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1 Einleitung

1 Einleitung

An Malaria, einer parasitiren Erkrankung, erkrankten im Jahr 2016 weltweit 216
Millionen Menschen. Dies sind ca. 3 % der Weltbevolkerung. Insgesamt starben 2016
mehr als 440 000 Menschen an den Folgen der Infektion, davon waren die meisten

Kinder.'

Das Krankheitsbild Malaria wird durch Parasiten der Gattung Plasmodium, einem
einzelligen Eukaryonten, ausgelost, welcher durch einen Miickenstich auf den Menschen
iibertragen wird. Infektios fiir den Menschen sind fiinf Arten: Plasmodium falciparum,
P. vivax, P. ovale, P. malariae und P. knowlesi. 75 % der Malaria Erkrankungen, die in
Deutschland diagnostiziert werden, sind auf den Erreger Plasmodium falciparum

zuriickzufiihren und werden z.B. durch Urlaubs- oder Geschiiftsreisen eingeschleppt.’

Die Ubertragung der Parasiten auf den Menschen erfolgt wihrend der Blutmahlzeit der
weiblichen Anopheles Miicke. Dies erklédrt auch die Verbreitung der Erreger, denn der
Vektor, die Anopheles Miicke, kommt hauptsédchlich in tropischen und subtropischen
Gebieten vor. Die meisten Malariafille treten in Afrika (90 %) und Siid-Ost-Asien (7 %)
auf (Abbildung 1). Die geographische Verbreitung dieser Infektionskrankheit wird
jedoch durch die Klimaverdanderung beeinflusst. So konnte eine erhohte Inzidenz der
Malaria mit einem Temperaturanstieg in den Hochlagen Siidamerikas in Verbindung
gebracht werden.> Zudem hat bereits eine Ubertragung von Plasmodiumarten auf Vogel

in Alaska stattgefunden.*

B >1Fal 01 Malariafrei seit 2000
Keine Fille in 2016 1 Keine Malaria
B Keine Fille (=3Jahre) B Nicht anwendbar

Abbildung 1. Aufgetretene Malariafille im Jahr 2016, modifiziert nach WHO.!
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1 Einleitung

1.1 Der Malaria-Erreger: Plasmodium spp.

1.1.1 Arten

Plasmodien sind einzellige Parasiten, die den Eukaryonten zugeordnet werden. Sie
durchlaufen einen Generationswechsel, bei dem sich geschlechtliche und
ungeschlechtliche Formen abwechseln. Die ungeschlechtliche Vermehrung findet in
menschlichen Zellen (Leberzellen, Erythrozyten) statt, wihrend die geschlechtlichen
Formen in der Miicke heranreifen. Die Gattung Plasmodium besitzt mehr als 200 Arten,
von denen einige humanpathogen sind, andere Vogel (P. gallinaceaum, P. praecox),
Affen (P. knowlesi, P. cynomolgi) oder Nagetiere (P. berghei) befallen. Die
Plasmodienarten P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae und P. knowlesi sind
humanpathogen. Plasmodium knowlesi stellt dabei eine Besonderheit dar, denn dieser

Parasit wurde urspriinglich bei Makaken identifiziert.’

1.1.2 Lebenszyklus

Der Erreger Plasmodium falciparum ruft die Malaria tropica hervor, die gefahrlichste,
da unbehandelt todliche, Malariainfektion. Daher wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit
hauptsdchlich Bezug auf diesen Erreger und die durch ihn hervorgerufene Erkrankung
genommen.  Grundlegend dhneln sich die Lebenszyklen der humanpathogenen

Plasmodienarten.

Die Infektion des Menschen erfolgt durch den Stich einer infizierten, weiblichen
Anopheles Miicke, bei dem 4,5 bis 39 Sporozoiten iiber den Speichel der Miicke in die
Haut gelangen (Abbildung 2. (1)).° Diese Phase ist die exo-erythrozytire Phase
(,,Leberphase) der Infektion, welche symptomlos verlduft. Uber den Blutkreislauf
(hamatogener Transport) gelangen die Sporozoiten in die Parenchymzellen der Leber (2).
Dort bildet sich ein Leberschizont, der tausende Kerne enthalten kann. Aus diesen Kernen
und dem umgebenden Gewebe entstehen schlieBlich Merozoiten. Die Gesamtdauer dieser
Phase betrigt bei einer Plasmodium falciparum Infektion 7—15 Tage und entspricht somit

der Inkubationszeit.

Die in den Leberzellen gebildeten Merozoiten gelangen anschlieend in den Blutkreislauf
und befallen die Erythrozyten. Dieser Lebenszyklus wird erythrozytdre Phase genannt
(3). In dieser Lebensphase treten beim Menschen Krankheitssymptome auf. Einige

Merozoiten der Gattungen Plasmodium vivax und ovale befallen erneut Parenchymzellen
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1 Einleitung

und es bilden sich Hypnozoiten. Dies sind hepatozytire Ruheformen. Der Begriff
Ruheform driickt aus, dass sich diese Form Wochen bis Jahre in den Leberzellen
authalten kann, um bei bestimmten Triggerfaktoren Rezidive zu bilden und ein erneutes

Ausbrechen der Erkrankung auszuldsen.

Die in die Erythrozyten eingedrungenen Merozoiten bilden Ringstadien, die nun weiter
reifen und sich zu Trophozoiten ausbilden. Als Nahrungsquelle nutzt der Parasit u.a. den
roten Blutfarbstoff, das Himoglobin. Die Aminosduren des Globins werden zum Aufbau
parasitirer Proteine genutzt.” Nach 48-72 Stunden platzt die Zelle und Merozoiten
gelangen in die Blutbahn, wo sie erneut Erythrozyten befallen (4). Nachdem dieser
Zyklus einige Male durchlaufen wurde, findet eine geschlechtliche Umwandlung des
Erregers statt. Dabei bilden sich ménnliche Mikrogametozyten und weibliche
Markogametozyten (5). Diese sind im menschlichen Blut nicht vermehrungsfahig und
wiirden sterben, wenn keine Ubertragung auf die Anopheles Miicke stattfinden wiirde.
Wird der infizierte Mensch erneut von dieser Miickengattung gestochen, nimmt die

Miicke die beiden geschlechtlichen Formen wihrend ihrer Blutmahlzeit auf.

In der Miicke entwickeln sich aus den méannlichen Mikrogametozyten Mikrogameten, die
sich mit den entstandenen weiblichen Makrogameten vereinen. Durch diese Befruchtung
bildet sich im Darm der Miicke die Zygote (6), die sich zur ldnglichen Ookinete (7)
umwandelt. Im Mitteldarmepithel findet anschlieend eine Reduktionsteilung statt, bei
der sich folgend an der Darmauflenwand grofle Oozysten (8) bilden, die bis zu 10 000
Sporozoiten enthalten. Ist eine gewisse Anzahl an Sporozoiten erreicht, platzt die Zelle
und die Sporozoiten gelangen tiber die Leibeshohle der Miicke in die Himolymphe und
von dort in die Speicheldriise (9). Die Dauer dieser Phase ist abhingig von der

Plasmodienart und der Umgebungstemperatur, sie liegt zwischen 7 und 30 Tagen.



1 Einleitung

Human host Mosquito vector

,_/,7’/
A S
SpeTozoite < s =

30-60

minutes
Prophylactic
treatment

First site of

Schizont P
8,84 Symptomatic
stage

Transmission-

Asexual Symptomatic blocking
; Ring treatment treatment
reproductive

stages stage _ prevents Male
(4-8 days®) resistance spread

microgamete
Gametocytes

3-10 S
days® ‘dl

Trophozoite

Abbildung 2. Plasmodium spp. Lebenszyklus, modifiziert nach Phillips et al.®

1.2 Malaria

1.2.1 Einteilung der Malariaerkrankung

Malaria tropica

Die Malaria tropica wird durch Plasmodium falciparum ausgeldst. Die ersten Symptome
einer Malaria tropica Infektion zeigen sich nach 7 bis 28 Tagen (eine ldngere
Inkubationszeit kann z.B. durch eine ineffektive Prophylaxe verursacht sein). Menschen,
die schon einmal durch Plasmodium falciparum infiziert wurden, konnen eine
Teilimmunitidt (Semiimmunitit) erwerben. Diese kann dazu fithren, dass sich die

Erkrankung erst bis zu drei Monate spater manifestiert.

Die ersten Symptome einer Malaria tropica Infektion sind unspezifisch und dhneln einem
grippalen Infekt. Dazu zdhlen Kopfschmerzen, Abgeschlagenheit, Muskel- und
Gelenkschmerzen, gefolgt von Fieber, SchweiBausbriichen, sowie Ubelkeit und
Erbrechen. Findet keine ausreichende und richtige Behandlung in dieser frithen Phase der

4
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Erkrankung statt, kann der Krankheitsverlauf innerhalb von Stunden bis hin zu Tagen
lebensbedrohlich werden. Diese schwere Malaria manifestiert sich durch folgende
Symptome: zerebrale Malaria, metabolische Azidose, Andmie, Lungenddem, akutes
Nierenversagen und Hypoglykdmie. Aufgrund dieser lebensbedrohlichen Symptome
wird die Malaria tropica auch maligne Malaria genannt. Ursache fiir den
lebensbedrohlichen Verlauf ist unter anderem die Bildung von speziellen Proteinen.
P. falciparum  bildet nach Befall der Erythrozyten wu.a. das sogenannte
PfEMP1 (Plasmodium falciparum infected erythrocyte membrane protein 1). Dieses
Protein kann zu einer Anhaftung infizierter Erythrozyten an die Endothelwidnde von
BlutgefdBen  fiihren. Dadurch kommt es zu einer Sauerstoff- und
Nahrstoffunterversorgung einiger Organe (u.a. Hirn, Niere). Parasitierte Erythrozyten
konnen sich in terminalen Abschnitten der Blutgefd3e des Gehirns anreichern, dies fiihrt
zu einer Stase des Blutes und dadurch letzendlich zu einerm Hirnédem und

Hirnblutungen.’
Malaria tertiana

Diese durch die Erreger Plasmodium ovale oder P. vivax ausgeloste Malaria ist seltener
lebensbedrohlich und wird daher auch benigne Malaria genannt. Die Inkubationszeit nach
einem Miickenstich betrdgt 12 Tage bis 1 Jahr. Die anfanglichen Symptome &hneln der
Malaria tropica, sie sind jedoch meist schwécher und &uflern sich u.a. in folgenden
Symptomen: Fieber, Schiittelfrost, Krampfe des Gastro-Intestinal-Trakts. Das Fieber
zeigt hier sehr haufig eine Rhythmik. Die Patienten bekommen hohes Fieber (bis zu
40 °C) und Schiittelfrost. Das Fieber sinkt jedoch nach vier Stunden wieder abrupt auf
Normalwerte ab.'® Aufgrund der Eigenschaft des Erregers Hypnozoiten in der Leber zu
bilden, kann es nach Wochen oder Jahren zu einem erneuten Ausbrechen der Erkrankung

kommen.
Malaria quartana

Die M. quartana wird durch P. malaria verursacht und ist wie die M. tertiana selten
lebensbedrohlich. Thre Symptomatik, wie auch die Fieberrhythmik ist ebenfalls dhnlich
(Fieberschiibe treten alle 72 Stunden auf), jedoch kénnen nephrologische Komplikationen

auftreten. Die Inkubationszeit ist deutlich langer und kann bis zu 50 Tage betragen.
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Knowlesi-Malaria

Diese Krankheitsform tritt bis jetzt nur in Siidostasien auf. Eine Infektion mit diesem
Erreger kann fiir den Menschen tddlich verlaufen. Fieberschiibe treten jeden Tag auf und
konnen von Tachypnoe und Tachykardie begleitet sein. Organkomplikationen, die zum

Tod fiihren koénnen, sind die zerebrale Malaria und ein akutes Nierenversagen.

1.2.2 Malaria Prophylaxe

Die Malaria Priavention kann in verschiedene Durchfiihrbarkeiten eingeteilt werden: die

Vektorkontrolle, die Chemoprophylaxe und eine Impfung (Kapitel 1.2.4).

Vektorkontrolle

Die beste Prophylaxe ist der Schutz vor einem Stich. Demnach stehen bei einem
Aufenthalt in Endemiegebieten eine entsprechende Kleidung und Impréignierung im
Vordergrund. Die Kleidung sollte den grotmoglichen Teil der Haut bedecken, eine
Imprégnierung der Kleidung ist zudem ratsam. Freiliegende Hautbereiche sollten mit
Repellentien eingespriiht werden. Die wirksamsten und von der WHO empfohlenen
Mittel, fiir alle Reisen in Malaria-, aber auch Gelbfieber und Zika-Virus Gebiete, sind
Mittel mit dem Wirkstoff DEET (Abbildung 3). DEET, Diethyltoluamid, kann von
Insekten {iber ihre Geruchs- und Geschmacksrezeptoren aufgenommen werden, was fiir
die Insekten sehr unangenehm ist. Bei Schwangeren und Kindern ist jedoch aufgrund der
geringen Datenlagen Vorsicht geboten. Fiir Schwangere und Kinder ab 2 Jahren eignet

sich zur Prophylaxe ein Insektenspray mit dem Wirkstoft Icaridin (Abb. 3).

(0) xCl
o} O N
S s Al
¢ O
- . Q
(0)
F
DEET Icaridin Cyfluthrin

Abbildung 3. Empfohlene Repellentien und Inhaltsstoffe von Insektensprays zur Moskitoabwehr
(WHO).

Eine weitere, wichtige Prophylaxe sind Insektennetze, welche iiber die Schlafstitte
gespannt werden sollten. Es gibt Netze mit verschiedener Maschenweite, Tropeninstitute

weisen auf die entsprechenden Netze fiir verschiedene Reisegebiete hin. Am besten sollte
6
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auch dieses imprigniert sein, denn bei Ndhe zum Netz, kann man auch durch dieses
gestochen werden. Die Imprdgnierung kann mit Cyfluthrin - einem synthetischen

Pyrethroid - erfolgen (Abb. 3). Impriagniersprays fiir die Haut sind fiir Netze ungeeignet.
Chemoprophylaxe

Die prophylaktische Einnahme eines antiparasitdr wirkenden Arzneimittels nennt man
Chemoprophylaxe. Anwendung finden solche prophylaktischen MafBlnahmen bei Reisen
in Malariagebiete, bei Schwangeren in Endemiegebieten oder bei saisonaler Malaria fiir
Kinder unter 6 Jahren, die sogenannte saisonale Chemoprivention gegen Malaria (SMC).
Eine SMC Prophylaxe wird von der WHO fiir Regionen empfohlen, in denen sich das

Aufkommen der Malaria Erkrankungen auf einige Monate begrenzt (z.B.: Sahelzone).!!

Eine Auswahl der zur Zeit empfohlenen Wirkstoffe bzw. Wirkstoffkombinationen zur
Chemoprophylaxe zeigt Abbildung 4.* Dazu gehoren die tdgliche Gabe von Atovaquon-
Proguanil (Malarone®) oder Doxycyclin, sowie die wochentliche Gabe von Mefloquin
(Lariam®). Die WHO empfiehlt als SMC Behandlung die monatliche Gabe von
Sulfadoxim/Pyrimethamin und Amodiaquin (SP + AQ) iiber einen Zeitraum von vier

Monaten (Abbildung 4).

Die prophylaktische Wirkung der Arzneistoffe wird dabei in zwei Begriffe unterteilt. Bei
einer Suppressionsprophylaxe (z.B. mit Mefloquin) werden die klinisch relevanten
Blutstadien bekdmpft, eine Infektion des Menschen wird nicht verhindert. Da die
Blutstadien noch Tage bis Wochen aus den Leberstadien enstehen konnen, ist eine
Einnahme dieser Wirkstoffe bis zu 4 Wochen nach Ausreise ratsam. Kausal
prophylaktisch wirken hingegen Arzneistoffe, die Leberstadien abtdten und

).12% Diese

gewebeschizontoide Eigenschaften besitzen (Atovaquone+Proguanil
Arzneistoffe verhindern das Ausbrechen der Malariaerkrankung. Die Einnahme dieser
Arzneistoffe kann schon kurze Zeit nach der Ausreise aus endemischen Gebieten

abgesetzt werden.

 Die Empfehlung richtet sich dabei nach der Personengruppe. Informationen geben u.a. die Leitlinie der
WHO (Guideline for the Treatment of Malaria), sowie das deutsche Tropeninstitut.

b Atovaquone ist sowohl gegen die Leberstadien, als auch gegen die Blut- und Gametozytenstadien
wirksam.

7
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Abbildung 4. Zur Chemoprophylaxe eingesetzte Arzneistoffe.

1.2.3 Diagnose und Therapie der Malaria

Als Basisdiagnosemethode sollte immer ein Blutausstrich, der sogenannte ,,Dicke
Tropfen‘ angefertigt werden. Dadurch kann meist schon eine P. falciparum Infektion von
anderen Plasmodieninfektionen unterschieden werden. Die Nachweisgrenze dieser
Methode liegt bei ca. 50 Parasiten pro Mikroliter Blut, dies entspricht einer Parasitimie
von unter 0.001 %. Da die Anzahl der Parasiten im Blut die Wahl des einzusetzenden
Wirkstoffs mitbestimmt und zudem seine Wirksamkeit anzeigt, ist diese Methode auch

als Verlaufsiiberwachung sinnvoll.
Therapie der Malaria tropica

Artemisinin, ein Sesquiterpen mit Endoperoxidstruktur, wurde 1971 von Youyou Tu
entdeckt'® und wird seitdem zur Malariatherapie eingesetzt. Tu wurde 2015 fiir diese
Entdeckung mit dem Nobelpreis fiir Medizin geehrt. Durch die Reduktion der
Laktonstruktur des Artemisinins zu einer Laktolstruktur, wurde der Arzneistoff
Dihydroartemisinin gewonnen. Derivatisierungen der Laktolstruktur filihrten zu

Artemether und Artesunat (Abbildung 5).'"* Diese Wirkstoffe bilden die Grundlage der
8
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heutigen Malariatherapie. Thre Wirkform erreichen diese Arzneistoffe nach bisherigem
Wissensstand nach Aktivierung der Endoperoxidstruktur durch das Him-Eisen, wodurch

sich anschlieflend in den Plasmodien toxische Radikale bilden.

(Lakton) (Laktol) (6]
Artemisinin Dihydroartemisinin Artemether Artesunat

Abbildung 5. Artemisinin und Artemisinin-Derivate.

Die WHO empfiehlt zur Behandlung der Malaria tropica die Kombination eines
Artemisinin-Derivates mit einem zweiten Malariawirkstoff, welche sich Artemisinin-
basierte Kombinationstherapie nennt (ACT). Die Wahl des entsprechenden Préparates ist
abhingig von der Region und dem Patienten (Kinder, Schwangere, Begleiterkrankungen).
Die WHO und die deutsche Gesellschaft fiir Tropenmedizin und Internationale
Gesundheit (DTG) geben regelmiBig Leitlinien zur Diagnostik und Behandlung der
Malaria heraus. Diese Leitlinien sind als Grundlage der evidenzbasierten Therapie der

Malaria zu betrachten.

Tabelle 1 listet die nach WHO empfohlenen Wirkstoffkombinationen zur Behandlung der
umkomplizierten Malaria tropica auf. Begleitsymptome (Ubelkeit, Erbrechen, Fieber,

etc.) werden entsprechend ihres Auftretens behandelt (Antiemetika, Antipyretika etc.).

Tabelle 1. Behandlungsempfehlungen der unkomplizierten Malaria tropica nach WHO.

Priparat Wirkstoftklasse Applikationsart
Artemether/ Artemisininderivat/ Peroral
Lumefantrin Arylaminoalkohol

Artesunat/ Artemisininderivat/ Peroral
Amodiaquin 4-Aminochinolin
Artesunat/ Artemisininderivat/ Peroral
Mefloquin Arylaminoalkohol
Dihydroartemisinin/ Artemisininderivat/ Peroral
Piperaquin Bis-chinolin
Artesunat/Sulfadoxin/ Artemisininderivat/ Peroral
Pyrimethamin Sulfonamid/
Diaminopyrimidin
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Therapie der komplizierten Malaria tropica

Eine komplizierte Malaria tropica Erkrankung liegt beim Auftreten mindestens einer der
folgenden Symptome vor: Bewusstseinstriibung, zerebrale Krampfanfille (tonisch-
klonisch), Spontanblutungen, Azidose, Niereninsuffizienz. Die Symptome setzen meist
sehr abrupt ein und sind von hohem Fieber begleitet. Die Behandlung mit einem
Artemisinin-Derivat (Artesunat, Artemether) oder Chinin erfolgt zunéchst parenteral. Es

schlieBt sich eine orale Therapie an.
Therapie der Malaria tertiana und quartana.

Neben einer Behandlung nach dem ACT-Prinzip wird fiir chloroquin-sensitive Regionen
auch Chloroquin, ein 4-Aminochinolin, zur Behandlung vorgeschlagen. Um ein
Wiederauftreten, ausgelost durch Rezidive, zu verhindern, wird nach vorangegangener
Prifung auf den Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PD) Status Primaquin
empfohlen. Primaquin ist ein 8-Aminochinolin, welches u.a. gegen Hypnozoiten wirkt

(Abbildung 6).

Chloroquin Primaquin

Abbildung 6. 4- und §-Aminochinoline zur Malariatherapie.

1.2.4 Malaria — Ist eine effektive Impfung moglich?

Einen Impfstoff gegen den Erreger Plasmodium falciparum zu entwickeln ist aufgrund
verschiedener Faktoren sehr schwierig. Die Antimalaria-Immunitét ist noch nicht in
Génze verstanden, zudem besitz der Parasit eine hohe genetische Vielfalt. Es ist ein
komplexer Organismus, dessen Lebenszyklus sehr diffizil ist.!> Impfstoffentwicklungen
konzentrieren sich hauptsichlich auf die préerythrozytiren und erythrozytiren Formen.

Einige Studien werden aber auch im Bereich Transmissionsblockade durchgefiihrt.

Ein Impfstoff, der gegen die préierythrozytiren Formen, also wéhrend der

Sporozoiteninoculation, dem Befall der Leber und dem Merozoitenstadium, wirksam ist,
10



1 Einleitung

wire besonders vielversprechend. Denn so konnte eine vollstindige Immunogenitit
gegeben werden, die das Ausbrechen der Erkrankung, sowie eine Riickiibertragung auf
die Miicke verhindert. Ein Impfstoff mit Aktivitdt wiahrend der asexuellen, erythrozytéren
Phase, wiirde die Schwere der Erkrankung reduzieren, aber nicht das Ausbrechen dieser

verhindern.'®

RTS,S/ASO01 ist ein Impfstoff, der sich momentan in Phase IV befindet und zugelassen
ist zur Anwendung an Kindern im Alter von 6 Wochen bis 17 Monaten. 2015 hat die
EMA eine positive Beurteilung fiir die Anwendung auBerhalb der EU gegeben.!”!® Der
Name RTS,S leitet sich aus seiner Zusammensetzung ab. Es handelt sich dabei um ein
Hybridvakzine, bestechend aus dem Plasmodium Antigen (R), dem sogenannten
Circumsporozoit (CS), einem T-Zell Epitop (T) und einem Hepatitis B Antigen (S),
welche als zwei Polypeptide im Verhiltnis 1:4 im Impfstoff vorliegen.!® Um seine
Wirkung zu entfalten muss das Vakzine viermal gespritzt werden, die ersten dreimal mit
einem Abstand von einem Monat, das vierte mal nach 20 Monaten (3 x 1, 1 x 1). Die
erncute Gabe nach 20 Monaten, die auch als Booster-Gabe bezeichnet wird, hat zu einer
Effektivitit von 36 % (Populationsgruppe 1: 5-17 Monate alte Kleinkinder) bzw. 26 %
(Populationsgruppe 2: 6-12 Wochen alte Sauglinge/Kleinkinder) im Vergleich zur nicht
behandelten Gruppe gefiihrt.!

Dieses Dosisregime ist in afrikanischen Léndern schwer zu realisieren, da die
Gesundheitssysteme unterentwickelt sind. Die WHO hat zusammen mit Ghana, Kenia
und Malawi das Malaria Vaccine Implementation Program (MVIP) ausgerufen. Von
2018 an soll in bestimmten Regionen dieser Lidnder RTS,S/ASO1 standardmiBig
angewendet werden, sodass bis zum Jahre 2022 Aussagen iiber die Anwendbarkeit und
die Bereitstellung von routinemifligen Impfungen in realer Umgebung, sowie eine
Erh6hung der Evidenz in Bezug auf das Sicherheitsprofil von RTS,S gegeben werden
kann. Noch hat die WHO RTS,S/ASOI nicht in das sogenannte Expanded Program of
Immunization (EPI) aufgenommen. Einige Stimmen verlangen nach mehr Evidenz?® oder
sehen die Stirke von RTS,S/ASO1 eher in der Verhinderung der

Transmissionsiibertragung in nicht-endemische Gebiete.?!

11
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1.2.5 Resistenzen

1910 traten die ersten Resistenzen gegen Chinin auf. 1957 traten erstmals resistente
Plasmodienstimme gegen Chloroquin in Thailand auf. 1959 wurden weitere
Chloroquinresistenzen an der kolumbianischen-venezuelischen Grenze vermerkt, 1978
dann auch in Afrika (Kenia, Tansania).??> 1982 wurde eine Mefloquin Resistenz in
Thailand beschrieben.?® In den letzten 5 Jahren wurde zudem iiber Resistenzen gegen die
Wirkstoffkombination Dihydroartemisinin-Piperaquin in der Mekong Region (GMS)
berichtet.?*? Die Resistenz gegen das gut wirksame Dihydroartemisinin verleitete einige

Autoren dazu, diesen resistenten Stamm als ,,Super Malaria* zu bezeichnen.

Verantwortlich fiir Resistenzen gegeniiber Malariatherapeutika sind oft Mutationen in
Transportproteinen, die fiir den Stoffaustausch zwischen den Zellorganellen des Parasiten
sorgen.”® Studien zeigten, dass resistente Stimme weniger Chloroquin in der
Nahrungsvakuole gespeichert hatten, als die sensitiven, bedingt durch einen verstérkten
Abtransport von Chloroquin aus der Vakuole. Die Nahrungsvakuole ist der vermeintliche

Wirkort des Chloroquins.

Der Transport liber die Vakuolenmembran wird durch ein Protein gesteuert, welches
durch das Gen Pfcrt (Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter) codiert
wird.?”*® Bei einer Mutation des Pfcrt Gens, wird Lysin an Stelle 76 gegen Threonin
ausgetauscht, sodass positiv geladene Wirkstoffe besser den Transporter passieren

konnen.?’

Weitere Gene, die nach heutigem Kenntnisstand fiir die Resistenz der Parasiten
gegeniiber Antimalariawirkstoffen verantwortlich sind, sind Pfmdr (pf multi drug
resistance)**>!, ebenfalls ein Transporter codierendes Gen, sowie Pfihe (plasmodium
falciparum Na*/H'exchanger).>*3! Pfindr ist unter anderem fiir den ATP-abhingigen

Transport von hydrophoben Substanzen (z.B. Mefloquin, Halofantrin) verantwortlich.*?

Die Kombination von antiplasmodial wirksamen Arzneistoffen stellt bis heute die
Grundlage der Malariatherapie dar (Kapitel 1.2.3). Denn die Gabe nur eines Arzneistoffes
kann aufgrund des komplexen Lebenszyklus der Plasmodien zu Selektionen und somit
zu Resistenzen flihren, wenn durch diesen einen Wirkstoff nicht alle Parasiten abgetotet
wurden. Die Eliminationsrate der Arzneistoffe ist dabei ein entscheidender Faktor.!!

Daher wurde der Fokus in den letzten Jahren unter anderem auf die Entwicklung fixer

12
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Wirkstoftkombinationen von Artemisinderivaten (schnell wirksam, kurze Wirkdauer)
und einem zweiten Malariawirkstoff mit langere Eliminationshalbwertszeit gelegt. Des
Weiteren sollten die Kombinationspartner einen unterschiedlichen Wirkmechanismus

aufweisen.!!

1.3 Entwicklung neuer Malariatherapeutika

1.3.1 Forschung und Entwicklung

Status der klinischen Forschung

Da sich die Resistenzentwicklung gegen das Artemisinin-basierte Therapiekonzept
ausbreitet (Kapitel 1.2.5), vorhandene Therapeutika teils schwerwiegende
Nebenwirkungen besitzen (Kapitel 1.4.1), ein ausreichender Impfschutz noch nicht
erreicht ist (Kapitel 1.2.4) und sich aufgrund der globalen Erwdrmung der Lebensraum
der Anopheles Miicke immer weiter ausbreitet, bedarf es einer steten Entwicklung neuer
Arzneistoffe. Neue Arzneistoffe mit antiplasmodialer Wirkung sollten nach Moglichkeit
neue strukturelle FEigenschaften wund bestenfalls einen neuen, validierten
Wirkmechanismus aufweisen. Eine Verhinderung der Ubertragung der Plasmodien vom

Vektor auf den Menschen wiirde das grofStmogliche Potential liefern.

2013 wurde versucht, die wissenschaftliche Kommunikation durch das Einteilen von
Wirkstoffen in Klassen zu vereinheitlichen und die Forschung zielgerichtet zu lenken.
Dazu wurden TCP's (target cancidate profiles) und TPP’s (target product profiles)
definiert (Abbildung 7). TCP’s sind einzelne, aktive Wirkstoffe, die z.B. eine Wirkung
gegen die asexuellen Blutstadien (TCP-1), oder eine Aktivitit gegen Hypnozoiten
(TCP-3) aufweisen. In die Klassen TCP-5 und 6 werden Wirkstoffe mit
transmissionsblockierenden Eigenschaften eingeteilt. In die Klasse TCP-5 werden dabei
jene Substanzen geordnet, die eine Wirkung gegen Gametozyten besitzen, in die Klasse
TCP-6 werden Wirkstoffe eingeteilt, die gegen den insektiziden Vektor wirksam sind
(Endektozide). TPP’s werden in zwei Kategorien eingeteilt, erstens in die Behandlung

eines Patienten (TPP-1) und zweitens in die Chemoprotektion (TPP-2).343¢

¢ Die Definition der Klasse TCP-2 wurde aufgehoben.
13
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Behandlung klinischer Symptome
”| einer unkomplizierten Malaria

TCP — 1: Wirkung gegen
asexuelle Blutstadien

Behandlung der komplizierten

Malaria
TCP - 3: Wirkung gegen
Hypnozoiten
Rezidivbehandlung
TCP — 4: Wirkung gegen gP_Z: Kti
Leberstadien emoprotektion MDA: Behandlung und
Priavention
TCP - 5/6:

Chemoprotektion in
endemischen Gebieten

Transmissionsblockierende
Eigenschaften

Chemoprotektion fiir Migranten
und Ausbruchsprivention

Abbildung 7. TCP, TPP Konzept, modifiziert nach Burrows.?

In den letzten Jahren haben einige Wirkstoffe mit neuen Wirkmechanismen die klinische

36,37

Phase erreicht (Abbildung 8 und 10). Dies ist vor allem phanotypischen’®”’ und target-

39,40

basierten Screenings®®, sowie rationalem Design***’ zu verdanken.

Zu diesen Wirkstoffen gehdren die Substanzen MMV048*, P218% SJ733%,
Cipargamin*, DSM265%, KAF156% und 0Z439 (Artefenomel)*’ (Abbildung 8).3%48
SJ733 und Cipargamin inhibieren den Kationenkanal PfATP4 und fiithren so zu einem
Ungleichgewicht des Natriumhaushaltes im Parasiten. Eine Enzyminhibition, wie die
Hemmung der Dihydrofolatreduktase = (DHFR) durch P218 oder der
Dihydroorotatdehydrogenase (DHODH) durch DSM265 greift in die Nukleotid-

Biosynthese der Plasmodien ein.

14



1 Einleitung

SJ733

Pf3D7 IC5: 0.030 pM
Target:| PATP4
Status: Phase I

Cipargamin (NITD609, KAE09)
Pf3D7 ICs,: 0.0007 pM

Target: PfATP4

Status: Phase Ila abgeschlossen

00 (j}
S

07439

PfK11C54: 0.0028 uM
Target: noch nicht bekannt
Status: Phase IIb als

Kombinationspréparat mit Ferroquin
lauft

o
HN

NH,
A
P F F N«
H,NT N >g ¢ J\f\\
(6] N= N/
OH

DSM265

Pf3D7 IC5,: 0.046 pM

Target:| PADHODH

Status: Phase Ila abgeschlossen

0
i M
K/N\/\/\ <:> F
NH
& x
S CF,
0

F

P218

PfTM4 1C5o: 0.0046 uM
Target:| DHFR Inhibitor
Status: Phase |

MMV048 (MMV390048)
PNF54 1Cs: 0.028 pM
Target:| P/PI14K

Status: Phase I abgeschlossen

KAF156

Pf3D7 ICs: 0.010 uM

Target: nocht nicht bekannt
Status: Phase Ila abgeschlossen

Abbildung 8. Neue Antimalariawirkstoffe in klinischer Entwicklung (nach Status geordnet).

Die Wirkweise eines potentiellen Arzneistoffes auf die unterschiedlichen
Entwicklungsstadien von Plasmodium falciparum kann durch verschiedene Enzym- und
zellbasierte Assays evaluiert werden. Bei zellbasierten Screeningverfahren werden u.a.
Aktivititsmessungen gegen die asexuellen Blutstadien (dafiir oft verwendete
Laborstimme: Pf3D7 (chloroquin-sensitiv), P/Dd2 (multiresistent), PNF54, PfK1)), den
Leberstadien (PfEEF) und den verschiedenen Gametozytenstadien (P/ESG, PfRSG,
PfLSG) unterschieden. Wird eine Verbindung als antiplasmodial aktiv bewertet, werden
weitere Studien unternommen, die ihre Zytotoxizitdt (Selektivitit im Vergleich zu
humanen Zelllinien), die Loslichkeit, die Membranpermeabilitit und ihre metabolische
und chemische Stabilitit untersuchen. Fallen diese Studien positiv aus, werden

Untersuchungen am lebenden Organismus angestrebt.
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Abbildung 9 fasst diese Optimierungszyklen zusammen und zeigt die Komplexitét der

Arzneistoffentwicklung auf.

Wirkstoff Kombination

Sereening, Design

Inhibitor Synthese. Derivatisierung

Target bekannt Target unbekannt

Enzymassay

| In vitro Evaluation |

Leberstadien Blutstadien Gametozytenstadien

(PfEEF) (PfESG: PRSG: PLSG)

In vive Assays |
(P. berghei: Dosisstudien, PK Studien)
| (PfSCID Maus Modelle) |

Priklinische Studien

Klinische Studien

Leitstrukturoptimierung
(Stabilitit, Loslichkeit,
Bioverfiigbarkeit, Permeabilitiit)

Abbildung 9. Beispielhafte Entwicklung eines neuen Malariawirkstoffes, modifiziert nach Fidock.*

Die Non-Profit-Organisation MMV (Medicine for Malaria Venture) bringt regelméfig

eine Ubersicht heraus, die den Stand der aktuellen Forschung aufzeigt (Abb. 10). Bei

ndherer Betrachtung ist die Bedeutsamkeit von Arzneistoffkombinationen ersichtlich.

Zudem ist die Darreichungsform ein entscheidender Faktor fiir die Effektivitit der

Arzneistoffe. Nicht jede Patientengruppe ist in der Lage feste Arzneiformen wie Tabletten

einzunehmen. So wurde in den letzten Jahren auch die Erforschung von Arzneimitteln fiir

die pédiatrische Anwendung vorangetrieben (Coartem® Dispersible, Pyramax®,

Artesunat Suppositorien).
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Abbildung 10. MMV -unterstiitzte Projekte: Stadien der klinischen Entwicklung, nach MMV .>°

Abbildung 10 zeigt, wie wichtig die Kooperation zwischen Pharmafirmen und Non-
Profit-Organisationen, sowie die Zusammenarbeit mit kleineren Forschungsgruppen ist.
An allen Zulassungen waren die Organisationen MMV oder DNDi beteiligt, indem sie
finanzielle Unterstiitzung, Sachleistungen oder Expertenrat boten. Durch den
Zusammenschluss von Kapital und Know-How ist es gegliickt, wirksame
Malariatherapeutika zu entdecken, zu entwickeln und auf den Markt zu bringen. MMV
kommentiert seine Zusammenarbeit wie folgt: ,,Mit finanzieller Unterstiitzung von
Spendern bringt MMV akademischen Geist und pharmazeutische Muskeln zusammen -
mit eigener wissenschaftlicher Expertise - um die Malariaforschung zum Blithen zu

bringen und Friichte zu tragen.* (aus dem Englischen, The PDP Model, MMV Partnering)
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1.3.2 Finanzierung — Die Unentbehrlichkeit von Non-Profit-Organisationen

MMV — Medicine for Malaria Venture

MMV st eine der grofften Organisationen, die sich der Bekdmpfung der Malaria
verschrieben hat. Das selbsternannte Ziel von MMV ist es, alle fiinf Jahre ein neues
Malariatherapeutikum auf den Markt zu bringen. Die Organisation erforscht und
entwickelt neue Arzneistoffe und Arzneimittel und sorgt fiir eine Versorgung der

Menschen mit Malariawirkstoffen in endemischen Gebieten.
DNDi — Drugs for Neglected Diseases Initiative

Bis zum Jahre 2015 hat auch diese Non-Profit-Organisation an neuen Malariawirkstoffen
geforscht. Dieses Forschungsgebiet traten sie in den Folgejahren ab, andere
vernachldssigte Krankheiten wie Leishmaniose oder die Chagas Erkrankung werden aber
weiterhin intensiv erforscht, um potente Wirkstoffe zu generieren. DNDi war an der
Erfoschung und Entwicklung von ASMQ (Artesunat/Mefloquin) und ASAQ
(Artesunat/Amodiaquin) beteiligt (siche Abb. 10).

MVI - Malaria Vaccine Initiative

Diese Initiative ist ein Programm von PATH (Programm for Appropiate Technology in
Health) bei dem Kooperationen zwischen der Industrie, der Regierung, wie auch der

universitiren Forschung eine stete Entwicklung neuer Impfstoffkandidaten fordern soll.
Bill and Melinda Gates Foundation

Auch diese Organisation hat sich die Ausrottung von Malaria zum Ziel gemacht und hat
bis heute knapp 2 Milliarden US-Dollar in Forschung und Entwicklung investiert. Dabei
wird die Erforschung neuer Therapiemdglichkeiten genauso gefordert, wie auch die
Verbesserung bestehender Eradikationsmafinahmen. Ein wichtiges Anliegen der
Organisation ist die Heilung von asymptomatisch Infizierten, um die Ubertragungsrate

stetig zu minimieren.
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1.4 Arylaminoalkohole — Arzneistoffe und Wirkmechanismus

1.4.1 Chinin, Mefloquin, Halofantrin, Lumefantrin

Der Name dieser Arzneistoffklasse leitet sich vom Grundgeriist der Verbindungen ab.
Eine Aminopropanol- oder Aminoethanolfunktion ist am alkoholischen Kohlenstoff

aromatisch substituiert. Eine Ausnahme bildet Lumefantrin, dies ist mit einem nicht

aromatischen Ringsystem (Fluoren) substituiert (Abbildung 11).

(-)-(8a, 9R)-Chinin rac-Mefloquin rac-Halofantrin rac-Lumefantrin

Abbildung 11. Als Arzneistoffe zugelassene Arylaminoalkohole.

Bereits im 17. Jahrhundert wurde die Rinde des Chinarindenbaumes, Cinchona
officinalis, zur Therapie der Malaria eingesetzt. Dazu wurde zumeist die Rinde getrocknet
und fein gemahlen, um sie anschliefend durch suspendieren in einem alkoholischen
Getrank, wie Wein, zu sich zu nehmen. Die Chinarinde enthélt nicht nur Chinin, sondern
auch die Stereoisomere des Chinins Chinidin, Chinchonin und Chinchonidin, die
ebenfalls zur Substanzklasse der Arylaminoalkohole gehoren. Chinidin, Chinchonin und
Chinchonidin besitzen wie Chinin eine antiparasitire Wirkung.>! 1820 isolierten Pierre
Joseph Pelletier und Joseph Caventou den Reinstoff Chinin.>* Letztendlich setzte sich
1890  Chinin aufgrund seines hohen Gehaltes im  Rindenextrakt als

Antimalariatherapeutikum durch.’'

1989° brachte die Firma Hofmann-La Roche das Arylaminoalkoholderivat Mefloquin
(Lariam®) auf den Markt, welches zusammen mit der US Army wéhrend des Vietnam
Krieges entwickelt wurde.’>’ Mefloquin ist ein sehr gut antiplasmodial wirkender
Arzneistoff (Pf3D7 1Cso: 0.0065 pM), welcher aber teilweise schwerwiegende

Nebenwirkungen besitzt, die sich u.a. in neurotoxischen Effekten dulern. Daher wird fiir

4 Zu dieser Zeit wechselte man in der Anwendung von der siidamerikanischen zur javanischen Chinarinde,
die einen hoheren Gehalt an Chinin aufwies.
¢ Die Angabe bezieht sich auf das Jahr der Zulassung durch die FDA; Drugs@FDA: FDA zugelassene
Arzneimittel. New Drug Application (NDA): #019591
f Einrichtung: Experimental Therapeutics Division of the Walter Reed Army Institute of Research
(WRAIR) in Washington, DC.
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Mefloquin heute ein Medikationshandbuch empfohlen, welches den Patienten iiber die
Nebenwirkungen informiert

Kurze Zeit spiter beschrieb das Forschungsinstitut der US Army zusammen mit
SmithKline Beecham (heute GlaxoSmithKline) ein weiteres Arylaminoalkohol Derivat
namens Halofantrin (Halfan®), welches 1992 durch die FDA zugelassen wurde.>*>>¢
Jedoch traten zeitnah nach der Markteinfithrung nach der Einnahme von Halofantrin
schwere Nebenwirkungen auf. Aufgrund einer QT-Zeit Verldngerung stellte sich
Halofantrin als kardiotoxisch heraus. Dies fiihrte dazu, dass Halfan® vom Hersteller nicht
mehr vermarktet wird.

Der Arzneistoff Lumefantrin wurde von der Beijing Academy of Militar Sciences
entwickelt und durch Novartis 1999 als Riamet® in Kombination mit Artemether auf den
europdischen Markt gebracht! Eine Kooperation zwischen Novartis und den
chinesischen Behorden fiihrte zur Entwicklung und klinischen Evaluation von Coartem®
Dispersible, einem Kombinationspraparat aus Artemether/Lumefantrin, welches vor
allem fiir die padiatrische Anwendung geeignet ist und 2009 zugelassen wurde.’®>” Die
Kombination von Lumefantrin mit dem Artemisinin-Derivat Artemether weist
synergistische Effekte auf. Die Arzneistoffe haben eine unterschiedliche
Pharmakokinetik. Artemether wirkt sehr schnell (tmax: 2 h), aber nur kurzweilig
(Plasmahalbwertszeit (ti2): 2 h), Lumefantrin verweilt, aufgrund seiner hohen Lipophilie,
linger im K&rper (tmax: 6-8 h, ti2: 26 Tage).’® Nicht von Artemether erfasste Parasiten
im Korper konnen so durch Lumefantrin bekdmpft werden, sodass Risiko von Residuen
minimiert wird. Dies ist ein neuer Ansatz zur Verhinderung der Resistenz, bis heute sind

keine Fille einer A/L Resistenz bekannt. %"

Alle Arylaminoalkohole besitzen nur eine blutschizontoide Wirkung, sind also gegen die
asexuellen Stadien der Plasmodien aktiv. Eine leberschizontoide Wirkung besteht nicht,
sodass eine kausal prophylaktische Anwendung mit dieser Arzneistoffklasse nicht

moglich ist.

8 NDA: #020250
h Riamet wurde 1999 in der Schweiz zugelassen, in Deutschland erfolgte die Zulassung 2001.
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1.4.2 Neue Arylaminoalkohol Analoga

Die vorangegangenen Worte zeigen, wie wichtig es ist, neue, potente Arylaminoalkohole
zu entwickeln. Chibale und Mitarbeiter nahmen als Ausgangssubstanz das Diterpen
Totarol, welches antimikrobielle Eigenschaften aufweist und fiigten ein
Aminoalkoholelement ein, um I zu generieren. Ein Austausch des Totarolgrundkorpers
gegen einen Naphthylsubstituenten ergab eine Aktivititsabnahme (I1).°  Die
Arbeitsgruppe modifizierte die Leitstrukturen I und II weiter und nahmen sich die
Strukturen der 4-Aminochinoline (Chloroquin) und Arylaminoalkohole (cyclische,
aliphatische Amine: Chinin, Mefloquin) als Vorbild. Dies fiihrte zum antiplasmodial
aktiven Derivat III (Pf3D7: 0.0008 uM).%! Galiano und Mitarbeiter nahmen ebenfalls
einen Piperazinbaustein als basische Komponente und entwickelten das
Arylaminoalkohol Analogon IV. IV wies bei einer in vivo Evaluation eine sehr gute

Parasitamiereduktion von 98 % auf.%?

OH (
D ”J@

PfD10ICsy: 0.61 pM, vgl MFQ: 0.018 uM PfD10 ICsy: 5.18 puM, vgl. MFQ: 0.018 uM
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Cl N

Pf3D7 ICs: 0.0008 uM, vgl. CQ: 0.015 uM PfFCR3 IC54: 0.15 pM, vgl. CQ 0.13 uM
PR: 98 %, MSD: > 35 d

Abbildung 12. Auswahl neuer Arylaminoalkohole (I-IV) mit antiplasmodialer Wirkung.
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1.4.3 Die Hamazoin-Inhibitions-Hypothese

Obwohl noch nicht abschlieBend belegt, gibt es viele Hinweise dafiir, dass
Arylaminoalkohole, wie auch das 4-Aminochinolinderivat Chloroquin Himatin' bzw. den

Himatin Kristall, das sogenannte Himazoin targetieren.% %6

Befillt der Parasit die Erythrozyten, so verdaut dieser Himoglobin, um die Aminoséuren
des Globins als Nahrungsquelle zu nutzen. Das dabei anfallende Ham oxidiert spontan zu
Hiamatin (HO-Fe[III]PPIX), welches fiir die Parasiten toxisch ist.*” Himatin kann von
thnen nicht, anders als beim Menschen, durch eine Oxygenase (Himoxygenase) abgebaut
werden. Daher kommt es zu einer Kumulation von Hidmatin in der sauren
Nahrungsvakuole der Plasmodien. Dieses polymerisiert zum nicht toxischen Himazoin.
Héamazoin fillt als kristalline Form in der Nahrungsvakuole der Parasiten aus und bildet
das sogenannte Malaria Pigment (Abbildung 13). Im Trophozoitenstadium der
erythrozythiaren Lebensphase der Plasmodien ist das Malariapigment als dunkler Fleck in
infizierten Erythrozyten unter einem Lichtmikroskop zu erkennen.

A B

Plasmodium falciparum

Nahrungs- Hématin + .
vakuole + Amino- _ '@ e ES

pH=S Hiamazoin séuren

Erythrozyt

Hamoglobin

Zytosol
pH=7

o0 7 &
L Yy
09..

12 24 36 48

Peptide

: 0?.‘

Development (hours)

Abbildung 13. A. Schematische Darstellung des Himabbaus durch P. falciparum. B. Lichtmikroskopische
Aufnahme von mit Plasmodium falciparum infizierten Erythrozyten, modifiziert nach Phillips et. al.® (U:
nicht infizierter Erythrozyt, ER: frithes Ringstadium, LR: spites Ringstadium, ET: friihes
Thropozoitenstadium, LT: spites Trophozoitenstadium, ES: frither Schizont, LS: spéter Schizont, FM: freie
Merozoiten)

Arylaminoalkohole besitzen schwach basische Eigenschaften, sodass sie sich aufgrund
der positiven Ladung in der sauren Nahrungsvakuole der Plasmodien anreichern. Nach
dem jetzigen Wissensstand inhibieren Arylaminoalkohole die Polymerisation von
Héamatin zu Hdmazoin, indem sie an Hamatin koordinieren. Dadurch reichert sich das
toxische Himatin (OH-Fe(III)PPIX) an, welches darauthin mit enzymatischen Prozessen

und der Zellmembran der Plasmodien interferieren kann.%®

"Hématin ist ein Hydroxoeisen(III)-Porphyrin-Koordinationskomplex der beim Abbau von Hdmoglobin
durch den Parasiten entsteht.
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De Villiers et al. konnten zwei Kristallstrukturen mit den Arylaminoalkoholen Chinin und
Halofantrin isolieren, die zeigen, wie die Wirkstoffe an Fe(III)PPIX binden.®>’° Dabei
koordiniert die Hydroxylgruppen der Arylaminoalkoholstruktur an das zentrale Eisen-lon
und es entstehen 5-gliedrige Komplexe. Die aromatischen Substituenten, das
Chinolingrundgeriist des Chinins, sowie die Phenanthrenstruktur des Halofantrins
wechselwirken iiber n-n-stacking mit den aromatischen Porphyrinringen. Die tertidren
Amine liegen bei einem pH < 5 zu >99 % protoniert vor' und interagiert mit der

Carboxylatfunktion der Propionatstruktur des Prophyrinrings.

A

Abbildung 14. Kristallstrukturen von Chinin (A) und Halofantrin (B) mit Fe(III)PPIX, modifiziert nach de
Villiers et al. ®-7°

1.4.4 Die Besonderheit des Mefloquins

Mefloquin ist, anders als Chinin, als racemisches Gemisch im Handel. Die Studienlage
belegt nicht eindeutig, ob eines der beiden Enantiomere aktiver gegen die asexuellen
Blutstadien von Plasmodium falciparum ist. Einige Studien bewerten die Enantiomere als
dquipotent’!, wohingegen andere (+)-MFQ eine um den Faktor 1.69-1.95 héhere
Aktivitit als (-)-MFQ gegeniiber P/3D7/PfDd2 zuschreiben.”? Eindeutiger beschrieben
sind die Unterschiede der beiden Enantiomere in der Pharmakokinetik. Dazu gehort eine
lingere Halbwertszeit des (-)-MFQ im Vergleich zum (+)-MFQ (531 h vs. 206 h).” Die
Enantiomere besitzen eine unterschiedliche zerebrale Aufnahme ((+)-MFQ penetriert
besser durch die Blut-Hirn-Schranke als (-)-MFQ).”* Mefloquin bindet an verschiedene

Rezeptoren im ZNS, unter anderem an GABAAa-, Serotonin- (5-HT3)”® und Adenosin

iBerechnet mittels Hendersson-Hasselbalch-Gleichung und einem pKs Wert von 8.8 fiir den
Chinuclidinstickstoff des Chinins.
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Rezeptoren (A24)’®”7, wobei auch hier Unterschiede in der Bindungsaffinitit zwischen

den Enantiomeren bestehen (Aza: (+)-MFQ: 1.8 uM, (-)-MFQ: 0.0044 pM).”’

