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Die Reaktionen von Singulett-Sauerstoff mit antiphlogistisch wirkenden und die Prostaglandinsyn-
these hemmenden Indolderivaten wie Indometacin (1a) und Acemetacin (1b) werden beschrieben.
Dabei zeigt sich eine relativ schnelle Reaktion und die Bildung von Produkten, die in dhnlichen
Reaktionen von !0, in der Indolreihe bereits untersucht wurden*'®. Wie aus den Endprodukten
abzulesen ist, wird in allen Fillen im ersten Schritt in einer (2+2)-Cycloaddition mit 'O, als
Elektrophil und dem Indol ein Dioxetan 2 gebildet. Ausgehend von diesem reaktiven Zwischenpro-
dukt konnten 1. nach Ringéffnung verschiedene o-Acyl-anilide 4a—d und der substituierte Ester 4e, 2.
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ein Benzoxazinon § durch Recyclisierung, 3. iber ein 1.2-Diol ein Lacton 7 isoliert und
spektroskopisch identifiziert werden. Diese ,,in vitro” Reaktion konnte Relevanz fiir den
Mechanismus der Hemmung der Prostaglandinsynthese besitzen, wenn Singulett-Sauerstoff eine
reaktive Sauerstoffspezies ist, die in das enzymatische Geschehen der Prostaglandinsynthese
involviert ist.

Reactions of Antiinflammatory Indole Derivatives with Singlet Oxygen, I: Participation of
Reactive Oxygen Species in the Mechanism of Prostaglandin Synthesis”

The reactions of singlet oxygen with antiinflammatory indole derivatives, such as indomethacin (1a)
and acemethacin (1b), which inhibit prostaglandin synthesis, are described. The reactions are fast and
the products isolated are similar to those from reactions of other indole derivatives with singlet
oxygen®'. The initial step is a (2+2)-cycloaddition of 'O, as electrophilic agent onto the indole to
form a dioxetane 2. This intermediate can react by ring opening to yield the o-acylanilides 4a—d and
the substituted ester 4e. Recyclisation leads to the benzoxazinone §. Also the lactone 7 was isolated.
The products 4a—e, § and 7 were identified by spectroscopic methods. These reactions may be relevant
for the mechanism of prostaglandin synthesis, if 10, is the reactive species.

Vane'® war der Erste, der Anfang der siebziger Jahre einen Zusammenhang zwischen der
Prostaglandinsynthesehemmung und nicht steroidalen Antirheumatika formulierte. Er stellte eine
Korrelation zwischen antiphlogistischer Wirkung iz vivo und Prostaglandinsynthesehemmung in vitro
her'®. Diese Hypothese erweiterte Kueh!'s*® 1976, indem er dem cyclischen Endoperoxid PGG, (s.
Abb. 1) aus Arachidonsidure (AA) und zwei Molekiilen Sauerstoff eine ausgezeichnete Rolle im
entziindlichen Geschehen zuwies. Seine Idee erwuchs aus der Tatsache, daB Prostaglandin PGE,
allein nicht fiir das entziindliche Geschehen verantwortlich sein konnte, weil die Gabe von PGE, nicht
alle Entziindungsmerkmale wie Vasodilation, Odembildung und Schmerz hervorrief.
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Abb. 1: Teil der Arachidonsiurekaskade
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Durch die genauere Kenntnis der Arachidonsaurekaskade erkannte man, daB von PGG, neben der
Bildung von PGE, auch die Bildung von Thromboxanen und Prostacyclinen ausging. Kueh! ist der
Meinung, daB zumindest die Thromboxane bei der Odembildung eine Rolle spiclen sollten.
AuBlerdem wurde von Kuehl zum ersten Mal die Beteiligung von reaktiven Sauerstoffspezies am
entziindlichen ProzeB formuliert, die bei der Umbildung von PGG, zu PGH, entstehen (s. Abb. 1),
und eine Potenz fiir die Zerstorung von Proteinen besitzen'®. Ein méglicher Entziindungshemmer
konnte mit diesen Sauerstoffspezies reagieren und in einem ,,scavenger‘-Mechanismus die
Entziindung aufheben. Hierauf filhrt man die antiphlogistische Wirkung des als Superoxiddismutase
wirkenden Metalloproteins Orgotein zuriick'**!.

