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Einleitung

2 Einleitung

2.1 Mycobacterium tuberculosis

Das Genus Mycobacterium umfasst eine breite Gruppe saurefester Bakterien, von denen
einige Vertreter Tier- und Human-Pathogene darstellen.!V Basierend auf den grundlegenden
Unterschieden in Epidemiologie, Krankheitsassoziation und der Mdglichkeit in vitro zu
replizieren, werden Mykobakterien in vier Gruppen eingeteilt: Dem
Mycobacterium tuberculosis Komplex (MTBK), Mycobacterium leprae,
Mycobacterium ulcerans und in die nicht-tuberkuldsen Mykobakterien (NTM). Dem MTBK
werden die Mykobakterien M. tuberculosis (M. tb.), M. bovis, M. bovis bacille CALMETTE-
GUERIN (BCG), M. caprae, M. africanum, M. pinnipedii, M. microti, M. orygis, M. mungi und
M. canettii zugeordnet.?! Charakteristisch fiir diese Gruppe ist ein langsames Wachstum mit
einer Verdopplungszeit von 12 bis 24 Stunden, selbst unter optimalen Bedingungen.®! Zudem
weisen ihre Vertreter eine Ubereinstimmung von 99 % in der Nukleotidsequenz des Erbguts
und eine identische 16S rRNS Gensequenz auf.['4% Trotz dieser Ahnlichkeiten unterscheiden
sich die Mitglieder des MTBK signifikant in Pathogenitat, Phanotyp und Wirtstropismus.®

Die Gensequenzierung archaologischer Funde von prahistorischen Tuberkulose-Opfern
ermdglichte einen genaueren Blick auf die gemeinsame Geschichte zwischen dem Menschen
und dem MTBK. Mit Hilfe von Koaleszenz-Analysen konnte gezeigt werden, dass der MTBK
vor ungefahr 70.000 Jahren zum ersten Mal in der Menschheitsgeschichte auftrat. Seit dieser
Zeit haben die Vertreter des MTBK den anatomisch modernen Menschen bei seiner Migration
aus Afrika begleitet und waren in der Lage mit der Zunahme der Populationsdichte im
Neolithikum zu expandieren. Diese Coevolution zeigt, dass der MTBK stets in der Lage war,
sich an die Veranderungen in der Menschheitsgeschichte anzupassen.®

Von den Pathogenen des MTBK, welche den Menschen befallen, ist M. tb. der bedeutendste
Vertreter. Bei diesem handelt es sich um ein stdbchenférmiges, nicht-sporenbildendes,
unbewegliches und Gram-positives Bakterium,? welches unter mikroaerophilen Bedingungen
wachst.”! Das M. tb. ist ein prototrophes, metabolisch flexibles Bakterium,® dessen
Ausbreitung in der Weltbevélkerung einmalig ist und daher als eines der erfolgreichsten
Pathogene in der Menschheitsgeschichte gilt.) Dieser Erfolg basiert auf der
aulRergewohnlichen Anpassungsfahigkeit an die Veranderungen der duleren Umwelteinfllisse
wahrend des Krankheitsverlaufs. Zudem weist M. tb. eine ausgepragte Widerstandsfahigkeit
gegeniiber chemischen!"” und physikalischen Umwelteinfliissen auf, sowie die Fahigkeit sich

an Nahrstoffmangel, Hypoxie und verschiedene exogene Belastungen anpassen zu kénnen.
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Einen besonderen Beitrag zur Erfolgsstrategie des M. tb. leistet der komplexe physiologische
Aufbau der Zellhille, welcher sich von anderen Prokaryoten unterscheidet.!'"! Die Zellhiille
besteht aus vier Hauptschichten (Abbildung 1): (1) Der inneren Plasmamembran (PM), welche
eine typische bakterielle Zellmembran darstellt;'? (II) dem Zellwandkern (AGP); (lll) eine
asymmetrische duRere Membran bzw. Mykomembran (OM) und (IV) die duRerste Hlle.['*"]
Der Zellwandkern besteht aus Peptidoglycanen, welche kovalent Uber verbriickende
Phosphoryl-N-acetylglucosaminosylrhamnosyl Einheiten mit Arabinogalactanen (AG)
verbunden sind und somit den Peptidoglycan-Arabinogalactan Komplex (AGP) bilden. Das
Arabinogalactan ist zusatzlich mit langkettigen (Cz0-Coo) a-Alkyl, B-Hydroxyfettsduren, die als
Mykolsauren bezeichnet werden und die &ulere lipophile Mykomembran darstellen,
verestert.'"% In der Mykomembran sind verschiedene, nicht-kovalent gebundene Lipide und
Lipoglycane wie die Phosphatidylinositolmannoside (PIMs), phenolische Glykolipide (PGLs),
Phthioceroldimykocerosate (PDIMs), Sulfoglycolipide (SGL), Trehalose-mono- (TMM) und di-
Mykolat (TDM), Lipoarabinomannan (LAM) und Lipomannan (LM), sowie (Lipo)proteine die
zusatzlich glykosyliert vorliegen kénnen, eingelagert.l'™-'®! Die Lipoglycane, LAM und LM sind
wichtige immunmodulatorische Molekiile, die an verschiedene Rezeptoren des
Immunsystems binden kénnen und somit die Immunreaktion des Wirts regulieren.['*-'6 Mit
Mannose glykosyliertes LAM (ManLAM) ist ein weiterer wichtiger Virulenzfaktor des M. tb.,
welcher das Anheften und den spateren Eintritt des Pathogens in die Makrophagen
vermittelt.l'"®! Die auRerste Hiille besteht im Wesentlichen aus einer Variation von nicht-
kovalent gebundenen (Glyco)lipiden, Polysacchariden, Lipoglycane und Proteinen, inklusive

der porenbildenden Proteine.!"
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Zellhille des M. tb. bestehend aus den vier Hauptschichten:

| duBere

I

t) nere

e

Cytosol

() Der inneren Plasmamembran (PM), welche eine typische bakterielle Zellmembran darstellt;['? (II)
dem Zellwandkern der aus einem Peptidoglycan-Arabinogalactan Komplex besteht (AGP); (Il) einer
asymmetrischen aufleren Membran (OM) bzw. Mykomembran mit an Phosphatidylinositol (PI)
verankertem Mannanl'”! und eingelagerten nicht kovalent gebundenen Lipiden und Lipoglycanen; (IV)
der aulersten Hille, welche hauptsachlich aus neutralen Polysacchariden besteht. Entnommen aus
KALSCHEUER et al. und modifiziert.['"]

Ein Hauptbestandteil der Zellhille von Mykobakterien sind die einzigartigen Mykolsauren, die
einen wichtigen Beitrag zum zelluldren Uberleben des Pathogens leisten. Die Biosynthese der
Mykolsauren erfolgt durch die Multienzym-Komplex Typ | Fettsdure-Synthase (FAS-I) und der
disaggregierten Synthase System Typ Il Fettsdure-Synthase (FAS-II).['® In einer sich neun-
bis zwoélfmal wiederholenden Reaktionssequenz werden zunachst die gesattigten
a-Alkylketten (C20-C2) durch die FAS-I synthetisiert.'®'9 Es folgt die Elongation des
Prakursors durch die FAS-Il zu den Meromycoloyl-Ketten (C40-Cs0) und die anschlieliende
Carboxylierung der a-Kette durch die Acyl-CoA Carboxylase.'” Danach erfolgt durch
Desaturasen, Dehydratasen, Isomerasen und Methyltransferasen die Modifizierung der
proximalen und distalen Enden der Meromycoloyl-Ketten bei denen Doppelbindungen,
Cyclopropyl-, Methoxy- und Ketofunktionalitaten eingefihrt werden.l'®2%1 Die fertigen
Mykols&uren entstehen durch eine CLAISEN-Kondensation von a- und Meromycoloyl-Kette,
welche von den Enzymen Acyl-AMP Ligase und Polyketid Synthase katalysiert wird.['®! Als
Trehalose-Ester werden die Mykolsauren vom Membrantransporter MmpL3 zur auflleren
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Membran transportiert und kénnen dort entweder mit dem Arabinogalactan verestert werden
oder mit einem weiteren Molekil TMM zum freien Lipid TDM, welches ein wichtiger Cord-

Faktor ist, reagieren.['8!

Die komplexe Organisation der einzigartigen Zellhlllen-Komponenten und der lipophile
Charakter der Mykomembran fiihren zu einer geringen Permeabilitdt der Zellenhtlle von
Mykobakterien"! und damit zu einer erhéhten intrinsischen Resistenz gegentiber zahlreichen

Antibiotika-Klassen und antibakteriellen Arzneistoffen.['2

M. tb. wird mittels Tropfcheninfektion Ubertragen. Die Infizierung eines neuen Wirts geschieht
Uber die Inhalation von mit Tuberkelbazillen verseuchtem Sputum, welche anschlieend Gber
die Lungen zu Alveolen gelangen.? Die dort befindlichen Alveolarmakrophagen verfiigen Giber
Mannose-Rezeptoren auf der Membran, die mit den mykobakteriellen Zellwandkomponenten
LAM und ManLAM interagieren und die Phagozytose des M. tb. vermitteln.?'22

In den Makrophagen erkennen spezifische Rezeptoren (Toll-like Rezeptoren, TLR) bakterielle
Moleklle, sogenannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMM), und initileren
Signalkaskaden, die das angeborene Immunsystem aktivieren und das adaptive
Immunsystem verstarken. Die Makrophagen prasentieren die mykobakteriellen Antigene Uber
den Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) Klasse Il, was zur Stimulation der CD4* T-Zellen
fuhrt. Diese kdnnen nach der Identifizierung von M. tb. infizierte Makrophagen weitere Zellen

des adaptiven Immunsystems Uber Zytokin-Ausschiittung rekrutieren.!?!

M. tb. hat Mechanismen zur Immunevasion entwickelt mit denen es in den Makrophagen
Uberleben und sich replizieren kann.?*-271 Die Infizierung von Makrophagen mit M. tb. resultiert
in der TLR-2 abhangigen Inhibition der MHC Klasse Il Transaktivator Expression, MHC
Klasse || Molekllexpression, Antigenprasentation durch Lipoproteine und verhindert dadurch
die Erkennung von infizierten Makrophagen durch die CD4* T-Zellen.[22:23:28-30]

Nach der Internalisierung des M. th. in die Makrophage induziert dieses die Expression des
cytokine-inducible SH2-containing protein (CISH). Das CISH bindet an die Protonenpumpe
ATP6V1A und initiiert deren Ubiquitinierung, welche die proteasomale Degradation der
ATP6V1A zur Folge hat. Das Resultat dieser Strategie ist, dass der pH-Wert im Phagosom
von infizierten Makrophagen hoéher ist als flir die optimale enzymatische Aktivitdt der
lysosomalen Verdauungsenzyme nétig ist.?'32

Zusatzlich verzdgert das Lipoglycan ManLAM die Azidifizierung des infizierten Phagosoms
und verhindert die Akquirierung des Rab5 Effektors fliir das early endosomal antigen 1,
welches zu einer Blockade der Lieferungen von lysosomalen Molekilen und Enzymen,

einschlieBlich der hydrolytischen Enzyme, Uber das trans-Golgi-Netzwerk zum Phagosom
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fuhrt.B334 Als Folge dessen wird die Reifung des Phagosoms gehemmt und somit die

Phagosom-Lysosom Fusion zum Phagolysosom verhindert.?4-3"]

Die Infektion der Makrophagen mit M. tb. initiiert inflammatorische Reaktionen die zur
Produktion des Tumornekrosefaktors Alpha (TNF-a) fihren. Dieser ist flir eine angemessene
Expression von Chemokinen verantwortlich und halt deren Konzentration aufrecht.383
Infolgedessen bildet sich um die infizierte Makrophage eine zelluldre Matrix mononukleérer
Zellen, die aus dem benachbarten Blutgefaen stammen, und das friihe Granulom formen.!3¢-
“1 Um den infizierten Kern lagern sich sukzessiv Schichten von aktivierten Makrophagen,
mehrkernigen Riesenzellen, Epitheloidzellen, Lymphozyten, Fibroblasten und dendritischen
Zellen an und das Granulom wachst.?*#? Durch die Bildung des Granuloms wird die sich
entwickelnde akute M. tb. Infektion kontrolliert und das Pathogen abgeschirmt, jedoch nicht
eliminiert.® Im Granulom kann M. tb. fiir mehrere Jahre bis Jahrzehnte Uberleben und die
Infektion verlauft fur den Wirt asymptomatisch. Dieser Zustand wird als latente Tuberkulose
bezeichnet.**! Wahrenddessen wechselt das Bakterium in einen Zustand der Dormanz. In
diesem Zustand wird der zentrale Metabolismus herunterreguliert, die Replikation pausiert und
es entwickelt eine phanotypische Resistenz gegeniber antibakteriellen Wirkstoffen und dem
Immunsystem des Wirts.*®! In Folge eines immunsuppressiven Ereignisses, wie
beispielsweise einer zusatzlichen Infektion mit dem Humanen Immundefizienz-Virus (HIV),
Krebs, Untererndhrung, Behandlung mit Corticosteroiden, Alterung und Drogen- oder
Alkoholmissbrauch kann es zur Reaktivierung der Mykobakterien kommen und in einer aktiven
TB-Erkrankung resultieren.[44:46l

Im Verlauf des Granulomwachstums wird ein GrofR3teil der Lymphozyten vom infizierten Kern
ausgeschlossen und die Anzahl der BlutgefalRe, die das Granulom durchdringen, nehmen
ab B Im Zusammenwirken des mykobakteriellen PDIM mit dem
early secretory antigenic target EsxA, welches vom Typ VIl Sekretionssystem ESX-1
(T7SS/ESX-1) abgesondert wird, verursachen diese Schaden an der phagosomalen Membran
und induzieren somit die Ruptur der infizierten Makrophage, welche zur Apoptose der
Wirtszelle fiihrt. Als Folge dessen, kénnen sich sowohl die mykobakteriellen Effektorproteine
als auch das Pathogen im Cytoplasma der Makrophagen verteilen.[36:47:48l

Die Zunahme des nekrotischen Gewebes kann zur Folge haben, dass das Granulom kollabiert
und sich M.tb. von der Lunge auf andere Organe des Wirts ausbreitet oder Uber

Tropfcheninfektion auf einen neuen Wirt ibertragen wird. %4144
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2.2 Tuberkulose

Die Tuberkulose (TB) sucht die Menschheit seit ihrer Urgeschichte heim und hat mehr
Menschenleben gefordert als anderen bakteriellen Infektionskrankheiten. Nachverfolgen
lassen sich die Spuren der TB bis in die Graber des antiken Agyptens, Griechenlands und
Roms. ! Selbst in den fiinf Blichern des Moses Levitikus und Deuteronomium wird die TB mit
dem hebraischen Wort schachepheth erwéhnt.[5%51

Im 18. Jahrhundert entwickelte sich in Westeuropa eine Tuberkuloseepidemie die mehr als
900 Tote pro 100.000 Einwohner im Jahr forderte. Aufgrund der prekdren Wohn- und
Lebensverhaltnisse in den Uberfiullten Arbeitervierteln der Grof3stadte verschlimmerte sich die
Lage kontinuierlich und gipfelte in dem Ausdruck wei3e Pest. Doch Ursprung und Verursacher
dieser Krankheit waren den Medizinern und Wissenschaftlern unbekannt, sodass in der
Wissenschaft diese Frage heftig und fir mehr als hundert Jahre diskutiert wurde." Erst am
24 Marz.1882 prasentierte der deutsche Wissenschaftlicher Dr. ROBERT KOCH seine
Forschungsergebnisse zur Entdeckung und Kultivierung von Tuberkelbazillen, welche er als
Erreger der TB identifiziert hatte.*%? Ein Jahr spater wurden diese in
Mycobacterium tuberculosis (M. tb.) umbenannt und im Jahr 1905 erhielt Dr. ROBERT KOCH

fur diese Forschungsergebnisse den Nobelpreis fir Medizin !5

2Wenn die Zahl der Opfer, welche eine Krankheit fordert, als Mal3stab fiir ihre Bedeutung zu
gelten hat, dann missen alle Krankheiten, namentlich aber die gefiirchtetsten
Infektionskrankheiten, Pest, Cholera usw. weit hinter der Tuberkulose zuriickstehen.”

- Dr. ROBERT KOCH, Berlin, 24.Marz.1882.552

2.2.1 Epidemiologie

Nach Einschatzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind zwei Milliarden
Menschen mit M. tb. infiziert. Bei circa 10.0 Millionen Menschen entwickelte sich im Jahr 2019
eine aktive TB-Erkrankung aus. Dies entspricht einem marginalen Riickgang seit 2016 (10.4
Millionen).% Weltweit starben 2019 mehr als 1.4 Millionen Menschen an den Folgen einer TB-
Erkrankung, damit ist die TB die Infektionskrankheit mit den meisten Opfern und eine der zehn
haufigsten Todesursachen.