Die sich daraus ergebenden pharmakologischen Unterschiede stehen in Zusammenhang
mit den bei der Einnahme von rac-Mefloquin auftretenden zerebralen Nebenwirkungen
(Depression, Angstzustinde, Psychosen). 2013 fiihrte die FDA daraufhin eine
,black box“ Warnung fiir Mefloquin ein. Das bedeutet, eine schwarze Umrandung der
Fachinformation warnt vor den psychiatrischen Nebenwirkungen bei der Einnahme von

Mefloquin. Fletcher et al. reichten 2003 ein Patent zur Anwendung von (+)-MFQ ein.”®

CF;
(+)-( )Mefloquin (-)-(11R, 12S)Mefloquin
- ? — Nebenwirkungen ?

Abbildung 15. (+)- und (-)-Mefloquin, modifiziert nach Schmidt et al.”

Das eingangs erwihnte Gen Pfmdrl wird als Hauptursache fiir die Mefloquinresistenz
angesehen. Mehrere Studien zeigten, dass die durch dieses Gen kodierte Effluxpumpe
Pgh-1 dafiir sorgt, dass der Wirkstoff aus dem Zytosol gepumpt wird und so nicht mehr
fir eine Wirkung zur Verfligung steht. Diese Konzentrationssenkung im Cytosol
korreliert mit der MFQ Resistenz.?*%%%! Wong et al. zeigten, dass eine direkte Bindung
von (+)-Mefloquin an die 80S Untereinheit des zytosolischen Ribosoms von
P. falciparum stattfindet und somit eine Wachstumsinhibition erreicht wird.®? Die
Wechselwirkungen sind folgende: Leucin (Leul5) und Isoleucin (Ile42) interagieren iiber
hydrophobe Wechselwirkungen mit der Trifluormethylgruppe an C-8, wohingegen die
CF3 Gruppe an C-2 mit den aromatischen Resten von Phenylalanin (Phe56) und Tyrosin
(Tyr53) interagiert. Der Chinolinring wird durch eine Kation-n Interaktion mit einem
Magnesiumion stabilisiert. Die OH-Gruppe der Aminoalkoholstruktur bildet eine
Wasserstoftfbriicke (WBB) mit einem Phosphatrest aus, wohingegen das sekunddre Amin

eine WBB mit der Carboxylfunktion des Glutamats (Glu55) bildet.
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%4
E513 Hoq

Abbildung 16. Atomares Model der Interaktion von (+)-MFQ mit dem GTPase-assoziierten Zentrum der
P. falciparum ribosomalen 80S Untereinheit, die Strukturaufklarung erfolgte mittels Kryo-
Elektronenmikroskopie. Modifiziert nach Wong et al.®

AbschlieBend ldsst sich kein genaues Target fiir die antiplasmodial wirksamen
Arylaminoalkohole Chinin, Mefloquin, Halofantrin und Lumefantrin definieren. Es ldsst
sich aber festhalten, dass sowohl die Hydroxyfunktion, als auch das sekundédre bzw.
tertidre Amin eine wichtige Rolle bei den postulierten Bindungsmdglichkeiten spielen.

Der aromatische Substituent dient der Stabilisierung der Komplexe.

1.5 3-Hydroxy-N"-arylpropanhydrazonamide

Kurz und Mitarbeiter variierten in der Vergangenheit die Aminoalkoholstruktur, indem
sie die aliphatisch substituierte Aminogruppe der Arylaminoalkohole durch eine
Hydrazonamidstruktur ersetzten. Wéhrend eines Malariascreening Projektes von
Heterozyklen und deren Vorstufen zeigte (1Z,NE)-N’-Benzyliden-3-hydroxy-3-
(naphthalen-1-yl)propanhydrazonamid (V) eine gute antiplasmodiale Aktivitit (Pf3D7
ICs0: 0.20 pM) (Schema 1).8* Leven et al. untersuchten anschlieBend die Auswirkungen
des Austauschs des 1-Naphthylsubstituenten gegen 2-Naphthyl (VI). Dabei zeigte sich,
dass die l-naphthylsubstituierten = Verbindungen im  Vergleich zu den
2-naphthylsubstituierten eine geringere antiplasmodiale in vitro Aktivitit zeigten. Eine
a-, anstelle einer B-stindigen Hydroxyfunktion (VII) fiihrte zu einer Abnahme der
antiplasmodialen Aktivitit (Pf3D7 ICso: 3 pM).%

Auf Grundlage dessen, diente Verbindung V als erneuter Ausgangspunkt, um nun den
Naphthylsubstituenten als Ganzes auszutauschen. Als aktivste Verbindung stellte sich
Verbindung VIII heraus, die einen Phenanthrensubstituenten aufwies (Pf3D7 ICso:
0.0083 puM; vgl. Mefloquin: Pf3D7 ICs0: 0.0065 pM).2*% Die vielversprechenden in vitro
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Daten gaben Anlass VIII auch in vivo auf seine Wirksamkeit zu testen. Im P. berghei
Mausmodell fiihrte VIII zu einer Parasitdmiereduktion von 99.6 % und einer mittleren
Uberlebenszeit von 10 Tagen, jedoch konnte keine Heilung erzielt werden.®* Durch die
Einfiihrung von Halogenen (Cl, F) in das Phenanthrengrundgeriist wurden vier sehr
potente Hydrazonamidderivate generiert (IX—XII, P/3D7 ICso: 0.0018-0.0069 uM,
PfDd2: 0.0025-0.0138 uM), von denen Verbindung IX im Mausmodell bei 2 von 3
Méusen eine Heilung bewirkte (Peters’ Test, 10 mg/kg KG, peroral).®> Die Wirkung von
IX gegen Leberstadien (P/EEF: 6.9 uM, vgl. ATQ: 0.3 uM) war sehr schwach, zeigte
jedoch im nanomolaren Bereich Wirkung gegen die frilhen Formen der gametozidalen
Entwicklung (PfRSG ICso: 0.066 uM, CQ: 0.017 uM; PfESG ICso: 0.2 uM, vgl. CQ:
0.063 puM). Eine Untersuchung der differenzierten Wirkung bei ménnlichen und

weiblichen Gametozyten zeigte keine Aktivitit.®

Somit lasst sich summieren, dass die
Struktur IX eine sehr gute Aktivitit gegen asexuelle Blutstadien aufweist, jedoch nur eine
schwache bis keine gewebeschizontoide (kausal prophylaktische) und nur eine geringe

gametozoide (transmissionsblockierende) Wirkung besitzt.
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7 " |OH NH, 1\/1©1 zyklus 3 " OH NH, \/1©/ l
. N ~ ,N‘ ! o (\ \ X .N : |
> g NN ; ST AN \ N :
v
Pf3D7 ICs: 0.20 uM . \
’ ~ VIII
/ \ ' ’ Pf3D7 ICsp: 0.0083 uM
Optir‘nierungszy)klus 2 53 30 K
- ki
) . Optimierungs-
i+ zyklus 4
v
y

TN 1 R!!
P3D7 1Csp: 3.0 uM ' \ N'N\ 3 2 3

IX - XII

CFy -

Region A Region B Region C

IX: X=F R'=F R>=H
Pf3D7 ICs: 0.0023 uM

X: X=F, R! = OH, R? = CH,(N(C,Hs),)
Pf3D7 ICs4: 0.0039 uM

XI: X=CLR'=F R?=H
Pf3D7 ICsy: 0.0018 pM

XII: X = Cl, R' = OH, R? = CH,(N(C,Hs),)
Pf3D7 ICs uM: 0.0069 uM

Schema 1. Optimierungszyklen der 3-Hydroxy-N -arylidenpropanhydrazonamide.
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1 Einleitung

1.6 Ziele der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist die Weiterentwicklung des ausgeprdgt antiplasmodial
wirksamen Arylaminoalkohol Derivates IX, welches eine
3-Hydroxypropanhydrazonamidstruktur aufweist und von Leven erstmalig beschrieben

wurde (Pf3D7 ICs0: 0.0023 pM, PDd2 ICso: 0.0029 pM).%

Die Leitstruktur IX ldsst sich in drei Regionen einteilen (Schema 2). Region A besteht
aus einem aromatischen Grundkorper (1,3-Difluor-6-trifluormethylphenanthrenstruktur,
griin markiert), Region B ist gekennzeichnet durch ein 3-Hydroxypropanhydrazonamid-
strukturelement (rot markiert) und Region C zeichnet sich durch einen 4-Fluorphenylrest
aus, der iber eine Iminobindung an den N°  Stickstoff des

Hydrazonamidstrukturelementes gebunden ist (blau markiert).

Region A

Region B

Schema 2. Geplante Strukturmodifikationen der Leitstruktur IX.

Alle drei Regionen (A-C) sollten modifiziert werden, um zum einen die antiplasmodiale
Aktivitdt von IX zu steigern. Zum anderen sollten dadurch die physikochemischen
Eigenschaften von IX (z.B. Wasserloslichkeit) verbessert werden, unerwiinschte

Wirkungen (z.B. Aktivititit am hERG-K"-Kanal*) reduziert und weitere Struktur-

X IX hat im hERG Fluoreszenz Polarisations Assay eine hohere Aktivitit (0.067 pM) als die
Arylaminoalkohole Lumefantrin (0.377 uM) und Halofantrin (0.156 uM) gezeigt.?® Der hERG-K*-Kanal
ist ein Kalium-Kanal am Herzen, eine Interaktion mit diesem Kanal kann zu Herzrhythmusstérungen
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1 Einleitung

Aktivitats-Beziehungen (z.B. Wechselwirkungen mit dem vermuteten Target) untersucht

werden.

Folgende Variationen wurden angestrebt: Das fluorsubstituierte Phenanthrengrundgertist
in Region A sollte durch Heteroaromaten (Chinolinderivate, Benzo[/]chinolin,
9-Methylacridin, 4-(Pyridin-2-yl)-phenyl) ausgetauscht werden. Die Integration eines
Stickstoffatoms in ein anelliertes Ringsystem konnte, durch die Moglichkeit als
Wasserstoftbriicken-Akzeptor zu fungieren, die Wasserldslichkeit aromatischer
Verbindungen erhéhen. Zudem wird durch den Einbau von Heteroatomen die Anzahl
moglicher Wechselwirkungen erhoht. Des Weiteren sollte in Region A anstelle eines
anellierten Ringsystems (Phenanthrenstruktur), ein mit Mono- oder Di-tert-
butylstrukturen substituierter Benzenring (4-tert-Butylphenyl-, 3,5-Di-tert-butylphenyl-)

als aromatischer Substituent eingebaut werden.

Die Region B Modifikationen sahen vor, dass die Hydroxyfunktion bestehen bleibt,
wihrend das Hydrazonamidstrukturelement durch Amidin-, Amidoxim- und 1,2,4-
Triazinstrukturelemente substituiert werden sollte. Die unterschiedliche Basizitét
(Protonierungsgrad) dieser Strukturmerkmale und der Austausch des N” Stickstoffatoms
im Hydrazonamidstrukturelement gegen ein Sauerstoffatom
(Amidoximstrukturmerkmal) sollte Riickschliisse auf die Struktur-Wirkungs-Beziehung
zulassen. Zudem fillt durch den Austausch des Hydrazonamid- gegen ein Amidin- oder
Amidoximstrukturelement die mogliche Liberation von Hydrazin im Korper weg, welche

durch Hydrolyse- oder metabolische Reaktionen des Hydrazonamids stattfinden konnte.

In der Molekiilregion C war ein Austausch der N=C Doppelbindung (Iminostruktur)
gegen eine Zweifachsubstitution des N’-Stickstoffs vorgesehen (sp?- zu sp’-
Hybridisierung), um die Gestalt eines sekunddren/tertidren Amins, wie es in den
Arylaminoalkoholen Chinin, Mefloquin, Halofantrin und Lumefantrin zu finden ist,
nachzuahmen (Schema 2). Dies sollte eine Néaherung der Molekiilgestalt der neuen

Derivate zu den Leitstrukturen der Arylaminoalkohole ergeben.

Die erstmalig von Khankischpur etablierte Synthese zur Darstellung von
B-Hydroxyhydrazonamidderivaten, wurde von Leven zur Darstellung der

Leitverbindungen VIII, IX und XI (Schema 3) weiterentwickelt.®**® Diese

filhren. Dem Arzneistoff Haloperidol wurde diese Eigenschaft zugeschrieben, sodass er vom Markt
genommen wurde.
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1 Einleitung

Syntheseroute sollte zur Darstellung neuen Zielverbindungen mit Modifikationen in den
Regionen A, B und C in Teilen iibernommen werden. Die Synthese der Leitstruktur IX
und ihrer Derivate VIII und XI ging von den aromatischen Aldehyden
Phenanthrencarbaldehyd, XIIT und XIV aus, die weiter zu den B-Hydroxpropannitrilen
1315 umgesetzt wurden. Nach sdurekatalysierter Addition von Methanol an die Nitrile
(Pinner Reaktion) konnten die entsprechenden Imidate als Hydrochloride XV-XVII
gewonnen werden (Schema 3). Nach Freisetzung der Imidatbasen mittels
Kaliumcarbonat-Losung, wurden die Imidate mit Hydrazinmonohydrat zu den
Amidrazonen 25, XVIII und XIX umgesetzt. 25, XVIII und XIX reagierten anschlieend
mit 4-Fluorbenzaldehyd zu den Hydrazonamidderivaten VIII, IX und XI (Schema 3).

X (0] X OH X OH NH
\ N
- -
L - 0O o 0T
iy i,
G U T
Y Y Y
Phenanthrencarbaldehyd: 13: X=H,Y=H XV:X=H,Y=H
X=H,Y=H 14: X =F, Y =CF; XVI: X=F, Y=CF;
XII; X =F, Y =CF; 15: X =CL Y =CF; XVII: X =CL, Y = CF3

XIV: X = Cl, Y = CF,

X .NH, . 3
i1l OO N v, OO N
X

L Y - Y
25:X=H Y=H VII: X=H,Y=CF;,R=F
XVIIL: X =F, Y = CF; IX: X=F, Y=CF;,R=F
XIX: X =CL Y = CF, XI: X=CL Y=CF;,R=F

Schema 3.Synthese der Leitstrukturen VIII, IX und XI. 1) 1.00 equiv. ACN, 1.10 equiv. n-Buli (1.6 M
in n-Hexan), THF, -78 °C — RT. ii) MeOH, HClgs, CH,Clo/THF, -10 °C — RT. iii) 1. K2COs3,
Et,0O, 0 °C; 2. 1.00 equiv. NoHs-H>O, CH,Cl,, 0 °C — RT. iv) 1.50 equiv. 4-F-PhCHO, CH,Cl,,
RT.

Imidoester (Imidate, XV—XVII) sind reaktive Syntheseprodukte und zur Darstellung von
Hydrazonamiden geeignet. Sie werden u.a. iiber die Pinner Reaktion dargestellt.’-3%!
1877 beschrieben Pinner und Klein, das beim Einleiten von gasformiger Salzsdure in
Isobutylalkohol und Benzonitril ein Imidoester-Hydrochlorid entsteht (Schema 4).37-29!

Jedoch sind die harschen Reaktionsbedingungen, sowie die Toxizitdt und das Handling

'Eine weitere Moglichkeit zur Synthese von Imidaten ist die O-Alkylierung von Amiden mit
Trialkyloxoniumtetrafluoroboraten, auch Meerwein-Salze genannt (Entdecker: Hans Leberecht
Meerwein), die eine direkte Alkylierung des Sauerstoffs der Amidfunktion ermoglichen.
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von gasformiger Salzsaure Nachteile dieser Reaktion. Imidate sind des Weiteren iiber
einen ldngeren Zeitraum nicht lagerstabil. Sie neigen zur Hydrolyse (Esterbildung) und
Desalkylierung (Amidbildung). Ein Uberschuss an Alkohol kann zu Orthoesterbildung

fiihren und die Ausbeute verringern (Schema 4).

N
> ,OH NH, CI
HCI
Q—EN: sy ©—ENtH —_— ©)ko/ﬁ/
cr

Benzonitril Nitrilium-Ton
Isobutylbenzimidat
Hydrochlorid
[0}
2
+H,0, .7 leozR
- Ester
NH,
I I
SR TR ”
RI" 0 -R? R NH,

Imidat (allg.) > .+ R%-OH Amid
. e
(@)
R‘«f»o—R2
[ON
R,
Orthoester

Schema 4. Die von Pinner und Klein beschriebene Darstellung des Isobutylbenzimidat Hydrochlorids,
sowie Neben- und Zerfallsreaktionen des Imidatstrukturmerkmals.

Die Gewinnung von Methylimidat-Hydrochloriden aus 3-Arylpropannitrilen mit
heteroaromatischer Substitution in Region A (XX-2HCI) war aufgrund des sich beim
Hinzufiigen von etherischer Salzsdure ausfallenden Chinolin-Hydrochlorids (19-HCI)
nicht moglich (Schema 5).”>™ Leven beschrieb eine Co-Prizipitation von 19-HCI und

XX-HCIL.%?

~N ~N
o
OH OH OH NH
i CN
= | CN l = | + = | o~
Na Na Na HCI
HCI HCI
19 19 -« HCI XX <2 HCI

Schema 5. Nebenreaktion der Pinner Reaktion bei heterozyklisch substituierten 3-Hydroxypropannitrilen
am Beispiel von 19.

Aufgrund der beschriebenen Nachteile der Pinnerynthese und der Stoftklasse der Imidate

sollte eine neue Synthesestrategie entwickelt werden. Diese Synthese sollte eine direkte

™ Die Verwendung halogenhaltiger Losungsmittel oder methanolischer Salzsdure fiihrte ebensowenig zum
Produkt.
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1 Einleitung

Umsetzung eines in Region A heteroaromatisch substituierten B-Hydroxynitrils mit
Hydrazin zum Amidrazon erméglichen. Nitrile sind lagerstabile Carbonsdurederivate und
stellen wichtige building blocks in der Synthesechemie dar.”®> Demnach sollten neue B-
Hydroxynitrile hergestellt und diese zu Hydrazonamid-, Amidin- und 1,2,4-

Triazinderivaten umgesetzt werden (Schema 6, gelb markiert).

Trotz der aufgefiihrten Nachteile, sind Imidate wichtige Synthesezwischenprodukte, um
aus ithnen Carbonsdurederivate zu generieren. Daher sollten die Imidat Hydrochloride
XV-XVII, welche eine Phenanthrenstruktur in Region A aufweisen, zur Darstellung von

Amidin- und Amidoximderivaten dienen (Schema 6, griin markiert).

Das Ziel dieser Arbeit war demnach, die Herstellung neuer Arylaminoalkohol Analoga

durch zwei verschiedene Syntheserouten zu realisieren (Schema 6).

Auszug des Syntheseschemas der Leitverbindungen VIII, IX und XI

X 0 X OH X OH NH
\ //N ~
o = 1O L T
—_— —_—
U U T
Y Y Y
Phenanthrencarbaldehyd: 13: X=H,Y=H XV:X=H,Y=H
X=H,Y=H 14: X=F, Y =CF; XVI: X =F, Y =CF;
XHI; X =F, Y =CF; 15: X=Cl, Y =CF, XVII: X =ClL, Y = CF;
XIV: X =Cl Y =CF;
] Y

Darstellung von Amidin- und

Neue 3-Hyd; itril
eue yaroxypropanmtriie Amidoximderivaten

Y
Direkte Darstellung von Hydrazonamid-,
Amidin- und 1,2,4-Triazinderivaten

Schema 6. Syntheseplanung zur Darstellung der Zielverbindungen.

Die Eduktsynthese zur Darstellung der Zielverbindungen sollte mit der Synthese von
methylsubstituierten Chinolinderivaten (Methoxy- und Trifluormethylsubstituierte
Chinoline, Benzo[/]chinoline, 9-Methylacridin) beginnen (dargestellt am Beispiel
ausgehend von 6-Methoxy-4-methylchinolin, Schema 7). AnschliefBend sollten durch
Oxidation der Methylgruppen (hetero)aromatische Carbaldehyde synthetisiert werden,
um diese nachfolgend mit dem bekannten Syntheseprotokoll von Khankischpur zu den

entsprechenden Nitrilen umzusetzen.
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0 ™o ™o
(0] OH
777777 > e
CH, CN
; | H
N~ N~ N~
1. Synthese von Heterozyklen 2. Synthese von aromatisch 3. Synthese von aromatisch
substituierten Carbaldehyden substituierten B-Hydroxynitrilen

Schema 7. Syntheseplanung der Edukte, dargestellt am Beispiel ausgehend von 6-Methoxy-4-
methylchinolin (die entscheidenden Strukturelemente sind rot markiert).

Alle neuen Arylaminoalkohol Analoga sollten durch kooperierenden Arbeitsgruppen in

vitro auf ihre antiplasmodialen und zytotoxischen Eigenschaften getestet werden.

Ausgewihlte, antiplasmodial aktive Verbindungen sollten auf ihre chemische Stabilitét

unter Lager- und Assaykonditionen untersucht werden. Hochaktive Verbindungen mit

einem guten Selektivitdtsindex sollten ausgewéhlt werden, um diese in vivo durch

Kooperationspartner am P. berghei Mausmodell auf ihre Wirksamkeit zu testen (Schema

8).

Synthese und Stabilititsuntersuchungen
— Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf

l

In vitro Evaluation
(antiplasmodiale Aktivitit (Pf3D7/PfDd2) und Zytotoxizitét
(HepG2))
— Eberhard-Karls-Universitit Tiibingen
PD Dr. Benjamin Mordmiiller

|

In vivo Evaluation
(P. berghei Mausmodell)
— Swiss Tropical and Public-Health Institute
Dr. Sergio Wittlin

Schema 8. Darstellung der Zusammenarbeit zur biologischen Evaluation neuer Zielverbindungen.
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2 Darstellung der Edukte

2 Darstellung der Edukte 1-23

2.1 Darstellung der Chinolinderivate 1-5

Die bekanntesten Namensreaktionen zur Synthese von 2,4- und 2,3,4-substituierten
Chinolinen sind die Combes Synthese und die Skraupsche Chinolinsynthese. Skraup
setzte in seinen ersten Beschreibungen Anfang 1880 vicinale Alkohole ein, die
intermediér zu a, B-ungesittigten Ketonen/Aldehyden dehydratisierten (Schema 9, I). Der
sich bildende Michaelakzeptor reagiert anschlieBend mit einem aromatischen Amin unter
Sdurekatalyse und Wasserabspaltung zum Dihydrochinolin. Dieses wird in der
urspriinglich von Skraup beschriebenen Synthese mittels Nitroethan zum Chinolin
oxidiert (Schema 9, I1).”*%° Die Doebner Miller Synthese wurde 1881 als Optimierung
der Skraup Synthese entwickelt, da mit der Synthese nach Skraup nur niedrige Ausbeuten
erzielt wurden. Bei dieser Vorgehensweise wird direkt ein a, B-ungesittigtes Keton oder

ein Aldehyd mit einem aromatischen Amin zur Reaktion gebracht.

OH OH HaS04

1 R! R! R! R!
O L= O OO OO
* IK/\ 2 2 -H,0 Y
NH R R N R N~ "R? 2 N R? N R
2 H H H
Enolform Ketoform Dihydrochinolin Chinolin

Schema 9. Chinolinsynthese nach Skraup (1 + II) und Doebner-Miller (11).

Die Skraupsche- bzw. Doebner-Miller-Chinolinsynthese wurde in den letzten
Jahrzehnten mehrfach modifiziert, um die Ausbeute zu erhéhen. Dabei wurden sowohl
verschiedene Séduren (Essigsdure, Borsdure), verschiedene Oxidationsmittel (Arsensdure,
Eisenoxid), als auch die Mikrowellensynthese angewendet.”>®7 1960 beschrieb Fiedler
die Umsetzung von Anilinderivaten mit Aldehyden und Ketonen unter Verwendung von
Polyphosphorsdure (PPA) als Losungsmittel, um substituierte Chinoline in groferem
MaBstab zu generieren.”® Die Verwendung von PPA sollte in dieser Arbeit Anwendung
finden, da die meisten Variationen der Skraup und Doebner-Miller Synthese, die

Verwendung von Arsen”-!%

oder verschiedenen anorganischen Katalysatoren wie
Indium(IT)chlorid, Cobald-, Wolfram- oder Eisensalzen vorsehen. Diese wurden

aufgrund ihrer Toxizitdt (Arsen) ausgeschlossen oder wegen geringer Ausbeuten
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2 Darstellung der Edukte

(Wolframatophosphorsiure!®!, Indiumchlorid'®?) nicht weiter verfolgt (Ausbeute
<10 %). Chinolinderivate wurden in der Literatur auBerdem mit PPA und Ethanol als

weiteres Losungsmittel hergestellt!®

, dies erzielte aber bei einem Syntheseversuch
geringere Ausbeuten (< 15 %) als die Synthesedurchfiihrung nach Fiedler®® und Shiraki

et al.'® bei der ohne weiteres Losungsmittel als PPA gearbeitet wurde (3044 %) .

Die Synthese der Heteroaromaten 1 und 2 wurde in Anlehnung an die Synthesen von
Skraup und Doebner-Miller durchgefiihrt, indem als Keton Methylvinylketon verwendet
wurde, um eine Methylgruppe in Position 4 zu generieren. Als aromatische Amine
wurden 4-Methoxyanilin (1) und 1-Naphthylamin (2) eingesetzt (Schema 10). Durch
Zusatz von Phosphorsdure zur Polyphosphorsaure lief3 sich die Ausbeute der Verbindung

1 von 15 % auf 30 % erhohen.

0
o)
~ (0}
\©\ . HK ioderii < \Q\Jj
25-30 %
NH, | o N

4-Methoxyanilin Methylvinyl- 1
keton (MVK)
[0}
+ iii AN
NH, ‘ 44 % _
J
1-Naphthylamin 2

Schema 10. Darstellung der Chinolinderivate 1 und 2 nach Skraup/Doebner-Miller. i) 2.00 equiv. MVK,
PPA/H3PO4, 100 °C, 42 h; oder ii) 1. 1.00 equiv. FeCls, 1.10 equiv. MVK, CH3COOH, 70 °C, 1 h; 2.
1.00 equiv. ZnCls, Reflux, 2 h. iii) 2.00 equiv. MVK, PPA, 120 °C, 36 h.

Um eine weitere Synthese zur Darstellung von 1 zu untersuchen und so ggf. eine
Ausbeuteerhohung zu erzielen, wurde die Umsetzung von 4-Methoxyanilin mit
Methylvinylketon und activated silferc nach Madugula durchgefiihrt.!% Hierbei wurde
der Prozess des Co-Grindings angewendet, indem wasserfreies Eisen(III)chlorid mit
Kieselgel verrieben und 6 Stunden bei 80 °C aktiviert wird. Die Ausbeute (25 %) dieser
Reaktion war geringer, als bei der Reaktion mit PPA (30 %).

Bei der Chinolinsynthese nach Combes reagiert ein Anilinderivat direkt mit einem -
Diketon, wobei sich nach Wasserabspaltung ein Imin bildet, welches zu einem B-Amino-
Enon tautomerisiert. Dieses zyklisiert in Anwesenheit von Schwefelsdure anschlieend

zum Chinolin (Schema 11).
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R3 R3 R3 3
R2 R2 H,S0, R2
0 A (0] [0} A X
RZ —> _ — | —C . _
NH," 0 1 -H0 NTR! N R! -H,0 N7 ORI
R

Iminform B-Amino-Enon Chinolin

Schema 11. Chinolinsynthese nach Combes.

Die Chinolinederivate 3 und 4, die einen Methylsubstituenten in Position 4 und zusétzlich
eine Trifluormethylgruppe in Position 2 tragen, wurden durch die Umsetzung von 4-
Methoxyanilin und 1-Naphthylamin mit 1,1,1-Trifluor-2,4-pentandion (TFPD) realisiert
(Combes Variante, Schema 12).

o
O . o
~ . 1 -~ X
(0] 84 % P
NH, CFs N CF;

3
4-Methoxyanilin 1,1,1-Trifluor-

2,4-pentandion

CF,
0
i X X
+ _—
) 20 % ~ P
O NH, CF, ‘ N7 CF, O N
4a 4b

1-Naphthylamin

Schema 12. Darstellung der Chinolinderivate 3 und 4. i) 1.50 equiv. TFPD, PPA, 120 °C, 36 h.

Obwohl eine Reaktion mit 1,1,1-Trifluor-2,4-pentandion theoretisch zwei
Konstitutionsisomere generieren kann, wurde 3 als reines Isomer in guter Ausbeute
(84 %) isoliert (Schema 11). Das NOESY Spektrum zeigte deutlich, dass es sich bei
dieser Verbindung um 6-Methoxy-2-trifluormethyl-4-methylchinolin (3) handelt
(Abbildung 17). Dies wurde vor allem durch die Kopplung von H-11 mit H-6, sowie H-11
mit H-9 deutlich.
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Abbildung 17. NOESY Spektrum von 3 (aufgenommen in DMSO-dj).

Bei der Synthese von 4 bildete sich zunéchst ein griinliches Gemisch der beiden
Konstitutionsisomere (4a, 4b, Schema 11), wie es auch Sloop et al. beschreiben.!® Die
beiden Isomere wurden mittels Umkehrphasen-Sdulenchromatographie getrennt. Das
gewiinschte [somer 4a konnte mittels 2D NMR Experiment (HSQC, HMBC) identifiziert
werden. Aufgrund der geringen Ausbeute von 4a (<5 %) und der aufwendigen Trennung
der beiden Isomere 4a und 4b, wurde diese Verbindung jedoch nicht als weitere

Ausgangverbindung verwendet.

Polyphosphorsédure wurde erst ab einer Temperatur von 70 °C zu einer rithrbaren Masse.
Die eingesetzten Ketone polymerisierten vermutlich durch die Zufuhr von Wirme,
wodurch die Reaktionsanséitze schwarz-6liger wurden. Daher war es wichtig, zum
Zeitpunkt des Hinzutropfens von MVK und TFPD, einen homogenen Ansatz zu
generieren. Dies wurde erreicht, indem das aromatische Amin vor Verwendung fein
verriecben wurde, um die Benetzbarkeit der Oberfliche zu vergroBern. Die
Reaktionsansitze mussten aufgrund der Nebenprodukte mehrfach

sdulenchromatographisch gereinigt werden.

Da Kurz und Mitarbeiter in der Vergangenheit bereits einen Anthracensubstituent anstelle
eines Phenanthrenringsystems in Region A (IX) eingebaut hatten und diese
Hydrazonamidderivate antiplasmodial aktiv waren (unverdffentlichte Daten), sollte als

weitere heterozyklische Modifikation in Region A ein 9-Methylacridin als Substituent in
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2 Darstellung der Edukte

Region A integriert werden. Zudem ist das Strukturmerkmal der Acridine aus dem
Malariawirkstoff Pyronaridin (Pyramax®) bekannt." Zur Darstellung von § wurde die
Synthese nach Bernthsen angewendet, bei der Diphenylamin mit Essigsdure unter

Lewissdurekatalyse (ZnClz) zur Reaktion gebracht wurde (Schema 13).1%

2

Iee
HN NO

_ ‘ N O

i X
—_—
S _ N 67% N7
a N

H
Pyronaridin Diphenylamin 5 (9-Methylacridin)

Schema 13. Darstellung von 9-Methylacridin (5) nach Bernthsen.'% i) 3.00 equiv. CH;COOH,
5.00 equiv. ZnCly, 200 °C, 24 h.

2.2 Darstellung der aromatischen Aldehyde 610

Zur Darstellung der aromatischen Aldehyde 6-10 wurden Methylsubstituenten in
Position 4 (Lepidin, 1, 2, und 3) und 9 (9-Methylacridin (5)) aus den zuvor gewonnenen
Heterozyklen (1-3 und 5), sowie die Methylgruppe in Position 1 des 3,5-Di-fert-

butyltoluen als Ausgangsstrukturmerkmal oxidiert.

Die direkte Oxidation einer Methylgruppe zum Aldehyd erfordert stirkere
Oxidationsbedingungen, als z.B. die Oxidation eines priméiren Alkohols zum Aldehyd.
Als Oxidationsmittel werden hiufig Ubergangsmetalle (Bsp.: Cr(IV)'%") oder das
Chalkogen Se(IV)!%!% verwendet. Die benzylische Lage einer Methylgruppe zum
Aromaten begiinstigt eine Oxidationsreaktion, sodass die heteroaromatischen
Verbindungen Lepidin, 1 und 2 direkt mittels Selendioxid in einer Einstufensynthese zu

den Aldehyde 6—8 umgesetzt werden konnten (Schema 14).

" Pyronaridin ist ein Amodiaquin-Analogon (ein Antimalariawirkstoff aus der Klasse der 4-
Aminochinoline).
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X o
C %»\Se\ a H
\ Il
R N - |R Ase R X
‘ S S OH —_— ‘
— I~ <
N N N
Lepidin: R=H 6:R=H (88 %)
1: R =MeO 7: R =MeO (27 %)

X . X

1
~ ~
™ S
2 8 (70 %)

Schema 14. Darstellung der heteroaromatischen Aldehyde 6-8. 1) 1.50 equiv. SeO», 0.10 equiv. TBHP
(5 M in Decan), Dioxan/H,O (9:1, V/V), Reflux, 8-16 h.

Die Verwendung von Selendioxid als Oxidationsmittel wurde erstmals von Riley
beschrieben,'! wobei a-stindige Kohlenstoffe von Ketonen, Aldehyden oder Alkenen
mit Selendioxid u.a. zu Alkoholen und Ketonen oxidiert wurden. Selendioxid kann zudem
benzylische Methyl- oder Methylengruppen oxidieren, jedoch erfordern diese Reaktionen
hohe Temperaturen und geben meist nur niedrige Ausbeuten.!'! Die Oxidation von
Methylgruppen an Stickstoffheteroaromaten mit Selendioxid ist ebenfalls in der Literatur

108,109,112

beschrieben, wobei der Stickstoff einen aktivierenden Einfluss auf die

Methylgruppe ausiibt, wenn diese in Position 2, 4 oder 6 (vinylog) zum Stickstoff steht.!!?

Tagawa et al. zeigten, dass bei der Oxidation von benzylischen Methylgruppen mit
Selendioxid die Bildung von Nebenprodukten und die Weiteroxidation der Aldehyde zu
Carbonséuren langsamer verlduft, wenn zusétzlich fert-Butylhydroperoxid (TBHP) zur
Losung gegeben wird. Die Autoren postulieren, dass sich ein Peroxokomplex mit
Selendioxid bildet,'” wenn TBHP zur Losung gegeben wird. Auf Grundlage dessen
wurden die Chinolincarbaldehyde 6-8 mit Selendioxid und TBHP in 1,4-Dioxan (+10 %
H>0) oxidiert (Schema 14).

Obwohl sich das Chinolinderivat 3 von den Verbindungen Lepidin und 1 nur durch eine
Trifluormethylgruppe in Position 2 unterscheidet (Abbildung 18), liel sich diese
Verbindung nicht mit Selendioxid oxidieren. Die Trifluormethylgruppe in Position 2
fiihrt zu einem Elektronenzug, sodass vermutlich die kurze Authebung der Aromatizitit

wéhrend des Reaktionsverlaufes nicht stattfinden konnte (Schema 14).
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R X _0 SN
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1: R =MeO

Abbildung 18. Vergleich des Substitutionsmusters der Chinolinderivate Lepidin, 1 und 3.

Durch eine radikalische Bromierung von benzylischen Methylgruppen mit N-
Bromosuccinimid (NBS) wund anschlieBender Umsetzung des dibromierten
Zwischenproduktes zum Acetal und dessen sdurekatalytische Hydrolyse konnen
ebenfalls Aldehyde generiert werden. Eine zweifache, radikalische Bromierung der
Methylgruppe mit N-Bromosuccinimid und Dibenzoylperoxid als Radikalstarter ist fiir
3,5-Di-tert-butyltoluen''* wie auch fiir verschiedene Pyridinderivate!!®> beschrieben.
Bekannt ist diese Reaktion unter dem Namen Wohl-Ziegler Bromierung, bei der meist
allylisch stindige Kohlenstoffe bromiert werden.!!® Bei der Verwendung von NBS zur
Bromierung eines Methylsubstituenten am Aromaten kann als Nebenreaktion eine
elektrophile Substitution am Aromaten stattfinden. Steuerbar ist der gewlinschte

117,0

Reaktionsverlauf u.a. durch die Wahl des Losungsmittels, aber auch das

Substitutionsmuster des Aromaten ist entscheidend.

Verbindung 3 und 3,5-Di-tert-butyltoluen wurden in guten Ausbeuten (64 und 85 %)
mittels einer Wohl-Ziegler Bromierung und anschlieBender Hydrolyse des

Zwischenproduktes zu den Aldehyden 9 und 10 umgesetzt (Schema 15).

° Eine radikalische Reaktion wird durch hohere Temperaturen und apolare Losungsmittel wie Benzen oder
Tetrachlorkohlenstoff priferiert, eine elektrophile Substitution wird durch die Verwendung von ACN oder
DMF gesteuert.
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Schema 15. Darstellung der Aldehyde 9 und 10. i) 3.00 equiv. NBS, 0.01 equiv. DBPO, CCly, Reflux, 8 h.
ii) 2.00 equiv. NaOMe (0.5 M in Methanol), MeOH, Reflux, 6 h. iii) 10 % HCI in H,O/MeOH (1:1, V/V),
Reflux, 1 h. iv) 2.00 equiv. NBS, 0.01 equiv. DBPO, CCl4, Reflux, 6 h. v) 1. 4.00 equiv. Urotropin,
H,O/EtOH (1:1, V/V), Reflux, 6 h; 2. HClkonz,, Reflux, 0.5 h.

Die Reaktion von 3 mit NBS lieferte 69 % der dibromierten Zwischenstufe 11 und 15 %
des Monobromderivates 12. Eine Umsetzung von 11 mit Urotropin und anschlieBender
Azidifizierung des Reaktionsansatzes lieferte den Aldehyd 9 in einer Ausbeute von 31 %.
Jedoch war die sdulenchromatographische Reinigung mittels Chromatographie an
Kieselgel nicht zufriedenstellend. Das Edukt 2, die Zwischenstufen 11 und 12, das sich
intermedidr bildende Diethylacetal (nicht gezeigt), sowie das Produkt 9 besallen sehr
dhnliche Retentionszeiten bei allen verwendeten chromatographischen Trennmethoden.
Eine Isolierung von 9 gelang daher in geringer Ausbeute von 31 %. Um eine hdhere
Ausbeute zu erzielen, wurde eine Substitution des Bromids durch Natriummethanolat
durchgefiihrt und so die Acetalbildung fokussiert. Das Vollactetal XXI wurde mittels
Saulenchromatographie isoliert und anschlieBend durch saure Hydrolyse gespalten. Auf

diesem Weg konnte 9 ausgehend von 11 in 64 % Ausbeute erhalten werden (Schema 15).

Die Notwendigkeit der vollstandigen Trennung des Aldehyds 9 vom dibromierten Derivat
11 wurde im néchsten Syntheseschritt, bei der Umsetzung von 9 zum Nitril 20, deutlich.
Bei einem Syntheseversuch 20 mit einer Charge von 9 zu gewinnen, die Reste von 11
enthielt, wurde eine Nebenprodukt isoliert, das in einer massenspektrometrischen

Analyse eine Molekiilmasse von (ESI)MS-(+) m/z [M+H]*: 495.5 zeigte. Vermutet wird
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ein Lithium-Halogenaustausch, indem nicht abreagiertes n-Butyllithium oder
Lithioacetonitril mit 11 zu XXIII reagierte. Dieses wird anschlieend als CH-acide

Komponente durch #n-Buthyllithium deprotoniert und kann so nukleophil am

Carbonylkohlenstoff von 9 angreifen. Dadurch bildete sich wahrscheinlich das Epoxid
XXIV mit einer Masse von 494.4 (Schema 16).

Br Br i /_\O H
n-BuLi Li Br
_0 N oder LIACN 0 N . O N
— > 7
N~ CF, N7 CF,4 N° CF;
1 J 9

XXTIIT

XXIV, [494.4]

Schema 16. Postulierte Entstehung der Nebenkomponente XXIV.

Wie bereits erwihnt, unterscheidet sich das Chinolinderivat 3 vom Chinolinderivat 1 nur
in der Trifluormethylgruppe in Position 2 (Abbildung 18). Wie schon bei der Oxidation
mit Selendioxid war vermutlich auch bei der Wohl-Ziegler-Bromierung die
Trifluormethylgruppe verantwortlich fiir ein unterschiedliches Reaktionsverhalten der
Chinolinderivate 1 und 3. Ein Syntheseversuch 1 ebenfalls zu einem, an der
Methylgruppe in Position 4, dibromierten Derivates umzusetzen verlief erfolglos. Eine
massenspektrometrische Analyse des Reaktionsansatzes von 1 mit NBS zeigte ein
mehrfach am Aromaten bromiertes Produkt. Schema 17 fasst die Erkenntnisse iiber die

verschiedenen Reaktionsverhalten von 1 und 3 zusammen.
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Schema 17. Gegeniiberstellung des Reaktionsverhalten der Chinolinderivaten 1 und 3.

Die Oxidation von 9-Methylacridin (5) mit Pyridinchlorochromat (PCC) lieferte nur eine
sehr geringe Rohausbeute (8 %), eine Oxidation mit Selendioxid war erfolglos und eine
Umsetzung mit NBS lieferte ebenfalls einen mehrfach bromierten Aromaten. Daher

wurde dieser Heterozyklus als mogliche Substitution fiir Region A verworfen.

2.3 Darstellung der 3-Hydroxypropannitrile 13-23

Die Nitrile 13-23 (Tabelle 3) wurden nach literaturbekannten Vorschriften hergestellt,
indem absolutes Acetonitril mit n-BuLi bei -78 °C unter Stickstoffatmosphére zur
Reaktion gebracht wurde und das sich bildende Lithioacetonitril mit den entsprechenden
Aldehyden reagierte (Schema 18).!'® Der Angriff des Lithioacetonitrils an die
Carbonylfunktion der Aldehyde ist nicht stereoselektiv, da der Angriff des Carbanions
von beiden Seiten an dem sp>-hybridisierten Carbonylkohlenstoff erfolgen kann (Schema
18). Demnach bildete sich ein racemisches Gemisch. Dieses wurde beispielhaft fiir die
Verbindung 14 durch eine HPLC-Analytik an einer chiralen stationdren Phase untersucht
(Experimenteller Teil, HPLC Methode 2). 14 zeigte auf einer achiralen stationéren Phase
einen Peak, auf einer chiralen stationdren Phase wurden zwei Peaks im Verhiltnis 1:1

detektiert.
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Phenanthrencarbaldehyd 13-23
Antracencarbaldehyd

4-tert-butylbenzaldehyd
4-(pyridin-2-yl)-benzaldehyd
XIII, XTIV

6-10 R)\/CN

Schema 18. Darstellung der 3-Hydroxypropannitrile 13-23. i) 1.00 equiv. ACN, 1.10 equiv. n-Buli (1.6
M in n-Hexan), THF, -78 °C — RT.

Tabelle 2. Hergestellte 3-Hydroxypropannitrile 13-23.

)Oi/
CN
R
R Ausbeute [%]
13¢ phenanthren-9-yl 90
14¢ 1,3-difluor-6-trifluormethylphenanthren-9-yl 86
15¢ 1,3-dichlor-6-trifluormethylphenanthren-9-yl 56
16 4-tert-butylphenyl 98
17 3,5-di-fert-butylphenyl 73
18 chinolin-4-yl 70
19 6-methoxychinolin-4-yl 78
20 6-methoxy-3-trifluormethylchinolin-4-yl 68
21 benzo[/]chinolin-4-yl 65
22 4-(pyridin-2-yl)-phenyl 90
23 anthracen-9-yl 78

Die Nitrile 13—15 wurden resynthetisiert, die vollstdndigen analytischen Daten sind in der Literatur
beschrieben. 3483
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3 Hydrazonamide mit Modifikationen in Region A und C

3.1 Hydrazonamide mit Modifikationen in Region A

3.1.1 Literaturiibersicht und Syntheseplanung

Als Hydrazonamide oder Amidrazone werden Carbonsdureamidhydrazone bezeichnet.
Die Stoffklasse der Amidrazone kann in verschiedenen tautomeren Formen vorliegen
(Abbildung 19). Unterschiedliche tautomere Formen konnen einen Einfluss auf die
physikochemischen Eigenschaften (Dipolmomente, Hydrophobizitit, Basizitdt) einer

chemischen Verbindung haben.!!”

NH, NH NH,
X, .. NH = _NH -NH
e S o
H
Amidhydrazon Imidhydrazin Hydrazidamid

Abbildung 19. Tautomere Formen des Amidrazonstrukturmerkmals.

Wie unter Kapitel 1.5 beschrieben, wurde Verbindung VIII als antiplasmodial aktives
3-Hydroxy-propanhydrazonamid von Leven et al. isoliert (Pf3D7 ICso: 0.0083 uM). Eine
Rotgenstrukturanalyse zeigte das Vorliegen der Amidhydrazonform, die 1Z, N'E
konfiguriert ist (Abb. 20, A).%

Tyrb2

Q@ — Pneess

\iL e
") ©
(%)

h GlyB48
L %)

Abbildung 20. A. Kristallstruktur von VIII, modifiziert nach Leven.®* B. Die fiir die Bindung von hERG-
K'-Kanal-Blockern wichtigen Aminosiuren, modifiziert nach Vandenberg.'*

Eine Halogensubstitution (Cl, F) an der Phenanthrenstruktur (IX) erhohte die
antiplasmodiale Wirksamkeit (IX: Pf3D7 ICso: 0.0023 uM, SI: 12 043, XI: Pf3D7 1Cso:
0.0081 uM, SI. 24 333) im Vergleich zu VIII. Das 1,3-Difluor-6-
trifluormethylsubstituierte Derivat IX fiihrte im P. berghei Mausmodell zu einer
Parasitdmiereduktion von 99.5 % und einer Heilungsrate von 66.6 % (n = 3). Jedoch war
das Hydrazonamidderivat IX nur begrenzt wasserldslich und eine unerwiinschte Aktivitat

5

am hERG-K"-Kanal wurde nachgewiesen.®> Beide FEigenschaften lassen sich
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wahrscheinlich mit der fluorsubstituierten Phenanthrenstruktur in Region A in
Verbindung bringen. Vor allem hydrophobe Substanzen mit aromatischen Resten und
basischen Zentren konnen eine Aktivitdt am hERG-K " -Kanal zeigen, welche durch n-n-
und Kation-n-Wechselwirkungen mit den Aminosduren Phe655 und Tyr652 am Rezeptor
zustande kommen (Abb. 20, B).!?° Diese unerwiinschten Eigenschaften, sollten durch den
Austausch der Phenanthrenstruktur gegen heterozyklische und kleinere, nicht

halogenierte, aromatische Ringsysteme reduziert werden.

Aufgrund der unter 1.6 beschriebenen Einschrankung, das in Region A heteroaromatisch
substituierte Imidate mit der Methode von Pinner nicht gewonnen werden konnten, wurde
nach einer neuen Synthesestrategie gesucht, um die Umsetzung eines Nitrils mit Hydrazin
zum Amidrazon ohne Imidat als Zwischenstufe durchzufithren. Um den Schritt der
Imidatzwischenstufe zu iiberspringen und direkt ein Nitril in ein Amidrazon zu
iiberfiihren, wurden zunéchst die Reaktionsfdhigkeit von Hydrazin untersucht. In einem
orientierenden Versuch wurde das Nitril 13 mit Hydrazin unter Riickfluss geriihrt. Nach

8 Stunden konnte jedoch kein Umsatz detektiert werden.

Aufgrund dessen wurde nach einem Reagenz zur Aktivierung des Hydrazins gesucht.
Eine Literaturrecherche fiihrte zu folgenden Uberlegungen. Weinreb und Mitarbeiter
beschrieben 1977 eine milde Darstellung von Amiden, indem sie Carbonsédureester mit
Trimethylaluminium (TMA) und einem alkylsubstituiertem Amin umsetzten (Schema
19).!2! Diese Methode wurde 1990 von Garigipati auf die Darstellung von Amidinen aus
Nitrilen tibertragen, wobei TMA mit Ammoniumchlorid zu Methylchloraluminiumamid

als aktivierendes Reagenz umgesetzt wurde.'*?

Es folgten sowohl Darstellungen
verschiedenartig substituierter Amidine als auch Guanidine unter Verwendung von
Aluminiumalkylen.'?"'% Korbad et al. beschrieben 2013 eine direkte Synthese von N’
arylierten Amidinen ausgehend von TMA, wobei ein Stoffmengenverhéltnis von 2:2:1
(Trimethylaluminium, Anilinderivat und Nitril) und einer Reaktionstemperatur von 60 °C
die besten Ergebnisse lieferte (Schema 19).!2° Dabei reagiert Trimethylaluminium mit
aromatischen Aminen zu Dimethylaluminiumamiden, welche die aktiven

Zwischenstufen darstellen.'?!+126
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Reaktion von TMA mit Aminen Reaktion von TMA mit Hydrazinen
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R! O a5 a1ec E] 2 -CH, .
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Schema 19. Literaturiibersicht iiber Reaktionen von Trimethylaluminium (TMA) mit Aminen und Nitrilen,
sowie von TMA und Hydrazin und daraus abgeleitete Umsetzung eines Hydrazinderivates mit Nitrilen zum
Hydrazonamidderivat 44.