Uber die Natur des Sauerstoffs in der Arachidonsiurekaskade gibt es bisher nur Vermutungen.
AuBerdem gilt es zu differenzieren zwischen dem Sauerstoff, der bei der Bildung von PGG, benétigt
wird und dem Sauerstoff, der beim Zerfall entsteht. In beiden Fillen sollte es sich um aktivierten
Sauerstoff handeln, der in verschiedenen Formen auftreten kann:

1. als O,-Radikal, 2. als OH-Radikal, 3. als H,0,-Molekiil, 4. als Singulett-Sauerstoff 10, (s.
Abb. 2).
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Abb. 2: Aktivierte Sauerstoffspezies

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Reaktionsfahigkeit von Singulett-
Sauerstoff mit nicht steroidalen Antirheumatika wie Indometacin (1a) und Acemetacin
(1b) um so einen Beitrag zum nicht geklarten Hemm-Mechanismus dieser Substanzen zu
leisten.

Photochemische Modellreaktionen

Es ist bekannt, daB Singulett-Sauerstoff mit Dienen in (4+2)-Cycloadditionen Endoperoxide
bilden kann, wie beispielsweise mit a-Terpinen in der technischen Synthese zu Ascaridol®®. Eine
solche Reaktion kdnnte auch in der Arachidonsdurekaskade eine Rolle spielen und damit
méglicherweise auch im Mechanismus der Hemmung dieser Kaskade durch nicht steroidale
Antirheumatika. Prototypen von Antirheumatika wie Indometacin (1a) und Acemetacin (1b)
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hemmen einerseits die Prostaglandinsynthese, reagieren aber auch andererseits in ,,in vitro*-
Reaktionen schnell mit durch Photosensibilisierung erzeugtem Singulett-Sauerstoff. Dabei wird in
Methanol als Losungsmittel die Doppelbindung im heterocyclischen Teil des Indolsystems in einer
(2+2)-Cycloaddition von dem als Elektrophil fungierenden Singulett-Sauerstoff angegriffen (s.
Abb. 3). Es entsteht zundchst, wie in vielen solcher Singulett-Sauerstoff-Reaktionen, ein 1.2-
Dioxetan 2, das aber so instabil ist, daB es nicht isoliert werden kann. Es zerfillt im Weg 1 (s. Abb. 3)
thermisch zu der entsprechenden Carbonylverbindung 3, die dann noch weiter zu den verschiedenen
o-Acylaniliden 4a-d und dem Ester 4e gespalten werden kann. Aus den Aniliden 4a—d kann in einer
Folgereaktion durch Recyclisierung das 3.1-Benzoxazinon § gebildet werden™.
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Abb. 3: Reaktionen von 102 mit Indometacin (1a) und Acemetacin (1b)

Es sei darauf hingewiesen, daB verschiedene 2-methylsubstituierte 3.1-Benzoxazinone
antiinflammatorische Eigenschaften besitzen, wie eine japanische Arbeitsgruppe zeigen
konnte?, Der Weg 2 ausgehend vom 1.2-Dioxetan 2 ist die hydrolytische Spaltung dieses
Sauerstoffadduktes zu einem 1.2-Diol 6. Dabei tritt anschlieBend keine Decarboxylierung
ein, sondern die substituierte y-Hydroxycarbonsaure cyclisiert leicht zum entsprechenden
y-Lacton 7, wenn die sensibilisierte Photoreaktion mit Indometacin (1a) als Ausgangsstoff
durchgefiihrt wurde. Ausgehend vom Acemetacin (1b) konnte die Bildung des y-Lactons 7
nicht beobachtet werden. Die Verbindungen 4a—e?, 5, 7 und ein substituierter
Indol-3-aldehyd 8%5%", der wahrscheinlich in einer Nebenreaktion mit -Triplett-Sauerstoff
entstanden ist, konnten aus dem Reaktionsansatz isoliert und chromatographisch getrennt
werden (s. Exp. Teil).