Die weltweite Verbreitung von TB-Erkrankungen ist sehr ungleichmaRig und eng an den
jeweiligen Wohlstand, Infrastruktur und Gesundheitssystem der entsprechenden Lander
geknlpft (Abbildung 2). In den wohlhabenden Nationen Nordamerikas und Westeuropas liegt
die Inzidenz bei unter zehn Erkrankten pro 100.000 Einwohnern. Wohingegen in Slidostasien
und Subsahara-Afrika die 30 besonders betroffenen Lander liegen, die 87 % der weltweiten

TB-Erkrankungen melden, mit Inzidenzen von 150 bis Gber 500 Erkrankten pro 100.000
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Einwohner. Daher gilt die TB als eine Krankheit der Armut und wirtschaftlichen Not, deren

Erkrankte oft mit Ausgrenzung, Stigmatisierung und Diskriminierung konfrontiert werden. 556!
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Abbildung 2: Die von der WHO geschéatzten nationalen TB-Inzidenzen des Jahres 2019. Entnommen
aus Global Tuberculosis Report 2020 der WHO.591

Die Entwicklung zu einer aktiven TB-Erkrankung wird mafgeblich durch Risikofaktoren wie
einer zusatzlichen Infektion mit dem Humanen Immundefizienz-Virus (HIV), Diabetes mellitus
Typ-ll, (Innenraum)Luftverschmutzung, Untererndhrung, Alterung, Rauchen, mangeinde
Hygiene und Alkohol- oder Drogenkonsum gefordert.®5571 Weltweit waren 8.2 % aller aktiv an
TB erkrankten Menschen zuséatzlich mit dem HIV infiziert, somit ist die Wahrscheinlichkeit
eines mit dem HIV infizierten Menschen eine aktive TB zu entwickeln 18-mal héher als bei
nicht-infizierten Menschen. Von den 1.4 Millionen an TB verstorbenen Menschen waren
208.000 (15 %) zusatzlich mit dem HIV infiziert (678.000 im Jahr 2000).5%

In den Jahren 2014/15 erklarten alle Mitgliedsstaaten der WHO und der Vereinten Nationen
(UN) mit der Annahme der End TB Strategy der WHO und den Zielen fiir nachhaltige
Entwicklung der UN die Absicht zu haben, die TB-Epidemie bis zum Jahr 2035 zu beenden.
Zusatzlich wurden fur das Jahr 2019 circa 140.000 Falle von zoonotischer TB gemeldet, die

hauptséachlich auf M. bovis zurtickzufiihren waren.!%
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2.2.2 Infektionsverlauf, Diagnose und Chemotherapie

Bei der TB handelt es sich um eine bakterielle Infektionskrankheit die von Organismen des
MTBK, primar von M. tb. verursacht wird. Das Pathogen befallt hauptsachlich die Lunge
(pulmonale TB), kann aber auch andere Organe oder Gewebe wie die Lymphknoten, Knochen,
Gelenke oder Hirnhaut (extrapulmonale TB) infizieren.8% Die Tuberkelbazillen werden
aerogen Uber pathogenhaltiges Sekret, welches beim Niesen oder Husten von einem mit
aktiver TB erkranktem Individuum ausgeworfen wird, Ubertragen (Abbildung 3). Nach der
Inhalation des Sekrets gelangt das Pathogen in den tieferen Atemwegtrakt und kann dort in
der Folge einer angeborenen oder erworbenen Immunreaktion eliminiert werden.® Bleibt
diese aus oder verlauft unvollstandig, migriert das Pathogen in der Lunge zum interstitiellen
Gewebe und infiziert dort primar die Alveolarmakrophagen. Um die infizierten Makrophagen
lagern sich sukzessive Immunzellen an, in dem anwachsenden Granulom wird das Pathogen
isoliert und der Patient entwickelt eine symptomlose, nicht-lbertragbare latente TB-Infektion
(LTBI). Im Granulom kann das M. tb. fur mehrere Wochen bis hin zu Jahrzehnten Gberdauern.
Aufgrund der in Kapitel 2.2.1 genannten Risikofaktoren kann es zu einer Immunschwéache des
Wirts kommen, infolgedessen das Granulom kollabieren und die Tuberkelbazillen entweichen
kénnen. Diese konnen auf andere Organe oder Gewebe Ubergreifen und in den Blutkreislauf
gelangen. Von diesem kann das Pathogen erneut in den Atemwegstrakt gelangen und Uber
Husten oder Niesen auf einen neuen moglichen Wirt Gbertragen werden. Dieses Stadium der
Krankheit wird als aktive TB bezeichnet und dufert sich symptomatisch mit Fieber, Fatigue,
Appetitlosigkeit und Gewichtsverlust. Im Falle einer pulmonalen TB tritt anhaltender Husten
bis hin zu blutigem Husten (Hamoptyse) im fortgeschrittenen Stadium auf.’® Eine
unbehandelte TB-Erkrankung bei HIV-negativen dauert von Beginn bis zur Selbstheilung oder
Tod ungefahr drei Jahre und ist bei 70 % der Falle letal, wobei die Mortalitat ab einem Alter

von 50 Jahren zunimmt.[6%

Infektion eliminiert Latente Tuberkulose Infektion Subklinische Tuberkulose Erkrankung Aktive Tuberkulose Infektion

Mit angeborener Mit erworbener
Immunreaktion oder Immunreaktion

Mycobacterium
tuberculosis

Infektids Nein Nein Nein Sporadisch Ja
Symptome Keine Keine Keine Milde oder keine Milde bis schwere
Abbildung 3: Infektion und Krankheitsverlauf einer pulmonalen TB-Erkrankung. Entnommen aus

PAI et al.l%8
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Besteht der Verdacht einer TB-Erkrankung kénnen mehrere diagnostische Methoden
angewendet werden um eine LTBI, aktive TB oder Antituberkulotika-Resistenzen zu
diagnostizieren.[8

Fir die Diagnose einer asymptomatischen LTBI existieren 2zwei akzeptierte
Standardmethoden, die jedoch begrenzt zuverladssig oder in deren Aussagekraft limitiert
sind.88" Das Verfahren des Tuberkulin-Hauttests (THT) wird seit mehr als einhundert Jahren
nach der MANTOUX-Methode durchgefiihrt. Bei diesem werden interdermal Tuberkulin-
Einheiten injiziert und die verzdgerte Typ Hypersensitivitdtsreaktion gegenlber den
mykobakteriellen Antigenen gemessen.®®5 Eine neuere Methode verwendet gereinigte
Protein-Derivate, welche mittels Peptidextraktionen von M. tb. Filtraten gewonnen werden.
Nachteilig fur den THT kdnnen falschpositive Ergebnisse in der Folge einer vorangegangenen
Immunisierung mit M. bovis BCG oder dem Kontakt mit NTM sein.'*? Als zweite Methode steht
der Interferon-y-Freisetzungstest (IGRA) zur Verfiigung. Bei diesem wird in vitro Blut des
Probanden in Anwesenheit von spezifischen M. tb. Antigenen kultiviert und die Freisetzung
von Interferon-y durch die CD4* T Zellen gemessen. Mit dem IGRA kdnnen falschpositive
Ergebnisse in der Folge einer M. bovis BCG Immunisierung und dem Kontakt mit den meisten
NTM vermieden werden. 8

Eine aktive TB-Erkrankung kann mit bildgebenden Verfahren wie der Thorax-
Roéntgenuntersuchungen und Positronen-Emissions-Tomographie Computertomographie
(PET-CT) sowie Kultivierungsmethoden, mikroskopischer Untersuchung des Sputums und

Molekulartests diagnostiziert werden.!°8!

Um die effiziente Behandlung von multiresistente- (MDR) oder extensiv resistente- (XDR) TB
zu gewahrleisten und deren weitere Ausbreitung zu verhindern, ist die praventive Diagnostik
zur Bestimmung von Antituberkulotika-resistenter TB erforderlich.3%4 Zu diesem Zwecke
stehen zwei generelle Methoden zur Verfigung. Bei der phanotypischen Untersuchung
werden Proben des Patienten in der Anwesenheit der entsprechenden Antituberkulotika
kultiviert und das Wachstum der Mykobakterien kontrolliert. Zusatzlich kénnen in einer auf
Molekulartest basierenden Methode, die genetische Information des Pathogens auf
Mutationen, welche mit Antituberkulotika-Resistenzen assoziiert werden, untersucht

werden. 58

Nach den Richtlinien der WHO zur Behandlung von TB-Erkrankungen sollen Patienten
unterteilt werden in neue Patienten, welche noch nie oder kirzer als einen Monat
Antituberkulotika eingenommen haben, und in vorherig behandelte Patienten, welche zuvor
einen Monat oder langer Antituberkulotika eingenommen haben. Fir die Behandlung von

neuen TB-Patienten wird eine sechsmonatige Kombinationstherapie bestehend aus zwei
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Phasen empfohlen. In den ersten zwei Monaten, der intensiven Behandlungsphase, sollen die
Mittel der ersten Wahl Pyrazinamid (PZA), Isoniazid (INH), Ethambutol (EMB) und Rifampicin
(RIF) taglich eingenommen werden. Daraufhin folgt die Stabilisierungsphase bei der Uber vier
Monate hinweg INH und RIF mindestens dreimal in der Woche eingenommen werden
sollte.®5%1  Der Behandlungsfortschritt wird mit zu wiederholenden mikroskopischen
Untersuchungen des Sputums und Thorax-Rontgen verfolgt. Mit der sechsmonatigen
Standardtherapie kdnnen 85 % aller neuen TB-Erkrankungen erfolgreich behandelt werden
und die Kosten belaufen sich auf 40 USD/Therapie pro Patient.[%867]

Bei Patienten, die eine erneute TB-Behandlung bendtigen, ist die Wahrscheinlichkeit das sich
Resistenzen gegen eines oder mehrere Mittel der ersten Wahl ausgebildet haben deutlich
erhoht.[%€1 M. tb.-Stamme die mindestens gegeniber RIF und INH resistent sind werden als
MDR bezeichnet.% Daher sollen im Rahmen der End TB Strategy der WHO alle TB-Patienten,
bei denen der Verdacht einer MDR-TB begriindet ist, vor oder mit dem Beginn der erneuten
Behandlung auf die Sensitivitdit gegenliber den Antituberkulotika getestet werden. Die
Ergebnisse der Molekulartests sind in der Regel innerhalb von zwei Tagen ausgewertet,
erfordern jedoch Ressourcen die in den am starksten betroffenen Landern nicht ausreichend
zur Verfigung stehen. Bei den konventionellen phanotypischen Kultivierungsmethoden dauert
es bis zur Feststellung des Resultats im flissigen Medium wenige Wochen und im festen
Medium bis zu Monaten. Bis das Ergebnis feststeht muss daher zunachst mit einer empirisch
festgelegten MDR-TB Chemotherapie begonnen werden und nach der Feststellung der
Ergebnisse angepasst werden. Daher ist die rechtzeitige Diagnose von MDR-TB essenziell,
um eine mdglichst effiziente Chemotherapie festzulegen und die weitere Ausbreitung innerhalb
der jeweiligen Gemeinschaft zu verhindern. Die Chemotherapie der MDR-TB ist ein
langsamer, schrittweiser Selektionsprozess, fir den die WHO eine Kombination aus
empirischen und individuellen Ansatzen empfiehlt.®™® Zu diesem Zwecke wurden die
verfigbaren Antituberkulotika in hierarchischer Reihenfolge entsprechend nach deren
Effizienz, Toxizitat und Wirkstoffklasse in fiinf Gruppen unterteilt (Tabelle 1). In Gruppe eins
befinden sich die Mittel der ersten Wahl, in den Gruppen zwei bis finf sind die Mittel der
zweiten Wahl oder Reservetherapeutika eingeordnet. Einige Antituberkulotika weisen
innerhalb, seltener auch zwischen, der Wirkstoffklasse eine ausgepragte Praferenz zur
Entwicklung von Kreuzresistenzen auf. In der Folge von Mutationen des M. tb. entwickelt sich
eine Resistenz gegenuber einem bestimmten Antituberkulotikum aus, welche auch zur
Resistenzbildung gegenlber weiteren oder allen Arzneistoffen der entsprechenden
Wirkstoffklasse flihren kdnnen. Kreuzresistenzen werden haufig zwischen RIF und Rifabutin,
innerhalb der injizierbaren Aminoglycosiden oder den Fluorchinolonen festgestellt.l/’”

Bei der Chemotherapie der MDR-TB empfiehlt die WHO die Verwendung von mindestens vier

Antituberkulotika der Gruppen eins bis vier, darunter eines der injizierbaren Aminoglycoside
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oder das Polypeptid Capreomycin. Der Einsatz von zwei oder mehreren Antituberkulotika einer
Wirkstoffklasse, die zur Entwicklung von Kreuzresistenzen préaferieren, soll vermieden werden.
Das injizierbare Antituberkulotikum soll in der intensiven Behandlungsphase fur mindestens
sechs Monate und nachdem der Patient das erste Mal negativ getestet worden ist flir weitere
vier Monate angewendet werden. Wahrend der intensiven Behandlungsphase ist die
regelmaRige Kontrolle des Sputums und der Kultivierungsproben unerldsslich. Insgesamt
dauert die Behandlung von MDR-TB mindestens 18 Monate oder bei chronischen
Erkrankungen mit umfangreichen Lungenschaden auch bis zu 24 Monate. GemalR den
Empfehlungen der WHO sollen die Arzneistoffe der Gruppe fiinf nicht fir die routinemafige
Chemotherapie der MDR-TB verwendet werden, da deren Effizienz oder Toxizitat in klinischen
Studien noch nicht ausreichend evaluiert werden konnte. Ein Einsatz der Substanzen aus
Gruppe funf ist in Erwagung zu ziehen, wenn die Therapie einer TB-Erkrankung mit den
Antituberkulotika der Gruppen eins bis vier nicht erfolgreich verlauft. Dies kann der Fall bei
XDR-TB, M. tb.-Stdmmen die sowohl gegenuber INH und RIF als auch den Fluorchinolonen

und mindestens eines der injizierbaren Antituberkulotika resistent sind, sein (Tabelle 1).["

Tabelle 1: Gruppen der Antituberkulotika zur Behandlung der (MDR/XDR)-TB. Adaptiert nach
CAMINERO et al. und ergénzt.[6669.71.72

Gruppe Bezeichnung Wirkstoff
Isoniazid
Rifampicin/Rifabutin
1 Mittel der ersten Wahl
Ethambutol
Pyrazinamid
Injizierbare Antituberkulotika Streptomycin
2 Aminoglycoside Amikacin, Kanamycin
Polypeptid Capreomycin
Ofloxacin, Levofloxacin
3 Fluorchinolone
Moxifloxacin
Ethionamid, Protionamid
4 Orale bakteriostatische Mittel der zweiten Wahl Cycloserin, Terizidon

p-Aminosalicylsdure

Delamanid/Pretomanid
Bedaquilin
Clofazimin

Substanzen mit nicht ausreichend bestatigter
5 Amoxicillin mit Clavulansaure
Effizienz und Toxizitat
Clarithromycin
Linezolid, Thioacetazon

Hochdosiertes Isoniazid
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Die Mittel der ersten Wahl werden seit deren Entdeckung ab den 1950er INH (1952), PZA
(1952), EMB (1960er) und RIF (1968) intensiv bei der Chemotherapie von aktiven TB-
Erkrankungen eingesetzt.[’673-7% |m Laufe der Jahrzehnte haben sich global, begtinstigt durch
mangelhafte Gesundheitssysteme, dem unkontrollierten oder zu kurzen Einsatz der
Antituberkulotika, diesen gegeniiber Resistenzen entwickelt und verbreitet.®! Im Jahr 2019
entwickelte sich bei Gber einer halben Millionen Menschen eine Rifampicin-resistente-TB (RR-
TB) aus, davon waren 78 % zusatzlich gegeniber einem weiteren Mittel der ersten Wahl,
meistens gegenuber INH, resistent. Bei 3.3 % aller neuen und 17.7 % aller zuvor schon einmal
behandelten TB-Neuerkrankungen lag eine MDR/RR-TB vor (Abbildung 4). In den Landern
der ehemaligen Sowjetunion liegt der Anteil der MDR/RR-TB bei zuvor einmal behandelten
TB-Erkrankungen teilweise Uber 50 % (Belarus: 60 %; Russland: 71 %)5%. Der Anteil der
Patienten mit einer MDR/RR-TB, die erfolgreich therapiert werden konnten lag bei 57 %, 15 %
verstarben und bei 7 % scheiterte die aktuelle Chemotherapie. Die WHO sieht die globale
Verbreitung von MDR- und XDR-TB als Gefahr fur die 6ffentlichen Gesundheitssysteme an
und appelliert eindringlich die Forschung an neuen Antituberkulotika-Klassen zu intensivieren,
die Ausbreitung von MDR/XDR-TB einzudammen und Patienten auf deren Antituberkulotika-

