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Durch Austausch einer tert-Butylgruppe des selektiven 5-Lipoxygenase (5-LO)-Inhibitors 2-(3,5-Di-
tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1,4-naphthochinon (1) gegen polare Funktionen (-CHO, —~COOQOH,
~CH=CHCOOR und -CH,—CH,—COOR) wurde nach potenteren Hemmstoffen gesucht und gleich-
zeitig die 5-LO-Selektivitdt der neuen Verbindungen innerhalb der Arachidonsaurekaskade untersucht.
Hierfir wurden 12-LO- und COX-1-Assays mit aktivierten humanen Thrombozyten herangezogen.
Beim Screening der Testverbindungen mit 3-Hydroxykonstitution wurden neue selektive 5-LO- (4, 9
und 16) und ein selektiver COX-1-Inhibitor (10) sowie ein dualer 5-LO/COX-1- (23) und ein 12-LO/
COX-1-Hemmstoff (12) gefunden. 5-LO- und 12-LO-Hemmung schlieBen sich in dieser Verbindungs-
klasse offensichtlich aus strukturellen Grinden aus. Zusétzlich zu den bekannten 3-Chlor- und 3-Brom-
analoga (19, 20) von 1 wurden die 3-Fluor- (22), 3-lod- (23) und 3-Carbonitril- (24)-Derivate syntheti-
siert. Alle 3-Halogenverbindungen mit Ausnahme von 23 und das Nitril sind potente unselektive
Inhibitoren aller drei Enzyme. Urséchlich wird aber die Hemmung der Arachidonsé&urefreisetzung
durch Inhibierung der cytosolischen Phospholipase A, (cPLAy) hervorgerufen. Ausgenommen hiervon
ist 24, welches keine cPLA,-Hemmung aufweist.

Influence of 2-aryl-3-halogen/3-hydroxy-1,4-naphthoquinones with salicylic and cinnamic
acid partial structures on the arachidonic acid cascade

Searching for more potent 5-lipoxygenase (LO) inhibitors one tert-butyl group of the selective 5-LO-
inhibitor 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1,4-naphthoquinone (1) was substituted by po-
lar functions (-CHO, -COOH, —-CH=CH-COOR, -CH>—CH,—COOR). At the same time the 5-LO
selectivity of the new compounds within the arachidonic acid cascade was investigated. For this 12-LO-
and COX-1-assays with activated human platelets were used. Screening the test compounds new se-
lective 5-LO-inhibitors (4, 9 and 16) and a COX-1-inhibitor (10) as well as dual 5-LO/COX-1- (23) and
12-LO/COX-1-(12) inhibiting compounds were found. Obviously in this class of compounds 5-LO and
12-LO inhibition are mutually excluded for a structural reason. In addition to the well known 3-chloro-
(19) and 3-bromo- (20) analogues of 1 the 3-fluoro- (22), 3-iodo- (23) and the 3-carbonitrile- (24) deriva-
tives were synthesized. All 3-halogen compounds, except 23 and the nitrile, are potent non selective
inhibitors of all three enzymes. Causative for this unselectivity is the inhibition of the arachidonic acid
release by inhibition of the cytosolic phospholipase A, (CPLA,) with the exception of 24.

1. Einleitung

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1,4-naph-
thochinon (1) ist ein potenter 5-Lipoxygenase (5-LO)-In-
hibitor (Wurm und Schwandt 1999). Die Eliminierung einer
tert-Butylgruppe (2) fiihrt zu einer Abschwichung der
Enzymhemmung (siche Tabelle 1), die vollstindige De-
butylierung (3) bewirkt den Verlust der Hemmwirkung.
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Durch Einfiihrung polarer Funktionen in die 5'-Position
von 2 (Schema 1) sollte einerseits untersucht werden, in
wie weit das Aktivitidtsspektrum dieser neuen Verbindun-
gen in Richtung 12-LO-Hemmung verschoben wird und
andererseits, ob durch die Strukturvariationen eine selek-
tive Hemmung der Enzyme 5-LO und 12-LO sowie
COX-1 innerhalb der Arachidonsidurekaskade erzielt wer-
den kann.
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Schema 1

o COOH
CH=CH-COOH
CH,CH,COOMe

A: AICI3/CH,CL/RT, B: TiCl4/CH,CL,/RT

Zur Testung der Verbindungen wurden humane Blutzellen
herangezogen, Granulozyten fiir den 5-LO- und Thrombo-
zyten fiir den 12-LO- und COX-1-Assay.

2. Untersuchungen, Ergebnisse und Diskussion
2.1. Synthese der Verbindungen

Die Synthese der Carbaldehyde 4 und 7 (Schema 2) erfolgt
durch Formylierung der Monobutylderivate 2 und 6 mit Hexa-
methylentetraamin in Trifluoressigsdure (Matsuo et al. 1982).
7 wird mit Mel/Ag,O in CH,Cl, in die Methoxyverbin-
dung 8 tiberfiihrt. Durch modifizierte Cannizzaro-Reaktion
mit Ag,O/KOH in Methanol (Pearl 1947) entstehen so-
wohl aus 4 als auch aus 7 und 8 die Salicylsdure-Derivate
5 und 9 (Schema 2).

4 und 7 werden auch als Startkomponenten zur Gewin-
nung der Zimtsdure-Derivate 10—12 sowie der mit 1,4-
Naphthochinon substituierten Cumarine 13 und 14 genutzt
(Schema 3). 10 und 11 entstehen durch Wittig-Reaktion
der Carbaldehyde mit Methoxycarbonylmethylentriphenyl-
phosphoran in Acetonitril. Durch alkalische Verseifung
von 10 und 11 entsteht die freie Zimtsdure 12, bei der
sauren Verseifung von 11 das Cumarinderivat 13. Das
2-Ethoxycarbonylcumarin 14 fillt in geringer Ausbeute
bei dem Versuch an, durch eine Variante der Knoevena-
gel-Reaktion in neutralem, wiassrigen Milieu unter Phasen-
transferkatalyse aus 7 und Cyanessigester den entspre-
chenden a-Cyanzimtsdureester zu gewinnen (Wang et al.
2001). Durch die lange Reaktionsdauer wird die Nitril-
funktion offenbar zur Carbonsdure hydrolysiert, die dann
zum Cumarin 14 zyklisiert (Schema 3).

