kaliumcarbonat geriihrt.

Das geschiitzte SNAP-Derivat 48 wurde mit einer Ausbeute von 47 % isoliert.
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Danach erfolgte die Abspaltung der t-Butyldiphenylsilyl-Schutzgruppe mittels
Tetrabutylammoniumfluorid in Tetrahydrofuran®' bei kurzer Reaktionszeit von ein-

einhalb Stunden problemlos und ergab HE@SNAP (40) zu 40 % (Schema 46).

Ir “ ﬁ? 8 MQU
HO-_~ /i;?/ /\/\ ’
@@NY

Mit der TBDPS-Schutzgruppe konnte zwar die Umsetzung zu HE@SNAP 40 in an-

Schema 46

nehmbaren Ausbeuten verwirklicht werden, da sich die Synthese allerdings vor allem

bei den ersten Stufen als ineffizient erwiesen hatte, sollte noch die Eignung der Allyl-
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ether-Schutzgruppe gepriift werden. Sie sollte sich in der Folge tatséchlich als tiberle-

gen erweisen.

2.2.5.1.3 Darstellung von HE@SNAP (40) aus dem Allyloxyethylester AIIOE-SNAP (52)

Um den dreistufigen Abbau von 39 zu 40 zu umgehen und den Verlust an Substanz bei
der Synthese des Derivats 48 zu vermeiden, wurde wie beschrieben ein weiteres
SNAP-Derivat entwickelt. Dieses sollte mittels des allylgeschiitzten Hydroxyethyl-
esters durch direkte Abspaltung zum Alkohol umgewandelt werden und so das Edukt

besser zuginglich machen (vgl. Lehner*” und Beichl*®).

Uber den Zugang der acetylierten Meldrumséure 23 wurde der p-Ketoester 49 gewon-

nen (Schema 47).

(0] (0] (@]
0 RN 80°C AP
+ /\/O\/\OH _
(0] (@) O
23 _0
49

Schema 47

Der Allyloxyethylester 49 konnte durch Vakuumdestillation bei 130-140°C besser und
schneller gereinigt werden als mittels Sdulenchromatographie und wurde als klare,
leicht gelbliche Fliissigkeit isoliert (52 % Ausbeute). Im Zuge der Destillation wurde
eine erste, farblose Fraktion bei 60-80°C erhalten, die sich als iiberschiissiger
Allyloxyethanol erweisen sollte.

Im Anschluss daran wurde der Ester 49 der Biginelli-Zyklisierung unterworfen. Das Di-

hydropyrimidinonderivat 50 konnte nach der Reaktion mit Kupferoxid, 3,4-
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Difluorbenzaldehyd und Harnstoff mit einer Ausbeute von 24 % isoliert werden

(Schema 48).
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Die ndchste Synthesestufe verlief mit einer besseren Ausbeute von 51 %. Hierzu wurde
die Verbindung 50 iiber zwei Stufen mit Chlorameisensdure-4-nitrophenylester und 3-

Aminopropylbromid brompropyliert (Schema 49).
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Schema 49

Zur Synthese von AIIOE-SNAP 52 wurde wie auch bei allen anderen SNAP-Derivaten
das 4-substituierte Piperidin-Fragment 13 mit der brompropylierten Verbindung 51

umgesetzt. Dies gelang mit einer Ausbeute von 32 % (Schema 50).
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Schema 50

Die Abspaltung der Schutzgruppe sollte wie bei Derivat 48 zu HE@SNAP 40 fiihren. Die
direkte Abspaltung gelang in zwei ersten Experimenten nicht: weder die Kombination
mit Samariumiodid und Triethylamin in wissriger Tetrahydrofuranlgsung (adaptiert
nach Dahlén et al*®*) noch die in Analogie zu Chandrasekhar et al” durchgefiihrte Vor-
schrift mit Zusatz von Polymethylhydrosiloxan, Tetrakis(triphenylphosphin)palla-

dium(0) und Zinkchlorid fithrten zu Alkohol 40.

Erst die Methode nach Smith et al”*® sowie Gigg und Warren*”’, wonach zunichst mit-
hilfe eines Wilkinson-Katalysators eine Isomerisierung der Doppelbindung erfolgt und
das entstehende Intermediat 53 unmittelbar einer anschliefenden Quecksilberchlo-
rid/Quecksilberoxid-vermittelten Vinyletherspaltung unterworfen wird, fithrte zu
einer befriedigenden Ausbeute an HE@SNAP 40 (Schema 51).

Die Isomerisierung und Umlagerung der Doppelbindung verlduft durch den Zusatz
eines Wilkinson-Katalysators bevorzugt in Richtung des thermodynamisch stabileren
Enolethers. Die entstehende Salzsdure wird durch den Zusatz von gelbem Quecksil-

beroxid abgefangen.
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Schema 52 skizziert den mdglichen rhodium(I)katalysierten Mechanismus der

Isomerisierung, Schema 53 die quecksilbervermittelte Etherspaltung:
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Schema 52'%
0
RIOA~gs + HgClz + Hp0 rR'—on + * HCl
CH(HgCl»)R?

Schema 532

Zwar wurden beim zweiten Schritt der Umsetzung 31 % des Eduktes 53 wieder nach

der Reinigung zuriickgewonnen, die andere Hilfte der Ausgangsverbindung setzte
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sich allerdings mit guter Ausbeute von 71 % zu HE@SNAP 40 um. Die riickgewonnene
Substanz konnte anhand der NMR-spektroskopischen Analytik eindeutig als Isomer

des urspriinglichen Allylethers 52 identifiziert werden.

So fehlte im 'H-Spektrum das fiir eine Allylgruppe charakteristische Multiplett bei
5.85 ppm und auch die Signalverschiebung des ’C-Spektrums verwies auf den ent-

standenen Vinylether (Abb. 14).

131.6 ppm o) 102.0 pprri o
118.6 ppm /\/O\/\O)J\R 12.5 ppm /VO\/\OXR
N N
65.2 ppm 147.0 ppm

Abbildung 14: NMR-spektroskopische Verschiebung Allyl-/Vinyl-SNAP

Das allyloxyethylgeschiitzte SNAP-Derivat 52 sollte sich im Vergleich zum Abbau des
Allyesters 39 und dem geschiitzten Derivat 48 als die beste Verbindung sowohl in der
Herstellung als auch bei der Abspaltung der Schutzgruppe zum Hydroxyethylester 40
erweisen.

Auch der Zeitfaktor konnte im Vergleich zu den anderen Synthese-Optionen gering
gehalten werden, als negativer Aspekt seien die teilweise moderaten Ausbeuten ge-

nannt.

Zusammenfassend muss festgehalten werden, dass der Zugang tiber das allylgeschiitz-
te Derivate 52 den effizientesten Weg zum Hydroxyethylester der SNAP-Séure 2 dar-

stellt.
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2.2.5.2 Darstellung des Tosyloxyethylesters TOE@SNAP (3)

Die Tosylierung von HE@SNAP 40 (Schema 54) sollte sich komplexer als erwartet er-

weisen.
HO\/\O J\ /\/\
H\ﬂ/ Ag,0, TsCl KI_
40°C G.N.
TSO\/\O)‘;?/ /\/\ ©\©/
H
N\n/
Schema 54

86208 mittels nukleo-

So konnte das Produkt nicht durch géngige Tosylierungsmethoden
philer Substitution durch Zugabe von Basen wie Pyridin oder Triethylamin und Um-
setzung mit Tosylchlorid oder Tosylanhydrid gewonnen werden.

Ein alternativer Zugang” mittels Kobaltchlorid und p-Toluolsulfonsdure in Dichlor-
ethan lieferte ebenfalls nicht den Tosylethylester.

1210

SchlieRlich wurde in Analogie zu Bouzide et al’® mit Silberoxid und Tosylchlorid die
Umsetzung erreicht, wobei das Silberoxid frisch hergestellt wurde.”"* Eine wesentlich
bessere Umsetzung der Edukte und Verkiirzung der Vorbereitungsdauer konnte
durch kommerziell erhiltliches reinstes Silberoxid erzielt werden, da sich die Herstel-
lung von Silberoxid aus Silbernitrat und Natronplédtzchen in wéssriger Losung durch
den langwierigen Trocknungsprozess mithevoll gestaltet hatte.

Anschliefend konnte ohne weiteres Aufarbeiten nach der chromatographischen Rei-

nigung eine gute Ausbeute von 63 % und das Produkt als hellbrauner amorpher Fest-
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stoff erhalten werden, der wegen seines im Vergleich zu den anderen SNAP-Derivaten

instabilen Charakters kiihl, dunkel und vor allem trocken gelagert werden sollte.

Da der Ester der Trifluormethansulfonsdure ebenfalls ein reaktives Edukt zur
Fluorierung darstellt, wurden Versuche unternommen, den terminalen Alkohol mit
Trifluormethansulfonsdureanhydrid umzusetzen. Hierzu wurde nach einer adaptier-
ten Vorschrift von Limberg & Thiem*’ der Hydroxypropylester in absolutem
Dichlormethan geldst, Triethylamin hinzugefiigt und unter Inertgasatmosphire auf
0°C abgekiihlt. AnschlieRend wurde Trifluormethansulfonsdureanhydrid zugetropft,
das Reaktionsgemisch nach 2 Stunden auf Eiswasser gegossen und mit Dichlormethan
extrahiert. Nach der sdulenchromatographischen Reinigung konnte die Umsetzung
zum Triflat mittels spektroskopischer Kontrolle nicht belegt werden, daher wurde

dieser Weg nicht weiter untersucht.

2.2.5.3 Versuch der Darstellung des Fluorethylesters FE@SNAP (4) aus TOE@SNAP (3)

und HE@SNAP (40)

2.2.5.3.1 Darstellung aus TOE@SNAP (3)

In Anlehnung an die geplante radiosynthetische Darstellung des Tracers
["*F]JFE@SNAP (8) sollte nun die Referenzsubstanz FE@SNAP (4) aus der Tosylat-
vorstufe 3 gewonnen werden.

Als Fluorlieferant wurde vorerst standardmaRig® Tetrabutylammoniumfluorid einge-
setzt und die Reaktion bei milden Bedingungen in Tetrahydrofuran bei Raumtempera-
tur tiber Nacht durchgefiihrt. Da sich nach spektroskopischer Analyse herausstellte,

dass die mittels DC-Kontrolle beobachtete Umsetzung nicht zu Verbindung 4 sondern
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lediglich zu einer nicht abtrennbaren Verunreinigung von 3 fiihrte, die nur im NMR-
Spektrum, nicht aber durch UV-Lschung zu detektieren war, kamen andere fluorlie-

fernde Reagenzien zum Einsatz (Schema 55).
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Als alternative Option wurde Tetrabutylammonium(triphenylsilyl)difluorsilikat*”® aus

Schema 55

Triphenylsilylfluorid in Dichlormethan und einer Tetrabutylammoniumfluorid-
Losung in Tetrahydrofuran hergestellt, wobei das Reagenz nach dem Entfernen der
Losungsmittel als Salz aus Ethylacetat (acht Stunden bei -20°C) gewonnen werden
konnte.

Dieses wurde mit der sechsfachen molaren Menge des Tosylats in Acetonitril hinzuge-
fiigt und 24 Stunden zum Riickfluss erhitzt. Nach anschlieBendem Abfiltrieren und
sdulenchromatographischer Reinigung konnten fiinf Fraktionen isoliert werden, von
denen nach NMR-spektroskopischer Analyse keine ein drittes Fluoratom aufwies und

somit ebenfalls das Scheitern dieser Methode bestitigte.

Aufgrund der Schwierigkeiten beim Abtrennen des Reaktionseduktes wurde bei einer

weiteren Methode auf die Verwendung von Tetrabutylammoniumsalzen verzichtet

101
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und stattdessen in Anlehnung an die radiosynthetische Methode Kaliumfluorid in
Kombination mit dem Kronenether Kryptofix 2.2.2 eingesetzt. Hierzu wurde eine be-

1214

reits beschriebene Vorgangsweise von Radeke et al’'* adaptiert.
Trotz der moderaten publizierten Ausbeute von nur 14 % sollte dieser Zugang die Rei-
nigung des Produktes erleichtern.

Allerdings zeigte diese Methode keinen Erfolg, da sich weder das Edukt noch das Pro-

dukt nach sdulenchromatographischer Reinigung (zuriick-)gewinnen lieRen.

Daher wurde bei zwei weiteren unterschiedlichen Zugangsmethoden einerseits
Céasiumfluorid und andererseits parallel dazu Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid
eingesetzt.

Die Fluorierungsmethode tiber Cidsiumfluorid hat im Vergleich zu anderen Fluorie-
rungsmoglichkeiten wesentliche Vorziige: die Autoren®” beschreiben die katalytische
Aktivitdt protischer, sterisch hindernder Losungsmittel wie t-Butanol oder t-
Amylalkohol (2-Methyl-2-butanol) als Vorteil gegeniiber aprotischen Ldsungsmitteln.
Zusétzlich hingt die Ausbeute stark vom verwendeten Kation - in diesem Fall Cdsium -
ab, was auf den Einfluss Coulomb’scher Interaktionen des Kations hindeutet. Des Wei-
teren scheint sich die Reihenfolge der relativen Reaktivitdt der Halogenide in proti-
schen Losungsmittel umzukehren, wodurch das Fluorid-lon am reaktivsten ist. Dies

schienen gute Ausgangsbedingungen fiir einen weiteren Fluorierungsversuch zu sein.

Die andere Variante mittels Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid in Anlehnung an

[*'* wurde in Anwesenheit von Pyridin in Dioxan durchgefiihrt. Dieses

Moughamir et a
Reagenz sollte die in situ-Aktivierung des Difluorids HF, durch eine nicht-
hydroxylische Base, in diesem Fall Pyridin, bewirken, wodurch eine bessere Substitu-

tionsrate erzielt werden sollte.
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Die Reinigung mittels priparativer Kieselgelplatten gestaltete sich bei beiden Zugin-
gen problematisch, da von den eluierten Zonen nur ein Bruchteil der aufgetragenen
Substanz eluiert werden konnte. Daher wurde iiber Kieselgel-Sdulenchromatographie
gereinigt, wobei zwei Fraktionen gewonnen werden konnten, von denen die erste im
PC-Spektrum die erwartete Verschiebung und Kopplung der Fluorethyl-Kohlenstoffe
aufwies; zusitzlich konnte im “F-Spektrum ein weiterer Fluorsubstituent nachgewie-

sen werden.

Es konnte zwar bei beiden Methoden NMR-spektroskopisch eine geringe Umsetzung
zu FE@SNAP nachgewiesen werden, aber die Reinigung sollte sich zusdtzlich als
schwierig erweisen. So wurden nach spektroskopischer Analyse insgesamt drei ver-
schiedene Substanzen detektiert, die allerdings nicht unter UV-Ldschung sichtbar

waren und deshalb chromatographisch schwer abzutrennen waren.

2.2.5.3.2 Versuch der Darstellung aus HE@SNAP (40)

Nachdem der Fluorethylester 4 aus dem Tosylat 3 nicht zugénglich gemacht werden
konnte, sollte die ,direkte” Umsetzung des Hydroxyethylesters 40 mit Diamino-
methylschwefeltrifluorid (DAST) nach Shanab® den Fluorethylester ergeben.

Hierzu wurde Verbindung 40 bei -78°C unter Inertgasamtosphire in Dichlormethan
gelost und mit dem Reagenz versetzt. Nach halbstiindigem Rithren wurde auf Raum-
temperatur erwdrmt, nach einer weiteren Stunde auf 0°C gekiihlt und die Reaktion
mit Wasser gestoppt.

Nach Erwidrmen auf Raumtemperatur, Aufarbeiten und Reinigung der organischen
Phase mittels Sdulenchromatographie konnte allerdings nur mehr die Zersetzung des

Eduktes festgestellt werden (Schema 56).
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Schema 56

Zusammenfassend konnte somit der Fluorethylester 4 weder aus der Tosylvorstufe 3,
noch aus dem Hydroxyethylester 40 gewonnen werden, wobei die Umsetzung von 3 zu
4 zwar massenspektroskopisch belegt, aber die Zielverbindung nicht sauber isoliert

werden konnte.

Diese Ergebnisse veranlassten die in der Zielsetzung aufgezeigte Alternative, nimlich
die Herstellung der analogen Propylderivate. Diese sollten mdoglicherweise leichter
einer Fluorsubstitution zugénglich sein und weniger leicht zu einer Eliminationsreak-

tion im Zuge der Substitution des Tosylats neigen.
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2.2.6 Darstellung der Propylderivate HP@SNAP (54), TOP@SNAP (5) und

FP@SNAP (6)

5: Tosyloxypropylderivat TOP@SNAP, R=  Ts0™ > > F

6: Fluorpropylderivat FP@SNAP, R=  F~ "> o

(0]
R« JJ\ SN
O | N N H
54: Hydroxypropylderivat HP@SNAP, R=  HO™ "> /& H N
” o]
0 0

Abbildung 15: Die Propylderivate 5, 6 und 54

Da der Fluorethylester 4, wie oben angefiihrt, nicht aus dem Tosylat 3 zu isolieren
war, sollte untersucht werden ob der Fluorpropylester 6 aus der Tosylvorstufe 5 (Abb.
15) eventuell leichter herzustellen wire (Schema 57). Hinsichtlich der biologischen

Aktivitdt sollte auch von einer dhnlichen Wirkung ausgegangen werden kénnen.

0
HO™ "o | NJ\”/\/\N H
N/go N\n/ [
o " 0

54

0
1507 "0 | NJ\”/\/\N !
o N
o " 0
5
F
F
o)
F/\/\O | N)J\H/\/\N 9y
N/go N\n/
6

Schema 57
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Ausgehend vom Hydroxypropylester 54 sollte das Tosylat 5 hergestellt werden, das

zur Synthese des Fluorpropylesters 6 dienen sollte.

2.2.6.1 Darstellung des Hydroxypropylesters HP@SNAP (54)

Ausgehend von Allyl-SNAP konnte der Hydroxypropylester durch Umsetzung mit
Boran gewonnen werden (Schema 58). Dessen hochselektive Addition an Olefine mit
anschlieRender oxidativer Spaltung mittels Wasserstoffperoxid erméglicht die Syn-

these terminaler Alkohole.

F
F
o) (0]
\/\O N)J\N/\/\N !
| . H N 1. BHy-THF
N (e
5 H F o 2. 3M NaOH, 30% H,0,
/ o
30 £ 1h, 50°C
X
N
§ o T
0 0
54
Schema 58

Hierzu wurden vorerst die Synthesen von Boschi et al’’’ und Lindhorst & Heidecke®"®

herangezogen und adaptiert. Allyl-SNAP 39 wurde in Tetrahydrofuran gelst, eine
Losung von 9-Borbicyclononan langsam zugetropft und anschlieRend 22 Stunden lang
geriihrt. Der Verlauf der Reaktion wurde mittels DC-Kontrolle {iberpriift. Nach der
Umsetzung wurde erst eine Natriumacetat-, dann eine 30-prozentige Wasserstoff-
peroxidlosung hinzugefiigt um das tiberschiissige Borbicyclononan abzufangen. Die

entstandenen Produkte konnten allerdings nicht als Hydroxypropylester identifiziert
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werden und der Grofteil des Eduktes wurde nach Sdulenchromatographie rein zu-
riickgewonnen.

I’ als reaktiveres Agens ein Boran-Tetrahydrofuran-

Daher wurde analog zu Park et a
Komplex eingesetzt, mit dem die Umsetzung gelang. Die Spaltung zum Hydroxy-
propylester wurde mit 3M Natronlauge und 30-prozentiger Wasserstoffperoxidlgsung
durchgefiihrt. Bei diesem Versuch wurde das nicht umgesetzte Edukt partiell wieder-
gewonnen, da im Zuge der oxidativen Spaltung aus dem Allyl-SNAP-Bor-Komplex
wieder ein Teil des Eduktes freigesetzt wird. Uber diesen Zugang konnte das

Hydroxypropylderivat 54 mit einer Ausbeute von 26 % dargestellt werden, mit dem

Versuche der Umsetzung zum Tosylat erfolgten.

2.2.6.2 Darstellung des Tosyloxypropylesters TOP@SNAP (5)

Hierbei wurde auf die Tosylierung analog der Herstellung von Tosyloxyethylester 3
zuriickgegriffen und der Alkohol mit Silbernitrat, Tosylchlorid und Kaliumiodid um-
gesetzt, wobei nach sdulenchromatographischer Reinigung eine moderate Ausbeute

von 31 % gewonnen werden konnte (Schema 59).

F
F
o} jj)\
HO "o N NN y
IR - Ag,0, TsCl, K
N o
[ F 5 40°C iL.N.
- F
54
0 (0]
H N
iy T
-0 0
5

Schema 59
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2.2.6.3 Versuch der Darstellung von FP@SNAP (6) aus TOP@SNAP (5)

Der Tosylpropylester 5 sollte in Analogie zum Tosylethylester 3 der Umsetzung zum

Fluorpropylester 6 mittels Fluorierung zugefiihrt werden (Schema 60).

F
F
0 0
0~ "o | /fJ\N/\/\N !
H N CsF, TBAHF

N o \n/ —>2

o H F o Pyridin, Dioxan
-
5 F 24 h, 80°C

0

0
F7 "0 | NJ\H/\/\N H
N/go N\n/
o " 0
6

Zuerst wurde dem Tosylat die doppelte molare Menge von Tetrabutylammonium-

Schema 60

hydrogendifluorid und Pyridin in Dioxan zugesetzt. Der Verlauf der Reaktion wurde
mittels DC-Monitorings iiberpriift. Nachdem nach 22-stiindigem Riihren bei 80°C kei-
ne Umsetzung detektiert worden war, wurden zusitzlich drei Aquivalente Cisium-
fluorid in t-Butanol hinzugefigt. Nach weiteren zweieinhalb Stunden und einer Tem-
peraturerhShung auf 90 °C wurde das Gemisch, nachdem mehrere neue Spots detek-

tiert worden waren, sdulenchromatographisch gereinigt.

Es konnten drei Fraktionen isoliert werden, von denen zwei ein zusitzliches Fluor im
“F-Spektrum aufwiesen. Da es sich aber um ein Gemisch aus mehreren Substanzen

handelte, das mittels herkommlicher diinnschicht- bzw. sdulenchromatographischer
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Methoden nicht zu trennen war, blieb nur die Mdéglichkeit der Trennung mittels
praparativer HPLC.

Als Laufmittel wurde Acetonitril/Acetatpuffer (pH 3.5) 30:70 und eine Durchflussrate
von 4 ml/min gewahlt. Pro Durchgang konnten 2 ml, entsprechend 1 mg Substanz-
menge, getrennt werden. AnschlieRend wurden mehrere Fraktionen isoliert, von de-
nen zwei ein drittes Fluoratom im Molekiil aufwiesen. Wahrend eine der beiden Frak-
tion nur einem SNAP-Fragment, nicht aber dem vollstindigen Molekiil, entsprach,
konnte in der anderen der Fluorpropylester nachgewiesen werden, allerdings mit dem

Ethylderivat vergleichbar schlechter Ausbeute von wenigen Prozent.

Nachdem weder aus dem Tosylethylester 3 noch aus dem Tosylpropylester 5 die Her-
stellung des Fluorethyl- bzw. Fluorpropylderivats (4 und 6) in akzeptabler Weise mog-
lich war, wurde letzlich auf die freie SNAP-Sdure 2 als Ausgangsverbindung fiir die

Synthese der fluoralkylierten Zielverbindungen zuriickgegriffen.

Die beiden fluoralkylierten Derivate 4 und 6 sollten daher, wie im Folgenden beschrie-
ben, entweder iiber die Herstellung und anschlieBende Substitution eines Sdurechlo-

rids oder mittels direkter Fluoralkylierung zugédnglich gemacht werden.

| 109



110 ‘ METHODEN UND UNTERSUCHUNGSVERLAUF

2.2.7 Darstellung von FE@SNAP (4) und FP@SNAP (6) aus der SNAP-S4ure

(2)

Nach den unbefriedigenden Ergebnissen der Umsetzung der Tosylate blieb noch die
Option der direkten Fluorethylierung bzw. Fluorpropylierung der freien Sdure, die die

Darstellung der Referenzsubstanzen 4 und/oder 6 ermdglichen sollte (Schema 61).

F
F
0 (0]
HO™ Y NJ\H/\/\N 9y
H/go N\n/ J——
0 F o
2 F
0 (0]
F\/H;O | NJ\N/\/\N ]
H
N/go N\n/
0 H O
4: n=1
6: n=2

Schema 61

2.2.7.1 Darstellung des Fluorethylesters FE@QSNAP (4)

In einem ersten Zugangsversuch iiber das Sdurechlorid von 2 wurde anstelle des bei

1220

Boye et al’*® beschriebenen Thionylchlorids das mildere Oxalylchlorid eingesetzt. Bei
dieser Reaktion wurde die Sdure in Dichlormethan geldst, die zehnfache molare Men-
ge an Oxalylchlorid bei -10°C zugegeben und so das Sdurechlorid 2a hergestellt. Eine
katalytische Menge von Dimethylformamid wurde ebenfalls zugegeben (Schema 62).

Daraufhin wurde eineinhalb Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, wobei der Reakti-

onsfortschritt diinnschichtchromatographisch iiberpriift wurde. AnschlieRend wur-
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den das iiberschiissige Oxalylchlorid und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt und das entstandene rotbraune Siurechlorid im nichsten Schritt direkt mit
Diisopropylamin (DIPA) und Fluorethanol versetzt. Nach 16-stiindigem Rithren veran-
lasste die Detektion mehrerer neu entstandener Zonen den Abbruch und das Aufar-
beiten des Reaktionsansatzes, allerdings wies keine der isolierten Fraktionen bei

spektroskopischer Analyse den Fluorethylester auf.

F
F
HO | )J\H/\/\ H
N (COCl),
\ﬂ/ DMF
JIS
/\/\ y
/u;?/ ©\©/N\n/ DIPA
_— g =
o £~ OH
F
F
0 0
"0 | NJ\N/\/\N H
H
N/go N\n/
o N 0

Schema 62

Aus diesem Grund wurde auf die Steglich-Veresterung zuriickgegriffen, deren milde
Reaktionsbedingungen die Zersetzung des Molekiils verhindern sollten.””" Hierzu
wurden die Sdure und Fluorethanol in dquimolaren Mengen, sowie Dicyclohexyl-
carbodiimid (DCC) und Dimethylaminopyridin (DMAP) in 1.1-fachem Uberschuss in
absolutem Dichlormethan fiir einige Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.””> Der Me-

chanismus beruht auf der Bildung eines O-Acylisoharnstoffderivats aus der Carbon-
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sdure und dem zugesetzten Dicyclohexylcarbodiimid. Dessen Reaktivitdt gleicht der
eines korrespondierenden Carbonsdureanhydrids. An die aktivierte Sdure kann der
Alkohol binden und es werden der stabile Dicyclohexylharnstoff sowie der Ester ge-
bildet. Der Zusatz von Dimethylaminopyridin ist nicht immer notwendig (z. B. bei der
Bildung von Amiden), beschleunigt aber den Reaktionsverlauf durch die Reaktion mit
dem 0-Acylisoharnstoff und der Bildung eines reaktiven Amids, da DMAP ein stirke-
res Nukleophil als der Alkohol darstellt. Dieses Intermediat kann keine intramolekula-
ren Nebenprodukte formen, aber reagiert schnell mit Alkoholen, wodurch es als Acyl-

Transferreagenz fungiert (Schema 63).
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o] /ﬁ\
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Diese Methode fithrte zwar teilweise zur Fragmentierung des Sduremolekdils, aller-

Schema 63

dings konnte so der Fluorethylester besser als aus 3 gewonnen werden, wenn auch in
geringer Ausbeute von 4 %.

Dies belegt das dritte Fluoratom im "F-Spektrum (Abb. 16). Da sich Verbindung 4 nach
der Kieselgel-Sdulenchromatographie (Dichlormethan/Methanol 10:1) nicht rein iso-
lieren lieR, wurde anschliefend noch mit Reversed-Phase-Kieselgel (Acetonitril/Was-

ser 10:1) gereinigt.
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Abbildung 16: F-Spektrum von FE@SNAP (4)
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Analog zu Shanab®* wurde noch anstelle von DCC N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-
ethylcarbodiimid Hydrochlorid (EDC) eingesetzt. Zu Carbonsdure und Alkohol wurde
EDC hinzugefiigt und zwei Tage in absolutem Tetrahydrofuran bei Raumtemperatur
geriihrt. Mit der Anderung des Reagenzes entstanden allerdings schwer abzutrennen-

de Verunreinigungen, weshalb diese Methode nicht weiter verfolgt wurde.
2.2.7.2 Darstellung des Fluorpropylesters FP@SNAP (6)

Uberraschenderweise wurde im Gegensatz zum Fluorethylester das Fluorpropyl-
derivat 6 nur in sehr schlechter Ausbeute gebildet, sodass eine Isolierung aus der

Reaktionsmischung nicht erfolgreich war (Schema 64).

HO /ﬁ\ /\/\
1. DCC/DMAP
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Schema 64
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Die SNAP-Sdure 2 wurde wiederum in absolutem Dichlormethan geldst und mit
Dicyclohexylcarbodiimid und Dimethylaminopyridin versetzt. AnschlieBend wurde
dem Gemisch Fluorpropanol zugesetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde in Methanol
unter Ultraschall geldst und anschliefend mittels Reversed-Phase-Sdulenchromato-
graphie gereinigt, wobei reiner Methanol als FlieRmittel verwendet wurde.

Von den fiinf eluierten Fraktionen konnte zwar in einer die Verbindung 6 in geringer
Menge NMR-spektroskopisch nachgewiesen werden; eine Isolierung allerdings miss-
lang.

Daher wurde die Herstellung der Propylderivate von racSNAP-7941 zugunsten der

Herstellung der Ethylderivate nicht weiter verfolgt.

2.2.8  Zusammenfassung der Synthesen der Ethyl- und Propylderivate

Schema 65 verdeutlicht im Uberblick die Syntheserouten und Umwandlungen der
jeweiligen SNAP-Derivate, um zu den gewiinschten Verbindungen zu gelangen:

So wurden beispielsweise fiir die Verbindung HE@SNAP 40 drei verschiedene Wege
erschlossen. Aus dem allylgeschiitzten Derivat 39 konnten sowohl durch einen drei-
stufigen Abbau mittels Oxidation, Glykolspaltung und Reduktion Alkohol 40, sowie
iber Boran und Oxidation mittels Wasserstoffperoxid Alkohol 54, als auch SNAP-Siure
2 gewonnen werden. In einem weiteren Versuch konnte auch Verbindung 48 zu
HE@SNAP umgesetzt werden. Ferner stellte sich die Synthese und Spaltung des
Allyloxyethylesterderivats 52 als effizienteste und gleichzeitig am wenigsten zeitauf-
windige Methode heraus und konnte so einen dritten Zugang zu 40 erdffnen.
HE@SNAP 40 und HP@SNAP 54 konnten anschlieRend zu den Precursoren TOE@SNAP
3 und TOP@SNAP 5 umgewandelt werden; den urspriinglich zur weiteren Fluorierung

vorgesehenen Edukten fiir die Referenzsubstanzen FE@SNAP 4 und FP@SNAP 6.
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Da die Tosylierungsversuche der Vorstufen 3 und 5 nicht das erwartete Ergebnis lie-
ferten, konnte mit der Fluoralkylierung der Sdure 2 ein neuer Zugang eréffnet und so

die PET-Tracer Referenzsubstanz 4 dargestellt werden.
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3:n=1
5:n=2
35 R=t-Butyl
39: R=Allyl

48: R=(CH,),OTBDPS
52: R=(CH,),0Allyl

Schema 65

Die beiden abschlieRenden Kapitel 2.2.9. und 2.2.10 behandeln erste Versuche,
racSNAP-7941 (1) einer Racematspaltung, einerseits durch die Einfiihrung einer Hilfs-
gruppe und andererseits mithilfe eines fiir Aminosduren spezifischen chiralen

Selektors, zu unterziehen.