Sensitivitat zu testen.!>>7"]

&) ) = |
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,
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-0 &
=2

l:l Keine Daten
|:| Nicht anwendbar
Abbildung 4: Globale Verbreitung von MDR/RR-TB in Prozent bei neuen TB-Erkrankungen. RR-TB ist

ein Untertyp von MDR-TB. Entnommen aus Global Tuberculosis Report 2020 der WHO .59

Seit 2012 haben die Europaische Arzneimittel-Agentur (EMA) und die Food and Drug
Administration (FDA) die Wirkstoffe Bedaquilin (BDQ), Delamanid (DMD) und Pretomanid
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(PMD) far die Kombinationstherapie von MDR/XDR-TB, wenn keine Alternativen mehr zur
Verfugung stehen, zugelassen. Diese verfugen Uber bisher nicht adressierte
Wirkungsmechanismen, welche teilweise noch nicht vollstandig aufgeklart werden konnten,
und weisen daher keine Kreuzresistenzen gegeniber anderen Mitteln der ersten oder zweiten
Wahl auf. Somit handelt es sich bei diesen Arzneimitteln um die ersten neuen Antituberkulotika

seit mehr als 40 Jahren (Schema 1).1°8.69.72.78]

HoN
HO HN—  )—NH OHN
y HN L NH,
o O NH
o, HO  ©OH
O:/Cg
Bedagquilin Streptomycin
: gl
N OH
=z ‘ N/NH2 HO/)/ \/\” NMNHZ
N KN
Isoniazid Ethambutol Pyrazinamid

Schema 1: LEWIS-Strukturen einiger ausgewahlter antimykobakterieller Arzneistoffe.["%:80

Bis heute ist nur ein Vakzin zur Pravention einer TB-Erkrankung zugelassen. Dabei handelt es
sich um die vor etwa hundert Jahren entwickelte M. bovis BCG Impfung.®® M. bovis BCG ist
ein abgeschwachter Stamm des virulenten M. bovis und wurde in vitro mittels kontinuierlicher
Subkultivierung Uber einen Zeitraum von mehr als dreizehn Jahren transformiert.8'#2 Die
M. bovis BCG -Stamme weisen naturliche Mutationen in essenziellen Virulenzfaktoren wie
dem ESX-1, PDIM, oder PGL auf.®2 Im Rahmen des Praventionsprogramms der WHO
empfiehlt diese alle Neugeborenen und Kinder in Landern mit einer hohen TB-Inzidenz oder
bei weiteren Risikofaktoren nach der Geburt mit einer einzelnen Dosis des M. bovis BCG zu
immunisieren.®® Das Vakzin schiitzt Suglinge und Kinder, sowohl mit positiven als auch
negativen THT, effektiv vor der Entwicklung einer friihen, aktiven TB-Erkrankung und bietet
Schutz fiir zehn bis zwanzig Jahre.® Bei Jugendlichen und Erwachsenen ist der Schutz des
Vakzins vor der Entwicklung einer pulmonalen TB nicht ausreichend belegt, in klinischen
Studien lag die Effektivitat bei 0 bis 80 %. Die Grunde hierfir sind bislang nicht vollstéandig
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geklart, Ursachen hierfir kénnten jedoch die unterschiedlichen M. bovis BCG -Stamme im
Herstellungsprozess der Vakzine, Infektionen mit anderen Mykobakterien,
ernahrungsphysiologische oder genetische Unterschiede zwischen den Kohorten oder

Variationen in den pathogenen M. tb.-Stammen liegen.®'-53]
2.3 Antibakterielle Wirkstoffziele

Seit dem Altertum verwendet die Menschheit natlrliche Substanzen wie Myrrhe, Wein oder
Honig um Infektionen von Verwundungen vorzubeugen.®! Damals noch ohne das Wissen,
dass diese von Bakterien verursacht werden. In den 1670er Jahren entdeckte
LEEUWENHOEK mit seiner Erfindung dem Lichtmikroskop die einzelligen Mikroorganismen,
assoziierte diese aber nicht mit Krankheiten. Erstim Laufe des 19. Jahrhunderts demonstrierte
der franzdsische Wissenschaftler PASTEUR, dass spezifische Bakterienstamme flir Prozesse
wie die Fermentation verantwortlich sind. Der britische Chirurg LISTER Ubertrug die
Keimtheorie in das Gebiet der Medizin und begann als Pionier seine chirurgischen Instrumente
mit Karbolsdure (Phenol) zu sterilisieren, was zu einer drastischen Verbesserung der
Uberlebensrate nach chirurgischen Eingriffen fiihrte. %
In den 1910er Jahren verfasste EHRLICH das Prinzip der Chemotherapie. Mit diesem
beschrieb er das chemische Substanzen bei einer Konzentration, die der Wirt toleriert, die
Proliferation von Mikroorganismen hemmen kénnen. Dieser Prozess basiert auf der selektiven
Toxizitdt von chemischen Verbindungen die gegentber dem Mikroorganismus eine hdhere
Toxizitat als den Wirtszellen aufweisen. Beim therapeutischen Index wird die minimale
effektive Dosis mit der maximalen vom Wirt vertraglichen Dosis gegenlbergestelit.
Die antibakteriellen Arzneimittel werden in Abhangigkeit von deren Wirkung als
bakteriostatisch oder bakterizid klassifiziert. Die bakteriostatischen Wirkstoffe inhibieren das
Zellwachstum und die Multiplikation des Mikroorganismus. Dadurch verschaffen diese dem
Immunsystem des Wirts genug Zeit, um mit seinen eigenen Ressourcen das Pathogen
eliminieren zu kdénnen. Wirkstoffe die aktiv die Mikroorganismen téten werden als bakterizid
bezeichnet. Das 1928 von FLEMING entdeckte Penicillin ist ein Beispiel fir ein toxisches
Sekundarmetabolit eines Pilzes, welches in der Lage ist spezifische Bakterienstamme zu
eliminieren. 8!
Der Erfolg der antibakteriellen Wirkstoffe beruht auf der Tatsache das bakterielle und
menschliche Zellen sich sowohl im Aufbau als auch in den Biosynthesewegen unterscheiden.
Die antibakteriellen Therapeutika werden in finf Wirkungsmechanismen eingeteilt
(Abbildung 5):

¢ Inhibition des Zellmetabolismus

¢ Inhibition der Zellwandbiosynthese
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e Inhibition der Proteinbiosynthese
¢ Inhibition der Nukleinsdure Transkription und Replikation

e Interaktion mit der Plasmamembran®®.27]

. DNA/RNA Synthese
Folsauresynthese

und Zellmetabolismus Chinolone

Rifampicin
Trimethoprim ATP-Sy'n.these
Sulfonamide Bedaquilin

Interaktion mit
der Zellmembran
Polymyxine

p-Aminosalicylsaure

Zellwandsynthese H d \ Mykolséuresynthese
B-Lactame emmung der Isoniazid
i Proteinbiosynthese Hemmung der Delamanid/Pretomanid

Vancomycin 50S-Untereinheit Proteinbiosynthese Ethionamid
Ethambutol Chloramphenicol 30S-Untereinheit =
Cycloserin Clindamycin Aminoglycoside

Linezolid Tetracycline

Macrolide Streptomycin

Streptogramins

Abbildung 5: Die adressierten antibakteriellen und antimykobakteriellen Wirkstoffziele mit den
entsprechenden Wirkstoffklassen. Antimykobakterielle Arzneistoffe sind mit einem Unterstrich
gekennzeichnet. Adaptiert nach WRIGHT und erganzt nach CHEESMAN et a.186.87]

2.3.1 Inhibition des Zellmetabolismus

Substanzen die analog zu den natirlichen Substraten des bakteriellen Metabolismus sind,
kénnen die metabolischen Enzyme kompetitiv hemmen und die Biosynthese von essenziellen
Metaboliten des Pathogens blockieren. Aufgrund des molekularen Mechanismus werden diese
Wirkstoffe als Antimetabolite definiert. Die kompetitive Hemmung der metabolischen Enzyme
hat zur Folge, dass im zellularen Raum des Pathogens die Konzentration des natlrlichen
Substrats kontinuierlich zunimmt und den Antimetaboliten immer mehr verdrangt. Daraus
resultiert das Antimetabolite lediglich einen bakteriostatischen Effekt ausiiben und fir einen
gleichbleibenden therapeutischen Effekt deren Dosis stetig erhoht werden muss. Neben der
kompetitiven Hemmung kénnen Antimetabolite auch vom Enzym als Substrate umgesetzt
werden und das daraus resultierende Produkt im nachsten Schritt des Biosynthesewegs als
Antimetabolit agieren. Die bedeutendsten Vertreter der Antimetabolit-Antibiotika sind die

Sulfonamide und das Trimethoprim, welche die Tetrahydrofolsdure-Biosynthese inhibieren.
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D-Cycloserin (DCS) ist ein bakteriostatisches Mittel der zweiten Wahl, welches zur Behandlung
der MDR- und XDR-TB eingesetzt werden kann.¥ Bei DCS handelt es sich um ein
Strukturanalogon des D-Alanins,!® welches kompetitiv die D-Alanin Racemase und die
D-Alanin:D-Alanin Ligase im Biosyntheseweg der Peptidoglycane hemmt.®®®! Als problematisch
werden die psychiatrischen Eigenschaften, wie beispielsweise Toxizitdt gegeniber des
Zentralnervensystems, Psychosen und Schwindel,'®® von DCS eingestuft. Terizidon ist das
Prodrug von DCS. Bei diesem sind zwei Molekile DCS mit Terephthalaldehyd
kondensiert.°

Als Mittel der ersten Wahl wird unter anderem PZA eingesetzt um die Dauer einer TB-
Chemotherapie von neun bis zw6lf Monaten auf ungefahr sechs Monate zu verkiirzen.®'! PZA
besitzt eine effektive sterilisierende Wirkung gegenlber nicht-replizierenden, persistierenden
M. tb., die von anderen Antituberkulotika der Mittel der ersten Wahl nicht eliminiert werden
konnen.'92 Dabei fungiert PZA als Prodrug, welches mittels passiver Diffusion durch die
Zellhille ins Cytoplasma gelangt und dort von den bakteriellen Enzymen Nicotinamidase
beziehungsweise Pyrazinamidase zu Pyrazincarbonsaure (POS) hydrolysiert wird.®"! Sowohl
Uber passive Diffusion als auch aktivem Efflux gelangt POS aus der Zelle. Im extrazellularen,
entziindeten, leicht saurem Gewebe wird POS partiell zu HPOS protoniert und diffundiert
erneut rasch in das Bakterium. In Folge der Akkumulation der HPOS im Cytoplasma des M. tb.,
sinkt der pH-Wert und die vitalen Enzyme werden inhibiert. Daher wirkt PZA nur im saurem
Medium, die Wirkung wird zusétzlich durch eine niedrige Sauerstoffkonzentration verstarkt.
Zusatzlich konnte an der mykobakteriellen Membran eine Verschiebung des
Protonengradienten beobachtet werden, sowie die Hemmung des Membrantransports,
Protein- und RNS-Biosynthese.["9

Das zur Klasse der Diarylchinolin gehérende BDQ wurde im beschleunigten Verfahren zur
Behandlung der MDR-TB und XDR-TB durch die FDA im Jahr 2012 zugelassen.!®*%! BDQ
hemmt die Adenosintriphosphat (ATP) Synthese des M. tb. in dem es die Aktivitdt der
F1Fo-ATP Synthase reduziert.**°"] Der genaue molekulare Wirkungsmechanismus von BDQ
konnte bisher nicht vollstandig aufgeklart werden, jedoch gelten zwei direkte und ein indirekter
Wirkmechanismus als allgemein anerkannt.® Beim indirekten Mechanismus entkoppelt BDQ
den Elektronentransport von der Elektronentransportkette bei der ATP Synthese durch die
F1iFo-ATP Synthase.®® Die Energie des elektrochemischen Protonengradienten an der
Membran wird genutzt, um Protonen durch die Fo-Untereinheit vom periplasmatischen Raum
in das Cytoplasma zu transportieren. Das daraus resultierende Drehmoment wird von der F -
Einheit genutzt um aus Adenosindiphosphat (ADP) und einem Molekul Phosphat das ATP zu
generieren.’’~*% Es ist beschrieben das BDQ an die ¢- und &-Untereinheit binden kann und
somit die Rotation des c-Rings stort, was zur Inhibition der ATP Synthese im katalytischen

Zentrum fihrt.%! Die Hemmung der ATP Biosynthese durch BDQ ist fiir das ruhende, nicht-
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replizierende M. tb. bakterizid.®l Nachteile von BDQ sind auftretende klinische
Resistenzenl'®! und die sehr lange terminale Halbwertszeit von bis zu 164 Tagen,!"° weshalb

an einer neuen Generation des Wirkstoffklasse geforscht wird.[*®
2.3.2 Inhibition der Zellwandbiosynthese

Bakterien sind einer gro3en Bandbreite von dufleren Umwelteinflissen und fluktuierenden
Veranderungen ausgesetzt. Um den physikalischen und chemischen Stress wie pH-Wert- oder
Temperatur Veranderungen oder osmotischen Druck uberleben zu kdnnen, verfugen
Bakterien Uber eine Zellwand. Ohne eine funktionierende Zellwand wirde in Folge des
osmotischen Drucks Wasser in die Zelle gelangen, diese anschwellen und schlielich platzen
(Lyse).l5192 Die Biosynthese der Zellwand ist ein komplexer Prozess von iber 20 Reaktionen
an dem circa 30 Enzyme beteiligt sind und sich vom Cytoplasma bis hin zur &uReren Membran
erstreckt.851931%4 Da humane Zellen Uber keine Zellwand verfiigen, ist die Inhibition der
Zellwandbiosynthese von Pathogenen ein ausgezeichnetes Ziel fur die Entwicklung von
antibakteriellen Wirkstoffen.[#°104]

Die mykobakterielle Zellwand ist ein Heteropolymer, deren Struktur aus Peptid- und
Zuckereinheiten (Peptidoglycane) besteht. In alternierender Reihenfolge bilden die Monomere
N-Acetylmuraminsdure (NAM) und N-Acetylglucosamin (NAG), welche Uber eine $-1,4
glycosidische Bindung verknUpft sind, ein Zuckerriickgrat. Diese sind parallel zueinander
angeordnet und mit am NAM-Zucker gebundenen Peptidketten vernetzt. Die Peptidketten
bestehen aus einer Sequenz von finf Aminosauren L-Ala-D-Glu-meso-Diaminopimelinsaure
(oder L-Lys)-D-Ala-D-Ala. Im abschlieRenden Schritt der Zellwandsynthese findet die
Kreuzverknipfung der Peptidketten durch die Transpeptidase, einem Serinprotease
ahnlichem Enzym, 8510 statt. Bei diesem wird das D-Ala an vierter Position des Donor-Peptids
mit der meso-Diaminopimelinsaure bzw. L-Lys an dritter Position des Akzeptor-Peptids
verknipft.l'%21%4 Die Energie fiir diese Reaktion wird aus der Spaltung der D-Ala-D-Ala Bindung
des Donor-Peptids generiert.['%

Zu den bedeutendsten Inhibitoren der Zellwandbiosynthese gehdéren die Vertreter der
B-Lactam-Antibiotika, dazu zahlen unter anderem die Penicilline, Cephalosporine und
Carbapeneme.['! Die Konformation des B-Lactams imitiert den Ubergangszustand des
D-Ala-D-Ala Strukturelements der Peptidkette wahrend der Verknipfung durch die
Transpeptidase. Dies hat zur Folge, dass im aktiven Zentrum der Transpeptidase die
Hydroxygruppe des Serins nucleophil das B-Lactam angreift, den Ring 6ffnet und es zur
irreversiblen Acylierung des essenziellen Enzym kommt.[85:103.107]

In der Folge kommt es zur Inhibition der weiteren Verknipfung der NAM-Pentapeptide und
zum Verlust der strukturellen Integritdt der Zellwand, welche in der Lyse und Zelltod des

Pathogens resultiert.[%!
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Eine weitere Klasse von Inhibitoren der bakteriellen Zellwandbiosynthese sind die Vertreter
der Glycopeptid-Antibiotika. Zu diesen gehért der Naturstoff Vancomycin, welcher 1956 aus
dem Bakterium Streptomyces orientalis isoliert wurde und seitdem als Reserveantibiotikum bei
ernsten von Gram-positiven Bakterien hervorgerufenen Infektionen eingesetzt wird.[%8.1%] Bei
Vancomycin handelt es sich um ein verzweigtes trizyklisches glykosyliertes Peptid,['° welches
Uber funf Wasserstoffbrickenbindungen und favorisierende hydrophobische Wechselwirkung
spezifisch an den Acyl-D-Alanyl-D-Alanin Terminus der NAM-Pentapeptide bindet. Dadurch

kommt es zur Hemmung der Polymerisation der Peptidoglycane.[''”

Bei der Entwicklung neuer Antituberkulotika ist die Inhibition der mykobakteriellen
Zellwandbiosynthese ein vielverssprechendes Ziel.''! Bisher wurden von den
Zulassungsbehorden EMA und FDA die Wirkstoffe Protionamid, INH, EMB sowie DMD und
PMD, welche die Biosynthese der Zellwand des M. tb. hemmen, zur Behandlung einer TB-
Erkrankung zugelassen.!'?!