Neben diesen durch spektroskopische Methoden eindeutig charakterisierten Verbin-
dungen wurden noch geringe Mengen an Ausgangsmaterial (ca. 5 %) und ein Spaltpro-
dukt der Carbonylverbindung 3, die 4-Chlorbenzoesdure (ca. 5 %), nachgewiesen.

Die Frage ist nun, wie diese ,,in vitro**-Reaktion mit dem biochemischen Geschehen der
Cyclooxygenase-Hemmung durch 1a und 1b korreliert werden kann. O’Brien und
Rahimtula® haben Hinweise, daB am ersten Schritt der Prostaglandinsynthese Singulett-
Sauerstoff beteiligt ist. Dabei soll in einem Enzymsystem eine Peroxidase den Sauerstoff
zum 'O, aktivieren, moglicherweise metallgebunden, der dann mit Arachidonsiure als
Substrat zu einem Hydroperoxid reagiert. Daraus kann in einem Zweistufen-Mechanis-
mus iiber ein Peroxyradikal das cyclische Endoperoxid entstehen.

0, RH PGS )
PGS — 10, —> ROOH —> ROO-— Cycl. Endoperoxid
PGS = Prostaglandinsynthetase

Hemmstoffe konnen entweder kompetitiv eingreifen oder mit dem Cosubstrat
Sauerstoff reagieren. Verbindet man diese Aussagen miteinander, dann konnte die
Cyclooxygenasehemmung durch 1a durch das Abfangen des aktivierten Sauerstoffs 'O,
erkliart werden. Weitere Modelireaktionen mit den anderen aktiven Sauerstoffspezies
sollen dieses Ergebnis und damit den Einblick in die Prostaglandinsynthesehemmung
erweitern und vervollstiandigen.

Ich méchte Herrn Prof. Dr. Gotthard Wurm fiir die kritische Durchsicht dieses Manuskriptes herzlich
danken.
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Experimenteller Teil

IR: Gitterspektrometer 297 (Perkin-Elmer). (KBr-Presslinge, 0.3-0.5 mg Substanz auf 200 mg KBr}).
Lage der Banden in cm™'. MS: Einfach fokussierendes Massenspektrometer CH-7 (Varian-Mat,
Bremen) mit direkter Einfihrung in die Ionenquelle. Zur Aufklarung der Struktur der Verbindung §
wurde ein hochauflésendes MS von Dr. G. Holzmann, Org. Chem. Inst. FU Berlin, auf dem
Massenspektrometer 711 (Varian-Mat, Bremen) aufgenommen, dem ich an dieser Stelle fiir seine
Hilfe mcinen Dank aussprechen méchte. !H-NMR: 250 MHz-Spektrometer WM-250 (Bruker,
Karlsruhe), inn. Stand. TMS. Schmp.: Linstrom-Gerat, unkorr. SC: Kieselgel 60 (Merck,
Darmstadt), KorngroBe: 0.063-0.2 mm, Tropfgeschwindigkeit: 3 Tropfen’s.

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Reaktionen von Singulett-Sauerstoff mit nicht steroidalen
Antirheumatika

1.0 g Substanz und 300 mg Methylenblau als Sensibilisator werden in ca. 300 ml Methanol geldst und
in eine 30cm hohe (Durchmesser 6cm) Bestrahlungsapparatur eingebracht. Die Apparatur wird
durch einen AuBenmantel mit Wasser gekthlt, durch ein Einleitungsrohr mit einer G3 Fritte am Ende
wird ein kontinuierlicher Sauerstoffstrom eingeleitet. Nach 15min Sittigung der Losung mit
Sauerstoff wird die Apparatur mit zwei 300 W Photolampen der Fa. Osram von auflen bestrahlt. Das
Fortschreiten der Reaktion wird dc iberpriift. Nach Beendigung der Reaktion wird die Losung am
Rotationsverdampfer engeengt und iiber eine 50 cm % 2 cm Kieselgelsaule (Chloroform) vorgetrennt.
Das Methylenblau bleibt dabei auf der Saule zunick. Die so erhaltenen Vorfraktionen werden noch
iiber eine 150cm x 2cm Kieselgelsdule (Chloroform) aufgetrennt.