5

ZT

ZT

ZT
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2.2.9 Darstellung des Diastereomerengemisches Menthyl-SNAP (58)

Parallel zu den beschriebenen Synthesearbeiten sollte in wenigen Vorversuchen ge-
priift werden, ob eine Racematspaltung, sei es direkt oder nach Derivatisierung, ein-
fach realisierbar wire.

Die bisher verdffentlichte Patentliteratur und andere Studien"*”** zu SNAP-7941 die
sich auf das (S)-Enantiomer beziehen, legen die Vermutung nahe, dass von diesem die
Hauptwirkung zu erwarten sei. Eine Racematspaltung konnte allerdings schon bei
Schénberger'® nicht erreicht werden, da auf Anraten des Siulenherstellers von der
Trennung mittels chiraler HPLC-Sdulen aufgrund der unzureichenden Loslichkeit in
den von ihm zugelassenen Laufmitteln abzusehen war, zumal nicht zugelassene Lauf-
mittel die kostspieligen chiralen HPLC-Sdulen zerstdren konnen.

Wihrend der Durchfithrung dieser Arbeit wurde ein enantioselektiver Zugang mittels
einer alkaloidkatalysierten Mannichreaktion bzw. einer asymmetrischen Biginelli-
reaktion mithilfe eines chiralen Phosphorsdurekatalysators publiziert, bei dem die
Reaktionsprodukte ee-Werte von 29-89 aufwiesen und nach weiteren Umkristallisa-

2 Wie erwahnt sollte dennoch

tionen das enantiomerenreine (S)-SNAP-7941 ergaben.
mit den Versuchen fortgefahren werden, ob eine rasche chromatographische Tren-

nung mittels des diastereomeren Menthylesters 58 der SNAP-Sdure 2 méglich wire.

Dieser wurde anhand der gleichen Syntheseroute der SNAP-Derivate 27, 31, 35, 39, 48
und 52 aufgebaut, wobei als Hilfsgruppe (+)-Menthol gewdhlt wurde. Um den p-
Ketoester herzustellen, wurden drei verschiedene Routen auf ihre Durchfiithrbarkeit
und Reproduzierbarkeit getestet. Die Zugdnge 1 und 2 entsprachen der zweiten Vari-
ante der Herstellung des Esters 24, wihrend Zugang 3 ausgehend von Verbindung 23

in Analogie zur Estersynthese der restlichen Derivate gewdhlt wurde. Bei den ersten
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den zwei unterschiedliche Katalysatoren zugesetzt: nachdem die Verwendung von
Kupfer(I)sulfat nur eine sehr moderate Ausbeute liefern konnte, die sich zusitzlich
dullerst schlecht reinigen lieR, wurde im nichsten Experiment mit 4-Dimethyl-

aminopyridin gearbeitet (Schema 66).
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Schema 66

Zugang 2 sollte sich als der effizienteste der drei Moglichkeiten erweisen. Nach 42-
stiindigem Erhitzen der drei Komponenten Menthol, 4-Dimethylaminopyridin und
Methoxymethylacetoacetat in absolutem Toluol und anschlieRender chromatograph-
ischer Reinigung konnte eine Ausbeute von 54 % gewonnen werden. Die dritte Dar-
stellungsmethode verlief analog zu den bereits beschriebenen Synthesen der Ester 24,
28, 32, 36, 44 und 49. Der B-Ketoester 55 wurde, wie unter 2.2.2 erldutert, nach der Syn-

theseroute nach Biginelli zu Dihydropyrimidinon 56 umgesetzt (Schema 67).
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Das Produkt 56 lief sich problemlos in Verbindung 57 iiberfiihren und auch die ab-
schlieRende Synthese von Menthyl-SNAP 58 verlief unkompliziert mit guter Ausbeute

(Schema 68); im Anschluss daran sollte die Trennung erfolgen.
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Schema 68

Das Diastereomerengemisch 58 lie sich allerdings durch verschiedene chromato-
graphische Methoden nicht trennen (Schema 69). Die unterschiedlichen Methoden

sind in den Tabellen 7 und 8 gelistet.

Weder die Trennsysteme auf den prdparativen Kieselgelplatten, noch die anschlie-
Renden Versuche mittels HPLC fithrten zu einer Trennung der Diastereomeren.

Die teilweise isolierten vermeintlich getrennten Fraktionen stellten sich bei NMR-
spektroskopischer Uberpriifung als Zersetzungsprodukte des racemischen Menthyl-

estergemisches 58 heraus.
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DC, HPLC
—H—
\[O]/

Schema 69

Flir die prédparative Diinnschichtchromatographie wurden folgende Trennsysteme

gewdhlt:**
) o ) Reversed-Phase-
Kieselgel Aluminiumoxid )
Chromatographie
EtOAc/THF 5:1 EtOAc/MeOH 10:1 ACN/H,0 10:1
EtOAc/THF 5:2 EtOAc/MeOH 4:1 ACN/H,09:1
EtOAc/MeOH + 0.5 % TEA
101 EtOAc/MeOH 1:1 ACN/H,0 8.5:1.5
EtOAc/CH,CL, 1:1 ACN/H,0 10:1 ACN/MeOH 10:1
EtOAc/EtOH 1:1 ACN/H,0 9:1 ACN/MeOH 9:1
CH,ClL,/MeOH 2:1 ACN/H,0 8.5:1.5 ACN/MeOH 8.5:1.5
CH,Cl,/MeOH 3:1 ACN

Tabelle 7: DC-Trennsysteme beim Versuch der Diastereomerentrennung von 58
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Tabelle 8 zeigt die unterschiedlichen Bedingungen und Siulen fiir die Versuche der

Trennung mittels HPLC:
Séule Verdiinnung FlieRmittel
) 70 % MeOH, 30 % H,0, dann
LiChrospher C18 1 mg/ml
100 % MeOH
, 70 % MeOH, 30 % H,0, dann
BDS Hypersil 1 mg/ml
100 % MeOH
70 % ACN, 30 % H,0, 0.1 %
Zorbax C8 1 mg/2 ml
TEA
70 % ACN, 30 % H,0, 0.1 %
Zorbax SB-Phenyl 1 mg/5 ml
TEA
70 % ACN, 30 % H,0, 0.1 %
Zorbax GEMINI 1 mg/5 ml
TEA
70 % MeOH, 30 % H,0, dann
Synergy Polar-RP80 1 mg/5 ml
100 % MeOH
s Fusi | mg/5ml 70 % MeOH, 30 % H,0, dann
nergy Fusion mg/5 m
ynergy & 100 % MeOH
84 % Isopropanol, 16 %
Chiralpak AD-H 1 mg/5 ml ® SOPIOP °
Hexan
84 % Isopropanol, 16 %
Chiralcell OD 1 mg/5 ml ® 1SOPIOP °

Hexan

Tabelle 8: HPLC-Trennsysteme beim Versuch der Diastereomerentrennung von 58

Somit blieb als Alternative der unter 2.2.10 diskutierte Versuch der Trennung des Sdu-

reracemats 2.
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2.2.10 Versuch der Enantiomerentrennung mittels chiraler Diinnschicht-

chromatographie

Als letzte Trennungsoption wurden noch Versuche mit dem Siureracemat 2 vorge-

nommen (Schema 70) um eine Isolierung der Enantiomeren zu erzielen.

H
N Chiralplate
Y

Schema 70

22 wurden Trennversuche auf

Unter Zuhilfenahme verschiedener FlieBmittelgemische
beschichteten analytischen Diinnschichtchromatographieplatten®® durchgefiihrt.

Die Beschichtung besteht aus dem chiralen Selektor (2S, 4R, 2'RS)-N-(2'Hydroxy-
dodecyl)-4-hydroxyprolin, der vor allem zur Trennung von Aminosidure-Racematen
geeignet ist. Der Aminosdurecharakter ist auch bei Verbindung 2 gegeben. Allerdings
fiihrten diese Experimente trotz verschiedener Fliefmittelzusammenstellungen

(Ethanol oder Methanol, Wasser und Acetonitril in veranderlichen Anteilen) zu keiner

Trennung der Enantiomeren.

Die Analyse der einzelnen eluierten Zonen nach chromatographischer Trennung und

Isolierung ergab bei keiner der Fraktionen das Enantiomer (S)-2.



122 ‘ METHODEN UND UNTERSUCHUNGSVERLAUF

2.3 NMR-spektroskopische Untersuchungen

Samtliche NMR-spektroskopische Daten aller neuen, bisher nicht charakterisierten
Verbindungen werden in Kapitel 3 angefiihrt, die dazugehorigen Spektren befinden
sich im Anhang,

Durch die Kombination verschiedener NMR-Techniken, wie APT, NOE-Differenz-
Spektroskopie, HMQC, HSQC und HMBC (*’C- und 'H-Shift-Korrelationen mit Kopplun-
gen iiber eine bzw. mehrere Bindungen) und long-range INEPT-Experimente mit se-
lektiver Anregung konnten die Zielverbindungen 3, 4, 37, 39 und 54 eindeutig charak-
terisiert und diese Ergebnisse bei der Charakterisierung samtlicher Zwischenstufen
angewendet werden. Zusitzlich wurden “N-HSQC- sowie N-HMBC-Aufnahmen zur
Analyse herangezogen.

Mittels Einstrahlung auf Methylgruppen konnten die benachbarten Ethylen-
kohlenstoffe aufgrund der durch NOE-Differenz-Experimente ermittelten Nuklearen
Overhauser Effekte unterschieden werden. Quartdre Kohlenstoffe wurden mittels
long-range INEPT-Messungen mit selektiver Anregung zugeordnet.

Die wasserstofftragenden Kohlenstoffe konnten anhand von HMQC und HSQC zuge-
wiesen werden.

Anhand dieser Zuordnungen konnten auch die Signale samtlicher Zwischenstufen und
SNAP-Derivate interpretiert werden.

Die Zielverbindungen 4 und 6 wurde auRerdem anhand von “F-Messungen charakte-
risiert, um die Zuordnung der Kohlenstoff-Signale zu verifizieren und einen zusatzli-
chen Beleg fiir die Umsetzung zu liefern. Auch die zweidimensionalen COSY- und
NOESY-Experimente stellten genauere Informationen iiber die SNAP-Derivate zur
Verfligung als eindimensionale Messexperimente und ermdglichten so die eindeutige

Strukturaufklarung der komplexen Molekdile.
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2.4 Zusammenfassung und Ausblick

Basierend auf der weltweit ansteigenden Ausbreitung von Adipositas und der Mog-
lichkeit, ihre physiologischen Ursachen und Zusammenhinge bildlich darstellen zu
konnen, wurde in dieser Dissertation die Vorarbeit in Form der Synthese von
Precursoren und Referenzsubstanzen fiir MCH-Rezeptor PET-Tracer geleistet. Um die
Zielverbindungen herzustellen mussten aufgrund der Polyfunktionalitdt des Molekiils
verschiedene Derivate aufgebaut und ihr jeweiliges Potenzial zur Etablierung der Syn-
thesen verglichen und evaluiert werden. Dies ist eine Voraussetzung, um die
Precursorsynthese auch zukiinftig routineméaRig durchfithren zu kénnen.

Das allylgeschiitzte Derivat 39 von racSNAP-7941 konnte als Edukt fiir die Herstellung
verschiedener Verbindungen etabliert werden, wodurch der Einsatz anderer Schutz-
gruppen beziiglich der Precursorsynthese hinfillig ist. Durch die Spaltung des Allyles-
ters konnte der Precursor SNAP-Sdure 2 und infolgedessen durch Fluorethylierung die
Referenzsubstanz FE@SNAP 4 hergestellt und durch diese Syntheseroute die zeitin-
tensive Produktion der Hydroxyethyl- bzw. Tosyloxyethylvorstufen umgangen wer-
den.

Hinsichtlich der Fluoralkylierung sollte sich das fluorethylierte Derivat 4 als das bes-
ser zugidngliche erweisen. Somit sollte sich auch die Herstellung des fluorpropylierten
SNAP-Derivats 6 als obsolet herausstellen.

Die entwickelten Vorstufen werden kiinftig radiosynthetisch zu den PET-Tracern
["'C]SNAP und [*F]JFE@SNAP umgesetzt und deren Anreicherungsmuster in Bindungs-
studien und Mikro-PET-Experimenten untersucht werden. Die Radiosynthesen, sowie
weitere in vivo-Studien, deren Interpretation und detaillierte Auswertung werden Ge-
genstand der anschlieRenden Studien des Departments fiir Nuklearmedizin (Med.

Univ. Wien/AKH Wien) sein.
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Das Ziel dabei ist, MCH-Rezeptoren zu lokalisieren, die Rezeptor-Substrat-Bindung
und etwaige Metabolismus-Produkte zu untersuchen, sowie Bindungs- und Biodistri-
butionsstudien vorzunehmen. Im Anschluss daran sollen Mikro-PET- und bei erfolg-
reichen Verlauf PET-Experimente durchgefithrt werden.

Wie unter 1.5.6 diskutiert, stehen diverse Moglichkeiten zur [''C]-Methylierung sowie
der [*F]-Fluorierung offen, daher werden die Markierungsmethoden der Precursoren

evaluiert sowie die aussichtsreichsten Methoden standardisiert werden.

Erste Versuche der Radiosynthese zum ersten "'C-markierten MCH-R, PET-Tracer ver-
liefen bereits mit Erfolg und ergaben fiir den Tracer [''C]SNAP Ausbeuten von bis zu
10 %. Als Methylierungsagens wurde [''C]Methyltriflat in 2-Butanon bei 75°C einge-
setzt.””*” Im Anschluss an die Etablierung der Tracersynthese wird demnichst mit
ersten biologischen Testungen begonnen werden.

Gleichfalls wurden die ersten Versuche, mittels Fluorethylierung der SNAP-S4ure (2)

zu ["*F]JFE@SNAP (8) zu gelangen, gestartet.

AbschlieRend sei auf eine in diesem Jahr erschienene aktuelle Zusammenfassung von
Chung et al’® zu MCH und MCH-Rezeptorsystemen hingewiesen, die einen fundierten
Uberblick der Ergebnisse der zu diesem Thema erschienenen Studien der letzten Jahre

bietet.
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3 EXPERIMENTELLER TEIL

3.1 Allgemeines

'H- und “C-NMR-Spektren wurden auf einem Bruker Avance DPX-200 Spektrometer
bei 27°C (200.13 MHz fiir 'H, 50.32 MHz fiir °C), einem Varian UnityPlus 300 Spektro-
meter bei 28°C (299.95 MHz fiir 'H, 75.43 MHz fiir **C) oder einem Bruker Avance 500
Spektrometer bei 20°C (500.13 MHz fiir 'H, 125.77 MHz fiir °C, 470.59 MHz fiir “F) auf-
genommen. Die nicht deuterierten Riickstdnde der Losungsmittel wurden in Bezug auf

TMS als interne Standards herangezogen:

CDCl,: 7.26 ppm fiir 'H- und 77.00 ppm fiir “C-Spektren.

DMSO-d,; 2.49 ppm fiir 'H- und 39.50 ppm fiir °C-Spektren.

Die Aufnahme der IR-Spektren wurden auf einem Perkin Elmer FT-IR Spektrophoto-
meter (Modell Spectrum 1000) durchgefiihrt.

Massenspektrometrische Analysen wurden mit einem GC/MS-kombinierten GC/MS-
Q95050A GC-17A Gerédt der Marke SHIMADZU aufgenommen.

Die Aufnahme der hochauflésenden Massenspektren erfolgte auf einem Finnigan MAT
8230 (EI 70 eV) oder einem Finnigan MAT 900 S (ESI, 4 kV, 3 uA, ACN/MeOH).
Elementaranalysen fiihrte das Mikroanalytische Laboratorium der Universitdt Wien
durch.

Fiir die Diinnschichtchromatographie wurden DC-Aluminiumfolien der Firma Merck
(Kieselgel 60 F,,,, Nr. 1.05554.0001, 0.2 mm x 20 cm x 20 cm; RP-18 F,,, Nr.

1.05559.0001, 0.2 mm x 20 cm x 20 cm) benutzt.
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Priparative Diinnschichtchromatographien wurden auf Platten derselben Firma
durchgefiihrt (Kieselgel 60 F,.,, Nr. 1.05717.0001, 2 mm x 20 cm x 20 cm; RP-18 F,,, Nr.
1.05434.0001, 0.2 mm x 20 cm X 20 cm).

Bei der Sdulenchromatographie wurde Kieselgel 60 (70-230 mesh ASTM, Nr. 1.07734)
oder LiChroprep RP-18 Kieselgel (40-63 um) der Firma Merck eingesetzt.

Flir die Versuche der Racemattrennung wurden Chiralplate®-Fertigplatten von
Macherey-Nagel (2.5 mm x 10 cm x 20 cm) verwendet.

HPLC-Trennungen wurden auf einer Merck Hitachi D6000IF HPLC (UV: L-4000, Pumpe:
L-6220) mit einer Chromolith SemiPrep RP-18e Siule (100-10 mm) und einer 2 ml Loop

vorgenommen.

Die Chemikalien wurden von den Firmen Sigma Aldrich (www.sigma-aldrich.com),

Acros (www.acros.com) und VWR (www.vwr.com) bezogen.

Mikrowellenexperimente wurden in einem Synthos 3000 Mikrowellenofen von Anton

Paar mit SXQ80 Rotor umgesetzt.
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3.2  Synthesen

3.2.1 Darstellung von N-(3-(Piperidin-4-yl)phenyl)acetamid (13)

o

3.2.1.1 t-Butyl-4-(trifluormethylsulfonyloxy)-5,6-dihydropyridin-1(2H)-carbons&ure-

ester (17)

O«
ri::TQO b B
B —
~ -

Boc Boc

Eine L3sung von 4-N-Boc-Piperidinon (2.56 g, 12.85 mmol) in THF (20.0 ml) wird mit
LiHMDS (16.7 ml, 16.70 mmol, 1 M in THF) bei -78°C versetzt, nach 30 min eine Losung
von Tf,NPh (5.05 g, 14.14 mmol) in THF (15.0 ml) zugetropft, bei -78°C flir weitere 15
min gerlihrt und tiber Nacht auf Raumtemperatur erwdrmt. Das Reaktionsgemisch

wird direkt ohne weitere Reinigung im nichsten Schritt eingesetzt.
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3.2.1.2 t-Butyl-4-(3-aminophenyl)-5,6-dihydropyridin-1(2H)-carbonsiureester (18)
SETN e
N " Ho. N

Els NH, Boc

OH

Die Reaktionsldsung von Triflat 17 wird mit Wasser (20.0 ml) und THF (50.0 ml) ver-

Boc

diinnt, mit K,CO, (4.84 g, 35.02 mmol), 3-Aminophenylborsdure Hemisulfat (2.17 g,
11.67 mmol), PPh, (306 mg, 1.17 mmol) und PdCl, (103 mg, 0.58 mmol) versetzt, ent-
gast und unter Inertgasatmosphire {iber Nacht zum Riickfluss erhitzt. Die erkaltete
rotbraune Suspension wird in EtOAc aufgenommen, die Phasen getrennt, die wissrige
Phase zweimal mit EtOAc extrahiert und die vereinigten organischen Phasen iiber
Na,SO, getrocknet. Nach Sdulenchromatographie (Kieselgel, EtOAc/PE 1:2) erhilt man

Anilin 18.

Ausbeute: 2.36 g (73.7 %) gelbes Harz

Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur {iberein.'®
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3.2.1.3 t-Butyl-4-(3-acetamidophenyl)-5,6-dihydropyridin-1(2H)-carbonséiureester

(19)

NH

Boc” Boc

Eine Lsung von Amin 18 (9.04 g, 32.95 mmol) in CH,Cl, (63.2 ml) wird mit Pyridin (14.4
ml, 14.11 g, 178.40 mmol) versetzt, auf 0°C gekiihlt, Acetylchlorid (6.3 ml, 6.96 g, 88.66
mmol) zugegeben und nach 20 min auf Raumtemperatur erwirmt. Nach 1 h 30 min
wird die Reaktion durch Zugabe von gesittigter NH,Cl-Losung beendet. Das Gemisch
wird in EtOAc aufgenommen, jeweils zweimal mit gesattigter NH,Cl- und NaHCO,-
Losung gewaschen, die Phasen getrennt, die wissrigen Phasen mit EtOAc extrahiert,
die vereinigten organischen Phasen {iber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Das nach Siulenfiltration (Kieselgel, EtOAc/PE 1:1) des braunen
oligen Rohproduktes (15.35 g) erhaltene gelbe 6lige Gemisch 19 wird ohne zusétzliche

Reinigung im nichsten Schritt umgesetzt.
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3.2.1.4 t-Butyl-4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-carbonsiureester (20)

AN NHi O/@\NHj\
N N
Boc~ Boc~

Eine Losung des erhaltenen Ols 19 in MeOH (111.0 ml) wird mit Pd/C (10 Gew.-% Pd,
2.37 g, 2.23 mmol) versetzt und wihrend 60 h bei Normaldruck und Raumtemperatur
hydriert. Die Suspension wird iiber Celite filtriert, mit MeOH nachgewaschen und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Sdulenchromatographie (Kieselgel,

EtOAc/PE 3:1) erhilt man Acetamid 20.
Ausbeute: 8.97 g (85.5 %) farbloses Harz
Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur {iberein.'®

3.2.1.5 N-(3-(Piperidin-4-yl)phenyl)acetamid (13)

NHj\ NHj\
_—
/'\O/@\ [
Boc

Eine Losung des geschiitzten Boc-Amins 20 (5.49 g, 17.24 mmol) in CH,C, (381.0 ml)
wird mit TFA (25.6 ml, 38.12 g, 334.28 mmol) versetzt und fiir 16 h bei Raumtempera-
tur geriihrt. Die Losung wird mit Toluol (153.0 ml) versetzt und das Losungsmittel im
Vakuum vollstindig entfernt. Danach wird das Reaktionsprodukt ohne weitere Auf-

reinigung in der Herstellung von 27, 31, 35, 39, 48, 52 sowie 58 eingesetzt.
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3.2.2 Darstellung von racSNAP-7941 (1)

Methyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-

difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-

carbonsiureester
F
F
) j\
~ o /’L N/\/\N y
H N
iy o T

3.2.2.1 Methyl-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydro-

pyrimidin-5-carbonséureester (21)

o) F
F
\O 0 o
+ + —_— ~
o) HoN NH, o) | /I\Q
/O H O

” 0]
/O

Zu einer gut gerithrten Mischung von Methyl-4-methoxyacetoacetat (5.00 g, 34.21
mmol), 3,4-Difluorbenzaldehyd (5.14 g, 36.17 mmol) und Harnstoff (3.16 g, 52.61 mmol)
in THF (30.0 ml) werden bei Raumtemperatur Cu,0 (510 mg, 3.56 mmol) und CH,COOH
(210 pl) zugegeben, gefolgt von tropfenweiser Zugabe von Bortrifluoriddiethyletherat
(5.6 ml, 6.36 g, 44.78 mmol). Die Mischung wird geriihrt und fiir 8 h zum Riickfluss er-
hitzt. Das Reaktionsgemisch wird abgekiihlt, auf eine Mischung aus Eis (50 g) und
NaHCO, (10 g) gegossen und das entstandene Gemisch iiber Celite filtriert. Mit CH,CI,
(40 ml) wird nachgewaschen. Die organische Phase wird vom Filtrat getrennt und die

wissrige Phase wird nochmals mit CH,Cl, (3 x 30 ml) extrahiert. Die vereinigten orga-
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nischen Phasen werden tiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Das
Rohprodukt wird tiber Flash-Sdulenchromatographie (Kieselgel, 50 % EtOAc in Hexan,
dann EtOAc) gereinigt, man erhilt das Produkt als blassgelben amorphen Feststoff,

der durch Verreibung mit Hexan zu einem weillen Puder wird.

Ausbeute: 10.30 g (94.0 %) hellgelber amorpher Feststoff

Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur {iberein.'*
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3.2.2.2 Methyl-3-(3-brompropylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-

2-0x0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonséureester (22)

F F
F

NO,

i 2 T 3 QT

NO

Y - L =y +

”/go a” o . N/&

N 0]
(0] (0]
-~ F ~
0 (0]
~ J\ /\/\B
/\/\ (@] | N N r
HoN Br /g H
” (0]
_0

Zu einer Lésung von Pyrimidinon 21 (500 mg, 1.60 mmol) und Chlorameisensdure-4-
nitrophenylester (1.13 g, 5.61 mmol) in THF (20.0 ml) wird bei -78°C langsam LiHMDS
(4.5 ml, 750 mg, 4.48 mmol, 1 M in THF) zugetropft. Nach 10 min wird die Reaktion
durch Zugabe von H,0 (500 ul) beendet, auf 0°C erwirmt, mit K,CO, (885 mg, 6.40
mmol) und 3-Aminopropylbromid Hydrobromid (1.05 g, 4.80 mmol) versetzt und {iber
Nacht auf Raumtemperatur erwdrmt. Die leuchtend gelbe Suspension wird zweimal
mit NaHCO,-Losung gewaschen, die Phasen getrennt, die wéssrige Phase mit Et,0 ex-
trahiert und die vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO, getrocknet. Nach Sdu-

lenchromatographie (Kieselgel, EtOAc/PE 1:3) erhdlt man Bromid 22.

Ausbeute: 673 mg (88.3 %) hellgelbes Ol

Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur {iberein.'*
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3.2.2.3 Methyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-
difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-

carbonsdureester (1)

oo gm :

~o J\/\/\

Der Riickstand der Boc-Abspaltung von 13 (siehe 3.2.1.5, ausgehend von 3.10 g 20) wird
in ACN (344.4 ml) aufgenommen, mit Bromid 22 (4.40 g, 9.24 mmol) und K,CO, (13.44 g,
97.24 mmol) versetzt und unter Inertgasatmosphire fiir 37 h bei 35°C geriihrt. Die
gelbe Suspension wird filtriert, der Filterriickstand mit EtOAc gewaschen und das Fil-
trat im Vakuum vom Losungsmittel befreit. Der 6lige Riickstand wird in EtOAc aufge-
nommen, zweimal mit gesdttigter NaHCO,-Losung gewaschen, die wéssrigen Phasen
mit EtOAc extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO, getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Flash-Sdulenchromatographie (Kiesel-

gel, EtOAc/MeOH 4:1 + 0.5 % TEA) erhidlt man Acetamid racSNAP-7941 (1).
Ausbeute: 4.51 g (76.6 %) hellgelber amorpher Feststoff

Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur {iberein.'®
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3.2.3 Darstellung der SNAP-Derivate 27, 31, 35, 39

Die analytischen Daten der °C- und 'H-Magnetresonanzspektroskopie werden in den
folgenden Kapiteln 3.2.3-3.2.6 bei den Verbindungen 2-6, 26-39, 40, 41, 46, sowie 48-57

bezogen auf diese Nummerierung des SNAP-Molekiils angegeben.

30
H

2 N 3132
% T
27 O

28

3.2.3.1 5-(2-Methoxyacetyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion (23)

) o o
o}

2, e — L1

>|\OO CI)J\/\ >|\OO

2,2-Dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion (25.00 g, 173.45 mmol) und Methoxyacetylchlorid
(20.71 g, 190.84 mmol) werden in trockenem CH,Cl, (347.0 ml) geldst. Sobald alles ge-
16st ist, wird Pyridin (28.0 ml, 27.38 g, 346.19 mmol) bei 0°C tropfenweise zugegeben.
Die Reaktionstemperatur wird fiir 1 h auf 0°C gehalten und danach eine weitere Stun-
de bei Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird mit 1 N HCI (350 ml) und
H,0 (175 ml) gewaschen und tiber MgSO, getrocknet.

Nach dem Trocknen erhilt man 23.11 g des entstandenen Produktes 23 als braunes
Harz. Dieses wird ohne weitere Reinigung zu den Estern 24, 28, 32, 36, 44, 49 und 55

umgesetzt.
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3.2.3.2 Darstellung von PMB-SNAP (27)

p-Methoxybenzyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-

tetrahydropyrimidin-5-carbonséureester

F
F

0 0
/@/\o | /'LJ\”/\/\N ’
o N" o "~
o H o)

3.2.3.2.1  p-Methoxybenzyl-4-methoxy-3-oxobutansiureester (24)
0o 0 o)
O%O\ . /©/\ OH /©/\ o
7|\o o ™o o o
/O

724 mg (3.35 mmol) des Reaktionsproduktes 23 und p-Methoxybenzylalkohol (925 mg,
6.69 mmol) werden mit Toluol (10.0 ml) versetzt und die Mischung fiir 24 h auf 80°C
erhitzt. Das Losungsmittel und der iiberschiissige Alkohol werden abdestilliert und

der Riickstand mittels Sdulenchromatographie gereinigt (Kieselgel, PE/EtOAc 3:1).
Ausbeute: 372 mg (44.0 %) braunes Ol

Das vorgereinigte Produkt wird direkt im ndchsten Reaktionsschritt eingesetzt.
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3.2.3.2.2  p-Methoxybenzyl-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-

tetrahydropyrimidin-5-carbonséureester (25)

F
F F
F
0
0
@AJ% E L — o
~
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Zu einer gut geriihrten Mischung von p-Methoxybenzyl-4-methoxyacetoacetat 24 (330
mg, 1.31 mmol), 3,4-Difluorbenzaldehyd (192 mg, 1.35 mmol) und Harnstoff (118 mg,
1.96 mmol) in THF (1.2 ml) werden bei Raumtemperatur Cu,0 (19 mg, 0.13 mmol) und
CH,COOH (7.6 ul) zugegeben, gefolgt von tropfenweiser Zugabe von Bortrifluorid-
diethyletherat (0.2 ml, 0.24 g, 1.69 mmol). Die Mischung wird geriihrt und fiir 8 h zum
Riickfluss erhitzt. Das Reaktionsgemisch wird abgekiihlt und auf eine Mischung aus Eis
(2 g) und NaHCO, (400 mg) gegossen, das entstandene Gemisch wird iiber Celite fil-
triert. Mit CH,Cl, (5 ml) wird nachgewaschen. Die organische Phase wird vom Filtrat
getrennt und die wissrige Phase wird nochmals mit CH,Cl, (3 x 3 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden iiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmit-
tel entfernt. Das Rohprodukt wird {iber Siulenchromatographie (Kieselgel,

EtOAc/MeOH 4:1) gereinigt, man erhilt Pyrimidinon 25.
Ausbeute: 315 mg (57.5 %) gelbes Ol

Das vorgereinigte Produkt wird direkt im ndchsten Reaktionsschritt eingesetzt.