Fetter und Bartocha postulierten 1961 einen Methylaluminium-Hydrazin-Komplex,
nachdem sie Hydrazin mit Trimethylaluminium reagieren lieBen (Schema 19).'%
Findeutige = Konformationsanalysen = zu  Komplexen aus Hydrazin und
Aluminiumalkylaten oder Aluminiumhydriden sind aufgrund der Explosionsneigung der
Produkte schwer zu generieren.'?®!? Kim et al. zeigten, dass sich bei der Reaktion von
Trimethylaluminium mit N,N-Dimethylhydrazin ein viergliedriger Komplex [Me:Al-p-
N(H)NMe:], bildet, der in fester Form eine trans-Konfiguration einnimmt (Schema

19)'130

Dieser Dimethylaluminium-Dimethylhydrazin-Komplex und analog ein Komplex aus
Hydrazin und Trimetylaluminium sollte, in Anlehnung an die Synthesevorschrift nach
Korbad, mit dem gewiinschten Nitril reagieren, um entsprechende Hydrazonamidderivat
zu generieren (Schema 19). Ein erster Syntheseversuch, den [Me>Al-u-N(H)NMe:]>-

Komplex mit dem Nitril 16 umzusetzen, lieferte das Hydrazonamidderivat 44.

Diese neue TMA-vermittelte Syntheseroute hatte einige Vorziige im Vergleich zum
Einsatz von Imidat- Hydrochloriden als Zwischenprodukte. Ebenso wie bei der

Verwendung von Imidaten als Synthesezwischenprodukte, kénnen Nitrile, die mit
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Aluminiumamidkomplexen umgesetzt werden, zur Darstellung von (Amidine,
Amidrazone, 1,2,4-Triazine) dienen. Die Umsetzung eines Nitrils mit einem
Aluminiumamidkomplexen ist eine Einstufensynthese. Die Herstellung der Imidate und
ihre anschlieBende Umsetzung ist in zwei Stufen gegliedert. Des Weiteren sind die
Reaktionsbedingungen  bei der Umsetzung eines  Nitrils mit  einem
Aluminiumamidkomplex milde (pH ~ 8, 50 °C). Im Vergleich dazu wird bei der
Imidatsynthese nach Pinner Chlorwasserstoff verwendet. Die Verwendung von
Chlorwasserstoff ist fiir chemisch instabilere Nitrile nicht geeignet (ggf. Hydrolyse,
Salzbildung als Nebenreaktion). Das Weiteren ist die Lagerstabilitit (Monate) von
Nitrilen im Vergleich zu Imidat-Hydrochloriden vorteilhaft.

3.1.2 Darstellung der Hydrazonamide 26-36 mit Modifikationen in Region A

Zur Darstellung der Zielverbindungen 26-36 wurde, wie unter 3.1.1 beschrieben, zuerst
der Hydrazin-Aluminiummethyl-Komplex generiert, indem Hydrazin (I M in
Tetrahydrofuran) mit Trimethylaluminium (2 M in Toluen) bei 0 °C versetzt wurde.
AnschlieBend wurde das entsprechende Nitril (16-22), gelost in Tetrahydrofuran, p.a. zur
Losung getropft. Der Reaktionsansatz wurde bei Raumtemperatur (35, 36) geriihrt oder
auf 50 °C (26-34) erwdrmt. Die gewéhlte Temperatur hing vom entsprechenden Nitril
ab, da sich herausstellte, dass die Nitrile 20 und 21 bei hoheren Temperaturen eine
stirkere Neigung zur Bildung dimerisierter Nebenprodukte besallen. Wurde die
Temperatur niedrig gehalten, so wurde die Reaktionszeit verldngert und alle zwei Stunden
eine Reaktionskontrolle mittels Diinnschichtchromatographie (DC) durchgefiihrt. Eine
vollstindige Umsetzung der Nitrile 16-22 zu den Amidrazonen XXV-XXX und 24
konnte bei keinem Reaktionsansatz beobachtet werden. Der festgelegte Endpunkt der

Reaktion wurde durch eine Reaktionskontrolle mittels HPLC bestimmt (s. unten).

Die Amidrazone XXV-XXX und 24 wurden als Rohprodukte isoliert und direkt weiter
mit dem entsprechenden Aldehyd umgesetzt, um die Zielverbindungen 26, 27 und 29-36
zu erhalten (Schema 20). Der zur Darstellung der Verbindungen 27 und 31 verwendete
Aldehyd XXXI wurde durch eine Mannich-analoge Reaktion ausgehend von 4-
Hydroxybenzaldehyd nach Cromwell hergestellt.'’! Zur Darstellung von 28 wurde

Cycloheptanon in Gegenwart von Zink(IT)chlorid als Lewis-Katalysator verwendet.
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Schema 20. Darstellung der Hydrazonamidderivate 26-36. i) 2.00 equiv. NoHs (1 M in THF), 2.00 equiv.
Al(CHs3); (2 M in Toluen), Toluen/THF (1:1, V/V), 0 — 50 °C (26-34) oder 0 °C— RT, 24 h (35, 36); ii)
1.00 equiv. R2CHO, THF, RT, 12 h oder 1.00 equiv. R’COR? in THF, 1.50 equiv. ZnClp, RT, 12 h; iii) 1.00
equiv. H-[CH»0],-OH, 1.00 equiv. N(CH,CH3),, EtOH, 80 °C, 24 h.

Untersuchung des Reaktionsverlaufs durch Isolierung des Amidrazons 24.

Die Umsetzung des B-Hydroxypropannitrils 16 mit Hydrazin (I M Losung in THF),
vermittelt durch Trimethylaluminium (2 M Losung in Toluen) sollte néher untersucht
werden, um den Ablauf der Synthese (Schema 20) zu analysieren. Dafiir sollte das
Amidrazon 24 als Beispielverbindung fiir alle Amidrazone (XXV-XXX), die sich als
Zwischenprodukte wihrend der Reaktion bildeten, isoliert und charakterisiert werden

(Schema 20).

C-14 8 [ppm] 118.78 C-14 8 [ppm] 154.81
C-12 3 [ppm] 67.91 C-12 § [ppm] 70.06
C-11 8 [ppm] 27.39 C-11 8 [ppm] 42.36

Schema 21. TMA vermittelte Darstellung des Amidrazons 24. i) 2.00 equiv. N2H4 (1 M in THF), 2.00 equiv. Al(CHs)3
(2 M in Toluol), Toluol/THF (1:1, V/V), 0 — 50 °C, 5 h.

Der Vergleich der '>C-NMR Spektren von 16 und 24 zeigte eine Verinderung der
chemischen Verschiebung des Signals des Kohlenstoffatoms C-14. Hier fand die grof3te
Verdnderung der chemischen Verschiebung ins Tieffeld (118.78 ppm zu 154.81 ppm)
statt, da hier durch die benachbarte Funktionalitit die Elektronendichte am stirksten
abnahm. Des Weiteren dnderte sich die chemische Verschiebung des Signals der

benachbarten Methylengruppen C-12 (67.91 ppm zu 70.06 ppm) und C-11 (27.39 ppm
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zu 42.36 ppm), da der Effekt der Verringerung der Elektronendichte sich tiber diese
beiden Bindungen erstreckte (Schema 21).

Mittels HPLC-Analytik konnte festgestellt werden, dass 24 iiber 6 Monate als Feststoff
bei 0 °C lagerstabil war. Vermessen wurde dazu jeden Monat eine frisch hergestellte 0.1
% Losung (Acetonitril-Wasser (1:1, V/V)) von 24. AuBlerdem zeigte eine Lagerung von
24 als 0.1 % Losung in Acetonitril-Wasser (1:1, V/V)) tiber 5 Tage einen Gehalt von liber

95 %, sodass 24 auch in wissriger Losung tiber mehrere Tage stabil war.
Untersuchung des Reaktionsverlaufs mittels HPLC-Analyse.

Die Umsetzungsgeschwindigkeit des B-Hydroxypropannitrils 13 mit Hydrazin (1 M
Losung in THF), vermittelt durch Trimethylaluminium (2 M Losung in Toluen) bei
Raumtemperatur und 50 °C sollte mittels HPLC-Analytik untersucht werden. Dabei
sollte die relative Zunahme der AUC des Amidrazons 25 {iber die Zeit betrachtet werden

(Schema 22).

OH NH,
. NH, OH NH, OO
LT O e
o( og“ fEsqgna:

Schema 22. TMA vermittelte Darstellung des Amidrazons 24 1) 2.00 equiv. NoHs (1 M in THF), 2.00
equiv. AI(CH3);3 (2 M in Toluol), Toluol/THF (1:1, V/V), 0 — 50 °C, 5 h.

Der Reaktionsverlauf wurde nach festgelegten Zeitpunkten (0, 1, 3, 5 und 24 Stunden)
mittels HPLC-Analytik untersucht. Bereits nach 1 Stunde wurden 3 Peaks detektiert.
Diese lieBen sich als freies Hydrazonamid 25, Edukt 13 wund dimerisiertes
Nebenproduktes 78 durch Retentionszeitenvergleich und LC-MS-Analyse (26)
identifizieren (Schema 22). Die Durchfithrung bei Raumtemperatur zeigte nach 24
Stunden keine Zunahme der AUC von 25. Die Durchfiihrung bei einer Temperatur von
50 °C zeigte bereits nach 5 Stunden eine Gleichgewichtseinstellung zwischen den AUC's
von 13, 25 und 78. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden Reaktionszeiten von 5 und

24 Stunden festgelegt.

Mit der in Schema 20 dargestellten Syntheseroute und den gewonnen Erkenntnissen tiber
den Reaktionsablauf (Schema 21, 22) konnten die Hydrazonamidderivate 26-36

hergestellt werden, die sowohl heteroaromatische Substituenten (Chinolinderivate,
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3 Hydrazonamide mit Modifikationen in Region A und C

Benzo[/]chinolin, 4-(Pyridin-2-yl)phenyl), als auch flexible, kleine aromatische
Substituenten (4-tert-Butylphenyl, 3,5-Di-tert-butylphenyl) in Region A aufweisen
(Tabelle 3).

Tabelle 3. Hergestellte Hydrazonamide 26-36.

OH NH,
Rl J\/k\N N S R?
R3
T Ausbeute
1 2 3
Verb. R R R [°C/h* %]’
26 4-tert-butylphenyl 4-fluorphenyl H 50/5 41
27 4-tert-butylphenyl 3-(diethylamino)- H 50/5 23
4-hydroxyphenyl
28 4-tert-butylphenyl cycloheptyliden 50/5 35
29 4-tert-butylphenyl di-n-butyliden H 50/5 30
30 3,5-di-tert-butylphenyl 4-fluorphenyl H 50/5 33
31 3,5-di-fert-butyl)phenyl  3-(diethylamino)- H 50/5 33
4-hydroxyphenyl
32 4-(pyridin-2-yl)-phenyl 4-fluorphenyl H 50/5 18
33 6-methoxychinolin-4-yl 4-fluorphenyl H 50/5 20
34 chinolin-4-yl 4-fluorphenyl H 50/5 14
35 6-methoxy-2-(trifluor- 4-fluorphenyl H RT/24 15
methyl)chinolin-4-yl
36 benzo[/4]chinolin-4-yl 4-fluorphenyl H RT/24 10

“Reaktionsbedingungen zur Darstellung der Zwischenstufe, ?Ausbeute der Endverbindung.

Die vorliegende tautomere Form mit freier NH>-Gruppe (Amidhydrazon, Abbildung 19)
konnte durch fast alle '"H-NMR Spektren (26-28, 30-32 und 35; aufgenommen in
DMSO-ds) bestitigt werden.” Beispielhaft zeigte das 'H-NMR Spektrum von 26,
aufgenommen in DMSO-ds ein Singulett bei 6.77 ppm mit einem Integral von 2 H. Dieses
Signal lies sich der Aminofunktion (NH2) des Amidhydrazon-Tautomers zuordnen (sieche
Abb. 19). In deuteriertem Chloroform war dieses Signal meist nicht sichtbar oder sehr

breit zwischen 5 und 6 ppm.

P Nicht immer war das NH Signal integrierbar.
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3 Hydrazonamide mit Modifikationen in Region A und C

Um die Aufspaltung der Methylenprotonen an C-12 zu untersuchen wurde ein 'H-NMR

Spektrum von Verbindung 26 in CDCIl3 aufgenommen (Abbildung 21). Die Protonen an

C-12 sind magnetisch nicht dquivalent, sodass sie beide unabhidngig mit dem Proton an

C-11, sowie miteinander (H-12", H-12"") koppeln.

13 16
2 F
OH NH, ; 2*
19
1 N'N\ 21
10 2 5 182
4 \
8
9 26 Amidhydrazo

magnetisch nicht nform

dquivalente Protonen

8,9,10

N\

2J 12 12¢= 1549 Hz
15.50 Hz

311,12 = 9.65 Hz
3i,124=2.27 Hz

3J11, 12¢ = 9.63 Hz
3J11, 12¢¢ = 2.64 Hz

CHCls n
T T T T I T
5.) 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
l 1 12¢, 12
y Ty ¥ Ty d
i & IZ z 17 4
o - ™ - =) S o o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Abbildung 21. '"H-NMR Spektrum von 26 (300 MHz) (aufgenommen in Chloroform-d).

Bei dieser Reaktion konnten die dimerisierte Nebenprodukte 7880 isoliert werden, die

durch den Angriff der freien Aminofunktion der Amidrazone 24, XXV und XXVI an das

entsprechende Nitril 16—18 entstanden sind (siehe Kapitel 5).
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3 Hydrazonamide mit Modifikationen in Region A und C

3.2 Hydrazonamide mit Modifikationen in Region C

Die Leitstruktur IX weist am N’ Stickstoff eine Iminostruktur auf. Diese galt es zu
modifizieren, indem der N” Stickstoff aromatisch oder zweifach aliphathisch substituiert
werden sollte. Dadurch #ndert sich seine Hybridisierung von sp? zu sp’, welches der
Hybridisierung der sekundiren und tertidren Aminstrukturen der Arylaminoalkohole

Chinin, Mefloquin Halofantrin und Lumefantrin entspricht (Schema 23).

K\X
F N HO
F OH NH,.-- \/@/ ‘a{ E
X Ny
N X =N-CH3,0,C Aminoalkoholstrukturelement
F Imin-  ______ » Amin- des Mefloquins
O struktur struktur IL
sp? sp? ~
(N —
CF; oH
IX

Region C |
x\{ N
\© Aminoalkoholstrukturelement

des Lumefantrins

Schema 23. Geplante Modifikationen der Region C.

Schneider et al. zeigten in einer computergestiitzen Analyse von Patenten der letzten 40
Jahre, dass Piperazin- und Morpholinreste immer hdufiger als Bausteine in Arzneistoffe
eingebaut wurden, welches sich auf ihre Idslichkeitsverbessenden Eigenschaften
zuriickfiihren ldsst.'*?> Demnach wurden diese Gruppen als aliphatische, cyclische
Modifikationen in Region C ausgewdhlt, um sie mit aliphatischen, offenkettigen und

einer aromatischen Susbtitution am N '-Stickstoff zu vergleichen.

Fiir die Darstellung der Hydrazonamidderivate mit Modifikationen in Region C sollte die
unter 3.1 beschrieben Syntheseroute, welche TMA als Reaktionsaktivator verwendet,
angewendet werden. Anstelle von Hydrazin als Nukleophil sollten direkt alkylierte und
arylierte Derivate des Hydrazins (1-Aminopiperidin, 4-Methyl-piperazin, 1-
Aminomorpholin, N,N-Dimethylhydrazin, N-Methyl-N-phenyl-hydrazin) verwendet und
diese mit TMA zu aktiven Komplexen umgesetzt werden. Kim et al. zeigten, dass
Trimethylaluminium mit N,N-Dimethylhydrazin einen viergliedrigen-(Al2N2)-Komplex
bildet, bei dem zwei N-N-Bindungen exozyklisch und frans-stindig zueinander liegen
(Schema 24, A).!3 Dieser Komplex wurde zuniichst in einem orientierenden Versuch als
reaktive Verbindung mit dem Nitril 16 zum Hydrazonamidderivat 44 umgesetzt (Schema

24, B).
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3 Hydrazonamide mit Modifikationen in Region A und C

A | N,
2 /Al\ ITI
N
Ill Toluen \Al/ \Al/
r + 2 Hsz ~N —— ‘N—'
0°C, 5 min {
SN
N
- .
_Al Al\ N, N-Di- [Me,Al-u-N(H)-NMe,],
U methylhydrazin
| T™MA |
B OH
\171/ o Toluen/THF OH NH, |
11, VIV SN
\ /N\ /& P (—)> 2 NTS
Al\N—AI 50 °C, 5h
| AN
~N-
16 44

[Me,Al-p-N(H)-NMe,1,

Schema 24. TMA-vermittelte Darstellung des Hydrazonamidderivates 44.
Weitere N,N-disubstituierte Hydrazinderivate wurden mit den Nitrilen 13 und 15-17
erfolgreich zu den Hydrazonamiden 3745 in einer Einstufensynthese umgesetzt (Schema

25).

I
2 AN OH OH NH,
b+ 2 HZN'RZ + 2 R‘J\/CN —= 2 SR
/R 13,15-17 3745
Ab Al
TMA

. Y O
“ Y’O N \:I'“O o

Schema 25. Darstellung der Hydrazonamide 37-45. i) 2.00 equiv. R>-NH,, 2.00 equiv. Al(CH3); (2 M in
Toluen), Toluen/THF (1:1, V/V), 50 °C, 5 h.

Neben dem geringeren Syntheseaufwand (Einstufen- statt Zweistufensynthese), hatte
diese Versuchsdurchfiihrung den Vorteil, dass eine Bildung von dimerisierten
Nebenprodukten nicht moglich war. Jedoch konnten a, B-ungesittigte (dehydratisierte)
Nebenprodukte (73, 76 und 77) isoliert werden (siehe Kapitel 5).
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3 Hydrazonamide mit Modifikationen in Region A und C

Tabelle 4. Hergestellte Hydrazonamide mit Modifikationen in Region C (37-45).

OH NH,
R! SN R
Ausbeute
1 2
Verb. R R %]
37 phenanthren-9-yl piperidin-1-yl 46
38 phenanthren-9-yl 4-methyl-piperazin-1-yl 56
39 phenanthren-9-yl morpholino-4-yl 40
40 phenanthren-9-yl N-methyl-N-phenyl-amino 49
41- 1,3-dichlor-6- piperidin-1-yl 38
HCI (trifluormethyl)phenanthren-
9-yl
42- 4-tert-butylphenyl piperidin-1-yl 50
HCI
43 4-tert-butylphenyl N-methyl-N-phenyl-amino 41
44 4-tert-butylphenyl N-di-methyl-amino 34
45- 3,5-di-fert-butylphenyl piperidin-1-yl 33
HCI

41, 42 und 45 wurden als Hydrochloride isoliert. Die "TH-NMR Spektren von 42 und 45
zeigten zwei bis drei Signale zwischen 8.3 und 10.9 ppm, die den NH Protonen der
Imidhydrazin Form zugeordnet wurden (Abbildung 22). Interessanterweise zeigten die
Verbindungen 37-40, 43 und 44 ein Singulett zwischen 5.9 und 6.4 ppm mit einem
Integral von 2 Protonen. Dies weist auf die Amidhydrazon-Form hin (Abbildung 20).

OH NH, OH NH
2 —_ e 2
R! S = w N R
H
Amidhydrazon-Form Imidhydrazin-Form

Abbildung 22. Tautomere Formen des Hydrazonamidstrukturelementes der Verbindungen 37—45.

Das 'H-NMR Spektrum von Verbindung 41 (Abb. 23) zeigte, dass die Protonen an C-25
und C-29 mit einem Proton an C-19 {iiberlappen. Die Kopplungskonstante von
J=14.02 Hz kommt durch eine geminale Kopplung der beiden Protonen an C-19 (H-19",
H-19"") zustande. Zudem koppeln die Protonen an C-19 mit dem Methylenproton an C-
18 (3J). Das Proton an C-1 ergibt ein Signal bei 8.06 ppm und koppelt iiber eine Allyl-

Kopplung (*/) mit dem Proton an C-3.
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DMSO H>O

413=1.74Hz
4J 10,18=10.06 Hz

3Jis,19-=3.82 Hz
4J18,10=9.51 Hz

2Ji9:10+ = 14.02 Hz
k 1,10 14.05 Hz

3J 18,19 =3.81 Hz

19

4J5,=1.86 Hz

L] =

1031
1.01=x

d

1.08T
2197

T T T T T T
11,5 110 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0

Abbildung 23. 'H-NMR Spektrum von Verbindung 41 (aufgenommen in DMSO-dj).
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4 Amidine, Amidoxime, 1,2,4-Triazine: Verbindungen mit

Modifikationen in Region B

OH NH

Amidine
N
Pid H
OH NH, Amidoxime
,,,,,,,,,,, - < o
N

NS

N

N oH NJY 1,2,4-Triazine
\(K/k N

Schema 26. Ubersicht der Strukturmodifikationen in Region B.

Die Region B Modifikationen sahen vor, das Hydrazonamidstrukturelement gegen
Amidine, Amidoxime und 1,2,4-Triazine als Strukturelemente auszutauschen (Schema
26). Durch den Austausch der Hydrazonamidstruktur gegen eine Amidinstruktur sollte
u.a. der Einfluss der Basizitét auf die antiplasmodiale Wirkung untersucht werden. Die
Modifikation mit einem Amidoximstrukturelement sollte den Einfluss der Substitution
des N’ Stickstoffs des Hydrazonamidelementes gegen ein Sauerstoffatom untersuchen.
Beide Strukturmodifikationen sollten zudem den Nachteil der moglichen
Hydrazinfreisetzung ausgleichen. Ein rigides 1,2,4-Triazinstrukturelement sollte dem
Vergleich zwischen einer offenen und einer ringgeschlossenen, aromatischen

Hydrazonamidstruktur dienen.

4.1 Region B Modifikationen: Amidinderivate

4.1.1 Literaturibersicht

Amidine (Carboxamidine) leiten sich formal von Carbonsduren ab, bei denen beide
Sauerstoffatome durch Stickstoffatome ausgetauscht wurden (Schema 27, A). Amidine
konnen in zwei tautomeren Formen vorliegen, dies ist vor allem bei N’ substituierten

Amidinen entscheidend (Schema 27, B).
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A (0] NH
RXOH e R)LNHZ
B NH NH,
2 ES 2
RN R RSN
H
1 2
C NH — N Imino- | R2: elektronenzichend
J.L R? stickstoff | pagigitit 1, pKs ¥
R" ON°
H 7 N' R?: H oder elektronenschiebend
Basizitit T, pKs T

Schema 27. Eigenschaften des Amidinstrukturelements.

Amidine besitzen basische Eigenschaften. Die Protonierung erfolgt am freie
Elektronenpaar des sp*-hybridisierten Stickstoff (Iminostickstoff). Die Basizitit,
ausgedriickt als pKs Wert der korrespondierenden Sdure, hingt von dem
Substitutionsmuster an N* ab. Elektronenziehende Substituenten verringern den pKs
Wert, unsubstituierte Amidine oder Amidine mit elektronenschiebenden Substituenten an
N’ sind basischer und haben somit hohere pKs Werte.

Als Strukturelemente kommen Amidine u.a. in einigen Antiprotozoenmittel wie
Pentamidin vor.? Unterschieden wird dabei zwischen Diamidinen, bei denen zwei
Amidinfunktionen endstindig am Molekiil lokalisiert sind (Bsp. Pentamidin), und
»inversen Amidinen (Bsp. DB745) (Abbildung 26).

pKs 11.6 pKs 7.2
S ‘ \ ”””” \ BN
i ' / ) 6]
1 NH NH | ‘
| ! N ! ‘
| HN NH, /X
””””” e U WaN =
0] o) A
Bis-Amidin, Bsp. Pentamidin Inverses Amidin, Bsp. DB745
7.5 = pK, + log (Pentamidin / Pentamidinium?>") 7.5 = pK, + log (DB745 / DB745%")
— 0.01 %/99.99 % —>67%/33%

Abbildung 24. Strukturelle Gegeniiberstellung eines Diamidins und eines "inversen" Amidins.

»lnvers® bedeutet in diesem Zusammenhang, dass die Iminofunktion an einen Anilin-

Stickstoff gebunden ist, N ist demnach aromatisch substituiert (Arylamidin).'**> Wang et

9 Pentamidin wird zur Behandlung der Schlafkrankheit (Afrikanische Trypanosomiasis), Leishmaniose und
Pneumocystis jorivecii eingesetzt. Dieser Wirkstoff besitzt zwei endstindige Amidinfunktionen, die im
physiologschen Milieu protoniert vorliegen. Dies begriindet seine geringe Fahigkeit zur
Membranpermeabilitdt. Pentamidin wird parenteral verabreicht (Pentacarinat®), da es nach oraler Gabe
kaum resobiert wird.
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al. zeigten, dass Arylamidine wesentlich geringere pKs Werte besitzen als Diamidine. Fiir
Pentamidin wird ein pKs von 11.6 gelistet, DB745 weist hingegen nur einen pKs von 7.1
auf.!3* Pentamidin liegt somit bei einem pH von 7.5 (physiologisches Milieu) vollstindig
protoniert vor, DB745 hingegen nur zu 33 % (Abbildung 24). Dies kann sich u.a. auf die
Membranpermeabilitit auswirken, da geladene (protonierte) Molekiile eine geringere
Membranpermeabilitdt aufweisen, als ungeladene Molekiile.

Amidine lassen sich iiber verschiedene Syntheserouten darstellen (Schema 28). Dabei
kann die Synthese des Amidinstrukturelementes entweder aus Amidoximen (A), die
katalytisch zum Amidin hydriert werden, erfolgen. Oder reaktive Stoffklassen, wie
Thioimidate (B), Thioamide (C) und Imidate (D) werden mit einem priméren, sekundéren
Amin oder Ammoniak als nukleophiles Agens zu Amidinen umgesetzt. Eine direkte
Umsetzung eines Nitrils (E) mit einem aromatischen Amin kann ebenfalls als Methode
zur Synthese von Amidinen genutzt werden. Ein N’-unsubstituiertes Amidin wird u.a.
durch die Addition eines trimethylsilyl-geschiitzes Amins an ein Nitril (F) hergestellt. In
dieser Arbeit sollten die Syntheserouten D und E (Schema 28) Anwendung finden.

R-SH, HBr HCl(g),

CN 0, 00c ¢ NH HBr; v NHOHCL wmeon, -20c
R —_— R | R.NH R2NH ' P CN
il - , 2 2 ' opl . R!
RO ST ' EtOH, RT THF, RT RO '
C D
*********** \ C T U RANH,
. AGOAC o RENH
.S ! Nrg-g ¢ i NH | (CHj)Al 1
: k _R2! MeOH ‘ J'L /Rzl Toluen, 50°C ! -CN :
RN = RN ——— (R
,,,,,,,,,, ! ;
”””””” E
B
,,,,,,,,,,, 1. Ac,0, RT 1. LIN(TMS),, .
NH,OH-HCI JOH 2. H,, Pd/C, THF, RT LON |
RI'CN KOiBu, DMSO_ | N‘ HOAc, RT 2. HCI, EtOH, RT ‘R
R' "NH, | F
A

Schema 28. Literaturbekannte Methoden zur Darstellung von Amidinen, 25135136

4.1.2 Synthese von Amidinen aus Imidomethylester-Hydrochloriden und Aminen

Die Amidinderivate 47-53 und 55 die am N’ Stickstoff arylalkyl-substitutiert sind,
wurden aus den Imidaten XV-XVII und primdren Aminen (Benzylaminderivate,
Phenethylaminderivate) hergestellt. Die Kettenlédnge der arylalkyl-substituierten Amidine
wurden dabei so gewihlt, dass der Abstand zwischen dem Iminokohlenstoff und dem

Aromaten in Region C mit dem Abstand des Iminokohlenstoffs der
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Hydrazonamidfunktionalitdt (VIII) und dem 4-Fluorphenylrest in Region C vergleichbar
ist (Schema 29).

Bindungslédngenvergleich

1 3 I'N
7777777777777 H2 4

VIII* 50, 53%*
C(1)-N(2): 1.301 A C(1)-N(2): 1.266 A
N(2) - N(3) : 1.406 A N(2)-N@3):1.470 A
N@3)-C@):1.272A N(3)-C4):1523 A
C(4)-C(5):1475 A C(4)-C(5):1.497 A

T =5454 A T =5756A

* Die Bindungsldngen von VIII wurden mittels Rontgenkristallstrukturanalyse ermittelt
** Die Bindungslédngen von 50, 53 wurden mittels ChemDraw3D berechnet

Schema 29. Vergleich der Bindungsldngen zwischen C1 — C5 des Hydrazonamids VIII und der Amidine
50 und 53.

Die N’-arylierten Amidine 54 und 56 wurden ebenfalls aus den Imidaten XVI und 46 und

den Anilinderivaten 4-Fluoranilin und 4-Methoxyanilin hergestellt.

Zur Darstellung der B-Hydroxypropanamidinderivate 47-56 wurden die Imidoester-
Hydrochloride XIII-XV und 46 ohne vorherige Freisetzung der Base bei 0 °C in
Dichlormethan suspendiert und mit den entsprechenden Aminen (Benzylaminderivate,
Phenethylaminderivate) oder einem Anilinderivat (4-Fluoranilin, 4-Methoxyanilin)
versetzt (Schema 29). Dabei bildete sich mit der Zeit eine klare Losung, aus der nach
einigen Stunden (2-6 h) die Verbindungen 47-56 als Hydrochloride langsam ausfielen.
Nach dem  Abfiltrieren der Amidin-Hydrochloride konnten diese aus

Diethylether/Methanol umkristallisiert werden.
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XV:X=H,Y=H

XVI: X =F, Y =CF;

X OH NH

47-55

XVII: X = Cl, Y = CF;

46

4-F-Ph-NH,

DCM

0°C - RT
12h

56 (52 %)

TZ
=

HCI1

(R: siehe Tabelle 5)

Schema 30. Syntheseschema der 3-Hydroxypropanamidine 47-56. i) 1.00 equiv. R-NH,, DCM, 0 °C —

RT, 12 h.

Tabelle 5. Hergestellte Amidine 47-585.

Verb. X Y R A“[S(;"iute
47 H H 4-fluorbenzyl 86
48 H H phenethyl 61
49 H H benzyl 72
50 H H 4-fluorphenethyl 86
51 H H 2-(2-pyridin-2-yl)-ethyl 84
52 H H 4-methoxyphenethyl 70
53 F CF; 4-fluorphenethyl 80
54 F CF; 4-methoxyanilin 39
55 Cl CF; 4-fluorphenethyl 50

Durch die Elementaranalyse ausgewihlter Verbindungen (47, 48, 50, 51 und 55) konnte

das Vorliegen der Salzform (Hydrochlorid) bestétigt werden.

Das 'H-NMR Spektrum (aufgenommen in DMSO-ds) von Verbindung 54 zeigte

zwischen 5.5 und 6.7 ppm zwei Signale (Abbildung 27). Ein breites Singulett bei 6.50
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ppm, welches der B-Hydroxyfunktion zugeordnet werden konnte und ein Duplett bei 5.97
ppm, welches durch die Protonen an C-18 hervorgerufen wurde. Da kein weiteres
Singulett mit dem Intergral von 2 H in diesem Bereich zu detektieren war, jedoch breite
Singuletts im Tieffeld (> 8 ppm) zu detektieren waren, wurde als vorliegende tautomere
Form die Form 1 (Abbildung 25) beschrieben. Das Proton an N-21 ist am weitesten
tieffeldverschoben, da es aufgrund des -I-Effektes des Aromaten und der benachbarten

positiven Ladung am Iminostickstoff eine starke elektronische Entschirmung erféhrt.

31

s [/

fj 3] 262812529 = 8.90 Hz
3J 252912628 = 8.97 Hz

o 17

25,29
26, 28

—_

L e p e
T T T 1 74 73 72 7.1 7.0

T T
11.5 11.0 10.5 10.0

21

\ Ho |~

DMSO

T T T T T T T
12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0

T T T T T
5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
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.05
096
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1.00-T
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Abbildung 25. "H-NMR Spektrum von 54, aufgenommen in DMSO-d.

Bei der Synthese der Amidinderivate 49 und 50 konnten die analogen a, B-ungesittigten
(dehydratisierte) Nebenprodukte 74 und 75 detektiert und isoliert werden (siehe Kapitel
5).

4.1.3 Direkte Synthese von N’ -Arylamidinen aus Nitrilen und Anilinderivaten

Wie unter 1.6 beschrieben, konnten chinolinsubstituierte Imidate nicht mittels Pinner

Reaktion aus den entsprechenden Nitrilen generiert werden. Daher wurde die von Korbad
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et al. beschriebene Methode zur Darstellung von N'-Arylamidinen mit heterozyklischer
Substitution in Region A als Synthesestrategie herangezogen.!?> Dabei wurden zuniichst
die Anilinderivate 4-Fluoranilin, 4-Methoxyanilin, 4-fert-Butylanilin und 66 mit

Trimethylaluminium versetzt.

Das Amidinderivat 58, welches in Region C einen 4-Hydroxy-3-(diethylamino)methyl-
phenyl Substituenten trégt, wurde in Anlehnung an die hochaktiven Hydrazonamide 27
und 31 hergestellt (P3D7 1Cso: 27: 0.0042 uM, 31: 0.0002 uM). Das Strukturmerkmal,
des mit einer Diethylaminomethyl-Gruppe substituierten 3-Hydroxyanilins, ist zudem aus
dem Antimalariawirkstoff Amodiaquin bekannt (Schema 31). Das zur Synthese des
Amidinderivates 58 notwendige Anilinderivat 66 wurde nach literaturbekannten
Vorschriften hergestellt, indem Paracetamol (Acetaminophen) als Ausgangssubstanz

diente (Schema 31).!%’

OH
lse S TS
HN N )LNH )LNH G
_ 66 % N 83 % N~
cl N ~
OH OH

Amodiaquin Paracetamol XXXVI 66

Schema 31. Darstellung von 66. i) 1.00 equiv. DEA, 1.00 equiv. OH-[CH»O],-H, EtOH, Reflux, 6 h. ii) 20
% HCI, Reflux, 3 h.

Paracetamol konnte selektiv durch ein intermedidr gebildetes Carbenium-Iminium-Ion
(aus Diethylamin (DEA) und Paraformaldehyd OH-[CH20O],-H) an der meta-Position zur
Amidfunktion durch eine SgAr-Reaktion substituiert werden (XXXVI). Die saure
Hydrolyse der Amidfunktion lieferte 66 in guter Ausbeute von 83 %.

Eine Umsetzung der Anilinderivate 4-Fluoranilin, 4-Methoxyanilin, 4-fert-Butylanilin
und 66 mit Trimethylaluminium fiihrt vermutlich zur Bildung sechsgliedriger Komplexe.
Waggoner et al. isolierten 1988 einen [MeAIN(2,6-i-ProCsH3)]-Komplex, indem sie
Trimethylaluminium (TMA) mit 2,6-i-Propylanilin reagieren lieBen.'?® Die
Kristallstrukturanalyse zeigte, dass dabei 3 Molekiile TMA mit 3 Molekiilen 2,6-i-
Propylanilin reagierten und einen sechsgliedrigen, planaren Komplex ausbildeten
(Schema 32).1® Auf Grundlage dessen wurden die sich intermediir bildenden
Aluminiumamid-Derivate XXXII-XXXYV als sechsgliedrige Komplexe beschrieben, bei
denen 3 Molekiile TMA mit 3 Molekiilen Anilinderivat reagierten (Schema 32).

63



4 Amidine, Amidoxime, Triazine: Verbindungen mit Modifikationen in Region B

RZ
| R!
6 _Al_ -
Toluen
e rCsmn
H,N R! 0 °C, 5 min < N
ATTAL
3\ a - R! N_ .N
_AL Al j@ Al
N !
R2 R2
TMA R!
4-Fluoranilin: R'=H, R2=F XXXII: R'=H, R?=F
4-Methoxyanilin: R! = H, R? = MeO XXXIII: R! = H, R? = MeO
4-tert-butylanilin: R' = H, R? = C(CH,), XXXIV: R!=H, R? = C(CH;),
66: R! = CH,N(C,Hjs),, R> = OH XXXV: R! = CH,N(C,Hs),, R = OH

Schema 32. Synthese der Intermediate XXXII-XXXYV, Darstellung in Anlehnung an die
Kristallstrukturanalyse von [MeAIN(2,6-i-ProCsH3)] nach Waggoner et al.'*®

Die intermedidren Aluminium-Komplexe (XXXII-XXXV) reagierten anschlieBend nach
Zugabe des entsprechenden Nitrils (13, 15-19) zur TMA-Anilin-Lésung zu den
gewlinschten N'-arylierten Amidinderivaten (Schema 33). Dabei wurde nach dem
Syntheseprotokoll von Korbad verfahren und ein Stoffmengenverhéltnis von 2:2:1
(Amin:TMA:Nitril) angewendet.!”® So konnten in einer Einstufensynthese die

Verbindungen 57-65 dargestellt werden.

RZ

R2
OH ‘ OH NH /©[
1
—_—
“~ .N_ - + 3 st\/CN 3 R3J\)LN Rl

Al Al H
1
RO/N‘AYN 13,15-19 57-65
\
R2 R2

XXXII: R'=H,R?>=F

XXXIIL: R' = H, R? = MeO
XXXIV: R!=H, R? = C(CH;);
XXXV: R! = CH,N(C,Hjs),, R? = OH

Schema 33. Synthese der 3-Hydroxypropanamidine 57-65. i) Toluol/THF (1:1, V/V), 0 — 50 °C, 5 h.

Durch die Verwendung von TMA konnten Amidinderivate dargestellt werden, die in
Region A sowohl aromatische Substituenten, wie Phenanthren- (57-59) und tert-Butyl-
phenylbausteine  (60-63), als auch heteroaromatische Substituenten, wie

Chinolinbausteine (64, 65) tragen (Tabelle 6).
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Tabelle 6. Hergestellte Amidinderivate 57—65.

R2
SV
R3J\)LN R!

H
Ausbeute
1 2 3
Verb. R R R %]
57 H F phenanthren-9-yl 28
58- 3-(diethylamino)- OH phenanthren-9-yl 22
2HCI methyl
59 H F 1-(1,3-dichlor-6- 51
(trifluormethyl)-phenanthren-
9-yl
60 H F 4-(tert-butyl)phenyl 68
61 H MeO 4-(tert-butyl)phenyl 36
62 H 4-tert-butyl 4-(tert-butyl)phenyl 68
63- H F 3.,5-(di-tert-butyl)phenyl 50
HCI
64- H F 6-methoxychinolin-4-yl 36
2HCl
65 H F chinolin-4-yl 57

Alle Amidine bis auf 58, 63 und 64 wurden als freie Basen isoliert. 58, 63 und 64 konnten
nicht als kristalline Produkte isoliert werden, sodass diese als Hydrochlorid-Salze isoliert

wurden.

Das Amidin 64 besitzt zwei basische Zentren, daher sollte untersucht werden, ob die
Substanz als Dihydrochlorid vorlag. Dazu wurde eine Titration des Salzes mittels NaOH
und potentiometrischer Endpunktsanzeige durchgefiihrt. Zwei Wendepunkte zeigten,

dass 64 als Dihydrochlorid ausgefallen ist (Schema 34)."

" Es wurde das Prinzip der Riicktitration angewendet, bei der der Stoff mit einem Uberschuss Salzsiure
versetzt wird, diese mit Natronlauge neutralisiert wird und anschlieBend die Neutralisierung des
Hydrochlorid-Salzes erfolgt. Das Volumen zwischen dem 1. und 3. Wendepunkt wird abgelesen und zur
Berechnung der Aquivalente verwendet. Es erfolgte eine potentiometrische Endpunktsanzeige.
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~o
F
+2 O OH NH
- +2 H,0
= N
2Cr | H
Na

Schema 34. A. Neutralisierungsreaktion von 64 mit 0.1 N NaOH.

4.2 Region B Modifikationen: Amidoximderivate

4.2.1 Literaturibersicht

Als weitere Modifikation der Leitstruktur IX sollte in Region B ein Stickstoffatom des
Hydrazonamidstrukturelementes durch ein Sauerstoffatom ersetzt werden, sodass sich die

Struktur eines Amidoxims ergibt (Schema 35).

F R
F OH NH, X OH NH,
\N NS \N .0
777777 >
e "
IX 68 -70

CF, Y

Schema 35. Geplante Strukturmodifikation der Region B der Leitstruktur IX.

Amidoxime (N'-Hydroxyamidine) leiten sich formal von Amidinen ab, die an
N'hydroxyliert sind, oder von Carbonsdureamiden, bei denen der Sauerstoff der
Carbonylfunktion gegen die Hydroxyiminogruppe ausgetauscht wurde (Abbildung 26).
Amidoxime sind amphotdr. Das Proton der OH-Funktion ldsst sich durch Basen
abstrahieren (pks ~ 13), wohingegen Mineralsduren den Stickstoff der Oximfunktionalitét

protonieren konnen (Abbildung 26).!%

NH 1o 0
N - - M
R” "NH, RN, R” "NH,
Amidin Amidoxim Amid

Abbildung 26. Das Amidoximstrukturelement und dessen Sdure-Base-Verhalten, ermittelt durch die
Verdnderung der chemischen Verschiebung (ppm) des Signals der CH3-Gruppe von Acetamidoxim,
modifiziert nach Mehio et al.'>

66



4 Amidine, Amidoxime, Triazine: Verbindungen mit Modifikationen in Region B

Das Schema 36 zeigt literaturbekannte Synthesen zur Darstellung der Amidoximstruktur.
Sowohl die Umsetzung von Carbonsdurederivaten (Imidate, Nitrile, Thioamide) mit
Hydroxylamin, als auch die Reduktion von Nitroso- und Nitrosylsduren liefert
Amidoximderivate. Werden Hydroximsdurechloride mit Ammoniak versetzt, konnen
ebenfalls Amidoximstrukturen generiert werden (Schema 36, A).'*° Eine Moglichkeit zur
Darstellung von O-alkylsubstituierten Amidoximen ist die Umsetzung eines Amidoxim-
Natriumsalzes mit einem lodethan (Schema 36, B).!*! Des Weiteren lassen sich O-
alkylsubstituierten Amidoxime durch die Umsetzung eines Imidat-Hydrochlorides mit

einem alkylierten Hydroxylamin generieren (Schema 36, B).

A S
N R)LNHZ
NH,OH « HCI NH,OH « HCI
Na,CO4 Na,CO;
CH;0H, 80 °C C,H;OH, Riickfluss
NH,OH « HCI
NH HCI Na,CO;3 NH
CH,0H 2 H,8 NOH
)k e . /‘\\ _OH =
R (6) R N R NO
NH, / \{Z/Pt
I‘\IOH NOH
R/KCI R)L NO,
B
NH, NH,

/k\ 0 4 C,HSI/EtOH < .0
R” N Na > R/‘\N ~

NH NH,

k ) R3CH,-ONH,
_R - =

1 [N R?
R0 g RN

O\/

Schema 36. Ubersicht zu literaturbekannten Synthesen von Amidoximen.

4.2.2 Synthese von Amidoximderivaten aus Imidat-Hydrochloriden und
O-benzylsubstituierten Hydroxylaminen

In dieser Arbeit wurde zur Darstellung des Amidoximstrukturmerkmals die Umsetzung
der Imidat Hydrochloride XV und XVII mit den Hydroxylaminderivaten XXXIX und 67
gewdhlt. So  wurden drei = Amidoximderivate mit  O-Benzyl-  bzw.

O-(4-Fluor)benzylsubstitution hergestellt (68-70) (Schema 37, A).
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A
X OH NH X OH NH,
X, .0 R
o SO
i
YO T T QO
Y Y
XV:X=H,Y=H 68: X, Y = H, R = Ph (50 %)
XVII: X =Cl, Y =CF; 69: X, Y =H, R =4-F-Ph (69 %)
70: X =Cl, Y = CF3, R = 4-F-Ph (50 %)
B
[0} [0
H,N.
Cl .. O
N-OH + | B N-O S
R R
0 0 R
R=H,F XXXVII: R =H XXXIX: R=H

XXXVIIL R =F 67: R =F (80 %)

Schema 37. A. Darstellung der Amidoxime 68-70. B. Darstellung der Hydroxylamine XL und 67. i) 1.00
equiv. XXXIX oder 67, DCM, RT, 12 h. ii) 1.10 equiv. NHPI, 1.10 equiv. EtsN, ACN, Reflux, 5 h. iii) 3.00
equiv. NoHs-H>O, MeOH, RT, 1 h.

O-Benzylhydroxylamin XXXIX und O-(4-Fluorbenzyl)hydroxylamin 67 wurden nach

142,143 Benzylchlorid bzw.

bekannten Synthesevorschriften hergestellt.
4-Fluorbenzylchlorid wurden mit N-Hydroxyphthalimid umgesetzt, sodass sich die
phthaloyl-geschiitzten Derivate XXXVII und XXXVIII ergaben. Die O-
benzylsubstituierten Hydroxylamine XXXIX und 67 wurden nach Hydrazinolyse der

Phthaloylschutzgruppe erhalten (Schema 37, B).

Die '"H-NMR Spektren der Verbindungen 68 und 69 zeigten bei 5.83-5.86 ppm ein breites
Singulett mit dem Integral von 2 Protonen, sodass davon auszugehen war, dass die in
Abbildung 27 dargestellte tautomere Form I vorlag. Das Amidoxim 70 zeigte im 'H-
NMR Spektrum zwei Signale fiir die NH Protonen, die zwei Singuletts bei 7.31 und 7.14
ppm  ergaben. Dies ist  wahrscheinlich  auf eine  intramolekulare
Wasserstoftbriickenbindung (WBB) zwischen dem Proton der NH Funktion der
Amidoximstruktur und dem freien Elektronenpaar des Sauerstoffatoms der pB-

Hydroxyfunktion zuriickzufiihren (Abbildung 27).

68



4 Amidine, Amidoxime, Triazine: Verbindungen mit Modifikationen in Region B

Intramolekulare WBB
H. . -H F
jf\Hz NH cl 0" 'NH \/©/
X, .OH =——= _OH ~ O
R™ N R)L N N

70

Abbildung 27. Tautomere Formen des Amidoximstrukturelementes und mogliche intramolekulare
Interaktionen des Amidoxims 70.

Die Ausbeuten der Amidoxime 68 und 69 waren im Vergleich zu den Amidinanaloga 47
und 49 die ebenfalls aus Imidat Hydrochloriden dargestellt wurden, geringer (Ausbeuten:
68: 50 % vgl. 49: 72 %; 69: 69 % vgl. 47: 72 % (Kapitel 3.2)). Trotz einer geringeren
Ausbeute von bis zu 22 % wurden die Amidoxime 68-70 direkt aus den Imidat-
Hydrochloriden XV und XVII hergestellt. Eine Freisetzung der Imidatbase wurde
aufgrund der Hydrolyseempfindlichkeit und der schlechten Ldslichkeit der Imidat-
Hydrochloride XVII und XVII in wissrigen Medien nicht durchgefiihrt.

4.3 Region B Modifikationen: 1,2,4-Triazine

4.3.1 Literaturibersicht

Die dritte Modifikation der Leitstruktur IX in Region B sah eine Integration des
Hydrazonamidstrukturelemetes in ein heterozyklisches Ringsystem vor (Schema 38). So
wurde die Konstitution eines Hydrazonamids beibehalten, aber dessen Mdoglichkeit zur
Ausbildung von Tautomerie, E/Z Isomerie und Komplexbildung einschrinkt bzw.

verhindert.

F
F OH NH, \/©/
X N
SOOAS o Y
X N
F O 777777777 > R/K)\N’

CF;

Schema 38. Modifikation der Region B der Leitstruktur IX zu einem 1,2,4-Triazin.

Allgemein stellen stickstoffhaltige Heterozyklen interessante Bausteine fiir die
Entwicklung neuer Arylaminoalkohol Analoga dar (Schema 39, XL).!'** Das

Antimalariamittel Proguanil wird in vivo in den aktiven Metaboliten Cycloguanil, ein 1,6-
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Dihydro-1,3,5-triazin umgewandelt (Schema 39).° Neben der antiplasmodialen Wirkung
weisen einige Triazinisomere antimikrobielle!*’, leishmanielle (XLI)!*¢!%” und fungizide
(XLII)'¥® Wirkungen auf (Schema 39), sodass das Triazinstrukturmerkmal als

interessanter Baustein fiir die Modifikation in Region B ausgewéhlt wurde.

Triazine sind sechsgliedrige Heterozyklen mit drei Stickstoffatomen, wobei zwischen den
Konstitutionsisomeren 1,2,3- , 1,2,4- und 1,3,5-Triazin unterschieden wird. 1965
beschrieb Paudler auf der Grundlage von Ratz und Schroder (1958) die Darstellung eines
1,2,4-Triazins ausgehend von einem Hydrazonamid mit Glyoxal (Schema 39, I).!*° Eine
weitere Methode zur Darstellung von 1,2,4-Triazinen ist die Umsetzung von
Hydrazidderivaten mit Ammoniak (II).'*° Die Zyklisierung eines Semicarbazids mit N-

Methylisatin liefert ein an C3 funktionalisiertes Triazin (I1I).'4¢

¢ Die synergistische Wirkung der Kombination Atovaquon/Proguanil (Malarone®) kommt vermutlich
direkt durch Proguanil und nicht durch seinen aktiven Metabliten Cycloguanil zustande. Der durch
Atovaquon hervorgerufene Zusammenbruch des Membranpotentials wird dabei durch Proguanil
unterstiitzt.'”” Atovaquon hemmt den mitochondrialen Elektronentransport, da es eine strukturelle
Ahnlichkeit zum Ubichinon aufweist.
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Arylaminoalkohol XL mit 1,2.3-Triazolstruktur Bioaktivierung des Proguanils zum 1,3,5-2-Dihydrotriazin (Cycloguanil)

- Br
/‘©/ Cl\@\ NH NH J\ Cl\@\ HN>(}\I
B
ooy NJ\\NJ\NHZ
H H H H

XL Proguanil Cycloguanil
Pf3D7IC50=0.3 uM

in vivo (100 mg/kg KG):

PR 86.8 %, cured 5/5

1.3.5-Triazin mit antileishmanialer Wirkung 1.2.4-Triazin mit fungizider Wirkung

N,
| “N
HN /N NH HN/\/ N/)\é\ N
| = M
N& N Z N:N
XLI XLII

Darstellung von 1,2.4-Triazinen

NH, Ox 47h, RT N /\l
+ _ >
I C2H500C\/)\\N,NH2 o7 C.H.00C" N:N
2 M5
Amidrazon

(0]
NH;,A
11 3s
)J\N,Nj/go EEm—— NJ\‘/

Hydrazid

0 K,CO;,

S N=N,
J]\ NH Riickfluss &\, />l SH
. —_—
I o + H,N N 2 ) N
N H N\

\

Semicarbazid

Schema 39. Literaturiibersicht {iber stickstofthaltige Heterozyklen in der antiparasitiren
Arzneistoffforschung und bekannte Synthesemethoden zur Darstellung von 1,2,4-Triazinen.