Seit 1952 wird INH als Mittel der ersten Wahl bei der Chemotherapie einer TB-Erkrankung
eingesetzt, jedoch konnte bis heute der vollstdndige Wirkmechanismus nicht aufgeklart
werden.['™ Das INH gelangt mittels passiver Diffusion in die Zelle!'"® und ist an sich nicht
toxisch fur das M. tb.['" Intrazellular wird INH mittels Peroxidation durch das multifunktionelle
Katalase-Peroxidase Enzym (KatG) zum reaktiven Isonicotinoylradikal und Stickstoffmonoxid
umgesetzt. Stickstoffmonoxid ist in der Lage die metabolischen Enzyme des Mykobakteriums
zu inhibieren und flhrt zu einer Verlangsamung des bakteriellen Stoffwechsels. Das
Isonicotinoylradikal reagiert in einer MINISCI-Addition mit dem Nicotinamidadenindinukleotid
(NAD*) oder Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP*) zu den kovalenten
Isonicotinacyl-NAD(P)H Addukten.[''¥ Diese sind potente Inhibitoren verschiedener Enzyme,
die in der Biosynthese von Zellwandlipiden oder Nukleinsduren involviert sind.[''*"7 Das
Isonicotinacyl-NADH Addukt inhibiert die Enoyl-Acyl-Trager-Proteins Reduktase InhA, welche
die NADH abhangige Reduktion von Doppelbindungen an zweiter Position einer wachsenden
Fettsaurekette katalysiert und hemmt dadurch die Biosynthese der fir das Pathogen
essenziellen Mykolsauren.[''4116-118] |n weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass die
Isonicotinacyl-NAD(P)H Addukte zudem auch weitere Enzyme wie beispielsweise die NADPH-
abhangige Dihydrofolatreduktase in der DNS-Synthese hemmen konnen.

EMB wird seit 1966 intensiv als Mittel der ersten Wahl bei der Chemotherapie einer TB-
Erkrankungen eingesetzt. Der Wirkstoff Gibt gegentiber wachsenden Bakterien des M. tb. einen
bakteriostatischen Effekt aus,® welcher stark pleiotrop ist, indem dieser die Biosynthese der
mykobakteriellen Zellwand hemmt. Das EMB inhibiert die drei Arabinosyltransferasen EmbA,
EmbB und EmbC des M. tb. Die Enzyme EmbA und EmbB sind in der Biosynthese des

Arabinogalactans, dem Hauptstrukturelement der mykobakteriellen Zellwand und ein wichtiger
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Rezeptor flr freie Mykolsauren, involviert. EmbC katalysiert die Synthese des Arabinan-
Fragments des LAMs, welches ein essenzielles Oberflachenmolekil des M. tb. ist und die
Wirts-Pathogen Beziehung reguliert.!''%

Der Wirkstoff DMD gehdrt zur Klasse der Dihydro-nitroimidazooxazole und wurde zur
Behandlung von MDR-TB im November 2013 durch die EMA zugelassen.!'” Bei diesem
handelt es sich um ein Prodrug, welcher reduktiv durch die Deazaflavin- (Coenzym Fai2o)
abhangige Nitroreduktase (Ddn) zum aktiven Wirkstoff metabolisiert wird.[''" Dieser inhibiert
die Biosynthese der mykobakteriellen Zellwandkomponenten Methoxy- und Keto-

Mykolsauren.!'21]
2.3.3 Inhibition der Proteinbiosynthese

Ribosome wandeln die codierte genetische Information der messenger RNS (mRNS) in die
Polypeptidsequenz der Enzyme und Proteine einer Zelle um.['?? Das bakterielle Ribosom 70S
setzt sich aus zwei Untereinheiten, der kleinen 30S-Untereinheit und der grof3en 50S-
Untereinheit, zusammen. Die kleine Untereinheit decodiert die genetische Information der
mRNS und die groRe Untereinheit beherbergt das katalytische Zentrum der
Peptidyltransferase. In diesem werden die Aminosauren der Transfer-RNS (tRNS) auf die
wachsende Polypeptid-Kette Gbertragen. Die tRNS verfligt Giber zwei funktionelle Enden, eines
tragt die Aminosaure und das andere besitzt das Anticodon, welches das Codon der mRNS
erkennt. Ribosome verfiigen Uber drei tRNS Bindungsstellen: Die Aminoacyl- (A), Peptidyl- (P)
und die Exit- (E) Seite.”® In lebenden Organismen sind die Ribosome eine der
anspruchsvollsten und am starksten konservierten makromolekularen Maschinen der Zelle .l'?4
Dennoch gibt es strukturelle Unterschiede zwischen bakteriellen und eukaryotischen
Ribosomen, daher ist es mdglich mit Wirkstoffen selektiv die Funktion der bakteriellen
Ribosome zu hemmen.['®™  Wichtige Klassen antibakterieller = Wirkstoffe die
Proteinbiosynthese-Inhibitoren darstellen sind die Makrolide, Oxazolidinone, Tetracycline und
Aminoglycoside.!'?8

Die Oxazolidinone koénnen gegen ein breites Spektrum von Gram-positiven Bakterien
eingesetzt werden. Diese binden an die P-Seite der ribosomalen 50S-Untereinheit und
inhibieren die Initiation der Proteinbiosynthese.l'27-12%

Tetracycline werden als Breitspektrumantibiotika sowohl gegen Gram-positive als auch Gram-
negative Bakterien eingesetzt und weisen einen reversiblen bakteriostatischen Effekt auf. An
der 30S-Untereinheit verhindern diese die Anlagerung der Aminoacyl-tRNS an den
ribosomalen Akzeptor und somit das Wachstum der Polypeptidkette.['2%130

Als Makrolide werden Makrolacton-Glycosid-Antibiotika bezeichnet, welche in den 1950er als
natlrliche Sekundarmetaboliten der Familie Actinomycetaceae isoliert werden konnten. Die

Makrolide bestehen aus einem makrocyclischen Lacton an dessen exponierten
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Hydroxygruppen ein oder mehrere Desoxyzuckerreste gebunden sind.!"3" Makrolide binden
reversibel an die ribosomale 50S-Untereinheit und verhindern die Verldngerung der
entstehenden Polypeptidkette. Zusatzlich kénnen diese den Zusammenbau der 50S-
Untereinheit inhibieren."3? Die Vertreter der Makrolacton-Glycosid-Antibiotika (ben einen
bakteriostatischen Effekt aus und kénnen gegen fast alle von Gram-positiven und auch einigen
Gram-negativen Bakterien verursachten Infektionen eingesetzt werden.!'3%

Bei den Aminoglycosiden handelt es sich um eine Substanzklasse sehr potenter
Breitspektrumantibiotika, die bei lebensbedrohlichen Infektionen eingesetzt werden.!'3¥ Die
Aminoglycoside sind mit drei bis sechs Ammoniumgruppen funktionalisierte wasserlosliche
Oligosaccharide!™** und binden mit hoher Affinitat an die A-Seite der 16S ribosomalen RNS
der 30S-Untereinheit.['*! Mit der einhergehenden Konformationsanderung an der A-Seite
kommt es wahrend der Translation zu Fehlibersetzungen der Codons. In der Folge werden
inkorrekte Aminosauren in die Polypeptidkette eingebaut und die aus der Translation
resultierenden Proteine sowie Enzyme sind fehlerhaft. Dadurch kommt es im bakteriellen
Organismus zu zellularen Schaden, welche die Lebensfahigkeit des Pathogens reduzieren.
Zudem kdnnen einige Aminoglycoside die Verlangerung der Polypeptidkette beenden oder die
Initiation der Proteinsynthese inhibieren. Aufgrund dieses molekularen Wirkmechanismus
Uben alle Aminoglycoside einen raschen bakteriziden Effekt aus.['3313513¢] Das im Jahre 1944
entdeckte Streptomycin ist ein injizierbares Streptidin-Aminoglycosid und war das erste
wirksame Antituberkulotikum der Geschichte.['¥") Zusatzlich wirkt Streptomycin gegen ein
breites Spektrum an Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien.l"*® Streptomycin war
zwischen 1952 und den 1980er Jahren ein essenzieller Arzneistoff der Erstlinientherapie bei
einer TB-Erkrankung. Aufgrund der rapide ausbreitenden Resistenzen ist Streptomycin
seitdem in Gruppe zwei als Reservetherapeutika klassifiziert (Kapitel 2.2.2).1"*"1 Die weiteren
Aminoglycoside Kanamycin und Amikacin werden ebenfalls als Reservetherapeutika zur
Behandlung der MDR-TB eingesetzt.['*¥ Linezolid ist der erste Vertreter der Oxazolidinon-
Antibiotika-Klasse!'% und gehort seit dem Jahr 2000 zu den Substanzen der Gruppe flnf,
welche zur Behandlung der MDR- und XDR-TB eingesetzt werden kénnen, wenn keine
Alternativen mehr verfligbar sind.®® Diese Wirkstoffklasse bindet an die ribosomale 50S-
Untereinheit und verhindert die Bildung des Ribosomkomplexes.[?7:140-142] | inezolid wirkt bei

pulmonaler TB bakterizid und weist keine Kreuzresistenzen mit anderen TB-Wirkstoffen
auf_[141,143]

2.3.4 Inhibition der Nukleinsaure Transkription und Replikation

Die synthetische Wirkstoffklasse der Chinolone und Fluorchinolone sind bakterizide
Verbindungen, die gegen ein breites Spektrum von Gram-negativen und Gram-positiven

Bakterien eingesetzt werden kénnen.['*4! Chinolone kénnen sowohl an die Topoisomerase |l
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(DNS Gyrase) als auch an die Topoisomerase |V binden. Bei Gram-negativen Bakterien ist die
Affinitdt fir die DNS Gyrase und bei Gram-positiven fur die Topoisomerase IV
ausgepragter.['*! Die Chinolone inhibieren die Replikation und Transkription des bakteriellen
Erbguts, in dem diese reversibel an das aktive Zentrum des kovalent verknipften DNS-Enzym-
Komplexes binden und diesen somit stabilisieren.l'¥1451 Die Fluorchinolone Moxifloxacin,
Gatifloxacin und Levofloxacin werden als Mittel der zweiten Wahl zur Chemotherapie von
MDR-TB eingesetzt.['*¢47] Aufgrund der Abwesenheit der Topoisomerase IV im M. tb.
adressieren diese die DNS Gyrase.'*®l Diese tetramere A2B2 Protein setzt sich aus den
Untereinheiten A und B, welche von den Genen gyrA und gyrB codiert werden, zusammen.
Die Untereinheit A vermittelt die Wiedervereinigung der Einzelstrange und die Untereinheit B
beherbergt das aktive Zentrum fiir die Adenosintriphosphat-Hydrolyse.®®

Die Rifamycine wurden 1959 aus Amycolatopsis mediterranei isoliert und gehéren zur Klasse
der Ansamycin-Antibiotika.[®! Bei diesen handelt es sich um makrocyclische Lactame deren
aromatischer Kern (iber eine aliphatische Kette verbriickt ist.['*® Rifamycine wirken bakterizid
gegen ein breites Spektrum von Gram-positiven und im geringeren MalRe auch bei Gram-
negativen Bakterien,['®” indem diese mit hoher Bindungsaffinitat an die B-Untereinheit der
bakteriellen DNS-abhangigen RNS-Polymerase RpoB binden und dadurch die Verlangerung
der RNS physikalisch blockieren.[93149.151-15% Dje DNS-abhangige RNS-Polymerase ist bei
Bakterien, Archaeen und Eukarya ein evolutionar stark konserviert Enzym,'*® jedoch verfiigen
eukaryotische RNS-Polymerasen nicht tber die Bindungsstelle fiir Rifamycine.®>'"1 Das
semisynthetische RIF ist oral verfigbar und wird seit 1968 zur chemotherapeutischen
Behandlung bei TB eingesetzt. Aufgrund des ausgepragten lipophilen Charakters kann RIF
frei durch Gewebe, lebender Zellen oder Bakterien diffundieren und ist deswegen in der Lage
intrazellulare Pathogene wie das M. tb. zu adressieren.[1%51%]

Die Arzneistoffe DMD und PMD gehoéren zur Wirkstoffklasse der Nitroimidazol-Antibiotika und
wirken bakterizid gegenliber einem breiten Spektrum von anaeroben sowie mikroaerophilen
Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien, einschlielich der Mykobakterien.['%%1601 Bei
den heterocyclischen Nitroverbindungen handelt es sich um Prodrugs, die zunachst Gber
passive Diffusion in die bakterielle Zelle gelangen und dort durch die enzymatische Reduktion
der Nitrogruppe mittels Nitroreduktasen bioaktiviert werden.['®" Das freie zytotoxische Nitroso-
Radikal inhibiert die DNS Synthese und induziert Einzel- und Doppelstrangbriiche in der DNS.
Diese fuihren schlieRlich zur Degradation der DNS und zum Zelltod des Pathogens.['™ In
Gegenwart von Sauerstoff wird das freie Nitroso-Radikal schnell zur Mutterverbindung

zurlickoxidiert und dessen chemotherapeutische Wirkung bleibt aus.['6"]
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2.3.5 Interaktion mit der Plasmamembran

Das Cytoplasma der bakteriellen Zelle wird von der AufRenwelt durch eine schutzende
Doppellipidschicht, der Plasmamembran, abgegrenzt.'2 Der Transport von lonen und
Metaboliten durch die Plasmamembran ist fur den Organismus ein essenzieller und
hochregulierter Prozess der durch spezifische Membranproteine vermittelt wird. 5162163l
Wirkstoffe, sogenannte lonophore, kénnen diesen Prozess stéren und die unkontrollierte
Bewegung von lonen oder Metaboliten durch die Plasmamembran induzieren. ['%]
Valinomycin ist ein makrozyklisches Naturprodukt, welches von Streptomyces-Stammen
biosynthetisiert wird. Dieses setzt sich aus jeweils drei Molekulen L-Valin, D-Valin,
L-Milchsaure und D-Hydroxyisovalerat zusammen, welche alternierend Uber Amid- oder
Esterbindungen verknulpft sind. Die nach auRenstehenden lipophilen Seitenketten interagieren
mit der Doppellipidschicht der Plasmamembran und die nach innen angeordneten
Carbonylsauerstoffe kreieren eine hydrophile Oberflache mit der dehydratisierte Kaliumionen
komplexiert werden kénnen. Somit kann das Valinomycin Kaliumionen aus dem bakteriellen
Cytoplasma komplexieren, diese durch die Doppellipidschicht transportieren und an die
extrazellulare Umgebung des Pathogens abgeben. Mit der daraus resultierenden Stérung des
ionischen Gleichgewichts wird der Zelltod des pathogen Organismus eingeleitet.[516]

Die Polymyxine bestehen aus einem mehrfach kationischen Peptidring und einer Tripeptid-
Seitenkette mit einem langkettigen Fettsaureschwanz. Diese werden den Lipopeptid-
Antibiotika zugeordnet und wirken rasch bakterizid gegen zahlreiche Gram-negative
Bakterienstamme. Aufgrund der Struktur kénnen Polymyxine die Quervernetzung der
Lipopolysaccharide mit den divalenten Kationen der du3eren Membran aufbrechen. Mit den
einhergehenden physikochemischen Veranderungen in der &ufBeren Membran koénnen

Nukleoside, hydrophobe Molekile und kleine Proteine aus der Zelle diffundieren.!'®4

Tabelle 2: Ubersicht der in klinischer Anwendung befindlichen Naturstoff- und synthetischen
Antibiotikaklassen, einschlieRlich semisynthetischer Antibiotika. Antituberkulostatika sind mit einem

Unterstrich gekennzeichnet. Adaptiert nach WRIGHT und erganzt.['6%]

Naturstoff
Strukturelement Antibiotikum Biologisches Ziel
Penicilline: Amoxicillin, Ampicillin
Cephalosporine: Cephalexin Peptidoglycansynthese:
B-Lactame ) ]
Carbapeneme: Imipenem, Transpeptidase
Meropenem!®®!
. ) Peptidoglycansynthese:
Glycopeptide Vancomycin

Anbindung an Acyl -D-Ala-D-Ala
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Macrolide

Lincosamide

Aminoglycoside

Streptogramine!'®®!