137



138 | EXPERIMENTELLER TEIL

3.2.3.23  p-Methoxybenzyl-3-(3-brompropylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-

(methoxymethyl)-2-0x0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester

(26)
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Zu einer Losung von Pyrimidinon 25 (252 mg, 0.60 mmol) und Chlorameisensédure-4-
nitrophenylester (425 mg, 2.11 mmol) in THF (7.5 ml) wird bei -78°C langsam LiHMDS
(1.7 ml, 284 mg, 1.70 mmol, 1 M in THF) zugetropft. Nach 10 min wird die Reaktion
durch Zugabe von H,0 (190 ul) beendet, auf 0°C erwidrmt, mit K,CO, (333 mg, 2.41
mmol) und 3-Aminopropylbromid Hydrobromid (396 mg, 1.69 mmol) versetzt und
iiber Nacht auf Raumtemperatur erwirmt. Die leuchtend gelbe Suspension wird
zweimal mit NaHCO,-Losung gewaschen, die Phasen getrennt, die wissrige Phase mit
Et,0 extrahiert und die vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO, getrocknet. Nach
Reinigung des Rohproduktes (892 mg braunes Ol) mittels Sdulenchromatographie

(Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 9:1) erhdlt man Bromid 26.

Ausbeute: 70 mg (19.9 %) gelbes Ol
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL,): & (ppm) 1.20-1.25 (m, 2H, 20-CH,), 1.99-2.08 (m, 2H, 19-CH,),
3.39-3.41 (m, 2H, 18-CH,), 3.43 (s, 3H, 7-OCH,), 3.91 (s, 3H, PMB-OCH,), 4.63 (s, 2H, 6-
OCH,), 5.46 (s, 2H, PMB-OCH,), 6.59 (s, 1H, 3-CH), 6.79-6.85 (m, 3H, 11-CH, 14-CH, 15-
CH), 6.99-7.14 (m, 4H, PMB-2"-CH, 3’-CH, 5’-CH, 6’-CH), 7.72 (s, 1H, 1-NH), 8.86 (t, 1H, J

= 4.4 Hz, 17-NH)

BC-NMR (50 MHz, CDCL,): & (ppm) 30.4 (20-CH,), 32.1 (19-CH,), 39.1 (18-CH,), 53.2 (3-
CH), 55.2 (PMB-OCH,), 59.2 (7-OCH,), 66.7 (PMB-OCH,), 68.0 (6-OCH,), 106.9 (4-C), 113.9
(PMB-3"-CH, 5’-CH), 116.0/116.4 (11-CH), 117.1/117.4 (14-CH), 123.1 (15-CH), 130.3

(PMB-2"-CH, 6’-CH), 145.7 (2-C0), 153.3 (16-C0O), 167.6/167.7 (8-COO)

Die quartdren Kohlenstoffe an Position 5 und 10 sind aufgrund der Auflésung des

Messgerdtes nicht sichtbar.

MS: m/z (%) 325 (57), 294 (81), 279 (31), 265 (29), 222 (20), 137 (28), 121 (100), 45 (37)

HRMS: m/z berechnet fiir C,.H,.F,N,0,Br [M - H]: 580.0903. Gefunden: 580.0895.
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3.2.3.24  p-Methoxybenzyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo0-1,2,3,4-

tetrahydropyrimidin-5-carbonséureester (27)
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109 mg des Riickstandes von 13 (siche Reaktion 3.2.1.5) werden in ACN (12.6 ml) auf-
genommen, mit Bromid 26 (190 mg, 0.33 mmol) und K,CO, (480 mg, 3.40 mmol) ver-
setzt und unter Inertgasatmosphire fiir 37 h bei 35°C geriihrt. Die gelbe Suspension
wird filtriert, der Filterriickstand mit EtOAc gewaschen und das Filtrat im Vakuum
vom Losungsmittel befreit. Der 6lige Riickstand wird in EtOAc aufgenommen, zweimal
mit gesittigter NaHCO,-Losung gewaschen, die wissrigen Phasen mit EtOAc extra-
hiert, die vereinigten organischen Phasen tiber Na,SO, getrocknet und das Losungs-
mittel im Vakuum entfernt. Nach Siulenchromatographie (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH

10:1) erhilt man 27.

Ausbeute: 75 g (30.3 %) gelbes Ol
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL): § (ppm) 1.67-1.79 (m, 6H, 19-CH,, 22,22’-(CH,),), 2.00-2.13
und 3.08-3.13 (m, 7H, 21,21’-(CH,),, 32-CH,), 2.48-2.51 (m, 3H, 20-CH,, 23-CH), 3.29-3.41
(m, 5H, 7-OCH., 18-CH,), 3.78 (s, 3H, PMB-OCH.), 4.65 (d, 2H, ] = 2.6 Hz, 6-OCH,), 6.62 (d,
1H, J = 6.2 Hz, 3-CH), 6.81-7.22 (m, 10H, 11-CH, 14-CH, 15-CH, 27-CH, 28-CH, 29-CH, 2’-
CH, 3’-CH, 4’-CH, 5’-CH), 7.39 (25-CH), 7.97 (br s, 1H, 30-NH), 8.15 (s, 1H, 1-NH), 8.96-

8.98 (m, 1H, 17-NH)

BC-NMR (50 MHz, CDCL,): § (ppm) 24.3 (32-CH,), 25.8 (19-CH,), 32.2 (22,22°~(CH,),), 39.2
(18-CH,), 42.0 (23-CH), 53.2 (3-CH), 53.9 (21,21"-(CH,),), 55.2 (PMB-OCH,), 56.1 (20-CH,),
59.0 (7-OCH,), 66.3 (PMB-OCH,), 68.0 (6-OCH,), 101.9 (4-C), 113.9 (3’-CH, 5’-CH),
116.0/116.3 (11-CH), 117.0/117.4 (14-CH), 117.8 (27-CH), 118.0 (25-CH), 122.7 (29-CH),
123.0 (15-CH), 127.4 (1’-C), 128.8 (28-CH), 130.0 (2’-CH, 6’-CH), 137.8 (10-C), 138.4 (26-

C), 145.9 (5-C), 146.5 (24-C), 152.3 (2-C0), 153.2 (16-CO), 164.1 (8-CO0), 168.8 (31-CON)

Der quartdre Kohlenstoff an Position 4" ist aufgrund der Auflésung des Messgerites

nicht sichtbar.

MS: m/z (%) 301 (8), 231 (82), 213 (17), 167 (8), 153 (10), 121 (100), 95 (12), 70 (16), 57

(20)

HRMS: m/z berechnet fiir C,;H,,F,N,0,: 720.3209. Gefunden: 720.3216.
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3.2.3.3 Darstellung von TMSE-SNAP (31)

2-(Trimethylsilyl)ethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl) propyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo0-1,2,3,4-tetra-

hydropyrimidin-5-carbonséureester
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3.2.3.3.1  2~(Trimethylsilyl)ethyl-4-methoxy-3-oxobutansiureester (28)

0 \\S. 0
|
>?\ > g OH ;"o
e YNe) / 0

0

Das Reaktionsprodukt 23 (3.60 g, 16.65 mmol) und 2-(Trimethylsilyl)ethanol (4.8 ml,
3.94 g, 33.32 mmol) werden mit Toluol (50.0 ml) versetzt und die Mischung fiir 24 h auf
80°C erhitzt. Das Losungsmittel und der iiberschiissige Alkohol werden abdestilliert
und der Riickstand (4.80 g braunes Ol) mittels Sdulenchromatographie gereinigt (Kie-

selgel, PE/EtOAc 9:1).

Ausbeute: 2.35 g (61.0 %) gelbbraunes Ol
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL): & (ppm) -0.01 (s, 9H, Si(CH,),), 0.91-1.00 (m, 2H, SiCH,), 3.36

(s, 3H, OCH,), 3.43 (s, 2H, 2-CH,), 4.03 (s, 2H, 4-OCH,), 4.12-4.21 (m, 2H, OCH,)

BC-NMR (50 MHz, CDCL,): § (ppm) -1.7 (Si(CH,),), 17.1 (SiCH,), 45.8 (2-CH,), 59.2 (OCH,),

63.6 (OCH,), 77.2 (4-OCH,), 167.0 (1-C00), 201.5 (3-CO)

MS: m/z (%) 232 (1), 147 (8), 117 (8), 75 (64), 74 (12), 73 (100), 72 (9), 59 (9), 45 (12)

HRMS: m/z berechnet fiir C,H,,0,Si [M - C,H,]: 204.0818. Gefunden: 204.0813.
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3.2.3.3.2  2-(Trimethylsilyl)ethyl-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-

1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonséureester (29)
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Zu einer gut gerithrten Mischung von 2-(Trimethylsilyl)ethyl-4-methoxyacetoacetat
28 (2.35 g, 10.11 mmol), 3,4-Difluorbenzaldehyd (1.48 g, 10.41 mmol) und Harnstoff
(910 mg, 15.17 mmol) in THF (8.7 ml) werden bei Raumtemperatur Cu,0 (146 mg, 1.02
mmol) und CH,COOH (59 ul) zugegeben, gefolgt von tropfenweiser Zugabe von Bor-
trifluoriddiethyletherat (1.6 ml, 1.82 g, 12.80 mmol). Die Mischung wird geriihrt und
fir 8 h zum Riickfluss erhitzt, das Ende der Reaktion kontrolliert man mittels DC
(EtOAc/Hexan 1:1). Das Reaktionsgemisch wird abgekiihlt und auf eine Mischung aus
Eis (15 g) und NaHCO, (3 g) gegossen, das entstandene Gemisch wird iiber Celite fil-
triert. Mit CH,Cl, (12 ml) wird nachgewaschen. Die organische Phase wird vom Filtrat
getrennt und die wissrige Phase wird nochmals mit CH,Cl, (3 x 10 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden iiber Na,SO, getrocknet und das Los-
ungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt (3.44 g braunes Ol) wird {iber Siu-

lenchromatographie (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 9:1) gereinigt.

Ausbeute: 2.05 g (51.0 %) gelbes Ol
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL,): & (ppm) -0.01 (s, 9H, 9¢c-Si(CH,),), 0.84-0.93 (m, 2H, 9b-SiCH,),
3.42 (s, 3H, 7-OCH,), 4.05-4.14 (m, 2H, 9a-OCH,), 4.62 (s, 2H, 6-OCH,), 5.31 (s, 2H, 2a-NH),

6.96 (s, 1H, 3-CH), 7.01-7.15 (m, 3H, 11-CH, 14-CH, 15-CH), 7.65 (s, 1H, 1-NH)
BC-NMR (50 MHz, CDCL,): & (ppm) -1.7 (9¢-Si(CH,),), 17.4 (9b-SiCH,), 54.3 (3-CH), 59.0 (7-
OCH.,), 62.3 (9a-OCH,), 68.5 (6-OCH,), 98.8 (4-C), 115.4/115.8 (11-CH), 117.1/117.6 (14-

CH), 122.4/122.5 (15-CH), 140.5 (10-C), 147.1 (5-C), 152.5 (2-C0), 165.0 (8-COO0)

MS: m/z (%) 398 (1), 370 (11), 355 (27), 323 (13), 293 (11), 281 (11), 257 (10), 253 (9), 225

(10), 185 (10), 167 (13), 84 (12), 75 (13), 73 (100), 45 (26)

HRMS: m/z berechnet fiir C,;H,,F,N,0,SiNa [M + Na]": 421.1371. Gefunden: 421.1365.



146 | EXPERIMENTELLER TEIL

3.23.3.3  2-(Trimethylsilyl)ethyl-3-(3-brompropylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-
6-(methoxymethyl)-2-0x0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester
(30)
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Zu einer Losung von Pyrimidinon 29 (590 mg, 1.48 mmol) und Chlorameisensiure-4-
nitrophenylester (1.05 g, 5.18 mmol) in THF (18.5 ml) wird bei -78°C langsam LiHMDS
(4.2 ml, 694 mg, 4.15 mmol, 1 M in THF) zugetropft. Nach 10 min wird die Reaktion
durch Zugabe von H,0 (460 ul) beendet, auf 0°C erwidrmt, mit K,CO, (819 mg, 5.93
mmol) und 3-Aminopropylbromid Hydrobromid (973 mg, 4.44 mmol) versetzt und
iber Nacht auf Raumtemperatur erwdrmt. Die leuchtend gelbe Suspension wird
zweimal mit NaHCO,-Losung gewaschen, die Phasen getrennt, die wissrige Phase mit
Et,0 extrahiert und die vereinigten organischen Phasen tiber Na,SO, getrocknet. Nach
Reinigung mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel, EtOAc/PE 1:1 und CH,Cl,/MeOH

9.5:0.5) erhilt man Bromid 30.

Ausbeute: 490 mg (59.0 %) gelbes viskoses Ol
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL,): & (ppm) 0.14 (s, 9H, 9¢-Si(CH,),), 1.05-1.15 (m, 2H, 9b-SiCH,),
1.34-1.41 (m, 2H, 20-CH,), 2.18-2.28 (m, 19-CH,), 3.49-3.56 (m, 18-CH,), 3.59 (s, 3H, 7-
OCH,), 4.18-4.35 (m, 2H, 9a-OCH,), 4.81 (s, 2H, 6-OCH,), 6.78 (s, 1H, 3-CH), 7.12-7.39 (m,

3H, 11-CH, 14-CH, 15-CH), 7.87 (s, 1H, 1-NH), 9.02 (t, 1H, J = 5.6 Hz, 17-NH)

BC-NMR (50 MHz, CDCL,): 8 (ppm) -1.7 (9¢c-Si(CH,),), 17.5 (9b-SiCH,), 30.4 (20-CH,), 32.2
(19-CH,), 39.1 (18-CH,), 53.0 (3-CH), 59.1 (7-OCH,), 63.1 (9a-OCH,), 68.1 (6-OCH,), 101.9
(4-C), 116.0/116.4 (11-CH), 117.1/117.4 (14-CH), 123.0/123.1 (15-CH), 137.4/137.5 (10-C),

147.4/147.6 (5-C), 152.5 (2-C0), 153.3 (16-C0O), 164.3 (8-CO0)

MS: m/z (%) 536 (100), 508 (4), 436 (15), 421 (9), 378 (71), 350 (40), 328 (3), 306 (5), 278

(17), 234 (14)

HRMS: m/z berechnet fiir C,,H,,0,F,N,BrSiNa [M + Na]": 584.1004. Gefunden: 584.1008.
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3.23.3.4  2-(Trimethylsilyl)ethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo0-1,2,3,4-tetra-

hydropyrimidin-5-carbons4ureester (31)
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251 mg (1.15 mmol) des Riickstandes von 13 (siehe Reaktion 3.2.1.5) werden in ACN
(28.0 ml) aufgenommen, mit Bromid 30 (420 mg, 0.75 mmol) und K,CO, (1.09 g, 7.89
mmol) versetzt und unter Inertgasatmosphire fiir 37 h bei 35°C geriihrt. Die gelbe
Suspension wird filtriert, der Filterriickstand mit EtOAc gewaschen und das Filtrat im
Vakuum vom L3sungsmittel befreit. Der 6lige Riickstand wird in EtOAc aufgenommen,
zweimal mit gesittigter NaHCO,-Losung gewaschen, die wissrigen Phasen mit EtOAc
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO, getrocknet und das Lo-
sungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Sdulenchromatographie (Kieselgel,

CH,Cl,/MeOH 9:1 + 0.5 % TEA) erhilt man 31.

Ausbeute: 240 mg (45.8 %) gelbes Ol
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL,): & (ppm) -0.02 (s, 9H, 9¢c-Si(CH,),), 0.93-1.02 (m, 2H, 9b-SiCH,),
1.76 (m, 6H, 19-CH,, 22,22"-(CH,),), 1.96-2.08 und 2.98-3.03 (m, 4H, 21,21"-(CH,),), 2.15 (s,
3H, 32-CH,), 2.43 (t, 3H, J = 6.8 Hz, 20-CH,, 23-CH), 3.31-3.41 (m, 2H, 18-CH,), 3.44 (s, 3H,
7-0OCH,), 4.15-4.24 (m, 2H, 9a-OCH,), 4.68 (s, 2H, 6-OCH,), 6.69 (s, 1H, 3-CH), 6.93 (d, 1H, J
= 7.6 Hz, 29-CH), 7.03-7.35 (m, 5H, 11-CH, 14-CH, 15-CH, 27-CH, 28-CH), 7.49 (s, 1H, 25-

CH), 8.05 (s, 1H, 30-NH), 8.25 (s, 1H, 1-NH), 9.02 (t, 1H, J = 5.1 Hz, 17-NH)

BC-NMR (50 MHz, CDCl,): § (ppm) -1.8 (9¢c-Si(CH,),), 17.3 (9b-SiCH,), 24.2 (32-CH,), 26.2
(19-CH,), 32.7 (22,22°-(CH,),), 39.4 (18-CH,), 42.4 (23-CH), 52.9 (3-CH), 54.1 (21,21"-
(CH,),), 56.5 (20-CH,), 58.9 (7-OCH,), 63.0 (9a-OCH,), 67.9 (6-OCH,), 102.0 (4-C),
115.9/116.2 (11-CH), 116.9/117.3 (14-CH), 117.6 (27-CH), 118.2 (25-CH), 122.5 (29-CH),
122.8/122.9 (15-CH), 128.6 (28-CH), 137.6 (10-C), 138.2 (26-C), 145.8 (5-C), 147.0 (24-C),

152.3 (2-C0), 153.1 (16-C0O), 164.3 (8-C00), 168.7 (31-CON)

MS: m/z (%) 700 (26), 600 (2), 345 (8), 259 (4), 231 (4)

HRMS: m/z berechnet fiir C,.H,,F,N.0,Si [M + H]": 700.3342. Gefunden: 700.3343.
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3.2.3.4 Darstellung von t-Butyl-SNAP (35)

t-Butyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-
difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-

carbonsiureester
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3.2.3.4.1  t-Butyl-4-methoxy-3-oxobutansiureester (32)
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6.40 g (29.60 mmol) des Reaktionsproduktes 23 und t-Butylalkohol (9.00 g, 121.42

mmol) werden mit Toluol (90.0 ml) versetzt und die Mischung fiir 24 h auf 80°C er-
hitzt. Das Losungsmittel und der tiberschiissige Alkohol werden abdestilliert und der
Riickstand (4.74 g braunes Ol) mittels Reversed-Phase-Siulenchromatographie (RP-

Kieselgel, ACN/H,0 9:1) und Kugelrohrdestillation (b.p. ca. 260°C) gereinigt.

Ausbeute: 3.44 g (62.0 %) braunes Ol
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL,): § (ppm) 1.40 (s, 9H, t-But-(CH,),), 3.34 (s, 2H, 2-CH,), 3.36 (s,

3H, 5-0CH.,), 4.02 (s, 2H, 4-CH,)

BC-NMR (50 MHz, CDCl,): & (ppm) 27.8 (t-But-(CH,),), 47.0 (2-CH,), 59.1 (OCH,), 77.1 (4-

OCH,), 81.9 (t-But-C), 166.0 (1-C00), 201.8 (3-CO)

MS: m/z (%) 132 (5), 115 (6), 87 (4), 69 (5), 59 (33), 58 (8), 57 (100), 56 (13), 45 (51), 43

(16), 42 (11), 41 (26)

HRMS: m/z berechnet fiir C.H,0,[M - C,H,]: 132.0423. Gefunden: 132.0424.
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3.2.3.4.2  t-Butyl-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydro-

pyrimidin-5-carbonsiureester (33)
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Zu einer gut gerithrten Mischung von t-Butyl-4-methoxyacetoacetat (3.00 g, 15.94
mmol), 3,4-Difluorbenzaldehyd (1.8 ml, 2.33 g, 16.40 mmol) und Harnstoff (1.44 g, 23.98
mmol) in THF (14.0 ml) werden bei Raumtemperatur Cu,0 (230 mg, 1.61 mmol) und
CH,COOH (93 ul) zugegeben, gefolgt von tropfenweiser Zugabe von Bortrifluorid-
diethyletherat (2.5 ml, 2.88 g, 20.29 mmol). Die Mischung wird geriihrt und fiir 8 h
zum Riickfluss erhitzt. Das Reaktionsgemisch wird abgekiihlt und auf eine Mischung
aus Eis (25 g) und NaHCO, (5 g) gegossen, das entstandene Gemisch wird {iber Celite
filtriert. Mit CH,Cl, (20 ml) wird nachgewaschen. Die organische Phase wird vom Filt-
rat getrennt und die wissrige Phase wird nochmals mit CH,CL, (3 x 15 ml) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na,SO, getrocknet und das Lo-
sungsmittel entfernt. Man erhilt 4.92 g braunes Ol als Rohprodukt, das {iber Sdulen-

chromatographie (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 9:1) gereinigt wird.

Ausbeute: 1.74 g (30.8 %) gelbes Ol
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL,): § (ppm) 1.32 (s, 9H, t-But-(CH,),), 3.41 (s, 3H, 7-OCH,), 4.60 (s,

2H, 6-OCH,), 5.24 (s, 1H, 3-CH), 7.00-7.08 (m, 3H, 11-CH, 14-CH, 15-CH), 7.60 (s, 1H, NH)
BC-NMR (50 MHz, CDCL,): 8 (ppm) 28.0 (t-But-(CH,),), 54.7 (3-CH), 58.9 (7-OCH,), 68.5 (6~
OCH,), 81.1 (t-But-C), 99.9 (4-C), 115.4/115.7 (11-CH), 117.1/117.4 (14-CH), 122.37/

122.45/122.5/122.6 (15-CH), 140.7 (10-C), 146.3 (5-C), 152.5 (2-C), 164.03 (8-CO0)

MS: m/z (%) 354 (1), 298 (11), 265 (6), 221 (6), 185 (39), 121 (11), 71 (23), 70 (12), 69 (22),

57 (100), 55 (20), 43 (19), 41 (17)

HRMS: m/z berechnet fiir C,H,,F,N,0,Na [M + Na]": 377.1289. Gefunden: 377.1284.
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3.2.3.43  t-Butyl-3-(3-brompropylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxy-

methyl)-2-ox0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsiureester (34)
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Zu einer Losung von Pyrimidinon 33 (1.65 g, 4.66 mmol) und Chlorameisensdure-4-
nitrophenylester (3.29 g, 16.32 mmol) in THF (60.0 ml) wird bei -78°C langsam LiHMDS
(13.0 ml, 2.18 g, 13.03 mmol, 1 M in THF) zugetropft. Nach 10 min wird die Reaktion
durch Zugabe von H,0 (1.5 ml) beendet, auf 0°C erwarmt, mit K,CO, (2.57 g, 18.60
mmol) und 3-Aminopropylbromid Hydrobromid (3.06 g, 13.98 mmol) versetzt und
tiber Nacht auf Raumtemperatur erwirmt. Die leuchtend gelbe Suspension wird
zweimal mit NaHCO,-Losung gewaschen, die Phasen getrennt, die wissrige Phase mit
Et,0 extrahiert und die vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO, getrocknet.

Nach Reinigung des Rohproduktes (5.23 g braunes Ol) mittels Sdulenchromatographie

(Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 9.5:0.5) erhdlt man Bromid 34.

Ausbeute: 1.41 g (58.2 %) gelbes Ol
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL): § (ppm) 1.23 (t, 2H, J = 7.1 Hz, 20-CH,), 1.39 (s, 9H, t-But-
(CH,),), 2.04-2.21 (m, 2H, 19-CH,), 3.35-3.42 (m, 2H, 18-CH,), 3.45 (s, 3H, 7-OCH.,), 4.65 (s,
2H, 6-0CH,), 6.54 (s, 1H, 3-CH), 7.02-7.23 (m, 3H, 11-CH, 14-CH, 15-CH), 7.73 (s, 1H, 1-

NH), 8.91 (t, 1H, J = 5.6 Hz, 17-NH)

BC-NMR (50 MHz, CDCL,): § (ppm) 28.1 (t-But-(CH,),), 30.5 (20-CH,Br), 32.1 (19-CH,),
39.1 (18-CH,), 53.6 (3-CH), 59.0 (7-OCH,), 68.1 (6-OCH,), 81.7 (t-But-C), 103.1 (4-C),
116.1/116.4 (11-CH), 117.0/117.3 (14-CH), 123.1 (15-CH), 137.8 (10-C), 147.5 (5-C), 152.5

(2-€0), 153.4 (16-C0), 163.3 (8-CO0)

MS: m/z (%) 518 (1), 353 (4), 322 (44), 297 (73), 279 (34), 266 (100), 265 (37), 221 (16), 185

(14), 167 (10), 57 (33), 41 (30)

HRMS: m/z berechnet fiir C,,H,,F,N,0.BrNa [M + Na]": 540.0922. Gefunden: 540.0904.
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3.2.3.4.4  t-Butyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-
difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-

carbonsiureester (35)
0
)]\ B\o J\ /\/\ Br

g

140 mg (0.64 mmol) des Riickstandes von 13 (sieche Reaktion 3.2.1.5) werden in ACN
(16.0 ml) aufgenommen, mit Bromid 34 (215 mg, 0.41 mmol) und K,CO, (605 mg, 4.38
mmol) versetzt und unter Inertgasatmosphire fiir 37 h bei 35°C geriihrt. Die gelbe
Suspension wird filtriert, der Filterriickstand mit EtOAc gewaschen und das Filtrat im
Vakuum vom L3sungsmittel befreit. Der 6lige Riickstand wird in EtOAc aufgenommen,
zweimal mit gesattigter NaHCO,-Losung gewaschen, die wissrigen Phasen mit EtOAc
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO, getrocknet und das Lo-
sungsmittel im Vakuum entfernt. Nach der Reinigung (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 10:1)

und Trocknen des Rohproduktes an der Vakuumpumpe erhilt man 35.

Ausbeute: 133 mg (49.4 %) gelbbraunes Ol
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL,): § (ppm) 1.41 (t-But-(CH,),), 1.74-1.78 (m, 6H, 19-CH,, 22,22"-
(CH,),), 1.94-2.07 und 2.98-3.03 (m, 4H, 21,21’-(CH,),), 2.15 (s, 3H, 32-CH,), 2.37-2.44 (m,
3H, 20-CH,, 23-CH), 3.32-3.39 (m, 2H, 18-CH,), 3.44 (s, 3H, 7-CH,), 4.66 (s, 2H, 6-CH,), 6.58
(s, 1H, 3-CH), 6.94 (d, 1H, J = 7.3 Hz, 29-CH), 7.03-7.34 (m, 6H, 11-CH, 14-CH, 15-CH, 25-

CH, 27-CH, 28-CH), 7.45 (s, 1H, 30-NH), 7.82 (s, 1H, 1-NH), 9.00 (t, 1H, J = 5.2 Hz, 17-NH)

BC-NMR (50 MHz, CDCL,): & (ppm) 24.4 (32-CH,), 26.4 (19-CH,), 28.1 (t-But-(CH,),), 32.9
(22,22-(CH,),), 39.5 (18-CH,), 42.5 (23-CH), 53.5 (3-CH), 54.3 (21,21"-(CH,),), 56.5 (20-
CH,), 59.0 (7-OCH,), 68.0 (6-OCH,), 103.3 (4-C), 116.0/116.4 (11-CH), 116.9/117.3 (14-CH),
117.6 (27-CH), 118.3 (25-CH), 122.7 (29-CH), 123.0/123.09/123.14/123.2 (15-CH), 128.8
(28-CH), 138.0 (10-C), 138.1 (26-C), 144.8 (5-C), 147.2 (24-C), 152.3 (2-C0O), 153.3 (16-CO),

163.5 (8-C00), 168.5 (31-CON)

MS: m/z (%) 679 (100, [M + Na]’), 657 (20, [M + H]'), 621 (10), 601 (17), 324 (23), 302 (49)

HRMS: m/z berechnet fiir C,,H,,F,N.O, [M + H]": 656.3260. Gefunden: 656.3277.

IR: (v) (cm™) 3304, 2925, 1709, 1608, 1516, 1392, 1366, 1278, 1230, 1164, 1119, 1080, 772,

732,701
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3.2.3.5 Darstellung von Allyl-SNAP (39)

Allyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-
difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-

carbonsiureester
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3.2.3.5.1  Allyl-4-methoxy-3-oxobutansiureester (36)
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6.40 g (29.60 mmol) des Reaktionsproduktes 23 und Allylalkohol (5.13 g, 88.33 mmol)
werden mit Toluol (90-100 ml) versetzt und die Mischung fiir 24 h auf 80°C erhitzt. Das
Losungsmittel und der tiberschiissige Alkohol werden abdestilliert und der Riickstand

(4.98 g braunes 0l) mittels Sdulenchromatographie gereinigt (Kieselgel, EtOAc/PE 1:1).

Ausbeute: 3.81 g (74.8 %) gelbes Ol
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Spektroskopische Daten:
'H-NMR (200 MHz, CDCL,): § (ppm) 3.39 (s, 3H, OCH,), 3.51 (s, 2H, 2-CH,), 4.05 (s, 2H, 4-
OCH,), 4.61 (d, J = 5.7 Hz, 2H, Allyl-OCH,), 5.20-5.35 (m, 2H, Allyl-CH,), 5.79-5.98 (m, 1H,

Allyl-CH)

BC-NMR (50 MHz, CDCL): & (ppm) 45.6 (2-CH,), 59.3 (OCH,), 65.9 (Allyl-OCH,), 77.3 (4-

OCH,), 118.7 (Allyl-CH,), 131.4 (Allyl-CH), 166.6 (1-COO0), 201.4 (3-CO)

MS: m/z (%) 173 (1), 172 (1), 115 (47), 84 (6), 69 (14), 55 (11), 45 (100), 43 (8), 42 (7), 41

(24)

HRMS: m/z berechnet fiir C;H,,0,: 172.0736. Gefunden: 172.0735.
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3.2.3.5.2  Allyl-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-0x0-1,2,3,4-tetrahydro-

pyrimidin-5-carbonsiureester (37)
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Zu einer gut gerithrten Mischung von Allyl-4-methoxyacetoacetat 36 (3.70 g, 21.50
mmol), 3,4-Difluorbenzaldehyd (3.15 g, 22.17 mmol) und Harnstoff (1.94 g, 32.30 mmol)
in THF (18.4 ml) werden bei Raumtemperatur Cu,0 (310 mg, 2.17 mmol) und CH,COOH
(130 pl) zugegeben, gefolgt von tropfenweiser Zugabe von Bortrifluoriddiethyletherat
(3.4 ml, 3.89 g, 24.43 mmol). Die Mischung wird geriihrt und fiir 8 h zum Riickfluss er-
hitzt. Das Reaktionsgemisch wird abgekiihlt und auf eine Mischung aus Eis (30 g) und
NaHCO, (6 g) gegossen, das entstandene Gemisch wird tiber Celite filtriert. Mit CH,CI,
(25 ml) wird nachgewaschen. Die organische Phase wird vom Filtrat getrennt und die
wissrige Phase nochmals mit CH,Cl, (3 x 20 ml) extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen werden iiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum ent-
fernt.