4.3.2 Synthese der 1.2.4-Triazine 71 und 72

Zur Darstellung der 1,2,4-Triazine 71 und 72 wurden zunéchst die Amidrazone 24 und
25 tiiber den in Kapitel 3.1 beschriebenen Syntheseweg dargestellt, indem eine 1 M
Losung von Hydrazin in THF mit einer 2 M TMA-L6sung in Toluen versetzt wurde und
sich so intermedidr ein Aluminium-Hydrazin-Komplex bildete. Dieser reagierte mit den

Nitrilen 13 und 16 zu den Amidrazonen 24 und 25 (Schema 40).
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Anschliefend wurde die in Schema 39, I dargestellte Zyklisierungsreaktion durchgefiihrt,
wobei die Reaktionszeit von mehr als 40 Stunden durch Erhitzen der Reaktionslosung
verkiirzt wurde. 24 und 25 wurden mit 2,3-Butandion bei 70 °C zu den 1,2,4-Triazinen

71 und 72 umgesetzt (Schema 40).

0
OH i OH NH,
cN > s NH, |+ )J\”/ —L
Jo BN

13,16 24,25
OH Ngz\o OH NJ\”/
N\ — /K)\\ N

R N -H,0 R N

71: R: 4-tert-butyl-Ph (29 %)
72: R: phenanthren-9-yl (25 %)

Schema 40. Darstellung der Verbindungen 71 und 72. i) 2.00 equiv. NoHs (I M in THF), 2.00 equiv.
Al(CH3)3 (2 M in Toluen), Toluen/THF (1:1, V/V), 0 — 50 °C, 5 h. ii) 1.50 equiv. 2,3 - Butandion, THF,
70 °C, 5 h.

Allerdings waren die Ausbeuten dieser Reaktionen mit 29 % (71) bzw. 25 % (72) gering.
Die Ursache fiir die geringen Ausbeuten ldsst sich unter anderem auf die Bildung von
Nebenprodukten = wihrend  der  Zyklisierungsreaktion  zuriickfiihren.  Die
massenspektrometrische  Analyse des Reaktionsansatzes von 71 vor dem
Reinigungsschritt zeigte die Bildung dehydratisierter (XLIII) und dimerisierter (77)
Nebenprodukte, sowie ein weiteres Nebenprodukt bei dem zwei Molekiile 2,3-Butandion

mit dem Hydrazonamidstrukturelement kondensierten (XLIV) (Schema 41).

OH OH NH, OH N Niﬁ/
Al(CHy), e &
CN N\, MM S NH2  23-Butandion N’
—_—
O‘ Tcluen 'THF THF, 70 °C, 5 h
O 0» 50°C O O
13 XLIV
O
OH N
SN o s
*\/k NH, OH

XLIII

Schema 41. Synthese von 71 und wéhrend der Synthese aufgetretende Nebenprodukte (77, XLIIT, XLIV).
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5 Nebenprodukte aus den Kapiteln 3 und 4

5.1 Dehydratisierte Nebenprodukte

Durch die benzylische Lage der Hydroxyfunktion zum Aromaten und der B-Standigkeit
zu den mesomeriestabilisierten Strukturen der Imidate, Hydrazonamide und Amidine ist
eine Dehydratisierungsreaktion moglich. Denn die sich bildenden o, B-ungesittigte
Analoga sind wahrscheinlich thermodynamisch stabiler. Getrieben durch die
Reaktionsentropie bedurfte es nur geringer Aktivierungsenergie (RT, 50 °C), um diese

Nebenprodukte zu erhalten und zu detektieren.

Die Nebenprodukte 73, 76 und 77 wurden bei der Darstellung der Zielverbindungen 39,
40, und 42 isoliert. Die Synthese der Hydrazonamidderivate 39, 40 und 42 ging dabei
direkt von dem entsprechenden Nitril (13, 16) aus, welches mit TMA umgesetzt wurde.
Da bei der Darstellung der Nitrile 13 und 16 keine dehydratisierten Nebenprodukte
detektiert wurden, ldsst sich riickschlieSen, dass die Entstehung der Nebenprodukte 73,
76 und 77 wihrend der Darstellung der Hydrazonamidderivate 39, 40 und 42
stattgefunden hat (Schema 42).

OH

RIJ\/CN
13,16
R%-NH,, A(CH3); HCly), MeOH
Toluen/THF Et,0, - 20 °C
50 °C
OH) NH R*-NH,
R? DCM, RT OH NH Hci
1 - ~—
RY C E R! 0/
39, 40, 42, 49, 50 XV: R! = Phenanthren-9-yl
B }&\ }A—NHZ
DCM, RT
NH,
2
Rl/\/k\NzR @ = Nebenprodukt, Nebenreaktion
73-77

R!, R2: siche Tabelle 7

Schema 42. Postulierte Dehydratisierungsreaktionen am Beispiel der isolierten Nebenprodukte 73—77 und
ihren entsprechenden Vorstufen.

Die Nebenprodukte 74 und 75 wurden wéhrend der Umsetzung des Imidat Hydrochlorids
XV mit dem entsprechenden Amin (Benzylamin, 4-Fluorphenethylamin) detektiert und
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5 Nebenprodukte aus den Kapiteln 3 und 4

anschlieBend bei der Reinigung der eigentlichen Produkte, der Amidinderivate 49 und

50, isoliert (Schema 42).

Tabelle 7. Isolierte Dehydratisierungsprodukte 73—77.

NH,

Rl/\/k\N .R?

R! R?
73 phenanthren-9-yl morpholin-1-yl
74- phenanthren-9-yl benzyl
HCI
75- phenanthren-9-yl 4-fluorphenethyl
HCl
76 phenanthren-9-yl N-methyl-N-phenyl
77 4-tert-butylphenyl piperidin-1-yl

Alle isolierten Nebenprodukte 73-77 zeigten eine leicht gelbliche Farbe. Dies ist nach
bisherigen Erkenntnissen auf die Vergroferung des mesomeren Systems durch
Ausbildung der a,B-ungesittigten Doppelbindung zuriickzufiihren. Durch die vergrof3erte
Konjugationsfahigkeit des Molekiils ist weniger Anregungsenergie notwendig, sodass die
Absorption elektromoagnetischer Strahlung um einen Wellenlédngenbereich von 400 -
500 nm erfolgte und damit das Molekiil eine gelbliche Farbe annahm. Die
dehydratisierten Verbindungen zeigten aufgrund der geringeren Hydrophilie hohere Rf-
Werte bei einer diinnschichtchromatographischen Reaktionskontrolle und lédngere

Retentionszeiten bei HPLC-Reinheitsuntersuchungen.

Abbildung 28 zeigt das '"H-NMR Spektrum von Verbindung 76. Die beiden Protonen an
C-11 und C-12 zeigten Kopplungskonstanten von *J = 16.73 Hz bzw. 16.75 Hz. Diese
Kopplungskonstanten wiesen auf eine FE-Stindigkeit der Doppelbindung hin. Ein
Vergleich mit literaturbekannten Spektren von E-Zimtsdure zeigte ebenfalls
Kopplungskonstanten von J = 16 Hz fiir die entsprechenden Protonen.!”! Das Singulett
bei 5.96 ppm lieB sich den Protonen an N-14 zuordnen. Das Integral von 2 H weist auf

die in Abb. 31 dargestellte tautomere Form hin.
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/™

H,O

3J12,11=16.75 Hz

3 =
Ji1, 12=16.75 Hz DMSO
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Abbildung 28. 'H-NMR Spektrum der Nebenkomponente 76, aufgenommen in DMSO-d.
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5.2 Dimerisierte Nebenprodukte

Dimerisierte Nebenprodukte konnten bei der Umsetzung der Nitrile 13, 16-18 mit
Hydrazin (1 M in THF) und TMA (2 M in Toluen) zum Amidrazon detektiert werden.
Dimerisierte Nebenprodukte konnen dadurch entstehen, dass die Aminofunktion der sich

bildenden Amidrazonstruktur an das sp-hybridisierte Kohlenstoff der Nitrilstruktur

angreift (Schema 43).!
OH . OH NH, i OH NH,
—_— E— 2
R! CN Rl Sy NH2 R! SN R
13,16 - 18 24,25, XXXII, XXXIII VIII, 26, 30, 34
|
OH NH
\z N R! [ ] = Nebenreaktion, -produkt
R! NS
NH, OH
78-81

Schema 43. Entstehung der Dimere 78-81, dargestellt anhand der unter Kapitel 2 beschriebenen
Syntheseroute. i) 2.00 equiv. NoHs (1 M in THF), 2.00 equiv. AI(CH3)3 (2 M in Toluen), Toluen/THF (1:1,
V/V), 0 — 50 °C, 5 h. ii) 1.00 equiv. 4-F-PhCHO, THF, RT, 12 h

Tabelle 8. Isolierte dimerisierte Nebenprodukte.
Isolierter Ausbeute des

R! Anteil Hauptprodukts
[“0] [%]
78 phenanthren-9-yl 18 55
79 4-tert-butylphenyl 14 41
80 3,5-di-tert-butylphenyl 10 33
81 chinolin-4-yl 10 14

*Im Rahmen dieser Arbeit wurden Hydrazonamide direkt aus Nitrilen hergestellt. Frithere Synthesearbeiten
zeigten bei der Darstellung der Hydrazonamide VIII-XII aus Imidat Hydrochloriden (XV-XVII) ebenfalls
das Auftreten von dimerisierten Nebenprodukten. Wéhrend orientierender Versuche zur Darstellung von
VIII iiber den neuen Syntheseweg mit TMA wurden das Dimer 77 isoliert.
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6 Physikochemische und biologische Evaluation

6.1 Drug-likeness Evaluation und Stabilititsuntersuchung

6.1.1 Lipinski’s Rule of Five

Die Lipinski Rule of Five (RoF) beruht auf der empirischen Annahme, dass Wirkstoffe
eine gute orale Bioverfiigbarkeit besitzen, deren Molekulargewicht unter 500 Dalton
liegt, die zudem weniger als 5 Wasserstoftbriicken-Donoren und weniger als 10

Akzeptoren besitzen und einen logP Wert kleiner 5 aufweisen.

Jedoch hat eine Auswertung von Schneider et al., bei der die Molekiilstrukturen von
Arzneistoffen aus Patenten der letzten 40 Jahre ausgewertet wurden, gezeigt, dass der
Trend in der Arzneistoffentwicklung von dieser Regel immer mehr abweicht. Die
Autoren ziehen aus ihrer Analyse den Schluss, dass heutige Arzneistoffmolekiile grofer,

hydrophober und starrer sind, als noch vor 40 Jahren.!*?

Der drug-likeness score vergleicht die Strukturen (chemischer Fingerprint) zugelassener
Arzneistoffe, mit denen von nicht als Arzneistoffen angewendeten Molekiilen. Je nidher

der Wert der Zahl 1 ist, desto groBer ist die drug-likeness dieser Verbindung."

Tabelle 10 zeigt eine Auflistung der Deskriptoren fiir ausgewéhlte Verbindungen aus den

Kapitel 3 und 4.

Tabelle 9. Lipinskys Rule of five und drug likeness score fiir ausgewidhlte Verbindungen.

Mr nOHNH* nON?  MolLogP¢ nrot! drug-likeness score

RoF <500 <5 <10 <5 -- --

IX 489.42 3 4 7.15 6 0.38
27 424.59 4 6 4.53 10 1.22
31 480.70 4 6 6.15 11 0.72
33 366.40 3 6 3.26 6 1.04
37 347.46 3 4 4.13 4 0.79
54 510.89 4 2 6.73 7 0.68

“Anzahl der Wasserstoffbriickendonoren, “Anzahl der Wasserstoffbriickenakzeptoren, “molsoft, Version
2018, “frei drehbare Bindungen

U Der Trainingssatz fiir diesen Modus bestand aus: SK der vermarkteten Arzneistoffe (positiv); 10K
sorgfaltig ausgewihlte Nicht-Arzneimittel-Verbindungen (negativ)
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Verbindung 27, ein in Region A 4-tert-Butylphenyl-substituiertes Hydrazonamidderivat,
war die vielversprechenste aller gelisteten Verbindungen (Tabelle 10). Sie entsprach
vollstédndig der Lipinski‘s Rule of Five (27: 424.59 g/mol, nOHNH: 4, nON: 6, MollogP:

4.53) und zeigte einen guten drug-likeness score (1.22).

Die in vitro und in vivo sehr aktive Leitstruktur IX zeigte in Loslichkeitsstudien eine

t85 A\

geringe Wasserloslichkei

Sowohl Modifikationen in Region A (27, 31 und 33), in Region C (37), als auch in Region

, die sich auf die orale Bioverfiigbarkeit auswirken konnte.

B (54) verbesserten die kalkulierten Parameter Molekulargewicht, Wasserstoftbriicken-
Donoren und Akzeptoren und logP, die nach Lipinski mit der oralen Bioverfiigbarkeit in

Zusammenhang stehen.

6.1.2 Stabilitét der Verbindungen 31 und 54

Verbindung 31 ist ein 3-Hydroxy-N -arylidenpropanhydrazonamid-Derivat mit einem
Diethylaminomethylensubstituenten in Region C (Abbildung 29). 31 wurde als
Testverbindung fiir eine Stabilititsuntersuchung ausgewdhlt, da sie sehr gute
antiplasmodiale Ergebnisse lieferte (Pf3D7 ICso: 0.0002 pM, PfDd2 ICso: 0.037 pM, SI:
35 590).

Um eine weitere Substanz mit guter antiplasmodialer Wirksamkeit gegen Pf3D7 und
PfDd2 auf ihre Stabilitdt im wéassrigen Medium zu testen, wurde das Amidinderivat 54

(Pf3D7 ICso: 0.0003 uM, PfDd2 ICso: 0.0003 uM, SI: 14 353) ausgewihlt.

OH o
OH NH, \/@E/( F OH NH /©/ ~
\N,N\ N _~ O‘ g
F O HCl

CF,

31 (Hydrazonamidderivat) 54 (Amidinderivat)

Abbildung 29. Ausgewdhlte Verbindungen 31 und 54 zur Stabilititsuntersuchung.

v Die orale Bioverfiigbarkeit ist abhéngig von mehreren Faktoren, dazu zéhlen die Wasserldslichkeit des
Wirktoffes, die Permeation, sowie die metabolische Stabilitdit. Das biopharmazeutische
Klassifizierungssystem (BCS) teilt Arzneistoffe hinsichtlich ihrer Loslichkeit und Permeabilitét in vier
Klassen (I-IV) ein, hohe Léoslichkeit und Permeabilitit (Klasse I) bis schlechte Loslichkeit und
Permeabilitdt (Klasse 1V). Die Leiststruktur IX zeigte eine geringe Wasserldslichkeit, sodass sie den
Klassen II oder IV zuzordnen ist.
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Im Rahmen der priklinischen Wirkstoffentwicklung gilt es, die Stabilitdt von moglichen
Arzneistoffkandidaten zu evaluieren, um ihre Empfindlichkeit gegeniiber verschiedenen
Parameter wie z.B.: Feuchte, pH-Wert zu untersuchen.” Die ICH Guideline Q1A(R2)
beschreibt zwei Arten von Stabilititsuntersuchungen.'>?> Den sogenannten Stresstest, bei
dem Parameter wie Warme, Feuchte, pH und Oxidationsempfindlichkeit getestet werden.
Diese Einfliisse sollen Extrembedingungen nachstellen, konnen aber auch bei
entsprechendem Bedarf durch Extrapolation als Anhaltspunkt zur Uberpriifung der
Langzeitstabilitit dienen. Dies ist die zweite Stabilititsforderung, die sogenannten
Langzeituntersuchungen, bei denen ein Arzneistoff mehrere Monate konstanten
Bedingungen (z.B. gemiBigte Zone: Temperatur / Feuchte; 25 °C + 2 °C/ 60 % £+ 5 %)

ausgesetzt wird.

In diesem Kapitel sind erste, orientierende Versuche anhand der Verdnderung dreier
Parameter aufgefiihrt, die im Rahmen der Herstellung und Lagerung, sowie der in vitro

und in vivo Evaluation Einfluss auf die Stabilitdt der Testverbindung haben kdnnten.

Da alle Syntheseendstufen als Feststoffe in Pillengldsern gelagert wurden, sollte der

Einfluss von Tageslicht untersucht werden.

Als allgemeine Vorgehensweise bei der in vitro Testung wurden Stammldsungen aus den
Testverbindungen in DMSO in 1.5 mL Mikroreaktionsgefdlen (Sarstedt) hergestellt.
Diese Stammldsungen wurden bei -20 °C gelagert und kurz vor der Durchfiihrung der
entsprechenden Assays aufgetaut. Um die Stabilitdit in DMSO zu untersuchen, wurden
die Testverbindungen einen Monat in DMSO gelagert®, anschlieend lyophilisiert und
mittels HPLC-Analytik untersucht (Experimenteller Teil, Methode 1).

Bei der Durchfiihrung des in vivo Tests im Mausmodell werden die Testverbindungen
alle 24 Stunden oral appliziert (sieche Kapitel 6.3). Um zu analysieren, ob die
Testverbindungen bei physiologischem pH-Wert (7.5) in wissrigem Medium iiber 24

“ Dabei kann zwischen den verschiedenen Phasen der Arzneistoff- und auch der Arzneimittelentwicklung
unterschieden werden. Potentielle Wirkstoffkandidaten sollten schon frithzeitig wahrend der praklinischen
Entwicklung auf ihre chemische und metabolische Stabilitdt untersucht werden. Im Rahmen der
Arzneimittelherstellung werden Haltbarkeitstests durchgefiihrt, die letzendlich fiir die Zulassung eines
Arzneimittels erforderlich sind.

*Als Proben wurden die NMR Proben verwendet, sodass streng genommen eine Lagerung in DMSO-ds
stattgefunden hat. Jedoch findet mit der Zeit ein Austausch der deuterierten Wasserstoffatome gegen 1H
statt, sodass von dieser Spitzfindigkeit abgesehen werden kann.
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Stunden stabil sind, wurden die Verbindungen 31 und 54 in Phosphatpuffer pH 7.5 gelost
und zu festgelegten Zeitpunkten (t=0, 1, 3, 6 und 24 Stunden) mittels HPLC-Analytik
untersucht (Experimenteller Teil, Methode 1).”

Um zu bewerten, ob sich die bei der Reinheitsuntersuchung verwendete HPLC Methode
auch zur Stabilititsmessung eignet, wurde eine Linearitdtsbestimmung mittels 5—Punkt—

Kalibrierung fiir die Verbindung 31 durchgefiihrt (Abbildung 30).

3500 -~
3000 -
2500
2
g 2000 -
g 1500 - y =3001,8x + 1,5
< 1000 - R?=0,9997
500 -
0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konzentration [mg/ml]

Abbildung 30. Linearitdtsbestimmung von 31, n=3, m £s.

Abbildung 30 zeigt, dass mit der gewidhlten HPLC-Methode in dem
Konzentrationsbereich 0.2 mg/mL — 1.0 mg/mL ein linearer Zusammenhang zwischen
der Konzentration und dem Detektorsignal bestand. Daher war diese Methode geeignet,
fir den Arbeitsbereich 0.2 mg/mL bis 1 mg/mL einen Zusammenhang zwischen
Konzentration und AUC zu untersuchen. Um eine Aussage iiber die Reproduzierbarkeit
der Analysenergebnisse zu titigen, miisste die Methode validiert werden. Dies beinhaltet
u.a. neben der Untersuchung auf Linearitit, die Uberpriifung auf Richtigkeit, Wiederhol-
und Vergleichsprézision, sowie die Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze
(ICH Q2(R1))."3* Dies macht deutlich, dass ein Substanzvorrat von mehreren Gramm
vorhanden sein muss. Da eine Validierung der Methode aufgrund des Zeit- und
Materialumfanges nicht moglich war, wurde die Angabe des Gehaltes in Relation zum

Zeitpunkt t = 0 h gesetzt.

¥ 31 und 54 waren nicht vollsténdig in Phosphatpuffer pH 7.5 16slich, sodass eine Stammldsung von 31 und
54 mittels Tween20/EtOH (7:3, V/V) hergestellt und diese mit Phosphatpuffer verdiinnt wurde, bis eine
Endkonzentration von 0.8 mg/ml erreicht wurde (max. Tween-Konzentration < 5 %).
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Tabelle 10. Stabilitidtsuntersuchungen von 31.

Puffer” DSMO* Licht
t[h]  Gehalt [%] t[d] Zerfall t[d] Zerfall
0 100 0 nein 0 nein
1 99 30 nein 30 nein
3 97

“Phosphatpuffer pH 7.5 (Ph. Eur.), Einfachmessung zu zwei
6 98 verschiedenen Zeitpunkten. “Probe 1 Monat geldst in
DMSO, anschlieBend lyophilisiert, n = 1. “Tageslicht, n= 1.

24 97

Tabelle 11. Stabilitidtsuntersuchungen von 54.

Puffer” DSMO? Licht
t[h]  Gehalt [%] t[d] Zerfall T [d] Zerfall
0 100 0 Nein 0 nein
1 100 30 nein 30 nein

3 100

“Phosphatpuffer pH 7.5 (Ph. Eur.), Einfachmessung zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten. “Probe 1 Monat geldst in

6 100 DMSO, anschlielend lyophilisiert, n = 1. “Tageslicht,n = 1.

24 99

Tabelle 10 und 11 zeigen, dass beide Verbindungen, das Hydrazonamidderivat 31 und
das Amidinderivat 54 bei einem pH-Wert von 7.5 iiber 24 Stunden stabil waren. Der
Gehalt von 31 sank dabei nach 24 Stunden in Relation zum Zeitpunkt t =0 h um 3 %, das
Amidinderivat 54 zeigte eine relative Gehaltsabnahme von 1 % nach 24 Stunden. Daraus
lasst sich ableiten, dass sowohl das Hydrazonamidstrukturelement (31) als auch die
Amidinstrukturelement (54) nicht bis gering hydrolyseanfallig waren und sich demnach
beide Strukturen als Testverbindungen zur weiteren, préklinischen Evaluation im Zell-
bzw. Lebendassay eigneten. Auch die Lagerung als Stammlosung in DMSO und als
Feststoff in lichtdurchldssigen Gefdflen fiihrten zu keinem detektierbaren Zerfall der

Verbindungen, sodass eine Lagerung unter diesen Bedingungen stattfinden kann.
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6.2 Biologische Evaluation der antiplasmodialen in vitro Aktivitit

Die aufgefiihrten finalen Verbindungen 2645, 47—65, 68—72 und die Nebenprodukte 73—
81, sowie die beiden Referenzen Chloroquin (CQ) und Mefloquin (MFQ) wurden
hinsichtlich ihrer antiplasmodiale Aktivitdt gegeniiber dem chloroquin-sensitiven Stamm
Pf3D7 und dem multiresistenten Stamm PfDd2 in einem zellbasierten Assay untersucht.”
Ein targetbasierter Assay fiir die Verbindungsklasse der Arylaminoalkohole und deren

Analoga ist nach jetzigem Kenntnisstand nicht vorhanden.

Zusitzlich wurde ihre Zytotoxizitit gegen HepG2 Zellen bestimmt, um dadurch die
selektive Wirkung gegeniiber Plasmodien zu ermitteln.*® Angegeben ist der
Selektivitdtsindex (SI), berechnet aus dem Quotienten des ICso-Wertes gegen HepG2
Zellen und des ICso-Wertes gegen Pf3D7 (SI = 1Cso (HepG2)/1Cso (Pf3D7)).

Alle zellbasierten Assays wurden durch die Arbeitsgruppe von PD Dr. Benjamin

Mordmiiller am Tropeninstitut der Tiibinger Universitit durchgefiihrt.

¢ Als Multiresistenz wird eine Resistenz gegeniiber mind. zwei Arzneistoftklassen bezeichnet.
2 HepG2 Zellen sind menschlichen Zellen, gewonnen aus einem Leberzellkrebs, die sich kontinuierlich
kultivieren lassen.
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6.2.1 Biologische Evaluation der Hydrazonamide 26-36

Tabelle 12. In vitro Ergebnisse der Hydrazonamide 26-36.

__OH NH,
. \N,N\\’/Rz
,,,,, R3
Pf3D7  PfDd2¢ SI?
Verb. R! R? R3 ICso ICso (HepG2/
[uM] [uM] Pf3D7)
. 0.0057  0.225
cQ £00016  +0.095 12914
0.0065  0.0066
MFQ +0.0010  +0.0010 n.b.
F
0.0083  0.00114
Vil \/Cj B 100033 =0.00001 1037
F
F
O‘ 0.0023  0.0029
IX ¥ O \/(j H o 00005 +00022 1204
CF,
F
0.324 0.604
26 }/g)\ \(Cj o yo127 20144 139
OH
0.0042  0.051
27 H/Q)\ \/CQN\/ B 200011 +0.024 S48zl
. 11.202 9.145
28 ﬁ/g)\ cycloheptyliden 595 4 3785 8
0.577 0.681
29 H/Q)\ \/liiv B 10269 £0263 nb.
F
0.088 0.089
30 >kEE/\ \/(j 40000 +0.040 139
OH
0.0002  0.037
31 >kEE/\ \(CQNV B so0001 o016 33
F
4.148 5.127
32 S \/Ej M io408 22125 n-b.
_N
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o
F
1.437 2416
33 / \/Ej B 0053 +0662 n.b.
N ‘
F
5.345 2.006
34 U] \/Ej Ho L0820 0458 n.b.
o
F
35 _ \/@F H 006l 0.237 nb.
N £0.033  +0.139
CF,
F
36 ) \/@F Ho 1148 2999 nb.
g +0.737  +1.142

“Werte sind Mittelwerte aus mind. zwei unabhdngigen Messungen, die jeweils in Duplikaten durchgefiihrt wurden
(serielle 12 Punkt Verdiinnung). “Selektivititsindex, berechnet aus dem Quotienten des ICso Wertes der
Zytotoxizitdtsmessung und dem ICso Wert gegen Pf3D7. “Chloroquin wurde in jedem Pf3D7, PfDd2 Assay als positive
Kontrolle mitgemessen.

Tabelle 12 zeigt neue Hydrazonamidderivate mit Modifkationen in Region A. Dabei
wurde der Phenanthrensubstituent der Leitverbindungen VIII und IX gegen kleinere,
aromatische Reste mit flexiblen Substituenten (4-fert-Butylphenyl (26-29), 3,5-Di-tert-
butylphenyl (30, 31) oder gegen heterozyklische Ringsysteme (4-(Pyridin-2-yl)-phenyl
(32),  6-Methoxychinolin-4-yl ~ (33),  Chinolin-4-yl  (34), 6-Methoxy-2-
trifluormethylchinolin-4-yl (35) und Benzo[/]chinolin-4-yl (36)) ausgetauscht.

Die Verbindungen 27 und 31, beide mit tert-Butylphenyl-substitution in Region A und
einem 4-Hydroxy-3-(diethylamino)methylphenyl-Substituenten in Region C, zeigten
hervorragende in vitro Ergebnisse. Verbindung 27 zeigte eine vergleichbare Aktivitit
gegen Pf3D7 wie das 4-Aminochinolin Chloroquin und das Hydrazonamidderivat IX
(Pf3D7 1Cso: 27: 0.0042 uM, CQ: 0.0057 uM, IX: 0.0023 uM). 31 zeigte sogar eine
antiplasmodiale Aktivitdt bis in den subnanomolaren Konzentrationsbereich (Pf3D7 I1Cso:
31: 0.0002 pM) und stellte damit die aktivste Verbindung aller neuen Derivate dar. 27
und 31 wiesen zudem eine sehr gute Wirksamkeit gegen den multiresistenten Stamm
PfDA2 auf (PfDd2 ICso: 27: 0.051 uM, 31: 0.037 uM, CQ: 0.225 puM, IX: 0.0029 uM).
Jedoch war die Wirksamkeit beider Hydrazonamidderivate gegen PfDd2 im Vergeich zur
Leitstruktur IX um eine zehnerpotenz geringer. Der Selektivititsindex von 27 und 31 war
wesentlich hoher als der des bekannten Antimalariamittels Chloroquin (SI: 27: 54821,
31: 35590, CQ: 12914). Dabei war der HepG2 Wert fiir 27 duflerst interessant, da diese
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Verbindung eine 3-fach geringere Zytotoxizitdt als Chloroquin aufwies (HepG2 ICso: 27:
230.249 uM; 31: 7.118 uM; CQ: 73.609 uM). Dies zeigt, dass diese beiden neuen
Hydrazonamidderivate selektiv gegen Plasmodium falciparum wirken und fiir weitere

Studien im Tiermodell aufgrund ihrer geringen Zytotoxizitit geeignet sind.

Auch die Analoga von 27 und 31, die fert-Butylphenylhydrazonamidderivate 26 und 30,
welche in Region C einen 4-Fluorphenylsubsituenten tragen, zeigten ebenfalls eine gute
antiplasmodiale Aktivitit gegen Pf3D7 und PfDd2 (26: Pf3D7 ICso: 0.324 uM, PfDd2
ICs0: 0.604 uM; 30: Pf3D7 ICso: 0.088 uM, PfDd2 ICso: 0.089 uM). Auch hier war das
3,5-Di-tert-butylphenylsubstituierte Derivat 30, dem 4-tert-Butylphenylderivat 26 in

seiner Aktivitét {iberlegen.

Interessanterweise zeigte das in Region A  4-tert-Butylphenyl-substituierte
Hydrazonamidderivat 28, welches an N mit einem Cycloheptylidenrest derivatisiert ist,
eine sehr starke Aktivitdtsabnahme (ICso > 9 uM) im Vergleich zu seinen Analoga 26, 27
und 29 (Pf3D7 1Cso: 0.0042-0.577 uM)

Die in Region A heterozyklisch substitutierten Hydrazonamidderivate 32-34 und 36
zeigten sowohl gegen Pf3D7, als auch gegen PfDd2 nur noch eine Wirksamkeit im
mikromolaren Konzentrationsbereich (Pf3D7 ICso: 1.148-5.345 uM, PfDd2 ICso: 2.006—
5.127 uM). Das an Position 2 der Chinolinstruktur Trifluormethyl-substituierte
Hydrazinamidderivat 35 erwies sich als antiplasmodial wirksames Chinolinderivat,
welches im nanomolaren Konzentrationsbereich eine Aktivitit gegen beide
Plasmodienstimme zeigte (Pf3D7 ICso: 0.061 uM, PfDd2 ICso: 0.231 uM). Eine
mogliche Ursache der besseren Wirksamkeit von 35 im Vergleich zu den anderen
Chinolinderivaten 33, 34 und 36 konnte die hohere Lipophilie von 35, hervorgerufen
durch den zusétzlichen Trifluormethylsubstituenten, sein. Eine Erhohung der Lipophilie
kann bis zu einem gewissen Grad die Membrangingigkeit von Wirkstoffen beeinflussen,

sodass diese in einer hoheren Konzentration den Wirkort erreichen.

Die Integration eines Stickstoffatoms in die Phenanthrenstruktur von VIII fiihrte zu
Verbindung 36. Das Hydrazonamidderivat 36 tragt in Region A einen Benzo[/]chinolin-
Substituenten, der iiber die Position 4 an die B-Hydroxypropanstruktur gebunden ist. Im
Vergleich dazu ist der Phenanthrensubstituent der Leistruktur VIII iiber die Position 9
verkniipft. 36 wies eine starke Abnahme der antiplasmodialen Aktivitit im Vergleich zu

VIII auf (P3D7 ICso: 36: 1.148 uM, VIII: 0.0083 puM). Ob die Integration des
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Stickstoffatoms oder die verschiedene Verkniipfung Ursache der geringeren Wirksamkeit

von 36 sind, miisste durch weitere Studien untersucht werden.

Die in vitro Daten der Hydrazonamide mit Modifikation in Region A zeigten, dass sowohl
kleinere, nicht halogenierte aromatische Substituenten (26, 27 und 29-31), sowie
heteroaromatische Substituenten mit einer Trifluormethylgruppe (35) interessante

Modifikationen der Region A der Leitstrukturen VIII und IX darstellen.
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6.2.2 Biologische Evaluation der Hydrazonamide 37-45

Tabelle 13. In vitro Ergebnisse der Verbindungen 37—45.

OH NH,: -
R! S Rz
Pf3D7° PfDd2° SI
Verb. R! R? ICso ICso (HepG2
[(uM] [uM] /Pf3D7)
co 0.0057 0.225
+0.0016 +0.095 12914
37 O‘ NO 0.061 0.063 e
O X +0.036 +0.001
N/
38 CO) S 0.063 1.532
N +0.038 +0.117 205
O
39 O‘ S 2435 2.072
‘ o +1.093 +0.445 n.b.
|
40 O‘ "N 0.106 0.086 .
O @ £0.019 10016
Cl
41- O‘ 0.0079 0.014
cl N 1043
HCl X +0.0022 +£0.001
CF,
42- O 7.286 2.124 4
HCl X +£3.015 +0.992
|
43 H/@)\ NN >27 >27 n.b.
|
44 N 13.301 4308 .
@ +4.128 + 1.689 0.
45- O 0.105 0.039 66
HCl X +0.017 +£0.016

“Werte sind Mittelwerte aus mind. zwei unabhingigen Messungen, die jeweils in Duplikaten durchgefiihrt
wurden (serielle 12 Punkt Verdiinnung).
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37 und 38 besitzen in Region A eine Phenathrenstruktur und sind analoge
Hydrazonamidderivate von VIII. Sie sind in Region C mit einem Piperidinring (37) und
einen 4-Methyl-Piperazinring (38) substituiert. Beide Verbindungen wiesen eine sehr
gute antiplasmodiale Wirkungen auf (Tabelle 13). Wobei interessant war, dass
Verbindung 37 gegen den chloroquine-sensitiven Stamm Pf3D7, als auch gegen den
chloroquin-resistenten Stamm PfDd2 im zweistelligen nanomolaren Bereich aktiv war
(37: Pf3D7 ICsp: 0.061 uM, PfDd2 ICso: 0.063 uM). 38 hingegen hatte eine um den
Faktor 24 geringere Potenz gegen den chloroquin-resistenten Stamm PfDd2, zeigte
jedoch gegen Pf3D7 eine gute Aktivitit (38: Pf3D7 ICso: 0.063 uM, PfDd2 ICso:
1.532 uM).

Die Einfiihrung von Halogenen (Chlor, Fluor an Position 1 und 3, Trifluormethyl an
Position 6 des Phenanthrenbausteins) zeigte schon bei den Leitverbindungen IX und XI
eine Aktivititssteigerung im Vergleich zu VIII (P3D7 1Cso: VIIL: 0.0083 uM, IX:
0.0023 uM, XI: 0.0018 pM). Die Einfiihrung eines Chlorsubstituenten in Position 1 und
3, sowie ein Trifluormethylsubstituent in Position 6 fiihrten zu einer 8-fach hoheren
Aktivitit von 41 (Pf3D7 ICso: 0.0079 uM, Tabelle 13) im Vergleich zu seinem Pendant
37 (P3D7 ICso: 0.060 uM). Der SI von 41 ist ebenfalls besser als der von 37 (41: 1043,
37: 262). Dies ldsst sich auf die sehr gute Aktivitdt von 41 zuriickfiihren, da beide
Hydrazonamide eine geringe Zytotoxizitdt aufwiesen (HepG2 1Cso: 41: 8.243 uM, 37:
16.011 uM).

Der Austausch des Piperidinrings der Verbindung 37 gegen einen Morpholinring (39),
fiihrte zu einem Aktivitdtsverlust bis in den mikromolaren Bereich (Pf3D7 ICso:
2.435 uM, PfDd2 ICso: 2.072 uM). Demnach scheint der Einbau eines Sauerstoffatoms
als Wasserstoffbriickenakzeptor ohne basische Eigenschaften einen nachteiligen Einfluss

auf die Aktivitit auszuiiben.

Die Hydrazonamiderivate 42-44, welche einen 4-fert-Butylphenylsubstituenten in
Region A tragen, zeigten keine vergleichbare oder verbesserte Wirkung als ihre
Phenanthrenanaloga 37-41 (Pf3D7 1Cso. 37-41: < 2.4 uM, 42-44: > 7.3 uM). Nur
Verbindung 45, ein 3,5-Di-tert-butylphenylderivat, war im nanomolaren

Konzentrationsbereich antiplasmodial aktiv (Pf3D7 ICso: 0.105 uM) (Tabelle 13).
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6 Physikochemische und biologische Evaluation

6.2.3 Biologische Evaluation der Amidine 47-56

Tabelle 14. In vitro Ergebnisse der Amidine 47-56.

Pf3D7°  PfDd2* SI
Verb. X Y R ICso ICso (HepG2/
[uM] [uM] Pf3D7)
CQ 0.0057 0.225 12614
£0.0016  =0.095
47 u 0 ‘(\@L 0.903 2.156 10
P £0.598 +0.603
48 H H \(\/@ 0.689 1.091 g
+0.146 +0.357
49 H H \(\© 0.386 1.268 0b.
+0.043 +0.774
F
50 H H \(\Q 0.326 1.071 6
+0.259 +0.831
51 H H g 13.056 24229 A
N +1.429 +5.267
O\
5 H q \(\/@ 0.072 0.775 b
+0.011 +0.437
F
53 F CFs \(\/@ 0.245 0.120 nb.
+0.141 +0.001
O\
54 F CF;s \/@( 0.0003 6 14353
+0.0001 0.0003
F
55 Cl CF; \(\/©/ 0.431 0.317 17
+0.271 +0.113
F
56 - . \/[j 0.0040 0.0091 1863
+0.0013  +0.0034

“Werte sind Mittelwerte aus mind. zwei unabhéngigen Messungen, die jeweils in Duplikaten durchgefiihrt wurden

(serielle 12 Punkt Verdiinnung).

% Die ICso Werte zweier unabhingiger Messungen wiesen den gleichen Wert auf, sodass fiir diesen

Mittelwert keine Standardabweichung angegeben werden kann.
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Die in Tabelle 14 aufgefiihrten Verbindungen 47-56 stellten die ersten Vertreter einer
Reihe von Region B verdnderten Derivaten dar. Das Hydrazonamidstrukturmerkmal der
Leitstrukturen VIII und IX wie auch der vorangegangenen neuen Verbindungen 2645
wurde durch eine Amidinstruktur ersetzt. Diese Modifikation fiihrte bei allen
Verbindungen, bis auf die an N mit 2-(Pyridin-2-yl)-ethyl-substituierte Verbindung 51,
zu einer Wirksamkeit gegen Pf3D7 im nano- bis subnanomolaren Bereich (Pf3D7 1Cso:
0.0003-0.903 uM).

Die an N° 4-Methoxyphenylsubstituierte und in Region A einen 1,3-Difluor-6-
trifluormethylphenanthren-Substituenten tragende Verbindung 54 war die aktivste aller
hergestellten Derivate mit Verdnderung in Region B (Pf3D7 ICso: 0.0003 uM, PfDd2
ICs0: 0.0003 uM). Zudem zeigte 54 einen sehr guten Selektivitdtsindex, welcher hoher
als der des Antimalariamittels CQ und der Leitstruktur IX lag (SI: CQ: 12 914, IX:
12 043, HepG2 1Cs0: 54: 4.306 uM, CQ: 73.609 uM, IX: 27.7 uM)).

Auch das in Region A mit einer Anthracenstruktur substituierte Amidinderivat 56 zeigte
eine sehr gute antiplasmodiale Aktivitdt, sowohl gegen Pf3D7, als auch gegen PfDd2 im
einstelligen nanomolaren Konzentrationsbereich (56: Pf3D7 ICso: 0.0040 uM, PfDd2
ICs0: 0.0091 uM).

Der Austausch des Phenylrestes (54, 56) an N gegen Benzyl- oder Phenethylreste (47—
50, 52, 53 und 55) fiihrte zu einer Abnahme der antiplasmodialen Aktivitit gegen Pf3D7
bis in den dreistelligen nanomolaren Bereich (Pf3D7 ICso: 0.072—-0.903 uM). Gegen den
multiresistenten Stamm PfDd2 sank die Aktivitit sogar in den mikromolaren
Konzentrationsbereich (PfDd2 1Cso: 0.120-2.156 uM). Trotz der Aktivitdtsabnahme im
Vergleich zu 54 und 56 sind die Amidinderivate 47-50, 52, 53 und 55 als antiplasmodial
wirksam zu betrachten. Anders als das Amidinderivat 51, welches an N'mit einem
(Pyridin-2-yl)-ethylrest substituiert ist. Dieses zeigte nur eine sehr geringe Wirksamkeit
gegen Pf3D7 (ICs0: 13.056 uM).

Uberraschend war, dass die in Region A 1,3-Difluor-6-trifluormethylphenanthren-
substituierten Amidinderivate 53 und 55 gegen beiden Plasmodienstdmme, Pf3D7 und
PfDd2, eine vergleichbare antiplasmodiale Aktivitét zeigten (53: Pf3D7 ICso: 0.245 uM,
PfDd2 ICso: 0.120 uM; 55: Pf3D7 ICso: 0.431 uM, PfDd2 1Cso: 0.317 uM)). Wohingegen
die anderen arylalkyl-substituierten Amidinderivate 47-52 eine bis zu dreifach geringere

Aktivitdt gegen den multiresistenten Stamm PfDd2 als gegen Pf3D7, aufwiesen (Bsp. 49:
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Pf3D7 1Cso: 0.386 uM, PfDd2 ICso: 1.268 uM). Eine Ursache fiir diesen Unterschied ist
anhand der Struktur nicht zu erkliren. Eine Resistenz ist oft, wie in Kapitel 1.2.5 erldutert,
auf eine Verdnderung von Transportproteinen in der Membran der Nahrungsvakuole
zuriickzufiihren (z.B. Verdnderungen im Pfcrt Gen). Eine Mutation des Pfcrt Gens kann
zu einem Austausch der Aminosdure Lysin gegen Threonin fiihren, sodass protonierte
Wirkstoffe schneller die Nahrungsvakuole verlassen konnen.!3* Da die Verbindungen 47—
53, 55 alle Amidine mit arylalkyl-Substitution darstellen, ldsst sich eine direkte
Korrelation zwischen der Wirkstoffstruktur und der Aktivitit gegen resistente Zellen

nicht ableiten.

Der niedrige Selektivititsindex (SI: 3—17) der dargestellten N’-arylalkyl-substituierten
Amidinderivate (47, 48, 50, 51, 55) stellt eine Anwendungslimitierung dar, sodass hier

optimierende Strukturmodifikationen sinnvoll wéren.
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6.2.4 Biologische Evaluation der Amidine 57-65 £ Q2
R! ’
Tabelle 15. In vitro Ergebnisse der Amidine 57-65.
Pf3D7 PfDd2° SI
Verb. R! R? ICso ICso (HepG2/
[uM] [uM]  PA3D7)
Co 0.0057 0.225
+0.0016 +0.095 12914
F
57 O‘ 0.027 0.047 344
‘ ‘(C +0.009 +0.017
- OH
58 ) \(@QN 0.055 0.641 76
2HCI O ~ 10031 10217
Cl
o gy
59 cl ‘ 0.0029¢¢ 0.0017¢¢ 1170
CF,
F
60 [ j 1.362 0.732 0
+0.257 +0.507
O\
61 \/@r 3.350 1.856 1
+1.195 +0.867
62 0.050 0.051
}/Q)\ \(Q/k +0.020 +0.017 236
- F
63 \/@r 0.296 0278 b
HCI +0.087 +0.232 0
o
- F
64 \/@r 2.074 5171 .
2HCI @ +0.118 +1.360
Na
F
65 ~ \/(j 3.950 5.709
g +0.799 +3.559 =200

“Werte sind Mittelwerte aus mind. zwei unabhidngigen Messungen, die jeweils in Duplikaten durchgefithrt wurden
(serielle 12 Punkt Verdiinnung).

« Zum Zeitpunkt des Druckes dieser Arbeit wurde nur eine Aktivitdtsmessung (n = 1) durchgefiihrt, sodass keine
Standardabweichung angegeben werden kann.
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Wie bereits in Tabelle 14 dargestellt, erhohte eine aromatische Substitution an N* die
antiplasmodiale Aktivitit (54 und 56). Die in Tabelle 15 dargestellten Amidinderivate
57-65 sind ebenfalls an N’ aryliert. Sie weisen in Region A entweder einen
unsubstituierten (57, S58), einen 1,3-Dichlor-6-trifluormethyl-substituierten (59)
Phenanthrenbaustein, einen 4-fert-Butyl- (60—62), oder einen 1,3-Di-fert-
butylphenylbaustein (63) auf. Des Weiteren sind die Verbindungen 64
(6-Methoxychinolin) und 65 (Chinolin) in Region A mit einem heterozyklischen

Ringsystem substituiert.

Die Amidinderivate 57-59, welche in Region A mit einer Phenanthrenstruktur
substituiert sind, zeigten eine antiplasmodiale Aktivitit gegeniiber P/3D7 im ein- bis

zweistelligen nanomolaren Konzentrationsbereich (Pf3D7 ICso: 0.0029—0.055 uM).

Die Verbindungen 62 und 63, welche zwei 4-tert-Butylstrukturmerkmale aufweisen,
waren ebenfalls im nanomolaren Bereich aktiv (Pf3D7 ICso: 62: 0.050 uM, 63:
0.296 uM).  Die anderen = Amidinderivate  mit  4-fert-Butylphenyl-  und
Chinolinsubstitution in Region A (60, 61, 64 und 65) zeigten nur eine Wirkung gegen
Pf3D7 im mikromolaren Konzentrationsbereich (ICso: 1.362—-3.950 uM).

Interessant ist, dass die Verbindungen 60 und 61 eine hohere Aktivitdt gegeniiber dem
multiresistenten Stamm PfDd2 als gegeniiber Pf3D7 zeigten (Bsp. 60: PDd2 1Cso: 0.732
uM; Pf3D7 ICso: 1.362 uM). Ob eine Fluor- oder Methoxysubstitution in para-Position
zum Amidinstrukturmerkmal die Ursache fiir diese Wirkung ist, miisste weiter untersucht
werden. Denn das vergleichbare Amidinderivate 62, welches in para-Position einen
tert-Butylsubstituenten trigt, wies keine bessere Wirksamkeit gegen P/Dd2 im Vergleich
zu Pf3D7 auf (62: Pf3D7 ICso: 0.050 pM, PfDd2 IC50: 0.051 uM). Der
Methoxysubstituent (61) iibt einen positiven mesomeren Effekt auf den Aromaten aus,
der tert-Butylsubstituent (62) iibt einen positiv induktiven Effekt aus. Beide Effekte
erhohen die Basizitdt des Amidinstrukturmerkmals. Da Arzneistoffe mit Wirkung gegen
resistente Stimme aufgrund der sich zuspitzenden Resistenzlage immer gefragter werden,

konnte diese Eigenschaft zukiinftig weiter untersucht werden.
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6.2.5 Biologische Evaluation der Amidoxime 68-70

Tabelle 16. In vitro Ergebnisse der Amidoxime 68—70.

PF3D7 P/ D2 SI
Verb. X Y R ICs ICso (HepG2/
[uM] [uM]  PADY)
0.0057 0.225
cQ 1+ 0.0016 1 0.095 12914
68 H H H 27 >27 n.b.
69 H H F 27 >27 n.b.
0.258 0211
70 ¢l Ckh  F +0.140 +0.106 132

“Werte sind Mittelwerte aus mind. zwei unabhdngigen Messungen, die jeweils in Duplikaten
durchgefiihrt wurden (serielle 12 Punkt Verdiinnung).

Der Austausch des N’-Stickstoffatoms der Hydrazonamidstruktur durch ein
Sauerstoffatom (68—70) fiihrte zu einer Abnahme der in vitro Aktivitit im Vergleich zu
den Leitstrukturen VIII und XI (VIII: Pf3D7 ICs0. 0.0083 uM, PfDd2 ICso. 0.0011 pM;
XI: P3D7 ICs0: 0.0018 uM, PfDd2 ICso: 0.0025 uM) (Tabelle 16). Das Amidoximderivat
70, ein 1,3-Dichlor-6-trifluormethylphenanthren-substituiertes Amidoximanalogon von
XI, zeigte eine antiplasmodiale Wirkung gegen Pf3D7 und PfDd2 im nanomolaren
Bereich (Pf3D7 1Cso: 0.258 uM; PfDd2 ICso: 0.211 uM). Ob sich die geringere
antiplasmodiale Aktivitdt von 70 im Vergleich zu XI mit der geringeren Basizitét des
Amidoximstrukturmerkmals im Vergleich zum Hydrazonamidstrukturmerkmal in
Verbindung bringen lésst, konnte durch weitere Strukturmodifikationen gekldrt werden.
Des Weiteren konnte eine Kristallstrukturanalyse die Bindungsmodi von 70 an das
vermutete Target, das Hamatin, aufkliaren, um zu analysieren, ob die Amidoximstruktur

mit der Carboxylatfunktion des Propionatrestes interagiert.

Die unsubstituierten Phenanthren-Derivate 68 und 69, Analoga von VIII, waren inaktiv

(P3D7/PDA2 ICs0: > 27 pM).
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6.2.6 Biologische Evaluation der Verbindungen 71 und 72

Tabelle 17. In vitro Ergebnisse der 1,2,4-Triazine 71 und 72.