Tetracycline

Rifamycine
Lipopeptide
Kationische Peptide
Synthetische
Sulfonamide

Diaminopyrimidine

Fluorchinolone

Oxazolidinone

Nitroimidazole

Erythromycin, Clarithromycin(®%

Clindamycin

Gentamicin, Tobramycin,

Kanamycin, Streptomycin!©®!

Mixtur aus Typ A und B:
Typ A: Pristinamycin
Typ B: Etamycin

Doxycyclin, Minocyclin

Rifampicin
Daptomycin

Polymyxin E

Sulfamethoxazol
Trimethoprim

Ciprofloxacin, Levofloxacin,

Moxifloxacin!®

Linezolid!®®!

Metronidazole

Ribosom: Blockade des Peptid-
Ausgangstunnels der gro3en
Untereinheit
Ribosom: Blockade des Peptid-
Ausgangstunnels der grol3en
Untereinheit
Ribosom: Beeintrachtigt die
Ubersetzung der Aminoacyl-tRNS
Erkennung in der kleinen
Untereinheit
Ribosom: Inhibition des Peptidyl-
Transfers, Blockade des Peptid-
Ausgangstunnels der grofl3en
Untereinheit
Ribosom: blockiert Bindung der
Aminoacyl-tRNS an die kleine
Untereinheit
RNS Polymerase
Zellmembran

Zellmembran

p-Aminobenzoesaure-Synthese
Dihydrofolatreduktase
Topoisomerase |, Topoisomerase
|V[148]
Ribosom: Peptidyl-Transfer-
Center
Kovalente Modifikation

verschiedener Ziele

2.4 Antibiotika-Resistenzen

Mit der Einfihrung des, im Jahr 1928 von SIR ALEXANDER FLEMING entdeckten, Penicillins
in den 1940er Jahren konnten zum ersten Mal in der Menschheitsgeschichte effizient
bakterielle Infektionen therapiert werden. Dies rettete zahllose Menschenleben und ermégliche
in anderen Fachgebieten der Medizin und Chirurgie bedeutende Fortschritte. Doch bereits in
den 1950er wurden Resistenzen gegeniber Penicillin zu einem ernsten Problem und
bedrohten den erreichten Fortschritt.®4 Die Bedrohung durch die unkontrollierte Ausbreitung
von Antibiotika-Resistenzen konnte mit der stetigen Entdeckung und Entwicklung von immer

neuen Antibiotika-Klassen und -Derivaten eingedammt werden. Kaum war ein neues
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Antibiotikum zur Chemotherapie zugelassen, wurden in wenigen Jahren klinische Resistenzen
erneut zum Problem.["®”] Seit den 1980er Jahren nimmt die Anzahl der neu zugelassenen
Antibiotika kontinuierlich ab, wohingegen das Auftreten von neuen mono- und multiresistenten
Pathogen rapide zugenommen hat.['® Sollte es zu keiner Trendwende beim Einsatz der
verfugbaren Antibiotika und bei der Entwicklung von neuen Antibiotika-Klassen kommen, so
wird erwartet das im Jahre 2050 weltweit Millionen Menschen den Antibiotika-resistenten
Pathogenen zum Opfer fallen und die Einflisse auf die Weltwirtschaft gravierend sein
konnten.[169]

Bakterienstamme koénnen von deren Natur aus gegentber bestimmten antibakteriellen
Wirkstoffklassen resistent sein. Diese intrinsische Resistenz kann das Resultat von
strukturellen oder funktionellen Merkmalen, wie das Nichtvorhandensein eines Wirkstoffziels
oder der verlangsamten Aufnahme des Wirkstoffs aufgrund von geringer
Membranpermeabilitat sein.['% Zusétzlich sind Bakterien in der Lage Resistenzen gegeniiber
spezifischen antibakteriellen Wirkstoffklassen durch Mutation der chromosomalen Gene zu
entwickeln und mittels horizontalen Gentransfer anzueignen.'”"! Die verschiedenen
Mechanismen zur Aneignung von Resistenzen werden in drei Hauptgruppen
zusammengefasst: (I) Verringerung der Wirkstoffkonzentration im Bakterium aufgrund von
reduzierter Membranpermeabilitdt oder aktivem Efflux; (II) Modifizierung des Wirkstoffziels in
Folge genetischer Mutation oder posttranslationaler Modifikation; (lIl) Inaktivierung oder
Modifizierung des Wirkstoffs durch Metabolismus.['""]

Bei Bakterien handelt es sich um schnell-wachsende und exponentiell replizierende
Organismen. Als Mutationen werden vererbliche Veranderungen in der genetischen
Information eines Individuums bezeichnet, deren Auftreten spontan und zufallig sind. Diese
sind weder an die Anwesenheit von antibakteriellen Substanzen oder schadlichen
Umwelteinfliissen gebunden. Im Aligemeinen wird angenommen, dass die meisten spontanen
Mutationen wahrend des Wachstums bei der DNS-Replikation auftreten.['’? Die aus der
Mutation resultierende Modifikation in der Aminosauresequenz kann die Struktur des
entsprechenden Rezeptors oder Enzyms verandern und in dessen Folge zu einer Reduzierung
der Bindungsaffinitat zwischen Wirkstoff und Wirkstoffziel fihren. Eine Einzelmutation in einem
Wirkstoffziel codierenden Gen kann somit zu einer ausgepragten Resistenz des bakteriellen
Pathogens gegeniiber spezifischen antibakteriellen Wirkstoffklassen und zum Verlust des
therapeutischen Effekts fiihren.['"?]

Der horizontale Gentransfer (HGT) ermdglicht es dem bakteriellen Individuum neue
genetische Informationen aulerhalb seiner Spezies oder seines Stammes zu akquirieren, um
sich an Veranderungen der auferen Einfliisse anpassen zu kénnen.!'"417% Dies umfasst auch
den Austausch von antibiotischen Resistenzgenen zwischen nicht verwandter Pathogene und

tragt somit signifikant zur Verbreitung von Antibiotikaresistenzen bei.l'"! Der Austausch von
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genetischen Informationen zwischen bakteriellen Zellen tragt wesentlich zu deren Evolution
bei und geschieht tUber Konjugation, Transduktion von Bakteriophagen und der natirlichen
Transformation von extrazellularer DNS.['51761 Bei der Konjugation wird bei direktem
Zellwandkontakt DNS durch einen Kanal von der Donor-Zelle in die Akzeptor-Zelle
transferiert.!'”® In der Transduktion werden kleine Fragmente der genetischen Information
durch einen bakteriellen Virus, den Bakteriophagen, von einer Zelle in die andere
Ubertragen.['’”]

Die Transformation ist ein Prozess der durch die Empfangerzelle bestimmt wird, diese nimmt
extrazellulare DNS in die Zelle auf und rekombiniert diese in die eigene Erbinformation. 4!
Mit Einfihrung der bis heute als Mittel der ersten Wahl eingesetzten INH (1952), PZA (1952),
EMB (1960er) und RIF (1968) wurde eine Zeitenwende im Kampf gegen die TB
eingeleitet. 537478 Eine  Ausbildung von Resistenzen durch den Erwerb neuer
Erbinformationen wie dem Plasmid-vermittelten HGT konnte bei Mykobakterien bislang nicht
nachgewiesen werden.!%78 Beim M. tb. sind die Entwicklungen von Resistenzen gegenlber
den einzelnen Antituberkulotika-Klassen hauptsachlich auf Modifikationen des Wirkstoffziels
und die ausbleibende Bioaktivierung der entsprechenden Produgs zurlickzufihren. 9317l
Diese Entwicklung von Antituberkulotika-Resistenzen geschieht beim M. tb. in der Folge von
natdrlichen spontanen chromosomalen Mutationen die wahrend des Replikationsprozesses
mit einer niedrigen Frequenz von 10 bis 10 auftreten. Deswegen ist die Entwicklung von
MDR- sowie XDR-TB das Resultat einer sequenziellen Akkumulation von
Resistenzmutationen gegenlber individuellen Wirkstoffklassen sowie die spatere
Transmission von MDR- und XDR-Stdmmen des M. tb. von einem infizierten Wirt auf ein
gesundes Individuum.!®3'8% Da diese Resistenzmutationen nicht miteinander verbunden sind,
liegt die Wahrscheinlichkeit eine vollstdndige Resistenz gegenlber einer Chemotherapie
bestehend aus drei verschiedenen, simultan eingenommenen Antituberkulotika zu entwickeln
bei 108 bis 102° pro mykobakterieller Replikation. Daher ist die im Laufe der Jahrzehnte
zunehmende Verbreitung von MDR- und XDR-TB auf menschliche Fehler beim Einsatz der
Antituberkulotika zurlickzufiihren.!®®! Insbesondere der Einsatz eines der Antituberkulotika in
einer Monotherapie als Folge von unterentwickelten Gesundheitssystemen, mangelhafter
Versorgung mit Arzneimitteln, fehlerhaften Anweisungen von Arzten und missachten der
Therapieplane von den Patienten tragen zur klinischen Verbreitung der Antituberkulotika-
Resistenzen bei.l7:93181 Ab den 1990er wurde der Kampf gegen die Tuberkulose durch die
zunehmende Verbreitung von MDR- und XDR-Stammen des Pathogens erschwert.['82] Mit der
Einfihrung der Fluorchinolone und injizierbaren Aminoglycosid-Antibiotika konnte die RR- und
MDR-TB zunachst effektiv therapiert werden, doch auch gegen diese entwickelten und
verbreiteten sich zunehmend XDR-M. tb.-Stamme.!**"® Anfang der 2010er wurden von den

Arzneimittelagenturen EMA und FDA mit BDQ und DMD fir die Kombinationstherapie von
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MDR-TB die ersten, auf neuen molekularen Wirkmechanismen basierenden, Antituberkulotika
seit mehr als 40 Jahren zugelassen.!'83'84 Doch auch gegen diese haben sich Resistenzen
ausgebildet und der Bedarf neuartiger Leitstrukturen zur Entwicklung neuer Wirkstoffe fur die
effektive und kiirzere Chemotherapie von MDR- und XDR-TB ist ungebrochen. 4559

Im Rahmen der End TB Strategy appelliert die WHO eindringlich neben der Entwicklung neuer
TB-Vakzine und modernen diagnostischen Methoden auch die Forschung an neuen
Wirkstoffen fiir die Chemotherapie zu intensivieren. .

Die Erkenntnisse des enormen Fortschritts in der Gesamtgenomsequenzierung des M. th.
sowie einem immer besseren Verstandnis fir dessen Metabolismus und Aufbau der
einzigartigen mykobakteriellen Zellwand kdénnen den Prozess der Entwicklung neuer

Antituberkulotika-Klassen maRgeblich férdern.l'”
2.41 Reduzierte Membranpermeabilitiat und aktiver Efflux

Bei Gram-positiven Bakterien besteht die Zellwand aus einer 20-80 nm dicken Lage von
Peptidoglycanen,!'®? diese ist fiir antibakterielle Wirkstoffe in der Regel nahezu durchlassig. '8
In Folge von Mutationen kann die Zellwanddicke zunehmen oder die Zusammensetzung der
Komponenten sich verdndern und die Permeabilitdit nimmt ab, welches zu Resistenzen
gegeniber spezifischen Wirkstoffklassen fihren kann.['®! Die Hauptmechanismen, die bei
Gram-positiven Bakterien zur Resistenzausbildung fiihren, sind Wirkstoffmodifikationen und
Eliminierung, Veranderungen am Wirkstoffziel und aktiver Efflux.[86.187]

Gram-negative Bakterien besitzen eine diinne Zellwand aus Peptidoglycan, die von einer
charakteristischen  duBeren Membran umgeben ist,'®2  welche als wichtige
Permeabilitatsbarriere  fungiert.'® Diese setzt sich aus einer asymmetrischen
Doppellipidschicht zusammen, die innere Seite besteht aus Phospholipiden und die dulere
aus Liposacchariden.l'®28 Der lipophile Aufbau fiihrt zu einer intrinsisch geringen
Permeabilitdt gegeniiber chemischen Substanzen!® und deren Uberwindung stellt eine
besondere Herausforderung bei der Entwicklung neuer potentieller antibakterieller
Wirkstoffklassen dar.['® Abhangig von den physikochemischen Eigenschaften einer Substanz
kann diese die auliere Membran Uber drei Wege Uberwinden. Hydrophile Substanzen kénnen
durch die wassergefillten Porine und lipophile durch die Doppellipidschicht diffundieren.
Zusatzlich kénnen mehrfach kationisch geladene Molekiile wie Aminoglycoside die Aufnahme
selber initiieren, indem diese die Wechselwirkungen zwischen den Lipopolysacchariden mit
Mg?* in der duReren Membran aufbrechen.['81%1 Mutationen in den Genen der Porine kdnnen
deren Anzahl, Selektivitat und GrofRe variieren und dadurch die Diffusionsrate des Wirkstoffs
reduzieren.['8192] Dje reduzierte duRere Membranpermeabilitat fiihrt in erster Konsequenz zu
einer schwachen Resistenz, diese kann sich in Kombination mit aktivem Efflux deutlich

auspragen. 1891931
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Die mykobakterielle Zellhillle besteht aus einer dicken Schicht lipophiler Mykolsduren und
sorgt fur eine intrinsisch geringe Membranpermeabilitdt gegenlber antibakteriellen
Wirkstoffen. Wie bei Gram-negativen Bakterien verfiigen auch Mykobakterien tber Porine,
allerdings weniger zahlreich, was die Aufnahme von hydrophilen Substanzen nur in geringen
Raten ermoglicht.!"8e!

Bakterien kénnen die zelluldre Akkumulation von toxischen Verbindungen verhindern in dem
diese unter Aufwendung von Energie aktiv aus der Zelle transportiert werden.['%4

Dieser effiziente Prozess wird als Efflux bezeichnet und von funf Familien membran-
umspannender Efflux-Proteine ausgefiihrt.['”!

Mit Hilfe von Ganzgenomsequenzierung konnten tUber 20 vermeintliche Efflux-Proteine des
M. tb. identifiziert werden.!"®® Davon kénnten einige bei der Resistenzbildung gegeniiber den
antimykobakteriellen  Aminoglycosiden, Fluorchinolonen, Isoniazid, Rifampicin und
Tetracycline involviert sein.['%697] Dje Behandlung von intrazellularer MDR-TB mit Efflux-
Pumpen-Inhibitoren fuhrte zur Aktivierung von Makrophagen und in Folge dessen zur
verbesserten Eradikation des Pathogens.!"®® Neben der geringen Permeabilitat der Zellwand
des M. tb. fordert die Aktivitat der Efflux-Pumpen und die verstarkte Expression derer Gene

synergistisch die Entwicklung und Konsolidierung von resistenten Phanotypen.!196:199-202]
2.4.2 Inaktivierung und Modifikation des Wirkstoffs

Bakterien kénnen antibakterielle Wirkstoffe durch Enzym-katalysierte Reaktionen inaktivieren
oder modifizieren.!'""! In Abhangigkeit von dem katalysierten Reaktionstyp werden die Enzyme
in die Klassen Hydrolasen, Transferasen und Oxidoreduktasen unterteilt.2%!