Durch Reduktion der Zimtsdure-Partialstruktur von 10
unter Einsatz von Hydrid-Transferreaktionen entstehen die
Propionsdure-Derivate 15 und 16 (Schema 4). Das Methyl-
propionat 15 wird in Cyclohexen mit Palladium auf Aktiv-
kohle (Pd/C) gebildet, wihrend in Dimethylformamid mit
Natriumhypophosphit und Pd/C Amidierung unter Bildung
des Dimethylcarboxamids 16 erfolgt.

Nach Variation des Di-tert-butyl-4-hydroxyphenylrests des 2-
Aryl-1,4-naphthochinons durch Ersatz einer ters-Butylfunkti-
on mit polaren Strukturelementen wurde auch das 1,4-Naph-
thochinon-Segment durch systematische Substitution der 3-
Position mit den Halogenen F, Cl, Br, I und dem Pseudohalo-
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genid CN variiert (Abb. 5). Die 3-Chlor/3-Brom-Verbindun-
gen 19/20 (Wurm 1991) sind bereits als dquipotente 5-LO-
Inhibitoren bekannt (Wurm und Schwandt 1999). Durch Ver-
dnderung der funktionell gleichartigen Substituenten des
chinoiden Systems sollte der Einfluss auf die 5-LO-Hemm-
wirkung und die Selektivitidt gegeniiber den Enzymen des
Arachidonsidure-Stoffwechsels untersucht werden.

Ausgangsstoffe fiir die Synthese des neuen 2-(3,5-Di-tert-
butyl-4-hydroxyphenyl)-3-fluor-1,4-naphthochinons 22 wie
auch der bekannten Analoga 19/20 sind die 2,3-Dichlor-
bzw. die 2,3-Dibrom-1,4-naphthochinone 17/18 (Schema 5).
22 entsteht aus 21 durch Arylierung mit 2,6-Di-fert-butyl-
phenol und K,CO3; in DMSO. Die Synthese von 2,3-Di-
fluor-1,4-naphthochinon (21) erfolgt durch zweimaliges

Schema 2

A: (CHy)¢N4/TFA/A, B: Mel/Ag,O0/CH,Cl,, C: Ag,O/KOH/MeOH
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Schema 3

A: Ph3P=CHCOOMe/MeCN/A, B:1. KOH/MeOH/A, 2.AcOH, C:HCI/AcOH/A,

D: NCCH,COOEt/BusNB1/EtOH/H,0/A

Sintern von 17 bzw. 18 mit einem NaF/KF-Gemisch bei
280 °C. Als Synthon fiir 2-(3,5-Di-fert-butyl-4-hydroxy-
phenyl)-3-iod-1,4-naphthochinon (23) dient das Bromderi-
vat 20, das mit dem Komplex Tetraiodocuprat(I) in
Diethylketon unter Argon zum Sieden erhitzt wird. Das
Carbonitril 24, das bereits in der Literatur (Mizuno et al.
1994) Erwihnung fand, wurde von uns schlieflich eben-
falls gewonnen. Hierzu wird wieder das 2-Aryl-3-brom-
1,4-naphthochinon 19 mit Zn(CN), unter Palladiumkata-
lyse in DMF zum Sieden erhitzt (Schema 5).

Schema 4

2.2. Pharmakologische Testergebnisse

Die Testergebnisse zur Hemmung von 5- und 12-LO so-
wie COX-1 durch die neuen Verbindungen im Vergleich
mit den bekannten Inhibitoren 2, 19, 20 und dem Stan-
dard-5-LO-Hemmer 1 sind in den Tabellen 1 und 2
zusammengestellt. In Tabelle 1 besitzen alle Verbindungen
in 3-Position eine Hydroxyfunktion, in Tabelle 2 sind die
Substanzen in derselben Position mit Ausnahme von 24
mit einem Halogen substituiert.

A: Cyclohexen/ Pd/C /A, B: NaH,PO,/ Pd/C /DMF/A
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Schema 5
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A:Ar-H/K,CO3/DMSO/RT, B:NaF + KF/AA, C:[Culy] /Et;CO/A, D:Zn(CN),/

Pd(PPhs)/DMF/A

In der Reihe der 3-Hydroxyderivate konnte die Aktivitit
der 5-LO-Hemmung nicht wie angestrebt in den submi-
kromolaren Bereich verschoben werden. Die Verbin-
dungen 1, 2, 4, 9 und 16 sind nahezu spezifische 5-LO-
Inhibitoren. Am potentesten ist der Carbaldehyd 4. Die Oxi-
dation des Aldehyds zur hochpolaren Carbonsédure 5 fiihrt
zum Selektivititsverlust. Es entsteht ein nur noch méBig po-
tenter 5-LO-Hemmer, der dafiir aber erstmals eine beacht-
lich starke 12-LO-Hemmung aufweist. Wird die Hydroxy-
funktion des Phenylrests methyliert, kehrt mit 9 die 5-LO-
Selektivitit zuriick. Das Methylcinnamat 10 ist ein selekti-
ver COX-1-Hemmer, die freie Sdure 12 ein dualer 12-LO/
COX-1-Inhibitor ohne jegliche 5-LO-Hemmaktivitit. Wird
die Doppelbindung des Cinnamats 10 zum Propionat 15 hy-
driert, entsteht ein potenter Hemmstoff aller drei Enzyme.
Dieser Effekt beruht dabei nicht auf der Hemmung der cyto-
solischen Phospholipase A; (cPLA;). Diese komplette En-
zymhemmung wird aufgehoben, wenn der Methylester 15
in das Dimethylamid 16 iiberfiihrt wird. Es resultiert ein
selektiver, méBig aktiver 5-LO-Inhibitor.