Pf3D7 PfDd2"
R ICso ICso
[uM] [uM]
cQ 0.0057 0.225
+0.0016 +0.095

Cl

+0.082 +0.193

7 12.141
}/g)\ +6.208 > 27

“Werte sind Mittelwerte aus mind. zwei unabhéngigen Messungen, die
jeweils in Duplikaten durchgefiihrt wurden (serielle 12 Punkt Verdiinnung).

71 al O‘O 0.437 0.324
CF,

Die Einfithrung eines gering basischen, aromatischen 1,2,4-Triazins in Region B hat die
antiplasmodiale Aktivitdt im Vergleich zur analogen Leitverbindung (71 zu VIII, 72 zu
26) abgeschwicht.

Interessant ist der groBe Aktivitatsunterschied zwischen 71 und 72, denn das mit einem
Phenanthrenbaustein in Region A substituierte Triazin 71 zeigte noch eine gute
antiplasmodiale Wirksamkeit im nanomolaren Bereich (Pf3D7: 0.437 uM, PfDd2:
0.324 uM). Jedoch ist diese um den Faktor 50 geringer als bei VIII (Pf3D7: 0.0083 uM;
PfDd2: 0.0011 uM). Die Lipophilie von 71, welche durch den zusétzlichen Aromaten in
Region B verstéirkt wurde und eine geringere Basizitét des 1,2,4-Triazinstrukturelementes
im Vergleich zum Hydrazonamidelement, konnten mogliche Ursachen fiir die geringere

antiplasmodiale Wirkung sein.

72 hingegen, ein in Region A 4-tert-Butylphenyl-substituiertes 1,2,4-Triazin, war gegen
Pf3D7 nur sehr schwach aktiv (ICso: 12.141 uM), gegen den multiresistenten Stamm
PfDd2 konnte keine Aktivitit gemessen werden (> 27 uM).
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6.2.7 Biologische Evaluation der Nebenprodukte 73-77

Tabelle 18. /n vitro Ergebnisse der dehydratisierten Nebenprodukte 73—77.

Pf3D7° PfDd2" SI
Verb. R! R? ICso ICso (HepG2/
[uM] [uM] _ PADY)
co 0.0057 0.225
£0.0016  +0.095 12914
(6]
- ) S 1.815 7.410
M +0.303 + 1.960 n.b.
74-
O‘ V\© 0.170 1.101 18
HCI O +0.082 +0.713
75- ¥
) \/\/@ 0.032 0.821 67
HCI O +0.022 +0.387
|
6 O‘ N 1.435 0.786 ;
O © +0.124 +0.335
. O 0.908 1516 o
X +0.479 +0.082

“Werte sind die Mittelwerte aus mind. zwei unabhéngigen Messungen, die jeweils in Duplikaten
durchgefiihrt wurden (serielle 12 Punkt Verdiinnung).

Die dehydratisierten Amidinderivate 74 und 75 wiesen eine gute bis sehr gute
antiplasmodiale Aktivitdt auf (Pf3D7 ICso: 74: 0.167 uM, 75: 0.032 uM). Dies war sehr
iiberraschend, da 74 und 75 eine bessere antiplasmodiale Aktivitit zeigten, als ihre
B-standig hydroxylierten Pedants 49 und 50 (Pf3D7 ICso: 49: 0.386 uM; 50: 0.326 uM).
Dies wirft die Uberlegung auf, wie entscheidend die B-stindige Hydroxyfunktion fiir die
Bindung an das vermutliche Target, dem Hdmazoin, ist. Die Kristallstrukturanalyse von
de Villiers et al. zeigte, dass die Hydroxyfunktion mit dem zentralen Eisen-Ion
interagiert.®>” Wie bedeutend diese Wechselwirkung fiir die Koordination der
Testverbindungen an Hémazoin ist, konnte durch weitere Struktur-Aktivitits-

Untersuchungen evaluiert werden.
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Der 10-fach hohere Selektivititsindex von 75 (SI: 167) im Vergleich zu 50 (SI: 16) ist
auf die hohere antiplasmodiale Aktivitét zuriickzufiihren, da beide Verbindungen einen
vergleichbaren ICso-Wert gegen HepG2 aufwiesen (HepG2 ICso: 50: 5.071 uM, 75:
5.343 pM).4d

Das dehydratisierte Hydrazonamidderivat 77 zeigte eine antiplasmodiale Aktivitit im
nanomolaren Konzentrationsbereich gegeniiber Pf3D7 (ICso: 0.908 uM). Vergleichend
zeigte das analoge pf-hydroxylierte Hydrazonamidderivat 42 keine nennenswerte
Aktivitét in beiden Zelllinien (42: Pf3D7 1Cso: 7.268, PfDd2 1Cso: 2.124). Allerdings ist
der Selektivitdtsindex von 77 niedrig (SI: 9), sodass auch eine allgemeine zytotoxische
Eigenschaft der Verbindung gegeniiber lebenden Zellen bedacht werden muss. 77 zeigte
eine hohere Zytotoxizitét als das Pedant 42 (HepG2 ICso: 77: 11.821 uM, 42: 99.507 uM).
Eine mogliche Ursache der zytotoxischen Eigenschaft von 77 konnte die Reaktivitit der
a, B-ungesittigten Doppelbindung sein, die sie als Michaelakzeptor mit Nukleophilen,

wie z.B. DNA-Basen oder Gluthation, reagieren konnte.

6.2.8 Biologische Evaluation der Nebenprodukte 78, 80 und 81

Tabelle 19. /n vitro Ergebnisse der dimerisierten Nebenprodukte 78, 80 und 81.

OH: NH,
RS N R
,,,,,,,, NH, :0H
Pf3D7* PfDd2*
R 1Csp 1Csp
[uM] [uM]
0.0057 0.2247
cQ +0.0016 1 0.0948
8 O ob 2.001
O -0 +£0.432
80 1.785 4.510
+0.494 +£2.168
81 ) 4.707 13.374
\ +1.089 +1.038

N

“Werte sind Mittelwerte aus mind. zwei unabhéngigen Messungen, die jeweils in Duplikaten
durchgefiihrt wurden (serielle 12 Punkt Verdiinnung).

4 Die in vitro Daten der Amidin-Hydrochloride 74 und 75 wurden erst wihrend der Fertigstellung dieser
Arbeit erhalten. Weitere Untersuchungen der antiplasmodialen Eigenschaften von a, P-ungesittigter
Amidinderivaten wurden daher nicht durchgefiihrt.
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Die dimerisierten Nebenprodukte 78, 80, 81 zeigten eine sehr geringe Aktivitét gegeniiber
den asexuellen Blutstadien von Plasmodium falciparum (Pf3D7 ICso: > 1.785 uM, PfDd2
ICs0: > 2.001 uM). Vermutlich ist die GroBBe der Substanzen hier entscheidend, sodass

eine Permeation zum Wirkort oder die Bindung an das Target erschwert waren.

6.3 Korrelation der in vitro Daten und der Molekiilstruktur

Um eine Wechselseitigkeit zwischen der antiplasmodialen Aktivitédt (ICso (Pf3D7)) und
den verschiedenen, basischen Strukturen der Hydrazonamide, Amidine und
1,2,4-Triazine zu untersuchen, wurden Verbindungen ausgewéhlt, die in Region A mit
einem Phenanthrenbaustein und in Region C mit einem 4-Fluor- oder
4-Methoxyphenylrest substituiert sind (VIIIL, IX, 50, 52, 54 und 57, Abbildung 31). Eine
Ausnahme stellt das 1,2,4-Triazin 71 dar, welches in Region C nur eine Methylgruppe
tragt. Die Hydrazonamid-, Amidin- und 1,2,4-Triazinstrukturelemente besitzen
unterschiedliche basische Eigenschaften, die sich durch die berechneten pKs Werte

darstellen lassen.®®

Araliphatische
Amidinstruktur
pKs>11

Hydrazonamid-
strukturelement
pKs=9

VILX,Y=H,R=F 50:
IX: X=F, Y=CF;,R=F 5

o OH | NJ\‘/ OH! NH, .
Triazin- PN e N arylierte
strukturelement T N’ g N Amidinstruktur

I

pKs=3 pKs 9 - 11

71 X=HY=H 54: X =F, Y = CF3, R = MeO
57:X=H,Y=H,R=F

Abbildung 31. Ausgewdhlte Verbindungen zur Bestimmung der Korrelation zwischen dem ICso Wert
gegen Pf3D7 und dem kalkulierten pKs.

Abbildung 32 zeigt eine Korrelation zwischen dem ICso-Wert gegen Pf3D7 und dem
kalkulierten pKs Wert der ausgewihlten Verbindungen VIIIL, IX, 50, 52, 54, 57 und 71.

ee pKs Wert Berechnung: Schrédinger Release 2018-1: Epik, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2018.
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Abbildung 32. Korrelation zwischen dem ICso (Pf3D7) - und dem kalkulierten pKs Wert. pKs-Wert
Berechnung: Schrodinger Release 2018-1: Epik, Schrédinger, LLC, New York, NY, 2018.

Die Hydrazonamide VIII und IX, sowie das N'-arylierte Amidin 57 wiesen pKs-Werte
zwischen 9.1 und 9.4 auf (Abbildung 32). Diese Substanzen sind demnach schwache
Basen. Sie liegen im physiologischem Milieu zu einem geringeren Anteil protoniert vor,
als die N’-arylalkyl-substituierten Amidine (50, 52), die einen pKs von 11.2-11.5
aufwiesen. Da der Anteil an nicht-protoniertem Arzneistoff relevant fiir die Permeabilitit
durch die Membranen ist, die protonierte Form jedoch die Bindung an das vermutete
Target eingeht, kann ein Zusammenhang zwischen der Aktivitdt im Zellassay und der
Basizitit vermutet werden. Weitere Strukturvariationen und ein Permeationsassay

konnten ergidnzende Informationen iiber diesen Zusammenhang liefern.

Der pKs Wert von 54 néherte sich mit 10.7 denen der arylalkyl-substituierten Amidine
an, dies ldsst sich wahrscheinlich auf den Methoxy-Substituenten in para Position zur
Amidinstruktur zuriickzufiihren. Die hohe antiplasmodiale Aktivitit von 54 ist
vermutlich sowohl auf die arylierte Amidinstruktur zuriickzufiihren, als auch auf das
Strukturmerkmal des 1,3-Difluor-6-trifluormethylsubstituierten Phenanthrenringsystems

in Region A.

Eine Aktivitdtsreduktion bei abnehmender Basizitit, wie es bei dem 1,2,4-Triazin 71 zu
erkennen war (pKs 3.3) konnte in Zusammenhang mit dem wahrscheinlichen
Wirkmechanismus stehen. Der pH-Wert der Nahrungsvakuole wird mit einem Wert von

ca 5 angegeben, bei diesem pH-Wert wiirden die 1,2,4-Triazine unprotoniert vorliegen.

99



6 Physikochemische und biologische Evaluation

6.4 Biologische Evaluation der antiplasmodialen in vivo Aktivitit

Um die antiplasmodiale Aktivitit im Mausmodell zu bestimmen, wird meist der
viertdgige Test nach Peters verwendet. Dazu werden NMRI-Méuse intravends mit dem
nagetierspezifischen Erreger Plasmodium berghei infiziert. Dieser Erreger fiihrt im
Gegensatz zu den nagerpathogenen Stimmen P. yoelii und chaubadi zu letalen
Infektionen.™ Nach der Infektion mit dem Erreger wurden je drei Miuse mit einer Dosis
von 50 mg/kg KG iiber 4 Tage mit den entsprechenden Testverbindungen (27, 30, 31, 37,
54 und 57) peroral behandelt. 5 weitere, infizierte Méduse wurden als Kontrollgruppe
unbehandelt mitbeobachtet. Als Vergleichsubstanzen dienten die bekannten
Malariawirkstoffe Chloroquin, Artesunat und Mefloquin. Am vierten Tag der
Behandlung wurde die Reduktion der Parasitimie (PR) bestimmt. Die Aktivitét einer
Testverbindung ldsst sich anhand der Parasitenzahl in den befallenen Erythrozyten
bestimmen. Da die Miuse in der Kontrollgruppe (ohne Behandlung) nach Infektion im
Schnitt 6 bis 7 Tage tiberleben, wurden diese nach der Parasitimiebestimmung

euthanasiert.

Zur in vivo Bestimmung wurden Verbindungen ausgewdhlt, die eine hohe
antiplasmodiale Aktivitét bei geringer Zytotoxizitit aufwiesen. Die Verbindungen 27, 30
und 31 repridsentieren die Substanzklasse neuer Hydrazonamidderivate mit
Verianderungen in Region A. 27 und 31 wiesen exzellente in vitro Ergebnisse auf (27:
P3D7 1Cso: 0.0042 pM, SI: 54821; 31: Pf3D7 ICso: 0.0002 pM, SI: 35590). Die
Verbindung 37 représentiert die Hydrazonamidderivate mit Verdnderungen in Region C.
37 zeigte eine antiplasmodiale Wirkung gegen Pf3D7 im zweistelligen nanomolaren
Bereich bei guter Selektivitdt (37: Pf3D7 ICso: 0.064uM, SI: 265). Um abschlielend die
Substanzklasse der Amidinderivate zu evaluieren, wurden die beiden
N’-arylsubstituierten Amidine 54 und 57 ausgewéhlt, um sie im Mausmodell zu testen

(54: P3AD7 ICs0: 0.0003 pM, SI: 14353; 57: P3D7 ICso: 0.0246 pM, SI: 377).

f Eine weitere Methode zur in vivo Bestimmung der antiplasmodialen Aktivitit ist die Verwendung von
immunodefizienten!”"'7? oder genverinderten'”> Méausen, die mit P. falciparum infiziert wurden. Dies
ermdglich die Einschrinkung der Wirtsspezifitdit (Mensch, Maus) zu umgehen und die Wirkung der
Arzneistoffkandidaten direkt am humanpathogenen Erreger (P. falciparum) im Tiermodel zu bestimmen.
Dies war lange Zeit nicht moglich, da P. falciparum bei gesunden Méusen aufgrund einer anderen
Immunantwort als beim Menschen nicht zu einer Malariainfektion fiihrt.
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6 Physikochemische und biologische Evaluation

Tabelle 20. /n vivo Evaluation ausgewéhlter Verbindungen.

Parasitdmiereduktion _ Mittlere Geheilte
[%]” Uberlebenszeit Maiuse®
[d]’
cQ’ 99.9 24 0/10
AS’ 99 10 0/10
MFQ“ 99.9 29 7/10
VIII® 99.6 10 0/3
IX¢ 99.9 22 1/3
27 99 8 0/3
30 79 6 0/3
31 79 15 0/3
37 0.9 4 0/3
54 99.8 27 2/3
57 17 4 0/3
Kontrolle® 0 4 -

“Blut zur Bestimmung der parasitierten Erythrozyten wurde an Tag 4 gesammelt.
bGemittelte Uberlebenszeit der Miuse (MUZ), n = 3. ‘Parasitenfreie Mause an Tag 30.
Die Dosis der Vergleichsubstanzen lag bei 30 mg/kg KG'> “Miuse wurden an Tag 4
euthanasiert, um einen Tod anderer Ursache an Tag 6—7 zu vermeiden.*’

Tabelle 20 zeigt, dass die Derivate mit einem Hydrazonamidstrukturelement in Region B
und kleineren, aromatischen Resten in Region A (27, 30 und 31) zu einer sehr guten
Reduktion der Parasitdmie fithrten (27: 99 %, 30, 31: 79 %). 31 steigerte zudem die
Uberlebenszeit von 5 Tagen auf 15 Tage im Vergleich zum Artemisininderivat Artesunat
(31: MUZ: 15 Tage; AS: MUZ: 10 Tage). Das Hydrazonamidderivat 37, welches mit
einem Piperidinring in Region C substituiert ist, war trotz seiner guten in vitro Aktivitét

im Mausmodell nicht aktiv (37: PR: 0.9 %, MUZ: 4 Tage).

Die geringe Wirksamkeit des Amidinderivates 57 (PR: 17 %, MUZ: 4 Tage) war
tiberraschend, da das analoge Amidinderivat 54 im Vergleich eine fast vollstindige
Parasitimiereduktion bewirkte (99.8 %). 54 verlingerte die Uberlebenszeit um weitere
3 Tage im Vergleich zu CQ (54: 27 Tage, CQ: 24 Tage) und um 5 Tage im Vergleich zu
den beiden Leitstrukturen VIII und IX (VIII: MUZ: 10 Tage, IX: MUZ: 22 Tage (bei
50 mg/kg KG)).28 Als Heilung wird definiert, wenn nach dem festgelegten

Beobachtungszeitraum von 30 Tagen das Blut der infizierten Méuse keine Plasmodium

& Verbindung IX zeigte in Dosisstudien bei einer Gabe von 4 x 10 mg/kg KG eine Parasitdmiereduktion
von 99.5 %, eine MUZ von 24.7 Tagen und eine Heilungsrate von 66,6 %.
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6 Physikochemische und biologische Evaluation

berghei Sporozoiten mehr aufweist. Dies war nach einer 4 tigigen Gabe von 54 mit einer

Dosierung von 50 mg/kg KG bei 2 von 3 Miusen der Fall.
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7 Zusammenfassung

Die Erkrankung Malaria wird durch Parasiten der Gattung Plasmodium verursacht und
stellt bis heute vor allem in tropischen und subtropischen Ldndern ein grof3es
gesundheitliches Problem dar. Als Wirkstoffe zur Behandlung von Malariainfektionen
werden u.a. Arylaminoalkohole angewendet. Zu der Wirkstoftklasse der

Arylaminoalkohole gehdren z.B. die Arzneistoffe Chinin und Mefloquin (Schema 44).

. F 3 in vitro
; \/©/ ! Pf3D7 ICs; 0.0023 pM
: NN X } P/Dd2 ICs: 0.0011 pM
ffffffffff et EEEEEEEEPE SI: 12043

in vivo

Pb-Mausmodel
(4x10 mg/kg KG)

PR:99.5%
MUZ: 24.2 Tage
X o
Region A [ Region B] [Region CJ geheilt: 2/3
—
N "CF;

CF;
rac-Mefloquin

Schema 44. Arylaminoalkohole Chinin und Mefloquin, sowie das Analoga, die Leistruktur IX.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Weiterentwicklung (Strukturoptimierung)
der Leitstruktur IX, welche im Arbeitskreis Kurz als neues Arylaminoalkohol Analogon
entwickelt wurde und zur Verbindungsklasse der 3-Hydroxypropanhydrazonamide
gehort. IX wies eine sehr gute antiplasmodiale Wirksamkeit auf, sowohl bei in vitro
Untersuchungen (Pf3D7/PfDd2), als auch bei in vivo Evaluationen im P. bergei
Mausmodell (Schema 44).

Zur Strukturoptimierung wurde IX in die drei Regionen A, B und C eingeteilt, die es zu
modifizieren galt (Schema 44). Die schrittweise Variation der Struktur von IX sollte
Informationen liber neue Struktur-Aktivitits-Beziehungen liefern und einige nachteilige
Eigenschaften von IX, wie z.B. die unerwiinschte Aktivitit am hERG-K'-Kanal,

reduzieren.

Die Region A von IX, welche eine 1,3-Difluor-6-trifluormethylphenanthrenstruktur
aufweist, wurde durch heteroaromatische (Chinolin, 6-Methoxychinolin, 6-Methoxy-2-
trifluormethylchinolin, Benzo[/4]chinolin, 4-(Pyridin-2-yl)-phenyl) oder kleinere, nicht
halogenierte, aromatische (4-fert-Butylphenyl, 3,5-Di-tert-butylphenyl) Substituenten
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7 Zusammenfassung

ausgetauscht (26-36). Des Weiteren wurde das Hydrazonamidstrukturelement in Region
B durch Amidin-, Amidoxim- und 1,2,4-Triazinstrukturen ersetzt (47-65, 68—72). In
Region C wurde der 4-Fluorphenylsubstituent durch einen arylalkyl- und
dialkylsubstituierten Stickstoff ausgetauscht, sodass N'-disubstituierte

Hydrazonamidderivate gewonnen werden konnten (37-45).

Die Hydrazonamide 26-45, die Amidinderivate 57-65 und die 1,2,4-Triazinderivate 71
und 72 wurden direkt aus den entsprechenden Nitrilen (13, 14 und 16-23) dargestellt,
indem eine neue Syntheseroute etabliert wurde (Schema 45). Bei diesem neuen
Syntheseweg wurden zundchst Hydrazin, Hydrazinderivate, wie z.B. N,N-
Dimethylhydrazin oder aromatische Amine, wie z.B. 4-Fluoranilin, mit
Trimethylaluminium (TMA) aktiviert. AnschlieBend wurden die aktivierten
Stickstoffverbindungen mit den Nitrilen 13, 14 und 16-23 zu den entsprechenden

Zielverbindungen umgesetzt (Schema 45).

—iv . QN 26-36 (10-41 %)
2 = - ()
RIJ\/K\N_NYR
R3
v OH NH, 1‘23
. S No g 37-45 (33-56 %)
R R
I
R "H ;
P o8 4 Joi/ ) OH NH,
R CH R! N Ql SR 57-65 (22-68 %)
\ o 10
s J 13-2
N i - JY
OH N7
10 vii \ 71,72 (25,29 %)
Nebenprodukte
o OH NH
OH NH, NH, H NH . Py 47-56 (50-86 %)
1 2 B Rl N7 R2
RIJ\/k\N'N\ R Rl/\)\\N,R viii RIJ\)'LO/ o ol
NH, OH HCI X o
78-81 73.77 H NH,

. SO~ R? 6870 (50-69 %)

Schema 45. Synthese der Edukte 6—10, 13—23 und der Zielverbindungen 26—45, 4765 und 68-72. 1) 6-8: 1.50
equiv. SeO,, 0.10 equiv. TBHP (5 M in Decan), Dioxan/H,O (9:1, V/V), Reflux, 816 h. ii) 9: a) 3.00
equiv. NBS, 0.01 equiv. DBPO, CCl4, Reflux, 8 h. b) 2.00 equiv. NaOMe (0.5 M in Methanol), MeOH,
Reflux, 6 h. ¢) 10 % HCIl in H O/MeOH (1:1, V/V), Reflux, 1 h. 10: a) 2.00 equiv. NBS, 0.01 equiv. DBPO,
CCly, Reflux, 6 h. b) 1. 4.00 equiv. Urotropin, HoO/EtOH (1:1, V/V), Reflux, 6 h; ¢) HClknz,, Reflux, 0.5 h.
iii) 13-23: 1.00 equiv. ACN, 1.10 equiv. n-Buli (1.6 M in n-Hexan), THF, -78 °C — RT. iv) 26-36: a) 2.00
equiv. NoHs (1 M in THF), 2.00 equiv. AI(CH3); (2 M in Toluen), Toluen/THF (1:1, V/V), 0 — 50 °C (26-
34) oder 0 °C— RT, 24 h (35, 36); b) 1.00 equiv. R2CHO, THF, RT, 12 h oder 1.0 equiv. R2COR? in THF,
1.5 equiv. ZnCl,, RT, 12 h. v) 37-46: 2.00 equiv. R>-NH,, 2.0 equiv. AI(CH3); (2 M in Toluen),
Toluen/THF (1:1, V/V), 50 °C, 5 h. vi) 57-65: 2 equiv. R>-NH>, 2. equiv. Al(CH3); (2 M in Toluen),
Toluen/THF (1:1, V/V), 0 — 50 °C, 5 h. vii) 71, 72: a) 2 equiv. NoHs (1 M in THF), 2.00 equiv. Al(CH3)3
(2 M in Toluen), Toluen/THF (1:1, V/V), 0 — 50 °C, 5 h. b) 1.50 equiv. 2,3-Butandion, THF, 70 °C, 5 h.
viii) MeOH, HClg,, CH2Clo/THF, -10 °C — RT. ix) 47-56: 1.00 equiv. R-NH>, DCM, 0 °C — RT, 12 h.
x) 68-70: 1.00 equiv. XXXIX oder 67, DCM, RT, 12 h.
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7 Zusammenfassung

Die Amidinderivate 47-56 und die Amidoximderivate 68-70 wurden aus den
Imidomethylester-Hydrochloriden XV-XVII als reaktive Synthesezwischenprodukte
synthetisiert. Die Imidate wurden mit den entsprechenden arylalkylsubstituierten
Aminen, wie z.B. 4-Fluorbenzylamin bzw. O-arylalkylsubstituierten Hydroxylaminen
(XXXIX und 46) zu den gewiinschten Zielverbindungen umgesetzt (47-56 und 68-70)
(Schema 45).

Als Schliisselintermediate fiir die Synthese der Zielverbindungen wurden die B-
Hydroxynitrile 13-23 eingesetzt (Schema 45), welche aus (hetero)aromatischen
Carbaldehyden 6-10 gewonnen wurden. Dazu wurden die Carbaldehyde 6-10 mit
Lithioacetonitril umgesetzt (Schema 45). Die (hetero)aromatischen Aldehyde 6-10
wurden iiber zwei verschiedene Synthesewege erhalten. Dabei wurde jeweils eine
benzylische Methylgruppe einer heteroaromatischen Verbindung (1-5) und die
Methylgruppe an Position 1 des 3,5-Di-tert-butyltoluens oxidiert (Schema 45).

Im Rahmen der Synthesen, die mit TMA als aktivierendes Reagenz durchgefiihrt wurden,
konnten zwei Klassen von Nebenprodukten isoliert werden. Dabei handelt es sich um
dimerisierte Nebenprodukte (78-81) und um dehydratisierte (o, P-ungeséttigte)
Nebenprodukte (73, 76 und 77) (Schema 45). Bei der Synthese der Amidinderivate aus
Imidat-Hydrochloriden wurden ebenfalls dehydratisierte Nebenprodukte (74 und 75)
isoliert (Schema 45).

Insgesamt wurden 53 finale Verbindungen hergestellt, von denen 51 anschlieBend in vitro
auf ihre antiplasmodiale Aktivitdt gegeniiber dem chloroquin-senstitiven Laborstamm
Pf3D7 und dem multiresistenten Laborstamm PfDd2 getestet wurden (Schema 46). 14
dieser Verbindungen zeigten eine Aktivitit gegeniiber Pf3D7 die unter 0.100 uM lag, 6
dieser Verbindungen waren sogar im ein- bis subnanomolaren Konzentrationsbereich
aktiv (Pf3D7 ICso: 0.0002—-0.061 pM). Dabei stellten sich das Hydrazonamidderivat 31,
sowie das Amidinderivat 54, als die antiplasmodial aktivsten Verbindungen heraus

(Schema 46).
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28,32, 33

« OH NH, 26,29,40  34,36,39

g X .N._R? 45,47,48  42,43,51

2 R NS C% I\;I)?Q 49,50,52 44,60, 61

& RS Vi, 30,3537 53,5563  64,65,68
26-36 P — ‘ 27,41, 38,57,58  70,71,74  69,72,73

2 | 131,54 , 56,59 | 62,75 | 77 | 76, 80, 81
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RN SyNRe o1, 1 10 100 1000
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& 3745 7T ; ICso P3D7 [nM]

OH | NH RZ v .
RIJ\/:)LN 1 OH NH, OH( Pf3D7 ICsy: 0.0002 kM
o NN N PDd2ICs: 00374 uM

OH 'NH, HepG2: 1.778 uM
‘ ‘ SI: 35590
R! ; \N/\le
47-53, 55

Region B

| | o
OH | NH, F OH NH ~ 54
RIJ\V‘\\N’OI*RZ N Pf3D7 1Csy: 0.0003 uM
: 3 O n Hel P/Dd2 ICsy: 0.0003 pM
68-70 ; F HepG2:4.306 uM
| ; SI: 14353
OH N7 T
A rs

Schema 46. Zusammenfassung der in vitro Ergebnisse gegen den chloroquin-sensitiven Stamm
Plasmodium falciparum 3D7.

Von den Verbindungen mit Modifikationen in Region A stellten sich die beiden
Hydrazonamidderivate 27 und 31, beide mit terz-Butylphenylsubstituenten in Region A,
als die vielversprechendsten Hydrazonamidderivate hinsichtlich ihrer antiplasmodialen
Aktivitit (Pf3D7 ICso: 27: 0.0042 uM, 31: 0.0002 uM) dar. Zudem wiesen sie sehr gute
Selektivitdtsindizes auf (SI: 27: 54821, 31: 35590). Das mit einer 6-Methoxy-3-
trifluormethylchinolinstruktur substituierte Hydrazonamid 35 war, im Vergleich zu den
anderen heteroaromatisch substituierten Hydrazonamiden 32-36, das antiplasmodial

wirksamste (Pf3D7 ICso: 35: 0.061 uM; 32-34, 36: 1.148-5.345 uM).

Von den in Region C modifizierten Hydrazonamidderivaten 36-45 war das 1,3-Dichlor-
3-trifluormethylphenanthrensubstituierte Derivat 41 die antiplasmodial aktivste

Verbindung (Pf3D7 ICso: 0.0079 uM), mit gutem Selektivitdtsindex (SI: 1043).

Die Region B Modifikationen mit einem Amidinstrukturmerkmal zeigten, dass vor allem

die an N'-arylierten Amidinderivate 54 und 56-59 mit Phenanthrensubstitution in Region

A eine duBlerst gute Aktivitit gegen die beiden Plasmodienstimme P/3D7 und PfDd2

besalen (Pf3D7 ICso: 0.0003-0.055 puM, PfDd2 ICso: 0.0003-0.641 pM). Ihre

zytotoxische Wirkung gegeniiber humanen Zellen war dabei moderat bis gering, sodass

sich gute Selektivititen ergaben (HepG2 ICso: 3.393-15.164 uM, SI: 274-14353).
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Interessant war bei einem Vergleich der N'-arylierten Amidinderivate mit den
N’-arylalkylsubstituierten Amidinen der gro8e Unterschied sowohl in der Aktivitit, als
auch in der Selektivitit. Denn die N -arylalkylsubstituierten Amidine 47-53 und 55
wiesen eine gute bis geringe antiplasmodiale Aktivitdt (P3D7 ICso: 0.166-15.068 uM,
PfDd2 ICsp: 0.210-21.922 uM) bei gleichzeitig moderater Zytotoxizitidt (HepG2 1Cso:
5.071-9.183 uM) auf. Dies fiihrte zu sehr geringen Selektivititsindizes der Amidine 47—
53 und 55 gegeniiber dem Pf3D7-Stamm im Vergleich zu human Zellen (SI: 3—-16).

Die Amidoximderivate 68—70 und die 1,2,4-Triazinderivate 71 und 72 waren schwécher
antiplasmodial wirksam als ihre Hydrazonamidanaloga VIII und IX. Eine
Halogensubstitution der Phenanthrenstruktur fiihrte beim Amidoximderivat 70 im
Vergleich zu den phenanthrenunsubstituierten Amidoximderivaten 68 und 69 zu einer
Aktivitit unter 1 uM (Pf3D7 ICso: 70: 0.258 uM; 68, 69: >27 uM). Hingegen zeigte das
mit einer unsubstituierten Phenanthrenstruktur derivatisierte 1,2,4-Triazin 71 ebenfalls

eine Aktivitit unter 1 uM (71: Pf3D7 ICso: 0.437 uM).

AbschlieBend wurden Verbindungen ausgewéhlt, die gute bis sehr gute in vitro
Ergebnisse aufwiesen und gute Selektivititsindizes besallen. Die Verbindungen 27, 30,
31, 37, 54 und 57 wurden mit einem Peters Test in einem P. berghei Mausmodell auf ihre
in vivo Aktivitit getestet. Dabei wurden die Verbindungen in einer Dosis von 50 mg/kg
KG peroral appliziert. Die Hyrazonamidderivate 27 und 31 fiihrten zu einer guten bis sehr
guten Reduktion der Parasitaimie (PR: 27: 99 %, 31: 79 %). Das 3,5-Di-tert-
butlphenylsubstituierte Derivat 31 fiihrte dabei zu einer mittleren Uberlebenszeit von
15 Tagen und war somit dem phenanthrensubstituierten Derivat VIII um fiinf Tage
iiberlegen (MUZ: 31: 15 Tage, VIII: 10 Tage). Das Amidinderivat 54 stellte sich bei der
in vivo Testung als die vielversprechenste Verbindung heraus, da sie sowohl die
Parasitimie um 99.8 % reduzierte, als auch zu einer mittleren Uberlebenszeit von
27 Tagen fiihrte und somit der Leitstruktur IX um 3 Tage iiberlegen war (MUZ: 54:
27 Tage, IX: 22 Tage). Weiterhin fiihrte 54 bei zwei von drei Méausen nach 30 Tagen
Beobachtungszeit zu einer kurativen Wirkung und ist damit ein duflerst interessanter

Kandidat fiir weitere praklinische Studien.

Zusammenfassend konnten zwel Verbindungsklassen,
3-Hydroxypropanhydrazonamidderivate und 3-Hydroxypropanamidinderivate, mit sehr
potenten in vitro und in vivo Ergebnissen gegen asexuelle Blutstadien von Plasmodium

falciparum entwickelt werden. Nach dem TCP/TPP Konzept wiirden sich diese
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Verbindungen in die Klasse TCP-1 einordnen lassen (TCP-1: Molekiile mit Wirkung

gegen die asexuellen Blutstadien).

Zukiinftige Schritte wéiren nun eine in vivo Dosisfindungsstudie fiir das Amidinderivat
54. Dadurch kénnte untersucht werden, ob auch eine geringere Dosis als 50 mg/kg KG
bei peroraler Gabe eine kurative Wirkung erzielt. Eine pharmakokinetische Untersuchung
von 54 konnte Hinweise auf die Bioverfiigbarkeit der Substanz geben. Wobei bereits ein
Membranpermeabilititsassay (z.B. Caco-2 Assay) Auskunft iiber die Fahigkeit von 54
Biomembranen zu passieren geben konnte. Des Weiteren wire eine Aktivititsmessung
am hERG-K"-Kanal informativ, um zu untersuchen, ob das wirksame Amidinderivat 54
eine geringere Bindungsaffinitit als IX aufweist. Um Aussagen iiber die vermutete
Hydrazinfreisetzung titigen zu kdnnen, wére eine Untersuchung der metabolischen
Stabilitdt der Hydrazonamidderivate 26—45 und der 1,2,4-Triazinderivate 71 und 72
interessant. Die gute antiplasmodiale Aktivitdt der Nebenprodukte 73—77 wire ein
Ansatzpunkt, um die Struktur-Aktivitits-Beziechung am vermeintlichen Target, dem
Héamazoin, detaillierter zu untersuchen. Jedoch ist ein targetbasierter Assay zur
Untersuchung der Struktur-Aktivitits-Beziehung der Arylaminoalkohole bis heute nicht

bekannt.
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8 Summary

Malaria is an infectious disease caused by the protozoan Plasmodium spp. It is one of the
most dangerous diseases, especially in tropical and subtropical areas. Malaria is usually

treated with arylaminoalcohols, e.g., Quinine and Mefloquine (Scheme 47).

This work deals with the optimization of lead structure IX, a
3-hydroxypropanhydrazonamide derivative. IX showed excellent in vitro efficacy against
the asexual blood stages of Plasmodium falciparum. Furthermore, IX exhibited promising

in vivo activity when administered perorally (Scheme 47).

b F! in vitro
! \/©/ 3 Pf3D7 ICs; 0.0023 pM
NELEN ! PfDd2 IC5y: 0.0011 pM

ERSRREEEETEEEEE : SI: 12043

in vivo
Pb-mouse model
(4x10 mg/kg KG)
PR:99.5%
X MSD: 24.2 days
region A [ region B } [ region C ] cured: 2/3
N CF;
CF;

rac-Mefloquine

Scheme 47. Lead structure IX.

For structure optimization, lead IX was divided into three different regions A-C (Scheme
47), which was modified stepwise. These variations revealed new structure-activity-
relationships. Another objective of the lead structure optimization was the minimization

of hERG-K"-channel activity as well as the improvement of the water solubility.

Region A of IX is characterized by a 1,3-difluoro-6-trifluoromethylphenanthrene moiety
which was replaced by heteroaromatic (quinoline, 6-methoxyquinoline, 6-methoxy-2-
trifluoromethylquinoline, benzo[/4]quinoline, 4-(pyridine-2-yl)-phenyl) and smaller
aromatic ring systems (4-tert-butylphenyl, 3,5-di-tert-butyltoluene) (26-36).
Furthermore, the hydrazonamide moiety in region B was replaced by an amidine-,
amidoxime- or 1,2,4-triazine functionality (47-65, 68-72). The exchange of the
4-fluorophenyl moiety in region C with an arylalkyl- or dialkylsubstituted nitrogen
resulted in N'-disubstituted hydrazonamide derivates (37-45).

The synthesis of the hydrazonamidderivatives (26—45), the amidine- (57-65) and

1,2,4-triazinderivates (71 and 72) were carried out directly from the respective nitriles 13,
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14 and 16-23. The synthesis was initiated by the activation of nitrogen containing
compounds, such as hydrazine, hydrazinederivatives (e.g. N,N-Dimethylhydrazine) or
aromatic amines (e.g., 4-fluoroaniline), with trimethylaluminium (TMA). Subsequently,

the addition of the desired nitriles resulted in the final compounds (Scheme 48).

iv OH NH,
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Scheme 48. Synthesis of starting material 6-10, 13-23 and final compounds 26—45, 47—65 and 68-72. 1)
6-8: 1.50 equiv. SeO,, 0.10 equiv. TBHP (5 M in Decan), Dioxan/H,O (9:1, V/V), reflux, 8 — 16 h. ii) 9:
a) 3.00 equiv. NBS, 0.01 equiv. DBPO, CCly, reflux, 8 h. b) 2.00 equiv. NaOMe (0.5 M in MeOH), MeOH,
reflux, 6 h. ¢) 10 % HCl in HO/MeOH (1:1, V/V), reflux, 1 h. 10: a) 2.00 equiv. NBS, 0.01 equiv. DBPO,
CCly, reflux, 6 h. b) 1. 4.00 equiv. Urotropin, H O/EtOH (1:1, V/V), reflux, 6 h; ¢) HClion,,, reflux, 0.5 h.
iii) 13-23: 1.00 equiv. ACN, 1.10 equiv. n-Buli (1.6 M in n-hexane), THF, -78 °C — RT. iv) 26-36: a)
2.00 equiv. NoH4 (1 M in THF), 2.00 equiv. AI(CH3)3 (2 M in Toluene), Toluene/THF (1:1, V/V), 0 — 50
°C, 5h(26-34) or 0 °C — RT, 24 h (35, 36); b) 1.00 equiv. R*CHO, THF, rt, 12 h oder 1.00 equiv. R?COR3
in THF, 1.50 equiv. ZnCly, rt, 12 h. v) 37-46: 2.00 equiv. R>-NHa, 2.00 equiv. Al(CH3); (2 M in Toluene),
Toluene/THF (1:1, V/V), 50 °C, 5 h. vi) 57-65: 2.00 equiv. R2-NH,, 2.00 equiv. AI[(CH3); (2 M in Toluene),
Toluene/THF (1:1, V/V), 0 — 50 °C, 5 h. vii) 71, 72: a) 2.00 equiv. NoHs (1 M in THF), 2.00 equiv.
Al(CHz3)3 (2 M in Toluene), Toluene/THF (1:1, V/V), 0 — 50 °C, 5 h. b) 1.50 equiv. butan-2,3-dione, THF,
70 °C, 5 h. viii) MeOH, HClgs, CH2Cl/THEF, -10 °C — rt. ix) 47-56: 1.00 equiv. R-NH,, DCM, 0 °C —
rt, 12 h. x) 68-70: 1.00 equiv. XXXIX or 67, DCM, rt, 12 h.

The amidine derivatives 47-56 and the amidoxime derivatives 68—70 were synthesized
by using imidate-hydrochlorides (XV-XVII) as reactive intermediates. Subsequently,
those reactive intermediates were converted with the respective arylalkylated aromatic
amines (e.g. 4-fluorobenzylamine) or with the appropriate benzylic hydroxylamines

(Scheme 48).

The nitriles 13-23 were used as key intermediates in every reaction. 13-23 were
synthesized by the conversion of (hetero)aromatic aldehydes (6-10) with
lithioacetonitrile. The synthesis of 6-10 was carried out using two different routes, both

beginning with a benzylic methyl group (1-5).
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8 Summary

The TMA-mediated conversion of nitriles with the desired nucleophiles resulted also in
two classes of side products. The first were dimerized products (78-81), the second were
dehydrated (o, B-unsaturated) products (73, 76, 77). Dehydrated products (74, 75) were
identified during the reaction starting of imidate-hydrochlorides with the desired

nucleophiles.

In summary, 53 final compounds were synthesized using two synthetic routes. 51
compounds were tested in vitro against the asexual blood stages of P. falciparum
(Pf3D7/PfDd2). 14 compounds showed a good activity against Pf3D7 (ICso less than
0.1 uM), 6 compounds were even active in single digit nanomolar to subnanomolar

concentrations (Pf3D7 ICso: 0.00002—0.061 pM) (Scheme 49).

28,32,33
> OH NH, 26,29,40  34,36,39
X N _R? 45,47,48  42,43,51
RIS U NS €Q, MFQ 49,50,52 44,60, 61
o R3 VIIL IX 30,35,37  53,55,63  64,65,68
2636 27,41, 38,57,58  70,71,74  69,72,73
| 131,54 , 56,59 62,75 L 77 | 76.80.81
3} OH NHy R*  — | | 1 |
gl r St Nags ! o1 . 1 10 100 1000
on ' 1 :
= 3745 T ‘ ; ICsy P3D7 [nM]

OH |NH RZ Y “
RIJ\’:)LE 1 OH NH, OH( Pf3D7 ICs: 0.0002 uM
: 3 SN N P2 ICs: 00374 uM

OH 'NH, HepG2: 1.778 uM
s o~ SI: 35590
R! N7 TR?

@ 47-53,55

= !

2 ‘

&0 OH ' NH,

E=

R' NS /0*

0
F OH NH ~ 54

R Pf3D7 ICsq: 0.0003 pM

O‘ N Hel PfDd2 ICsy: 0.0003 pM

O HepG2:4.306 uM

SI: 14353

Scheme 49. In vitro data of final compounds.

The hydrazonamide derivates 27 and 31 were highly active with excellent selectivity
indices (Pf3D7 ICso: 27: 0.0042 uM, 31: 0.0002 uM, SI: 27: 54821, 31: 35590). 35, a
hydrazonamide derivative with 6-methoxy-2-trifluoromethylquinoline substitution in
region A, presented the highest activity of all compounds with a heteroaromatic ring

system in region A (32-34, 36) (Pf3D7 ICso: 35: 0.061 uM; 32-34, 36: 1.148-5.345 uM).

Compound 41 exhibited the highest antiplasmodial activity of all compounds with
modifications in region C (36—45), (Pf3D7 ICso: 0.0079 uM).
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8 Summary

Replacing the hydrazonamide moeity in region B with an amidine moeity led to the
compounds 47-59. The N’-aryl substituted amidine derivates 54, 56—59 showed a potent
activity against both Plasmodium falciparum strains (Pf3D7 ICso: 0.0003—0.055 uM,
PfDd2 I1Csp: 0.0003-0.641 uM). In addition, 54, 56—59 showed moderate to low cytotoxic
effects with good selectivity indices (HepG2 ICso: 3.393—15.164 uM, SI: 274-14353). In
contrast, the N -arylalkylated compounds 47-53 and 55 showed lower efficacy with
similar cytotoxicities (HepG2 ICso: 5.071-9.183 uM), resulting in low selectivity indices
(SI: 3-16).

The amidoxime derivatives 68—70 and the 1,2,4-Triazine derivates 71 und 72 showed a
decreased activity in comparison to their hydrazonamide analogues VIII and IX. A
halogen substitution at the phenanthrene moiety led to compound 70, which showed a
good activity against Pf3D7. Interestingly, the unsubstituted phenanthrene analogues 68
and 69 were not active against Plasmodium falciparum (Pf3D7 ICso: 70: 0.258 uM; 68,
69: >27 uM). However, the 1,2,4-triazine 71 with an unsubstituted phenanthrene scaffold
showed a good antiplasmodial activity (Pf3D7 ICso: 0.437 uM).

Finally, selected compounds (27, 30, 31, 37, 54 and 57) were tested in vivo in a standard
Peters test (50 mg/kg KG, peroral administration). The hydrazonamide derivative 31
showed a mean survival time of 15 days and a parasitemia reduction of 79 %. The amidine
derivative 54 was the most promising compound due to its high parasitemia reduction
(99.8 %) and a prolonged mean survival time of 5 days compared to IX (MST: 54: 27 d,
IX: 22 d). 54 showed a cure rate of 66.6 % after 30 days.

In summary, two compound classes, 3-hydroxypropane hydrazonamides and
3-hydroxypropane amidines, with good to excellent in vitro and in vivo activity were
synthesised. According to the TCP/TPP concept, these new compounds would be

classified in class TCP-1 (molecules with activity against asexual blood stages).

Further investigations would be dose finding studies and pharmacokinetic studies of 54.
These studies would provide valuable information about the in vivo efficacy of the
amidine derivative 54. A hERG-K"-channel activity assay would show whether 54 has a
detrimental off-target effect. The good antiplasmodial activity of side products 73-77
would be a starting point to study the structure-activity relationship of the putative target,

hemazoine, in more detail.
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9 Experimenteller Teil

9.1 Verwendete Chemikalien und Gerite

Kauflich erworbene Edukte wurden von kommerziellen Anbietern (Sigma, Fluorochem,
Alfa Aesar, TCI Chemicals) in Reinheitsgraden von 95-99 % erworben und ohne weitere
Aufreinigung umgesetzt. Die verwendeten Losungsmittel hatten die Reinheitsgrade
technisch, reinst (p.a.) und absolut (abs. (wasserfrei)). P.a. und abs. Losungsmittel wurden
von den Anbietern Acros, Riedel-de Haen und Fisher Chemicals bezogen. Ist kein

Reinheitsgrad angegeben, wurden technische Losungsmittel verwendet.

Phosphatpuffer pH 7.5, 0.2 mol-L™! (Ph. Eur. 8.7): 27.22 g Kaliumhydrogenphosphat R
werden in 930 mL Wasser R gelost. Die Losung wurde mit Hilfe einer Losung von
Kaliumhydroxid R (300 g-L!) auf einen pH-Wert von 7.5 eingestellt und mit Wasser R
zu 1000.0 mL verdiinnt.

Kaliumpermanganat-Tauchlosung: 3.0 g Kaliumpermanganat, 20.0 g Kaliumcarbonat,
5 mL wissrige 5 % NaOH-Loung werden in 300 mL Wasser gelost. Die Losung wird
lichtgeschiitzt aufbewahrt.

NMR Spektren

Die 'H- und '*C-NMR Experimente wurden mittels eines Bruker Avance 300 (300.13
MHz fiir 'H und 75.47 MHz fiir '*C), Bruker Avance DRX-500 (500.13 X MHZ fiir 'H
und 125.76 MHz fiir *C)), sowie 600 MHz (600.22 MHz fiir '"H und 151.93 MHz fiir
3C) durch das Personal der wissenschaftliche Einrichtung Chemie aufgenommen.
Probenvorbereitung: Als Losungsmittel dienten DMSO-ds, Chloroform-d oder Methanol-
ds. Die chemische Verschiebung 6 ist in ppm relativ zum externen Standard
Tetramethylsilan (TMS) angegeben. Als interner Standard der 'H-NMR und *C-NMR
Spektren dienten die undeuterierten Losungsmittelanteile.!>® Alle Spektren wurden bei
Rautemperatur in  den  angegebenen  Losungsmitteln  durchgefiihrt.  Die
Kopplungskonstanten zwischen zwei Kernen iiber n Bindungen ("J) werden in Hz
angegeben. Die Multiplizitdt und Form der Signale werden folgendermafen abgekiirzt: s
(Singulett), d (Duplett), dd (Duplett eines Dupletts), dt (Duplett eines Tripletts), q
(Quartett), t (Triplett), m (Multiplett), br (breit).
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Elementaranalyse

Die Elementearanalyse wurde mit einem Perkin Elmer PE 2400 CHN Elemental Analyzer
durchgefiihrt. Eine Abweichung vom theoretischen Wert bis zu 0.4 % wird akzeptiert.

Die Elementaranalyse wurde von Frau Gabriele Zerta durchgefiihrt.

Massenspektren

Die Massenspektren wurden mit einem Bruker Daltonics UHR-QTOF maXis 4G oder
mit einem Thermo Quest lon-Trap-API-Massenspekrometer Finnigan LCQ Deca Gerit
aufgenommen. Die Massenspektren wurden durch das Personal der Wissenschaftlichen

Einrichtung Chemie aufgenommen.
HPLC
Methode 1 (Meth. 1): Achirale Trennung

Knauer HPLC mit einem Knauer UV Detector K-2600.

Séule: Vertex Plus (Ldnge 150 x 4 mm mit Vorsdule, Packungsmaterial
der Saule: Eurospher II 100-5 C18).

Mobile Phase A: Wasser fiir die Chromatographie, das 0.1 % Trifluoressigsdure

enthalt.

Mobile Phase B: Acetonitril fiir die Chromatographie, das 0.1 % Trifluoressigséure

enthalt.
Zeit [min] | Mobile Phase A [%] | Mobile Phase B [%]

0 90 10

20 90— 0 10 — 100

30 0 100
Detektion: 254 nm
Flussrate: 1 mL/min
Laufzeit: 30 min

Probenvorbereitung: 1.0 mg Substanz gelost in 1.0 mL Acetonitril fiir die
Chromatographie.

Methode 2 (Meth. 2): Chirale Trennung

Knauer HPLC mit einem Knauer UV Detector K-2600.

Séule: Diacel Chemicals, Chiralpak AD-H, 250 x 4.6 mm.

Mobile Phase: Isokratische Elution mit n-Hexan fiir die
Chromatographie/Isopropanol fiir die Chromatographie (7:3, V/V).

Flussrate: 1 mL/min

Laufzeit: 20 min
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Probenvorbereitung: 1.0 mg Substanz gelost in 1.0 ml Methanol fiir die
Chromatographie.

Diinnschichtchromatographie

Stationdre Phase: DC-Alufolien mit Kieselgel 60 (unmod., 0,2 mm) mit Fluoreszenz-
Indikator F»s4 der Firma Machery-Nagel.