Mit der Inaktivierung oder Modifikation des Wirkstoffs nimmt dessen Bindungsaffinitat zum
Wirkstoffziel und somit der therapeutische Effekt ab, das Bakterium wird gegen den
entsprechenden Wirkstoff resistent.['94

Diese Enzymklassen sind essenziell fiir den primaren und intermediaren Metabolismus des
Bakteriums. Die Wirkstoff-modifizierenden Enzyme und ihre metabolischen Pendants weisen
ausgepragte Homologien in der Aminosauresequenz, dreidimensionalen Struktur und im
Katalysezyklus auf. Die metabolischen Enzyme kdnnten in Gegenwart von antibakteriellen
Substanzen zu Wirkstoff-modifizierenden Enzymen mutiert sein und dem Organismus einen
evolutiondren Vorteil im Selektionsdruck verschaffen. Eine weitere Quelle fir die genetische
Information der Wirkstoff-modifizierenden Enzyme kénnte der horizontale Gentransfer eines
Organismus mit Antibiotika produzierenden Organismen sein, da Resistenz und Biosynthese
als coevolutionarer Prozess betrachtet werden muss. 2%

Hydrolasen kénnen die in antibakteriellen Wirkstoffen wie den (-Lactamen und Makroliden

vorkommenden Amide, Ester, Lactame und Lactone hydrolysieren.?® Mit dem daraus
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resultierenden Verlust der strukturellen Integritat des Wirkstoffs, fihrt dieser zur Reduktion der
antibakteriellen Wirkung und der entsprechende Organismus wird resistent.['73203205]

Der bedeutendste Mechanismus, der zur Ausbildung einer B-Lactam-Antibiotika-Resistenz
fahrt, ist die Expression von B-Lactamasen.®® Diese Enzyme sind homolog zu den
Transpeptidasen und Penicillin-bindenden Proteinen, weshalb die [B-Lactamasen
wahrscheinlich in Folge von Mutationen aus diesen entstanden sind.!52%! Die B-Lactamasen
werden nach deren Katalysemechanismus unterschieden, die Serin-B-Lactamasen 6ffnen das
B-Lactam Uber den nukleophilen Angriff des Serins mit anschlieRender Hydrolyse des Esters.
Bei den Metallo-B-Lactamasen erleichtert die Koordinierung des Carbonylsauerstoffs tiber den
Cofaktor Zn?* den nucleophilen Angriff von Wasser am B-Lactam und stabilisiert den dabei
entstehenden anionischen, tetraedrischen Ubergangszustand. Zusétzlich polarisiert der
Cofaktor das nucleophil angreifende Wasser und verringert dessen Saurekonstante
(pKG).[194:204.207]

Die Modifizierung von antibakteriellen Wirkstoffen durch Transferasen geschieht im Cytosol
unter Aufwendung eines Coenzyms und ATP. Transferasen binden kovalent funktionelle
Gruppen wie Acyl, Glycosyl, Methyl, Nukleotide, Phosphat, Ribosyl oder Thiol an die Amin-
oder Hydroxylfunktionalitaten des Wirkstoffs. Mit der daraus resultierenden Strukturdnderung
nimmt die Bindungsaffinitat zwischen Wirkstoff und Wirkstoffziel ab und flihrt zu einem Verlust
der inhibitorischen Aktivitat.['94:203.204]

Aminoglycosid-Antibiotika sind aufgrund der Molektilgréie, den nach aulienstehenden Amino-
und Hydroxylfunktionalitaten im hohen Male fiir die Modifikation durch Aminoglycosid-
modifizierende Enzyme (AME) disponiert. Die AME sind der Hauptgrund fir die zunehmende
globale Verbreitung von Aminoglycosid-Resistenzen und gehéren Uberwiegend zu den Acyl-,
Phospho- und Nukleotidyltransferasen.%*2%1 Der Transfer von funktionellen Gruppen auf die
fur die Bindung zum Wirkstoffziel essenziellen Amin- oder Hydroxylfunktionalitaten fihrt zur
Resistenz.?4 Bei Mykobakterien, speziell beim M. tb. tragen Aminoglycosid-modifizierende
Enzyme nur im geringen Umfang zu schwachen Resistenzen gegeniber den entsprechenden
Aminoglycosid-Antituberkulotika bei.?°® So fiihrt die Hochregulierung der Acetyltransferase
enhanced intracellular survival (EIS) zur vermehrten Acetylierung der Aminogruppen des
Aminoglycosids Kanamycin und somit zur Resistenzbildung. 29219

Die bei Prodrugs erforderliche enzymatische Aktivierung im Bakterium kann in der Folge von
Mutationen reduziert oder ganzlich verhindert werden.?*! Eine stark ausgepragte Resistenz
gegeniber INH wird bei M. th.-Stdmmen beobachtet, welche in der Folge von Mutationen
sowohl die Katalase- als auch Peroxidase-Enzyme des katG verloren haben. Bei M. tb.-
Stammen die zumindest noch Katalase-Aktivitat aufweisen, resultiert dies in einer schwach
ausgepragten INH-Resistenz. Bis zu 95 % aller INH-resistenten klinischen Isolaten weisen die

Mutation KatG(S315T), welche zum Verlust der enzymatischen Aktivitat des Aktivators flhrt,
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auf.?"l Zusatzlich kénnen Mutationen in der Promotorregion des inhA Operons zur
Uberexpression der InhA filhren oder Mutationen im aktiven Zentrum der InhA die
Bindungsaffinitat zwischen dem Isonicotinacyl-NADH Addukt und der InhA reduzieren.®® Die
Ausbildungen von Resistenzen des M. tb. gegenliber dem Prodrug PZA geschieht in der Folge
von einem Verlust der Pyrazinamidase und Nicotinamidase Aktivitdt und der damit
einhergehenden nicht stattfinden Bioaktivierung.®®

Die Bioaktivierung des Prodrugs DMD wird durch nicht-synonyme Mutationen in funf Genen,
die der Fax-abhangigen Nitroreduktase (Ddn) angehoéren, reduziert. Zusatzlich wurden
Mutationen in vier weiteren Genen fbiA, iB, fbiC, die essenziell fir die Biosynthese des
Coenzyms Fa4z sind, und im fgd1, der Glucose-6-phosphat Dehydrogenase, deren Produkt fur
den Redox-Kreislauf des Coenzyms Fa20 notwendig ist, in DMD-resistenten M. tb. identifiziert

werden.[209]
2.4.3 Modifikation des Wirkstoffziels

Mutationen in Wirkstoffziel codierenden Genen kénnen rasch zu schwachen Resistenzen
fihren, wohingegen die Uberlebensfahigkeit des Bakteriums nur wenig beeinflusst wird. In
Folge von iterativen Mutationen im selben Gen kdnnen diese Resistenzen sukzessive verstarkt
werden. Bereits geringe Modifikationen in der Aminosauresequenz genligen, um die
Proteinstruktur ausreichend zu verdndern und flihren dadurch zu einer mdglichen
Abschwachung der Bindungsaffinitat und Aktivitat des Wirkstoffs.

Exemplarisch hierflr sind die S-Adenosylmethionin-abhangigen Ribosom Methyltransferasen,
welche die mono- und di-Methylierung des Adenins der 23S rRNS der groRen Untereinheit
katalysieren. Der daraus resultierende Wegfall als Wasserstoffbriicken-Donor und die
sterische Veranderung in der Antibiotikum-Bindestelle flhren zur Resistenzausbildung
gegenuber drei strukturell verschiedenen Wirkstoffklassen, den Makroliden, Lincosamiden und
Typ B Streptogramine.l'”!

Beim M. tb. entwickeln sich Resistenzen gegeniber RIF hauptsachlich in Folge von
Punktmutationen und kurzen Deletions- oder Insertionsmutationen in dem Wirkstoffziel
codierenden Gen rmpoB, der B-Untereinheit der DNS-abhangigen RNS-Polymerase
RpoB.['80:212213] Bej bis zu 95 % aller RIF-resistenten M. th.-Stammen sind diese Mutationen in
der definierten 81-Basenpaaren Region lokalisiert, welche daher als RIF Resistenz-
bestimmende Region (RRDR) bezeichnet wird.?'¥ |Im allgemeinen resultieren diese
Mutationen in einer ausgepragten Resistenz gegeniiber RIF und flihren zu Kreuzresistenzen
gegenuber allen weiteren Rifamycine. Jedoch wurden auch spezifische Mutationen in dieser
Region beschrieben, welche zu einer schwachen Resistenz gegenilber RIF fiihren und keine

ausgepragten Kreuzresistenzen gegeniiber anderen Rifamycine zur Folge haben.®® Bei etwa
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5 % der klinischen RIF-resistenten M. tb.-Isolaten konnte die Resistenz auf Veranderungen
bei den Efflux-Pumpen zurtick gefiihrt werden.?'4

Ebenfalls beruht die Ausbildung von Resistenzen beim M. tb. gegentber den Aminoglycosid-
Antibiotika Streptomycin, Kanamycin und Amikacin auf den Modifikationen der Wirkstoffe in
der Folge von Mutationen. So fihren Mutationen im ribosomalen Protein S12 sowie in der 16S
rRNS zu einer stark ausgepragten Resistenz gegeniber Streptomycin. Weniger stark
ausgepragte Resistenzen gegenliber Streptomycin werden bei Mutationen des Gens gidB, der
7-Methylguanosin-Methyltransferase, beobachtet, welche spezifisch fiir die 16S rRNS ist.[?3219]
Bei Kanamycin und Amikacin sind ausgepragte Resistenzen das Resultat von 16S rRNS
Mutationen.®® In der Folge werden bei diesen drei Aminoglycosiden haufig Kreuzresistenzen
beobachetet.?'®!

Mehr als 90 % der Fluorchinolonen-resistenten M. tb. weisen Mutationen in spezifischen
Regionen der gyrA und gyrB, welche daher als Chinolonresistenz-bestimmende Region
(QRDR) bezeichnet wird, auf.l'® Austausch von einzelnen Aminoséuren in der
Chinolonbindetasche (CBT) resultiert in Geometriednderungen die zum Verlust von
Bindungsaffinitat und Stabilitat des Chinolons in der CBT flihren.!'"32'1 Ausbildungen von
Resistenzen gegenlber Fluorchinolonen beim M. tb. in der Folge von verstarktem Efflux oder
DNS-Mimikry konnte nur im Labor, jedoch nicht bei klinischen Isolaten beobachtet werden.['4?]
Neben der direkten Modifikation des Wirkstoffziels in Folge von Mutationen oder
posttranslationale Modifikationen, kénnen Resistenzen sich ebenfalls in der Folge von
phanotypischen Veranderungen entwickeln.!'”® Das Glycopeptid-Antibiotikum Vancomycin
bildet einen nicht-kovalenten Komplex mit dem Acyl-D-Alanyl-D-Alanin Terminus der
wachsenden Peptidoglycan-Kette, wahrend der bakteriellen Zellwandsynthese, aus. Der
isostere Austausch zu Acyl-D-Alanyl-D-Lactat mit einem Ester, statt einem Amid, als
Strukturelement, fihrt zum Verlust einer Wasserstoffbriickenbindung und erzeugt ebenfalls
eine elektrostatische Repulsion zwischen Bindestelle und Wirkstoff, welche die Anbindung
dessen verhindert. Um diesen Resistenzmechanismus auszubilden, bendtigen Bakterien die

Akquirierung von funf neuen Genen.['73218]
2.5 Chlorflavonin (1)

2.5.1 Flavonoide

Bei der Entdeckung und Entwicklung von antibakteriellen sowie antimykobakteriellen
Arzneistoffen spielten Naturstoffe seit jeher eine Schlisselrolle. Diese Naturstoffe wurden in
breit angelegten Screenings von Naturstoffbibliotheken identifiziert und dienten im Anschluss

als Leitstruktur fur die chemische Strukturoptimierung und Wirkstoffentwicklung.['3"]
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Im Pflanzenreich sind Flavonoide allgegenwartig und stellen nach den Alkaloiden die
zweithaufigste Klasse von Sekundarmetaboliten dar.?'®220 Diese erflllen essenzielle
physiologische und 6kologische Funktionen im Organismus wie dem Schutz vor Ultraviolett-
B-Strahlung, Herbivoren und Pathogenen, als Phytoalexinen und Signalmolekiilen, Pigmente
zur Attraktivitatssteigerung fur Bestauber sowie zur Regulation des Auxin-Transports und der
Fruchtbarkeit.?2°-222 |n wenigen Fallen wurde ebenfalls die Biosynthese und Biotransformation
von Flavonoiden in endophytischen Pilzen beschrieben.?2>-2251 Menschen und Tiere sind nicht
der Biosynthese von Flavonoiden befahigt und miissen diese tber die Nahrung aufnehmen. 226!
Als Flavonoide wird eine gro3e Bandbreite von sowohl natlrlichen als auch synthetischen
Substanzen mit einem Phenyl-substituierten Propylbenzol Ce-C3-Cs Kohlenstoffgrundgertst
bezeichnet (Schema 2). Dazu gehoéren die Rotenoide, Flavonolignane, Chalkone und Aurone.
Im eingeschrankten Sinne wird der Begriff Flavonoid nur fur Substanzen mit einem Ces-C3-Ce
Kohlenstoffgrundgerist, welche ein Chroman oder Chromen beinhalten, verwendet. Gemaf
der Empfehlung der /UPAC wird der der fusionierte Benzolring als A-Ring definiert und das
Pyran oder 3,4-Dihydro-2H-pyran als C-Ring. Entsprechend der Position des Phenyl-
Substituenten, dem B-Ring, am Chroman oder Chromen werden die Substanzen in die
Klassen Flavonoide, Isoflavonoide und Neoflavonoide unterteilt. Die weitere Einordnung in
Untergruppen geschieht nach der Oxidationsstufe sowie Sattigung des heterocyclischen Rings

in Flavane, Flavanole, Flavanone, Flavone, Flavonole und Anthocyanidine.[?%7228]
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Schema 2: Nomenklatur der Flavonoide gemal der Empfehlung der /UPAC aus dem Jahr 2017.
Adaptiert nach RAUTER et al.??"]

Bislang wurden mehr als 8.000 verschiedene Flavonoide beschrieben,??®! welche sich in der
strukturellen Klasse, Substitutionsmuster und -grad der phenolischen Hydroxygruppen sowie
deren Alkylierung oder Glycosylierung unterscheiden. 2%

Die in Pflanzen prasenten Flavonoide liegen primar als hydrophile Glycoside vor. Bei diesen
ist hauptsachlich die Hydroxygruppe in 3-Position, nur gelegentlich die an 7-Position, zumeist
mit Glucose, seltener mit Galactose, Rhamnose oder Xylose glycosyliert.??® Die Hydrolyse
der glycosidischen Bindung fiihrt zum freien Flavonoid-Aglycon.?" Dahingegen konnen
O-Substituenten, hauptsachlich Methyl-Ether oder Acetyl-Ester, 220229 ynd C-Alkylseitenketten
am Kohlenstoffgrundgeriist wie beispielsweise Prenyl- oder Geranyl-Funktionalitidten die
Lipophilie der Flavonoide erhdhen. 232

Flavonoide sind aufgrund deren gesundheitsférdernden Eigenschaften und in der Funktion als
Antioxidationsmittel beim Menschen ein wichtiger Bestandteil einer gesunden Ernéhrung.?3
Diese konnen freie Radikale abfangen oder divalente Metallkationen, welche zur Generierung
von freien Radikalen beitragen, komplexieren und dadurch Schaden an Biomolekilen

verhindern.l2'1234 - Einigen Flavonoiden konnte eine antibakterielle,’?®® antivirale,2*
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antiinflammatorische,'?*®! anticancerogene,® antiallergische,?*”! antidiabetische!®® oder
vasodilatorische!?*® Wirkung nachgewiesen werden. Zusatzlich konnte gezeigt werden das
Flavonoide die Enzymaktivitdt wie beispielsweise die der Cyclooxygenase-1 und
Cyclooxygenase-2/%#¢ oder Lipoxygenase!?*®! inhibieren kénnen.24

Das fur Flavone charakteristische Strukturelement Chromon ist eine anerkannte
privilegierte Struktur,?*® welche in zahlreichen natirlichen und synthetischen Verbindungen
mit pharmakologischen Aktivitadten im Bereich der neurodegenerativen und inflammatorischen
Erkrankungen, Infektionskrankheiten, sowie Diabetes und Krebs vorkommt.[2%-2411 Das
Konzept der privilegierten Struktur entstammt aus dem Fachgebiet der medizinischen Chemie
und dient der Entwicklung neuer pharmakologisch aktiver Verbindungen. Als privilegierte
Struktur wird ein untergeordnetes Strukturelement mit vielseitigen Bindungseigenschaften, 242
welches mit mehr als einem Rezeptor oder Enzym interagieren kann, bezeichnet.[?432441 Bej
diesem Strukturelement handelt es sich um ein molekulares Grundgerist, welches Uber eine
signifikante GroRe verfugt und wesentlich zur Bindungsaffinitdt zum Wirkstoffziel beitragt.
Oftmals sind dies rigide Strukturen, die aus zwei bis drei fusionierten oder Uber
Einfachbindungen verbriickten Ringsystemen bestehen.!?*? Die Identifikation von privilegierten
Strukturen erfolgt hauptsachlich durch empirische Beobachtungen oder computergestitzte
Berechnungsmethoden.?* In Folge von iterativer, kombinatorischer Optimierungen kénnen
durch die Modifikation von funktionellen Gruppen oder der Einflihrung von Seitenketten neue
aktive und selektive Wirkstoffkandidaten aus privilegierten Strukturen entwickelt

werden.[241.243,244]
2.5.2 Das natiirliche Flavonoid Chlorflavonin (1)

Im Jahr 1969 wurde das natlrliche Flavonoid Chlorflavonin (1) aus Aspergillus candidus
Kulturen isoliert und dessen antimykotische Eigenschaft gegenilber einigen Schimmelpilzen
wie zum Beispiel Aspergillus amstelodami und Paecilomyces variotii beschrieben.?*s Der
molekulare Mechanismus der zur antimykotischen Aktivitat von Chlorflavonin flihrt wurde nicht
veroffentlich. Noch im selben Jahr gelang BIRD et al. mit Hilfe von chemischer Derivatisierung
und spektroskopischen Methoden die Strukturaufklarung von Chlorflavonin (Schema 3).1249
AuRergewdhnlich fir dieses natiirliche Flavonoid ist dessen Chlorierung.[247:248]