Alle 3-Halogennaphthochinone mit Ausnahme des 3-Iod-
derivats 23 hemmen unselektiv alle drei Enzyme im nied-
rig mikromolaren Bereich. Die Vermutung liegt nahe, dass
dieser Effekt auf einer Hemmung des vorgelagerten En-

Tabelle 1: Beeinflussung der Arachidonsidurekaskade durch

zyms, der cPLA,, die das fiir die Arachidonsdurekaskade
erforderliche Substrat bereitstellt, beruhen konnte. Diese
Vermutung konnte, wie die Messwerte in Tabelle 2 zeigen,
im cPLAj-Assay an humanen Thrombozyten bestitigt
werden.

Das 3-lodderivat 23 beweist die Hypothese zusitzlich. Diese
Verbindung zeigt Selektivitit fiir 5-LO und COX-1, weshalb
Hemmung der cPLA, auszuschlieBen ist, was durch das
Testergebnis bestitigt wird. Die Breitband-Enzymhemmung
der 3-Halogen-1,4-naphthochinon-Derivate beruht offenbar
auf ihrer Eigenschaft als vinyloge Sdurehalogenide zu rea-
gieren und mit Nukleophilen (Aminen, Thiolen und Carbino-
len) unter 1,4-Addition und Halogenwasserstoff-Eliminie-
rung kovalente Bindungen auszubilden. Dadurch koénnen
aktive Zentren von Enzymen blockiert bzw. die Proteinstruk-
tur allosterisch modifiziert werden. Wegen dieser Eigen-
schaften sind die Verbindungen der Tabelle 2 als zytotoxisch
einzustufen und damit keine interessanten Pharmakamo-
delle. Besonders interessant ist das Carbonitril 24, das wie
das 3-Hydroxy-2-phenylpropionat 15 die drei Enzyme der
Arachidonsdurekaskade potent hemmt, ohne die cPLA; zu
beeinflussen. 24 und die 3-Hydroxy-Derivate von 1 bieten
Ansitze fiir weitere Wirkstoffentwicklungen.

Tabelle 2: Beeinflussung der Arachidonsiurekaskade durch 2-
Aryl-1,4-naphthochinonderivate mit Halogenfunk-
tion in 3-Position

2-Aryl-1,4-naphthochinonderivate mit Hydroxy-
funktion in 3-Position
Verb.  5-LO 12-LO COX-1 cPLA2
ICsp (uM) ICso (uM) ICso (UM) ICso (UM)
1 3929-52) >10 >10 >10
2 8.7 (4.8-16) >10 >10 >10
3 >10 >10 >10 —
4 22@1.7-28) >10 >10 —
5 13 (6.6-25) 52 (4.6-58) 7.0(5.5-88) —
9 7.8 49-12) >10 >10 —
10 >10 >10 7.2 (4.7-11) —
12 >10 4.0 3.3-49) 41@3.3-51) -
15 4.8 (3.8-6.0) 4.0(@2.1-7.5) 19@14-2.6) >10
16 7.9 (6.2-10) >10 >10 —

Verb.  5-LO 12.L0 COX-1 PLA,
ICsp (WM) ICsp (uM) 1Csp (WM) 1Cso (uM)

6 39 (3.6-42) 6.8 (4.7-99) 24(1.2-48) 4.6(3.9-55)

7 1.9 (1.6-2.2) 2.6 (1.8-3.7) 3.1 2.2-44) 2.8(1.7-4.6)

8 3.8(34-43) 342.8-42) 22(1.2-42) 3.63.1-4.1)
11 33 (3.2-34) 32 2.5-40) 43 2.8-6.6) 4.8(3.3-7.0)
13 34 (3.0-3.8) 19 (1.2-3.1) 19 (1.2-3.00 3.2 (2.8-3.6)
14 3.1 (2.7-3.5) 1.8 (1.1-3.0) 2.5(1.6-3.9) 3.9 (3.3-4.7)
22 33 (3.1-3,5) 3.7@3.7-3.7) 3.73.3-4.1) 4.8 (3.9-5.9)
19 1.8 (14-24) 6.049-74) 26 ((2.1-3.2) 5.8 (3.6-9.3)
20 3.3(3.3-3.3) 53(3.6-7.8) 33(22-49) 6.23.6-11)
23 1.4 (1.2-1.7) >10 5429-10) >10
24 3.8 (1.7-8.3) 3.9 (2.1-7.2) 1.0(0.63-1.6) >10
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3. Experimenteller Teil

3.1. Aligemeine Angaben

Schmelzpunkte: MELT-TEMP II, Laboratory Devices, USA. Elementaran-
alysen: Elemental Analyzer 240 B und C, Perkin-Elmer. Die Ergebnisse
der C—H-Werte entsprachen in den Grenzen =+ 0.4% absolut den berechne-
ten Werten. Massenspektren: CH-7A-Varian MAT. EI-MS: Ionisierungs-
energie 70 eV. IR-Spektren: Spektralphotometer 297 und 1420 Ratio Re-
cording Infrared Spectrometer, Perkin-Elmer. '"H NMR-Spektren: Bruker
AC-300 (300 MHz) und Bruker AVANCE-TM-DPX (400 MHz), TMS als
innerer Standard. Die Interpretation der Spektren erfolgte nach den Regeln
fiir Spektren erster Ordnung. Hieraus resultieren die teilweise nicht identi-
schen J-Werte. SC: Kieselgel 60 Macherey & Nagel, 0.063-0.2 mm,
Art.-Nr. 81533. HPLC: Merck Hitachi (L-6200 Intelligent Pump, D-4250
UV-Vis Detector, D-2500 Chromato Integrator), Sdule (ET 250/4 Nucleosil
100-5 Cig, Macherey & Nagel). Festphasenextraktion: RP-18 Séulen
(Baker), Zellisolierung: Polymorphprep Nycomed (Lieferfirma Life Tech-
nologies GmbH, 76131 Karlsruhe).

3.2. Bekannte Verbindungen

2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1,4-naphthochinon (1) (Wurm
1991).

2-(3-tert-Butyl-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-1,4-naphthochinon (2) (Wurm-
und Gurka 1997).

2-Hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-1,4-naphthochinon (3) (Wurm und Gurka
1997).

2-(3-tert-Butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor-1,4-naphthochinon (6) (Wurm und
Gurka 1997).

2,3-Dichlor-1,4-naphthochinon (17)

2,3-Dibrom-1,4-naphthochinon (18)
2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-chlor-1,4-naphthochinon (19) (Wurm
1991).