Das Rohprodukt (7.60 g griines Ol) wird mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel,

CH,Cl,/MeOH 9:1) gereinigt.

Ausbeute: 6.65 g (91.5 %) gelbes Ol
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (500 MHz, CDCl,): § (ppm) 3.44 (s, 3H, 7-OCH,), 4.48-4.56 (m, 2H, Allyl-OCH,),
4.64 (d, 2H, J = 16.5 Hz, 6-OCH,), 5.17 (m, 2H, Allyl-CH,), 5.34 (d, 2H, J = 3.0 Hz, 3-CH),
5.79 (m, 1H, Allyl-CH), 6.77 (s, 1H, 2a-NH), 7.02 (m, 1H, 15-CH), 7.06 (m, 1H, 14-CH), 7.11

(m, 1H, 11-CH), 7.66 (s, 1H, 1-NH)

BC-NMR (126 MHz, CDCL,): § (ppm) 54.5 (53-CH), 59.1 (7-OCH.,), 68.5 (6-OCH,), 98.2 (4-C),
115.7 (d, J = 17.6 Hz, 11-CH), 117.4 (d, ] = 17.4 Hz, 14-CH), 118.4 (Allyl-CH,), 122.5 (15-
CH), 131.8 (Allyl-CH), 140.4 (t, ] = 4.1 Hz, 10-C), 147.8 (5-C), 149.9 (12-CF), 150.3 (13-CF),
152.2 (2-C0), 164.3 (8-CO0)

“F-NMR (471 MHz, CDCL,): & (ppm) -136.7 (m, 12-CF), -138.5 (m, 13-CF)

MS: m/z (%) 338 (11), 297 (47), 265 (53), 261 (34), 253 (32), 225 (100), 194 (28), 184 (51),

169 (35), 167 (33), 151 (32), 140 (27), 45 (33), 41 (98)

HRMS: m/z berechnet fiir C, H,F,N,0,: 339.1156. Gefunden: 339.1150.
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3.2.3.53  Allyl-3-(3-brompropylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxy-

methyl)-2-ox0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester (38)
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Zu einer Losung von Pyrimidinon 37 (6.54 g, 19.33 mmol) und Chlorameisensdure-4-
nitrophenylester (13.65 g, 67.72 mmol) in THF (242.0 ml) wird bei -78°C langsam
LiHMDS (54.1 ml, 9.05 g, 54.06 mmol, 1 M in THF) zugetropft. Nach 10 min wird die
Reaktion durch Zugabe von H,0 (6.1 ml) beendet, auf 0°C erwdrmt, mit K,CO, (10.68 g,
77.27 mmol) und 3-Aminopropylbromid Hydrobromid (12.69 g, 57.96 mmol) versetzt
und tiber Nacht auf Raumtemperatur erwédrmt. Die leuchtend gelbe Suspension wird
zweimal mit NaHCO,-Losung gewaschen, die Phasen getrennt, die wissrige Phase mit
Et,0 extrahiert und die vereinigten organischen Phasen tiber Na,SO, getrocknet. Nach
Reinigung des Rohproduktes (23.4 g rotbraunes Ol) mittels Sdulenchromatographie

(Kieselgel, EtOAc/PE 1:1 und CH,Cl,/MeOH 40:1) erhilt man Bromid 38.

Ausbeute: 8.50 g (87.7 %) gelbes Ol
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL): § (ppm) 1.20-1.30 (m, 2H, 20-CH,Br), 2.02-2.15 (m, 2H, 19-
CH,), 3.38 (t, ] = 6.4 Hz, 2H, 18-CH,), 3.46 (s, 3H, 7-OCH,), 4.59-4.62 (m, 2H, Allyl-OCH,),
4,67 (s, 2H, 6-CH,), 5.17-5.26 (m, 2H, Allyl-CH,), 5.74-5.94 (m, 1H, Allyl-CH), 6.66 (s, 1H,
3-CH), 7.02-7.21 (m, 3H, 11-CH, 14-CH, 15-CH), 7.88 (s, 1H, 1-NH), 9.08 (t, 1H, J = 5.6 Hz,

17-NH)

BC-NMR (50 MHz, CDCL,): & (ppm) 30.2 (20-CH,), 31.9 (19-CH,), 39.3 (18-CH,), 53.4 (3-
CH), 59.1 (7-CH,), 65.6 (Allyl-OCH,), 68.0 (6-CH,), 101.4 (4-C), 115.9/116.2 (11-CH),
117.3/117.6 (14-CH), 118.8 (Allyl-CH,), 122.8/122.88/122.93/123.0 (15-CH), 131.3 (Allyl-

CH), 141.0 (10-C), 146.3 (5-C), 152.4 (2-C0O), 153.8 (16-CO), 163.8 (8-C0O0)

MS: m/z (%) 502 (1), 463 (12), 420 (5), 337 (23), 279 (13), 261 (14), 168 (22), 142 (16), 56

(15), 45 (15), 43 (15), 41 (100)

HRMS: m/z berechnet fiir C,;H,,F,N,0.BrNa [M + Na]": 524.0609. Gefunden: 524.0611.
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3.2.3.5.4  Allyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-
difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-

carbonsiureester (39)
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4,60 g (21.07 mmol) des Riickstandes 13 von Reaktion 3.2.1.5 werden in ACN (540.0 ml)
aufgenommen, mit Bromid 38 (6.90 g, 13.74 mmol) und K,CO, (21.08 g, 152.52 mmol)
versetzt und unter Inertgasatmosphire fiir 37 h bei 35°C geriihrt. Die gelbe Suspensi-
on wird filtriert, der Filterriickstand mit EtOAc gewaschen und das Filtrat im Vakuum
vom Losungsmittel befreit. Der 6lige Riickstand wird in EtOAc aufgenommen, zweimal
mit gesdttigter NaHCO,-Losung gewaschen, die wissrigen Phasen mit EtOAc extra-
hiert, die vereinigten organischen Phasen {iber Na,SO, getrocknet und das Losungs-
mittel im Vakuum entfernt. Man erhilt 6.54 g Rohprodukt als gelbbraunes Ol. Nach

der Sdulenchromatographie (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 9:1) erhilt man Verbindung 39.

Ausbeute: 3.70 g (42.1 %) schwach gelber amorpher Feststoff
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (500 MHz, CDCl,): § (ppm) 1.73-1.83 (m, 4H, 22,22"-(CH,),), 1.74 (m, 2H, 19-CH,),
1.99 und 2.99 (m, 4H, 21,21’-(CH,),), 2.16 (s, 3H, 32-CH,), 2.40 (t, 2H, J = 7.0 Hz, 20-CH,),
2.44 (m, 1H, 23-CH), 3.32 und 3.40 (m, 2H, 18-CH,), 3.43 (s, 3H, 7-CH,), 4.54-4.64 (m, 2H,
Allyl-CH,), 4.67 (s, 2H, 6-CH,), 5.20-5.21 (m, 2H, Allyl-CH,), 5.85 (m, 1H, Allyl-CH), 6.69
(s, 1H, 3-CH), 6.95 (d, 1H, J = 7.6 Hz, 29-CH), 7.05 (m, 1H, 14-CH), 7.10 (m, 1H, 15-CH),
7.19 (m, 1H, 11-CH), 7.20 (m, 1H, 28-CH), 7.28 (d, 1H, J = 8.0 Hz, 27-CH), 7.47 (s, 1H, 25-

CH), 7.58 (s, 1H, 30-NH), 8.00 (s, 1H, 1-NH), 8.99 (t, 1H, J = 5.4 Hz, 17-NH)

BC-NMR (126 MHz, CDCL,): & (ppm) 24.5 (32-CH,), 26.4 (19-CH,), 33.0 (22,22"-(CH,),), 39.7
(18-CH,), 42.7 (23-CH), 53.0 (3-CH), 54.33, 54.37 (21,21°-(CH,),), 56.7 (20-CH,), 59.0 (7-
CH,), 65.2 (Allyl-CH,), 68.0 (6-CH,), 101.6 (4-C), 116.2 (11-CH), 117.2 (14-CH), 117.5 (27-
CH), 118.3 (25-CH), 118.6 (Allyl-CH,), 122.8 (29-CH), 123.1 (15-CH), 128.8 (28-CH), 131.6
(Allyl-CH), 137.7 (10-C), 138.0 (26-C), 146.5 (5-C), 147.4 (24-C), 149.9 (12- oder 13-CF),

150.1 (12- oder 13-CF), 152.2 (2-C0), 153.1 (16-C0), 163.8 (8-C00), 168.5 (31-CON)

“F-NMR (471 MHz, CDCL,): § (ppm) -136.9 (m, 12- oder 13-CF), -138.5 (m, 12- oder 13-

CE)

MS: m/z (%) 641 (7), 640 (19), 628 (8), 346 (2), 345 (13), 324 (3), 303 (19), 302 (100)

HRMS: m/z berechnet fiir C,,;H,,F,N,O, [M + H]": 640.2947. Gefunden: 640.2956.

IR: (v) (cm™) 3311, 3147, 3087, 2937, 2809, 2771, 1718, 1674, 1647, 1610, 1593, 1541, 1517,

1490, 1468, 1437, 1393, 1371, 1306, 1280, 1211, 1115, 1077, 766
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3.2.4 Darstellung der SNAP-Siure (2)

3-(3-(4-(3-Acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-difluor-

phenyl)-6-(methoxymethyl)-2-ox0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsaure
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3.2.4.1 Darstellung aus Allyl-SNAP (39)
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3.24.1.1 Methode 1 mittels Morpholin

Zu Allyl-SNAP 39 (2.44 g, 3.81 mmol) in THF (30.0 ml) fiigt man unter Inertgas-
atmosphére bei Raumtemperatur (PPh,),Pd (530 mg, 0.46 mmol) und Morpholin (3.98
g, 44.38 mmol) zu. Nach 17 h wird THF im Vakuum abdestilliert, und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt (RP-Kieselgel, MeOH/H,0 4:1).
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Ausbeute: 660 mg (28.9 %) hellgelber amorpher Feststoff
3.2.4.1.2 Methode 2 mittels Dimedon

Zu Allyl-SNAP 39 (530 mg, 0.83 mmol) in THF (6.3 ml) fiigt man unter Inertgas-
atmosphére bei Raumtemperatur (PPh,),Pd (94 mg, 0.81 mmol) Dimedon (1.04 g, 7.42
mmol) portionsweise zu. Die Suspension wird 30 min geriihrt, danach wird THF im
Vakuum abdestilliert und der Riickstand (696 mg braunes Harz) auf einer Ionenaus-

tauschersiule (pH 4.2, Amberlite 200, 0.5 N NH,) gereinigt.
Ausbeute: 21 mg (4.2 %) hellgelber amorpher Feststoff

3.2.4.2 Darstellung aus t-Butyl-SNAP (35)
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t-Butyl-SNAP 35 (100 mg, 0.15 mmol), TFA (0.7 ml) und eine Lésung von PhSMe in
CH,Cl, (0.7 ml, 5:1) werden 2 h bei 0°C und 2.5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Rei-

nigung erfolgt tiber eine lonenaustauschersiule (pH 4.2, Amberlite 200, 0.5 N NH,).

Ausbeute: 18 mg (19.6 %)
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, d,-DMSO0): & (ppm) 1.52-1.66 (m, 6H, 19-CH,, 22,22’-(CH,),), 1.89-2.01
(m, 5H, 21,21’-CH,, 32-CH,), 2.36 (m, 3H, 20-CH,, 23-CH), 2.98-2.99 (m, 2H, 21,21’-CH,),
3.22 (m, 5H, 7-OCH,, 18-CH,), 4.59 (dd, 2H, J = 12.7 Hz, ] = 84.0 Hz, 6-CH,), 6.61 (s, 1H, 3-
CH), 6.87 (d, 1H, J = 6.4 Hz, 29-CH), 7.03-7.48 (m, 7H, 11-CH, 14-CH, 15-CH, 25-CH, 27-CH,

28-CH, 30-NH), 7.77-7.83 (m, 1H, 1-NH), 8.96 (m, 1H, 17-NH), 9.89 (s, 1H, 8-COOH)

BC-NMR (50 MHz, d,-DMSO0): & (ppm) 24.0 (32-CH,), 25.8 (19-CH,), 32.4 (22,22’-(CH,),),
38.9 (18-CH,), 41.7 (23-CH), 52.5 (3-CH), 53.5 (21,21’~(CH,),), 55.6 (20-CH,), 57.7 (7-OCH,),
66.3 (6-OCH,), 115.0/115.3 (11-CH), 116.9/117.2 (14-CH), 117.4 (27-CH), 117.7 (25-CH),
121.5 (29-CH), 122.6/122.8/122.8 (15-CH), 128.6 (28-CH), 139.1 (10-C), 139.4 (26-C), 146.1

(5-C), 146.6 (24-C), 152.9 (2-C0), 153.2 (16-CO), 168.1 (31-CON), 168.2 (8-COOH)

Der quartdre Kohlenstoff an Position 4 ist aufgrund der Aufldsung des Messgerites

nicht sichtbar.

MS: m/z (%) 601 (4), 600 (15), 579 (7), 345 (11), 324 (8), 303 (18), 302 (100), 301 (26), 279

(5)

HRMS: m/z berechnet fiir: C,,H,,F,N.O,[M - H]: 598.2477. Gefunden: 598.2462

IR: (v) (cm™) 3416, 3256, 2961, 2925, 2853, 1711, 1685, 1651, 1610, 1556, 1514, 1489, 1424,

1375, 1261, 1223, 1096, 1021, 874, 799, 703
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3.2.5 Darstellung der Ethylderivate HE@SNAP (40), TOE@SNAP (3) und

FEQ@SNAP (4)

3.2.5.1 Darstellung von HE@SNAP (40)

2-Hydroxyethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-

4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-0xo0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-

5-carbonsiureester

HO\/\O NJJ\N/\/\N y
H
N/go N\n/

3.2.5.1.1  Darstellung aus Allyl-SNAP (39)

325111  2,3-Dihydroxypropyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-

tetrahydropyrimidin-5-carbonsiureester (41)
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Zu einer L3sung von 0sO, (2.5 % in t-Butanol, 0.5 ml, 10 mg, 0.04 mmol), N-Methyl-
morpholin N-Oxid Monohydrat (46 mg, 0.39 mmol), H,0 (0.8 ml), Aceton (0.3 ml) und t-
Butanol (0.2 ml) wird Allyl-SNAP 39 (250 mg, 0.39 mmol) in Dioxan (0.5 ml) tropfen-
weise zugefligt. Nach Riihren iiber Nacht bei Raumtemperatur wird die Mischung 45
min mit Celite (62 mg) und NaHSO, (5 mg) behandelt. Danach wird {iber Celite filtriert,
das Losungsmittel entfernt und das Rohprodukt (267 mg) im nichsten Schritt umge-

setzt. Zur Identifizierung wird ein Teil gereinigt (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 10:1).

Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL,): § (ppm) 1.80-1.92 (m, 6H, 19-CH,, 22,22"-(CH,),), 1.99-2.10
und 3.04-3.09 (m, 4H, 21,21’-(CH,),), 2.16 (s, 3H, 32-CH,), 2.39-2.51 (m, 3H, 20-CH,, 23-
CH), 3.26-3.41 (m, 2H, 18-CH,), 3.44 (s, 3H, 7-OCH,), 3.51-3.74 (m, 2H, 9c-CH,OH), 3.88-
3.92 (m, 1H, 9b-CH,0H), 4.10-4.30 (m, 2H, 9a-OCH,), 4.67 (s, 2H, 6-OCH,), 6.66 (s, 1H, 3-
CH), 6.94 (d, 1H, J = 7.2 Hz, 29-CH), 7.04-7.34 (m, 5H, 11-CH, 14-CH, 15-CH, 27-CH, 28-

CH), 7.47 (s, 1H, 25-CH), 7.58 (s, 1H, 30-NH), 8.05 (s, 1H, 1-NH), 9.01 (m, 1H, 17-NH)

BC-NMR (50 MHz, CDCL,): § (ppm) 24.6 (32-CH,), 26.1 (19-CH,), 32.6 (22,22’-(CH,),), 39.6
(18-CH,), 42.3 (23-CH), 53.0 (3-CH), 54.3 (21,21°-(CH,),), 56.5 (20-CH,), 59.1 (7-OCH,), 63.2
(9¢-CH,0H), 65.5 (9a-OCH,), 68.1 (6-OCH,), 70.0 (9b-CH,0H), 101.3 (4-C), 116.0/116.3 (11-
CH), 117.3/117.6 (14-CH), 117.7 (27-CH), 118.1 (25-CH), 122.9 (29-CH), 123.0 (15-CH),
128.9 (28-CH), 137.5 (10-C), 138.1 (26-C), 147.0 (5-C), 147.2 (24-C), 152.1 (2-C0O), 153.3

(16-C0), 164.3 (8-C00), 168.5 (31-CON)

HRMS: m/z berechnet fiir C,,;H,,F,N.O, [M + H]": 674.3001. Gefunden: 674.3006.
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325112  2-Oxoethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-
(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-
5-carbonsiureester (42)
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Zu einer Lésung des Rohproduktes der vorhergegangenen Oxidation (267 mg, 0.40
mmol) in CH,Cl, (0.6 ml) wird eine Lésung von NalO, (93 mg, 0.44 mmol) in H,0 (0.6 ml)
zugegeben. Die zweiphasige Losung wird 3-4 h geriihrt. Danach wird die organische
Phase abgetrennt, iiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum ent-
fernt.

Das Rohprodukt wird ohne weitere Aufreinigung im nichsten Schritt umgesetzt.
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325113 2-Hydroxyethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo0-1,2,3,4-

tetrahydropyrimidin-5-carbonséureester (40)
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Zur Losung des entstandenen Aldehyds 42 (88 mg, 0.14 mmol) in MeOH (3.0 ml) gibt

man unter Rithren portionsweise NaBH, (6 mg, 0.15 mmol) dazu und riihrt weitere 45

min. Danach versetzt man mit H,0, schiittelt dreimal mit Et,0 aus, wischt die Et,O-

Phase neutral und trocknet {iber Na,SO,. Nach Filtration des Trocknungsmittels erhalt

man das Rohprodukt (31 mg) als braunes Ol, das mittels Sdulenchromatographie ge-

reinigt wird (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 10:1).

Ausbeute: 12 mg (13.3 %)
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3.2.5.1.2  Darstellung aus TBDPSOE-SNAP (48)

2-(t-Butyldiphenylsilyloxy)ethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-
yl)-propylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-

1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester

F
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»Si-o\/\ oY Nj\N e N ]
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O AT Py
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325121 2-(t-Butyldiphenylsilyloxy)ethanol (43)
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NS SR g
< 3

Ethylenglykol (5.59 g, 90.00 mmol) und Imidazol (6.13 g, 90.00 mmol) werden in abso-
lutem CH,CI, (140.0 ml) geriihrt; die Reaktionstemperatur wird auf 0°C gesenkt und t-
Butyldiphenylsilyloxychlorid (23.03 ml, 24.74 g, 90.00 mmol), geldst in absolutem
CH,Cl,, langsam zugetropft. Bei Raumtemperatur wird 24 h geriihrt, danach wird das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand (26.41 g visko-
ses farbloses Ol) mit H,0 extrahiert um Ethylenglykol-Reste zu entfernen. Man erhilt
ein weiRes Ol, das beim Abkiihlen auskristallisiert. Das Rohprodukt wird ohne weitere

Aufreinigung im nédchsten Syntheseschritt eingesetzt.

Ausbeute: 21.81 g (81.1 %) weille Kristalle
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325122  2-(t-Butyldiphenylsilyloxy)ethyl-4-methoxy-3-oxobutanséureester (44)

4
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5.23 g (24.21 mmol) des Reaktionsproduktes 23 und 2-(t-Butyldiphenylsilyloxy)ethanol
43 (21.69 g, 72.19 mmol) werden mit Toluol (73.0 ml) versetzt und die Mischung fiir 24
h auf 80°C erhitzt. Das Losungsmittel und der iiberschiissige Alkohol werden
abdestilliert und der Riickstand (23.57 g braunes Ol) mittels Reversed-Phase-
Sdulenchromatographie gereinigt (RP-Kieselgel ACN/H,0 4:1, dann nur ACN) und an-
schlieBend das tiberschiissige H,0 am Wasserabscheider mit CH,Cl, entfernt.

Man erhailt das Produkt in moderater Ausbeute.

Ausbeute: 3.10 g (10.4 %) rotbraunes Ol
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL): & (ppm) 1.07 (s, 9H, t-But-(CH,),), 3.40 (s, 3H, OCH,), 3.49 (s,
2H, 2-CH,), 3.85-3.90 (m, 2H, 9b-OCH,), 4.08 (s, 2H, 4-OCH,), 4.24-4.29 (m, 2H, 9a-OCH,),

7.37-7.45 (m, 6H, 2’-(CH),, 4’-(CH),, 6’-(CH),), 7.66-7.70 (m, 4H, 3"-(CH),, 5"-(CH),)
BC-NMR (50 MHz, CDCL,): § (ppm) 19.1 (t-But-C), 26.7 (t-But-(CH,),), 45.6 (2-CH,), 59.3
(OCH,), 61.7 (9b-OCH,), 66.3 (9a-OCH,), 77.2 (4-OCH,), 127.7 (3’~(CH),, 5’-(CH),), 129.7

(47-(cH),), 133.2 (17-(C),), 135.5 (2’-(CH),, 6’-(CH),), 166.9 (1-C0O0), 201.3 (3-CO)

MS: m/z (%) 383 (4), 349 (3), 243 (18), 199 (89), 185 (24), 184 (48), 165 (65), 154 (42), 139

(24), 111 (56), 94 (23), 69 (33), 45 (100)

HRMS: m/z berechnet fiir C,,H,,0,SiNa [M + Na]": 437.1760. Gefunden: 437.1760.
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3.25.1.23  2-Hydroxyethyl-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-

tetrahydropyrimidin-5-carbonséureester (45)
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Zu einer gut gerithrten Mischung von 2-(t-Butyldiphenylsilyloxy)-4-methoxy-
acetoacetat 44 (3.00 g, 7.24 mmol), 3,4-Difluorbenzaldehyd (1.20 g, 8.44 mmol) und
Harnstoff (730 mg, 12.15 mmol) in THF (7.0 ml) werden bei Raumtemperatur Cu,0 (117
mg, 0.82 mmol) und CH,COOH (47 ul) zugegeben, gefolgt von tropfenweiser Zugabe
von Bortrifluoriddiethyletherat (1.29 ml, 1.46 g, 10.32 mmol). Die Mischung wird ge-
rihrt und fiir 8 h zum Riickfluss erhitzt. Das Reaktionsgemisch wird abgekiihlt und auf
eine Mischung aus Eis (12 g) und NaHCO, (2 g) gegossen, das entstandene Gemisch
wird ber Celite filtriert. Mit CH,Cl, (10 ml) wird nachgewaschen. Die organische Pha-
se wird vom Filtrat getrennt und die wissrige Phase wird nochmals mit CH,CI, (3 x 7
ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden {iber Na,SO, getrocknet
und das Losungsmittel entfernt.

Das Rohprodukt (4.47 g braunes Ol) wird {iber Siulenchromatographie (Kieselgel,
CH,Cl,/MeOH 9:1) gereinigt. Da sich bei diesem Schritt die Schutzgruppe vom restli-
chen Molekiil 16ste, musste sie wie in Schritt 3.2.5.1.2.1 beschrieben wieder angefiigt

werden (siehe 3.2.5.1.2.4).

Ausbeute: 0.90 g (36.3 %)
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL,): & (ppm) 3.44 (s, 3H, 7-OCH,), 3.71 (m, 2H, 9b-CH,0H), 4.12-
4,20 (m, 2H, 9a-OCH,), 4.63 (s, 2H, 6-OCH,), 5.37 (d, J = 2.4 Hz, 3-CH), 6.77 (s, 1H, 2a-CH),

7.02-7.18 (m, 3H, 11-CH, 14-CH, 15-CH), 7.75 (s, 1H, 1-NH)
C-NMR (50 MHz, CDCL,): § (ppm) 54.3 (3-CH), 59.1 (7-OCH,), 60.9 (9b-CH,0H), 65.9 (9a-
OCH,), 68.5 (6-OCH,), 98.2 (4-C), 115.4/115.8 (11-CH), 117.3/117.7 (14-CH), 122.4/122.5

(15-CH), 140.5 (10-C), 148.2 (5-C), 152.3 (2-CO), 164.8 (8-C0O0)

MS: m/z (%) 342 (22), 310 (14), 280 (33), 267 (74), 253 (27), 229 (100), 221 (24), 167 (50),

153 (38), 45 (40)

HRMS: m/z berechnet fiir C .;H,,F,N,0.Na [M + Na]": 365.0925. Gefunden: 365.0932.
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3.25.1.24  2-(t-Butyldiphenylsilyloxy)ethyl-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-

2-0x0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsédureester (46)

Hydroxyethylester 45 (780 mg, 2.28 mmol) und Imidazol (155 mg, 2.28 mmol) werden
in absolutem CH,Cl, (3.5 ml) geriihrt; die Reaktionstemperatur wird auf 0°C gesenkt
und t-Butyldiphenylsilyloxychlorid (0.6 ml, 626 mg, 2.28 mmol), geldst in absolutem
CH,Cl,, langsam zugetropft. Bei Raumtemperatur wird 24 h geriihrt, danach wird das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand (1.53 g)

sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 9:1).

Ausbeute: 1.20 g (90.7 %)
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL,): & (ppm) 1.06 (s, 9H, t-But-(CH,),), 3.42 (s, 3H, 7-OCH,), 3.79-
3.83 (m, 2H, 9b-OCH,), 4.06-4.29 (m, 2H, 9a-OCH,), 4.63 (s, 2H, 6-OCH,), 5.27 (d, 1H, J =
2.9 Hz, 3-CH), 6.59 (s, 1H, 2a-NH), 6.96-7.15 (m, 3H, 11-CH, 14-CH, 15-CH), 7.36-7.46 (m,

6H, 2’-(CH),, 4’-(CH),, 6’-(CH),), 7.63-7.76 (m, 5H, 1-NH, 3’-(CH),, 5’-(CH),)

BC-NMR (50 MHz, CDCL): § (ppm) 19.1 (t-But-C), 26.7 (t-But-(CH,),), 54.4 (3-CH), 59.0 (7-
OCH,), 62.0 (9b-OCH,), 65.4 (9a-OCH,), 68.5 (6-OCH,), 98.4 (4-C), 115.3/115.7 (11-CH),
117.2/117.5 (14-CH), 122.4/122.5/122.6 (15-CH), 127.7 (3’-(CH),, 5’-(CH),), 129.8 (4'-
(CH),), 133.1 (17-(C),), 135.4 (2”-(CH),, 6"-(CH),), 140.4 (10-C), 147.5 (5-C), 152.3 (2-CO),

164.6 (8-CO0)

MS: m/z (%) 580 (1), 523 (18), 493 (4), 282 (15), 281 (100), 251 (51), 238 (12), 235 (12), 199

(18), 165 (18), 140 (30), 135 (12), 45 (10)

HRMS: m/z berechnet fiir C,,H,,F,N,0.SiNa [M + Na]": 603.2103. Gefunden: 603.2121.
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325125  2-(t-Butyldiphenylsilyloxy)ethyl-3-(3-brompropylcarbamoyl)-4-(3,4-difluor-
phenyl)-6-(methoxymethyl)-2-ox0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbon-
sdureester (47)
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Zu einer Losung von Pyrimidinon 46 (1.10 g, 1.89 mmol) und Chlorameisensdure-4-
nitrophenylester (1.34 g, 6.65 mmol) in THF (24.0 ml) wird bei -78°C langsam LiHMDS
(5.3 ml, 892 mg, 5.33 mmol, 1 M in THF) zugetropft. Nach 10 min wird die Reaktion
durch Zugabe von H,0 (0.6 ml) beendet, auf 0°C erwadrmt, mit K,CO, (1.05 g, 7.60 mmol)
und 3-Aminopropylbromid Hydrobromid (1.25 g, 5.71 mmol) versetzt und iiber Nacht
auf Raumtemperatur erwirmt. Die leuchtend gelbe Suspension wird zweimal mit
NaHCO,-Lsung gewaschen, die Phasen getrennt, die wissrige Phase mit Et,0 extra-
hiert und die vereinigten organischen Phasen {iber Na,SO, getrocknet.
Nach Reinigung mittels Siulenchromatographie (Kieselgel, EtOAc/PE 1:1 und

CH,Cl,/MeOH 9.5:0.5) erhilt man Bromid 47.

Ausbeute: 1.16 g (82.2 %) gelbes Ol
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL,): & (ppm) 0.96 (s, 9H, t-But-(CH,),), 1.17-1.24 (m, 2H, 20-CH,),
2.01-2.11 (m, 2H, 19-CH,), 3.32-3.51 (m, 5H, 18-CH,, 7-OCH,), 3.74-3.79 (m, 2H, 9b-OCH,),
4,12-4.24 (m, 2H, 9a-OCH,), 4.61 (s, 2H, 6-OCH,), 6.64 (s, 1H, 3-CH), 6.78-7.20 (m, 3H, 11-
CH, 14-CH, 15-CH), 7.28-7.37 (m, 6H, 2’-(CH),, 4’-(CH),, 6"-(CH),), 7.54-7.58 (m, 4H, 3'-

(CH),, 5°~(CH),), 7.73 (s, 1H, 1-NH), 8.86 (t, ] = 5.7 Hz, 17-NH)

BC-NMR (50 MHz, CDCL,): 8 (ppm) 19.0 (t-But-C), 26.6 (t-But-(CH,),), 30.4 (20-CH,), 32.1
(19-CH,), 39.1 (18-CH,), 53.2 (3-CH), 59.1 (7-OCH,), 61.8 (9b-OCH,), 65.7 (9a-OCH,), 68.1
(6-0CH,), 101.6 (4-C), 115.5/115.8/116.2 (11-CH), 117.2/117.5 (14-CH), 123.0/123.1/
123.2 (15-CH), 127.7 (3"-(CH),, 5’-(CH),), 129.8 (4’-(CH),), 133.1 (1"-(C),), 135.4 (2"-(CH),,

6’-(CH),), 137.4 (10-C), 145.9 (5-C), 152.5 (2-C0), 153.3 (16-C0O), 164.6 (8-COO)

MS: m/z (%) 768 (53), 686 (2), 603 (100), 560 (47), 540 (16), 460 (1), 238 (2)

HRMS: m/z berechnet fiir C,.;H,,F,N,0,BrSiNa [M + Na]": 766.1736. Gefunden: 766.1728.
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325126  2-(t-Butyldiphenylsilyloxy)ethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-
yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-

1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonséureester (48)
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239 mg (1.09 mmol) des Riickstandes von 13 (siehe Reaktion 3.2.1.5) werden in ACN (40
ml) aufgenommen, mit Bromid 47 (775 mg, 1.04 mmol) und K,CO, (1.52 g, 11.00 mmol)
versetzt und unter Inertgasatmosphire fiir 37 h bei 35°C geriihrt. Die gelbe Suspensi-
on wird filtriert, der Filterriickstand mit EtOAc gewaschen und das Filtrat im Vakuum
vom Losungsmittel befreit. Der 6lige Riickstand wird in EtOAc aufgenommen, zweimal
mit gesattigter NaHCO,-Losung gewaschen, die wissrigen Phasen mit EtOAc extra-
hiert, die vereinigten organischen Phasen {iber Na,SO, getrocknet und das Lésungs-
mittel im Vakuum entfernt. Nach Sdulenchromatographie des Rohproduktes (915 mg,

Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 9:1) erhilt man 48.