Mobile Phasen: n-Hexan/Ethylacetat oder Dichlormethan/Methanol in
unterschiedlichen Mischungsverhiltnissen.

Laufstrecke: 8 cm

Detektion: Fluoreszenzloschung bei UV-Licht der Wellenlédnge 254 nm oder

durch Anfirben mit wéssriger Kaliumpermanganat-Tauchlosung.

Schmelzpunktmessgerit

Die Schmelzpunkte wurden mit einem Kriiss Schmelzpunktmessgerdt M5000 gemessen,

sie sind unkorrigiert und in °C angegeben.

Endpunktsbestimmung Potentiometrie

Die Endpunktsbestimmung erfolgte mit einem Mettler Toledo, FiveEasy FE20

Potentiometer.

Lyophilisierer

Die Lyophilisierung wéssriger Losungen erfolgte mit einem Christ alpha 1-4 LD plus

Lyophilisierer.
Schiittler

Wissrige Probenlosungen zur Stabilitdtsmessung wurden auf einem IKA KS 260 Basic

geschiittelt.

Saulenchromatographische Reinigung

Saulenchromatographische Reinigungen wurden entweder manuell oder mittels
Flashchromatographie an einer CombiFlash® 200 durchgefiihrt. Im Falle einer manuellen

Séulenchromatographie wurde Normalphasenkieselgel 60 (0.04-0.063 mm, 230-
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400 mesh) der Firma Macherey-Nagel verwendet, fiir die Trennung mittels

Flashchromatographie wurden ,,RediSep™ Rf*-Kartuschen verwendet.

Fir die flashchromatographische Trennung an einer Umkehrphase wurde eine

Chromabond® Flash, RS 40 Cig ec Sdule der Firma Macherey-Nagel verwendet.

9.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften und analytische Daten

9.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften zur Herstellung der Edukte 1-25, 46. 66 und 67
(AAV1-AAV14)

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung von 6-Methoxychinolin (1) in Anlehnung

an die Literatur (AAV1).'%

20.00 g Polyphosphorsdure wurden in einem Dreihalskolben auf 70 °C erwarmt, sodass
sich eine riihrbare Losung ergab. 2.95 g (24.00 mmol) 4-Methoxyanilin wurden fein
gemorsert und in 10.00 g Phosphorsdure geldst. Diese Losung wurde langsam zur
Polyphosphorsédurelosung getropft. AnschlieBend wurden 4.00 mL (48.00 mmol)
Methylvinylketon iiber einen Zeitraum von 5 Minuten hinzugetropft. Der
Reaktionsansatz wurde auf 100 °C erhitzt und 42 Stunden geriihrt. Die Losung wurde auf
0 °C abgekiihlt und mit 100 mL Wasser verdiinnt. Unter Eiskiihlung wurde das
Reaktionsgemisch vorsichtig mit konzentrierter Ammoniak-Losung neutralisiert. Die
dabei entstandene wissrige, braune Suspension wurde 5 x mit 200 mL Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit einer geséttigten
Natriumchlorid-Losung gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der verbleibende Riickstand
wurde zunichst liber eine Filtersdule gegeben (Losungsmittel: n-Hexan/Ethylacetat, 1:1,
V/V) und anschlieBend sdulenchromatographisch  gereinigt (Elutionsmittel:

n-Hexan/Ethylacetat, 1:1, V/V).

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung von 6-Methoxychinolin (1) in Anlehnung

an die Literatur (AAV?2).'%

12.00 g Kieselgel und 2.00 g wasserfreies FeCl3 wurden fein verrieben und bei 80 °C fiir
5 Stunden im Trockenschrank aktiviert (,activated silferc*). 0.98 g (8.00 mmol)
4-Methoxyanilin wurden in 10 mL Essigsdure, p.a. gelost. Zu dieser Losung wurden
9.33 g (entspricht 8.00 mmol FeCls) ,,activated silferc” gegeben. Die Suspension wurde

5 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend wurden 0.73 mL (8.80 mmol)
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Methylvinylketon iiber einen Zeitraum von 15 Minuten hinzugetropft. Die Suspension
wurde flir eine Stunde bei 70 °C geriihrt. 1.10 g wasserfreies ZnCl, (8.00 mmol) wurde
zum Reaktionsgemisch gegeben. Der Reaktionsansatz wurde 2 Stunden unter Riickfluss
erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch filtriert und
unter FEiskithlung mit 10 % Natriumhydroxid-Losung auf einen pH-Wert von
8 eingestellt. Die wissrige Phase wurde 3 x mit 100 mL Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit einer gesittigten Natriumchlorid-Lésung
gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mittels Sdulenchromatographie
(Elutionsmittel: n-Hexan/Ethylacetat, 1:1, V/V) gereinigt. Das Rohprodukt wurde in
Ethanol, p.a. gelost und als Hydrochlorid durch Zugabe von HCI in Diethylether, p.a.
ausgefillt. Der resultierende Niederschlag wurde abfiltriert und aus Ethanol, p.a.

umkristallisiert. Nach Filtration des Niederschlags erhielt man 1-HCI in 25 % Ausbeute.

/O X
Z
N

Hergestellt aus 4-Methoxyanilin (2.95 g, 24.00 mmol) und Methylvinylketon nach
AAV 1.

6-Methoxvychinolin (1)

Hellbrauner Feststoff, Ausbeute: 30 %, Smp: 29 °C [Lit.: 26-29 °C]'*’, 'H-NMR
(300 MHz, DMSO-dp) 8 [ppm] = 8.60 (d, J=4.4 Hz, 1H, Harom), 7.92 (d, J=9.1 Hz, 1H,
Harom), 7.40 (dd, J=9.1, 2.8 Hz, 1H, Harom), 7.36—7.30 (m, 2H, Harom), 3.94 (s, 3H, OCH:),
2.66 (d, J= 0.9 Hz, 3H, ArCHz). *C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 157.10,
147.50, 143.43, 142.57, 130.95, 128.71, 122.09, 121.27, 102.36, 55.45, 18.30. HPLC
(Meth. 1): tr = 5.5 min, AUC = 96.6 %.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung von 4-Methylbenzo[/]chinolin (2) in
Anlehnung an die Literatur (AAV3).'%

5.00 g (35.00 mmol) 1-Naphthylamin wurde fein gemorsert und mit 20.00 g

Polyphosphorséure in einem Dreihalskolben auf 70 °C erwéarmt, sodass sich eine riihrbare

Suspension ergab. Anschliefend wurden 5.83 mL (70.00 mmol) Methylvinylketon iiber

einen Zeitraum von 5 Minuten zur Suspension getropft. Der Reaktionsansatz wurde auf

120 °C erhitzt und 36 Stunden geriihrt. Nach Abkiihlen auf 0 °C wurde der
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Reaktionsansatz zunichst mit 100 mL Wasser verdiinnt und anschlieBend vorsichtig mit
konzentrierter Ammoniak-Losung neutralisiert. Die dabei entstandene wissrige, braune
Suspension wurde 5 x mit je 200 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit einer gesittigten Natriumchlorid-Losung gewaschen und
iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt. Der verbleibende Riickstand wurde zunichst iiber eine Filtersdule gegeben
(Losungsmittel: n-Hexan/Ethylacetat, 1:1, V/V) und anschliefend
sdulenchromatographisch gereinigt (Elutionsmittel: n-Hexan/Ethylacetat, 1:1, V/V).

4-Methvlbenzo|4]chinolin (2)

Hergestellt aus 1-Naphthylamin (5.00 g, 35.00 mmol) und Methylvinylketon nach
AAV3.

Beiger Feststoff, Ausbeute: 44 %, Smp: 76 °C [Lit.: 77-78 °C]"*®, 'TH-NMR (600 MHz,
DMSO-ds) & [ppm] = 9.25-9.20 (m, 1H, Harom), 8.87 (d, J = 4.4 Hz, 1H, Harom), 8.05 (dd,
J=9.1, 5.8 Hz, 2H, Harom), 7.99 (d, J=9.0 Hz, 1H, Harom), 7.78-7.73 (m, 3H, Harom), 2.76
(d, J=0.9 Hz, 3H, ArCH3). 3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 148.63, 145.18,
144.25,132.91, 131.12, 128.10, 127.82, 127.10, 126.98, 125.33, 124.16, 123.20, 121.76,
18.46. HPLC (Meth. 1): tr = 7.3 min, AUC = 95.2 %.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zZur Herstellung von 6-Methoxy-4-methyl-
2(trifluormethyl)chinolin (3) und 4-Methyl-2-(trifluormethyl)benzo[A]chinolin (4a/b) in
Anlehnung an die Literatur (AAV4).'%

3.08 g (25.00 mmol) 4-Methoxyanilin bzw. 2.00 g (14.00 mmol) 1-Naphthylamin wurden
in einem Dreihalskolben in 12.00 g Polyphosphorsdure suspendiert und auf 70 °C erhitzt.
4.55 mL (37.50 mmol) bzw. 2.54 mL (21.00 mmol) 1,1,1-Trifluor-2,4-pentandion
wurden {iiber einen Zeitraum von 5 Minuten vorsichtig zur Suspension getropft.
AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz auf 120 °C erhitzt und 36 h geriihrt. Die
resultierende Losung wurde auf 0 °C abgekiihlt, mit 100 mL Wasser verdiinnt und
anschliefend vorsichtig mit konzentrierter Ammoniak-Losung neutralisiert. Die dabei
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entstandene wéssrige, braune Suspension wurde 5 x mit je 200 mL Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesittigter Natriumchlorid-
Losung gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. Der verbleibende Riickstand wurde zunichst iiber eine
Filtersdule gegeben (Losungsmittel: n-Hexan/Ethylacetat (1:1, V/V)) und anschlieend
sdulenchromatographisch gereinigt (Elutionsmittel: n-Hexan/Ethylacetat (1:1, V/V)).
Das Rohprodukt wurde aus Methanol, p.a. umkristallisiert.

6-Methoxy-4-methyl-2(trifluormethyl)chinolin (3)

Hergestellt von 4-Methoxyanilin (3.08 g, 25.00 mmol) und 1,1,1-Trifluor-2,4-
pentandion (6.06 mL, 50.00 mmol) nach AAV 4.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 84 %, Smp: 84 °C [Lit.: 83-87 °C]'®, 'H-NMR (300 MHz,
DMSO-ds) 6 [ppm] = 8.06 (d, J=9.2 Hz, 1H, Harom), 7.80 (s, 1H, Harom), 7.55 (dd, J=9.2,
2.7 Hz, 1H, Harom), 7.43 (d, J = 2.8 Hz, 1H, Harom), 3.99 (s, 3H, OCH3), 2.77 (s, 3H,
ArCHs). BC-NMR (151 MHz, DMSO-d) & [ppm] = 159.34 (C-1), 146.77 (C-10), 144.11
(q, 2Jcr = 33.1 Hz, C-8), 142.58 (C-5), 131.92 (C-3), 130.35 (C-4), 123.89 (C-2), 122.36
(q, 'Jer = 274.7 Hz, C-14), 117.89 (C-9), 102.84 (C-6), 56.23 (C-13), 19.04 (C-11)."
HPLC (Meth. 1): tr = 15.72 min, AUC = 98.8 %.

4-Methvl-2-(trifluormethylbenzo|/A]chinolin (4a)

Hergestellt aus 1-Napthylamin (2.00 g, 14.00 mmol) und 1,1,1-Trifluor-2,4-pentandion
(3.40 mL, 28.00 mmol) nach AAV4.

Die Reinigung des Isomerengemisches erfolgte mittels Umkehrphasen-
Flashchromatographie: Gradientenelution: H O/ACN: (10 — 0/ 0 — 10 (V/V)). Nach

hh Die Zuordnung der Signale erfolgte mittels HSQC, HMBC; NOESY.
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dem Entfernen des Laufmittels unter vermindertem Druck wurde das Produkt aus

Methanol, p.a. umkristallisiert.

WeiBer Feststoff, Ausbeute': 20 %, Smp: 138 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-db)
8 [ppm] = 9.21-9.13 (m, 1H, Harom), 8.18-8.08 (m, 3H, Harom), 8.03 (d, /= 0.9 Hz, 1H,
Harom), 7.87—7.80 (m, 2H, Harom), 2.87 (d, J= 0.9 Hz, 3H, ArCH3). *C-NMR (75 MHz,
DMSO-ds) & [ppm] = 147.90 (C-4), 144.64 (q, >Jcr = 33.6 Hz, C-2), 144.56 (C-6), 133.30
(C-8), 130.45 (C-5), 129.63 (C-14), 129.14 (C-9), 128.15 (C-13), 127.80 (C-12), 126.93
(C-7), 124.18 (C-11), 121.88 (q, 'Jcr = 275.0 Hz, C-16), 121.35 (C-10), 118.81 (d, *Jcr
=2.5 Hz, C-1), 18.75 (C-15).4 HPLC (Meth. 1): tr = 19.2 min, AUC = 99.3 %.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung von 9-Methylacridin (5) in Anlehnung an

die Literatur (AAV5),!06:15

Eine Suspension aus 6.00 g (35.50 mmol) Diphenylamin, 6.0 mL (106.50 mmol)
Essigséure, p.a. und 24.14 g (177.50 mmol) wasserfreies ZnCl> wurde bei 200 °C fiir 24 h
geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und langsam mit
verdiinnter H>SO4 verdiinnt, bis eine Griinfarbung eintrat. Die Losung wurde unter
Eiskiihlung mit 10 % wissriger Ammoniak-Losung auf einen pH-Wert von 10 eingestellt,
wobei sich zunichst ein weiler Niederschlag bildete, der sich durch weitere Zugabe von
Ammoniak-Losung wieder aufloste. Die wassrige Losung wurde 5 x mit je 200 mL
Toluen extrahiert, die vereinigten organischen Phasen wurden mit einer gesattigten
Natriumchlorid-Losung gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mittels

Saulenchromatographie gereinigt (Elutionsmittel: n-Hexan/Ethylacetat (1:1, V/V)).

9-Methvlacridin (5)

X
pZ
N

Hergestellt aus Diphenylamin (6.00 g, 35.50 mmol) nach AAVS.

i Die Ausbeuteangabe ist auf das Isomerengemisch (4a/4b) bezogen. Die Analytik bezieht sich auf die
isolierte, reine Fraktion 4a. Der Schmelzpunkt ist in der Literatur fiir das Gemisch angegebe: 151 — 154
°C.
il Die Zuordnung der Signale wurde mittels HSQC/HMBC NMR durchgefiihrt.
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Hellgelber Feststoff, Ausbeute: 67 %, Smp: 117 °C [Lit.: 117-118 °C]'3%1¢ 'TH.NMR
(300Hz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.43 (dd, J = 1.5, 0.7 Hz, 1H, Hawom), 8.40 (dd, J = 1.4,
0.7 Hz, 1H, Harom), 8.14 (dt, J = 8.9, 1.1 Hz, 2H, Hurom), 7.84 (ddd, J = 8.7, 6.5, 1.3 Hz,
2H, Harom), 7.64 (ddd, J = 8.8, 6.6, 1.3 Hz, 2H, Harom), 3.14 (s, 3H, ArCHz). *C-NMR
(75 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 147.85, 142.58, 129.94, 129.66, 125.51, 125.08, 124.98,
13.33. HPLC (Meth. 1): tr = 6.6 min, AUC = 95.9 %.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung der Aldehyde 6-8 in Anlehnung an die
Literatur (AAV6).'%%1%

3.33 g (30.00 mmol) Selendioxid wurden in einem Zweihalskolben in 100 mL 1,4-
Dioxan/H20O (9:1, V/V) geldst. 0.40 mL (2.00 mmol) TBHP (5 M in Decan) wurden
hinzugetropft. Die Losung wurde auf 80 °C erhitzt. 20.00 mmol des entsprechenden
Chinolinderivates (Lepidin, 1 und 2) wurde in Dioxan geldst und zur Reaktionslosung
getropft. Die Losung wurde unter Riickfluss erhitzt (Dauer: 6, 7: 8 Stunden, 8:
16 Stunden). Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde der resultierende Niederschlag
tiber Kieselgur abfiltriert. Das Filtrat wurde mit einer gesittigten NaHCO3-Losung auf
einen pH-Wert von 8 eingestellt und 3 x mit Ethylacetat (je 50 mL pro mmol) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit einer gesattigten Natriumchlorid-Lésung
gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt

(Gradientenelution: n-Hexan/Ethylacetat, 100 — 0/ 0 — 100, V/V).

(@) H
X
P
N

Hergestellt aus Lepidin (2.86 g, 20.00 mmol) nach AAV 6.

Chinolin-4-carbaldehyd (6)

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 88 %, Smp: 46 °C [Lit.: 45-47 °C]'®!, 'TH-NMR (300 MHz,
DMSO-de) & [ppm] = 10.55 (s, 1H, CHO), 9.24 (d, J=4.3 Hz, 1H, Hyrom), 8.97 (d, J= 8.3,
1.6, 0.7 Hz, 1H, Harom), 8.23-8.13 (m, 1H, Harom), 8.05 (d, J= 4.3 Hz, 1H, Harom), 7.97—
7.72 (m, 2H, Harom). *C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 194.56, 151.13, 148.45,
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136.41, 130.05, 129.57, 129.08, 125.79, 124.19, 123.27. HPLC (Meth. 1): fr = 2.6 min,
AUC > 90 % (Tailing).

6-Methoxychinolin-4-carbaldehvd (7)

—
N

Hergestellt aus 1 (1.04 g, 6.00 mmol) nach AAV6.

Beiger Feststoff, Ausbeute: 27 %, Smp: 94-97 °C [Lit.. 92-97 °C]'*®?, 'H-NMR
(300 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 10.53 (s, 1H, CHO), 9.06 (d, J = 4.3 Hz, 1H, Harom),
8.40 (d, J = 2.8 Hz, 1H, Harom), 8.08 (d, J = 9.3 Hz, 1H, Huom), 8.02 (d, J = 4.2 Hz, 1H,
Harom), 7.54 (dd, J = 9.3, 2.8 Hz, 1H, Harom), 3.95 (s, 3H, OCH;). *C-NMR (151 MHz,
DMSO-ds) o [ppm] = 195.33, 160.00, 148.57, 145.42, 135.44, 131.62, 127.02, 125.20,
122.81, 102.81, 56.10. HPLC (Meth. 1): tr = 3.9 min, AUC > 99 %.

Benzo|/]chinolin-4-carbaldehyd (8)

Hergestellt aus 2 (0.97 g, 5.00 mmol) nach AAV6.

Gelber Feststoff, Ausbeute: 70 %, Smp: 35 °C, 'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds)
8 [ppm] = 10.67 (s, 1H, CHO), 9.33 (d, J = 4.4 Hz, 1H, Harom), 9.25-9.22 (m, 1H, Harom),
8.87 (d, J = 9.2 Hz, 1H, Huom), 8.17-8.14 (m, 2H, Harom), 7.85-7.79 (m, 3H, Harom).
BC-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 194.91, 150.16, 147.12, 137.13, 133.28,
130.95, 130.68, 129.44, 128.46, 128.20, 125.27, 124.69, 122.85, 121.32. HPLC (Meth.
1): tr = 9.5 min, AUC = 92.7 %.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung von 4-(Dibrommethyl)-6-methoxy-2-
(trifluormethyl)chinolin (11) (AAV7).

1.21 g (5.00 mmol) Verbindung 3, 2.67 g (15.00 mmol) NBS und 0.0l g
Dibenzoylperoxid (0.05 mmol) wurden in 30 mL Tetrachlorkohlenstoff, p.a. suspendiert
und 8 Stunden unter Riickfluss erhitzt, wobei sich eine gelbe Losung bildete. Nach
Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde der resultierende Niederschlag abfiltriert und 2 x
mit Tetrachlorkohlenstoff gewaschen. Das Filtrat wurde 2 x mit 50 mL einer geséttigten
NaHCOs3-Losung und 1 x mit 50 mL einer gesittigten Natriumchlorid-Losung
gewaschen. AnschlieBend wurde die organische Phase iiber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde
sdulenchromatographisch gereinigt (Elutionsmittel: n-Hexan/Ethylacetat (9:1, V/V)).
Das erhaltene Rohprodukt wurde aus Ethylacetat umkristallisiert.

4-(Dibrommethyl)-6-methoxy-2-(trifluormethyl)chinolin (11)

Hergestellt aus 3 (1.21 g, 5.00 mmol) nach AAV7.

Hellgelber Feststoff, Ausbeute: 69 %, Smp: 105 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
o [ppm] = 8.23 (d, J = 2.6 Hz, 2H, Harom), 8.20 (d, J = 9.3 Hz, 1H, Harom), 7.86 (s, 1H,
ArCHBr), 7.68 (dd, J = 9.3, 2.6 Hz, 1H, Haom), 4.02 (s, 3H, OCH3). HPLC (Meth. 1):
tr =17.7 min, AUC =96.5 %, (ESI)MS-(+) m/z kalkuliert fiir Ci2HgBr2F3NO [M]: 396.9,
gefunden [M!Br"H]": 400.2.

4-(Brommethyl)-6-methoxy-2-(trifluormethyl)chinolin (12)

Hergestellt aus 3 (1.21 g, 5.00 mmol) nach AAV7.

Gelber Feststoff, Ausbeute: 15 %, Smp: 100 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds)
o [ppm] = 8.16 (d, J = 1.5 Hz, 1H, Harom), 8.12 (d, J = 1.3 Hz, 1H, Haom), 7.63 (d,
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J=1.5Hz, 1H, Haom), 7.60 (d, J = 2.7 Hz, 1H, Hurom), 5.32 (s, 2H, ArCH;Br), 4.01 (s,
3H, OCH;3). HPLC (Meth. 1): tr = 15.97 min, AUC = 90.3 %.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung von 6-Methoxy-2-(trifluormethyl)chinolin-4-

carbaldehyd (9) (AAVS).

1.50 g (3.76 mmol) der Verbindung 11 wurde unter Schutzgasatmosphire in 20 mL
Methanol, abs. geldst. Es wurden 15.04 mL (7.52 mmol) Natriummethanolat (0.5 M in
Methanol) hinzugegeben und 6 h unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen der Losung
wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in
Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde 2 x mit 50 mL einer geséttigten
NaHCO;-Losung und 1 x mit 50 mL einer gesittigten Natriumchlorid-Losung
gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels
Flashchromatographie (Gradientenelution: n-Hexan/Ethylacetat 10 — 7/ 0 — 3 (V/V))

gereinigt, um das Zwischenprodukt XXI zu erhalten.

XXI wurde direkt in 30 mL einer Mischung aus Wasser/Methanol (1:1, V/V), die 10 %
konzentrierte HCI enthielt, aufgenommen und fiir 1 h unter Riickfluss erhitzt.
AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt, mit einer
gesdttigten NaHCOs3-Losung auf einen pH-Wert von 8 eingestellt und 3 x mit 100 mL
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit einer gesittigten
Natriumchlorid-Losung gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde
sdulenchromatographisch gereinigt (Gradientenelution: n-Hexan/Ethylacetat, 10 — 0 /

0 — 10, V/V).

6-Methoxy-2-(trifluormethyl)chinolin-4-carbaldehyd (9)

H._O
/O AN
Z
N CF

Hergestellt aus 11 (1.50 g, 3.76 mmol) nach AAVS.

3

Hellgelber Feststoff, Ausbeute: 64 %, Smp: 149 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
d [ppm] = 10.61 (s, 1H, CHO), 8.47 (s, 1H, Harom), 8.45 (d, J= 2.8 Hz, 1H, Harom), 8.23
(d, J=9.3 Hz, 1H, Harom), 7.69 (dd, J = 9.3, 2.8 Hz, 1H, Harom), 4.01 (s, 3H, OCHs).
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3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 194.27, 161.85, 144.63, 144.42 (q,
27=134.8 Hz), 137.41, 132.10, 126.84, 124.86, 122.12, 121.98 (q, 'J=274.9 Hz), 102.70,
56.43. HPLC (Meth. 1): tr = 14.4min, AUC = 95.5 % (Tailing), (ES)MS-(+) m/z
kalkuliert fiir C12HsFaNO, [M]: 255.2, gefunden [M+H]": 256.3, [M+H;0]": 274.3 %

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung von 3.5-Di-fert-butylbenzaldehyd (10) in
Anlehnung an die Literatur (AAV9).!"'*

6.12 g (30.00 mmol) 3,5-Di-fert-butyltoluen, 10.68 g (60.00 mmol) NBS und 0.07 g
(0.30 mmol) Dibenzoylperoxid wurden in 50 mL Tetrachlorkohlenstoff, p.a. suspendiert
und 6 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden
der resultierende Niederschlag abfiltriert und 2 x mit Tetrachlorkohlenstoff gewaschen.
Das Filtrat wurde 2 x mit 100 mL Wasser und 1 x mit 100 mL einer geséttigter
Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel anschlieBend unter vermindertem Druck entfernt. Der
Riickstand wurde in 100 mL einer Mischung aus Ethanol/Wasser (1:1, V/V)
aufgenommen. Anschlieend wurden 16.80 g (120.00 mmol) Urotropin hinzugegeben
und 6 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde der
Reaktionsansatz mit konzentrierter HCI auf einen pH-Wert von 2 angesduert und erneut
30 Minuten unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die
wiassrige Phase 5 x mit 200 mL einer Mischung aus Diethylether/Toluen (1:1, V/V)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit einer geséttigten
Natriumchlorid-Losung gewaschen und iliber Natriumsulfat getrocknet. Das organische
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der verbleibende Riickstand

wurde aus Ethylacetat/n-Hexan umkristallisiert.

 Die Masse von [M+H]* 274.3 bezieht sich auf das Hydrat, welches sich in wissriger Losung bildet:

Ci2HoF3NO; [M]: 273.1
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3.5-Di-tert-butylbenzaldehvd (10)

Hergestellt aus 3,5-Di-tert-butyltoluen (6.12 g, 30.00 mmol) nach AAV 9.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 85 %, Smp: 86 °C [Lit.: 86-87 °C]'®}, 'H-NMR (300 MHz,
DMSO-ds)  [ppm] = 10.01 (s, 1H, CHO), 7.75 (s, 3H, Hurom), 1.33 (s, 18 H, C(CHs)3).
I3C_NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 193.60, 151.41, 136.02, 128.51, 123.60, 34.62,
30.99. HPLC (Meth. 1): tr = 18.92 min, AUC =97.7 %.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung der Nitrile 16-23 in Anlehnung an die
Literatur (AAV10).333

In einem Zweihalskolben wurden 8.25 mL (13.20 mmol) n-Butyllithium (1.6-molare
Losung in n-Hexan) bei -78 °C unter Schutzgasatmosphire mit 10 mL Tetrahydrofuran,
abs. verdiinnt. 0.63 mL (12.00 mmol) Acetonitril, abs. wurden in 5 mL Tetrahydrofuran,
abs. geldst und iiber einen Zeitraum von 5 Minuten hinzugetropft. Der Reaktionsansatz
wurde eine Stunde bei -78 °C geriihrt, wobei sich eine weille Suspension bildete.
AnschlieBend wurden 12.00 mmol des entsprechenden Aldehyds in 10 mL
Tetrahydrofuran, abs. geldst und langsam zur Suspension getropft. Nach Erwidrmen auf
Raumtemperatur wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend wurde
die Losung auf eine Eis-Wasser-Mischung, die 10 % konzentrierte HCI enthielt,
gegossen. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wéssrige Phase 3 x mit 50 mL
Diethylether extrahiert. Die wissrige Phase der Nitrile 18-21 wurde vor der Extraktion
mit gesattigter NaHCOs3-Losung auf einen pH-Wert von 8 eingestellt. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit einer gesittigten Natriumchlorid-Losung gewaschen und
anschlieend tiiber Natriumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde mittels Flashchromatographie

(Gradientenelution: n-Hexan/Ethylacetat, 10 — 0/ 0 — 10, V/V) gereinigt.
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3-(4-(tert-Butyl)phenyl)-3-hydroxypropannitril (16)

OH
ﬁy B

Hergestellt aus 4-tert-Butylbenzaldehyd (1.94 g, 12.00 mmol) nach AAV 10.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 98 %, Smp: 75 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
5 [ppm] = 7.42-7.30 (m, 4H, Hauom), 5.86 (d, J=4.4 Hz, 1H, OH), 4.85 (dt, J = 6.7,
4.8 Hz, 1H, OCHCH,CN), 2.95-2.72 (m, 2H, OCHCH:CN), 1.28 (s, 9H, C(CHs)s).
3C_NMR (75 MHz, DMSO) & [ppm] = 149.91, 140.09, 125.49, 124.85, 118.76, 67.91,
34.19, 31.12, 27.39. HPLC (Meth. 1): tr = 12.4 min, AUC =95.2 %.

3-(3.5-Di-tert-butvlphenvl)-3-hydroxypropannitril (17)

OH
CN

Hergestellt aus 10 (1.96 g, 9.00 mmol) nach AAV10.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 73 %, Smp: 136 °C, 'H-NMR (600 MHz, DMSO-dj)
o [ppm] = 7.31 (t, J = 1.7 Hz, 1H, Harom), 7.26 (d, J = 1.5 Hz, 2H, Harom), 5.86 (d,
J=4.2Hz, 1H, OH), 4.90-4.84 (m, 1H, OCHCH:CN), 2.88 (dd, J = 16.7, 4.8 Hz, 1H,
OCHCH>CN), 2.79 (dd, J = 16.7, 6.9 Hz, 1H, OCHCH>CN), 1.29 (s, 18H, C(CHs)3).
BBC--NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 150.48, 142.79, 121.52, 120.40, 119.35,
69.21, 35.02, 31.76, 28.13. EA: berechnet fiir C17H2sNO [%] C 78.72, H 9.71 N 5.40;
gefunden [%] C 78.65; H 9.78; N 5.15.

3-Hvdroxy-3-(chinolin-4-yl)propannitril (18)

HO
CN
A
—
N

Hergestellt aus 6 (3.45 g, 22.00 mmol) nach AAV10.

Weier Feststoff, Ausbeute: 70 %, Smp: 144 °C; 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
o [ppm] =8.95 (d, J=4.5 Hz, 1H, Harom), 8.22 (dd, J=8.2, 1.1 Hz, 1H, Harom), 8.07 (dd,
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J=8.5, 1.3 Hz, 1H, Harom), 7.83-7.75 (m, 1H, Hurom), 7.70 (d, J = 4.5 Hz, 1H, Harom),
7.68-7.62 (m, 1H, Huom), 6.34 (d, J = 4.3 Hz, 1H, OH), 5.74 (q, J=5.1 Hz, 1H,
OCHCH,CN), 3.12 (dd, J = 16.9, 4.6 Hz, 1H, OCHCH-CN), 2.96 (dd, J = 16.9, 6.4 Hz,
1H, OCHCH>CN). 3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 150.32, 147.81, 147.67,
129.75, 129.21, 126.75, 124.67, 123.48, 118.18, 118.13, 63.90, 26.74. HPLC (Meth. 1):
tr = 3.4 min, AUC = 99.1 %.

3-Hydroxy-3-(6-methoxychinolin-4-y)propannitril (19)

HO
CN
Y AN
~
N

Hergestellt aus 7 (0.19 g, 1.00 mmol) nach AAV10.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 78 %, Smp: 155 °C, 'TH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm]
=8.78 (d, J=4.5 Hz, 1H, Harom), 7.99-7.96 (m, 1H, Harom), 7.65 (dd, J=4.3, 0.7 Hz, 1H,
Harom), 7.44-7.41 (m, 2H, Harom), 6.30 (d, J=4.4 Hz, 1H, OH), 5.72 (dt, J= 6.3, 4.5 Hz,
1H, OCHCH2CN), 3.95 (s, 3H, OCH;), 3.13 (dd, J = 17.0, 4.6 Hz, 1H, OCHCH>CN),
2.99 (dd, J = 17.0, 6.4 Hz, 1H, OCHCH>CN). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds)
O [ppm] = 157.84, 148.09, 146.93, 144.25, 131.73, 126.25, 122.02, 118.83, 118.81,
102.28, 64.39, 56.19, 26.86. HPLC (Meth. 1): tr = 4.47 min, AUC > 99 %.

3-Hydroxy-3-(6-methoxy-2-(trifluormethyl)chinolin-4-yDpropannitril (20)

HO
CN
0 A
~
N~ CF,

Hergestellt aus 9 (0.51 g, 2.00 mmol) nach AAV10.

Beiger Feststoff, Ausbeute: 68 %, Smp: 160 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds)
8 [ppm] = 8.13 (d, J=9.1 Hz, 1H, Harom), 8.02 (d, J= 0.6 Hz, 1H, Harom), 7.65-7.47 (m,
2H, Harom), 6.52 (d, J = 4.4 Hz, 1H, OH), 5.86 (q, J = 4.9 Hz, 1H, OCHCH,CN), 4.01 (s,
3H, OCH;), 3.24-2.98 (m, 2H, OCHCH,CN). BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds)
3 [ppm] = 159.67, 150.44, 144.12 (q, 2J= 34.1 Hz), 143.13, 132.19, 127.48, 124.32,
122.32 (q, 'J=274.7 Hz), 118.61, 114.30, 102.31, 64.27, 56.54, 26.84. HPLC (Meth. 1):
tr = 11.7 min, AUC = 96.5 %.
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3-(Benzo|/4]chinolin-4-yl)-3-hvdroxypropannitril (21)

HO
CN

Hergestellt aus 8 (0.30 g, 1.45 mmol) nach AAV10.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 65 %, Smp: 119 °C, 'H-NMR (600 MHz, Chloroform-d)
o [ppm] = 9.30-9.24 (m, 1H, Harom), 8.94 (d, J = 4.7 Hz, 1H, Harom), 7.90 (dd, J = 7.5,
1.7 Hz, 1H, Harom), 7.81 (d, J = 9.1 Hz, 1H, Harom), 7.77-7.71 (m, 2H, Harom), 7.70-7.65
(m, 2H, Harom), 5.76 (dd, J= 7.8, 4.2 Hz, 1H, OCHCH>), 2.96 (dd, J=16.9, 4.2 Hz, 1H,
OCHCH,), 2.83 (dd, J = 17.0, 7.8 Hz, 1H, OCHCH,). *C-NMR (151 MHz,
Chloroform-d) & [ppm] = 148.87, 146.51, 145.72, 133.01, 131.64, 128.80, 128.70,
127.85, 127.71, 124.77, 122.38, 118.91, 118.09, 116.82, 66.07, 27.13. HPLC (Meth. 1):
tr = 6.9 min, AUC = 98.1 %.

3-Hvdroxy-3-(4-(pyridin-2-yl)-phenvDpropannitril (22)

OH
CN

Hergestellt aus 4-(Pyridin-2-yl)benzaldehyd (1.10 g, 6.00 mmol) nach AAV10.

Hellgelber Feststoff, Ausbeute: 90 %, Smp: 126 °C, 'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds)
8 [ppm] = 8.68 (d, J = 5.6 Hz, 1H, Haom), 8.09 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Haom), 7.97 (d,
J=28.0 Hz, 1H, Harom), 7.88 (td, J=7.7, 1.8 Hz, 1H, Harom), 7.55 (d, J= 8.3 Hz, 2H, Harom),
7.38-7.32 (m, 1H, Huom), 6.05 (d, J = 4.5 Hz, 1H, OH), 4.99 (q, J = 4.9 Hz, 1H,
OCHCH2CN), 2.96 (dd, J=16.8, 5.0 Hz, IH, OCHCH-CN), 2.89 (dd, J = 16.8, 6.6 Hz,
1H, OCHCH>CN). '3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 156.23, 150.02, 144.39,
138.47, 137.70, 126.82, 126.68, 123.06, 120.67, 119.15, 68.31, 27.92. EA: berechnet fiir
C1sH12N20 [%]: C 74.98, H 5.39, N 12.49; gefunden [%]: C 75.11, H 5.69, N 12.35.
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3-(Anthracen-9-yl)-3-hydroxypropannitril (23)

OH
i CN

Hergestellt aus Antracen-9-carbaldehyd (4.12 g, 20.00 mmol) nach AAV 10.

Hellgelber Feststoff, Ausbeute: 78 %, Smp: 144 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-d6)
o [ppm] = 8.73 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Harom), 8.61 (s, 1H, Harom), 8.15-8.06 (m, 2H, Harom),
7.64-7.46 (m, 4H, Haom), 6.53-6.43 (m, 2H, OH, OCHCH»), 3.45-3.37 (m, 1H,
OCHCH,), 3.24-3.14 (m, 1H, OCHCH,). *C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] =
133.57, 131.61, 129.59, 129.21, 128.63, 126.29, 125.46, 119.33, 65.63, 26.42. HPLC
(Meth. 1): tr = 13.0 min, AUC > 99%.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung der Amidrazone 24 und 25 (AAV11).

Unter N>-Schutzgasatmosphiare wurde bei 0 °C 5 mL Toluen, abs. in einen
Dreihalskolben vorgelegt. 2.00 mL (2.00 mmol) Hydrazin (1 M in Tetrahydrofuran) und
1.00 mL (2.00 mmol) Trimethylaluminium (2 M in Toluen) wurden hinzugetropft und
der Reaktionsansatz wurde 5 Minuten bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wurde 1.00 mmol
des entsprechenden Nitrils (13, 16) in 5 mL Tetrahydrofuran, abs. gelost und zur
Hydrazin-TMA-L6sung getropft. AnschlieBend wurde 5 Stunden bei 50 °C geriihrt. Die
Losung wurde auf Raumtemperatur gebracht und auf 10 mL einer Eis-Wasser-Mischung
(1:1, m/m) gegossen, wobei sich ein kolloidaler Niederschlag bildete. Die organische
Phase wurde abgetrennt und die wissrige Phase 4 x mit 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit einer geséttigten Natriumchlorid-Losung
gewaschen und anschlieBend {iber Natriumsulfat getrocknet. Das organische
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde aus
n-Hexan/Ethylacetat ausgefillt. Der resultierende Niederschlag wurde abfiltriert, 2 x mit

n-Hexan gewaschen und im Hochvakuum getrocknet.

"'Das Signal eines Kohlenstoffatoms konnte nicht detektiert werden.
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(Z2)-3-(4-(tert-ButyDphenyl)-3-hvdroxypropanhydrazonamid (24)

OH NH,
X, .NH,
N

Hergestellt aus 16 (0.20 mg, 1.00 mmol) nach AAV11.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 65 % , Smp: 143 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds)
O [ppm] =7.40-7.25 (m, 4H, Harom), 6.13 (s, 2H, NH>), 4.91 (t,J=6.5 Hz, 1H, OCHCH>),
2.41(d,J=6.6 Hz, 2H, OCHCH>), 1.28 (s, 9H, C(CH5)3). *C-NMR (75 MHz, DMSO-dj)
O [ppm] = 154.81, 149.06, 142.32, 125.50, 124.66, 70.06, 42.36, 34.13, 31.18. HPLC
(Meth. 1): tr = 11.57 min, AUC = 96.2 %.

(Z)-3-Hvdroxy-3-(phenanthren-9-yl)propanhydrazonamid (25)

OH NH,

X .NH
200N

Hergestellt aus 1 ( 0.25 g, 1.00 mmol) nach AAV11.

HPLC (Meth. 1): tr = 8.55 min, LC-(ESI)HRMS-(+) m/z kalkuliert fiir C17H17N30
[M+H]" 280.1444, gefunden [M+H]" 280.1442.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung des Imidomethylester-Hydrochlorids 46 in

Anlehnung an die Literatur (AAV12).84%

Zu einer Losung von 3.95 g (16.00 mmol) 3-(Anthracen-9-yl)-3-hydroxypropannitril (23)
in einem Gemisch von 20 mL Dichlormethan, abs. und 5 mL Tetrahydrofuran, abs.
wurden bei -10 °C 0.97 mL (24.00 mmol) Methanol, abs. gegeben. Anschlieend wurde
10 Minuten unter Eiskiihlung geriihrt. 36 mL HCI in Diethylether wurden langsam zum
Reaktionsansatz getropft. Nach zehnminiitigem Riihren wurde Stickstoff in den Kolben
eingeleitet und der Reaktionsanatz bei -20 °C gelagert, bis das Imidat-Hydrochlorid 46

auskristallisierte.
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Methyl-3-(anthracen-9-y1)-3-hydroxypropanimidat Hydrochlorid (46)

Hergestellt aus 23 (3.95 g, 16.00 mmol) nach AAV12.

Hellgelber Feststoff, Ausbeute: 75 %, Smp: 230 °C, IR (KBr): ¥ [KBr] = 1648 (C=N).

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung von 66 in Anlehnung an die Literatur

(AAV13).17

0.91 g Acetaminophen (6.00 mmol), 0.18 g Paraformaldehyd (6.00 mmol) und 0.62 mL
Diethylamin (6.00 mmol) wurden in 30 mL Ethanol, p.a. suspendiert und 6 Stunden unter
Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde das organische
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Reaktionsgemisch
flashchromatographisch mit Dichlormethan/Methanol (9:1, V/V) gereinigt. XXXVI

wurde 1n 66 % Rohausbeute erhalten.

0.71 g (3.00 mmol) XXXVI wurden direkt in 30 mL 20 % wissriger HCI-Losung gelost
und 3 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf 0 °C wurde der
Reaktionsansatz mit einer gesittigten NaHCO;-Losung auf einen pH-Wert von 8
eingestellt. Die wissrige Phase wurde 3 x mit 100 mL Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit einer gesittigten Natriumchlorid-Losung
gewaschen und tliber Natriumsulfat getrocknet. Das organische Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und das resultierende braune Ol im Hochvakuum

getrocknet.

4-Amino-2-((diethylamino)methyDphenol (66)

NH,

L

OH

Hergestellt aus XXXVI (0.71 g, 3.00 mmol) nach AAV13.
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Braunes Ol, Ausbeute: 83 %, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) § [ppm] = 10.08 (br-s, 1H,
OH), 6.44—6.26 (m, 3H, Harom), 4.36 (s, 2H, ArCH>N), 3.33 (s, 4H, NCH>CH3), 1.01 (t,
J=7.1 Hz, 6H, NCH,CHs).™ 3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 148.25, 140.45,
122.79,115.49, 114.85, 113.89, 55.60, 45.70, 11.11.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung von 67 in Anlehnung an die Literatur
AAV 14 142,143,164

Die Hydroxylamine XXIX und 67, sowie ihre phthaloylgeschiitzten Vorstufen XXXVII
und XXXVIII wurden nach literaturbekannten Synthesen aus den entsprechenden
Benzylchloriden (Benzylchlorid, 4-Fluorbenzylchlorid) hergestellt.
O-(4-Fluorbenzyl)hydroxylamin (67) wurde mittels "H-NMR charakterisiert und mit der

Literatur verglichen.

0.12 mL (1.00 mmol) 4-Fluorbenzylchlorid und 0.18 g (1.10 mmol)
N-Hydroxyphthalimid wurden in 5 mL ACN, p.a. gelost. AnschlieBend wurden 0.15 mL
Triethylamin (1.10 mmol) hinzugegeben. Nach 5 stiindigem riihren unter Riickfluss
wurde das Reaktionsgemisch auf 10 mL Eiswasser gegossen und 3 x mit 20 mL
Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde mit einer geséttigten Natriumchlorid-
Losung gewaschen und iliber Natriumsulfat getrocknet. Die organische Phase wurde
einrotiert und lieferte XXXVIII, welches direkt weiter umgesetzt wurde. 0.27 g
(1.00 mmol) XXXVIII wurden in 5 mL Methanol, p.a. suspendiert. 0.15 mL (3.00 mmol)
Hydrazinmonohydrat wurden zur Suspension getropft, wobei sich der Niederschlag
aufloste. Nach einer Stunde riihren bei Raumtemperatur wurde das organische
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Reaktionsgemisch in 3 %
NaHCO;-Losung aufgenommen. Die wissrige Phase wurde 3 x mit 50 mL Diethylether
extrahiert. Die organische Phase wurde mit einer gesittigten Natriumchlorid-Losung
gewaschen und {iber Natriumsulfat getrocknet. Das organische Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und das resultierende farblose Ol im Hochvakuum

getrocknet.

™M Das Signal von zwei NH Protonen konnte nicht detektiert werden.
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0-(4-FuorbenzyDhvdroxvlamin (67)

_NH
/@/\0 2
F

Hergestellt aus XXXVIII (0.27 g, 1.00 mmol) nach AAV 14.

Farbloses Ol, Ausbeute: 80 %, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 7.42—7.30 (m,
2H, Harom), 7.21-7.11 (m, 2H, Harom), 6.05 (s, 2H, NH>), 4.54 (s, 2H, ArCH-0).

9.2.2 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung der Hydrazonamide 26-36

(AAV 15)

Unter N2-Schutzgasatmosphére wurden bei 0 °C 5 mL Toluen, abs. vorgelegt. 2.00 mL
(2.00 mmol) Hydrazin (1 M in Tetrahydrofuran) und 1.00 mL (2.00 mmol)
Trimethylaluminium (2 M in Toluen) wurden hinzugetropft und der Reaktionsansatz
wurde 5 Minuten bei 0 °C geriihrt. 1.00 mmol des entsprechenden Nitrils (16-22) wurde
in 5 mL Tetrahydrofuran, abs. gelost und zur Hydrazin-TMA-L6sung getropft. Der
Reaktionsansatz wurde 5 Stunden bei 50 °C geriihrt. Zur Herstellung der Derivate 35 und
36 wurde 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemeperatur
wurde der Reaktionsansatz auf 10 mL einer Eis-Wasser-Mischung (1:1, (m/m)) gegossen,
wobei sich eine kolloidale Suspension ergab. Die organische Phase wurde abgetrennt und
die wissrige Phase 4 x mit 50 mL Ethylacetat extrahiert. Fiir die Verbindungen 33-36
wurde vor der Extraktion die wéssrige Phase mittels einer gesittigten NaHCO3-Losung
auf einen pH-Wert von 8 eingestellt. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
einer gesittigten Natriumchlorid-Losung gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet.
Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in
10 mL Tetrahydrofuran, p.a. gelost und mit 1.00 mmol des entsprechenden Aldehyds
versetzt. Um Verbindung 28 zu erhalten, wurde Cycloheptanon anstelle eines Aldehyds
verwendet und zusétzlich 1.50 mmol ZnCl; zur Losung gegeben. Der Reaktionsansatz
wurde 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das resultierende Rohprodukt wurde wie einzeln

aufgeflihrt gereinigt.
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(Z2)-3-(4-(tert-ButyDphenyl)-N'-((E)-4-fluorbenzyliden)-3-

hydroxypropanhydrazonamid (26)

F
OH NH,
\N,N N

Hergestellt aus 16 (0.20 g, 1.00 mmol) nach AAV 15.
Das Rohprodukt wurde aus Ethylacetat umkristallisiert.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 41 %, Smp: 143 °C, 'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds)
o [ppm] = 8.27 (s, IH, NCH), 7.92-7.85 (m, 2H, Harom), 7.34 (q, J = 8.5 Hz, 4H, Harom),
7.27-7.20 (m, 2H, Haom), 6.77 (br-s, 2H, NH>), 5.61 (s, 1H, OH), 4.97 (dd, J = 8.1,
5.1 Hz, 1H, OCHCH,), 1.28 (s, 9H, C(CHs)3). 'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d)
d [ppm] = 8.30 (s, 1H, NCH), 7.71-7.62 (m, 2H, Harom), 7.35—7.26 (m, 4H, Harom), 7.06—
6.97 (m, 2H, Harom), 5.05 (dd, /=9.6, 2.6 Hz, 1H, OCHCH>»), 2.67 (dd, J = 15.5, 9.7 Hz,
1H, OCHCH>), 2.51 (dd, J = 15.5, 2.7 Hz, 1H, OCHCH), 1.25 (s, 9H, C(CHs)3).
BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 162.80 (d, 'Jcr = 246.9 Hz), 161.64, 150.27,
149.12, 142.19, 132.28 (d, “Jcr = 3.1 Hz), 129.47 (d, *Jcr = 8.3 Hz), 125.51, 124.70,
115.44 (d, %Jcr = 21.6 Hz), 70.15, 42.34, 34.13, 31.17. EA: berechnet fiir C20H24FN;O
[%] C 70.36, H 7.09, N 12.31, gefunden [%] C 70.15, H 7.17, N 12.34.

(Z2)-3-(4-(tert-Butyphenyl)-N -((E)-3-((diethylamino)methyl)-4-

hydroxybenzyliden)-3-hvdroxypropanhydrazonamid (27)

OH
OH NH, K
\N,N X N\/

Hergestellt aus 16 (0.20 g, 1.00 mmol) nach AAV1S5.

Das  Rohprodukt wurde flashschromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat
(Gradientenelution: 10 — 0/ 0 — 10, V/V) gereinigt und anschlieBend aus Ethylacetat

umkristallisiert.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 23 %, Smp: 134 °C; 'H-NMR (300 MHz, DMSO-db)
d [ppm] = 8.13 (s, 1H, NCH), 7.56-7.49 (m, 2H, Harom), 7.39-7.24 (m, 4H, Harom), 6.70

(d, J=8.1 Hz, 1H, Harom), 6.58 (s, 2H, NH), 4.94 (dd, J = 7.4, 5.6 Hz, 1H, OCHCH)),
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3.78 (s, 2H, ArCH:N), 2.57 (q, J = 7.1 Hz, 4H, NCH>CH3), 2.46 (s, 1H, OCHCH),
1.27 (s, 9H, C(CHs)3), 1.04 (t, J = 7.1 Hz, 6H, NCH,CH;).™ 3C-NMR (75 MHz,
DMSO-ds) 6 [ppm] = 160.51, 159.47, 151.65, 149.07, 142.20, 127.98, 127.81, 126.41,
125.51, 124.67, 122.72, 115.48, 70.16, 55.33, 45.69, 42.23, 34.12, 31.17, 10.96. EA:
berechnet fiir C2sH3sN4O2 [%] C 70.72, H 8.55, N 13.20; gefunden [%] C 70.49, H 8.56,
N 13.22.

(Z2)-3-(4-(tert-ButyDphenyl)-N’-cycloheptyliden-3-hydroxvpropanhydrazonamid

(28)

OH NH,

S atae

Hergestellt aus 16 (0.41 g, 2.00 mmol) nach AAV15.

Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch mit Dichlormethan/Methanol (9.8:2.0,
V/V) gereinigt.