2-Brom-3-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-1,4-naphthochinon (20) (Wurm
1991).

3.3. Synthese der Carbaldehyde 4, 7 und 8

14.7 mmol des monodebutylierten Naphthochinons 2 werden in 60 mL Tri-
fluoressigsdure suspendiert und mit 14.7 mmol Hexamethylentetraamin
versetzt. Es wird 3 h unter Riickfluss erhitzt und die Reaktion dann durch
Zugabe von 250 mL H,0O beendet. Das Gemisch wird noch 15 min bei RT
weitergeriihrt. Nach Extraktion mit CH,Cl, wird mit H,O gewaschen und
schlieBlich mit NaSO4 getrocknet.

3.3.1. 3-tert-Butyl-2-hydroxy-5-(3-hydroxy-1,4-dioxo-1,4-dihydro-2-naph-
thyl)-benzaldehyd (4)

Aus 2, sc mit Toluol gereinigt, Ausbeute: 60%, gelbe Kristalle, Schmp.
192 °C (Ethanol). — IR (KBr, cm™'): 3433, 3379 (OH), 3000 (C—H),
2960, 2868 (t-Bu), 1651 (C=0), 1609 (C=C). — 'H-NMR ([D¢] DMSO,
ppm): 8 = 1.40 (s, 9H, t-Bu), 7.55 (d, J = 1.1 Hz, 1 H, 4-H), 7.71 (s, 1H,
6-H), 7.76-7.94 (m, 2H, 6'- u. 7-H), 7.94-8.20 (m, 2H, 5'- u. 8-H),
10.01 (s, 1 H, CHO), 11.22 (s, 1H, 2-OH), 11.94 (s, 1H, 3’-OH). — MS:
m/z (%) = 350 M™ ", 79), 335 (IM-Me]™, 100), 57 ([t-Bu]™, 74).

C21H ;5305 (350.4)

3.3.2. 3-tert-Butyl-5-(3-chlor-1,4-dioxo- 1,4-dihydro-2-naphthyl)-2-hydroxy-
benzaldehyd (7)

Aus 6, Ausbeute: 95%. Gelbe, glinzende Kristalle, Schmp. 182 °C (EtOH).
— IR (KBr, cm™'): 3440 (OH), 3000 (C—H), 2959, 2870 (t-Bu), 2914
(CHO), 1675, 1658 (C=0), 1595 (C=C). — 'H-NMR (CDCls, ppm):
d=145 (s, 9H, t-Bu), 745 (d, J=2.1Hz, 1H, 4-H), 7.60 (d,
J=2.0Hz, 1H, 6-H), 7.67-8.07 (m, 2H, 6'- u. 7-H), 8.07-8.20 (m, 1 H,
8'-H), 8.30 (dd, J = 3.2/ 5.8 Hz, 1 H, 5'-H), 9.92 (s, 1 H, CHO), 12.05 (s, 1 H,
OH). — MS: m/z (%) = 370, 368 (M, 33Cl, 19/50), 355, 353 ((M-Me]",
36/100).

C,H7Cl0,4 (368.8)

3.3.3. 3-tert-Butyl-5-(3-chlor-1,4-dioxo- 1,4-dihydro-2-naphthyl)-2-methoxy-
benzaldehyd (8)

1.4 mmol 7 werden in 20 mL CH,Cl, geldst und mit 0.5 g Silberoxid ver-
setzt. Der Suspension werden 13.6 mmol Methyliodid zugesetzt und es
wird 1 h unter Riickfluss erhitzt. Die Abtrennung des Silberoxids und die
Reinigung erfolgen sc mit CH,Cl, (Ausbeute: 90%). Gelbe Kristalle,
Schmp. 170 °C (EtOH). — IR (KBr, cm™'): 3000 (C-H), 2960, 2870
(t-Bu), 2922 (CHO), 1677 (C=0), 1592 (C=C). — 'H NMR (CDCls,
ppm): & =145 (s, 9H, t-Bu), 4.04 (s, 3H, OMe), 7.53 (d, I =2.3 Hz,
1H, 4-H), 7.71 (d, J =23 Hz, 1H, 6-H), 7.82(dd, J =3.3/5.8 Hz, 6'-u.
7'-H), 8.04-8.19 (m, 1H, 8'-H), 8.20-8.39 (m, 1 H, 5'-H),
10.37 (s, 1 H, CHO). — MS: m/z (%) = 384, 382 (M™, 337Cl, 9/25), 369,
367 ([M-Me]™, 21/51), 328, 326 ([M-t-Bu]™, 3/8).

C»H9ClO4 (382.8)
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3.4. Synthese der Benzoesdurederivate 5 und 9

0.8 mmol des Benzaldehyds werden unter Eiskiihlung mit 10 mL einer ge-
sdttigten methanolischen KOH (~50%) und einer dquimolaren Menge Sil-
beroxid versetzt. Unter Argonatmosphire wird 8 h bei RT gertiihrt. Nach
Verdiinnen mit H,O und vorsichtigem Ansduern mit HCI cc. wird der Nie-
derschlag mit CH,Cl, aufgenommen und es wird noch zweimal mit
CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Na;SO4
getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird zum Abschluss sc mit
CH,Cl, gereinigt.