Ausbeute: 428 mg (46.7 %) gelbes Ol
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL,): & (ppm) 1.01 (s, 9H, t-But-(CH,),), 1.25-1.32 (m, 2H, 20-CH,),
1.74-1.94 (m, 6H, 19-CH,, 22,22"-(CH,),), 2.01-2.09 und 3.09-3.14 (m, 4H, 21,21’-(CH,),),
2.14 (s, 3H, 32-CH,), 2.48-2.60 (m, 3H, 20-CH,, 23-CH), 3.30-3.41 (m, 5H, 18-CH,, 7-OCH.,),
3.79-3.84 (m, 2H, 9b-OCH,), 4.13-4.32 (m, 2H, 9a-OCH,), 4.65 (s, 2H, 6-OCH,), 6.69 (s, 1H,
3-CH), 6.90-7.26 (m, 7H, 11-CH, 14-CH, 15-CH, 25-CH, 27-CH, 28-CH, 29-CH), 7.33-7.42
(m, 6H, 2’-(CH),, 4’-(CH),, 6-(CH),), 7.59-7.63 (m, 5H, 3’-(CH),, 5'~(CH),, 30-NH), 8.15 (s,

1H, 1-NH), 8.86 (t, J = 5.7 Hz, 17-NH)

BC-NMR (50 MHz, CDCL,): & (ppm) 19.0 (t-But-C), 24.3 (32-CH,), 25.8 (19-CH,), 26.6 (t-
But-(CH,),), 32.1 (22,22"-(CH,),), 39.2 (18-CH,), 42.0 (23-CH), 53.1 (3-CH), 53.8 (21,21'-
(CH,),), 56.0 (20-CH,), 59.0 (7-OCH,), 61.8 (9b-OCH,), 65.6 (9a-OCH,), 68.0 (6-OCH,), 101.7
(4-C), 115.8/116.2 (11-CH), 117.1/117.4 (14-CH), 117.8 (27-CH), 118.0 (25-CH), 122.9/
122.8/123.0/123.1 (15-CH), 127.7 (3’-(CH),, 5’-(CH),), 128.8 (28-CH), 129.7 (4’-(CH),),
133.0 (1’-(C),), 135.4 (2°-(CH),, 6-(CH),), 137.6 (10-C), 138.3 (26-C), 146.1 (5-C), 146.4 (24-

C), 152.3 (2-C0), 153.1 (16-CO), 164.1 (8-C0O0), 168.7 (31-CON)

MS: m/z (%) 883 (1), 523 (12), 281 (100), 231 (44), 199 (18), 168 (19), 140 (16), 70 (30), 57

(65), 56 (33), 45 (44), 43 (60), 41 (28)

HRMS: m/z berechnet fiir C,H,,F,N.0.Si: 882.4074. Gefunden: 882.4087.
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3.25.1.2.7  2-Hydroxyethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo0-1,2,3,4-

tetrahydropyrimidin-5-carbonséureester (40)

S| O\/\OJ;?/J\ /\/\O\Q/

OH\/\/\;?/J\/\/\ y
©\©/\ﬂ/

Zu einer L3sung von TBDPSOE-SNAP 48 (428 mg, 0.49 mmol) in THF (6.5 ml) wird TBAF
(0.5 ml, 452 mg, 1.73 mmol, 1M in abs. THF) tropfenweise zugefiigt. Nach 1.5 h Rithren
bei Raumtemperatur wird H,0 (3 ul) zugetropft. Die Reaktionslésung wird im Vakuum
eingedampft und das Rohprodukt (767 mg braunes Ol) danach mittels préiparativer
Reversed-Phase-Diinnschichtchromatographieplatten (RP-Kieselgel, ACN/H,0 5:1)
gereinigt.

AnschlieBend wird das Kieselgel mit EtOAc/MeOH (10:1) 12 h eluiert.

Ausbeute: 126 mg (40.3 %) gelbes Ol
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3.2.5.1.3  Darstellung aus ALIOE-SNAP (52)

Allyloxyethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-
4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydro-

pyrimidin-5-carbonsiureester
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3.25.13.1  Allyloxyethyl-4-methoxy-3-oxobutansdureester (49)

o O O
O /\/o\/\
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38.74 g (179.20 mmol) des Reaktionsproduktes 23 und Allylalkohol (57.4 ml, 537.60
mmol) werden mit Toluol (90-100 ml) versetzt und die Mischung fiir 24 h auf 80°C er-
hitzt. Das Losungsmittel und der iiberschiissige Alkohol werden abdestilliert und der

Riickstand mittels Vakuumdestillation gereinigt.
Ausbeute: 20.04 g (51.7 %) gelbes Ol

Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur iiberein.*”
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325132  Allyloxyethyl-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo0-1,2,3,4-tetra-

hydropyrimidin-5-carbonséureester (50)

F
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Zu einer gut gerithrten Mischung von Allyloxyethyl-4-methoxyacetoacetat 49 (20.04 g,
92.68 mmol), 3,4-Difluorbenzaldehyd (9.8 ml, 12.55 g, 88.34 mmol) und Harnstoff (7.95
g, 132.51 mmol) in THF (113.0 ml) werden bei Raumtemperatur Cu,0 (1.26 mg, 8.83
mmol) und CH,COOH (506 ul) zugegeben, gefolgt von tropfenweiser Zugabe von Bor-
trifluoriddiethyletherat (114.8 ml, 130.17 g, 917.04 mmol). Die Mischung wird geriihrt
und fiir 8 h zum Riickfluss erhitzt. Das Reaktionsgemisch wird abgekiihlt und auf eine
Mischung aus Eis (125 g) und NaHCO, (25 g) gegossen, das entstandene Gemisch wird
tiber Celite filtriert. Mit CH,Cl, wird nachgewaschen. Die organische Phase wird vom
Filtrat getrennt und die wissrige Phase nochmals mit CH,Cl, (3 x 40 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden iiber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmit-
tel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Sdulenchromatographie (Kie-

selgel, EtOAc/PE 3:1) gereinigt.

Ausbeute: 9.00 g (24.4 %) gelbes Ol

Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur {iberein.*”
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325133  Allyloxyethyl-3-(3-brompropylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-
(methoxymethyl)-2-0x0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester
(51)
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Zu einer Losung von Pyrimidinon 50 (9.00 g, 23.56 mmol) und Chlorameisensédure-4-
nitrophenylester (16.65 g, 82.60 mmol) in THF (300.0 ml) wird bei -78°C langsam
LiHMDS (66.08 ml, 11.06 g, 66.08 mmol, 1 M in THF) zugetropft. Nach 10 min wird die
Reaktion durch Zugabe von H,0 (9.0 ml) beendet, auf 0°C erwdrmt, mit K,CO, (13.03 g,
94.40 mmol) und 3-Aminopropylbromid Hydrobromid (15.50 g, 70.80 mmol) versetzt
und tiber Nacht auf Raumtemperatur erwirmt. Die leuchtend gelbe Suspension wird
zweimal mit NaHCO,-Losung gewaschen, die Phasen getrennt, die wissrige Phase mit
Et,0 extrahiert und die vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO, getrocknet.

Nach Reinigung des rotbraunen 6ligen Rohproduktes mittels Sdulenchromatographie

(Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 10:1) erhilt man Bromid 51.

Ausbeute: 6.60 g (51.3 %) gelbes Ol

Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur tiberein.””
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325134  Allyloxyethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-
4(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-0xo0-1,2,3,4-tetrahydro-

pyrimidin-5-carbonséureester (52)

F
F
X i

NH AN N)J\N/\/\Br
HN " | A A
N0
£ o]
E -

0 (0]
H
N/go N\n/
0 H O

4,04 g (18.52 mmol) des Riickstandes 13 von Reaktion 3.2.1.5 werden in ACN (466.0 ml)
aufgenommen, mit Bromid 51 (6.60 g, 12.08 mmol) und K,CO, (17.58 g, 127.20 mmol)
versetzt und unter Inertgasatmosphadre fiir 37 h bei 35°C geriihrt. Die gelbe Suspensi-
on wird filtriert, der Filterriickstand mit EtOAc gewaschen und das Filtrat im Vakuum
vom Losungsmittel befreit. Der 6lige Riickstand wird in EtOAc aufgenommen, zweimal
mit gesittigter NaHCO,-Losung gewaschen, die wissrigen Phasen mit EtOAc extra-
hiert, die vereinigten organischen Phasen tiber Na,SO, getrocknet und das Losungs-
mittel im Vakuum entfernt. Man erhilt das Rohprodukt als gelbbraunes Ol.

Nach Siulenchromatographie (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 9:1) erhilt man Verbindung 52.
Ausbeute: 2.66 g (32.2 %) gelbes Ol

Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur {iberein.*”
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325135  trans-2-(Prop-1-enyloxy)ethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)-
propylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-

tetrahydropyrimidin-5-carbonséureester (53)
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Allylether 52 (1.45 g, 2.12 mmol) wird in 90-%igem EtOH geldst, DABCO (1.00 g, 8.90
mmol) wird hinzugefiigt und das Reaktionsgemisch auf 80°C erwarmt. Nach Zugabe
von RhCI(PPh,), (0.51 g, 0.55 mmol) wird die Mischung 15 min geriihrt, anschlieRend
auf Raumtemperatur abgekiihlt und mit Pufferlsung (pH 7) gequencht. Die wissrige
Phase wird mit Et,0 extrahiert, iiber Na,SO, getrocknet, das Trocknungsmittel
abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das entstandene Rohprodukt

wird ohne weitere Aufreinigung im nidchsten Schritt eingesetzt.
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3.25.1.3.6 2-Hydroxyethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo0-1,2,3,4-

tetrahydropyrimidin-5-carbonséureester (40)
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Eine Losung von HgCl, (1.02 g, 3.76 mmol) in Aceton/H,0 (10:1, 10 ml) wird tropfen-

weise unter Rithren zu einer L3sung des Rohproduktes von 53 und gelbem HgO (1.02 g,

4,71 mmol) in Aceton/H,0 (10:1, 30 ml) {iber 3 min zugegeben. Nach Umsetzung des

Eduktes (DC-Kontrolle) wird das HgO mittels Filtration {iber Celite entfernt und Ace-

ton im Vakuum abgedampft.

Der Riickstand wird sdulenchromatographisch (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 10:1) gerei-

nigt, wobei ein Teil des Eduktes 53 (444 mg, 30.6 %) wieder zuriickgewonnen und da-

her noch einmal umgesetzt werden kann.

Ausbeute: 677 mg (70.8 %)
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL): § (ppm) 1.74-1.85 (m, 6H, 19-CH,, 22,22’-(CH,),), 2.02-2.09
und 3.01-3.06 (m, 4H, 21,21’-(CH,),), 2.09 (s, 3H, 32-CH.,), 2.42-2.45 (m, 3H, 20-CH,, 23-
CH), 3.27-3.31 (m, 2H, 18-CH,), 3.39 (s, 3H, 7-OCH,), 3.74 (t, 2H, J = 4.4 Hz, 9b-CH,0H),
4,10-4.20 (m, 2H, 9a-OCH,), 4.62 (s, 2H, 6-0OCH,), 6.62 (s, 1H, 3-CH), 6.86 (d, 1H, J = 7.5 Hz,
29-CH), 6.94-7.23 (m, 5H, 11-CH, 14-CH, 15-CH, 27-CH, 28-CH), 7.33-7.39 (m, 2H, 25-CH,

30-NH), 8.53 (s, 1H, 1-NH), 8.99 (t, 1H, J = 5.4 Hz, 17-NH)

BC-NMR (50 MHz, CDCL,): § (ppm) 24.1 (32-CH,), 25.8 (19-CH,), 32.2 (22,22°~(CH,),), 39.2
(18-CH,), 42.0 (23-CH), 53.0 (3-CH), 53.9 (21,21"-(CH,),), 56.1 (20-CH,), 58.9 (7-OCH,), 60.3
(9b-CH,0H), 66.2 (9a-OCH,), 67.9 (6-OCH,), 101.6 (4-C), 115.8/116.1 (11-CH), 117.1/117.4
(14-CH), 117.8 (27-CH), 118.0 (25-CH), 122.6 (29-CH), 122.7/122.8 (15-CH), 128.7 (28-CH),
137.6 (10-C), 138.3 (26-C), 146.4 (5-C), 147.4 (24-C), 152.2 (2-CO), 153.2 (16-CO), 164.1 (8-

C00), 169.0 (31-CON)

MS: m/z (%) 644 (32), 345 (16), 302 (100), 259 (17), 231 (20), 160 (4), 114 (5)

HRMS: m/z berechnet fiir C,,H,,F,N.O, [M + H]": 644.2896. Gefunden: 644.2902.
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3.2.5.2 Darstellung von TOE@SNAP (3)

2-(Tosyloxy)ethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl) propyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-

tetrahydropyrimidin-5-carbonséureester
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Herstellung von Ag,0:*" Eine Losung von NaOH (76 mg, 1.9 mmol) in H,0 (2.2 ml) wird

auf 80-90°C erhitzt und zu einer ebenfalls 80-90°C heifen Lésung von AgNO, (331 mg,

1.95 mmol) in H,0 (2.2 ml) zugefiigt. Die resultierende heile Suspension wird schnell

filtriert und der Filterkuchen mit einigen ml heilem H,0, 95-%igem EtOH und absolu-

tem EtOH gewaschen.

Zu einer Losung des Alkohols 40 (500 mg, 0.62 mmol) in CH,CI, (5.0 ml) wird frisch

hergestelltes Ag,0 (285 mg, 1.23 mmol), Tosylchlorid (235 mg, 1.23 mmol) und KI (204

mg, 1.23 mmol) unter Rithren zugegeben. Die Mischung wird bei 40°C geriihrt bis die

Reaktion beendet ist (DC-Kontrolle). Das Reaktionsgemisch wird filtriert, das Lo-

sungsmittel entfernt und der Riickstand gereinigt (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 9:1).

Ausbeute: 317 mg (64.1 %)



EXPERIMENTELLER TEIL

Spektroskopische Daten:

Die analytischen Daten der C- und 'H-Magnetresonanzspektroskopie werden im Fol-

genden bezogen auf diese Nummerierung des TOE@SNAP-Molekiils angegeben.

0 21
N 22 30
H
3 2 N 31 32
i
29 27 O
28

'H-NMR (500 MHz, CDCL,): § (ppm) 1.78-1.86 (m, 4H, 22,22°-(CH,),), 1.79 (m, 2H, 19-CH,),
2.09 (m, 4H, 21,21°-(CH,),), 2.16 (s, 3H, 32-CH,), 2.44 (s, 3H, Tos-CH,), 2.47 (m, 1H, 23-
CH), 2.48 (m, 2H, 20-CH,), 3.32-3.41 (m, 2H, 18-CH,), 3.45 (s, 3H, 7-OCH,), 4.19 (m, 2H,
9b-OCH,), 4.29 (m, 2H, 9a-0CH,), 4.62 (s, 2H, 6-OCH,), 6.61 (s, 1H, 3-CH), 6.94 (d, 1H, J =
7.6 Hz, 29-CH), 7.04 (m, 1H, 14-CH), 7.09 (m, 1H, 15-CH), 7.15 (m, 1H, 11-CH), 7.20 (m,
1H, 28-CH), 7.33 (m, 1H, 27-CH), 7.34 (m, 2H, 3’,3"’-(CH),), 7.44 (s, 1H, 25-CH), 7.60 (s,

1H, 30-NH), 7.76 (m, 2H, 2",2""-(CH),), 8.01 (s, 1H, 1-NH), 8.96 (t, 1H, ] = 5.4 Hz, 17-NH)

BC-NMR (126 MHz, CDCL,): 8 (ppm) 21.6 (Tos-CH,), 24.5 (32-CH,), 26.2 (19-CH,), 32.6
(22,22°-(CH,),), 39.5 (18-CH,), 42.3 (23-CH), 53.1 (3-CH), 54.2 (21,21"-(CH,),), 56.5 (20-
CH,), 59.1 (7-OCH,), 61.9 (9a-OCH,), 67.2 (9b-OCH,), 68.1 (6-OCH,), 100.9 (4-CH), 116.0
(11-CH), 117.4 (14-CH), 117.7 (27-CH), 118.2 (25-CH), 122.8 (29-CH), 123.2 (15-CH), 127.9
(27,2”"-CH), 128.9 (28-CH), 130.0 (3",3"’-CH), 132.5 (1’-C), 137.6 (10-C), 138.1 (26-C), 145.2
(4’-C), 147.1 (5-C, 24-C), 150.0 (12- oder 13-CF), 150.2 (12- oder 13-CF), 152.1 (2-CO),

153.0 (16-C0), 163.7 (8-C00), 168.5 (31-CON)
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“F-NMR (471 MHz, CDCl,): 8 (ppm) -136.7 (m, 12- oder 13-CF), -138.4 (m, 12- oder 13-

CF)

MS: m/z (%) 812 (87), 615 (5), 468 (2), 345 (5), 302 (100), 260 (1)

HRMS: m/z berechnet fiir C,,H,.F,N.0,S [M + H]": 798.2984. Gefunden: 798.2997.
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3.2.5.3 Darstellung von FE@SNAP (4)

2-Fluorethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-
(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-

carbonsiureester
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3.2.5.3.1 Darstellung aus der SNAP-Saure (2)

F
F

O

o)
HO\/\O | NJ\N/\/\N
H —_—
N/&O e
0 : i £ 0
0
P~ | NJ\N/\/\N H
H
N/go N\n/
0 H 0

3.2.53.1.1 Methode 1 mit DCC/DMAP

ZT

Die freie Sdure 2 (210 mg, 0.35 mmol) wird in absolutem CH,CL, (5.0 ml) geldst und mit
Fluorethanol (22 mg, 0.35 mmol), DCC (78 mg, 0.38 mmol) und DMAP (46 mg, 0.38
mmol) versetzt. Nach Rithren tiber Nacht bei Raumtemperatur wird das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch ge-

reinigt (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 10:1, RP-Kieselgel ACN/H,0 10:1).
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Ausbeute: 10 mg (4.4 %) gelbes Ol

3.25.3.1.2  Methode 2 mit EDC

Die freie Sdure 2 (100 mg, 0.17 mmol) wird in absolutem THF (5.0 ml) gelést und mit
Fluorethanol (13 mg, 0.20 mmol) und EDC (42 mg, 0.22 mmol) versetzt. Nach zweit4gi-
gem Rithren bei Raumtemperatur wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt und der Riickstand mittels Reversed-Phase-Sdulenchromatographie gereinigt

(RP-Kieselgel, ACN/H,0 10:1).

Ausbeute: 3 mg (2.7 %) gelbbraunes Ol
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3.2.53.2  Darstellung aus TOE@SNAP (3)
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3.2.5.32.1 Methode 1 mit CsF

CsF (29 mg, 0.3 mmol) wird zu einer Mischung von TOE@SNAP 3 (80 mg, 0.10 mmol) in
t-Amylalkohol (3.0 ml) und THF (1.0 ml) zugegeben. Die Mischung wird 2.5 h bei 90°C
geriihrt. Danach wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand mit-

tels Sdulenchromatographie gereinigt (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 10:1.5).

Ausbeute: 1.5 mg (2.4 %)

3.25.3.2.2  Methode 2 mit TBAHF,

Zum in Dioxan (3.0 ml) geldsten Substrat 3 (83 mg, 0.10 mmol) wird die doppelte mola-
re Menge an TBAHF, (70 ul, 59 mg, 0.21 mmol) und an Pyridin (20 ul, 20 mg, 0.21
mmol) zugegeben. AnschlieRend wird 24 h lang bei 80°C geriihrt. Danach wird das

Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand wie unter 3.2.5.3.2.1 gereinigt.

Ausbeute: 2 mg (2.7 %)
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Spektroskopische Daten:

'H-NMR (200 MHz, CDCL): § (ppm) 1.85-1.95 (m, 6H, 19-CH,, 22,22’-(CH,),), 2.02-2.08
und 3.14-3.20 (m, 4H, 21,21’-(CH,),), 2.18 (s, 3H, 32-CH,), 2.54-2.58 (3H, 20-CH,, 23-CH),
3.35-3.41 (m, 2H, 18-CH,), 3.46 (s, 3H, 7-CH,), 4.25-4.29 (m, 2H, 9a-OCH,), 4.41-4.48 (m,
2H, 9b-FCH,), 4.66 (s, 2H, 6-CH,), 6.66 (s, 1H, 3-CH), 6.94 (d, 1H, J = 7.4 Hz, 29-CH), 7.04-
7.22 (m, 5H, 11-CH, 14-CH, 15-CH, 27-CH, 28-CH), 7.41 (s, 1H, 25-CH), 7.65 (s, 1H, 30-NH),

7.99 (s, 1H, 1-NH), 9.00 (m, 1H, 17-NH)

BC-NMR (126 MHz, CDCL,): & (ppm) 24.6 (32-CH,), 26.0 (19-CH,), 32.4 (22,22"-(CH,),), 39.4
(18-CH,), 42.3 (23-CH), 53.3 (3-CH), 54.2 (21,21’-(CH,),), 56.4 (20-CH,), 59.1 (7-CH.,), 63.4
(d, J = 20.1 Hz, 9a-OCH,), 68.0 (6-CH,), 81.0 (d, J = 171.0 Hz, 9b-FCH,), 101.3 (4-C), 116.2
(d, J=17.6 Hz, 11-CH), 117.3 (d, J = 16.3 Hz, 14-CH), 117.8 (27-CH), 118.1 (25-CH), 122.9
(29-CH), 123.0/123.1 (m, 15-CH), 129.0 (28-CH), 137.8 (10-C), 138.1 (26-C), 146.8 (5-C und
24-C), 149.2 (12- oder 13-CF), 151.2 (12- oder 13-CF), 152.2 (2-C0), 153.1 (16-C0), 163.8

(8-C00), 168.4 (31-CON)

“F-NMR (471 MHz, CDCL,): 8 (ppm) -136.8 (m, 12- oder 13-CF), -138.3 (m, 12- oder 13-

CF), -224.4 (9b-FCH,)

MS: m/z (%) 646 (100), 345 (11), 302 (80), 259 (13), 230 (13), 160 (4)

HRMS: m/z berechnet fiir: C,,H,,F,N.O, [M + H]": 646.2852. Gefunden: 646.2841.
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3.2.6 Darstellung der Propylderivate HP@SNAP (54), TOP@SNAP (5) und

FP@SNAP (6)

3.2.6.1 Darstellung von HP@SNAP (54)

3-Hydroxypropyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarba-

moyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetra-

hydropyrimidin-5-carbonséureester
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Eine Lésung von BH,-THF (1 M, 0.31 mmol, 0.3 ml) wird tropfenweise zu einer Lisung
von Allylester 39 (131 mg, 0.21 mmol) in THF zugegeben. Das Gemisch wird 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt, danach wird tiberschiissiges Hydrid durch Wasserzugabe
(0.4 ml) zerstort. Darauthin wird 3 M NaOH-L3sung (0.2 ml) zugegeben und 30-%ige
H,0,-Lésung (0.2 ml) zugetropft. Um die Oxidation zu vervollstindigen, wird 2 h auf
60°C erhitzt, danach auf Raumtemperatur abgekiihlt und das Losungsmittel entfernt.
H,0 wird zugefiigt und mit CH,Cl, extrahiert; die organischen Phasen iiber Na,SO, ge-
trocknet und das Losungsmittel entfernt. Man erhdlt 108 mg Rohprodukt, aus dem
nach der Reinigung (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 10:1) 43 mg Edukt 39 zuriickgewonnen

werden.
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Ausbeute: 23 mg (26.1 %)

Spektroskopische Daten:

'H-NMR (500 MHz, CDCL,): & (ppm) 1.81-1.95 (22,22°-(CH,),), 1.82 (m, 9b-CH,), 1.84 (m,
19-CH,), 2.16 und 3.13 (21,21"-(CH,),), 2.17 (s, 32-CH,), 2.50 (m, 23-CH), 2.54 (m, 20-CH,),
3.33 und 3.41 (m, 18-CH,), 3.45 (s, 7-CH,), 3.52-3.64 (m, 9c-CH,), 4.22-4.31 (m, 9a-CH,),
4,67 (s, 6-CH,), 6.64 (s, 3-CH), 6.94 (d, 1H, J = 7.7 Hz, 29-CH), 7.08 (m, 14-CH), 7.09 (m, 15-
CH), 7.18 (m, 11-CH), 7.21 (m, 28-CH), 7.39 (d, 1H, J = 7.9 Hz, 27-CH), 7.42 (s, 25-CH), 7.76

(s,30-NH), 7.96 (s, 1-NH), 8.98 (t, 1H, J = 5.6 Hz, 17-NH)

BC-NMR (126 MHz, CDCL,): § (ppm) 24.6 (32-CH.), 25.9 (19-CH,), 31.6 (9b-CH,), 32.2
(22,22°-(CH,),), 39.3 (18-CH,), 42.0 (23-CH), 53.0 (3-CH), 54.1 (21,21"-(CH,),), 56.3 (20-
CH,), 59.1 (7-OCH,), 58.7 (9c-CH,0H), 61.5 (9a-OCH,), 68.1 (6-OCH,), 101.4 (4-C), 116.2 (d,
J=17.7,11-CH), 117.4 (d, J = 17.3, 14-CH), 117.9 (27-CH), 118.1 (25-CH), 122.8 (29-CH),
123.1(dd, J = 6.3, 3.6, 15-CH), 129.0 (28-CH), 137.6 (10-C), 138.3 (26-C), 146.5 (24-C), 146.6
(5-C), 150.0 (12- oder 13-CF), 150.1 (12- oder 13-CF), 152.2 (2-C), 153.3 (16-C), 164.5 (8-

C), 168.6 (31-C)

“F-NMR (471 MHz, CDCL,): § (ppm) -136.7 (m, 12- oder 13-CF), -138.1 (m, 12- oder 13-

CE)

MS: m/z (%) 658 (48), 345 (5), 302 (100), 259 (13), 231 (14), 160 (5), 113 (5)

HRMS: m/z berechnet fiir C,,;H,,F,N.O,Na [M + Na]": 680.3271. Gefunden: 680.2858.
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3.2.6.2 Darstellung von TOP@SNAP (5)

3-(Tosyloxy)propyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-

tetrahydropyrimidin-5-carbonséureester

e
.
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HO™ >0 N ”/\/\N H
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0 (0]
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N o N\n/
o " o

Zu einer geriihrten Losung des Alkohols 54 (116 mg, 0.18 mmol) in CH,Cl, (1.0 ml) wird
frisch hergestelltes Ag,0 (siehe 3.2.5.2; 83 mg, 0.36 mmol), Tosylchlorid (69 mg, 0.36
mmol) und KI (60 mg, 0.36 mmol) zugegeben. Die Mischung wird bei 40°C geriihrt bis
die Reaktion beendet ist (DC-Kontrolle). Das Reaktionsgemisch wird filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. AnschlieBend wird der Riickstand mittels Sdulen-

chromatographie gereinigt (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 9:1).

Ausbeute: 56 mg (31.0 %)

Spektroskopische Daten:

Die analytischen Daten der C- und 'H-Magnetresonanzspektroskopie werden im Fol-

genden bezogen auf diese Nummerierung des TOP@SNAP-Molekiils angegeben.
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'H-NMR (200 MHz, CDCL): 8 (ppm) 1.87-1.97 (m, 8H, 9b-CH,, 19-CH,, 22,22’-(CH,),), 2.05-
2.08 und 3.08-3.15 (m, 4H, 21,21’~(CH,),), 2.15 (s, 3H, 32-CH,), 2.42-2.51 (m, 6H, Tos-CH,,
20-CH,, 23-CH), 3.37-3.40 (m, 2H, 18-CH,), 3.45 (s, 3H, 7-OCH,), 3.94-4.04 (m, 2H, 9c-
OCH,), 4.10-4.18 (m, 2H, 9a-OCH,), 4.65 (s, 2H, 6-OCH,), 6.58 (s, 1H, 3-CH), 6.92 (d, 1H, J =
7.2 Hz, 29-CH), 7.04-7.26 (m, 5H, 11-CH, 14-CH, 15-CH, 27-CH, 28-CH), 7.30-7.34 (m, 2H,
37,3""-(CH),), 7.44 (s, 1H, 30-NH), 7.72-7.76 (m, 2H, 2",2""-(CH),), 7.99 (s, 1H, 1-NH), 8.96

(t, 1H,J = 5.2 Hz, 17-NH)

BC-NMR (50 MHz, CDCL): § (ppm) 21.6 (Tos-CH,), 24.5 (32-CH,), 26.0 (19-CH,), 29.6 (9b-
CH,), 32.4 (22,22°~(CH,),), 39.4 (18-CH,), 42.2 (23-CH), 52.9 (3-CH), 54.1 (21,21"-(CH,),),
56.4 (20-CH,), 59.1 (7-OCH,), 60.4 (9c-CH,0H), 66.6 (9a-OCH,), 68.0 (6-OCH,), 101.2 (4-C),
116.0/116.3 (11-CH), 117.2/117.5 (14-CH), 117.7 (27-CH), 118.1 (25-CH), 122.7 (29-CH),
122.9/123.0/123.1/123.2 (15-CH), 127.8 (2",2"’-(CH),), 128.9/129.0 (28-CH), 129.9 (3/,3"'-
(CH),), 132.7 (1’-C), 137.5 (10-C), 138.3 (26-C), 144.9 (4’-C), 146.6 (5-C), 146.8 (24-C),

152.1 (2-C0), 153.2 (16-C0O), 163.8 (8-C00), 168.6 (31-CON)

MS: m/z (%) 812 (1), 371 (46), 286 (56), 231 (43), 71 (29), 70 (100), 65 (28), 57 (38), 56 (55)

HRMS: m/z berechnet fiir C,,H,,F,N,0,S [M + H]: 812.3141. Gefunden: 812.3148.
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3.2.6.3 Darstellung von FP@SNAP (6)

3-Fluorpropyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl) propylcarbamoyl)-4-
(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-

carbonsiureester

F

(@]
F/\/\O | N)J\”/\/\N ’
N/go N\n/
0 : 0

3.2.6.3.1  Darstellung aus der SNAP-Siure (2)
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Die freie Sdure 2 (250 mg, 0.42 mmol) wird in absolutem THF geldst; zur Losung wird
Fluorpropanol (33 mg, 0.42 mmol), DCC (94 mg, 0.45 mmol) und DMAP (55 mg, 0.45
mmol) zugegeben. Nach zweitdgigem Riithren bei Raumtemperatur wird das Losungs-
mittel im Vakuum entfernt und der Riickstand nach Losen im Ultraschallbad mittels

Reversed-Phase-Sdulenchromatographie gereinigt (RP-Kieselgel, MeOH).