Des weiteren publiziete YURCHENKO et al., dass Chlorflavonin, wie auch weitere
Sekundarmetaboliten des Aspergillus candidus, die Apoptose der humanen Prostatakarzinom
Zelllinie 22Rv1 induzieren kann.?*%2%9 Mit Hilfe von Fluoreszenz-Zytometrie konnte kein
signifikanter Effekt von Chlorflavonin auf den Zellzyklus der 22Rv1 Zellen gefunden werden.
Ein molekularer Mechanismus, welcher die induzierte Apoptose der Zellen erklaren kdnnte,

wurde nicht publiziert.?49
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Chlorflavonin

Schema 3: Von BIRD et al. publizierte LEWIS-Struktur von Chlorflavonin (1).[246]

Chlorflavonin weist in vitro eine ausgepragte wachstumsinhibierende Aktivitat gegentiber dem
M. tb-Stamm H37Rv mit einer minimalen Hemmkonzentration (MHKgo) von 1.56 uyM auf, ohne
dabei selbst in Konzentration von bis zu 100 yM zytotoxisch gegeniber den humanen
Zelllinien MRC-5 und THP-1 zu sein. Zudem hemmt Chlorflavonin mit nahezu identischer
Aktivitat ebenfalls das Wachstum einiger klinischer XDR-M. tb. Kulturen. In der Monotherapie
wirkt Chlorflavonin bakteriostatisch. In der Kombination von Chlorflavonin mit INH oder DMD
wird jeweils ein bakterizider Effekt beobachtet. Mit der Hilfe eines fluoreszierenden
Reportergens konnte die intrazellulare Aktivitat von Chlorflavonin in mit M. tb. infizierten
Makrophagen demonstriert werden und war im Vergleich zu Streptomycin Uberlegen.?" Mit
der Hilfe von Resistenz-vermittelten  Mutationen, = Gesamtgenomsequenzierung,
Supplementations-Assays, Molecular Docking und enzymatischer Charakterisierung konnte
nachgewiesen werden das Chlorflavonin spezifisch die katalytische Untereinheit llvB1 der
Acetohydroxysaure Synthase (AHAS) inhibiert. In der Folge kommt es in vitro beim M. tb. zur
Auxotrophie der verzweigtkettigen-Aminosauren (BCAA) sowie der Pantothensdure und damit
zur Wachstumsretardierung der Bakterienkulturen. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass
Chlorflavonin in der Lage ist, in mit M. tb. infizierten THP-1 Makrophagen zu gelangen und dort
das intrazellulare Wachstum des M. tb. zu hemmen. Dies lasst darauf schlieen, dass es M. tb.
nicht moglich ist die Inhibition der de novo Biosynthese der BCAA und Pantothensaure lGber

die Aufnahme aus den humanen Wirtszellen zu kompensieren. 251

Es wird unterschieden zwischen den katabolischen Acetohydroxysdure Synthasen (CALS)
und der anabolischen Acetohydroxysaure Synthasen (AHAS). Bei den AHAS handelt es sich
um Thiamindiphosphat (ThDP) abhangige Enzyme, welche zur Pyruvat-Oxidase-ahnlichen
Unterfamilie (EC 2.2.1.6, ehemals EC 4.1.3.18) gehoren.1?522%% Diese katalysieren die nicht-
oxidative Decarboxylierung von a-Ketosauren im gemeinsamen initialen Schritt des
Biosynthesewegs der BCAA L-Isoleucin, L-Leucin und L-Valin, sowie die Vorstufe des
Coenzyms A und der Pantothensaure.?®*2%"1 Als Hauptreaktionen katalysiert die AHAS die
Kondensation zweier Molekile Pyruvat zu (S)-2-Acetolactat und die von Pyruvat mit
2-Ketobutyrat zu (S)-2-Aceto-2-hydroxybutyrat. In einer nachfolgenden enzymatischen
Kaskade werden die beiden Vorstufen zu den BCAA, sowie zum Coenzym A und der

Pantothensaure umgewandelt (Schema 4).1253.2581
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Schema 4: Die von der AHAS katalysierten Reaktionen, als gemeinsamer initialer Schritt der de novo

Biosynthese der BCAA, des Coenzyms A und der Pantothensaure.[?53:257.259.260]

Die AHAS setzen sich aus zwei verschiedenen Untereinheiten zusammen, einer kleinen
regulatorischen Untereinheit (SSU) und einer grof3en katalytischen Untereinheit (LSU).
Abhangig vom Organismus variieren die Zusammensetzung und Quartarstruktur der
AHAS 2" Dije SSU erfiillt zwei allosterische Funktionen der Aktivierung und Regulierung des
Holoenzyms in der Folge von Endprodukthemmung, zumeist und am ausgepragtesten bei
L-Valin.!?®" Die LSU verfiuigt Gber eine hochkonservierte Thiamindiphosphat Bindungsstelle mit
einem divalenten Metallkation e.g. Mg?*, welches die Diphosphat-Gruppe des ThDP im aktiven
Zentrum verankert.1?%62621 Zysatzlich verfugt die LSU in jedem aktiven Zentrum Uber ein
Molekil des Coenzyms Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD). Obwohl im Katalysezyklus keine
Redoxreaktion involviert ist, ist dies flr die katalytische Aktivitat essenziell. Bis heute konnte
die Funktion des FADs nicht vollstandig aufgeklart werden. Es wird angenommen, dass dieses
fur die strukturelle Integritat des Enzyms verantwortlich ist oder die Protonierung des reaktiven
C.-Carbanions durch das protische Lésungsmittel verhindern konnte.[2%3:256.261

Die CALS besitzen ein Molekulargewicht von ungefahr 60 kDa und verfligen Uber keine
regulatorische Untereinheit. Als Bestandteil der 2,3-Butandiol-Garung sind die CALS im 2,3-
Butandiol Operon codiert.®®® Im Gegensatz zu den AHAS kdénnen die CALS nicht die
Biosynthese von (S)-2-Aceto-2-hydroxybutyrat aus Pyruvat mit 2-Ketobutyrat katalysieren und
benotigen fur die enzymatische Aktivitat kein FAD.?®3 Zudem wird deren enzymatische
Aktivitat durch die Anwesenheit von Acetat stimuliert. Das pH-Wert Optimum liegt bei 6.0 und
die BCAA verursachen keine Rickkopplungshemmung.i26"!

Der Umstand, dass die AHAS sowohl in Algen, Archaeen, Bakterien, Pflanzen als auch Pilzen,

jedoch nicht in Saugetieren vorkommt, macht diese zu einem attraktiven Ziel fir die
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Entwicklung neuer Antibiotika, Antimykotika und Herbiziden.!?5¢2%4 Seit Mitte der 1970er
werden AHAS-Inhibitoren kommerziell als potente und sichere Klasse von Herbiziden
eingesetzt, da diese wenig bis gar nicht toxisch gegeniiber Saugetieren sind.?%%2%¢] Die fiinf
Klassen von Herbiziden, welche die pflanzliche AHAS inhibieren, sind die Imidazolinone,
Triazolopyrimidine, Pyrimidinyl-Benzoate, Sulfonylharnstoffe und Sulfonylamino-Carbonyl-
Triazolinone (Abbildung 6)./2%%
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Abbildung 6: Die fiinf Klassen von Herbiziden sowie ausgewahlte Substanzen, welche die pflanzliche
AHAS inhibieren, sind die Imidazolinone, Triazolopyrimidine, Pyrimidinyl-Benzoate, Sulfonylharnstoffe
und Sulfonylamino-Carbonyl-Triazolinone.[263.267]

Bisher war das Interesse spezifische AHAS-Inhibitoren als antibakterielle Wirkstoffe zu
entwickeln gering, weil angenommen wurde, dass der infektidse Organismus die inhibierte
de novo Biosynthese der BCAA durch deren Aufnahme aus dem Wirtsmedium kompensieren
konnte. [252266]

Im Rahmen der Entwicklung neuer TB-Vakzine konnte von McADAM et al. aufgezeigt werden
das Leucin auxotrophe Mutanten des M. bovis BCG in Mausen nicht in der Lage waren zu
wachsen und das die Infektionen innerhalb von sieben Wochen aus der Lunge und der Milz
eliminiert werden konnte.??®® In einer Publikation von GULERIA et al. konnten Leucin und
BCAA auxotrophe Mutanten des M. bovis BCG auf angereichertem Nahrmedium wachsen,
jedoch nicht auf Minimalmedium ohne Zugabe der entsprechenden Aminosauren. Des
Weiteren konnten diese Mutanten in immundefizienten Mausen nicht wachsen und die
Mykobakterien, bei einer kontinuierlichen Abnahme der Infektionslast, in vivo nicht langer als

einen Zeitraum von 16 bis 32 Wochen Uberleben. 2%
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Weitere Forschungsergebnisse weisen daraufhin das BCAA auxotrophe Mutanten von
intrazellularen Pathogenen, namentlich Salmonella typhimurium, Burkholderia pseudomallei
und Listeria monocytogenes, in der Folge einer verringerten Verfigbarkeit der entsprechenden
Aminosauren in vivo eine abgeschwéachte Virulenz aufweisen und potenzielle Vakzin-
Kandidaten darstellen konnten.?® Zudem konnte BOIGEGRAIN et al. zeigen, dass die
Herbizide der Sulfonylharnstoffe Chlorimuron-Ethyl und Metsulfuron-Methyl die AHAS des
intrazelluldaren Pathogens Brucella suis inhibieren und dessen Multiplikation in humanen
Makrophagen hemmen kénnen.2”!!

Bei mit M. tb. infizierten Mausen fiihrte die Behandlung mit dem spezifischen AHAS-Inhibitor
Sulfometuron-Methyl, aus der Klasse der Sulfonylharnstoffe, zu einer signifikanten Reduktion

der Multiplikation des Pathogens in der Lunge.??"?

Die Analyse der Genomsequenz des M. tb. ergab, dass die vier Gene ilvB1, ilvB2, ilvG und
ilvX eine hohe Sequenzibereinstimmung mitder LSU und das Gen ilvN mit der SSU der AHAS
aufweisen.?*¢273 Da diese im Genom des M. tb. auf mehrere Operone verteilt sind, lasst dies
darauf schlie®en, dass diese wahrend der Wachstumsphasen und unter variablen
physiologischen Bedingungen unterschiedlich reguliert werden. Aufgrund einer erhdhten
Expression der Gene ilvB2 und ilvG wahrend der stationdren Wachstumsphase, in
Anwesenheit eines Uberschusses an Acetat, einer niedrigen Sauerstoffkonzentration und in
infizierten Makrophagen wird angenommen, dass es sich bei diesen um katabolische
Acetohydroxysaure Synthasen handelt.?”®! Das Gen ilvB1 codiert die aktive AHAS, welches
eine fir AHAS typische enzymatische Aktivitat aufweist und wird vom M. tb. hauptsachlich
wahrend der Wachstumsphase exprimiert.?°62731 Die biologische Bedeutung des ilvX Gens ist
bisher ungeklart, dessen Isoenzym weist keine fir AHAS typische enzymatische Aktivitat auf
und wird wahrend der unterschiedlichen Wachstumsphasen nahezu unverandert
exprimiert.?”? In der Publikation von ZOHAR etal. konnte gezeigt werden, dass die
exprimierten Proteine der Gene ilvB und ilvN des M. avium eine fir AHAS typische

enzymatische Aktivitat aufweisen.?’#

Bei M. tb. resultierte die Inaktivierung des ilvB71 Gens in BCAA auxotrophen Mutanten, welche
in vitro eine deutlich reduzierte Uberlebensfahigkeit aufwiesen. Dieser Effekt konnte durch die
Zugabe der BCAA zum Nahrmedium konzentrationsabhangig kompensiert werden.
Dahingegen konnten die Mutanten in Makrophagen, bei einer suboptimalen Konzentration der
BCAA im Nahrmedium, Gberleben und wiesen kein verlangsamtes Wachstum auf. Die Autoren
AWASTHY et al. weisen darauf hin, dass dies an einer Akkumulation der BCAA in den
Makrophagen liegen kénnte oder der Moglichkeit, dass die BCAA Uber einen alternativen

Biosyntheseweg hergestellt werden konnten.?’® In einer darauffolgenden Publikation von
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SINGH et al. wurde festgestellt, dass die in infizierten Makrophagen hochregulierte
Transkription der Isoenzyme IlvB2 sowie IlvG die Inaktivierung des ilvB1 Gens kompensieren
und das Uberleben des M. tb. ermdglichen kénnten.?”® Bei Infektionsmodellen in Mausen
nahm die Infektionslast der BCAA auxotrophen Mutanten Uber einen Zeitraum von vier
Wochen kontinuierlich ab, wobei eine vollstdndige Eliminierung des Pathogens ausblieb.
Zudem wiesen die BCAA auxotrophen Mutanten in Mausen eine abgeschwachte Virulenz
auf.l270

Zusammengefasst wiesen in diesen Studien sowohl die BCAA als auch Methionin, Prolin oder
Tryptophan auxotrophen Mutanten des M. tb. nicht mehr das Vermdgen auf im Wirt zu
proliferieren.?”5-2"71 Daher kann angenommen werden, dass die Mutanten den Verlust der
Biosynthese der auxotrophen Aminosauren nicht adaquat durch die Aufnahme derer aus dem
Wirtsmedium kompensieren kénnen. Speziell bei den BCAA auxotrophen Mutanten kénnen
somit die Isoenzyme lIvB2, IlvG und llvX in vivo nicht vollstandig den Aktivitatsverlust der [IvB1
kompensieren oder nur unzureichende Mengen bereitstellen die dem Pathogen das
Uberleben, jedoch nicht das Wachsen ermdglichen. 2"

Diese Ergebnisse legen nahe, dass der Biosyntheseweg der verzweigtkettigen-Aminosauren
ein vielversprechendes und bislang unterschatztes Ziel fur die Entwicklung einer neuen
antimykobakteriellen Wirkstoffklasse darstellen konnte.[?%6273 Alle der bisher als Herbizid
eingesetzten AHAS-Inhibitoren waren in vitro oder in vivo weniger effektiv als die Mittel der
ersten Wahl INH und RIF. Daher ist die Darstellung potenterer AHAS-Inhibitoren fiir die
Entwicklung einer neuen Generation von Antituberkulotika zur Behandlung von MDR- und
XDR-TB unentbehrlich.!?¢-278 Somit konnte die durch den Naturstoff Chlorflavonin erreichte
Inhibition der aktiven AHAS IlvB1 ein nitzliche Erganzung der Mittel der ersten und zweiten
Wahl sein, welche die Behandlungszeit verkirzen und die Entwicklung von Resistenzen
unterdriicken kdénnte. Somit ist Chlorflavonin mit seiner antimykobakteriellen Aktivitat in vitro
und dem Vermégen das intrazellulare Wachstum des M. tb. in infizierten humanen
Makrophagen zu hemmen sowie einem sehr  guten Selektivitatsindex
[ICso(Zytotoxizitat)/MHKgo(M. tb.-H37Rv)] von Sl 264 eine vielversprechende Leitstruktur flr

die Entwicklung einer neuen Antituberkulotikum-Klasse.?*"

CHOI et al. klonten, lberexprimierten, reinigten und charakterisierten die SSU und LSU der
AHAS des M. tb. erstmalig. Fir die SSU konnte ein Molekulargewicht von 20.4 kDa und fir die
LSU eines von 68.3 kDa gemessen werden. Das Holoenzym setzt sich zu gleichen Anteilen
aus beiden Untereinheiten zusammen. Dessen gemessenes natives Gewicht ist groRRer als fir
das entsprechende Heterotetramer berechnet wurde. Dies wurde auf eine wahrscheinliche
Oligomerisierung unter den experimentellen Bedingungen zurlckgefihrt. Es wird

angenommen, dass die SSU die Oligomerisierung mafgeblich férdert, da diese eine
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ausgepragte Tendenz zur Aggregation aufweist. Die gereinigte LSU weist, im Vergleich zum
Holoenzym, nur eine geringfugig reduzierte enzymatische Aktivitat auf. Daher wird
angenommen, dass die LSU Uber ein unabhangiges aktives Zentrum verfugt, welches auch in
Abwesenheit der SSU stabil ist. Das pH-Wert Optimum fir die enzymatische Aktivitat des
Holoenzyms liegt bei 7.0. In einem Hochdurchsatz-Screening wurden AHAS-Inhibitoren der
Klasse der Sulfonylharnstoffe und Imidazolinone, welche kommerziell als Herbizide eingesetzt
werden und effektiv die AHAS von diversen Bakterien, Hefen und Pflanzen hemmen, auf deren
inhibitorische Aktivitdt untersucht. Bei den Sulfonylharnstoffen wiesen einige Derivate, wie
beispielsweise Pyrazosulfuron-Ethyl und Chlorimuron-Ethyl, bei einer Konzentration von
40 uM eine inhibitorische Aktivitdt von Uber 80 % auf, wohingegen die Vertreter der
Imidazolinone keine inhibitorische Aktivitat zeigten.?8! Chlorflavonin weist gegeniiber der LSU
IlvB1 des M. tb. eine starke inhibitorische Aktivitat als der als Herbizid eingesetzte spezifische
AHAS-Inhibitor Pyrazosulfuron-Ethyl auf.[?%"!