3.4.1. 3-tert-Butyl-2-hydroxy-5-(3-hydroxy-1,4-dioxo-1,4-dihydro-2-naph-
thyl)-benzoesdure (5)

Aus 4, Ausbeute: 42%, dunkelorange Kristalle, Schmp. 261 °C (EtOH/
H,0). — IR (KBr, cm™!): 3354 (OH), 3079 (C—H), 2960, 2874 (t-Bu),
1662 (C=0), 1595 (C=C). — 'H NMR ([D¢] DMSO, ppm): & = 1.40
(s, 9H, t-Bu), 7.51 (d, J = 2.1 Hz, 1H, 4-H), 7.80 (d, ] = 2.1 Hz, 1 H, 6-H),
7.83-7.88 (m, 2H, 6'- u. 7-H), 7.94-8.16 (m, 2H, 5'- u. 8-H), 11.07
(s, 1 H, 2-OH), 12.38 (s, 1 H, 3’-OH), 14.09 (s, 1 H, COOH). — MS: m/z
(%) =366 (M™, 58), 348 ([M-H,0]™, 59), 333 ([M-H,0-Me]", 100).
C,1H 306 (366.4)

3.4.2. 3-tert-Butyl-5-(3-hydroxy-1,4-dioxo-1,4-dihydro-2-naphthyl)-2-meth-
oxybenzoesdure (9)

Aus 8, Ausbeute: 85%, orange Kristalle, Schmp. 236 °C (CHyClp). —
IR (KBr, cm™!): 3309, 3250 (OH), 3040, 2996 (C—H), 2959, 2869 (t-Bu),
1698 (C=0: COOH), 1668 (C=0: Chinon), 1594 (C=C). — 'H-NMR
([Dg] DMSO, ppm): 6 = 1.37 (s, 9H, t-Bu), 3.82 (s, 3H, OMe), 7.36 (d,
J=22Hz, 1H, 4-H), 7.56 (d, J = 2.0 Hz, 1 H, 6-H), 7.76-7.94 (m, 2 H,
6'- u. 7-H), 7.94-8.23 (m, 2H, 5'- u. 8'-H), 11.14 (s, 1 H, 3-OH), 12.98
(s, 1H, COOH). — MS: m/z (%) = 380 (M™", 64), 365 ([M-Me]™, 6), 347
(IM-H,0-Me] ™, 100).

CpH006 (380.4)

3.5. Synthese der Zimtsiurederivate 10, 11 und 12

1 mmol des entsprechenden Aldehyds wird unter Erwérmen in 20 mL Ace-
tonitril geldst. Diese noch heifle Losung wird mit 1 mmol Methoxycarbo-
nylmethylentriphenylphosphoran versetzt und 30 min unter Riihren bis auf
RT abkiihlen gelassen.

3.5.1. Methyl-3-tert-butyl-2-hydroxy-5-(3-hydroxy-1,4-dioxo-1,4-dihydro-2-
naphthyl)-cinnamat (10)

Aus 4, Aufarbeitung: Der Ansatz wird in 50 mL H,O gegeben und dann
mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit
Na,SO4 getrocknet, eingeengt und abschlieBend mit Toluol/Ether (9+1) sc
gereinigt (Ausbeute: 80%). Orange Kristalle, Schmp. 190—192 °C (Toluol).
— IR (KBr, cm™!): 3395 (OH), 3073 (C-H), 2953, 2918, 2872 (t-Bu),
1701 (C=O: Ester), 1660, 1630 (C=O: Chinon), 1595 (C=C). -
'H-NMR (CDCls, ppm): & = 1.46 (s, 9 H, t-Bu), 3.81 (s, 3H, OMe), 5.84
(s, 1 H, 2-OH), 6.47 (d, J = 15.8 Hz, 1 H, a-H), 7.51 (d, J= 2.1 Hz, 1H,
4-H), 7.56 (d, J=2.1 Hz, 1H, 6-H), 7.63 (s, 1H, 3’-OH), 7.68-7.78 (m,
1H, 6-H), 7.78-7.86 (m, 1H, 7-H), 8.04 (d, J=159Hz, 1H, pB-H),
8.14 (dd, J =1.2/7.5Hz, 1H, 5'-H), 8.21 (dd, J =1.0/7.7 Hz, 1H, &-H).
- MS: m/z (%) = 406 M" ", 50), 359 (IM-MeOH-Me]*, 100).

Cp4H2,06 (406.4)

3.5.2. Methyl-3-tert-butyl-5-(3-chlor-1,4-dioxo- 1,4-dihydro-2-naphthyl)-2-
hydroxycinnamat (11)

Aus 7, Aufarbeitung: Beim Abkiihlen auf RT kristallisiert das Produkt be-
reits aus und kann abgesaugt werden. Die Kristalle werden mit Acetonitril
gewaschen und aus Toluol umkristallisiert. Durch SC der Mutterlauge mit
Toluol/Ether (9 + 1) wird weitere Substanz gewonnen (Ausbeute: 90%).
Gelbe Kristalle, Schmp. 226 °C (Toluol). — IR (KBr, cm™'): 3427 (OH),
3071 (C-H), 2954, 2919, 2872 (t-Bu), 1698 (C=O: Ester), 1676, 1630
(C=0: Chinon), 1596 (C=C). — 'H-NMR (CDCls, ppm): 8 = 1.46 (s,
9H, t-Bu), 3.81 (s, 3H, OMe), 6.01 (s, 1H, OH), 6.45 (d, J = 15.9 Hz,
1H, a-H), 7.30-7.42 (m, 2H, 4- u. 6-H), 7.74-7.85 (m, 2H, 6'- u. 7-H),
8.05 (d, I =15.9 Hz, 1H, f-H), 8.10-8.19 (m, 1H, 8-H), 8.19-8.27 (m,
1H, 5-H). - MS: m/z (%) = 426, 424 (M*", 377Cl, 15/37), 379, 377
(IM-MeOH-Me] ™", 39/100).

C,4H, ClIOs (424.9)

3.5.3. 3-tert-Butyl-(2-hydroxy-1,4-dioxo-1,4-dihydro-2-naphthyl)-zimtsdure

12)