Ausbeute: 7 mg (2.5 %)
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3.2.6.3.2  Darstellung aus TOP@SNAP (5)

F
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TOP@SNAP 5 (65 mg, 0.08 mmol) wird in Dioxan geldst (5.0 ml) und TBAHF, (50 l, 45
mg, 0.16 mmol) sowie Pyridin (10 ul, 13 mg, 0.16 mmol) zugetropft. Dann wird fiir 24 h
auf 80°C erhitzt und danach zusitzlich CsF (23 mg, 0.24 mmol in 2.0 ml t-Butanol) hin-
zugefiigt. Daraufhin wird flir weitere 2 h auf 90°C erhitzt. Nach Entfernen der Lo-
sungsmittel und sdulenchromatographischer Reinigung des Riickstandes werden 19
mg mittels HPLC gereinigt.

Von den drei isolierten Fraktionen kann eine mittels Massenspektrometrie als Fluor-

propylester 6 identifiziert werden.

Ausbeute: 0.5 mg (0.9 %)
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Spektroskopische Daten:
Aufgrund der Zersetzung auf der Reversed-Phase-Kieselgelsdule nach wiederholten
Reinigungsvorgingen kann keine genaue Zuordnung der 'H- und “C-NMR-Signale

vorgenommen werden.

“F-NMR (471 MHz, CDCL,): 8 (ppm) -136.3 (m, 12- oder 13-CF), -138.2 (m, 12- oder 13-

CF), -221.8 (9c-FCH,)

MS: m/z (%) 442 (2), 345 (34), 302 (100)

HRMS: m/z berechnet fiir: 660.3009 [M + H]". Gefunden: 660.3356.

205



206 ‘ EXPERIMENTELLER TEIL

3.2.7 Darstellung des Diastereomerengemisches Menthyl-SNAP (58)

Menthyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-
difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-

carbonsiureester

Bg

3.2.7.1 Menthyl-4-methoxy-3-oxobutansiureester (55)

~NoH + Do >0
/O /O

Zu einer gut geriihrten Lsung von Menthol (3.00 g, 19.20 mmol) und 4-DMAP (700
mg, 5.73 mmol) in absolutem Toluol (60.0 ml) wird Methyl-4-methoxyacetoacetat (6.2
ml, 7.01 g, 47.98 mmol) zugegeben. Danach wird 42 h zum Riickfluss erhitzt und die
Mischung anschlieRend im Eisbad gekiihlt. Nach Zugabe von gesittigter NH,Cl-Lésung
(100 ml) und EtOAc (150 ml) werden die Phasen getrennt und die wissrige Phase noch
dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tiber MgSO,
getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der braune 6lige Riickstand

mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel, EtOAc/PE 1:1) gereinigt.
Ausbeute: 4.84 g (93.2 %)

Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur {iberein.***
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3.2.7.2 Menthyl-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo0-1,2,3,4-tetrahydro-

pyrimidin-5-carbonsdureester (56)

F
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Zu einer gut gerithrten Mischung von Menthyl-4-methoxyacetoacetat (3.50 g, 12.95
mmol), 3,4-Difluorbenzaldehyd (1.83 g, 12.87 mmol) und Harnstoff (1.17 g, 19.43 mmol)
in THF (20.0 ml) wird bei Raumtemperatur Cu,0 (185 mg, 1.29 mmol) und CH,COOH
(350 ul) zugegeben, gefolgt von tropfenweiser Zugabe von Bortrifluoriddiethyletherat
(2.0 ml, 2.22 g, 15.67 mmol). Die Mischung wird geriihrt und fiir 8 h zum Riickfluss er-
hitzt. Das Reaktionsgemisch wird abgekiihlt und auf eine Mischung aus Eis (20 g) und
NaHCO, (5 g) gegossen, das entstandene Gemisch wird iiber Celite filtriert. Mit CH,CI,
(15 ml) wird nachgewaschen. Die organische Phase wird vom Filtrat getrennt und die
wissrige Phase wird nochmals mit CH,C, (3 x 10 ml) extrahiert. Die vereinigten orga-
nischen Phasen werden tiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Das
Rohprodukt (4.72 g griines Ol) wird iiber Sdulenchromatographie (Kieselgel, EtOAc/PE

3:2) gereinigt.

Ausbeute: 3.70 g (65.5 %) hellgelbes Ol

Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur {iberein.”**
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3.2.7.3 Menthyl-3-(3-brompropylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxy-

methyl)-2-ox0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsiureester (57)

Zu einer L3sung von Dihydropyrimidinon 56 (1.00 g, 2.29 mmol) und Chlorameisen-
sdure-4-nitrophenylester (1.66 g, 8.24 mmol) in THF (20.0 ml) wird bei -78°C langsam
LiHMDS (6.6 ml, 1.10 g, 6.6 mmol, 1 M in THF) zugetropft. Nach 10 min wird die Reak-
tion durch Zugabe von H,0 (750 ul) beendet, auf 0°C erwdrmt, mit K,CO, (1.31 g, 9.45
mmol) und 3-Aminopropylbromid Hydrobromid (1.55 g, 7.08 mmol) versetzt und iiber
Nacht auf Raumtemperatur erwdrmt. Die leuchtend gelbe Suspension wird zweimal
mit gesittigter NaHCO,-Losung gewaschen, die Phasen getrennt, die wissrige Phase
mit Et,0 extrahiert und die vereinigten organischen Phasen tiber Na,SO, getrocknet.
Nach Reinigung mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel, EtOAc/PE 1:1.5) erhilt

man Bromid 57.

Ausbeute: 698 mg (50.8 %) gelbes Ol

Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur iiberein.***
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3.2.7.4 Menthyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-
difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-ox0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-

carbonsiureester (58)

266 mg (1.22 mmol) des Riickstandes von 13 (siehe Reaktion 3.2.1.5) werden in ACN
(42.0 ml) aufgenommen, mit Verbindung 57 (698 mg, 1.16 mmol) und K,CO, (1.70 g,
12.26 mmol) versetzt und unter Inertgasatmosphdre fiir 37 h bei 35°C geriihrt. Die
gelbe Suspension wird filtriert, der Filterriickstand mit EtOAc gewaschen und das Fil-
trat im Vakuum vom Losungsmittel befreit. Der 6lige Riickstand wird in EtOAc aufge-
nommen, zweimal mit gesdttigter NaHCO,-Losung gewaschen, die wissrigen Phasen
mit EtOAc extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO, getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Nach Siulenchromatographie (Kieselgel, EtOAc/MeOH 5:1 + 0.5 % TEA) erhilt man das

Diastereomerengemisch 58.

Ausbeute: 371 mg (43.3 %) gelbes Ol

Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur tiberein.***
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5.1  Abkiirzungen
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5.2  Abkiirzungen der SNAP-Derivate

["C]SNAP

[*F]JFE@SNAP

AllOE-SNAP

Allyl-SNAP

FE@SNAP

HE@SNAP

HP@SNAP

Menthyl-SNAP

PMB-SNAP

racSNAP-7941

["'C]Methyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-
difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsiure-
ester

2-[*F]Fluorethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl) piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-
difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-ox0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsiure-
ester
Allyloxyethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-
difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-ox0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonséure-
ester
Allyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-difluor-
phenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonséureester
2-Fluorethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-
difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsiure-
ester
2-Hydroxyethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-
difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsiure-
ester
3-Hydroxypropyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-
difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonséure-
ester
Menthyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-difluor-
phenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonséureester
p-Methoxybenzyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)-propylcarbamoyl)-4-
(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-ox0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbon-
sdureester
Methyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-difluor-

phenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsiureester
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TBDPSOE-SNAP  2-(t-Butyldiphenylsilyloxy)ethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydro-
pyrimidin-5-carbonsiureester

t-Butyl-SNAP  t-Butyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-difluor-
phenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsiureester

TMSE-SNAP 2-(Trimethylsilyl)ethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)-propylcarbamoyl)-
4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-
carbonsdureester

TOE@SNAP 2-(Tosyloxy)ethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-
(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-o0xo0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbon-
sdureester

TOP@SNAP 3-(Tosyloxy)propyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-
(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-ox0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbon-

sdureester
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£EELLIT |
9761121 L\u

6929°CZ1
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C:\Kratze\SEPP080529_S 05/29/2008 08:12:08 PM C:\Kratze\SEPP080529_S

C:\Kratze\SEPP080529 Saeure
SEPP080529_S #23-58 RT: 0.36-0.92 AV: 36 NL: 5.05E7
T: + p Full ms [ 85.00-1000.00]

100

302.3

95
90 |
85
80
75
70
65
60
s O 0
50 HO | N

45

Relative Abundance

40 O
35—

30
301.1

25 1
20 303.2

15
345.2
10 | 324.1 | 578.9
. 2793 ! | |
242 4 348.2 ‘ 1623.1
100.0 127.0  168.0 183.1 2312 | - ) 3820 4273 4492 4810 5144 5332 5561 | | '

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
m/z
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83 |

82 |

81,0

52,71
325581
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-
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Evi es-ts5fl / CDC13

n NNV IC VYNNI MANAOONND~NVNOOAXRIOXT NI IMNMNANBC O NLFMNMNON D
;gggsgmg L EOOMMOMAOAANNNENNANNNNNNAAd oA IS AL AN NN
CULWVOVVYY FITT I I T T I I I IS I I I IS IIASL SIS LI LANAANNONNANAAMAMAMAMANA AN @AM

F
F
(0] (0]
TS0~ | PN
H H
N
H,l\\o 3 v
(0] (0]
e
I T T | LI T I T T T T T T T T T T T
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 10 05 ppm
H asaeéﬂeﬂs‘ 3 H 2 gfl= |8 18()e =
- olail~|+~|mlilo — o [SES Nl es P feo ©

Current Data Parameters

NAME ES-Tos
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20091012
Time 18.14
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 16

DS 2
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.122266 Hz
AQ 4.0895586 sec
RG 90.5

DW 62.400 usec
DE 6.00 usec
TE 293.4 K
D1 5.00000000 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRK 0.01500000 sec

PL1 0.30 dB
SFO1 500.1337510 MHz
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 500.1300137 MHz
WDW no
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00

SPEKTREN
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Evi es-ts5fl / CDC1l3

Current Data Parameters

NAME ES-Tos
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20091012
Time 21.16
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG jmod
TD 120116
SOLVENT cpcl3
F NS 20418
DS 4
F SWH 26455.027 Hz
FIDRES 0.220246 Hz
AQ 2. 2702613 sec
RG 7298.
0 oW 18. 900 usec
DE 6.00 usec
TE 294.8 K
TS()\\///\\() CNST2 145.0000000
| CNST11 1.0000000
Dl 2.00000000 sec
dz0 0.00689655 sec
DELTA 0.00001210 sec
10 MCREST 0.00000000 sec
Ve MCWRK 0.01500000 sec
======== CHANNEL £l ========
NUC1 13c¢
Pl 9.50 usec
p2 19.00 usec
PL1 3.80 dB
SFO1 125.7708678 MHz
ssss===z CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzlé
Nuc2 1H
PCPD2 90.00 usec
PL2 0.30 dB
PL12 16.78 dB
SFO2 500.1330008 MHz

F2 - Processing parameters

SI 32768
SF 125.7577968 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T PC 1.00
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 S0 80 70 60 50 40 30 20 ppm



Evi es-tsb5fl / CDC1l3 / 19F

F
F
(@] (0]
TsO
S \\///\\() | /ji} ”‘//\\V//A\\N ¥
N
T
0 0
T T T T

T T T T
-110 -115 -120 -125 -130 -135 -140 -145

Current Data Parameters

NAME ES-Tos
EXPNO 10
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20081012
Time 18.09
INSTRUM spect
PROBHD S5 mm BBO BB-1H
PULPROG zgflgn

TD 240236
SOLVENT CDC13

NS 16

Ds 0

SWH 30030.029 Hz
FIDRES 0.125002 Hz
AQ 3.99993859 sec
RG 362

D 16.650 usec
DE 6.00 usec
TE 293.4 K
D1 3.00000000 sec
=——————= CHANNEL f1 ========
NUC1 19F

Pl 12.50 usec
PL1 -3.00 dB
SFO1 470.5264791 MHz
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 470.5923620 MHz
WDW no

SSB 0

LB 0.00 Hz
GB 0

PC 1.00

SPEKTREN
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Evi es-ts5fl /CDC13/13C-1H HSQC

Current Data Parameters
HAE E5-Tos
ExPNG
PRoCHO 1
£2 - Acquisition Parameters
Date_ 20031022
Time 31.18
Ppm INSTRUM spect
PROBHD  § mm BBO BB-1H
PULFROG hsqeetgpeil
F ™ i02d
3 saLvaNT el
E Ns ‘
e [ 08 16
] B 5000000 Hz
- S AEEE
E X . nec
- 20 RG 26008
"y 3 D4 100.000 usec
— - -k oe .00 usec
& 3 ™ 254.0 K
-1 o E Qistz 145.0000030
- P do 930000300 sec
3 ol 1.50000000 sec
- 30 ad 0.00172414 sec
. A3 dil 0.03000000 sec
- o | F a1 0.00000600 sec
E D16 {00002000 se:
L . 0.00085000 sec
. F peLTA 0.30110300 sec
3 DRLTAL .06102800 mec
- - 40 DELTAZ 0.00024000 sec
PS 3 DELTAY 0.00070418 sac
E F 0.00002480 sec
3 ~00080000
[ MCWRE 0.25000051 sac
3 sriam 1
F 50 mssmsmss CHAMNEL £1 seszesas
. E wuc m
— 3 £l 13.50 usec
- b o - |- E i 3335 eee
> 3 P28 1600.00 usec
o - £ PLL . 0.30 4B
F £ 00.1325006 Mz
<- hd 3 60 vwmszes CHANNEL £2 s
E = ]
- E = c
. K E 3] 9.50 usec HN
F ‘o0 an
E 48
] - o 3
p— ° E 2
E 8,00 4 N
F BT
E Lo
PrL X
3 Frd X
F oo s
apzl 11100 ¥
1 00 arzd -5.00 %
o P16 100000 usac
P8 680,00 usee
FL - Acquisition parsmeters
¥DO 2
™ 258
110 s 125.7678 Mz
FioREs 78,755043 Hz
s 160.306 ppm
FOMOCE  Echo-Antischa N H
= omo o F2 - Processing parameters
o st 1024
120 s00.1305338 wte 0
b o QTHE
ss8 H
— - ta 0.00 Hz
E a @ B
e \ ve 140
— = o Pl - Processing paramaters
130
ez echo-antiecha
T T Ty s¥ 125.7577890 WHz
wow

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm &



Evi es-ts5f1 / CDC1l3 / HMBC %7
B ER

Current Data Parameters
HAKE

EXPHO 3
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
m D 20091012
PP Time 21.48

UM spect

L PROBHD 5 mm BEO BB-1H
PULPROG  invdgplplrndqf
2048

™
SOLVENT [= ¥
NS 16

16
5000.000 Hz

JE— 0 [} + FIDRES 2.441406 Hz oT
F_ Q L AQ 0.2045500 sec S
F - - it

.000 umac

J— ] Q 25 DE 6.00 usac

o d L TE 293.7 K
— Q N aNsT2 1450000000
40 0.00000300 sec
9 + DL 2.00000000 sac
L az o O
| Iy D6 0
n 30 413 0
. ol g
L 1 i
- Qo 0 MCREST 0.00000000 sec
?—— 2,00000000 wec
35 CHAMNEL £1
HuC1
Pl 13.50 u
P2 27.00 w
, [ [ PLL 0.30
[ SFOL 500.1325006 MHz
— : A 40 CHANNEL €2 swnaues ) ] F
NuC2 13¢

= 23 8 HN
r SPO2 125.7703019 MHz
45 GFIDIWSL;;E% ELETL) 3 é
N

- 50

2
oo ssras

55 Fl - Acquisition parameters
D0 2

0 o 0

256
SPO1 125.7703 MHz
FIDRES 88426712 Hz
W 179.989 ppm
¢ .
60 FIMODE oF
2 = Processing paraneters
SI
500,1300000 MHz NH
SINE

65 i 0.08 ws o=<
L 1.40

Fl - Processing parameters
ST 1024

4%
d

nanw
2

T

8
hd

I L 70 's‘gz 12&.757”?: MHz
T T T T T T T T T v T v T g:g SINE
4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm = Bl
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Evi es-ts5fl / CDC13 / HMBC COX?

(<O

Current Data Parameters
MAME ES-Tos

EXPNO
PROCNO 1

F2 - Acquisition Paraneters
20091

__,..JL J me ::;:‘ 2 Ln::
TNSTRUM spact.

| PROBHD 5 mm BEO BB-1H
i I 20 PULPROG  invigplplrndgf
> [ ™ 2048
F SOLVENT (o k)
F NS 16
- F DS 16
- SWH 5000.000 Hz
o PIDRES 2.441406 Kz
L 0.2049500 sec
— 30 RG 26008
L oW 100.000 usec
F OB 6.00 usec
= I T8 293.7 K
CHST2 145.0000000
F 40 0.00000300 sec
L D1 2.00000000 sec
az 0.00344828 sec
D6 0.06500000 sec
r— 40 0.00000400 sec
D16 0.00002000 sec
-| @ = ™0 0.00002209 sec
MCREST 0.00000000 sec
2.00000000 sec
masmmmms CHAMNEL f1 =
Nuc1 18
50 Pl 13.50 usee
B2 27.00 usec
PLL 0.30 dB
- o = 5¢01 500.1325006 MHz
masuamss CHANNEL £2 =
r.. Huca 13c
B3 5.50 usec
B PL2 3.00 4B
60 cro 125.7703019 MHz
— =sus=s GRADIENT CHANNEL ====s 3
AM1 SINE.100
GPNAMZ SINE.100
4 GENAM3 SINE.100
— GPX1 0.00 %
— GPX2 0.00 &
70 GPX3 0.00 % N
GPY1 0.00 &
GPY2 0.00 %
GPY) 0.00 %
arzl 50.00 &
Gpa2 30.00 &
GPz3 40.10 %
Jpe— .
g b PL6 1000.00 usec
B0 i - Acquisicion parameters
o NDO
™ 256
F 5FO1 125.7703 MHz
F PIDRES 80.426712 Hz
F W 179.989
r FAMODE
P2 - Processing parameters
- 90 o paras NH
SF 500.1300000 MHz
WO SINE O
[ 888 0
LB 0.00 Hz
L GB a
pe 1.40
¥l - Processing parameters
b ° o [ 100 sI 1024
Me2 QF
sF 125.7577890 MHz
T T WO SINE
=
0.00 Hz
90 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 6.6 ppm = o



Evi es-ts5fl / CDC1l3 / HMBC

Current Data Parameters
NAME ES-Tos
EXPNO 4
PROCNG 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20091012

- VA ppm 3 21.48

[

INSTRUM spect
I PROBHD 5 mm= BBO BB-1H
1 00 PULPROG invdgplplrndgf

™ 2048

— o® - SOLVENT eocld
L 1
r DS 16
+ S 5000.000 Hz OTs
L FIDRES 2.441406 Hz
L AQ 0.2049500 sec
L ARG 26008
r oW 100.000 usee
110 = £.00 usec
- TE .7 K
F cnsT2 145.0000000
[ o 0.00000300 sec Q
[ o1 2200000000 sec
L a2 0.00344823 sec
— H 06 0.06500000 sec
d13 0.00000400 sac
= L D16 0.00002000 sec
o N0 0.00002209 sec
120 MCREST 0.00000000 sac
MCWRK 2.00000000 sec
F sasnswsn CHANNEL f]1 svasce==
—_ wucl 1M
] L Pl 13.50 usec
= p2 27.00 usec
PLL 0.30 4B
i o L sFol 500.1325006 Miz
q ? 130
.50 usec
- L2 3.00 a8
L §FO2 125.7703019 MHz
L msms=s GRADIENT CMANMEL =====
L GPHAML SINE.100
= 8 GPNAM2 SINE.100
GPHAM3 SINE.100
GEX1 0.00 %
L2 140 GPX2 0.00 %
L GPK3 0.00 %
L GPYL 0.00 %
[ L GPY2 0.00 %
L GPY3 0.00 %
_— 9 Gzl 50.00 %
L apz2 30,00 %
- L) L GPz3 0.10 %
1 [ P16 1000.00 usec
L L 150 Fl - Acquisition parameters
b o H
— ol o L SFO1 125.7703 MHz
[ FIDRES 88.426712 Hz
[ s 179.989 ppm
[ FnMODE oF
L F2 - Processing parameters NH
160 51 1024
[ sF 500.1300000 Mz (0]
L WO SINE
L 558 0
= ° . [ L8 0.00 Hz
e 1.40
[ F1 - Processing parameters
- o' 81 1024
uc2 oF
o L 170 sF 125.7577890 MMz
. , . . . . v wow SINE
v 1 ssh 0
LB 0.00 Hz
48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 ppm = o
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Evi es-ts5fl / CDCl3 / HMBC

Current Data Parameters
NAME

~Tos
EXPNC 4
PROCNO 1

FZ - Acquisition Parameters
m Date_ 20091012
PP Time 21.48

INSTRUM spect
3y PROBHD S mm BBO BB-1H
1 1 5 PULPROG  invdgplplrndqf

™ 2048

= & @ | o] mié
1

F DS
@ SWH 5000.000 Hz
-) 3 FIDRES 2.441406 Hz
aQ 0.2049500 sec
r RG 26008
120 oW 100.000 usec
DE 6.00 usec
L TE 251.7 K
CNsT2 145.0000000
F 40 0.0 sec
- SEE e . ! 2 3oosianse s
o . sec
= [ o 3 s
di3 0.0 sec
125 D16 0.0 sec
— INO 0.0 sec
- + MCREST 0.00000000 sec
2.00000000 sec
=ammmmmm CHANNEL f1 =asss===
I ) o o L e =
L Pl 13.50 usec
——? p2 27.00 usec
130 PLL 0.30 a8
ad SFO1 500.1325006 MHz
4 L

sssmsss=s CHANKEL £2 ==

r NUC2 13¢
- | »3 9.50 usee

PL2 3.00 dB
L sFo2 1257703018 Mz
135 =sms=s GRADIENT CHANMEL =====
GPNAML SINE.100
F GENAMZ SINE 100
LB
- e C——Y o) @ L Gpx2 0.00 %
— =5 q GPX3 0.00 %
L arrl 0.00 *
PY. 0.00 %
140 GPY3 0.00 %
o] GPzZ1 50.00 %
- 3 cpz2 30000 %
° | cpz3 40.10 %
P16 1000.00 usec
F1 - Acquisition parameters
L HDO 2
™ 256
145 s 125.7703 Mz
L& =] | FIDRES 83.426712 Hz

sw 179.98% ppm
FMODE aF
- F2 = Processing paraneters
S1 1024
r > B axe=x=)} + se 5001300000 s o)
150 s=

T
0
0

0
LB 0.00 Hz
3 @VC@D r GB o
= X B3 1.40
\ {
L F1 - Processing parameters
r MC2 F
SF 125.7577890 MHz
- e A 155 SINE
888

o
0.00 Mz
o

79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 6.6 ppm =



Evi es-ts5fl / CDC1l3 /COSY

Current Data Parameters
.[ m NAME ES-Tos
EXPNO 5
PP PROCHNO 1
v L
. t F2 - Acquigsition Parameters
F Date_ 20091013
0 = | Time 0.25
' 4 o INSTRUM spect
' ) F PROBHD 5 mm BEO BB-1H
i L PULPROG cosygpqf
- Mt B 22
C OLVENT el
: b 90, F NS 4
¢ 2 DS 4
[ F SwH §127.451 Hz
F FIDRES 2.991920 Hz
q / E A0 0.1672484 sec
F b RG 143.7
b DW 81.600 usec
' E DE 6.00 usec
- 3 TE 293.4 K
L do 0.00000300 sec
F Dl 2.00000000 sec
W L d13 0.00000400 sec
[ D16 0.00002000 sec
E INO 0.00016320 sec
0 F MCREST 0.00000000 sec
4 MCWRK 2.00000000 sec
¢ ' F
P LH ! ' b
[} I | [
. [ { F PLL 0.30 dB
5 SFO1 500.1327797 MHz
: . ] P [
*' [ ' F ====== GRADIENT CHANNEL
. . r GENAML SINE.100
6 F GPNAM2 SINE.100 3
ol t GPX1 0.00 &
" | 3 GEX2 000 &
y 4 T + 6 GPY1 0.00 &
[ GPY2 0.00 &
F GPZL 20.00 &
s . N ! | E GPZ2 20.00 & N
[ Pl 1000.00 usec
— : ] . " E
i s F1 - Acquisition parameters
B A5 ] 7 " 1
, . ' F ™ 128
: ) F SFO1 500.1328 MHz
) L FIDRES 47.870712 Hz
F sW 12.252 ppm
M ‘ r FOMODE QF
F
: ; | I 8 F2 - Processing parameters
. b st
] b SF 500.1300000 MHz
F WDW SINE
. . F SSB 0 NH
' F LB 0.00 Hz
) ' o GB 0 O
B S | -9 PC 1.00
[ F Fl - Processing parameters
N o 81 1024
R | F MC2 oF
a H F SF 500.1300000 MHz
[] . L WDW SINE
TrTTT T LU B0 00 2 B 2 M B B N B A A B B B B B A4 LIS B N B B B e B T SSB Q
LB 0.00 Hz
0

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm =
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Evi es-ts5fl / CDCl3 /NOESY

Current Data Parameters
NAME ES-Tos
l EXPNO 6
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20091013
Time
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG noesygpph
| 1 ™ 2048
SOLVENT €DCll
° NS 8
D8 8
F SWH 6127.451 Hz
0| -0 r FIDRES 2.991920 Hz
b AQ 0.1672484 sec
RG 128
3 D 81.600 usec
o DE 6.00 usec
Plee r TE 293.4 K
n [ ao 0.00006441 sec
ol 3.00000000 sec
D8 1.00000000 sec
[ D16 0.00002000 sec
INO 0.00016320 sec
4 MCREST 0.00000000 sec
[ 1.50000000 sec N
STICNT 1
F TAU 0.49897995 sec >=O
I 5 3 usec N
P2 usec
PL1 0.30 dB
— [ SFO1 500.1327797 MHz 3
====== GRADIENT CHANNEL me===
L GPNAM1 SINE.100
[ GPNAM2 SINE.100
6 GBX1 0.00 %
L GPX2 0.00 % N
GPY1 0.00 %
r GPY2 0.00 %
GPZ1 40.00 %
— [ GPZ2 -40.00 %
P16 1000.00 usec
P [ 7
L Fl - Acquisition parameters
. r NDO 1
r T™D 256
o £ SFO1 500.1328 MHz
FIDRES 23.935356 Hz
sW 12,252 ppm
8 FnMODE States-TPPI
gi - Processing parameters NH
L SF 500.1300000 MHz
WDW QSINE (0]
¢ v SSB 2
\ LB 0.00 Hz
o I \ GB q
T T 9 PC 1.40
£ \
' | | Fl - Processing parameters
. . \ 51 1024
. 1 [} MC2 States-TPPT
¢ [ { SF 500.1300000 MHz
& » :I oW SINE
T T T T 558 2
LB D.Dg Hz

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm =



ZT

T

Display Report

Analysis Info

Analysis Name D:\DATA\36674_y.d

Method anthocyane.m
Sample Name  Tos@SNAP
Comment

Acquisition Parameter

Schirmer/Arzneistoffsynthese

Acquisition Date 27.01.2011 14:08:55

Operator
Instrument

phu
HCTplus

lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity  off
Mass Range Mode Ultra Scan Scan Begin 50 mfz Scan End 1000 m/z
Capillary Exit 121.2 Volt Skim 1 15.0 Volt Trap Drive 81.4
Accumulation Time 938 us Averages 5 Spectra Auto MS/MS off
Intens, +All MSn, 0.5-4.6min #(53-223)

x108

302.1
1.254
812.3

1.00

0.75+

0.50

0.25

| 345.1 615.3
260.1 _ hmmﬁ
B e = _ _
100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z

Bruker Daltonics DataAnalysis 3.3 printed:  14.02.2011 19:00:36 Page 1 of 1
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2.2.11, es-sf2f3, 3. Fraktion SF2 (25-K1), 20 mg, CDCI3PROTONC

1.0

u.\ -
TLFST - < I
L0S6T . 1890°9 -
69107 -\ —
6907 = me.uﬁ Zr
POITT —_— = ErLEE}
PIFST —
LBLET = _vsere]
9fFIE ]
1661 j

3.0

4.0

7.0

7.5

FLPEE — 70Tt
FSLEE — e
£60F '€ lorgee|
o . il
|
9FTF ,
9692 °F |
1682 | I
0265°F - ~
9IIFt ocTeE]
6HEFF Ll
[4Y8 4 Ju—
i S050°C
2o9r /Ty T
[
8599 CESIT
~6LrTT
6660 |
o 0260
< ) NS
FSOL'T
M._ L
=T = 09060 |-

,W i
h 32y |
T4 |

0.5

15

2.0

2.5

3.0

4.5

5.0
(ppm)

3.5

6.0

9.0 8.5 8.0

95



ES fesplb

28 SN ERRECSNENIEN8R8E amuno T r e AN T OO AN M N T OO IO NS
S 5 moercdddddsdscicegy SnaeneRTAdIalsedIRnIRessaict BIRUKER
0 W MMM ANNNNNN AT A A AAA A OOV OMMAOT™M OO0 @ MNOO\WOU <<
- - T A A A A A A A A A A A A A A" OOV OOVUONT M MO NNNNN
FENIYSSSNWE SIS YWY = .
EXPNO 2
PROCNO 1
F Date_ 20110228
Time 9.19
F INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG jmod
™D 111106
0 (0] SOLVENT cDC13
F JJ\ NS 4096
/\/\ DS 4
~"0o N N N S 26455.027
| /& H FIDRES 0.238106
AQ 2.0999722
N O 4 j’( RG 14596.5
H oW 18.900
/O ) DE 12.00
TE 294.7
145.0000000
CNST11 1.0000000
2.00000000 sec
0.00689655 sec
1
======== CHANNEL fl ========
13c
9.50 usec
19.00 usec
PL1 3.80 dB
SFOL 125.7707421
======== CHANNEL £2 ========
CPDPRG2 waltzlé
NUC2 1H
BCPD2 90.00
PL2 0.30
PL12 16.78
SFO2 500.1325006
sI 32768
SF 125.7577934
WowW EM
SSB 0
LB 1.00
GB 0
BC 1.40

200 180

ppm



ES fespl6/19F

-136.471
—136..491

|
<

0]

0
DE
MSSERE ; ;
N TDO
N0 4 g S
o 0 g

NAME
EXPNO
PROCNO
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
D
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