Weifer Feststoff, Ausbeute: 35 %, Smp: 194 °C , 'H-NMR (600 MHz, DMSO-dj)
O [ppm] = 7.41-7.24 (m, 4H, Harom), 6.35 (br-s, 2H, NH>), 5.80 (br-s, 1H, OH), 4.89 (t,
J=6.5 Hz, 1H, OCHCH,), 2.78 — 2.68 (m, 1H, OCHCH>), 2.49 — 2.40 (m, 6H, Haiiph),
1.67 (d, J =40.8 Hz, 1H, OCHCH>), 1.62-1.47 (m, 6H, Haiph), 1.28 (s, 9H, C(CH3)3).
BC-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 167.68, 158.33, 149.90, 142.19, 125.98,
125.23, 70.54, 42.08, 37.15, 34.66, 31.67, 31.34, 30.40, 30.18, 27.46, 24.92. HPLC
(Meth. 1): & = 11.7 min, AUC = 98.2 %. (ES)HRMS-(+) m/z kalkuliert fiir
[C20H32N30]": 330.2540; gefunden [M+H]": 330.2546.

(2)-3-(4-(tert-ButyDphenyl)-N -((E)-2-butylhexvliden)-3-hydroxy-

propanhvdrazonamid (29)
OH NH, \/li,:\/
h/@/‘\/‘\\ Na
N

Hergestellt aus 16 (0.31 g, 1.53 mmol) nach AAV1S5.

"™ Das Signal eines Methylenprotons konnte nicht detektiert werden. Das Signal alkoholischen Funktion
konnte nicht detektiert werden.
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Das Rohprodukt wurde séulenchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat (1:1, V/V)

gereinigt.

Hellrosa Ol, Ausbeute: 30 %, 'H-NMR (600 MHz, Methanol-ds) & [ppm] = 7.29-7.21
(m, 4H, Harom), 4.89 (dd, J = 8.8, 4.5 Hz, 1H, OCHCH2>), 2.56-2.42 (m, 2H, OCHCH>),
1.42-1.30 (m, 3H, Haiph), 1.28 — 1.13 (m, 10H, Haiph), 0.84 — 0.76 (m, 6H, Haiipn).”°
BC-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 160.34, 160.13, 149.57, 142.72, 125.94,
125.09, 70.58, 42.36, 34.60, 32.63, 31.66, 29.67, 29.42, 22.72, 14.40. HPLC (Meth. 1):
tr = 15.0 min, AUC = 97.7 %. ESI(MS)-(+) m/z kalkuliert fiir C23H39N30 [M]: 373.6,
gefunden [M+2H]": 375.6.

(2)-3-(3.5-Di-tert-butylphenyD-N -((E)-4-fluorbenzyliden)-3-

F
OH NH,
\N,N X

hydroxypropanhydrazonamid (30)

Hergestellt aus 17 (0.53 g, 2.40 mmol) nach AAV 15.

Das  Rohprodukt wurde  flashchromatographisch  mit  n-Hexan/Ethylacetat
(Gradientenelution: 10 —» 0 / 0 — 10, V/V) gereinigt und aus n-Hexan/Ethylacetat
ausgefillt. Der resultierende Niederschlag wurde abfiltriert, 2 x mit n-Hexan gewaschen
und im Hochvakuum getrocknet. Das Produkt konnte ohne weitere Aufreinigung in hoher

Reinheit erhalten werden.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 33 %, Smp: 137 °C; 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
O [ppm] = 8.27 (s, 1H, NCH), 7.96-7.80 (m, 2H, Harom), 7.35-7.10 (m, 5SH, Harom), 6.76
(s,2H,NH,), 5.57 (d, J= 3.8 Hz, 1H, OH), 4.97 (dt, J= 8.0, 4.6 Hz, 1H, OCHCH2>), 2.46
(s, 1H, OCHCH,), 129 (s, 18H, C(CH;);).’* 3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds)
8 [ppm] = 162.79 (d, 'Jer= 246.6 Hz), 161.75, 150.16, 149.70, 144.38, 132.33 (d,
4Jcr=2.9 Hz), 129.43 (d, *Jcr = 8.5 Hz), 120.32, 119.81 , 115.44 (d, %Jcr =21.7 Hz),
70.96, 42.74, 34.48, 31.32. EA: berechnet fiir C24H32FN30 [%] C 72.51; H8.11; N 10.57;
gefunden [%] C 72.27, H 8.41, N 10.38.

° Das Signal des Protons der Iminofunktion konnte nicht detektiert werden. Die Signale der
Heteroprotonen konnten nicht detektiert werden.
PP Das Signal eines Methylenprotons konnte nicht detektiert werden.
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(£)-3-(3.5-Di-tert-butylphenyl)-N -((E)-3-((diethylamino)methyl)-4-

hydroxybenzyliden)-3-hvdroxypropanhydrazonamid (31)

OH
P \/@K/K
\N,N\ N\/

Hergestellt aus 17 (0.39 mg, 1.51 mmol) nach AAV 15.

Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch mit Dichlormethan/Methanol
(Gradientenelution: 10 — 7 /0 — 3, V/V) gereinigt.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 33 %, Smp: 127 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds)
d [ppm] = 8.14 (s, 1H, NCH), 7.57-7.50 (m, 2H, Harom), 7.27 (t, J = 1.8 Hz, 1H, Harom),
7.24 (d, J= 1.8 Hz, 2H, Harom), 6.71 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Harom), 6.59 (s, 2H, NH>), 4.95
(t,J=6.5Hz, 1H, OCHCH>), 3.78 (s, 2H, ArCH2N), 2.58 (q, /= 7.1 Hz, 4H, NCH>CH3),
2.48-2.43 (m, 2H, OCHCH»), 1.29 (s, 18H, C(CHs)3), 1.05 (t, J = 7.1 Hz, 6H,
NCH>CH?3).9 3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) § [ppm] = 160.65, 159.44, 151.56, 149.70,
144.38, 127.92, 127.81, 126.44, 122.73, 120.31, 119.82, 115.48, 70.95, 55.30, 45.69,
42.61,34.48,31.32, 10.96. EA: berechnet fiir C2o0H44N4O [%] C 72.46, H 9.23, N 11.66;
gefunden [%] C 72.19, H 9.49, N 11.38.

(Z2)-N"-((E)-4-Fluorbenzyliden)-3-hydroxy-3-(4-(pyridin-2-yl)phenyl)propan-

hydrazonamid (32)
OH NH, F
\N, N

A

_N

Hergestellt aus 22 (0.17 g, 0.76 mmol)

Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch mit Dichlormethan/ Methanol
(Gradientenelution: 10 — 7 /0 — 3, V/V) gereinigt.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 18 %, Smp: 182 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
d [ppm] = 8.70-8.62 (m, 1H, Harom), 8.27 (s, 1H, NCH), 8.05 (d, J= 8.2 Hz, 2H, Harom),
7.95 (d, J= 8.0 Hz, 1H, Harom), 7.87 (qd, J = 5.4, 2.3 Hz, 3H, Harom), 7.52 (d, J= 8.3 Hz,

99 Das Signal der Hydroxylgruppe konnte nicht detektiert werden.
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2H, Hurom), 7.39 — 7.30 (m, 1H, Hurom), 7.24 (¢, J = 8.9 Hz, 2H, Hurom), 6.78 (br-s, 2H,
NH,), 5.74 (d, J=4.1 Hz, 1H, OH), 5.07 (g, J = 5.6, 4.9 Hz, 1H, OCHCH,), 2.55 (d,
J=6.6 Hz, 2H, OCHCH,). '*C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 163.32 (d,
IJcr = 246.9 Hz), 161.93, 156.42, 150.86, 149.97, 146.60, 137.81, 137.64, 132.78 (d,
“Jer = 2.9 Hz), 130.00 (d, 3Jcr = 8.2 Hz), 126.70, 126.64, 122.90, 120.54, 115.95 (d,
2Jce=21.5 Hz), 70.66, 42.87. HPLC (Meth. 1): fr = 10.0 min, AUC = 97.6 %.

(Z2)-N -((E)-4-Fluorbenzyliden)-3-hydroxy-3-(6-methoxychinolin-4-yl)-propan-

hydrozanamid (33)

Hergestellt aus 19 (0.10 g, 0.44 mmol) nach AAV 15.

Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch mit Dichlormethan/ Methanol
(Gradientenelution: 10 — 7 /0 — 3, V/V) gereinigt.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 20 %, Smp: 110 °C, 'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d)
o [ppm] = 8.81 (s, 1H, NCH), 8.45 (d, J = 3.3 Hz, 1H, Harom), 8.07 (dd, J=9.2, 3.1 Hz,
1H, Harom), 7.84-7.74 (m, 2H, Harom), 7.65 (d, J = 4.9 Hz, 1H, Haom), 7.41 (dd, J= 8.9,
3.1 Hz, 1H, Harom), 7.27 (d, J = 0.9 Hz, 1H, Harom), 7.13 (td, J = 8.6, 2.9 Hz, 2H, Harom),
5.92-5.79 (m, 1H, OCHCH>), 3.97 (q, J = 1.5 Hz, 3H, OCH3), 2.80 (d, J = 6.6 Hz, 2H,
OCHCH). BC-NMR (151 MHz, Chloroform-d) & [ppm] = 164.10 (d, 'Jcr = 251.0 Hz),
160.80, 157.79, 154.47, 148.02, 146.79, 144.32, 131.84, 131.07 (d, *Jcr = 3.0 Hz), 129.71
(d, *Jcr = 8.8 Hz), 126.20, 121.25, 118.13, 115.86 (d, 2Jcr = 22.0 Hz), 101.27, 67.24,
55.67,40.08. HPLC (Meth. 1): fr = 6.9 min, AUC > 99 %.

(Z2)-N -((E)-4-Fluorbenzyliden)-3-hydroxy-3-(chinolin-4-y)propanhvdrazonamid

(34)
F
OH NH, \/©/
pZ \N,N\
Na ‘

Hergestellt aus 18 (0.40 g, 2.00 mmol) nach AAV 15.

Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch mit Dichlormethan/ Methanol
(Gradientenelution: 10 — 7 /0 — 3, V/V) gereinigt.
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WeiBer Feststoff, Ausbeute: 14 %, Smp: 135 °C, 'H-NMR (600 MHz, Chloroform-d)
O [ppm] = 8.71 (d, J = 4.5 Hz, 1H, Harom), 8.29 (s, 1H, NCH), 7.99 (dd, J = 8.5, 1.3 Hz,
1H, Harom), 7.91 (dd, J = 8.3, 1.4 Hz, 1H, Harom), 7.66—7.62 (m, 2H, Harom), 7.60-7.56 (m,
1H, Harom), 7.55 (d, J = 4.5 Hz, 1H, Harom), 7.46-7.42 (m, 1H, Harom), 7.04—6.98 (m, 2H,
Harom), 5.80 (dd, J=9.3,2.6 Hz, 1H, OCHCH>), 2.70 (dd, J=15.8, 2.6 Hz, 1H, OCHCH>),
2.61(dd,J=15.8,9.3 Hz, 1H, OCHCH,). *C-NMR (151 MHz, Chloroform-d) § [ppm] =
164.10 (d, 'Jor = 250.9 Hz), 160.79, 154.35, 150.35, 148.68, 147.90, 131.00 (d,
“Jor = 3.3 Hz), 130.15, 129.71 (d, *Jcr = 8.7 Hz), 129.20, 126.83, 125.18, 122.67, 117.87,
115.84 (d, 2Jcr = 22.0 Hz), 66.95, 40.47. EA: berechnet fiir C19H7FN4O [%] C 67.84, H
5.09, N 16.66; gefunden C 67.70, H 4.80, N 16.48.

(Z2)-N"-((E)-4-Fluorbenzyliden)-3-hvdroxy-3-(6-methoxy-2-(trifluormethvl)chinolin

-4-yl)propanhydrazonamid (35)

CF;

Hergestellt aus 20 (0.10 g, 0.34 mmol) nach AAV 15.

Das  Rohprodukt  wurde flashchromatographisch mit  n-Hexan/Ethylacetat
(Gradientenelution: Gradientenelution: 10 — 0 / 0 — 10, V/V) gereinigt und aus

Diethylether, p.a. umkristallisiert.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 15 %, Smp: 85 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
d [ppm] = 8.23 (s, 1H, NCH), 8.11 (d, J=9.2 Hz, 1H, Harom), 7.99 (s, IH Harom), 7.92—
7.84 (m, 2H, Harom), 7.67-7.55 (m, 2H, Harom), 7.31-7.17 (m, 2H, Harom), 6.86 (s, 2, NH?2),
6.24 (s, 1H, OH), 5.87 (s, 1H, OCHCH»), 3.99 (s, 3H OCHs), 2.85-2.55 (m, 2H,
OCHCH>). BC-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 163.36 (d, 'Jcr = 246.6 Hz),
161.47, 159.34, 153.06, 150.91, 144.25 (q, 2Jcr = 32.7 Hz), 143.08, 132.70 (d,
“Jer=2.8 Hz), 132.13, 130.01 (d, *Jer= 7.9 Hz), 127.81, 123.92, 122.41 (q,
lJcr =274.8 Hz), 115.98 (d, 2Jcr = 21.2 Hz), 113.86, 102.66, 67.36, 56.34, 41.79. HPLC
(Meth. 1): tr = 11.0 min, AUC > 99 %.
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(Z2)-3-(Benzo|Ah]chinolin-4-y)-N"-((E)-4-fluorbenzyliden)-3-hydroxypropan-

hydrazonamid (36)
COL 1
= \N,N ~
N N ‘

Hergestellt aus 21 (0.20 g, 0.80 mmol) nach AAV 15.

Das  Rohprodukt wurde  flashchromatographisch  mit  n-Hexan/Ethylacetat
(Gradientenelution: 10 — 0 / 0 — 10, V/V) gereinigt und aus Diethylether, p.a.

umkristallisiert.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 10 %, Smp: 93 °C, 'H NMR (600 MHz, Chloroform-d)
o [ppm] =9.32 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Harom), 8.99 (dd, J=4.7, 1.6 Hz, 1H, Harom), 8.42 (s,
1H, NCH), 7.93-7.67 (m, 8H, Harom), 7.10 (t, J = 8.5 Hz, 2H, Harom), 5.95 (dt, J = 9.0,
2.2Hz, 1H, OCHCH,), 2.83-2.66 (m, 2H, OCHCH,)." BC-NMR (151 MHz,
Chloroform-d) & 164.10 (d, 'Jcr = 250.9 Hz), 160.64, 154.52, 148.97, 148.17, 146.42,
133.00, 131.94, 131.09 (d, *Jcr = 3.2 Hz), 129.72 (d, *Jcr = 8.6 Hz), 128.27, 127.99,
127.71,127.32, 124.83, 122.91, 119.97, 118.60, 115.85 (d, 2Jcr = 22.0 Hz), 67.03, 40.61.
HPLC (Meth. 1): tr = 8.3 min, AUC = 98.8 %.

9.2.3 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung der Hydrazonamide 37—45

(AAV 16)

Unter N2-Schutzgasatmosphédre wurden bei 0 °C 5 mL Toluen, abs. gegeben. 2.00 mmol
des gewiinschten Hydrazin-Derivates (1-Aminopiperidin, 4-Methyl-1-piperazinamin,
4-Aminomorpholin, N,N-Dimethylhydrazin, N-Methyl-N-phenyl-hydrazin) und 1.00 mL
(2.00 mmol) Trimethylaluminium (2 M in Toluen) wurden hinzugegeben. Es wurde
5 Minuten bei 0 °C geriihrt. 1.00 mmol des entsprechenden Nitrils (13, 15-17) wurde in
SmL Tetrahydrofuran, abs. gelost und zur Hydrazin-TMA-Losung getropft. Der
Reaktionsansatz wurde 5 Stunden bei 50 °C geriihrt. Nach dem Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde der Reaktionsansatz auf 10 mL einer Eis-Wasser-Mischung (1:1,
m/m) gegossen, wobei sich eine kolloidale Suspension ergab. Die organische Phase

wurde abgenommen und die wissrige Phase 4 x mit 50 mL Ethylacetat extrahiert.

" Die Signale der Heteroprotonen konnten nicht detektiert werden.
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Anschliefend wurden die organischen Phasen vereinigt und mit einer gesittigten
Natriumchlorid-Losung gewaschen. Es wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel anschlieBend unter vermindertem Druck entfernt. Das resultierende

Rohprodukt wurde wie einzeln aufgefiihrt gereinigt.

(Z2)-3-Hvdroxy-3-(phenanthren-9-yl)-/N -(piperidin-1-yl)propanimidamid (37)

OH NH,
x> N
o

Hergestellt aus 13 (0.25 g, 1.00 mmol) und 1-Aminopiperidin nach AAV 16.

Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch mit Dichlormethan/ Methanol
(Gradientenelution: 10 — 7 /0 — 3, V/V) gereinigt.

Weiler Feststoff, Ausbeute: 46 %, Smp: 211 °C, 'H-NMR (600 MHz, DMSO-dj)
o [ppm] = 8.89 (d, J=9.0 Hz, 1H, Harom), 8.81 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Harom), 8.26 (s, 1H,
Harom), 8.02-7.93 (m, 2H, Harom), 7.78-7.62 (m, 4H, Harom), 6.35 (s, 1H, OH), 6.08 (s, 2H,
NM>), 5.64 (dd, J=8.5,3.5 Hz, 1H, OCHCH>»), 2.65 (dd, J=14.8, 3.6 Hz, 2H, OCHCH>),
245 (dd, J=14.8, 8.6 Hz, 2H, NCH>CH>CH>), 1.67-1.53 (m, 4H, NCH.CH>CH>»), 1.37
(br-s, 2H, NCH2CH2CH,).» 3C-NMR (151 MHz, DMSO-d) & [ppm] = 163.48, 138.59,
131.40, 130.51, 130.03, 129.46, 129.07, 127.47, 127.40, 127.35, 127.07, 125.21, 124.44,
123.91, 123.26, 67.20, 55.28, 38.87, 25.17, 23.14. HPLC (Meth. 1): fr =10.8 min,
AUC =97.5 %.

(Z2)-3-Hvdroxy-/N -(4-methylpiperazin-1-y)-3-(phenanthren-9-v)propanimidamid

(38)

OH NH, (\N/

Cor

Hergestellt aus 13 (0.12 g, 0.50 mmol) und 4-Methyl-1-piperazinamin nach AAV 16.

s Das Signal von zwei Methylenprotonen konnte nicht detektiert werden.

142



9 Experimenteller Teil

Das Roprodukt wurde mittels Flashchromatographie Dichlormethan/ Methanol (8.5:1.5,
V/V), welches 0.1 % Triethylamin enthilt, gereinigt und anschlieBend aus Ethylacetat

umkristallisiert.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 56 %, Smp: 120 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds)
d [ppm] = 8.89 (dt, J= 7.0, 2.6 Hz, 1H, Harom), 8.83-8.78 (m, 1H, Harom), 8.31-8.20 (m,
1H, Harom), 8.03—7.90 (m, 2H, Harom), 7.75-7.59 (m, 4H, Harom), 6.14 (br-s, 3H, NH>, OH),
5.64 (dd,J=8.5,3.6 Hz, |H, OCHCH>), 2.65 (dd, J=14.7, 3.7 Hz, |H, OCHCH>), 2.47—
2.26 (m, 4H, NCH,CH>N), 2.16 (s, 3H, NCH3). 'H-NMR (600 MHz, Methanol-ds)
O [ppm] = 8.86-8.81 (m, 1H, Harom), 8.75 (d, J= 8.2 Hz, 1H, Harom), 8.33-8.30 (m, 1H,
Harom), 8.02 (s, 1H, Harom), 7.93 (dd, J=7.9, 1.5 Hz, 1H, Harom), 7.72—7.58 (m, 4H, Harom),
5.79 (dd, J= 8.3, 4.4 Hz, 1H, OCHCH>), 2.83 (dd, /= 14.3, 4.3 Hz, 1H, OCHCH), 2.72
(dd, J = 14.4, 8.3 Hz, 1H, OCHCH>), 2.60 (s, 6H, NCH,CH,N), 2.27 (s, 3H, NCH3)."
BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 158.19, 138.49, 131.04, 130.00, 129.30,
129.27, 128.47, 126.84, 126.68, 126.53, 126.26, 124.18, 123.64, 123.41, 122.65, 67.46,
54.23, 53.78, 45.63."* HPLC (Meth. 1): tr = 7.5 min, AUC = 98 %. (ESI)MS-(+) m/z
kalkuliert fiir C22H26N4O[M] 362.5, gefunden [M+H]" 363.4.

(Z)-3-Hvdroxy-/N -morpholino-3-(phenanthren-9-yl)-propanimidamid (39)

OH NH, (\0
<

X, .N
o

Hergestellt aus 13 (0.25 g, 1.00 mmol) und 4-Aminomorpholin nach AAV 16.

Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch mit Dichlormethan/ Methanol
(Gradientenelution: 10 — 7 /0 — 3, V/V) gereinigt.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 40 %, Smp: 131 °C, 'H-NMR (600 MHz, DMSO-dj)
o [ppm] = 8.89 (dd, J= 6.6, 3.0 Hz, 1H, Harom), 8.81 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Harom), 8.28 (dd,
J=6.5,3.0 Hz, 1H, Harom), 8.00 (s, 1H, Harom), 7.97 (dd, J= 7.8, 1.2 Hz, 1H, Harom), 7.74—
7.69 (m, 2H, Harom), 7.69-7.62 (m, 2H, Harom), 6.37 (s, 3H, NH>, OH), 5.67 (dd, J = 8.6,
3.7Hz, 1H, OCHCH,), 3.66 (s, 4H, NCH,CH-0), 2.68 (dd, J = 14.7, 3.8 Hz, 1H,

" Das Signal von zwei Methylenprotonen des 4-Methypiperazinrings lag breit zwischen 2.45 und 2.75 ppm
und war nicht integrierbar.
“Das Signal eines aliphatischen Kohlenstoffatoms konnte nicht detektiert werden.
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OCHCH,), 2.50-2.46 (m, 1H, OCHCH>)."” *C-NMR (151 MHz, DMSO) & [ppm] =
159.05, 138.99, 131.54, 130.52, 129.84, 129.76, 129.00, 127.36, 127.20, 127.08, 126.80,
124.70, 124.17, 123.94, 123.17, 67.93, 66.24, 55.09, 40.88. EA: berechnet fiir C21H23N30
[%] C 72.18, H 6.63, N 12.03; gefunden [%] C 71.95, H 6.63, N 11.73.

(Z2)-3-Hvdroxy-/N -methyl-3-(phenanthren-9-yl)-N -phenvlpropanhydrazonamid

(40)

OH NH, |

X .N
o

Hergestellt aus 13 (0.20 g, 0.81 mmol) und N-Methyl-N-phenylhydrazin nach AAV 16.

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat (1:1, V/V)

gereinigt und aus Diethylether, p.a. umkristallisiert.

Weifer Feststoff, Ausbeute: 49 %, Smp: 127 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
O [ppm] = 8.95-8.87 (m, 1H, Harom), 8.87-8.81 (m, 1H, Harom), 8.42—8.34 (m, 1H, Harom),
8.05 (s, 1H, Harom), 7.98 (dd, J=7.3, 1.9 Hz, 1H, Harom), 7.76-7.61 (m, 4H, Harom), 7.00—
6.90 (m, 2H, Harom), 6.65-6.57 (m, 3H, Harom), 6.33 (s, 2H, NH?2), 6.05 (s, 1H, OH), 5.83
(dd, J=17.8, 4.6 Hz, 1H, OCHCH>), 2.85 (dd, J = 14.4, 4.6 Hz, IH, OCHCH>), 2.77 (s,
3H, NCH;), 2.67 (dd, J=14.6, 7.7 Hz, 1H, OCHCH,). *C-NMR (75 MHz,
Chloroform-d) & [ppm] = 162.10, 151.09, 136.64, 131.50, 130.77, 130.02, 129.29,
128.93, 128.84, 126.79, 126.75, 126.65, 126.24, 124.25, 123.51, 123.44, 122.43, 119.78,
115.05, 67.89, 40.95, 40.07. HPLC (Meth. 1): tr = 11.0 min, AUC = 95.9 %.

(Z2)-3-(1.3-Dichlor-6-(trifluormethyl)phenanthren-9-yl)-3-hyvdroxy-N -(piperidin-1-

yl)-propanimidamid Hydrochlorid (41)

cl OH NH O
NN HCl
H
e

CF,

Hergestellt aus 15 (0.19 g, 0.50 mmol) und 1-Aminopiperidin nach AAV 16.

" Die Signale von 4 Methylenprotonen der Morpholinstruktur konnten nicht detektiert werden.
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Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Dichlormethan/Methanol (9:1,
V/V) gereinigt. Das Produkt wurde in Methanol, p.a. geldst und mit einem Uberschuss
HCI in Methanol versetzt. 41 wurde durch tropfenweises Zugeben von Diethylether, p.a.
ausgefillt. Der resultierende Niederschlag wurde abfiltriert und aus Methanol,

p.a./Diethylether, p.a. umkristallisiert.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 38 %, Smp: 210 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
5 [ppm] = 9.39 (s, 1H, Harom), 9.25 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Huom), 8.80 (d, J = 8.8 Hz, 1H,
Hasom), 8.52 (s, 1H, Hasom), 8.06 (dd, J = 10.1, 1.7 Hz, 2H, Haom), 5.85 (dd, J= 9.5, 3.8
Hz, 1H, OCHCH,), 3.02 (dd, J = 14.0, 3.8 Hz, 1H, OCHCH,), 2.79-2.57 (m, 4H,
NCH2CH,CHy), 1.69-1.57 (m, 4H, NCH.CH>CHy), 1.40 (s, 2H, NCH,CH2CHy). ™
3C.NMR (75 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 162.18, 140.19, 132.67, 132.23, 131.79,
131.23, 128.88, 128.16, 127.70 (q, 2Jcr = 32.4 Hz), 12691, 126.41, 124.34 (q, "Jcr =
272.4 Hz), 123.82—-123.52 (m), 122.71, 122.36-122.05 (m), 121.07, 66.85, 54.84, 38.50,
24.69, 22.65. HPLC (Meth. 1): tr = 14.2 min, AUC = 97.9 %.

(Z2)-3-(4-(tert-(Butyl)phenyl)-3-hydroxy-N'-(piperidin-1-y)propanimidamid

Hvdrochlorid (42)
OH NH
IO HCI
N

H

Hergestellt aus 16 (0.31 mg, 1.53 mmol) und 1-Aminopiperidin nach AAV 16.

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Dichlormethan/ Methanol (9:1,
V/V) gereinigt. 42 wurde als Hydrochlorid gefillt, indem das Produkt in Methanol, p.a.
gelost und mit einem Uberschuss HCl in Methanol versetzt wurde. 42 wurde
tropfenweises Zugeben von Diethylether, p.a. ausgefillt. Der resultierende Niederschlag

wurde abfiltriert und aus Methanol, p.a./Diethylether, p.a. umkristallisiert.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 50 %, Smp: 191 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
o [ppm] = 9.13 (br-s, 1H, NH), 8.39 (br-s, 1H, NH), 7.41-7.28 (m, 4H, Harom), 4.96 (dd,
J=9.0, 4.8 Hz, 1H, OCHCH2>), 2.68 (d, J = 4.9 Hz, 1H, OCHCH>), 2.30-2.26 (m, 4H,
NCH>CH2CH»), 1.61 (t,J = 5.8 Hz, 4H, NCH.CH>CH>), 1.38 (br-s, 2H, NCH,CH2CH>),
1.27 (s, 9H, C(CHz)3).** *C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 163.13, 150.22,

"W Die Signale eines Methylprotons und der Heteroprotonen konnten nicht detektiert werden.
* Ein Methylenproton liegt unter dem Losungsmittelpeak, zwei Heteroprotonen sind sehr breit und nicht
integrierbar.
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141.36, 126.00, 125.30, 70.21, 55.23, 34.68, 31.63, 25.10, 23.14. HPLC (Meth. 1): t =
10.4 min, AUC > 99%. EA: berechnet fiir C1sH30CIN3O [%] C 63.60, H 8.90, N 12.36;
gefunden [%] C 63.71, H9.07, N 12.44.

(2)-3-(4-(tert-ButyDphenyl)-3-hvdroxy-/N -methvl-N -phenylpropanhydrazonamid
“3)

OH NH, |

S

Hergestellt aus 16 (0.20 g, 1.00 mmol) und N-Methyl-N-phenylhydrazin nach AAV 16.
Das Rohprodukt wurde aus Diethylether, p.a. umkristallisiert.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 41 %, Smp: 126 °C, 'H-NMR (600 MHz, DMSO-dj)
o [ppm] = 7.35 (q, J = 8.4 Hz, 4H, Harom), 7.13-7.04 (m, 2H, Harom), 6.73—6.61, (m, 3H,
Harom), 6.26 (s, 2H, NH>), 5.64 (s, 1H, OH), 4.98 (dd, J= 8.0, 5.4 Hz, 1H, OCHCH>»), 2.77
(s, 3H, NCHs), 2.56-2.52 (m, 1H, OCHCH>), 2.48 (dd, J = 14.2, 5.3 Hz, 1H, OCHCH>),
1.30 (d, J = 1.2 Hz, 9H, C(CHs)3). *C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 161.70,
151.90, 149.65, 142.35, 128.60, 126.27, 125.09, 118.02, 114.53, 70.71, 42.26, 34.65,
31.72. HPLC (Meth. 1): tr = 10.6 min, AUC = 98.8%. (ES))HRMS-(+) m/z kalkuliert fiir
[C20H28N30]": 326.2227, gefunden [M+H]": 326.2231.

(2)-3-(4-(tert-ButyDphenyl)-3-hvdroxy-/NV', N -dimethyvlpropanhydrazonamid (44)

OH NH, |

\N'N\

Hergestellt aus 16 (0.31 g, 1.53 mmol) und N,N-Dimethylhydrazin nach AAV 16.
Das Rohprodukt wurde aus Diethylether, p.a. umkristallisiert.

Weiler Feststoff, Ausbeute: 34 %, Smp: 119 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)

O [ppm] = 7.45-7.15 (m, 4H, Harom), 5.98 (s, 2H, NH>), 5.81 (s, 1H, OH), 4.80 (t, J =

6.5 Hz, 1H, OCHCH>), 2.29-2.25 (m, 2H, OCHCH>), 2.23 (s, 6H, NCH3), 1.27 (s, 9H,

C(CH3)3). BC-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 158.40, 149.52, 142.38, 126.00,

125.04, 70.58,47.09, 42.03, 34.61, 31.69. HPLC (Meth. 1): tr = 8.9 min, AUC = 96.0 %.

(ES))HRMS-(+) m/z kalkuliert fiir [C1sH26N30]": 264.2070, gefunden [M+H]" 264.2069.
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(2)-3-(3.5-Di-tert-butylphenvl)-3-hydroxy-N -(piperidin-1-yl)propanimidamid
Hvdrochlorid (45)

OH NH O
N
N HCI

H

Hergestellt aus 17 (0.26 g, 1.00 mmol) und 1-Aminopiperidin nach AAV 16.

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit Dichlormethan/Methanol (9:1,
V/V) gereinigt. 45 wurde als Hydrochlorid gefillt, indem das Produkt in Methanol, p.a.
geldst und mit einem Uberschuss HCI in Methanol versetzt wurde. 45 wurde durch
tropfenweises Zugeben von Diethylether, p.a. ausgefillt. Der resultierende Niederschlag

wurde abfiltriert und aus Methanol, p.a./Diethylether, p.a. umkristallisiert.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 33 %, Smp: 185 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds)
o [ppm] = 10.89 (br-s, 1H, NH), 9.42 (br-s, |H, NH), 8.52 (br-s, 1H, NH), 7.30 (t, /= 1.8
Hz, 1H, Harom), 7.27 (d, J = 1.8 Hz, 2H, Harom), 5.80 (d, J = 22.3 Hz, 1H, OH), 5.02 (dd,
J=9.5,4.4Hz, 1H, OCHCH>), 2.79-2.55 (m, 4H, OCHCH>, NCH>CH>CH>), 1.61 (m, J
= 5.5 Hz, 4H, NCH,CH>CH2>), 1.29 (s, 18H, C(CHj3)3).¥¥ 3C-NMR (75 MHz, DMSO-dj)
o [ppm] = 163.00, 149.97, 142.96, 120.97, 119.82, 70.50, 54.75, 34.51, 31.28, 24.59,
22.58.% HPLC (Meth. 1): tr = 13.3 min, AUC = 92.0 %.*** (ES)MS-(+) m/z kalkuliert
fiir C22H37N30 [M]: 359.6, gefunden [M+H]": 342.7, 360.5.

9.2.4 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung der Amidine 47-56 (AAV 17)

1.00 mmol Imidomethylester-Hydrochlorid (XV-XVII, 46) wurde in 10 mL
Dichlormethan, abs. suspendiert. Unter Eiskiihlung wurde 1.00 mmol des entsprechenden

Amins hinzugegeben. Es wurde 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, wobei sich

¥ Die Signale von vier Protonen des Piperidinrings waren sehr breit zwischen 2.45 und 2.75 ppm und nicht
integrierbar.

# Das Signal eines aliphatischen Kohlenstoffatoms konnte nicht detektiert werden.

222 Die HPLC Reinheit von Zielverbindungen sollte in Anlehung an die Richtlinie der ACS Publikationen
(American Chemical Society) groBer oder gleich 95 % betragen. In dieser Richtlinie ist aber auch vermerkt,
dass in Ausnahmefillen eine Abweichung von diesem Wert (Waiver) gestattet werden kann. Verbindung
45 konnte trotz verschiedener Aufreinigungsverfahren (sédulenchromatographische Trennung mit
unterschiedlichen mobilen Phasen, Umkristallisation, Féllung als Hydrochlorid) nicht vollstindig von der
Verunreinigung, dem dehydratisierten Analogon [M: 341.5], getrennt werden. Daher konnte fiir
Verbindung 45 nur eine Reinheit von 92 % erreicht werden.
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zunichst eine klare Losung bildete, aus der mit der Zeit ein weiler Niederschlag ausfiel.
Dieser wurde anschlieBend abfiltriert und aus Methanol, p.a./Diethylether, p.a.
umkristallisiert. Fiel kein oder nur sehr wenig Niederschlag aus, wurde das Losungsmittel
bis zu einem Viertel eingedampft und der Riickstand mit Diethylether ausgefallt. Der
resultierende Niederschlag wurde abfiltriert und aus Methanol, p.a./Diethylether, p.a.

umkristallisiert.

N'-(4-Fluorbenzyl)-3-hydroxy-3-(phenanthren-9-yl)propanimidamid Hydrochlorid

47)

OH NH

N HCl
H
g F

Hergestellt aus XV (0.32 g, 1.00 mmol) und 4-Fluorbenzylamin nach AAV 17.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 86 %, Smp: 147 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
O [ppm] = 8.92 (m, 1H, Harom), 8.85 (m, 1H, Harom), 8.53 (d, J= 7.6 Hz, 1H, Harom), 8.05
(s, 1H, Harom), 7.99 (m, 1H, Harom), 7.79-7.62 (m, 4H, Harom), 7.40 (m, 2H, Harom), 7.16
(m, 2H, Harom), 5.86 (dd, J=10.2, 3.9 Hz, 1H, OCHCH>), 4.55 (m, 2H, NCH»Ar), 3.15
(dd, J = 13.9, 3.9 Hz, 1H, OCHCH>), 2.88 (dd, J =13.9, 9.9 Hz, 1H, OCHCH,).**®
BC-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 165.35, 162.08 (d, 'Jcr = 243.5 Hz), 138.66,
132.28, 131.44, 130.54, 130.25 (d, 3Jcr=7.7 Hz), 130.06, 129.48, 129.10, 127.47,
127.40, 127.35, 127.08, 125.29, 124.50, 123.91, 123.26, 115.68 (d, %Jcr=21.5 Hz),
67.51, 44.76, 41.61. EA: berechnet fiir C2oH24CIFN2O [%] C 70.50, H 5.42, N 6.85;
gefunden [%] C 70.22, H 5.44, N 7.01.

3-Hydroxy-3-(phenanthren-9-y)-N -phenethylimidamid Hydrochlorid (48)

N
H

Hergestellt aus XV (0.32 g, 1.00 mmol) und Phenethylamin nach AAV 17.

HCl

bbb Die Signale der Heteroprotonen konnten nicht detektiert werden.
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WeiBer Feststoff, Ausbeute: 61 %, Smp: 167 °C, 'H-NMR (600 MHz, DMSO-dj)
o [ppm] = 9.71 (br-s, 1H, NH), 9.35 (br-s, 1H, NH), 8.96-8.89 (m, 1H, Harom), 8.85 (d,
J=8.2 Hz, 1H, Harom), 8.49 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Harom), 8.04 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Harom),
8.01 (dd, J=7.8, 1.5 Hz, 1H, Harom), 7.78 — 7.65 (m, 4H, Harom), 7.36—7.30 (m, 4H, Harom),
7.28-7.23 (m, 1H, Harom), 6.16 (s, 1H, OH), 5.79 (d, J=9.4 Hz, 1H, OCHCH>»), 3.51 (d,
J=8.2 Hz, 2H, NCH,CH:Ar), 3.04 (dt, J = 13.8, 3.0 Hz, 1H, OCHCHz), 2.91-2.78 (m,
3H, OCHCH>, NCH,CH,Ar). BC-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 165.07, 138.72,
131.42,130.54, 130.04, 129.48, 129.43, 129.31, 129.08, 128.88, 127.50, 127.40, 127.34,
127.09, 126.96, 125.22, 124.41, 123.93, 123.27, 67.45, 43.77, 41.50, 33.79. EA:
berechnet fiir C25H25CIN3O [%] C 74.15, H 6.22, N 6.92; gefunden [%] C 73.94, H 6.27,
N 6.92.

N"-Benzyl-3-hvdroxv-3-(phenanthren-9-yl)propanimidamid Hydrochlorid (49)

OH NH

N
soaaasl

Hergestellt aus XV (0.10 g, 0.32 mmol) und Benzylamin nach AAV 17.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 72 %, Smp: 139 °C , 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
d [ppm] = 10.06 (br-s, 1H, NH), 9.48 (br-s, 1H, NH), 8.95-8.89 (m, 1H, Harom), 8.85 (dd,
J=8.2, 1.5 Hz, 1H, Harom), 8.57-8.51 (m, 1H, Harom), 8.06 (s, 1H, Harom), 8.04—7.97 (m,
1H, Harom), 7.79-7.62 (m, 4H, Harom), 7.34 (s, SH, Harom), 6.23 (br-s, 1H, OH), 5.86 (dd,
J=10.0, 3.8 Hz, 1H, OCHCH>), 4.56 (d, J = 3.4 Hz, 2H, NCH>Ar), 3.16 (dd, J = 14.0,
3.9 Hz, 1H, OCHCH>), 2.92 (d, J = 10.0 Hz, 1H, OCHCH,). 3*C-NMR (75 MHz,
DMSO-ds) & [ppm] = 164.95, 138.11, 135.40, 130.91, 130.04, 129.55, 128.95, 128.59,
128.47,127.58, 127.51, 126.99, 126.91, 126.83, 126.59, 124.66, 123.99, 123.43, 122.76,
67.02, 45.04, 41.14. HPLC (Meth. 1): r = 11.0 min, AUC > 99 %.
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N'-(4-Fluorphenethyl)-3-hydroxy-3-(phenanthren-9-yl)propanimidamid
Hydrochlorid (50)

F
N HCl
H

Hergestellt aus XV (0.20 g, 0.62 mmol) und 4-Fluorphenethylamin nach AAV 17.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 86 %, Smp: 157 °C, 'H NMR (600 MHz, DMSO-dj)
3 [ppm] = 9.60 (br-s, 1H, NH), 9.28 (br-s, 1H, NH), 8.93 (d, J= 8.0 Hz, 1H, Harom), 8.85
(d, J=8.2 Hz, 1H, Hurom), 8.50-8.41 (m, 1H, Harom), 8.05-7.98 (m, 2H, Harom), 7.71 (m,
4H, Hurom), 7.34 (m, 2H, Harom), 7.15 (dd, J = 10.1, 7.5 Hz, 2H, Haom), 6.14 (s, 1H, OH),
5.76 (s, 1H, OCHCH,), 3.48 (s, 2H, NCH,CH,Ar), 3.03 (dd, J = 14.1, 3.6 Hz, 1H,
OCHCH>), 2.89-2.77 (m, 3H, OCHCH,, NCH,CH:Ar). *C-NMR (151 MHz, DMSO-dj)
S [ppm] = 165.15, 161.54 (d, 'Jcr = 242.1 Hz), 138.59, 134.82, 131.40, 131.22(d, *Jcr =
7.8 Hz), 130.55, 130.04, 129.43, 129.07, 127.52, 127.43, 127.34, 127.10, 125.10, 124.40,
123.96, 123.28, 115.54 (d, 2Jcr = 21.0 Hz), 67.44, 43.75, 41.55, 32.91. EA: berechnet fiir
C2sH24CIFN>O [%] C 71.00, H 5.72, N 6.62; gefunden [%] C 70.74, H 5.73, N 6.61.

(Z)-3-Hvdroxy-3-(phenanthren-9-yl)-N'-(2-(pyridin-2-yDethyl)propanimidamid
Hvdrochlorid (51)

OH NH =

" )

Hergestellt aus XV (0.16 mg, 0.51 mmol) und 2-(Pyridin-2-yl)ethan-1-amin nach
AAV 17.

TZ
z
o
a

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 84 %, Smp: 166 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
O [ppm] = 8.96-8.88 (m, 1H, Harom), 8.88—8.80 (m, 1H, Harom), 8.53 (dd, J=4.8, 1.6 Hz,
1H, Harom), 8.46 (d, J = 6.9 Hz, 1H, Harom), 8.03 (s, 1H, Harom), 8.02—7.98 (m, 1H, Harom),
7.80 — 7.62 (m, 6H, Harom), 7.36 (d, J=7.9 Hz, 1H, Harom), 7.28 (dd, J= 7.6, 5.0 Hz, 1H,
OH), 5.78 (d, J = 8.7 Hz, 1H, OCHCH>), 3.67 (t, J = 7.3 Hz, 2H, NCH>CH2Ar), 3.10—
2.97 (m, 3H, NCH.CH>Ar, OCHCH>), 2.81 (dd, J = 14.0, 10.1 Hz, 1H, OCHCH>).**¢

¢ Die Signale der NH Protonen konnten nicht detektiert werden.
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BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 164.69, 157.79, 149.01, 138.11, 136.62,
130.90, 130.01, 129.51, 128.95, 128.56, 126.97, 126.88, 126.83, 126.56, 124.66, 123.88,
123.49, 123.41, 122.75, 121.86, 66.90, 41.37, 40.98, 35.22. EA: berechnet fiir
C24H24CIN30 [%] C 71.01, H 5.96, N 10.35; gefunden [%] C 70.65, H 5.98, N 10.21.

(Z)-3-Hydroxy-N'-(4-methoxyphenethyl)-3-(phenanthren-9-y)-propanimidamid
Hvdrochlorid (52)

(e}
N HCI
H

Hergestellt aus XV (0.10 g, 0.32 mmol) und 4-Methoxyphenethylamin nach AAV 17.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 70 %, Smp: 101 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
8 [ppm] = 8.96-8.89 (m, 1H, Haurom), 8.84 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Harom), 8.46 (d, J=7.3 Hz,
1H, Harom), 8.06-7.97 (m, 2H, Harom), 7.81-7.59 (m, 4H, Harom), 7.21 (d, J=8.4 Hz, 2H,
Harom), 6.97—6.79 (m, 2H, Harom), 5.77 (d, J=9.3 Hz, 1H, OCHCHb>), 3.73 (s, 3H, OCH3),
3.49-3.41 (m, 2H, NCH>CHAr), 3.10-2.98 (m, 1H, OCHCH,), 2.89-2.72 (m, 3H,
NCH2CH>Ar, OCHCH,).44d 13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 164.50, 157.91,
138.12, 130.91, 130.03, 129.82, 129.60, 129.53, 128.96, 128.57, 126.98, 126.89, 126.83,
126.58, 124.65, 123.91, 123.43, 122.76, 113.76, 66.93, 54.99, 43.55, 40.99, 32.43. HPLC
(Meth. 1): /r = 11.5 min, AUC = 95.1 %.

(Z2)-3-(1.3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-9-y)-N -(4-fluorphenethyl)-3

hydroxpropanimidamid Hydrochlorid (53)

F
F OH NH W©/
N HCI
H
g

CF;

Hergestellt aus XVI (0.11 g, 0.26 mmol) und 4-Fluorphenethylamin nach AAV 17.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 80 %, Smp: 122 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
d [ppm] =9.74 (s, 1H, NH), 9.40 (s, 1H, NH), 9.30 (s, 1H, Harom), 8.84 (t, /= 10.4 Hz,

ddd Die Signale der Heteroprotonen konnten nicht detektiert werden.
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2H, Harom), 8.32 (s, 1H, Harom), 8.05 (dd, J = 8.9, 1.8 Hz, 1H, Harom), 7.79-7.64 (m, 1H,
Harom), 7.40-7.29 (m, 2H, Harom), 7.21-7.07 (m, 2H, Harom), 6.35 (s, 1H, OH), 5.84 (d, J =
9.4 Hz, 1H, OCHCH,), 3.48 (t, J = 7.5 Hz, 2H, NCH>CH,Ar), 3.09-2.97 (m, 1H,
OCHCH>),2.91-2.77 (m, 3H, NCH,CH>Ar, OCHCH>). *C-NMR (126 MHz, DMSO-dj)
S [ppm] = 164.72, 161.44 (d, 'Jcr = 242.4 Hz), 161.28 (d, 'Jcr = 245.3 Hz), 159.23 (d,
IJcr = 251.8 Hz), 138.71, 134.67 (d, *Jcr = 3.3 Hz), 132.10, 131.03 (d, *Jcr = 7.7 Hz),
130.91 (d, *J = 7.8 Hz), 129.31, 127.84 (q, Jcr = 32.1 Hz), 127.11, 123.91, 123.66 (q,
Jcr = 271.6 Hz), 122.47, 118.16 — 117.75 (m), 115.63 (d, 2Jcr = 21.5 Hz), 115.40 (d,
2Jcr = 21.0 Hz), 105.78 (dd, %Jcr = 23.1 Hz, “Jcr = 3.6 Hz), 103.64 (dd, *Jcr = 28.3,
24.9 Hz), 67.48, 43.63, 41.35, 32.80. HPLC (Meth. 1): tr = 13.38min, AUC = 95.5 %.
(ESI) HRMS-(+) m/z kalkuliert fiir [C26H21FsN2O]": 491.1553; gefunden: 491.1551.

(2)-3-(1.3-Difluor-6-(trifluormethyl)phenanthren-9-yD-3-hydroxy-N -(4-methoxyp

henyl)propanimidamid Hydrochlorid (54)

o
F OH NH ~
HCI
N
T
e

CF;

Hergestellt aus XVI (0.21 g, 0.50 mmol) und 4-Methoxyanilin nach AAV 17.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 39 %, Smp: 179 °C, 'TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & [ppm]
=11.30 (br-s, 1H, NH), 9.60 (br-s, 1H, NH), 9.31 (br-s, 1H, NH), 8.88 (t,J= 8.7 Hz, 2H,
Harom), 8.53 (s, 1H, Harom), 8.39 (s, 1H, Harom), 8.06 (d, J= 8.9 Hz, 1H, Harom), 7.82-7.67
(m, 1H, Harom), 7.28-7.18 (m, 2H, Harom), 7.17-7.05 (m, 2H, Harom), 6.50 (br-s, 1H, OH),
5.97 (d, J=9.0 Hz, 1H, OCHCH>), 3.82 (s, 3H, OCH3), 3.26-3.16 (m, 1H, OCHCH>),
3.02-2.84 (m, 1H, OCHCH>). 3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) § [ppm] = 164.71, 160.81
(dd, Jcr = 245.2, 14.3 Hz), 158.86 (dd, Jcr = 251.8, 13.8 Hz), 158.84, 138.45, 131.85 (d,
*Jcr = 4.7 Hz), 131.66, 129.06-128.70 (m), 127.41 (d, *Jcr = 31.8 Hz), 126.83, 126.78,
123.80 (q, 'Jcr = 272.6 Hz), 123.59-123.45 (m), 122.09, 117.70, 117.51, 117.43, 115.12,
105.42 (dd, Jcr = 20.2, 3.1 Hz), 103.28 (dd, 2Jcr = 29.0, 24.8 Hz), 67.17, 55.44, 41.04.
HPLC (Meth. 1): tr = 12.7 min, AUC = 96.8 %. EA: berechnet fiir C2sH20CIFsN2O2 [%]
C 58.77, H 3.95, N 5.48; gefunden [%] C 58.36, H 3.79, N 5.42.°*

e Die Elementaranalyse des Kohlenstoffs weicht um 0.41 % ab, zeigt aber das Vorliegen als
Hydrochlorid.
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3-(1.3-Dichlor-6-(trifluormethyl)phenanthren-9-yl)-/NV -(4-fluorphenethyl)-3-hydro

xy-propanimidamid Hvdrochlorid (55)

F
cl OH NH /\/©/
N
I
cl O HCI1

CF,

Hergestellt aus XVII (0.23 g, 0.51 mmol) und 4-Fluorphenethylamin nach AAV 17.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 50 %, Smp: 198 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
0 [ppm] =9.41 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Harom), 9.27 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Harom), 8.85 (d, J =
8.8 Hz, 2H, Harom), 8.55 (s, 1H, NH), 8.17-7.98 (m, 2H, Harom), 7.45—7.29 (m, 2H, Harom),
7.22-7.08 (m, 2H, Harom), 5.87 (d, J = 9.9 Hz, 1H, OCHCH>), 3.49 (t, J=7.5 Hz, 2H,
NCH>CH»Ar), 3.10-2.98 (m, 1H, OCHCH>), 2.85 (dd, J= 8.8, 6.0 Hz, 2H, NCH2CH-Ar),
2.76 (dd, J=14.0, 10.0 Hz, 1H, OCHCH>).f *C-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & [ppm] =
164.20, 161.03 (d, 'Jcr = 242.1 Hz), 140.32, 134.27 (d, *Jcr = 3.1 Hz), 132.68, 132.25,
131.80, 131.22, 130.68 (d, *Jcr = 8.2 Hz), 128.89, 128.18, 127.71 (q, *Jcr = 31.8 Hz),
126.95, 126.53, 124.34 (q, 'Jcr = 272.8 Hz), 123.75-123.48 (m), 122.74, 122.36-122.06
(m), 121.09, 115.03 (d, 2Jcr = 21.0 Hz), 67.03, 43.25, 40.98, 32.39. EA: berechnet fiir
CosH21CI3F4N2O [%] C 55.78, H 3.78, N 5.00; gefunden [%] C 55.51, H 4.00, N 5.01.