1. Umsetzung von Singulett-Sauerstoff mit Indometacin (1a)

1.0 g (2.65 mmol) 1a werden nach der allg. Vorschrift 8 h mit Singulett-Sauerstoff umgesetzt. Nach der
sc Auftrennung konnten folgende Produkte isoliert werden:

1. 2-Acetyl-N-(4-chlor-benzoyl)-4-methoxy-anilin (4¢). Ausb.: 32% d.Th., RF (CHCly) = 0.75,
Schmp.: 182° (heligelbe Krist. ). C,¢H;4NO;C1(303,74) Ber. C63,3H4,65N 4,6 C111,7Gef. C62,9H
4,41 N 4,5Cl112,0. - IR (KBr): 2840, 1675 (C=0, Keton), 1650 (C=0, Amid), 1535 (C=0, Amid)
750cm™". - TH-NMR (CDCly): & (ppm) = 2,70 (s, 3H, C (2a) CH;); 3,87 (s, 3H, O(4)CH,); 7,20 (dd,
1H, J = 9/3Hz, C(5)H); 7,45 (d, 1H, J= 3Hz, C(3)H); 7,47 (AA'BB’, 2H, C(3'S')H); 7,98
(AA'BB’, 2H, C(2'6")H); 8,89 (d, 1H, J = 9Hz, C(6)H); 12,41 (s, 1H, N(1)H, austauschbar mit
CF,COOD). - MS (70eV) m/e: 305 (10 % M* +2), 303 (35 % M*), 290 (1 %), 288 (9 %), 262 (5 %),
260 (14 %), 164 (3 %), 141 (39 %), 139 (100 %), 113 (13 %), 111 (32 %).

2. 1.2-Diacetyl-4-methoxy-anilin (4d): Ausb.: 10% d.Th., RF (CHCl3) = 0.40, Schmp.: 84-86°
(gelbe Krist.) Lit.”>: 83-86°. C;;H;3NO; (207,22) Ber. C 63,8 H6,32N 6,8 Gef C63.6 H6,17N 6,3. -
Ir (KBr): 2835, 1675 (C=0, Keton), 1640 (C=0, Amid), 1530 (C=0, Amid), 750cm™", - 'H-NMR
(CDCly) 8 (ppm) = 2,21 (s, 3H, C(18)CH,); 2,65 (s, 3H, C(2a)CH3); 3.85 (s, 3H, O(4)CHy); 7,13
(dd, 1H, J = 9/3Hz, C(5)H); 7,37 (d, 1H, J = 3Hz, C(3)H); 8,66 (d, 1H, J = 9Hz, C(6)H); 11,35 (s,
1H, N(1)H, austauschbar mit CF;COOD). - MS (70eV) m/e: 207 (41% M), 165 (67 %, 150
(100 %), 122 (9 %).