1 mmol 10 wird in 20 mL Methanol gelost und mit 5 mL 10%iger KOH
versetzt. Unter Argonatmosphire wird 2 h unter Riickfluss erhitzt. Nach
Abschluss der Reaktion wird bei gleichzeitiger Eiskiihlung vorsichtig mit
Essigsdure neutralisiert. Danach wird der Ansatz in 100 mL H,O gegeben
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und mit viel CH,Cl, extrahiert. Beim Einengen der organischen Phase
kristallisiert bereits das Produkt aus (Ausbeute: 50%). Orange Kristalle,
Schmp. 160 °C (CH,Cl,). — IR (KBr, cm™!): 3364 (OH), 3075 (C-H),
2959, 2921, 2872 (t-Bu), 1686 (C=0: COOH), 1660, 1629 (C=0: Chi-
non), 1595 (C=C). — 'H-NMR ([D¢] DMSO, ppm): & =1.38 (s, 9H,
t-Bu), 6.27 (d, J = 15.7 Hz, 1 H, a-H), 7.32 (d, ] = 1.9 Hz, 1 H, 4-H), 7.51
(d, J=1.9Hz, 1H, 6-H), 7.79-7.92 (m, 2H, 6'- u. 7-H), 7.99-8.06 (m,
3H, 5-, 8- u. B-H), 9.32 (s, 1H, 2-OH), 11.00 (s, 1H, 3’-OH), 12.26
(s, 1H, COOH). — MS: m/z (%) =392 (M™, 1.8), 348 ([M-CO,]", 49),
333 ([M-CO,-Me]*, 48), 293 (IM-CO,-t-Bu]*, 33), 44 ([CO,]100). —
POS-FAB: m/z (%) = 393 ((M-H]™, 42), 375 (IM-H-H,0O]™, 17).

Cu3H2006 - 22 H,0O (437.4)

3.6. Synthese der Cumarinderivate 13 und 14

3.6.1. 8-tert-Butyl-6-(3-chlor-1,4-dioxo-1,4-dihydro-2-naphthyl)-cumarin (13)
1 mmol 11 wird in 30 mL Methanol geldst und unter Zusatz von 5 mL
6N-HCI 3 h unter Riickfluss erhitzt. Danach wird der Ansatz in 100 mL
H,0 gegeben und mit CH,Cl, extrahiert. Nach Trocknen mit Na,SO4 und
Einengen wird der Riickstand mit Toluol/Ether (9+1) sc gereinigt (Aus-
beute: 50%). Gelbe Kristalle, Schmp. 177-178 °C (Cyclohexan). — IR
(KBr, cm™): 3084 (C—H), 2959, 2912, 2871 (t-Bu), 1734 (C=0: Lacton),
1674 (C=0: vinyloges Sdurechlorid), 1625 (C=O: Keton), 1593, 1573
(C=C). — 'H NMR (CDCl3, ppm): &=1.55 (s, 9H, t-Bu), 6.46 (d,
J=9.5Hz, 1H, 3-H), 7.39 (d, ] =2.0Hz, 1H, 7-H), 7.51 (d, J = 2.1 Hz,
1H, 5-H), 7.74 (d, J = 9.6 Hz, 1 H, 4-H), 7.78-7.87 (m, 2H, 6'- u. 7-H),
8.13-8.21 (m, 1H, &-H), 8.21-8.30 (m, 1H, 5-H). - MS: m/z
(%) = 394, 392 (M, 337CI, 18/48), 379, 377 (IM-Me]*, 30/100).
Cy3H7Cl04 (392.8)

3.6.2 Ethyl-8-tert-butyl-6-(3-chlor-1,4-dioxo-1,4-dihydro-2-naphthyl)-2-
oxo-2H-chromen-3-carboxylat (14)

Die zum Sieden erhitzte Losung von 1 mmol 7, 3 mmol 2-Cyanoessig-
sdureethylester und 1.2 mmol Cetyltrimethylammoniumbromid in 30 mL
Ethanol wird unter Riihren tropfenweise mit 170 mL siedendem H,O ver-
setzt. Der Ansatz wird dann unter starkem Riihren 48 h unter Riickfluss
erhitzt. Nach dem Erkalten wird mit CH,Cl, extrahiert und der Riickstand
mit CH,Cly/Ether (9 + 1) sc getrennt (Ausbeute: 15-20%). Gelbe Nadeln,
Schmp. 182 °C (Toluol/Ligroin, 1:1). — IR (KBr, cm™Y): 3440 (H,0),
3070 (C—H), 2965, 2874 (t-Bu), 1766 (C=O0: Ester), 1708 (C=0: Lacton),
1678, 1619 (C=0: Chinon), 1592, 1578 (C=C). — 'H NMR (CDCls,
ppm): 8 =143 (t, J=7.1Hz, 3H, Me), 1.54 (s, 9H, t-Bu), 4.42 (q,
J=7.1Hz, 2H, OCH,), 7.50 (d, J=2.0Hz, 1H, 7-H), 7.62 (d,
J=2.1Hz, 1H, 5-H), 7.83 (dd, J = 3.3/5.7 Hz, 2 H, 6¢'- u. 7-H), 8.18 (dd,
J=3.3/57Hz, 1H, 8-H), 8.26 (dd, J =3.3/5.7Hz, 1H, 5'-H), 8.54 (s,
1H, 4-H). — MS: m/z (%) = 466, 464 (M™*, 337Cl1, 22/52), 451, 449 ([M-
Me] ™, 14/34), 405, 403 ([M-Me-EtOH]™, 39/100), 29 ([Et]™, 23).
Cy6H21ClOg (464.1)

3.7. Synthese der Propionsdurederivate 15 und 16

3.7.1. Methyl-3-[3-tert-butyl-2-hydroxy-5-(3-hydroxy-1,4-dioxo-1,4-dihydro-
2-naphthyl)-phenyl]-propionat (15)

2 mmol 10 werden in 100 mL Tetrahydrofuran mit 70 mmol Cyclohexen und
2 g Pd-C (10%ig) 10 min zum Sieden erhitzt. Das Losungsmittel wird im
Vakuum abgezogen und der Riickstand sc gereinigt (Ausbeute: 50%). Oran-
ge Kristalle, Schmp. 141-142 °C (Cyclohexan). — IR (KBr, cm™'): 3421
(OH), 2956 (t-Bu), 1714 (C=0: Ester), 1658 (C=0: Chinon), 1595 (C=C).
— 'H NMR (CDCl;, ppm): & = 1.45 (s, 9H, t-Bu), 2.79 (q, J = 4.2/5.2/6.5/
7.5Hz, 2H, B-H), 2.93 (t, ] =5.4/6.4 Hz, 2H, a-H), 3.71 (s, 3H, OMe),
7.18 (d,J =2.2Hz, 1H, 6-H), 7.37 (d, J =2.2 Hz, 1 H, 4-H), 7.54 (s, | H,
2-OH), 7.72 (dd, J = 1.2/7.5 Hz, 1H, 6'-H), 7.69 (dd, J = 1.3/7.5Hz, 1 H,
7-H), 795 (s, 1H, 3-OH), 8.12 (dd, J=0.9/7.5Hz, 1H, 5-H),
8.20 (t, J=0.9/7.7Hz, 1H, §8'-H). - MS: m/z (%) = 408 (M*", 88), 376
(IM-MeOH]™, 41), 361 ((M-MeOH-Me]*, 93), 352 ([M-t-Bu]*, 55), 320
(IM-MeOH-t-Bu]*, 100), 291 (IM-MeOH-t-Bu-COJ ", 34), 57 ([t-Bu]*, 64).