(Z2)-3-(Anthracen-9-yD)-N "-(4-fluorphenyl)-3-hydroxypropanimidamid
Hydrochlorid (56)

F

Qe Ky
N HCI
H

Hergestellt aus 46 (0.20 g, 0.63 mmol) und 4-Fluoranilin nach AAV 17.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 52 %, Smp: 188 °C , 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
o [ppm] = 11.55 (br-s, 1H, NH), 9.84 (br-s, 1H, NH), 8.97 (s, 2H, Harom), 8.68 (s, 1H,
NH), 8.62 (s, 1H, Harom), 8.16-8.08 (m, 2H, Harom), 7.62—7.51 (m, 4H, Harom), 7.48-7.34
(m, 4H, Harom), 6.62 (d, J=10.3 Hz, 1H, OH), 6.48 (s, lH, OCHCH>), 3.62-3.46 (m, 1H,
OCHCH>), 3.19-3.06 (m, 1H, OCHCH>). *C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & [ppm] =

fff Die Signale der Heteroprotonen konnten nur teilweise detektiert werden.
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165.19, 161.40 (d, 'Jer = 244.9 Hz), 134.06, 131.14, 130.71 (d, “Jcr = 2.8 Hz), 128.89,
128.71, 128.17, 128.05, 127.92, 125.52, 124.94, 116.85 (d, 2Jcr = 22.9 Hz), 66.68.¢
HPLC (Meth. 1): tr = 10.7 min, AUC > 99 %.

9.2.5 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung der Amidine 57—65 (AAV 18)

Unter N>-Schutzgasatmosphire wurde bei 0 °C 5 mL Toluen, abs. vorgelegt. 2.00 mmol
des entsprechenden Amins und 2.00 mmol Trimethylaluminium (2 M in Toluen) wurden
hinzugetropft. Es wurde 5 Minuten bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wurde 1.00 mmol des
entsprechenden Nitrils (13, 15-19) in 5 mL Tetrahydrofuran, abs. geldst und zur Amin-
TMA-Losung getropft. Es wurde 5 Stunden bei 50 °C geriihrt. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurden der Reaktionsansatz auf 10 mL einer Eis-Wasser-Mischung
(1:1, m/m) gegossen, wobei sich eine kolloidale Suspension ergab. Die organische Phase
wurde abgetrennt und die wéssrige Phase zunichst mit einer gesattigten NaHCO3-Losung
auf einen pH-Wert von 8 eingestellt. Die wissrige Phase wurde 4 x mit 50 mL Ethylacetat
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und mit einer geséttigten
Natriumchlorid-Losung gewaschen. Es wurde {iber Natriumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der 6lige Riickstand wurde
sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Gradientenelution:
Dichlormethan/Methanol (100 — 70 / 0 — 30 (V/V)). Das Produkt wurde aus Methanol
p.a./Diethylether, p.a. umkristallisiert.

Die Verbindungen 58, 63 und 64 wurden als Hydrochloride isoliert. Dazu wurde 1.00
mmol des entsprechenden Rohproduktes in Methanol, p.a. gelost und mit 2.50 mmol HCl
(6 N in Isopropanol) versetzt. 63 und 64 wurden anschlieBend durch tropfenweises
Zugeben von Diethylether, p.a. ausgefillt. Der Niederschlag wurde abfiltriert und aus
Methanol, p.a./Diethylether, p.a. umkristallisiert. 58 konnte nicht mit Diethylether
ausgefillt werden, sodass das organische Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt wurde. Das resultierende braune Ol wurde mit 5 mL Wasser versetzt. Die
wassrige Losung wurde lyophilisiert, sodass sich ein brauner Feststoff ergab, der ohne

weitere Aufreinigung in ausreichend hoher Reinheit gewonnen werden konnte.

888 Das Signal eines aliphatischen Kohlenstoffatoms konnte nicht detektiert werden.
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(Z)-N -(4-Fluorphenyl)-3-hydroxv-3-(phenanthren-9-yD)propanimidamid (57)

F
OH NH,
NS
o

Hergestellt aus 13 (0.25 g, 1.00 mmol) und 4-Fluoranilin nach AAV 18.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 28 %, Smp: 113 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
5 [ppm] = 8.96-8.77 (m, 2H, Harom.), 8.32 (dd, J = 6.5, 3.0 Hz, 1H, Huom), 8.05 (s, 1H,
Harom), 8.03-7.96 (m, 1H, Harom), 7.71 (dd, J= 6.2, 3.2 Hz, 2H, Harom), 7.69-7.61 (m, 2H,
Hasom), 7.08 (t, J = 8.9 Hz, 2H, Harom), 6.80 (s, 2H, Harom), 6.26 (br-s, 3H, NHa, OH), 5.85
(dd, /=84, 3.1 Hz, 1H, OCHCH>), 2.80 (dd, J = 14.8, 3.4 Hz, 1H, OCHCH), 2.62 (dd,
J=14.38, 8.6 Hz, IH, OCHCH>).'"H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) § [ppm] = 8.77 (d,
J=18.7 Hz, 1H, Huom), 8.67 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Hurom), 8.09 (s, 1H, Harom), 7.92 (d, J =
7.3 Hz, 1H, Huom), 7.76-7.55 (m, 4H, Harom), 7.08-6.85 (m, 4H, Hurom), 5.99 (d, J =
6.7Hz, 1H, OCHCH), 3.03-2.70 (m, 2H, OCHCH). “C-NMR (151 MHz,
Chloroform-d) & [ppm] = 159.29 (d, "Jcr = 241.8 Hz), 158.19, 143.56, 136.74, 131.51,
130.70, 129.95, 129.27, 128.85, 126.80, 126.65 (d, *Jcr = 6.6 Hz), 126.21, 124.19, 123.46,
123.39, 123.32, 122.41, 116.21 (d, 2Jcr = 22.1 Hz), 67.95, 41.62.""" HPLC (Meth. 1):
trr = 10.4 min, AUC =97.5 %.

(Z2)-N-(3-((Diethylamino)methyl)-4-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-3-(phenanthren-9-

yD)-propanimidamid Dihydrochlorid (58)

LT

Hergestellt aus 13 (0.25 g, 1.00 mmol) und 4-Amino-(2-(Diethylamino)methyl)-phenol
(66) nach AAV 18.

Brauner Feststoff, Ausbeute: 22 %, Smp: 31 °C, 'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds)
O [ppm] = 11.45 (s, 1H, NH), 1091 (s, 1H, OH), 10.37 (s, 1H, NH), 9.79 (s, 1H, NH),
8.92 (dd, J= 8.0, 1.6 Hz, 1H, Harom), 8.89—8.81 (m, 2H, Harom), 8.62 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz,
1H, Harom), 8.12 (s, 1H, NH), 8.03 (dd, J = 7.7, 1.5 Hz, 1H, Harom), 7.78 — 7.66 (m, 4H,

hhh Das Signal eines Kohlenstoffatoms konnte nicht detektiert werden.
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Haom), 7.53 (d, J= 2.5 Hz, 1H, Hurom), 7.22-7.16 (m, 2H, Harom), 6.29 (d, J= 4.6 Hz, 1H,
OH), 5.99-5.91 (m, 1H, OCHCH,), 4.23 (s, 2H, ArCH>N), 3.24 (dd, J = 13.8, 3.9 Hz,
IH, OCHCH?,), 3.16-3.07 (m, 4H, NCH>CH3), 3.00 (dd, J = 13.8, 10.2 Hz, 1H,
OCHCH,), 1.30 (t, J = 7.2 Hz, 6H, NCH,CHs). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds)
5 [ppm] = 164.80, 156.89, 138.65, 131.42, 130.54, 130.13, 130.05, 129.44, 129.11,
128.32, 127.55, 127.48, 127.38, 127.15, 125.91, 125.18, 124.51, 123.96, 123.28, 117.97,
117.46, 67.66, 49.85, 46.43, 45.86, 41.74, 8.91, 8.83. HPLC (Meth. 1): fz = 8.0 min,
AUC = 97.4%.

(2)-3-(1.3-Dichlor-6-(trifluormethvDphenanthren-9-yl)-N '-(4-fluorphenyl)-3-

hydroxypropanimidamid (59)

F
cl OH NH,

NS
e
e

CF,
Hergestellt aus 15 (0.50 g, 1.30 mmol) und 4-Fluoranilin nach AAV 18.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 51 %, Smp: 190 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
S [ppm] = 9.43 (s, 1H, Harom), 9.29 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Harom), 8.89 (d, J= 8.7 Hz, 1H,
Harom), 8.61 (s, 1H, Harom), 8.10 (d, J= 1.9 Hz, 1H, Harom), 8.09-8.05 (m, 1H, Harom), 7.48—
7.31 (m, 4H, Haom), 5.99 (d, J= 8.7 Hz, 1H, OCHCH,), 3.23 (dd, J = 13.8, 3.5 Hz, 1H,
OCHCH>), 2.89 (dd, J=13.8,10.0 Hz, 1H, OCHCH>).i1 3C-NMR (126 MHz, DMSO-ds)
d [ppm] = 165.14, 161.69 (d, 'Jcr = 248.1 Hz), 140.56, 133.12, 132.72, 132.27, 131.69,
129.38, 128.62, 128.33, 128.11 (d, 3Jcr = 9.1 Hz), 127.40, 126.80, 124.73 (q, "Jcr =
272.9 Hz), 124.07, 123.15, 122.67, 121.63, 117.26 (d, 2Jcr = 23.1 Hz), 67.64, 41.73 i
HPLC (Meth. 1): tr = 13.9 min, AUC = 97.7 %.

i Die Signale der Heteroprotonen konnten nicht detektiert werden.
il Das Signal eines Kohlenstoffatoms konnte nicht detektiert werden.
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(Z2)-3-(4-(tert-ButyDphenyl)-/N -(4-fluorphenyl)-3-hvdroxypropanimidamid (60)

F
OH NH,
NS
N

Hergestellt aus 16 (0.20 g, 1.00 mmol) und 4-Fluoranilin nach AAV 18.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 68 %, Smp: 122 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
3 [ppm] = 7.39-7.28 (m, 4H, Harom), 7.10~7.02 (m, 1.7 Hygjor, Harom), 6.91 (t, J = 8.7 Hz,
0.3 Hninor, Harom), 6.75 (8, 1.7Humgjor, Harom), 6.43 (d, J = 7.1 Hz, 0.3Hminor, Harom), 6.06 (d,
J=43.0 Hz, 2H, NH>), 4.99 (dd, J= 7.6, 5.4 Hz, 0.8 Hygjor, OCHCH>), 4.84 (s, 0.2Hyminor,
OCHCHb>), 2.48-2.44 (m, 2 H, OCHCH?>), 1.29 (s, 9H, C(CH;)3). 3C-NMR (75 MHz,
DMSO-ds) & [ppm] = 157.85, 157.68 (d, 'Jer = 236.9 Hz), 149.08, 145.82, 142.05,
125.56, 124.62, 123.09 (d, *Jcr = 8.1 Hz), 115.50 (d, 2Jcr = 21.8 Hz), 70.31, 44.11, 34.13,
31.19. HPLC (Meth. 1): tr = 10.07 min, AUC > 99 %.

(Z2)-3-(4-(tert-ButyDphenyl)-3-hydroxy-N'-(4-methoxyphenyl)propanimidamid (61)

0
OH NH, ~
NS
N

Hergestellt aus 16 (0.20 g, 1.00 mmol) und 4-Methoxyanilin nach AAV 18.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 36 %, Smp: 123 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
S [ppm] = 7.35 (t, J = 5.9 Hz, 4H, Huom), 6.85 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Harom), 6.74 (s, 2H,
Harom), 6.13 (br-s, 3H, OH, NH>), 4.97 (t,J= 6.4 Hz, 1H, OCHCH>), 3.71 (s, 3H, OCH3),
2.46 (d, J = 7.2 Hz, 2H, OCHCH,), 1.28 (s, 9H, C(CH;)3). 3*C-NMR (151 MHz,
DMSO-ds) & [ppm] = 158.35, 154.98, 149.58, 142.54, 126.01, 125.12, 123.17, 114.90,
70.78, 55.56, 44.29, 34.63, 31.70."" HPLC (Meth. 1): fr = 10.28 min, AUC = 96.3%.

kkk Das Signal alkoholischen Funktion konnte nicht detektiert werden.
" Das Signal eines Kohlenstoffatoms konnte nicht detektiert werden.
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(Z)-N’"-3-Bis-(4-(tert-butv)phenyl)-3-hydroxvpropanimidamid (62)
OH NH, /(j/k
h/@/‘\/L\N

Hergestellt aus 16 (0.20 g, 1.00 mmol) und 4-ter¢-Butylanilin nach AAV 18.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 68 %, Smp: 110 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds)
O [ppm] = 7.34 (d, J = 2.3 Hz, 4H, Harom), 7.28 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Harom), 6.74 (s, 2H,
Harom), 6.05 (br-s, 3H, OH, NH>), 4.98 (t, /= 6.4 Hz, |H, OCHCH>), 2.47 (d, J= 6.7 Hz,
2H, OCHCH>), 1.29 (s, 9H, C(CH3)3), 1.27 (s, 9H, C(CH3)3). '*C-NMR (151 MHz,
DMSO-ds) 6 [ppm] = 157.91, 149.58, 146.90, 144.36, 142.54, 126.21, 126.06, 125.12,
121.87, 70.84, 44.39, 34.63, 34.34, 31.85, 31.70. HPLC (Meth. 1): tr = 12.73 min,
AUC =94.8 %.

(Z2)-3-(3.5-Di-tert-butylphenyl)-N’-(4-fluorphenyl)-3-hydroxypropanimidamid
Hvdrochlorid (63)

F
OH NH, /©/
SN HCI

Hergestellt aus 17 (0.16 g, 0.62 mmol) und 4-Fluoranilin nach AAV 18.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 50 %, Smp: 122 °C, 'H-NMR (600 MHz, DMSO-dj)
o [ppm] = 11.23 (br-s, 1H, NH), 9.50 (br-s, 1H, NH), 8.60 (br-s, I|H, NH), 7.42—7.34 (m,
3H, Harom), 7.32-7.25 (m, 4H, Harom), 5.96 (s, 1H, OH), 5.11 (s, I1H, OCHCH>), 2.90 (d,
J=12.8 Hz, 1H, OCHCH>), 2.80 (d,J=12.0 Hz, 1H, OCHCH>), 1.31 (s, 18H, C(CH3)3).
BBC-NMR (151 MHz, DMSO-ds) § [ppm] = 165.67, 161.67 (d, 'Jcr = 245.8 Hz), 150.60,
143.67 131.66, 128.05 (d, *Jcr = 8.4 Hz), 121.48, 120.28, 117.29 (d, 2Jcr = 22.9 Hz),
71.29, 43.21, 35.05, 31.80. HPLC (Meth. 1): &~ =12.67 min, AUC = 96.4 %.
(ESHHRMS-(+) m/z kalkuliert fiir [C23H32FN20]": 371.2493; gefunden: 371.2499.
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(Z)-N’"-(4-Fluorphenvl)-3-hydroxv-3-(6-methoxvchinolin-4-v)propanimidamid
Dihvdrochlorid (64)

Hergestellt aus 19 (0.10 mg, 0.48 mmol) und 4-Fluoranilin nach AAV 18.

Gelber Feststoff, Ausbeute: 36 %, Smp: 189 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds)
O [ppm] = 12.04 (s, 1H, NH), 9.96 (s, 1H, NH), 9.13 (d, J = 5.5 Hz, 1H, Harom), 8.72 (s,
1H, NH), 8.38 (dd, J = 9.3, 2.0 Hz, 1H, Harom), 8.17 (d, J = 5.4 Hz, 1H, Harom), 8.09 (d,
J=2.6 Hz, 1H, Harom), 7.81 (dd, J = 9.3, 2.5 Hz, 1H, Harom), 7.49-7.27 (m, 4H, Harom),
6.33 (dd, J=9.7,4.2 Hz, 1H, OCHCHz>), 4.11 (s, 3H, OCHs3), 3.35 (dd, J=13.9, 4.2 Hz,
1H, OCHCH,), 2.96 (dd, J = 13.8, 9.9 Hz, 1H, OCHCH,).™™™ 3C-NMR (75 MHz,
DMSO-ds) & [ppm] = 164.12, 161.31 (d, 'Jcr = 244.9 Hz), 159.37, 157.95, 141.71,
134.41, 130.54 (d, *Jcr = 3.0 Hz), 127.80 (d, °*J= 8.9 Hz), 127.18, 126.37, 123.63, 119.39,
116.81 (d, 2Jcr = 22.9 Hz), 103.79, 65.95, 57.06."™ HPLC (Meth. 1): tx = 5.15 min,
AUC = 95.6 %. (ESDHRMS-(+) m/z kalkuliert fiir [M+H]": 340.1456; gefunden
[M+H]": 340.1457.

(Z)-N’-(4-Fluorphenyl)-3-hydroxy-3-(chinolin-4-yl)propanimidamid (65)

F
OH NH,
NS
‘ N
N&

Hergestellt aus 18 (0.20 g, 1.00 mmol) und 4-Fluoranilin nach AAV 18.

Weiler Feststoff, Ausbeute: 57 %, Smp: 135 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
& [ppm] = 8.92 (d, J = 4.4 Hz, 1H, Harom), 8.29 (dd, J= 8.4, 1.4 Hz, 1H, Harom), 8.06 (dd,
J=8.4,1.3Hz, 1H, Huom), 7.77 (dd, J= 8.4, 1.4 Hz, 1H, Hyrom), 7.71-7.60 (m, 2H, Harom),
7.15-6.99 (m, 2H, Harom), 6.81-6.62 (m, 2H, Harom), 6.31 (d, J = 22.3 Hz, 1H, OH), 6.09
(s, 2H, NH>), 5.90-5.79 (m, 1H, OCHCH,), 2.72 (dd, J = 14.7, 4.3 Hz, 1H, OCHCH,),
2.58 (dd, J = 14.7, 8.2 Hz, 1H, OCHCH>). *C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] =
158.23 (d, 'Jer = 237.3 Hz), 157.67, 150.81, 150.73, 148.22, 130.19, 129.43, 126.86,

mmm Das Signal der alkoholischen Funktion konnte nicht detektiert werden.
"™ Das Signal eines Kohlenstoffatoms konnte nicht detektiert werden.
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125.71, 124.34, 123.66, 123.64, 118.54, 116.03 (d, 2Jcr = 21.9 Hz), 67.28, 43.64. EA:
berechnet fiir Ci1sHi6FN3O [%] C 69.89, H 5.21, N 13.58; gefunden C 69.60, H 5.50,
13.49.

9.2.6 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung der Amidoxime 68—70 (AAV 19)

1.00 mmol Imidomethylester-Hydrochlorid (XV, XVII) wurde in 10 mL Dichlormethan,
p.a. suspendiert. 1.00 mmol des entsprechenden Hydroxylaminderivates (XL, 67) wurde
in 5 mL Dichlormethan, p.a. gelost und zur Imidomethylester-Hydrochlorid Losung
getropft. Es wurde 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird aus n-Hexan/Ethylacetat
ausgefillt. Der resultierende Niederschlag wurde abfiltriert und aus Diethylether, p.a.

umkristallisiert.

(Z)-N’-(Benzyloxv)-3-hydroxy-3-(phenanthren-9-vpropanimidamide (68)

OH NH,
e}
oo

Hergestellt aus XV (0.32 g, 1.00 mmol) und XL nach AAV 19.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 50 %, Smp: 99 °C , 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
O [ppm] = 8.86 (dd, J= 7.4, 2.1 Hz, 1H, Harom), 8.81 (s, 1H, Harom), 8.30-8.22 (m, 1H,
Harom), 7.96 (s, 1H, Harom), 7.94 (d, J=2.2 Hz, 1H, Harom), 7.73—7.58 (m, 4H, Harom), 7.32—
7.23 (m, SH, Harom), 5.83 (s, 2H, NH>), 5.65-5.59 (m, 1H, OH), 4.82 (s, 2H, OCHCH>),
2.62-2.52 (m, 1H, OCHCH,), 2.42 (d, J = 9.1 Hz, 1H, OCHCH,)."*C-NMR (151 MHz,
DMSO-de) 6 [ppm] = 152.62, 139.59, 139.51, 131.58, 130.56, 129.88, 129.78, 129.06,
128.49, 128.01, 127.60, 127.36, 127.20, 127.10, 126.83, 124.75, 123.98, 123.93, 123.17,
74.19, 67.90. 40.53. HPLC (Meth. 1): = 11.1 min, AUC =99.5 %. (ES))HRMS-(+) m/z
kalkuliert fiir [C24H23N20,]": 371.1754; gefunden: 371.1751.
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(Z2)-N"-((4)-Fluorbenzvl)oxy)-3-hydroxy-3-(phenanthren-9-ypropanimidamid (69)

F
OH NH,
e}
o

Hergestellt aus XV (0.10 g, 0.32 mmol) und 67 nach AAV 19.

WeiBer Feststoff, Ausbeute 69 %, Smp: 113 °C, 'H NMR (300 MHz, DMSO-dj)
O [ppm] = 8.88 (dd, J = 8.1, 1.7 Hz, 1H, Harom), 8.84-8.79 (m, 1H, Harom), 8.31-8.22 (m,
1H, Harom), 7.98 (8, 1H, Harom), 7.97-7.94 (m, 1H, Harom), 7.77—7.58 (m, 4H, Harom), 7.39—
7.26 (m, 2H, Hurom), 7.13-6.97 (m, 2H, Harom), 5.86 (s, 2H, NH2), 5.70-5.58 (m, 1H, OH),
4.81 (s, 2H, OCHCH>), 2.59 (dd, J = 13.3, 3.0 Hz, 1H, OCHCH>), 2.47-2.36 (m, 1H,
OCHCH>). "“C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 161.86 (d, 'Jcr = 242.3 Hz),
152.68, 139.46, 135.84, 131.57, 130.55, 129.99 (d, *Jcr = 8.1 Hz), 129.88, 129.79, 129.06,
127.35, 127.18, 127.09, 126.83, 124.75, 124.00, 123.93, 123.17, 115.17 (d, *Jcr =
21.0 Hz), 73.34, 67.88, 40.54. EA: berechnet fiir Cy4H21FN>O» [%] C 74.21, H 5.45,
N 7.21; gefunden [%] C 74.26, H 5.35, N 7.25.

(Z2)-3-(1.3-Dichlor-6-(trifluormethyl)phenanthren-9-yl)-N’'-((4-fluorbenzyl)oxy)-3-

hydroxypropanimidamid (70)

F
cl OH NH,

o)
o
0

CF,
Hergestellt aus XVII (0.23 g, 0.51 mmol) und 67 nach AAV 19.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 50 % , Smp: 189 °C, 'H-NMR (600 MHz, DMSO-dj)
d [ppm] = 9.40 (s, 1H, Harom), 9.27 (s, 1H, Harom), 8.80 (br-s, 1H, Harom), 8.53 (s, 1H,
Harom), 8.08 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Harom), 8.05 (d, J = 8.5 Hz, 1H, Harom), 7.58-7.46 (m, 2H,
Harom), 7.31 (br-s, 1H, NH), 7.21 (t, J= 8.7 Hz, 2H, Harom), 7.14 (br-s, |H, NH) 6.41 (br-s,
1H, OH), 5.83 (d, 3J=8.2 Hz, 1H, OCHCH>»), 4.93 (s, 2H, OCH>Ar), 3.02-2.94 (m, 1H,
OCHCH>), 2.64-2.56 (m, 1H, OCHCH>). *C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & [ppm] =
162.36 (d, 'Jcr = 245.0 Hz), 159.84, 140.24, 132.69, 132.24, 131.77 (d, *Jcr = 4.1 Hz),
131.17, 130.80, 128.86, 128.16, 127.70 (d, *Jcr = 32.1 Hz), 126.93, 126.54, 124.33 (q,
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Jcr = 272.7 Hz), 123.69, 122.71, 122.19, 121.00, 115.63, 115.17 (d, 2Jcr = 21.5 Hz),
76.29, 66.70, 37.47. HPLC (Meth. 1): tr = 14.65 min, AUC = 96.0 %.

9.2.7 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Herstellung der 1,2.4-Triazine 71 und 72
(AAV 20)

1.00 mmol des entsprechenden Amidrazons (24 und 25) wurde in 10 mL Tetrahydrofuran,
p.a. gelost. Anschliefend wurden 0.13 mL (1.50 mmol) 2,3-Butandion hinzugegeben. Der
Reaktionsansatz wurde 5 Stunden bei 70 °C geriihrt. Nach dem Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das
Reaktionsgemisch sdulenchromatographisch gereinigt (Gradientenelution:
n-Hexan/Ethylacetat. 100 — 0/0 — 100, V/V). AnschieBend wurde das Rohprodukt aus
Ethylacetat umkristallisiert.

2-(5.6-Dimethvl-1.2.4-triazin-3-yl)-1-(phenanthren-9-yl)ethan-1-ol (71)

Hergestellt aus 25 (0.21 mg, 1.00 mmol) nach AAYV 20.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 29 %, Smp: 139 °C, 'H-NMR (600 MHz, Chloroform-d)
o [ppm] =8.71 (dd, J= 8.0, 1.6 Hz, 1H, Harom), 8.61 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Harom), 8.14 (dd,
J=17.8,1.6 Hz, 1H, Harom), 8.05 (s, 1H, Harom), 7.86 (dd, J=7.8, 1.5 Hz, 1H, Harom), 7.67—
7.46 (m, 4H, Harom), 6.06 (dt,J=9.9,2.7 Hz, 1H, OH), 4.45 (d,J=3.1 Hz, 1H, OCHCH>),
3.69 (dd,J=16.1,2.4 Hz, 1H, OCHCH>), 3.46 (dd, J=16.0, 9.7 Hz, 1H, OCHCH>), 2.65
(s, 3H, ArCH3), 2.51 (s, 3H, ArCH3). *C-NMR (126 MHz, CDCls) & [ppm] = 166.33,
159.31, 156.56, 137.31, 131.98, 131.23, 130.55, 129.89, 129.33, 127.16, 127.11, 127.04,
126.65, 124.41, 124.10, 123.80, 122.82, 69.65, 44.96, 22.16, 19.74. EA: berechnet fiir
C21H19N30 [%] C 76.57, H 5.81, N 12.76; gefunden [%] C 76.27, H 5.97, N 12.47.
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1-(4-(tert-Butyl)phenvl)-2-(5.6-dimethvl-1.2.4-triazin-3-vl)ethan-1-ol (72)

OH NJ\'/

X .N
N

Hergestellt aus 24 (0.24 mg, 1.30 mmol) nach AAV 20.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 25 %, Smp: 136 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds)
O [ppm] = 7.39-7.27 (m, 4H, Haom), 5.25 (d, J = 4.4 Hz, 1H, OH), 5.15 (td, J = 6.8,
4.2 Hz, 1H, OCHCHz>), 3.20 (d, J= 6.9 Hz, 2H, OCHCH>), 2.59 (s, 3H, ArCH3), 2.49 (s,
3H, ArCHs3), 1.27 (s, 9H, C(CH3)3). *C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 164.80,
158.92, 155.79, 149.27, 142.26, 125.57, 124.79, 71.39, 46.17, 34.14, 31.16, 21.36, 18.90.
EA: berechnet fiir C;7H23N30 [%] C 71.55, H 8.12, N 14.72; gefunden [%] C 71.54,
H 8.39, N 14.77.

9.2.8 Analytische Daten der Nebenprodukte 7381

(1Z.,2E)-N'-Morpholino-3-(phenanthren-9-yl)-acrylimidamid (73)

NH,

O
Cor

Isoliert aus 13 (0.25 g, 1.00 mmol) und 4-Aminomorpholin nach AAV 16.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 35 %, Smp: 228 °C, 'H-NMR (600 MHz, DMSO-dj)
O [ppm] = 8.90 (d, J = 8.8 Hz, 1H, Harom), 8.81 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Harom), 8.49-8.41 (m,
1H, Harom), 8.19 (s, 1H, Harom), 8.08 (d, J = 16.4 Hz, 1H, ArCHCHCN), 8.05 (d, J= 7.6
Hz, 1H, Harom), 7.72-7.62 (m, 2H, Harom), 6.61 (d, J = 16.4 Hz, 1H, ArCHCHCN), 6.37
(s, 2H, NH>), 3.83-3.68 (m, 4H, NCH.CH>0), 2.66 (s, 4H, NCH>CH,0). *C-NMR (151
MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 159.05, 139.00, 131.54, 130.52, 129.83, 129.76, 129.00,
127.36, 127.20, 127.08, 126.80, 124.70, 124.17, 123.94, 123.17, 67.93, 66.24, 55.09,
40.88. EA: berechnet fiir C21H21N30 [%] C 76.11, H 6.39, N 12.68; gefunden [%] 75.81,
H6.17, N 12.44.
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(E)-N’-Benzyl-3-(phenanthren-9-yDacrylimidamid Hydrochlorid (74)

NH
AN
COrg

Isoliert aus XV (0.10 g, 0.32 mmol) und Benzylamin nach AAV 17.

Hellgelber Feststoff, Ausbeute: 12 %, Smp: 170 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
5 [ppm] = 9.01-8.75 (m, 2H, Harom), 8.58-8.45 (m, 1H, Harom), 8.20 (s, 1H, Hasom), 8.07
(dd, J=17.9, 1.6 Hz, 1H, Hurom), 7.88~7.67 (m, 3H, Harom), 7.54-7.29 (m, 6H, Harom), 7.07
(d, J = 16.1 Hz, 2H, AtCHCHCN), 4.71 (s, 1H, NCH>Ar), 4.02 (s, 1H, NCHaAr).®®
3CNMR (151 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 160.05, 140.52, 136.12, 134.61, 131.14,
131.07, 130.84, 130.42, 129.93, 129.76, 129.43, 129.12, 129.00, 128.83, 128.74, 128.46,
128.31, 127.92, 127.89, 127.87, 126.78, 125.29, 124.02, 123.48, 119.50, 45.64. 42.59.PPP
HPLC (Meth. 1): fg = 12.73 min, AUC > 99 %.

(1Z,2E)-N'-(4-Fluorphenethyl)-3-(phenanthren-9-yDacrvlimidamid Hvdrochlorid
as)

F
I /\/©/
AN
N
H HC1

Isoliert aus XV (0.20 g, 0.62 mmol) und 4-Fluorphenethylamin nach AAV 17.

Hellgelber Feststoff, Ausbeute: 15 %, Smp: 125 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
o [ppm] = 9.62 (s, 1H, NH), 8.99-8.83 (m, 2H, Harom), 8.73 (d, J = 16.0 Hz, 1H,
ArCHCHCN), 8.48 (dd, J = 7.4, 2.2 Hz, 1H, Haom), 8.19 (s, 1H, Harom), 8.06 (d, J =
1.6 Hz, 1H, Harom), 7.84-7.67 (m, 4H, Harom), 7.47-7.37 (m, 2H, Harom), 7.19 (t, J = 8.7
Hz, 2H, Haom), 7.00 (d, J = 16.1 Hz, 1H, ArCHCHCN), 3.67 (dd, J = 8.4, 6.6 Hz, 2H,
NCH,CH,Ar), 3.01 (q, J = 7.0 Hz, 2H, NCH,CH,Ar). *C-NMR (75 MHz, DMSO-ds)
8 [ppm] =161.06 (d, 'crJ=242.0 Hz), 159.48, 139.67, 134.32 (d, *Jcr = 2.9 Hz), 130.74
(d, 3Jcr = 7.9 Hz), 130.62, 130.59, 130.55, 130.48, 130.20, 129.92, 129.39, 129.26,

% Die Signale der NH Protonen konnten nicht detektiert werden.
PPP Die Anzahl der Signale ist hoher als kalkuliert.
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128.23, 127.38 (d, “Jcr = 3.1 Hz), 126.21, 124.65, 123.54, 122.97, 118.89, 115.07 (d, %JcF
=21.1 Hz), 43.41, 32.46. HPLC (Meth. 1): fr = 13.07min, AUC = 98.9 %.

(1Z.2E)-N'-Methyl-3-(phenanthren-9-yl)-/N'-phenylacrylohydrazonamid (76)

NH, |

X, N
o

Isoliert aus 13 (0.20 g, 0.81 mmol) und N-Methyl-N-phenylhydrazin nach AAV 16.

Gelber Feststoff, Ausbeute: 20 %, Smp: 145 °C, 'H NMR (300 MHz, Chloroform-d)
O [ppm] = 8.70-8.55 (m, 2H, Harom), 8.17-8.07 (m, 1H, ArCHCHCN), 7.93 (s, 1H, Harom),
7.86—7.76 (m, 2H, Harom), 7.66—7.49 (m, 4H, Harom), 7.25-7.18 (m, 2H, Harom), 6.95-6.89
(m, 2H, Harom), 6.86—6.75 (m, 2H, Harom, ArCHCHCN), 5.20 (d, J = 6.9 Hz, 2H, NH>),
3.03 (s, 3H, NCH;). C-NMR (75 MHz, Chloroform-d) § [ppm] = 159.00, 151.12,
131.95, 131.90, 131.51, 130.66, 130.47, 130.19, 129.06, 128.85, 127.22, 127.01, 126.87,
126.80, 125.97, 125.57, 124.29, 123.28, 122.57, 120.01, 115.48, 41.14. HPLC (Meth. 1):
tr = 12.70 min, AUC = 95.9 %.

(1Z.2E)-3-(4-(tert-Butyl)phenyl)-N'-(piperidin-1-vDacrylimidamid (77)

N
WN

Isoliert aus 16 (0.31 mg, 1.53 mmol) und 1-Aminopiperidin nach AAV 16.

Hellgelber Feststoff, Ausbeute: 24 %, Smp: 199 °C, 'H-NMR (600 MHz, DMSO-dj)
o [ppm] =7.46-7.37 (m, 4H, Harom), 7.16 (d, J=16.7 Hz, 1H, ArCHCHCN), 6.36 (d, J =
16.8 Hz, 1H, ArCHCHCN), 5.96 (s, 2H, NH>), 1.68-1.56 (m, 4H, NCH.CH>CH>), 1.40
(s,2H, NCH,CH,CH>), 1.28 (s, 9H, C(CH3)3). 'H-NMR (600 MHz, Methanol-da) § [ppm]
=7.37-7.31 (m, 4H, Harom), 7.10 (d, J = 16.6 Hz, 1H, ArCHCHCN), 6.33 (d, /= 16.7 Hz,
1H, ArCHCHCN), 2.53 (s, 4H, NCH>CH>CH>), 1.68-1.56 (m, 4H, NCH.CH>CH>), 1.38
(s, 2H, NCH,CH.CH>), 1.22 (s, 9H, C(CHs);). '*C-NMR (151 MHz, DMSO-ds)
O [ppm] = 155.76, 151.41, 133.77, 132.50, 126.96, 126.07, 123.46, 55.52, 34.86, 31.49,
25.62,24.23. HPLC (Meth. 1): tr = 12.25 min, AUC = 98.7 %.
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(Z2)-N'-((Z)-1-Amino-3-hydroxv-3(phenanthren-9-ypropvliden)-3-hydroxy-3-

(phenanthren-9-yl)-propanhydrazonamid (78)

OH NH,

X N
N
l NH, OH

Hergestellt aus 13 (0.25 g, 1.00 mmol) nach AAV 15.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 18 %, Smp: 145 °C, 'H-NMR (600 MHz, DMSO-dj)
O [ppm] = 8.93-8.88 (m, 2H, Harom), 8.87-8.78 (m, 2H, Harom), 8.36—8.30 (m, 2H, Harom),
8.05 (s, 2H, Harom), 8.02—7.97 (m, 2H, Harom), 7.77-7.60 (m, 8H, Harom), 6.07 (s, 4H, NH?2),
5.80 (dd, J=9.3, 3.2 Hz, 3H, OH, OCHCH>»), 2.75 (dd, J = 14.9, 2.9 Hz, 2H, OCHCH»),
2.54 (d, J= 9.2 Hz, 2H OCHCH>). *C-NMR (126 MHz, DMSO-dc) & [ppm] = 154.94,
139.61, 131.55, 130.49, 129.75, 128.92, 127.24, 127.12, 126.93, 126.70, 124.65, 123.82,
123.72, 123.05, 67.88, 42.14.999 HPLC (Meth. 1): trr = 12.68 min, AUC > 99%. (ESI)MS-
(+) m/z kalkuliert fiir C34H30N4O2 [M]: 526.2; gefunden [M+H]": 527.6.

(2)-N"-((Z)-1-Amino-3-(4-(tert-butyphenyl)-3-hvdroxypropvlidene)-3-(4-(zert-

butyD)phenyl)-3-hvdroxypropanhydrazonamid (79)

OH NH,

X, .N
N ~N

NH, OH

Isoliert aus 16 (0.20 g, 1.00 mmol) nach AAV 15.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 14 %, Smp: 155 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)
O [ppm] =7.45-7.18 (m, 8H, Harom), 6.03 (s, 4H, NH>), 4.90 (t,J=6.5 Hz, 2H, OCHCH>»),
2.39 (d, J = 6.6 Hz, 4H, OCHCH>), 1.27 (s, 18H, C(CHs)3). ’C-NMR (75 MHz,
DMSO-ds) 6 [ppm] = 155.04, 149.10, 142.29, 125.50, 124.67, 70.03, 42.24, 34.13, 31.18.
HPLC (Meth. 1): frr = 11.6 min, AUC > 99 %.

999 Das Signal eines aromatischen Kohlenstoffatoms konnte nicht detektiert werden.
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(2)-N"-((Z)-1-Amino-3-(3.5-di-tert-butvlphenvl)-3-hydroxypropyvliden)-3-(3.5-di-

tert-butylphenvl)-3-hydroxypropanhvdrazonamid (80)

OH NH,

X, N
N N

NH, OH

Hergestellt aus 17 (0.53 g, 2.40 mmol) nach AAV 15.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 10 %, Smp: 160 °C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds)
O [ppm] = 7.26 (t, J = 1.9 Hz, 2H, Harom), 7.22 (d, J = 1.8 Hz, 4H, Harom), 5.88 (s, 4H,
NH>), 5.42 (s, 2H, OH), 4.90 (t, J = 6.5 Hz, 2H, OCHCH>), 2.37 (d, J = 6.5 Hz, 4H,
OCHCH,), 1.29 (s, 36H, C(CHs)3). *C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 154.43,
149.67, 144.60, 120.24, 119.78, 70.92, 42.87, 34.47, 31.33. EA: berechnet fiir
C34H54N407 [%] C 74.14, H 9.88, N 10.17; gefunden [%] C 73.96, H 10.16, N 9.98.

(Z)-N'-((Z)-1-Amino-3-hydroxy-3-(chinolin-4-yl)propvliden)-3-hydroxy-3-

(chinolin-4-y)propanhvdrazonamid (81)

OH NH, = ‘N
‘ S Ns x
Na NH, OH

Isoliert aus 18 (0.40 g, 2.00 mmol) nach AAV 15.

WeiBer Feststoff, Ausbeute: 10 %, Smp: 148 °C, 'TH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm]
=8.91(d, J=4.4 Hz, 2H, Harom), 8.33 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Harom), 8.06 (d, J= 8.5 Hz, 2H,
Harom), 7.82-7.75 (m, 2H, Harom), 7.69—7.63 (m, 4H, Harom), 5.80 (dd, J=9.4, 3.7 Hz, 2H,
OH), 2.71 (dd, J = 15.0, 3.7 Hz, 2H, OCHCH>).™ 3C-NMR (126 MHz, DMSO-dj)
3 [ppm] = 154.42, 150.90, 150.71, 148.17, 130.09, 129.29, 126.72, 125.59, 124.26,
118.20, 66.89, 41.96. HPLC (Meth. 1): tr =3.65 min, AUC > 99 %.

"" Die Signale von zwei Methylenprotonen waren nicht zu detektieren.
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9.3 Reaktionskontrolle, Kalibrierung und Stabilititsmessungen
Reaktionskontrolle der Umsetzung von 13 zu 25 mittels HPLC-Analytik

Zu festgelegten Zeitpunkten (t =0, 1, 3, 5, 24 Stunden) wurden aus dem Reaktionsansatz
im Stickstoffgegenstrom Proben (Probenvolumen: 0.5 mL) entnommen. Die Proben
wurden mit 0.5 mL Wasser gequencht. Der sich bildende kolloidale Feststoff wurde mit
einem Spritzenvorsatzfilter (Membranfilter: w/0.45 uM PTFE) abfiltriert. Die Proben
wurden mit 1.0 mL Acetonitril fiir die Chromatographie verdiinnt und mittels HPLC-

Analytik (Methode 1) vermessen.
Kalibrierung von 31

1.0 mg Substanz wurde in 1.0 mL Acetonitril gelost. Es wurde eine Verdiinnungsreihe
mit 0.2 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.6 mg/mL, 0.8 mg/mL und 1 mg/mL hergestellt. Jede
Verdiinnung wurde dreifach mittels HPLC-Analytik (Methode 1) vermessen. Der

Mittelwert der AUC’s wurde gegen die Konzentration aufgetragen.
Probenvorbereitung und Stabilitdtsmessung

1.0 mg der Substanz wurde in 50 pL einer Mischung aus Tween20/Ethanol (7:3, V:V) als
Stammlosung gelost. Diese Losung wurde mit Phosphatpuffer pH 7.5 verdiinnt, sodass
eine Endkonzentration von 0.8 mg/mL (31, 54) erreicht wurde. 10 pL dieser Losung
wurden zum Zeitpunkt t = 0, 1, 3, 6, 24 Stunden mittels HPLC-Analytik (Meth. 1)
untersucht. Angegeben ist der relative Gehalt bezogen auf die Fldche unter der Kurve
zum Zeitpunkt t = 0. Zwischen den Zeitintervallen wurden die Proben auf einem IKA

Basic Shaker bei Raumtemperatur geschiittelt.
Bestimmung des Protonierungsgrads von 64

95.0 mg Substanz wurden in 10 mL Ethanol, p.a. gelost. Es wurden 1.0 mL einer 0.01 M
HCI zugesetzt. Die Titration erfolgte mit einer 0.1 M NaOH MaBlosung. Die
Endpunktsbestimmung erfolgte mittels Potentiometer. Nach Zusatz von 0.1 mL der 0.1
M NaOH-MaBl6sung fand ein kleiner Potentialsprung statt, der durch die Neutralisation
der tiberschiissigen HCI hervorgerufen wurde. Anschlieend erfolgte die Neutralisation

des Amidin- und Chinolinstickstoffes.
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9.4 Untersuchung der biologischen Aktivitiit

9.4.1 Untersuchung der antiplasmodialen in vitro Aktivitit gegeniiber den asexuellen

Blutstadien von Plasmodium falciparum

Die Evaluation der in vitro Aktivitit gegeniiber den asexuellen Blutstadien von P.
falciparum (Pf3D7/PfDd2) sowie die Bestimmung der Zytotoxitit gegeniiber HepG»
Zellen erfolgte am Institut fiir Tropenmedizin des Universitatsklinikums Tiibingen durch

die Arbeitsgruppe von PD Dr. Benjamin Mordmiiller.

Die in vitro Aktivitit gegeniiber dem chloroquin-sensitiven Laborstamm P. falciparum
3D7, sowie dem multiresistenten Laborstamm PfDd2 wurde mittels eines Histidine-Rich

Protein 2 (HRP2) Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) evaluiert.'6

Probenvorbereitung: Die Laborstimme Pf3D7, PfDd2 wurden kontinuierlich
kultiviert.!%®1%7 Von den Testverbindungen wurden DMSO-Stammldsungen hergestellt,
die eine finale Konzentrationen von 25-100 mM aufwiesen. Die Stammldsungen wurden
bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert. Mit diesen Stammlosungen wurden
Verdiinnungsreihen hergestellt, bei denen jeder weitere Verdinnungsschritt mit
Néhrmedium (RPMI 1640, 25 mM HEPES, 2.4 mM L-Glutamin, 50 pg/mL Gentamycin,
0.5 % (m/V) AlbuMAX®) erfolgte.

Durchfiihrung: Die Testlosungen wurden in 96-Well-Mikrotiterplatten vorgelegt,
anschlieBend wurden P. falciparum Ringstadien in Ndhrmedium (1.5 % Héamatokrit,
0,05 % Parasitimie) hinzugegeben. Die dreitdgige Kultivierung fand unter
sauerstoffarmen Bedingungen (5 % Oz, 5 % CO2, 90 % N2) bei 37 °C statt. Fiir eine
Wachstumskontrolle der Pf-Zellen wurden Ringstadien ohne Testverbindung kultiviert.
AnschlieBend wurden die Kulturen bei -20 °C eingefroren, bis die Auswertung erfolgte.

Als interne Kontrolle diente bei jedem Assay das 4-Aminochinolin Chloroquin.

Auswertung: Die Auswertung erfolgte mittels HRP2-Sandwich-ELISA. Die Berechnung
der ICso-Werte erfolgte mittels nichtlinearer Regressionsanalyse der halblogarithmischen
Konzentrations-Effekt-Kurve.!® Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus mind.
zwei unabhingigen Testdurchldufen mit zweifacher Ausfiihrung, jeweils mit 12 seriellen

Verdiinnungen.
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9.4.2 Untersuchung der Zytotoxizitit gegen HepGy Zellen

Als humane Zellen dienten HepG2-Zellen, eine hepatozelluldre Karzinomazelllinie. Die

Auswertung erfolgte mittels des Neutralrot-Assays.'®’

Probenvorbereitung: Von den zu testenden Verbindungen wurden Stammldsungen in
DMSO mit einer Konzentration von 1 mM hergestellt. Diese Stammldsungen dienten als
Ausgangslosungen zur Herstellung von Verdiinnungsreihen (12 Verdiinnungen), bei
denen jeder weitere Verdiinnungschritt mit PBS Puffer durchgefiihrt wurde.** Mit den

Kontrollsubstanzen Chloroquin und Blasticidin wurde in gleicher Weise verfahren.

Durchfiihrung: Tag 1: Auf eine 96-Well Mikrotiterplatte wurden in jedes Well 20° HepG2
Zellen gegeben. Die Platte wurde 24 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Tag 2:
AnschlieBend wurden je 100 uL/Well der zu testenden Verdiinnungen (Test- und
Kontrollsubstanzen) auf die Zellen gegeben und es wurde weitere 24 Stunden inkubiert.
Tag 3: Zunidchst wurde eine mikroskopische Kontrolle der zytotoxischen Auswirkungen
durchgefiihrt: Wachstumsinhibition, Vakuolisierung, Abkugelung, Lyse. Anschlieend
wurden die Zellen mit PBS Puffer gewaschen. 100 pL/Well Neutralrot-Losung wurde zu
den Zellen gegeben. Nach dreistiindiger Inkubation (37 °C, 5 % CO>) wurden die Zellen
erneut mit PBS Puffer gewaschen und mit Lysis-Losung (H20/Ethanol/Essigsdure;
4.9:5:0.1; V/V/V) versetzt. Nach zehnmindiitiger Inkubation erfolgte die Auswertung.

Auswertung: Die Auswertung erfolgte mittels Spektrometer bei 570 nm, Referenzfilter
620 nm. Die Auswertung der Absorptionen erfolgte mit der RStudio® elisa Software.™
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus mind. zwei unabhéngigen Testdurchldufen

mit zweifacher Ausfiihrung, jeweils mit 12 seriellen Verdiinnungen.

9.4.3 Untersuchung der antiplasmodialen in vivo Aktivitit mittels P. berghei

Mausmodell

Die in vivo Evaluation erfolgte durch die Arbeitsgruppe von Dr. Sergio Wittlin am Swiss

Tropical and Public Health Institute.

*** PBS: Phosphatgepufferte Salzldsung.

™ Der Neutralrot-Assay basiert auf der Eigenschaft gesunder Zellen, den Farbstoff Neutralrot in den
Lysosomen zu speichern. Tote Zellen werden nicht angeférbt, da ihre Lysosomen nicht mehr intakt sind
und sie somit kein Neutralrot speichern konnen.
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Probenvorbereitung: Die zu untersuchenden Testverbindungen wurden in einer Losung
von Tween80/Ethanol (7/3 (V/V)) geldst oder suspendiert. AnschlieBend wurde mit dem

10fachen Volumen an Wasser verdunnt.

Prdparation der Testtiere: Tag 0. Drei bis finf NMRI-Méuse (25 + 2 g) wurden
intravends mit dem P. berghei-Stamm ANKA infiziert (2-107 parasitierte Erythrozyten

pro mL, aus heparinisiertem Blut einer Donormaus (ca. 30 % Parasitédmie).

Durchfiihrung: 2-4 h postinfektionem: Die Mause der Versuchgruppe wurde peroral mit
einer Dosis von 50 mg/kg KG behandelt, wobei die Testverbindungen als Losung oder
Suspension verabreicht wurden. Tag 1-3: Nach 24, 48 und 72 Stunden erfolgte eine
erneute Applikation der Testverbindungen mit einer Dosis von 50 mg/kg KG, peroral.
Tag 4: 96 Stunden nach der Infektion und 24 Stunden nach der letzten Dosis erfolgte die
durchflusszytometrische Bestimmung der Parasitimie. Die Méause der Kontrollgruppe

wurden nach der Bestimmung der Parasitdmie eingeschlifert.

Auswertung: Die Aktivitdt wird berechent aus der Differenz des Mittelwertes der

Parasitdmie der Versuchstiere und der Kontrolltiere.

o X Parasitamie (Versuchstiere)
Aktivitat = 100 — -100

X Parasitamie (Kontrolltiere)
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