3. 2-(4-Chlorphenyl)-6-methoxy-4H-3.1-benzoxazinon-4 (§): Ausb.: 8 % d. Th., RF (CHCl;) = 0.9,
Schmp.: 192° (farblose Krist.). C;sH;,NO;CI (287.8) Ber. C62,6 H3,50 N4,9C1 12,3 Gef C61,9H
3,41 N 4,8 CI 12,8. - Ir (KBr): 2920, 2850, 1760 (C=0, Lacton), 1625 (C=0, Amid) 1495, 835,
770cm™". - 'H-NMR (CDCl;) 6 (ppm) = 3,93 (s, 3H, O(6)CH,); 7,41 (dd, 1H, I = 9/3Hz, C(7)H);
7,48 (AA’BB’, 2H, C(3'5')H); 7,62 (d, 1H, J = 9Hz, C(8)H); 7,63 (d, 1H, J = 3Hz, C(5)H); 8,22
(AA'BB’, 2H, C(2'6")H). - MS (80eV) m/e = 289 (36 % M™* + 2), 287 (100 % M™), 274 (2 %), 272
(8 %), 245 (6 %), 243 (17 %), 176 (11 %), 141 (22 %), 139 (69 %), 113 (15 %), 111 (40 %).
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4. 8-(4-Chlor-benzoyl)-3a-hydroxy-5-methoxy-8a-methyl-2-0x0-2.3.3a.8a-tetrahydro-1H-furo[2.3-
blindol (7): Ausb.: 22% d.Th., RF (CHCl;)= 0,08, Schmp.: 227° (Zers., farblose Krist.).
CigH gNOsC1 (373,78) Ber. C61,0 H4,31 N 3,7 C19,5 Gef C 60,8 H4,29 N 3,9 C19,6. - IR (KBr):
2930, 1790 (C=0, Lacton), 1630 (C=0, Amid), 1485, 1370, 750 cm™'. - 'TH-NMR (CDCl,) & (ppm) =
1,69 (s, 3H, C(2)CH,), 3,24 (AB, 2H, C(3)CHj, fallt zusammen nach Austausch mit D,0); 3,75 (s,
3H, O(5)CH;); 6,59 (s+d, 2H, J = 8 Hz, C(7)H + OH, ein Proton tauscht aus mit D,0), 6,81 (dd, 2H,
J = 8/2Hz, C(6)H); 7,20 (d, 1H, J = 2Hz, C(4)H); 7,62 (AA’'BB’, 2H, C(3'5')H); 7,68 (AA'BB’,
2H, C(2'6')H). - MS (70eV) m/e: 375 (S% M* + 2), 373 (15 % M™), 234 (23 %), 190 (23 %), 141
(33 %), 139 (100 %), 113 (11 %), 111 (34 %).

5. 1-(4-Chlor-benzoyl)-2-methyl-5-methoxy-indol-3-aldehyd 8: Ausb.: 14 % d. Th., RF (CHCl,) =
0,65, Schmp.: 152° (hellgelbe Krist.) Lit.””: 155°. C;gH; ,NO;Cl (327,8) Ber. C66,0H 4,31 C110,3 Gef
66,2H 4,72 N 4,6 C111,0. - IR (KBr): 3090, 2960, 2840, 1700 (C=0, Aldehyd), 1660 (C=0, Amid),
1590 (C=0, Amid), 760cm™". - 'H-NMR (CDCl3) & (ppm) = 2,76 (s, 3H, C(2)CH;); 3,87 (s. 3H,
O(5)CH,); 6,73 (d, 2H, J = 1,5Hz, C(6,7)H); 7,51 (AA’BB’, 2H, C(3'5")H); 7,71 (AA'BB’, 2H,
C(2'6')H); 7,80 (t, 1H, J = 1,5Hz, C(4)H); 10,31 (s, 1H, Aldehyd-H). - MS (70eV) m/e: 329 (28 %
M* + 2), 327 (81 % M*), 188 (9 %), 141 (40 %), 139 (100 %), 113 (37 %), 111 (100 %).

2. Umsetzung von Singulett-Sauerstoff mit Acemetacin (1b)

1,0g (2,41 mmol) 1b werden nach der allg. Vorschrift 10 h mit Singulett-Sauerstoff umgesetzt. Nach
der sc Trennung konnten folgende Produkte isoliert werden:

1. [2-(4-Chlor-benzoylamino)-5-methoxy]-benzoyl-2-acetoxy-essigsaure (4a): Ausb.: 21% d.Th.,
RF (CHCI5) = 0,01, Schmp.: 167° (gelbliche Krist.) C,qH{NO,Cl (405,78) Ber C56,2H3,97N 3,5Cl
8,7 Gef C56,0H 3,81 N 3,6 C19,0. - IR (KBr): 2980, 2930, 1755 (C=0), 1725 (C=0), 1710 (C=0),
1670 (C=0), 1640 (C=0), 1530, 830, 750cm'. - 'H-NMR (CDCl;) & (ppm)= 3,87 (s, 3H,
0O(4)CH,); 4,20 (s, 2H, O(2a)CH,, austauschbar mit D,0); 4,77 (s, 2H, OCH,-Ester); 7,25 (dd, 1H,
J= 9,72 8Hz, C(5)H); 7,37 (d, 1H, J = 2,8Hz, C(3)H); 7,49 (AA'BB’, 2H, C(3'5')H); 7,97
(AA'BB’, 2H, C(2'6')H); 8,89 (d, 1H, J = 9,7Hz. C(6)H); 12,07 (s, 1H, N(1)H, austauschbar mit
CF;COOD), COOH im Untergrund nicht zu erkennen. - MS (70eV) m/e: 407 (1% M™ + 2), 405
(B3%M™%),377(1%),375 (2 %), 363 (1 %), 361 (2 %), 331 (2 %). 329 (5 %), 305 (2 %), 303 (6 %), 287
(5%),262(2%),260(5 %), 191 (10 %), 176 (10 %). 156 (14 %), 141 (35 %), 139 (100 %), 113 (12 %),
111 (36 %).