Cp4H240¢ (408.4)

3.7.2. 3-[3-tert-Butyl-2-hydroxy-5-(3-hydroxy-1,4-dioxo-1,4-dihydro-2-naph-
thyl)phenyl ]-N,N-dimethylpropionamid (16)

2 mmol 10 werden mit 100 mg Pd-C (10%ig) in 100 mL DMF zum Sieden
erhitzt und eine Losung von 400 mg NaH,P0O,2 H,O in 10 mL H,O zu-
getropft. Die Losung wird weitere 12 h unter Riickfluss erhitzt. Das
Losungsmittel wird im Vakuum abgezogen und der Riickstand mit n-Butanol
gekocht und heif} filtriert (Ausbeute: 50%). Dunkelrote Kristalle, Schmp.
204 °C (Cyclohexan). — IR (KBr, cm™'): 3405 (NH), 3164, 3130, 3084
(C-H), 2986, 2837 (Me), 1621 (C=0), 1566 (C=C). — 'H NMR (CDCls,
ppm): & = 1.45 (s, 1 H, t-Bu), 2.76 (t, ] = 5.4/ 5.6 Hz, 2H, $-H), 2.95 (s,
3H, Me), 2.98 (s, 3H, Me), 2.99 (d, ] =5.6 Hz, 2H, a-H), 3.01 (s, I H,
2-OH), 7.19 (d,J = 2.2 Hz, 1 H, 4-H), 7.36 (d, ] = 2.1 Hz, 1 H, 6-H), 7.53 (s,
1H, 3-OH), 7.67-7.75 (m, 1 H, 6'-H), 7.75-7.83 (m, 1 H, 7’-H), 8.10-8.16
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(m, 1H, 5-H), 8.16-8.24 (m, 1H, 8-H). - MS: m/z (%) = 421 (M*, 64),
376 (IM-NMe,] ™, 48), 363 (IM-t-Bu]*, 62), 46 ([H,NMe,] ", 100).
CysHo7NOs (421.5)

3.8. Synthese der Halogen- und Pseudohalogenanaloga 21-24
3.8.1. 2,3-Difluor-1,4-naphthochinon (21) (Kaieda, Hirota 1986)

1 g 17 wird mit 6 g einer Mischung aus gleichen Teilen NaF und KF ver-
rieben und in einem Reagenzglas im Olbad 15 min auf 280 °C erhitzt. Die
gesinterte Reaktionsmasse wird mit 100 mL H,O versetzt und 5 min
geriihrt. Der abfiltrierte Riickstand wird erneut in gleicher Weise umgesetzt
und aufgearbeitet. Der nun braune Riickstand wird mit Toluol sc gereinigt
und das hellgelbe Eluat aus Cyclohexan kristallisiert. (Ausbeute: 20%).
Gelbe Kristalle, Schmp. 190 °C (Cyclohexan). — IR (KBr, cm™h): 3098
(C-H), 1684, 1655 (C=0), 1591 (C=C). — 'H NMR (CDCls, ppm):
0 =7.79-7.86 (m, 2H, 6- u. 7-H), 8.12-8.19 (m, 2H, 5- u. 8-H). - MS:
m/z (%) =194 M™*, 77), 166 ((M-CO]*, 32), 147 (IM-CO-F]*, 20), 138
(IM-2 COT*, 100).

CioH4F>0, (194.1)

3.8.2. 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-fluor-1,4-naphthochinon (22)

6.3 mmol 21 werden in 50 mL DMSO gelost und mit 1.3 g 2,6-Di-tert-
butylphenol sowie 1.7 g fein gemahlenem Kaliumcarbonat versetzt. Es
wird 30 min bei RT geriihrt und die Reaktion anschliefend durch Zugabe
von 150 mL H,O beendet. Nach vorsichtigem Ansduern mit HCI cc. wird
mit CH,Cl, extrahiert. Die Reinigung erfolgt dann durch SC mit CH,Cl,.
Ausbeute: 70%, orange Kristalle, Schmp. 190 °C (Cyclohexan). — IR (KBr,
cm™'): 3631 (OH), 3074 (C-H), 2956, 2916, 2873 (t-Bu), 1672, 1618
(C=0), 1595 (C=C). — 'H-NMR (CDCl;, ppm): 6 = 1.48 (s, I8 H, 2 t-Bu),
5.53 (s, 1 H, OH), 7.34 (s, 2H, 2'- u. 6-H), 7.72-7.84 (m, 2 H, 6- u. 7-H),
8.13-8.23 (m, 2H, 5- u. 8-H). — MS: m/z (%) =380 (M*, 45), 365
(IM-Me]*, 100), 57 ([t-Bu]™, 55).