-136.644
-136.796
-136.820
-136.863
-137.975
-138.316
-138.335
-138.357
-224.250
-224.310
-224.351
-224.371
-224.387
-224.410
-224.452
-224.471
-224.511
-224.572

I i I " T

| | T T T T
-60 -80 -100 -120 -140 -160 -180 -200 -220 -240 ppm

es_fesplé
7

1

20110228

8.57

spect

5 mm PABBO BB-
zgflgn

131072

CDC13

16

0
100000.000
0.762939
0.6554150
512

5.000

6.00

293.2
5.00000000
1

-3.00
470.5170672
65536
470.5923620
no

0

0.00

0

1.00

SPEKTREN
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ES fespl6/HSQC

NAME es_fesplé
EXPNO 3
FROCNO 1
Date_ 20110228
Time 13.50
INSTRUM spect
[YYERCBED 5 mm FABBO BE-
| I A pp PULPROG hsgeetgpsi2
D 1024
F SOLVENT cpel3
£ nS 8
° £ DS 16
= 20 s 5000.000 Hz
oy E FIDRES 1.882812 Hz
o - £ AQ 0.1025500 sec F
a E RG 26008
£ DW 100.000 usec
. = F DE 6.00 usec
= E 30 TE 294.5 K
o E CRST2 145.0000000
E DO 0.00000300 sec
E D1 1.50000000 sec
= . E D4 0.00172414 sec
= 40 D1l 0.03000000 sec
°
] -« D13 0.00000400 sec
D16 0.00002000 sec
P D24 0.00086000 see
NO 0.00002480 sec
50 2GOPTNS
= - CHANNEL f1
r 8 L b NUCL H
<P 3! 13.50 usec
o. P2 27.00 usec
1 2 60 = 1000.00 usec (o) >:O F
PL1 0.30 aB
r - SFO1 500.1325006 MHz
r - o - CHANNEL f£2 HN
- 70 CPDPRG2 garp
NUC2 13¢
»3 9.50 usec
P4 19.00 usec
PCPDZ 70.00 usec
2 PL2 3.00 dB 4
- o 80 =i 20.35 dB
3 < F SFO2 125.7678496 MHz
F GRADIENT CHANNEL -
E SINE.100
o 90 GPNAM2 SINE.100 N
E GENAM3 SIME.100
E GPNAM4 SINE.100
F GPZl 80.00 %
E GPL2 20.10 &
E Gpz3 11.00 &
100 ceze -5.00 %
E P16 1000.00 usec
F P19 600.00 usec
I NDO 2
E ™D
o 110 SFO1 125.7678 MHz
E FIDRES 78.755043 Hz
E sw 160.306 ppm
F FOMODE  Echo-Antiecho
. E SI 1024
0o < E SF 500.1300133 Mz NH
=120 wow QSINE
i < lo E S5B 2 (0]
F LB 0.00 Hz
E GB 0
P E PC 1.00
E d ST 1024
£ 130 MC2 echo-antiecho
F SF 125.7577934 MHz
T T WowW OSINE

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm = 008
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ES fespl6/HMBC

NAME es_fesplé
EXENO 4
PROCNO 1
Date_ 20110228
Time 14.47
INSTRUM spect.
| [ PPMezozio 5 mm paseo BE-
PULPROG hmbegplpndgf
D 2048
+ ; . . SOLVENT cDC13
NS 16
e DS 16 F
- . SWH 5000.000 Hz
FIDRES 2.441406 Hz
AQ 0.2049500 sec
2 . 40 RG 26008
DW 100.000 usec
DE 6.00 usec
TE 293.6 K
- o CNST2 145.0000000
oo CNST13 8.0000000
= P ° DO 0.00000300 sec
60 o: 2.00000000 sec
— D2 0.00344828 sec
F D6 0.06250000 sec
. ® D16 0.00002000 sec
INo 0.0000199C sec

i

PL1 0.30 dB
SFO1 500.1327507 MHz
=== CHANNEL £2
. ; 100 5 : 4
PL2 3.00 dB
SFO2 125.7703648 MHz
====== GRADIENT CHANNEL =====
il - N J GPNAM1 SINE.100 N
E s GPNAM2 SINE.100
120 covavs STNE.100
. . e - GPz1 50.00 %
. GPZ2 30.00 %
- GPz3 40.10 %
P16 1000.00 usec
@ NDO 2
e » ; ™ 256
140 sror 125.7704 MHz
. FIDRES 98.258095 Hz
L. & ” o> SW 200.000 ppm
‘e L FnMODE oF
g . " sI 1024
F oo SF 500.1300133 MHz NH
WDW SINE O
sSB 0
1 . R 160 LB 0.00 Hz
GB 0
1 pC 1.00
& s1 1024
q MC2 QF
= SF 125.7577934 MHz
WDW SINE

L e L e e o B B e e B e e

75 7.0 65 60 55 50 45

L e e e e e SLA B e e

g * 0
40 35 30 25 20 1.5 ppm & 0-05 B



ES fespl6/COSY

NAME es_fesplé
| EXPNO 5
PROCNO 1
: x - - Ppm Date_ 20110228
g Time 17.23
. 3 INSTRUM spect
r PROBHD 5 mm PABBO BB-
. e F PULPROG cosygpqf
— L 1 D 2048 F
e ° . : SOLVENT cDCl3
2 L b F NS 8
i 3 r DS 4
. e ' s [ SWH 6127.451 Hz
2 % £ — 2 FIDRES 2.991920 Hz
id | . s AQ 0.1672484 sec
| 3 RG 456.1
¢ . % i E oW 81.600 usec
& 3 DE 6.00 usec
TE 293.2 K
. e A Do 0.00000300 sec
, ol R D1 2.00000000 sec
& § ‘ D13 0.00000400 sec
D16 0.00002000 sec
. 4 INO 0.00016320 sec
. * == CHANNEL f1
! 13.50 usec
5 13.50 usec
. - 0.30 dB 4
N 500.1327797 MHz
; == GRADIENT CHANNEL
T 6 GPNAML SINE.100
GPZ1 20.00 % N
Y . ) P16 1000.00 usec
] . ' NDO 1
' F D 201
iy 7 SFol 500.1328 MHz
" r . ‘ FIDRES 30.484831 Hz
= SW 12.252 ppm
’ FnMODE QF
| i SI 1024
1 - + 8 SF 500.1300133 MHz
. WDW SINE
] SSB 0 NH
] ¢ LB 0.00 Hz
. = GB 0 0=
9 PC 1.40
2 ' 0 SI 1024
MC2 oF
SF 500.1300133 MHz
' WDW SINE
A - 10 ssB 0
LB 0.00 Hz
9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm cs 0
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ES fespl6/15N HSQC

A L J[ALJ

NAME es_fesplé
EXPNO k)
PROCNO 1
Date_ 20110301
Time 4.33
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB-

PPM cuveros hsgeetgpsi2
™

1024
SOLVENT cpel3
NS 24
(J DS 16
SWH 6009.615 Hz
FIDRES 5.868765 Hz
AQ 0.0853300 sec
RG 26008
DW 83.200 usec
DE 6.00 usec
TE 293.5 K
CNST2 90.0000000
Do 0.00000300 sec
D1 1.50000000 sec
50 D4 0.00277778 sec
D11 0.03000000 sec
D13 0.00000400 sec
D16 0.00002000 sec
D24 0.00277778 sec
INO 0.00003280 sec
ZGOPTNS

Fl 13.50

100 - 27.00

P28 1000.00

PL1 0.30

SFO1 500.1330008

======== CHANNEL £2

CPDPRG2 ga.
NUC2 1!

3 15.00

P4 30.00

BCPD2 150.00

1 !s[) PL2 1.5

PL12 24.50

SFO2 50.6848279

GRADIENT CHANNEL

SINE.100

SINE.100

SINE.100

SINE.100

80.00

8.10

200 50.10

0.00

1000.00

600.00

2

256

50.68483

59.546497

300.759

Echo-Antiecho

1

10 9

T

2

1

1024
500.1300133
QSINE

2

250

0.00
[

1.40
1024
echo-antiecho
50.6777330
QSINE

2
ppm

usec
usec
usec

Mz

usec
usec
usec

MHz

MHZ

SPEKTREN
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es fespl6/ CDC1l3 / 15N HMBC

NAME es_fesplé
EXPNO 8
PROCNO 1
Date_ 20110228
Time 18.57
INSTRUM spect
A I l ppm PROBHD 5 mm PABEO BB-

PULPROG hmbcgplpndgf
TD 2048

SOLVENT cDcl3
L Ns 48
| DS 16 F
SiH 6009.615 Hz
F FIDRES 2.934382 Hz
50 0.1705268 sec
RG 26008
F DW 83.200 usec
k DE 6.00 usec
TE 293.2 K
CNST2 90.0000000
CNST13 8.0000000
DO 0.00000300 sec
100 o 2.00000000 sec
D2 0.00555556 sec
-~ D6 0.06250000 sec
A5 O D16 0.00002000 sec
INO 0.00002465 sec

= CHANNEL f1 ==

150

200

15.00 usec
1.50 dB 4
50.6878685 MHz

= GRADIENT CHANNEL
GPNAM1 SINE.100

250 GPNAM2 SINE.100 N
GPNAM3 SINE.100

GPZ1 70.00 %

GPZ2 30.00 &

GPZ3 50.10 %

P16 1000.00 usec

NDO 2

TD 0

300 SFO1 50.68787 MHz

FIDRES 63.359837 Hz

SW 400.000 ppm

FnMODE QF

SL 2048

SF 500.1300133 MHz

350 = suve NH

S8B 0

LB 0.00 Hz O

GB 0

PC 1.00

SI 1024

MC2 QF

SF 50.6777330 MHz
L AR ma s s o B e e e e e e  RAmaaamass s n s e 400 ‘ISWé"g SINE

0
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm & 005 ¥

SPEKTREN | 261



SPEKTREN | 262

Display Report

Analysis Info

Analysis Name DADATA\37139_y.d

Acquisition Date 04.05.2011 15:33:21

anthocyane.m Operator phu
Sample Name  FESp Instrument HCTplus
Comment Direkteinlass 1200ul/h
ACN/MeOH
Acquisition Parameter
lon Source Type ESI lon Polarity Pasitive Alternating lon Polarity  off
Mass Range Mode Ultra Scan Scan Begin 105 m/z Scan End 1000 m/z
Capillary Exit 121.2 Volt Skim 1 15.0 Volt Trap Drive 81.4
Accumulation Time 2632 ps Averages 5 Spectra Auto MSMS off
Intens. +All MSn, 0.0-10.9min #(2-320)|
%105
646.0
_&l
301.9

U:

N.

11

258.0
3449
160.1 ;_ .
o_ h;..ep . :
200 " Ta0 0 400 " 500 " 600 700 miz

Bruker Daltonics DataAnalysis 3.3 printed: 04.05.2011 15:47:40 Page 1 of 1



19.10.10., es-ptifi, OH-Propyl > Tos PTI, 1. Fraktion 56 mg, CDCI30PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 8(1

6481
zs06°1
FLE6T
149671 -
86$07
£990°7 |
8£80C
10§17
0Pz T\
SHLF'T |
08057 -
L9L0°E
P660°E
L0IT°E
L9FIE
9L9E°€ |
C88EE
[104°€ |
gesre
SHPGE )
6096°€ |~
SELGE
£686°€ —
1500°F
Zrr0F
9£0I'F
rLITE
SHEIF
SOFIP
SEor Y
89LIF IS
0LF9F

rm%gd—l——b

—

14089 —

82069
L8569
16§0°L -
SEFOL
8950° -
S6L0°L -
1821°L -
12812
TI6l L -
0092, -
£208°L -
LTHEL
05t L
£974°L
PLSLL
SI66L -

CEE6S ——
$096°8 /]
9586°8 -

™ )

1 1 T

s s s e e > e e

1.0

_/000g9

LIS e B S e s e

5967

10T

0.5

1.5

2.0

2.3

30

(ppm)
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19.10.10., es-ptifl, OH-Propyl > Tos PTI, 1. Fraktion 56 mg, CDCI3(1CI34PT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 8(1

929617 —

TILP T~
9rE0'97 —
61967 ——
SI8ETE —

N

)

1E9€°6E —
08F1°TF —

19¢6°C€ B
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£L0F°9S W,I
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1ITF09 — -

82L599
L066°L9 —

L.
T

0e9I°101 -

IE66°C11 — VH o

F60E 911 \ =
LPLILIT

LETSLIT = =
SIPLLII Lﬂ w

i

rPSOI8IT
z80L el
9gE6Tel
0050°§21
Leereel
608121 -
£9rz STl
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7950621
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[MS Spectrum]
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ES fpspl0/19F

-135.891
~-136.164
-136.182
-136.208
-136.225
-136.234
-136.248
-136.697
-136.714
-136.720
-136.740
-136.759

%
<

-138.088

-136.766
-136.782
-138.112
-138.128
-138.141
~138.157
-138.187
-138.1896
-138.203
-138.232
-221.573
-221.631
-221.673
-221.689
-221.732
-221.774
-221.788
-221.832
-221.868
-221.888
-221.913
-221.925
-221.968
-222.024

<

Co><)

[ee}

o

(=]

™ NAME es_fpspl0

o EXPNO 2

| PROCNO 1
Date_ 20110408
Time 10.26
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBQ EB-
PULPROG zgflgn
D 131072
SOLVENT CDC13
NS 16
Ds 0
SWH 100000.000
FIDRES 0.762939
AQ 0.6554150
RG 512
D 5.000
DE 6.00
TE 293.3
D1 5.00000000
TDO 1

== CHANNEL f

NUC1l

Pl

PL1 -3.00
SFO1 470.5170672
SI 65536
SF 470.5923620
WDW no
SSB 0
LB 0.00
GB 0
PC 1.00

F
F
PP

F/\\//\O | N N/A\v//\

A H

/O
T | | " I

-60 -80 -100 -120 -140

I
ppm

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec

Hz
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F
0 (0]
F/\/\O | NJ\N/\/\N H
H
”/&O 6 Nm/
Intens. | . +MS2(660.6244), 39.8187eV, 0.92min #55
x104]
1 302.1954
1.5+
1.0
| 345.2044
0.5
O‘Ohlywl T Y d T ' Lo T spes Fhvrey 4111'_2‘1'17‘26' 7 T Lm— T —— Q T T ¥ T L T 1 LI M SSee e St S M S T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
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18.2.08, es-bgkp2, Fraktion 5+6, CDCI3, ca 67 mgOPROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 470

LEOZ'T
9917 -

08271 -
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18.2.08, es-bgkp2, Fraktion 5+6, CDCI3, ca 67 mgOCI3APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 470
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[MS Spectrum]
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22.7.10, jb-bsp, 73 mg, CDCI30PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 447
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22.7.10, jb-bsp, 73 mg, CDCI30CI3APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 447
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25.10.07, es-cf3-4, Ester C nach RP, Fraktion 3 und 4, ca 100 mg, CDCI3 PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 5
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25.10.07, es-cf3-4, Ester C nach RP, Fraktion 3 und 4, ca 100 mg, CDCI3  C13APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 5
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21.11.07, es-cgk2 Fraktion 6-12 PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 60
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21.11.07, es-cgk2 Fraktion 6-12 C134PT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 60
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8.1.08, es-cgkp3, cghp3 gereinigt, ca 110 mg, CDCI30PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 490
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8.1.08, es-cgkp5, cgkp3 gereinigt, ca 110 mg, CDCI3 C134APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 49
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Display Report

Analysis Info

Analysis Name  D:\DATAArchiv\Schirmen36670_x.d

Acquisition Date 21.03.2011 15:34:20

anthocyane.m Operator phu
Sample Name  CGKpS Instrument HCTplus
Comment Neue Saeule Luna 3 u C18(2) 100A
250 x 4.6 mm 3 micron
Acquisition Parameter
lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity  off
Mass Range Mode Ultra Scan Scan Begin 50 m/iz Scan End 1000 m/z
Capillary Exit 121.2 Volt Skim 1 15.0 Volt Trap Drive 81.4
Accumulation Time 14096 us Averages 5 Spectra Auto MS/MS off
Intens. +All MSn, 0.0-4.0min #(1-137)
X108 LXK
1.01
0.8
378.0
0.6
350.0
0.4+
0.2
278.0
234.0 436.0
421.0
306.0
328.0 508.0
0.0 k 4 —
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 miz
Bruker Daltonics DataAnalysis 3.3 printed:  04.05.2011 13:29:21 Page 1 of 1



24.1.08, es-csp2, TriMeSilEtsepp sauber, 120 mg, CDCI3 PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 59
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24.1.08, es-csp2, TriMeSilEtsepp sauber, 120 mg, CDCI3  C13APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 59
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o
. Display Report )

Analysis Info Acquisition Date 27.01.2011 16:07:43
Analysis Name D:\DATA\36666_y.d
Method anthocyane.m Operator phu
Sample Name  CSp Instrument HCTplus
Comment Schirmer/Arzneistoffsynthese
Acquisition Parameter
lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity  off
Mass Range Mode Ultra Scan Scan Begin 50 m/z Scan End 1000 m/z
Capillary Exit 121.2 Volt Skim 1 15.0 Volt Trap Drive 81.4
Accumulation Time 1179 ps Averages 5 Spectra Auto MS/MS off
Intens. +All MSn, 0.0-2.4min #(2-113),

x108

3.01

302.1

2.5

2.0

1.51

1.0

700.3
0.5+
345.1
231.1259.1
_ _._ 600.2
T TP . |
100 200 300 400 500 600 700 m/z
Bruker Daltonics DataAnalysis 3.3 printed:  14.02.2011 19:03:37 Page 1 of 1
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25.10.07, es-df3, Ester D nach RP, Fraktion 3, ca 100 mg, CDCI3 PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 7
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25.10.07, es-df3, Ester D nach RP, Fraktion 3, ca 100 mg, CDCI3 C134PT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 7

201.7977

166.0150
—81.9137
—77.1291
—59.1468
——46.9963

27.7633

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
(ppm)
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[MS Spectrum]
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28.11.07, es-dgk, ca 115 mg, CDCI3 PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 59
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28.11.07, es-dgk, ca 115 mg, CDCI30ICI3APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 590)
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[MS Spectrum]
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8.1.08, es-dgkp2, es-dgkp gereinigt, ca 100 mg, CDCI30PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 5001
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8.1.08, es-dghkp?2, es-dgkp gereinigt, ca 100 mg, CDCI3 CI13APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 50
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[MS Spectrum]
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15.1.08, es-dsp, Tertiaerbutylsepp Rohprodukt, ca 110 mg, CDCI300PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 411)
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15.1.08, es-dsp, Tertiaerbutylsepp Rohprodukt, ca 110 mg, CDCI3TCI3APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 4101
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SPEC:
Samp:
Comm :
Mode:
Oper:
Base:
Norm:
Peak:
Data:

100

80

60

40

20

000000000000000000000000000000a 04-Mar-95 Elapse: 00:22.6 1
dsp Start 16:16:17 1
4kV  0.3uAa MeOH/ACN
ESI +VE +APICID LMR BSCAN (EXP) UP LR NRM
phu Client: Pharm/Spreizer/Schi Inlet :
678.6 Inten : 184424 Masses: 201 > 1199
678.6 RIC 745757 #peaks: 1071
1000.00 mmu
AVER : Scans 1-25 from /usr/users/finnigan/data/32999_1.dat
| I
678.6
F
F
N LT
NN
302.2 o /’L N N H
N0 35 )
-0 0
324.2
|
656.6
600.5
694.5
267.2 345.3 570.5 t 803.6 928.7
?3%:? l‘ ’|347'-3| ,“,9".5, 1 ,L, | Lt 2,'I'_f‘J_2.lE 'L [ .L, , |1.05.3f,? -
200 400 600 800 1000 1200
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2.8.07, es-ams, Allylmethoxyacetoacetat nach Saeule, ca 50 mg, CDCI3 PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 12
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2.8.07, es-ams, Allylmethoxyacetoacetat nach Saeule, ca 50 mg, CDCI3  CI13APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 12
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[MS Spectrum]
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es agk7/ CDC13 / 1H

7.663
7.662
7.260
7.107
7.105
7.101
7.077
7.061
7057
7.042
7.023
7.022
6.767
5.819
5.798
5.785
5.764
5.347
5.341
5.187
55185
5.182
5.174
5.171
5.168
5.167
5.164
5.137
5.134
4,637
4.636
4.631
4.629
4,535
4,532
4,530
4,528
4.525
4.521
4.518
4.516
4.513
4,511
3.438

%&*&%M Exeo

PROCNO
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
D
SOLVENT
NS
DS

SWH
£ FIDRES
F 20
RG
Dw
DE

ik . |

L B B N L N L B L B B L E L B I T T

9 8 7 6 5 4 3 2 1

| [~[0ln]| o [sedbs g W
A At =18 =] - i NN

es_agk7
1

1

20110306
15.44
spect

5 mm PABBO BB-
zg30

89926
CDC13

16

2

8992.806
0.100002
4.9999914
90.5
55.600
6.00

293.3
4.00000000
1

500. 1337510
65536
500.1300132
no

0

0.00

0

1.00

Hz
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es agk7/ CDC13 / APT

—98.17
T1.25
77.00
76.75
64.95
64.82

—68.52
—59.05
——54.46

o=
=

NAME
EXPNO
PROCNO
F Date_
Time

F INSTRUM
PROBHD
PULPROG

TD
O SOLVENT
XN NS
DS
\\\v//ﬁ\\() Pdr{ SWH
FIDRES
|

RO

N (@] A2

o H NG
- DE
TE

37 CNST2

CNST11

CPDPRG2
NUC2
PCPD2
PL2
PL12
SFO2
SI

SF
WDW
SSB
LB

GB

BC

\ i T " T T T T T T I |
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

es_agk?
2

1

20110306

16.07

spect

5 mm PABEO BB-
jmod

111106

CDC13

415

4
25839.793
0.232569
2.1499705
16384
19.350
12.00
294.8
145.0000000
1.0000000
2.00000000
0.00689655

9.50

19.00

3.80
125.7706163

CHANNEL £f2 ========

waltzlé

1H

90.00

0.30

16.78
500.1320005
32768
125.7577965
EM

0

1.00

0

1.40

SPEKTREN

303



es agk7/ CDC13 / 19F

N OW@HOWANMME MO MO M WO ©
OO ANMOWN OO O N MM <
QOO S S ST 0NN NN W NAME es_agk?
L0 O L0 D W WO WO W DO )0 0o M W M W O W W gggggo ?
MMM OHMOOMOMOOMMOMMNMOMM
AA A A A A A A AAAAAAAAAAAAAA Date_ 20110306
| T N Y R N Y Y A A A A A A A A A | Time 15.36
INSTRUM spect
‘W PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG zgflgn
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 16
DS 0
SWH 70422.539 Hz
FIDRES 1.074563 Hz
F AQ 0.4653627 sec
RG 512
F DW 7.100 usec
DE 6.00 usec
TE 293.2 K
DL 5.00000000 sec
0] TDO 1
N CHANNEL f£1
\/\O NH NUC1 19F
| /g Pl 12.50 usec
PL1 -3.00 dB
N O SFO1 470.5217731 MHz
H SI 65536
//() SF 470.5923620 MHz
WDW no
37 SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
L L
T B 1 ' 1 ' | — I - ] - , : ,
-80 -100 -120 -140 -160 -180 -200 ppm



es agk7/ CDC13 / HSQC

NAME es_agk7
EXPNO 3
PROCNG 1
Date_ 20110306
i 16.24
INSTROM spect
PROBHD 5 mm PABBO HBE-
il A w ppl‘l’l PULPROG hsgcetgpsil
™ 1024
F SOLVENT coe13
r NS z
E Ds 16
= 50 s 5000.000 Hz
[ FIDRES 3.882812 uz
r AQ 0.1025500 sec
— 2] r &G 26008
[ oW 100.000 uvsec
L DE 6.00 usec
15 295.8 &
60 cusm 1450000000
r ) 0.00000300 sec
£ o1 1.50000000 sec
C D4 0.00172414 sec
[ b11 0.03000000 sec
F 013 0.00000400 sec
3 D16 0.00002000 sec
70 o 0.00086000 sec F
o 0.00002480 sec
==
E 13.50 vsec
ro80 o 27.00 vaec
5 p28 1000.00 usec
£ PL1 0,30 d8 O
E SFOL 500.1325006 MHz
I g \/\
F NUE2 13C o] NH
90 = 9750 usec
P 19.00 usec
PCPD2 70.00 usec
PL2 3.00 dB N O
PL12 20.35 ds
- sFo2 125.9678496 MHz H

GRADIENT CHANNEL =wm==
SINE.100
SINE.100 37
SINE.100
SINE.100

80.00

20.10

11.00

-3.00

1000.00 usec

600.00 usec
2

100

110

FEr

T

e H
| SFOL 125.7678 miiz
@ 120 FIDRES 93.773445 Hz
5 8w 160.306 ppm
. r FAMODE  Echo-Antiecho
L $I 1024
L SF £00.1300132 MHz
L WOW QSINE
L SSB 2
F L8 0.00 Hz
=130 < 0
J— [<) L BC 1.00
E sI 1024
E MC2 echo-antiecho
— T —T g SF 125.7577965 MHz
T ¥ T WDW QSINE

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 ppm 3 °‘°§ i
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es agk7/ CDCl3 / HMRBC

NAME es_agk?
EXPNO 4
PROCNO 1
Date_ 20110306
| Time 6.4
INSTRUM spect
A 1 il ) All ﬂ, m ' PPMerosip 5 mm 2asBo BB-
PULPROG hmbegplpndgf
E ™ 2048
— B sowvewr €pcl3
£ NS 16
E DS 16
@C E SWH 5000.000 Hz
— ] ain ) a [ FIDRE 2.441406 Hz
t 60 i 0.2049500 sec
RG 26008
— (] e 8 DU 100.000 usec
a 8 DE 6.00 usec
TE 293.5 K
H 70 T 145.0000000 F
H F CNST13 8.0000000
L Do 0.00000300 sec
e . bl 2.0000000¢ sec F
80 == 0.00344828 sec
D6 0.06250000 sec
Dl6 0.00002000 sec
0 o 0.00002210 sec o
— o o o ) : i \/\O NH
: 4 100 = 0.30 dB |
) SFO1 500.1327507 MHz /&
0 £
3 : N" 0
. nuc2 13¢
110 = 9.50 usec H
PL2 3.00 dB _0
4 sFO2 125.7691072 MHz
= . B, ° é : 37
i 120 == GRADIENT CHANNEL
GPNAML SINE.100
N o @ : E GENAMZ SINE. 100
. £ GENAM3 SINE.100
E S 50.00 %
GPZ2 30.00 %
— L] @ L - 130 6P23 40.10 %
P16 1000.00 usec
E NDO 2
£ ™D 128
r & Q o 140 sro1 125.7691 MHz
FIDRES 176.862808 Hz
] sw 180.000 ppm
 — FnMODE QF
r 2 b bl 150 &t 1024
- g L] SF 500.1300132 MHz
0 WDwW SINE
88B 0
E LB 0.00 Hz
£160 o= o
] £ PC 1.00
= =] oo TP E SI 1024
Mc2 QF
! 170 £ 125.7577965 Mz
—r———tTTTTf—T—T—— 7 —r—T— L e e Ay M B S e ey e e B B IR e Wow SINE
S5sB

[}
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 ppm G B



es agk7/ CDCl1l3 / COSY

AHAJL._J_NL_J

1

ppm

QEERPE = REE

4.0

45

7]

5.0

5.5

6.0

o oa

6.5

7.0

7.5

6.0

5.5

5.0

4.5

4.0

3.5

- 8.0

ppm

NAME es_agk?7
EXPNO 5
PROCNO 1
Date_ 20110306
Time 17.59
INSTRUM spect
PROBED 5 mm PABBEO BB-
PULPROG cosygpaf
TD 2048
SOLVENT CDC13
NS 4
DS 4
SWH 6127.451
FIDRES 2.991920
AQ 0.1672484
RG 128
W 81.600
DE 6.00
TE 293.3
jalv} 0.00000300
D1 2.00000000
D13 0.00000400
D16 0.00002000
INO 0.00016320

PL1 0.30
500.1327797

GRADIENT CHANNEL
SINE.100

20.00

1000.00

1

128
500.1328
47.870712
12.252

QF

1024
500.1300132
SINE

4]
0.00
Q
1.00
1024

QF
500.1300132
SINE

0

0.00

0

MHz
Hz

Ppm

MHZ

Hz

MHz

o
N

F
F
(0]
XN
\/\O | /’l‘i
H O
_0
37
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es agk7/ CDC1l3 / 15N HSQC

ppm:

50

100

150

200

250

8.0

7.5

6.0

5.5

GPNAML
GPNAMZ
GENAMI
GENAMA
GEBZ1

4.882812
0.1025500
26008
100.000 usec
5.00 usec
293.4 K
90.0000000
00000300 sec
500
G2

3000000
-00000400

00602000

cocooomo

4.50 4
50.6853347 MHz

GRADIENT CHANNEL
INE.100

SINE.100
SINE.100
SINE.100

30.00

.10

o
=
=3
ELecee

1024
500.1300132 MHz
QSINE
£

antiecho
6777330
QSINE

9.00

0
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es agk7/ CDC1l3 / 15N HMBC

NAME es_agk?
EXENO 5
PROCNG 1
Date_ 20110306
Jl j M m?‘lme 18.21
N NSTRUM €
— PP PROBHD S mm PABEO Bae
PULPROG hmbegplpndgf
™D 2048
SOLVENT cDe13
NS 32
40 DS 16
L SWH 5000.000
FIDRES 2.441406
A 0.2049500
60 Rg 26008
D 100.000
r DE .00
TE 293.2
CNST2 $0.0000000
. 80 ggu 8.0000000
DO 0.00000300
D1 2.00000000
D2 0.00555556
d 100 o5 0106350000
D16 0.00002000
NG 0.00003855
. . o ago
120
140
160 :
180
200
220 FIDRES 50.685333
| £ 256.000
FnMODE OF
s 2048
240 == 500.1300132
WO
- ssB
LE
260 =
uc2
N . . SF 50.
- e b
SSE
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 ppmi:

GB

C><)
RUKER

N
_0
37
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1.4.08, es-agkp?, exkl weissem NS, CDCI30PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 160

seses
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1.4.08, es-aghkp?, exkl weissem NS, CDCI31)CI3APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 160}
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[MS Spectrum]
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Evil/CDCl3 (MG 6389)

@~
1=
MM

S P e

MmO
T oo
Mmoo m

3. 33
3.31

L=
1o
+

2. 45
2.44
2.43
2.41
2.40
2.39
2.15
2.01

o
m
\—1

1 97
1.83
1.83

~
o @
H

1 18
1.76

F
F
(0] (0]
SR 1 H
N
N © 39 T]/
(0]
_0
T T T T T T T T T T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

=} m[b[w(e(o|~ o) - w| (| |y (o ~[@|wlwe
< ] e R S A I B < o B e N = T2
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Current Data Parameters
Evil

NAME
EXPNO
PROCNO

1
1

F2 - Acquisition Parameters
20090408

18.34

spect

5 mm BBO BE-1H
zg30

65536

CDC13

Date__
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD

MCWRK

8012.