2. [2-(4-Chlor-benzoylamino)-5-methoxy]-benzoyl-2-essigsduremethylester (4b): Ausb.: 11 % d. Th.,
RF (CHCl,) = 0,5, Schmp.: 106° (hellgelbe Krist.). C;gH;{NOCl1(361,77) Ber C59,8 H4,46 N 3,9Cl
9,8 Gef C 59,3 H 4,33 N 4,0 C1 10,0. - IR (KBr): 3000, 2950, 2840, 1750 (C=0), 1680 (C=0), 1650
(C=0), 1600 (C=0), 1535, 840, 750cm ™. ~ 'H.NMR (CDCl;) & (ppm) = 3,80 (s, 3H, OCH;-Ester);
3,87 (s, 3H, O(4)CH,); 4,09 (s, 2H, C-CH,}; 7,24 (dd, 1H, T = 9/3Hz, C(S)H); 7,36 (d, 1H, ] = 3Hz,
C(3)H); 7,49 (AA'BB’, 2H, C(3'5')H); 7,99 (AA'BB’, 2H, C(2'6')H); 8,92 (d, 1H, J= 9Hz,
C(6)H); 12,15 (s, 1H, N(1)H, austauschbar mit CF;COOD). - MS (70eV) m/e): 363 (3% M™ +2),
361 (10 % M), 331 (3 %), 329 (10 %), 289 (17 %), 287 (43 %), 274 2 %), 272 (5 %), 245 (5 %), 243
(12 %), 149 (15 %), 141 (35 %), 139 (100 %), 113 (10 %), 111 (28 %).

3. 2-Acetyl-N-(4-chlor-benzoyl)-4-methoxy-anilin (4¢): Ausb.: 10 % d. Th., Analyt. Daten s. 1a.

4. N-(4-Chlor-benzoyl)-5-methoxy-anthranilsduremethylester (4e): Ausb.: 21% d.Th., RF
(CHCly) = 0,59, Schmp.: > 300° (farblose Krist.). C;4H;,NO,Cl (319,74) Ber C60,5H4,41N 4,4 Cl
11.1 Gef C60,3H4,33N 4,4Cl111,8. - IR (KBr): 2950, 1700 (C=0, Ester), 1665 (C=0, Amid), 1620
(C=0, Amid), 1600, 840, 750 cm™'. - 'H-NMR (CDCl;) & (ppm) = 3,88 (s, 3H, O(4)CH;); 3,98 (s,
3H, OCH,Ester); 7,20 (dd, 1H, J = 9/3Hz, C(5)H); 7.49 (AA'BB’, 2H, C(3'5')H); 7,58 (d, 1H, J =
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3Hz, C(3)H); 7,97 (AA'BB’, 2H, C(2'6'YH); 8,83 (d, 1H, J = 9Hz, C(6)H); 11,83 (s, 1H, N(1)H,
austauschbar mit CF;COOD). - MS (70eV) m/e: 321 (13 % M* +2), 319 (41 % M™), 287 (4 %), 150
(5 %), 141 (36 %), 139 (100 %), 113 (11 %), 111 (33 %).

5. 2-(4-Chlorphenyl)-6-methoxy-4H-3.1-benzoxazinon-4 (5): Ausb. 24 % d.Th., Analyt. Daten s.
1a.
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