C,4H,5FO3 (380.4)

3.8.3. 2-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-3-iod-1,4-naphthochinon (23)

0.38 mmol 26 und 2.3 mmol Kupfer(I)-iodid werden in 10 mL 3-Pentanon
2h unter Riickfluss und Argonatmosphire erhitzt. Danach werden
2.4 mmol Natriumiodid hinzugegeben und das resultierende Gemisch wird
iiber Nacht weitergekocht. Im Anschluss wird das Losungsmittel abdestil-
liert und 20 mL H,O zugesetzt. Nach Extraktion mit Ether werden die ver-
einigten organischen Phasen iiber MgSO, getrocknet und eingeengt, um
dann abschliefend sc mit Ethylacetat/Hexan (1:5) gereinigt zu werden.
(Ausbeute: 60%). Goldgelbe Kristalle, Schmp. 210 °C (Cyclohexan). —
IR (KBr, cm™!): 3621 (OH), 3075 (C-H), 2955, 2910, 2870 (t-Bu), 1668
(C=0), 1592, 1556 (C=C). — 'H-NMR (CDCl;, ppm): § = 1.48 (s, 18H,
2 t-Bu), 546 (s, 1H, OH), 7.16 (s, 2H, 2’- u. 6'-H), 7.69-7.81 (m,
2H, 6- u. 7-H), 8.11-8.18 (m, 1 H, 8-H), 8.18-8.24 (m, 1 H, 5-H). - MS:
m/z (%) = 488 (M, 61), 473 ((M-Me] ™, 100), 432 ([M-t-Bu]*, 26).
Cp4H5103 (488.4)

3.8.4. 3-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-1,4-dioxo- 1,4-dihydro-naphtha-
lin-2-carbonitril (24) (Mizuno et al. 1994)

0.2 mmol 20, 0.2 mmol Zn(CN); und 6.0 umol Pd(PPhs)s werden in 1 mL
DMF unter Argonatmosphire 12 h erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf RT
wird das Reaktionsgemisch mit 60 mL Ethylacetat verdiinnt und mit Was-
ser gewaschen. Die organische Phase wird mit Na;SOy4 getrocknet und das
Losungsmittel unter Vakuum abgezogen (Ausbeute: 50%). Orange Kris-
talle, Schmp. 234-235 °C (Cyclohexan). — IR (KBr, cm~'): 3595 (OH),
3184, 3070 (C-H), 2959, 2915, 2874 (t-Bu), 2222 (C=N), 1672 (C=0),
1591 (C=C). — 'H-NMR (CDCls, ppm): & = 1.50 (s, 18 H, 2 t-Bu), 5.78 (s,
1H, OH), 7.52 (s, 2H, 2~ u. 6/-H), 7.80-7.89 (m, 2H, 6- u. 7-H), 8.16—
8.25 (m, 2H, 5- u. 8-H). — MS: m/z (%) =387 M", 61), 372 (IM-
Me]*, 88), 330 ((M-t-Bu]*, 39), 316 ((M-Me-2 CO]*, 57 ([t-Bu]*, 100).
C,5H,5NO5 (387.5)

3.9. Bestimmung der 5-LO-Inhibition

Das Literaturverfahren (Dannhardt und Lehr 1992) wurde in folgender
Weise modifiziert: Die Isolierung der humanen Granulozyten erfolgte aus
Citratvollblut mittels Polymorphprep®™. Die in DMSO gel6sten Testsub-
stanzen bzw. DMSO allein fiir die Kontrollmessung wurden mit den in
PBS suspendierten Granulozyten versetzt und nach 10 min weitere 5 min
lang mit CaCl, vorinkubiert (DMSO-Endkonzentration: 0.25% (V/V)).
Danach wurde die Enzymreaktion mit Calciumionophor A23187 gestartet
und nach 5 min mit Nordihydroguajaretsdure (gelost in MeOH/MeCN)
abgebrochen. Nach Festphasenextraktion wurde der Entziindungsmediator
LTB, mittels HPLC quantifiziert. Zur Bestimmung der Enzymhemmung
wurden die Mittelwerte in Anwesenheit (n =4) und in Abwesenheit
(n = 4) der Testsubstanzen ins Verhiltnis gesetzt. Die Hemmung war sta-
tistisch signifikant verglichen mit den Kontrollwerten (Student t-Test,
P < 0.05).
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3.10. Bestimmung der 12-LO- und COX-1-Inhibition

Das Literaturverfahren (Lehr 1989) wurde in folgender Weise modifiziert:
Die Isolierung der Thrombozyten erfolgte nach Zentrifugation durch
Abernten des plattchenreichen Plasmas. Die in DMSO gelosten Test-
substanzen bzw. DMSO allein fiir die Kontrollmessung wurden der einge-
stellten Thrombozytensuspension zugesetzt und nach 10 min weitere 5 min
lang mit CaCl, vorinkubiert (DMSO-Endkonzentration: 0.25% (V/V)).
Danach wurde die Enzymreaktion mit Calciumionophor A23187 gestartet
und nach 3 min mit Nordihydroguajaretsdure (gelost in MeOH/MeCN)
abgebrochen. Nach Festphasenextraktion wurden die Mediatoren 12-HETE
und 12-HHT mittels HPLC quantifiziert. Zur Bestimmung der Enzymhem-
mung wurden die Mittelwerte in Anwesenheit (n = 4) und in Abwesenheit
(n=4) der Testsubstanzen ins Verhiltnis gesetzt. Die Hemmung war
statistisch signifikant verglichen mit den Kontrollwerten (Student t-Test,
P < 0.05).

3.11. Bestimmung der cPLA ,-Inhibition

Das Literaturverfahren (Lehr und Schulze-Effringhoff 2000) wurde in fol-
gender Weise modifiziert: Die Isolierung der Thrombozyten erfolgte wie
zuvor fiir den 12-LO/COX-1-Assay beschrieben. Die eingestellte Thrombo-
zytensuspension wurde mit den in DMSO gelosten Testsubstanzen bzw.
DMSO allein fiir die Kontrollmessung und ETYA-Losung zur Hemmung
der Lipoxygenasen und Cyclooxygenasen versetzt und 10 min vorinkubiert
(DMSO-Endkonzentration: 0.25% (V/V)). Die Stimulierung der Zellen
wurde nun durch Zugabe von Calciumionophor A23187 gestartet und nach
3 min mit Nordihydroguajaretsdure (gelost in MeOH/MeCN) abgebrochen.
Die Freisetzung der AA wurde dann nach Festphasenextraktion mittels
HPLC quantifiziert. Zur Bestimmung der Enzymhemmung wurden die Mit-
telwerte in Anwesenheit (n = 4) und in Abwesenheit (n = 4) der Testsub-
stanzen ins Verhiltnis gesetzt. Die Hemmung war statistisch signifikant
verglichen mit den Kontrollwerten (Student t-Test, P < 0.05).

*28. Mitt.: Wurm und Schwandt (2003)
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