16
2
820

0.122266
4.0895586
80.6

62

-400

6.00
293.0

5.00000

000

0.00000000
0.01500000

0.30
500.1330885

F2 - Processing parameters
65536
500.1300134 MHz

SI
SF
wDW
SSB
LB
GB
PC

no

0
0.00 Hz
0

1.

00

SPEKTREN
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Evil/APT

$50RNEEN888IR2NCRASSIIANANARA G mED o¥ pEndEm  fEE 2 BN
PR EREE R L ELEERRRREEREEE R EEE 2@ mossm gop 5 S8
F
Jig
AR §
N
0 39
o)
T T f 1 I T T T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 9 8 70 60 50 40 30 ppm

Current Data Parameters

NAME Evil
EXPNO 2
PROCNO 1

F2Z - Acquisition Parameters
Date_ 20090408
Time 18.43
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG jmod

TD 105816
SOLVENT cpcl3

NS 186

DS 4

SWH 26455.027 Hz
FIDRES 0.250010 Hz
AQ 1.9998913 sec
RG 16384

DW 18.900 usec
DE 6.00 usec
TE 3.9 K
CNST2 145.0000000
CNST11 1.0000000

D1 2.00000000 sec
d20 0.00689655 sec
DELTA 0.00001210 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRK 0.01500000 sec
======== CHANNEL fl ========
NuCl 13c

Pl 9.50 usec
p2 19.00 usec
PL1 3.80 dB
SFO1 125.7703643 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltzl6
Nuc2 1H
PCPD2 90.00 usec
PL2 0.30 dB
PL12 16.78 dB
SFO2 500.1325006 MH=z
F2 - Processing parameters
SI 131072

SF 125.7577983 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.00
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Evil/CDC13/19F
NEEAANMOMOUSRAOANM S IN
-0 0 - - W R I WL I R R
15151010 151516 © © © DD DD ©D
Nt W R T s B I B I I I I T I )
Rl R R R e R e Rl e e R e e e e ]
[ I A A A D B N N N B BN SN B B
Current Data Parameters
NAME Evil
EXPNO 8
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20090409
Time 11.33
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG zgflgn
TD 281682
SOLVENT cDC13
NS 16
F Ds 0
SWH 70422.539 Hz
F FIDRES 0.250007 Hz
AQ 1.9999993 sec
RG 574.7
DwW 7.100 usec
DE 6.00 usec
(@] 0O TE 293.2 K
S~ )j\ D1 5.00000000 sec
/\/\
O N N N ======== CHANNEL fl ========
| /g H H NUC1 19F
N Pl 12.50 usec
N 0] 39 PL1 -3.00 dB
o H 0 SFOL 470.5358175 MHz
- F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 470.5923620 MHz
WDW no
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00

T T T T T T T T T

T T T T T T
-50 -60 =70 -80 -0 -100 -110 -120 -130 -140 -150 -160 -170 -180 ppm



Evil/CDCl3/13C-1H HSQC

Current Data Parsseters
HAME Evi

X0
FROCHD 1

_U_M.huﬁl - 1 PPmM

1 E 24
— e 4 xs 1
E s 16
o - B 5000.000 Mz
£ FIDRES 4.882012 H:
30 »n 02.1025500 sec
3 ] 5o 500
£ 100.000 usec
q <= £ oe .00
E = 3.7
£ stz
ac
bi
T Py 40 \ (@]
N t 411
— £ a3
; BH )
£ D24
E DeLTA
DELTAL —
50 DELTAZ
DeLTAY
] ° = HN
— L= L=
e o

60

52
228 1000.00 usec

5001325006 Mz

70 s =

3¢

e 5.50 usec
15.00 usec
PoPD2 72.00 usee
] 3.00 an

PL12 20.35 4B
80 SOz 115.7678496 MM

S cuetan cusmel
s

S N
o )0
HN
39 §
b ETT R N
% = i
- 100 =
NH
o=§

F1 - Acquisition parameters
2

10 =

256
1257678 MHz

sro1
ricRes 78.755043 Hz
= 169.306 pom
— Fooe  Echo-Antiecho
—— o
1 4 e F2 - Processing parsmeters
120 st 1024
sr 500.1300000 MHz
pE—— wow osINE
e p 5B 2
12 0.20 mz
cs o
3 1.40
— = 130
£1 - processing parameters
— = sI 102¢
w2 scng-antiecno
LENNS B B e S B T T T T T T T T ™TTT T T T ™TTT sr 125.75776850 MHz
asniE

55 50 45 40 35 30 25 20 ppm 2
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Evil/HMBC

EXPNO 4
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
009

<)
BRUKER
N L

m e 20090408
_A ,‘ pp Time 20.21
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
20 PULPROG invdgplplrndgf
. . ™D 2048
o’ M e CDCL3
I o ] N
s 16 /
e 5000.000 Hz
e o - FIDRES 2.441406 Hz
AQ 0.2049500 sec
. RG 2
r. > 40 ™ 100.000 usec
b o - DE 6.00 usec
— TE 293.2 K
CNST2 145.0000000
do 0.00000300 sec
2 2.00000000 sec
e | . . 2 0.00144828 sec
— - & hp e D6 0.06500000 sec
- & e o . A di3 0.00000400 sec
—_ . . 60 D16 0.00002000 sec
INO 0.00002209 sec
MCHEST 0.00000000 sec
» - - N ’o MCWRK 200000000 sec
N B .
- msmszzss CHANNEL {1 =sssswaxs
NUCL 1H
Pl 13.50 usec O %O F
fe— ° p2 27.00 usec

ao ;'l:él 500. 1122632 ﬁz H N

mame=z=x CHANNEL £2 =
NuT2

i e
3] 9.50 usec
Sroz 1257651901 iz 39
100 =amase GRADIENT CHANNEL =asss
o [ [] GENAML SINE.100

1 F2 - Processing paraneters =
1 a ¢ . ot 51 1024 O

S¥ 500.1300000 Mz
WD SINE

.
55B a
160 0.0 va
G8 0
4 PC 1.40
-
F1 -

Processing parameters
1024

- X
GPNAMZ SINE.100
GPNAM3 SINE.100 N
| GPXL 0.00 &
Gex2 000 &
Gpx3 0.00 %
GRYL 000 %
- L}
= v on P o cpy2 0.00 %
rea’ @ = L] o< d 120 aRy3 0.00 %
‘ L Gzl 50.00 %
— oo <p -8 Gpz2 30.00 %
Gpz3 40.10 %
- o L P16 1000.00 usec
— - = Fl - Acquisition parameters
NDO 2
L . ° ' ™ 256
oor ¢ 140 sFO1 125.7632 MHz
FIDRES 88426712 Kz NH
. W 179.930 ppm
— [ ] ’ - FrMODE aF

s1
MC2 QF
5F 125.9577890 MHz

T T L e e e T WO SINE
8SB

0
0.00 Hz
0

90 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm &



Evil/CDC13/COSY

=

|

#

MRRAS R

9

8

ppm

ppm

BRUKER
(<D

Current Data Parameters
NAME

Evil
EXPNO s
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20090408
Time 21.39
INSTRUM spect
PROBHD S mm BBO BE-1H
PULPI cosygpqf
™ 2048
SOLVENT €DC13
NS
DS 4
SWH. 6127.451 Hz
FIDRES 2.991920 Hz
2Q 0.1672484 sec
RG 114
bw B1.600 usec
DE 6.00 usec
TE 293.0 K
a0 0.00000300 sec
Dl 2.00000000 sec
di3 0.00000400 sec
D16 0.00002000 sec
INO 0.00016320 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRK 2.00000000 sec

= CHANNEL f1 ========
iH

PO 13.50 usec
P1 13.50 usec
PL1 0.30 dB
SFO1 500.1330008 MHZ
GPNAM1 SINE.100
GENAMZ SINE.100

GPX1 0.00 &
GPX2 0.00 &
GPYL 0.00 %
GPY2 0.00 8
GPZ1 20.00 %
GPZ2 20.00 %
P16 1000.00 usec

Fl - Acquisition parameters
NDO 1

TD
SFO1 500.133 MHz
FIDRES 47.870712 Hz
sw 12.252 ppm
FRMODE oF

F2 - Processing parameters
s1

SF 500.1300000 MHz
WDW SINE

SSB 0

LB 0.00 Hz
GB 0

PC 1.40

Fl - Processing parameters
ST 1024
MC2 QF
SF 500.1300000 MHz
WoW SINE
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB o
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Evil/CDC13/NOESY

A A ll‘l;ﬂ l "

¢ |F
! b i i
] . 4 €
r' ] @ q @
#
sobd = :
' i b
] b
. P [
= ) | v | o&
- . & .
« ' i ' f
: 1 k
! r
. “
' r
| 3
- . —

ppm
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BRUKER
(<D

Current Data Parameters
[AME i

Evil
EXPNO 6
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20090408
Time 21.59
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG noesygpph
™ 4096
SOLVENT c€Del3
NS 8
DS ]
6127.451 Hz
FIDRES 1.495960 Hz
AQ 0.3343652 sec
RG 90.5
oW 81.600 usec
DE 6.00 usec
TE 293.0 K
do 0.00006441 sec
Ll 3.00000000 sec
D8 1.00000000 sec
D16 0.00002000 sec
INO 0.00016320 sec
MCREST 0.00000000 sec
1.50000000 sec
ST1CNT 128
TAU 0.45897999 sec

P1 13,50 usec HN

P2 27.00 usec
dB
MHz
. sazas 39
0

*
%
0 %
0 % N
00 &
GPZ2 -40.00 &
P16 1000.00 usec

Fl - Acquisition parameters
NDQ 1

TD 256
SFO1 500.133 MHz
FIDRES 23.935356 Hz
£ 12.252 ppm
FnMODE States-TPPI

F2 - Processing parameters
sI 1024 NH
SF 500.1300000 MHz
WDW QSINE (o)
SSB 2

LB 0.00 Hz
GB

PC 1.40

F1 - Processing parameters
SI 1024

MC2 States-TPPI

SF 500.1300000 MHz
WDW SINE

SSB 2

LB 0.00 Hz
GB 1}
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HESp, 178 mg, CDCI3 PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 35

11.2.10, es-hspl1, 3. Fraktion Vinylsnap
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11.2.10, es-hspl1, 3. Fraktion Vinylsnap = HESp, 178 mg, CDCI3 CI13APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 35
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Display Report

Analysis Info
Analysis Name D:\DATA\36737_x.d

Method Anthocyane.m
Sample Name  HESp
Comment Schirmer/Arzneistoffsynthese

Acquisition Date 01.02.2011 17:28:30

Operator phu
Instrument HCTplus

Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity  off
Mass Range Mode Ultra Scan Scan Begin 50 m/z Scan End 1000 m/z
Capillary Exit 121.2 Volt Skim 1 15.0 Volt Trap Drive 81.4
Accumulation Time 18534 ps Averages 5 Spectra Auto MS/MS off
Intens. +All MSn, 0.1-2.9min #(6-94)
x105
2
12 302.2
1.0+
0.8
0.6
0.4 644.3
2312
0.2 2592 | 3457
113.5 4503
0.0 i Labaa b::— " g ._ .
"0 7 2000 7 T300 400 500 600 700 800 900 miz

Bruker Daltonics DataAnalysis 3.3 printed:  14.02.2011 12:38:41 Page 1 of 1
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H C_APT

20.1.11, es-20hsp, Diol-Snap, 18 mg, CDCI3 PROTON
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20.1.11, es-20hsp, Diol-Snap, 18 mg, CDCI3 CI3APTH C_APT

AN Y DN OV OV N0~ O Y~ o
NOXINSSINARAY Q0NN X S S Y o
NANAOCA T~~~ ™o NS NN QDN 0 S0
N~~~ 3o ~Nvovaoagmn o o SO~ N NS =3 S o
o A IN S 08 N 08 om0 08 N IN N \S ~ SSe™ nS " Nn
e R R N N e s e e i S (SRRl NN N S 3
T T~~~ Y~~~ = NS oo A NN [SNE]
F
HO” Y o N OSNTTNTON H
N 4
H
P T T T T T T T T I I T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
(ppm)

SPEKTREN

327



SPEKTREN | 328

25.3.08, es-ee, Ester E nach Wasserabscheider, 108 mg, CDCI3 PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 11

96901 —

L96€°€
SL8YE
L9P8E
L0L8°E
8L8E
6568°€
96L0°%
L9ECY
LSSTH
9c9cr
098y —

DRSS

9896, —
PEOE L
S66€°L
L¥CEL
6L
0087,
0L59°L
9699°L
89,
6769°L
§P0L°L

%

]

Ty
= L0916

—6C80°€

0000C

—

£ceoc

T~ |
S618°1
L80°C

12¥0°9
T~——— |

T

EPLOY

—~ ]

[DA323U]

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0
(ppm)

8.0

8.5



25.3.08, es-ee, Ester E nach Wasserabscheider, 108 mg, CDCI3  C134APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 11
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8.4.08, es-egh, 98 mg (Filtrat davon), CDCI30PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 500)
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8.4.08, es-egk, 98 mg (Filtrat davon), CDCI30CI3APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 500

S ger 3 232333 e~ AT AN o
[=3 o co = ~MmoNTD T ~ N o ooy
£ S= R BN 8 MBS < =3 B8 M
X oo S oo NN e ~ Ng gD ™M
= S LA o e freafid X 88 833
Ll Ll | )
| . ~~5 e
F
F
(0]
HO
~"0 Bl
H 0]
_0
45
QLT L |
s LA LA ma s X2 2 a1 LR e L L
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

(ppm)



100+

80+

60+

40+

20+

[MS Spectrum]

229
267
F
F
(0]
HO\/\O | NH
N o 167
H
/O
45
45
153
280
253
221 342
310
| |I||| |II|||‘|‘||!|| |||‘”||II I!H”IHI ”|”"|I ||I|h|‘|l |!I||‘||II ||||| Ihll ||!‘||I : |‘| |. |”!Iu‘ -'||||I| ||||||I‘I| ||I || Ll |I||I |I|] | : ||| l | | L .l : I|
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 36!

SPEKTREN

333



SPEKTREN | 334

27.7.08, es-egks, EGk-Sg2 (inkl Schutzgruppe), ca 100 mg (von 697 mg), CDCI3 PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 47
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27.7.08, es-egks, EGk-Sg2 (inkl Schutzgruppe), ca 100 mg (von 697 mg), CDCI3  CI3APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 47
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23.7.08, es-eghkpl, Fr 1 (380 mg), CDCI3, ca 90 mg PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 45
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23.7.08, es-eghkpl, Fr 1 (380 mg), CDCI3, ca 90 mg CI3APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 45
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Display Report

Analysis Info Acquisition Date 01.02.2011 17:49:45
Analysis Name D:\DATA\36739_x.d
Method Anthocyane.m Operator phu
Sample Name  EGkp Instrument HCTplus
Comment Schirmer/Arzneistoffsynthese
Acquisition Parameter
lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity  off
Mass Range Mode Ultra Scan Scan Begin 50 m/z Scan End 1000 m/z
Capillary Exit 121.2 Volt Skim 1 15.0 Volt Trap Drive 814
Accumulation Time 4114 ps Averages 5 Spectra Auto MS/MS off
Intens. +AllMSn, 1.1-1.8min #(71-106)
x108
1.254 603.2
1.004
0.75
768.2
560.2
0.50
0.251
2381 460.2 686.3
0.00 | 1 T ! 5
" 100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
Bruker Daltonics DataAnalysis 3.3 printed:  14.02.2011 12:29:58 Page10f1
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7.8.08, es-esp, E-Snap, ca. 95 mg (aus 195.4 mg), CDCI3 PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 19
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7.8.08, es-esp, E-Snap, ca. 95 mg (aus 195.4 mg), CDCI3 C134PT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 19
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[MS Spectrum]
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PROCNO
Date_

Time

TD

NS
DS
SWH

AQ
RG

Q Q bE

L JM_J\J

I R LSRR | T A T AL AR M T T

9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

g [Busess (9 REESsER s

INSTRUM
PROBHD
PULPROG

SOLVENT

FIDRES

H
N
P £
H 0 54 \g/ s CHANNEL £1

es_apdf2
1

1
20100927
16.19
spect

5 mm PABBO BB-

zg30
89926
cDC13

16

2
8992.806
0.100002
4.9999914
90.5
55.600
6.00
293.1
4.00000000
1

1H

13.50

0.30
500.1337510
65536
500.1300133
no

0

0.00

0

1.00
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es apd4f2/ CDC13

168.62
164.48
153.29
152.18
151.16
151.06
56.27
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ST
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| T
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jmod
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4
25839.793
0.232568
2.1499705
16384
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294.2
145.0000000
1.0000000
2.00000000
0.00689655
1

1l6.78
500.1320005
32768
125.7577949
EM

0
1.00
0

1.40

Hz



es ap4f2/ CDC13 /
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0
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es apdf2/ CDCl3 / HSQC

NAME es_apdf2
EXPNC 3
FROCNO 1
Date_ 20100927
Time 19.23
| A " ; PPMicein 5 mm eased b
mm -
- PULPROG hsqcetgpsi2
™ 1024
SOLVENT €DCl3
9 NS 4
1 o DS 16
SWH 5000.000 Hz
L 30 riores 4.882812 Hz
L & AQ 0.1025500 sec
i RG 26008
oW 100.000 usec
DE 6.00 usec
TE 293.7 K
— 40 Gusre 145.0000000
— b d D0 0.00000300 sec
D1 1.50000000 sec
D4 0.00172414 sec
D1l 0.03000000 sec
50 D13 0.00000400 sec
-1 " D16 0.00002000 sec
— ° & D24 0.00086000 sec
— - o - INO 0.00002480 sec
— 2GOPTNS
— = e 60 CHANEL £1 mzmeana
R NUCl 1H
Pl 13.50 usec
P2 27.00 usec
° P28 1000.00 usec
o 70 PL1 0.30 dB
SFOL 500.1325006 MHz
CHANNEL f2 =====s== N
S —— . CPDPRG2 garp
NUC2 13C
0 = 9.50 usec
P4 19.00 usec
PCPD2 70.00 usec
1.00 dB 54
5
2 : N
B 1 80.00 %
cpz2 20.10 %
F cPZ3 11.00 %
F GPZ4 -5.00 %
110 =6 1000.00 usec
E P1% 600.00 usec
3 NDO 2
F 0 256
— °©s F SFOL 125.7678 MHz
= « o FIDRES 78.755043 Hz
120 o 160.306 ppm
FnMODE Echo-Antiecho
™ ale sI 1024 NH
SF 500.13G0133 MHz
wWoW QSINE o
— LI - ] 13 s8B 2
LB 0.00 Hz
GB 0
BC 1.00
E ST 1024
= F MC2 echo-antiecho
™TT T T T ot LN SF 125.7577949 MHz
WoW QSINE

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 ppm::° a.a§ -



es ap4f2/ CDC1l3 / HMBC

NAME es_apdf2
EXPNO 4
PROCNO 1
Date_ 20100927
N l ppm‘l‘ime 1%.53
w oA i INSTRUM spect
% = A Raan PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG  hmbegplpndgf
20 TD 2048
. SOLVENT €DC13
i ITY U NS 16
[ i ' DS 16
° A ‘e 8 SWH 5000.000 Hz
- © o FIDRES 2.441406 Hz
° AQ 0.2049500 sec
- o 40 RG 26008
e ) o oW 100.000 usec
" DE 6.00 usec
TE 230K
a o] o 3 CNST2 145.0000000
— ow h ' ' o CNST13 8.0000000
- o0 o s DO 0.00000300 sec
— § e . [ 2 D1 2.00000000 sec
e k [+ 60 D2 0.00344828 sec
D6 0.06250000 sec
D16 0.00002000 sec
— LI ' ! Ne 0.00002210 sec N
E— , =0
PL1 0.30 dB
| SFOl 500.1327507 MHz
======== CHANNEL f2 == = 4
NUC2 13 5
P3 9.50
- . [ ¥ 100 PL2 3.00 dB
SFO2 125.7691072 MHz
r GRADIENT CHANNEL N
SINE.100
o ] SINE.100
= . "o |6 120 GENAM3 SINE.100
. o . GPzl 50.00 &
GPZ2 30.00 %
GPZ3 40.10 &
-7 § P16 1000.00 usec
NDO 2
TD 128
L . a®. ¢ + SFOL 125.7691 MHz
140 riores 176.862808 Hz
sW 180.000 ppm
— FnMODE QF
5 ! ' & NH
e SF 500.1300133 MHz
— ! b wOw SINE (0]
ssB 0
160 = 0.00 Hz
GB 0
— ' L EC 1.00
- 6 sI 1024
MC2 QF
o e e B B R RSARARanas B féw 135-757;;:‘;"“1

90 85 80 7.5 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 1.5 1.0 ppm:: 0.00 5z
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es ap4f2/ CDC1l3 / COSY

NAME es_ap4f2
EXPNO 5
PROCNO 1
A N VO A - PPM Date_ 20100927
Time 21.12
' INSTRUM spect
1 PROBHD 5 mm PABEO BB-
. PULPROG cosygpaf
A 9 TD 2048
: g SOLVENT cpell
rd NS 4
[ ] ®o g " DS 4
+ 2 SWH 6127.451 Hz
1] FIDRES 2.991920 Hz
! AQ 0.1672484 sec
& rg RG 181
' DW 81.600 usec
[ 3 DE 6.00 usec
3 rE TE 293.2 K

.00000300 sec
.00000000 sec
.00000400 sec
.00002000 sec

.
T
ooy
)
w
coomo

4 INO .00016320 sec N
’ ' [] L ======== CHANNEL f1 ======== >:
C NUCl 1H
- r PO 13.50 usec
'+ | F Pl 13.50 usec
: 5 PL1 0.30
' o SFO1 500.1327797 MHz
1 | C ====== GRADIENT CHANNEL ===== 54
[ GPNAML SINE.100
r GPZl 20.00 %
: -6 P16 1000.00 usec
F NDO 1 N
" [ TD 128
s SFO1 500.1328 MHz
] ’ L s FIDRES 47.870712 Hz
4 ) ! L7 sW 12.252 ppm
M F FnMODE QF
% 0 : ST 1024
s SF 500.1300133 MHz
F WDW SINE
] ¢ : SsB 0
4 L LB 0.00 Hz
: 8 P 0 NH
F BC 1.00 =<
F SsI 1024 o
[ MC2 oF
£ SF 500.1300133 MHz
4 i —9 WDW SINE
N  a - SSB 0
LB 0.00 Hz

9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm cs 0



es ap4f2/ CDC1l3 / NOESY

NAME es_ap4f?2
EXPNO 6
A I PROCNO 1
A A g T l A ALA_J\ VN ppm Date_ 20100927
F Time 21.32
- 1 INSTRUM spect
VZ PROBHD 5 mm PABBO BB-
s o 4 - PULPROG noesygpph
[ TD 2048 HO
SOLVENT cDel3
; : NS 8
. * Spol ° 1pe 2 DS 8
E ° o 44, SWH 6127.451 Hz
l [ FIDRES 2.991920 Hz
e AQ 0.1672484 sec
i 8 ' “ ﬁf ¢ RG 362
e DW 81.600 usec \ O
I 2 3 DE 6.00 usec
o . ° TE 293.1 K (6]
! DO 0.00006441 sec
k ' . ! D1 3.00000000 sec
| ' § D8 0.50000000 sec HN
¢ D16 0.00002000 sec
i b’ 4 ™o 0.00016320 sec >—N
| &
\ v . ' ======z== CHANNEL f1l ========
5 i r NUC1 1H o > o F
i ! r Pl 13.50 usec
— ¥ | b P2 27.00 usec HN
' { 5 PL1 0.30 dB
L 1 SFO1 500.1327797 MHz
? 1 ====== GRADIENT CHANNEL ===== 54
. : GPNAM1 SINE.100
: | GPNAM2 SINE.100
! 6 GPzZ1 40.00 %
] GPZ2 -40.00 % N
! | P16 1000.00 usec
) NDO 1
TD 256
] 3 | [ SFO1 500.1328 MHz
A L1 - FIDRES 23.935356 Hz
o | ' F sw 12.252 ppm
= ’ r FnMODE States-TPPI
E. ! [ ST 1024
[ SF 500.1300133 MHz
d | [ s WDW QSINE
) P F SSB 2
4 i -8 LB 0.00 Hz NH
4 GB 0
. pC 1.00 0]
SI 1024
MC2 States-TPPI
. SF 500.1300133 MHz
b 9 WDW QSINE
S R — R R ne e SSB 2
LB 0.00 Hz
9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm ocs 0
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es ap4f2/ CDC13 / 15N HSQC

N AL

92 90 88 86 84

8.2

8.0

78 76 74 7.2

7.0

6.8 6.6

ppm

50

200

250
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NAME es_ap4fl
EXPNO 9
PROCNO 1
Date_ 20100928
Time 4.59
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG hsqeetgpsiz
D 1024
SOLVENT [ss S ¥
NS 16
DS 16
SWH. 5000.000
FIDRES 4.882812
AQ 0.1025500
RG 26008
D 100.000
DE 6.00
TE 293.4
CNST2 90.0000000
D 0.00000300

1.50000000

0.00277778

0.03000000

0.00000400

0.00002000

0.00277778

0.00003280

24.50
50.6853347

SFO2

== GRADIENT CHANNEL

AML SINE. 100
GPNAM2 SINE.100
GPNAM3 SINE.100
GPNAMd SINE.100
GPZ1 80.00 %
P22 8.10 %
GPzZ3 50.10 %
GPZd 0.00 %
P16 1000.00 usec
P19 600.00 usec
NDO
D
SFOL 50.68533 MHz
FIDRES 59.547092 Hz
sw 300.759 ppm
FrMODE Eche-Antiecho
SI 1024
SF 500.1300133 MHz NH
WO QSINE
ssB 2 (@]
LB 0.00 Hz
GB 0
BC 1.00
s1 1024
MC2 echo-antiecho
SF 50.6777330 MHz
WDk QSINE

2

SsB
6.4 ppm 3 05 7



es ap4f2/ CDC13 / 15N HMBC

C><)

NAME es_ap4f2
EXPNO 10
BROCNO 1
Date_ 20100928
Time 9.41
INSTRUM spect
e l L A M pPpm PROBED 5 mm EABEOPBB-
o A PULPROG hmbegplpndgf
TD 2048
SOLVENT cDpe13
3 s NS 32
DS 16
SWH 5000.000 Hz
20 FIDRES 2.441406 Hz
AQ 0.2049500 sec
RG 26008
oW 100.000 usec
DE 6.00 usec
TE 293.3 K
. 40 CcNsT2 90.0000000
CNST13 8.0000000
DO 0.00000300 sec
DL 2.00000000 sec
D2 0.00555556 sec
D6 0.06250000
60 D16 000002000 sec
INO 0.00004935 sec
== CHANNEL f1l == =
13.50
80 27700 usee ) >:O F
0.30 dB
500.1325006 MHz HN
100
PL2 1.50 dB
SFO2 50.6828008 MHz 54
5 s===== GRADIENT CHANNEL =====
120 GPNAML SINE.100
GPNAM2 SINE.100
GENAM3 SINE.100 N
GPzZ1 70.00 %
' GPZ2 30.00 %
GPZ3 50.10 %
140 P16 1000.00 usec
NDO 2
™D 128
SFO1 50.6828 MHz
FIDRES 79.191879 Hz
W 200.000
160 FriMODE QF e
sI 2048
SF 500.1300133 MHz
WDW SINE
ssB 0 NH
180 LB 0.00 Hz O
GB 0 <
BC 1.00
s1 1024
MC2 oF
SF 50.6777330 MHz
200 el s
LB 0.00 Hz
9.5 9.0 85 80 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 05 ppm B o
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Display Report

Analysis Info

Analysis Name D:\DATA\36672_x.d

Method anthocyane.m
Sample Name 7/

Comment Schirmer/Arzneistoffsynthese

Acquisition Date 27.01.2011 156:30:62

Operator

Instrument

phu
HCTplus

Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Alternating lon Polarity  off
Mass Range Mode Ultra Scan Scan Begin 50 mfz Scan End 1000 m/z
Capillary Exit 121.2 Volt Skim 1 15.0 Volt Trap Drive 81.4
Accumulation Time 908 us Averages 5 Spectra Auto MS/MS off
Intens. +All MSn, 0.0-5.4min #(2-217)|
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5.4 Curriculum Vitae

Personliche Daten

Name
geboren
Wohnort
Eltern

Geschwister
Familienstand
Ausbildung
10/06-
10/00-07/06
09/92-06/00
Arbeitspraxis

10/09-02/10, 10/10-02/11
08/09-10/09

04/09
01/09-
01/07-12/08
10/06-02/09
10/06-
03/06-06/08
10/05-03/06
10/03-06/06

08/03-09/03, 07/04-08/04
07/02

11/01-02/02
03/01-07/01, 03/02-07/02
07/01

07,/00-08/00

Fremdsprachen

Eva Christiane Schirmer

1982, 17. Juni, Wien

A-1080 Wien

Mag. pharm. Susanne Schirmer, geb. Marx
Dr. med. Christoph Schirmer

Cand. iur. Sonja Schirmer, geb. 1986, 29. Mai
Andrea Schirmer, geb. 1991, 25. November
ledig

Doktoratsstudium der Naturwissenschaften; Studium der Kultur- und Sozi-
alanthropologie an der Univ. Wien (2. Abschnitt abgeschlossen 9.3.2011)
Studium der Pharmazie an der Univ. Wien, Diplompriifung mit Auszeich-
nung

AHS - GRG 13 Wenzgasse 7, Matura mit Auszeichnung

Tutorin an der FH Campus Wien (Biochemie)

Leitung des Praktikums ,,Arzneistoffsynthese und -analytik* an der Karl-
Franzens-Univ., Graz

Anthropolog. Feldpraktikum, Monemvasia, Griechenland
Universititsassistentin an der Univ. Wien

FWF Projektmitarbeiterin an der Med. Univ. Wien

externe Lektorin an der Univ. Wien

Doktorandin am Dept. flir Arznei- und Naturstoffsynthese
e-learning-Tutorin am Dept. fiir Arznei- und Naturstoffsynthese
Diplomarbeit am Dept. fiir Arznei- und Naturstoffsynthese

Tutorin am Dept. fiir Arznei- und Naturstoffsynthese fiir das Praktikum zur
Arzneistoffsynthese

Ferialpraxis im Novartis Research Institute, Pharmakokinetik

Ferialpraxis bei Fa. Johann Kwizda

Teilzeitarbeit bei Zara Clothing GmbH

Teilzeitarbeit in der Hermesapotheke, 1230 Wien

Ferialpraxis bei Gerot Pharmazeutika, Pharmakokinetik

Brieftragerin fiir die Osterreichische Post AG

Deutsch: Muttersprache, Englisch: verhandlungssicher in Wort und Schrift, Franzdsisch: konversations-

sicher in Wort und Schrift, Spanisch: erweiterte Grundkenntnisse in Wort und Schrift
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