Der Bindungsmodus des Chlorflavonins mit dem potenziellen Ziel, der AHAS, wurde mit der
computergestitzten Methode Molecular Docking untersucht (Abbildung 7). Dem Umstand
geschuldet, dass bisher keine Kristallstruktur der AHAS des M. tb. vertffentlicht wurde, wurde
ein  Homologiemodell mit verfigbaren Kristallstrukturen der AHAS Proteine von
Saccharomyces cerevisiae und Arabidopsis thaliana, welche eine Sequenzidentitat von 44 %
und 45 % aufweisen, generiert. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass das Chlorflavonin mit
dem aktiven Zentrum der AHAS interagiert und die Umsetzung der natirlichen Substrate
verhindert. Der Chlor-Substituent des B-Rings flllt in dem Modell eine hydrophobe
Seitentasche, welche von den lipophilen Seitenketten der Aminosauren Leucin 65,
Methionin 512 und Valin 513 gebildet wird, aus. Zudem interagiert die phenolische
Hydroxygruppe des B-Rings lber eine Wasserstoffbriickenbindung und Salzbriicke mit dem
Lysin 197. Als weitere Wechselwirkungen konnten die Ausbildung einer 1r-1-Interaktion
zwischen dem Phenylring mit Tryptophan 516, eine Kation-tr-Interaktion von Arginin 318 mit
dem Chromen-Grundgeriist sowie eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen der
phenolischen Hydroxygruppe des A-Rings mit dem Rickgrat von Phenylalanin 147
vorausgesagt werden. Bei den mit Chlorflavonin behandelten Kulturen des M. tb. bildeten sich
mit einer Frequenz von 107 CFU Resistenzen aus und fiihrten zu einer >16-fachen
Verschiebung der MHKgo. Die Gesamtgenomsequenzierung der spontan resistenten Mutanten
ergab, dass diese Einzelnukleotid-Polymorphismen, welche zu verschiedenen nicht-
synonymen Mutationen im Gen ilvB1 flihrten, aufwiesen. Diese Mutationen im oder in der Nahe
des aktiven Zentrums resultieren in einem Austausch bestimmter Aminosauren, i.e. Lysin 197,
Glycin 62 und Alanin 63, welche die Enzym-Ligand-Wechselwirkung einschranken, ohne

dabei die enzymatische Aktivitat der llvB1 signifikant zu beeinflussen.!?!
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Abbildung 7: Mogliche Enzym-Ligand-Wechselwirkung des vermutlichen aktiven Zentrums eines
Homologiemodells der katalytischen Untereinheit IlvB1 des M. tb.-Stamms H37Rv mit Chlorflavonin (1).
Die Aminosauren der Peptidkette A sind in Grin und die der Peptidkette B in Blau eingefarbt.
Hydrophobe Wechselwirkungen zwischen dem Chlorflavonin und den lipophilen Aminosaureresten sind
mit hellgrauen Kugeln illustriert. Die Wasserstoffbriickenbindungen und die Salzbriicke sind als rote
Pfeile, die Kation-1r-Interaktion als pinker Strich und die 1r-11-Interaktion als Strich in Cyan eingefarbt.
Adaptiert nach REHBERG et al.[25"]

Zu den weiteren vorteilhaften Eigenschaften des Chlorflavonins gehért die Einhaltung aller der
von LIPINSKI formulierten Bedingungen der Rule of Five fur die Einschatzung der moglichen
oralen Bioverfuigbarkeit eines Wirkstoffkandidaten. So liegt das Molekulargewicht unterhalb
von 500 g/mol (378.76 g/mol), die Anzahl der Wasserstoffbriicken-Donor betragt zwei und die
der Wasserstoffbriicken-Akzeptoren bei sieben. Der mittels computergestitzter
Berechnungen des nicht-kommerziellen, freizuganglichen Web-Services SwissADME
prognostizierte n-Octanol/Wasser Verteilungskoeffizient (log Pow) (iLOGP) betragt 3.27.279:280]
Als Erganzung dieser empirischen Regeln stellten VEBER et al. fest, dass zusatzlich auch die
Anzahl der frei rotierbaren Bindungen weniger als zehn betragen sollten. Chlorflavonin verfigt
Uber vier rotierbare Bindungen und ist im Allgemeinen aufgrund des rigiden Chromon-

GrundgerUst als vorwiegend starres Molekil einzuschatzen /%"
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3 Zielsetzung

Die Errungenschaften bei der chemotherapeutischen Behandlung der Tuberkulose wurden in
den vergangenen Jahrzehnten zunehmend durch die globale Ausbreitung von
multiresistente- (MDR) und extensiv resistente- (XDR)-Tuberkulose konterkariert. Daher ist
zum Erreichen der gesteckten Ziele der End TB Strategy der WHO die Erforschung und
Optimierung neuer Leitstrukturen fur die Entwicklung neuer Antituberkulotika-Wirkstoffklassen

ein wichtiger Aspekt.!®57"!
3.1 Chlorflavonin (1)

Das nattrliche Flavonoid Chlorflavonin (1) stellt mit dessen potenter antimykobakterieller
in vitro Aktivitdt gegenuber dem M. tb.-Stamm H37Rv und verschiedenen XDR klinischen
Isolaten des M. tb., dem Vermogen das Wachstum des Pathogens in infizierten humanen
Makrophagen und einem sehr guten Selektivitatsindex eine vielversprechende Leitstruktur flr
die Entwicklung eines antimykobakteriellen Wirkstoffkandidaten dar. Chlorflavonin inhibiert die
mykobakterielle Acetohydroxysaure Synthase (AHAS) und fuhrt somit zur Auxotrophie der
verzweigtkettigen-Aminosauren (BCAA) und des Coenzyms A (Kapitel 2.5.2).12°"

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit sollte zunachst eine neue, verkirzte und eine in Bezug
auf die Gesamtausbeute effizientere Synthesestrategie entwickelt werden, um die Darstellung
des Chlorflavonins (1) zu ermdglichen. Mit der Zuganglichkeit des Naturstoffs kdnnen unsere
Kooperationspartner aus den Fachgebieten der Infektionsforschung, pharmazeutischen
Biologie und klinischen Pharmazie relevante pharmakokinetische und pharmakodynamische

Eigenschaften fir die praklinische Wirkstoffforschung ermitteln.

Zusatzlich soll die zu entwickelnde Synthesestrategie die flexible Darstellung von
Chlorflavonin-Analoga zur Untersuchung der Struktur-Aktivitats-Beziehungen und Entwicklung
des Pharmakophormodells der Leitstruktur sowie praklinischen Strukturoptimierung
ermdglichen. Basierend auf den Ergebnissen der Publikation von REHBERG et al. sollte in
erster Linie die Strukturmodifikation des B-Rings erfolgen. Der Chlor-Substituent erwies sich
sowohl im phanotypischen Ganzzell-basierten Aktivitats-Assay fir die antimykobakterielle
in vitro Aktivitat als auch im Enzymakitivitdts-Assay fir die Inhibition der katalytischen
Untereinheit llvB1 der mykobakteriellen AHAS als wichtig (Schema 5).125"
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Strukturmodifikation

1 2
Chlorflavonin Chlorflavonin-Analoga
R'=F, Br, I, CF3, Me, 'Pr, OMe
RZ2=F, Cl

Schema 5: Geplante Strukturmodifikation des Naturstoffs Chlorflavonin (1) zur Evaluation der Struktur-

Aktivitats-Beziehungen.

Diese Ergebnisse sollen im Rahmen der praklinischen Strukturoptimierung eingesetzt werden
um die Leitstruktur in Bezug auf deren antimykobakterielle in vitro Aktivitat, Inhibition und
Selektivitat gegenlber den Isoenzymen der AHAS, physikochemischen Parametern und zur
Modifikation der pharmakodynamischen und pharmakokinetischen Eigenschaften zielorientiert
zu verbessern. Im Weiteren kann die Darstellung des Naturstoffs Chlorflavonin die
perspektivische Durchfiihrung von Studien zur Bestimmung der in vivo Pharmakokinetik und

der Evaluation in Infektionsmodellen ermdglichen.
3.2 Die Alkoxyamid-basierte Leitstruktur KSK704 (3a)

Im Rahmen eines breit angelegten Screenings wurde die interne Bibliothek synthetischer,
strukturell diverser Verbindungen der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. THOMAS KURZ in der
Arbeitsgruppe unseres Kooperationspartners Prof. Dr. RAINER KALSCHEUER an der
HEINRICH-HEINE-Universitat Dusseldorf am Institut fir Pharmazeutische Biologie und
Biotechnologie auf deren antimykobakterielle in vitro Aktivitat gegentiber dem M. tb.-Stamm
H37Rv untersucht. Bei dem phanotypischen Ganzzell-basierten Aktivitats-Assay zeigte die
Alkoxyamid-basierte Verbindung KSK7104 (3a), welche im Rahmen ihrer Promotion von Frau
Dr. KATHARINA STENZEL dargestellte wurde, eine sehr gute antimykobakterielle in vitro
Aktivitat gegeniber dem M. tb.-Stamm H37Rv auf. In nachfolgenden Untersuchungen wurde
festgestellt, dass die Verbindung KSK104 ebenfalls eine intrazelluldare antimykobakterielle
Aktivitat in infizierten humanen Makrophagen und sehr gute antimykobakterielle in vitro
Aktivitdten gegeniber verschiedenen extensiv resistenten klinischen Isolaten des M. tb.
aufwies. In Kombination mit den etablierten Antituberkulotika INH, RIF, EMB und DMD Ubt
KSK104 additive Effekte auf deren antimykobakterielle in vitro Aktivitditen aus. Dabei ist
KSK104 selbst in hohen Konzentrationen von 100 uM nicht zytotoxisch gegenuber den
humanen Zelllinien THP1, MRC-5 und HepG2 (Kapitel 4.2.1.2). Basierend auf diesen
Ergebnissen ist die Alkoxyamid-basierte Verbindung KSK7104 (3a) eine vielversprechende

neue Leitstruktur fir die Entwicklung eines antimykobakteriellen Wirkstoffs.
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Zu Beginn der praklinischen Strukturoptimierung wurde die Leitstruktur KSK7104 (3a) in die drei
Regionen A, B und C eingeteilt. Als SchlUsselstrukturelemente konnten fur die Region A eine
para-substituierte Benzoyl-Gruppe, flr Region B die a-Aminooxycarbonsaure (a-AOA) und fur
die Region C das Benzyloxyamin identifiziert werden. Fur die Beschreibung der nachfolgend
durchgefihrten Strukturmodifikationen sowie die Analyse der Struktur-Aktivitats-Beziehungen
wurden die Alkoxyamid-Funktionalitdten als Alkoxyamid 1 und Alkoxyamid 2 bezeichnet
(Schema 6).

Alkoxy-  Alkoxy-
amid 1 amid 2

Region A B Cc
para-Benzoyl- a-AOA-  Benzyloxyamin-
Gruppe Gruppe Struktur

Schema 6: Einteilung der LEWIS-Struktur der Alkoxyamid-basierten Leitstruktur KSK7104 (3a) in die drei
Regionen A (blau), B (schwarz) und C (rot).

Zuerst sollte die Strukturmodifikation der Alkoxyamid-Gruppen in Angriff genommen werden
und diese durch ausgewahlte funktionelle Gruppen ausgetauscht werden, um Rickschlisse
auf deren moégliche Bindungsrolle als Wasserstoffbriicken-Akzeptor bzw. -Donor bei einer
Wechselwirkung mit der mykobakteriellen biomolekularen Zielstruktur zu erhalten. Im Rahmen
der praklinischen Strukturoptimierung von KSK104 sollte in der Region C gemaf dem Prinzip
der Bioisosterie, der Austausch des nicht substituierten Benzenkerns durch fiinf- und
sechsgliedrige Heterocyclen sowie die Einfiihrung elektronisch, chemisch und raumlich

verschiedener Substituenten erfolgen (Schema 7).

Alkoxy- Alkoxy-

amid 1 amid 2
- finf- und sechsgliedrige Heterocyclen

O/ o/ \/@
Strukturmodifikationen
N/O\)LN/O der Region C
H H - mono/di-substituierte Aromaten
O - Aliphaten

Strukturmodifikationen der
Alkoxyamide

- Amide

- Oxime

- O,N-Dialkylhydroxylamine
- Hydrazone

- Hydrazide

- Kettensubstitution

- N-alkyliert

Schema 7: Angedachte Strukturmodifikation der Alkoxyamid-basierten Leitstruktur KSK704 (3a).
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Die Ergebnisse der Untersuchung der Struktur-Aktivitats-Beziehungen sollen in die gezielte
Darstellung von chemischen Sonden einflielen, welche von unseren Kooperationspartnern
eingesetzt werden kénnen, um das Wirkstoffziel der Leitstruktur KSK704 (3a) zu lokalisieren
und identifizieren. Aus diesen Erkenntnissen koénnten Ruckschlisse auf den

Wirkungsmechanismus gezogen werden.

Fir die Untersuchung der in vitro und in vivo Pharmakokinetik der Leitstruktur KSK704 durch
unseren Kooperationspartner Dr. BIORN BURCKHARDT aus dem Institut fir Klinische
Pharmazie und Pharmakotherapie sollte zundchst die chemische Stabilitdt von KSK104
untersucht werden und ein Deuterium-markiertes Isotopomer der Leitstruktur als interner

Standard fiir die Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung dargestellt werden.

Zur Vorbereitung der angedachten Evaluation der invivo Pharmakokinetik und
darauffolgenden  Untersuchung in  Jinvivo Infektionsmodellen durch  unseren
Kooperationspartner Dr. CHRISTOPH HOLSCHER am Forschungszentrum Borstel, LEIBNIZ
Lungenzentrum im Programmbereich Infektionen, sollte flr die Leitstruktur KSK7104 eine
praklinische Formulierung gefunden werden, welche sowohl die perorale als auch intravenése

Applikation ermoglichen sollte.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Darstellung von Chlorflavonin (1) und Chlorflavonin-Analoga

4.1.1 Kenntnisstand

Im Jahr 1980 wurde von BOGNAR et al. die bislang einzige Synthese von Chlorflavonin (1)
publiziert. Diese zerlegten Chlorflavonin (1) retrosynthetisch in die leicht zuganglichen
Fragmente des w-Methoxyphloracetophenons (I) und aromatischen Carbonsaureanhydrids Il
(Schema 8).12821

OH O
OBn O O OBn
Cl

&/0\ OH O
. w o) cl
L . & - @)kO)Kij/
Cl
1

1 ]
Chlorflavonin

Schema 8: Retrosynthetische Zerlegung von Chlorflavonin (1) nach BOGNAR et al.1282]

Beginnend mit dem 3-Chlorsalicylaldehyd (4) wurde dessen phenolische Hydroxygruppe mit
Benzylchlorid alkyliert und der Benzylether-geschitzte Aldehyd 5 mit Kaliumpermanganat zur
Carbonsaure 6 oxidiert. Im Anschluss folgte die Dehydratisierung von zwei Molekllen der
Benzylether-geschiitzten Carbonsaure 6 zum aromatischen Carbonsaureanhydrid 7 Uber ein
mit Thionylchlorid in situ generiertes Carbonsaurechlorid. Die Darstellung des zweiten
Fragments, dem w-Methoxyphloracetophenon (10), fand in der Publikation von
BOGNAR etal. keine Erwdhnung. Im Allgemeinen kann dieses ausgehend von
1,3,5-Trihydroxybenzen (8) und 2-Methoxyacetonitril (9) Uber die Uber die zweistufige
HOUBEN-HOSCH-Reaktion in guten Ausbeuten dargestellt werden.?®¥ Im Anschluss wurde
das w-Methoxyphloracetophenon (10) mit dem Benzylether-geschiitzten aromatischen
Carbonsaureanhydrid 7 in einer ALLAN-ROBINSON-Kondensation zum 3-Methoxyflavon 11
umgesetzt. Gefolgt von der ELBS-Persulfat-Oxidation zum para-Diphenol 12, der selektiven
Methylierung der freien phenolischen Hydroxygruppen in 7- und 8-Position sowie der
abschlielenden Palladium-katalysierten Hydrogenolyse der Benzylether-Schutzgruppe
gelang die Umsetzung zum Chlorflavonin (1). Ausgehend von 3-Chlorsalicylaldehyd (4) betrug

die Gesamtausbeute von Chlorflavonin (1) tber sieben Stufen 0.8 % (Schema 9).12%2]
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Schema 9: Darstellung von Chlorflavonin (1) nach BOGNAR et al. iiber die ALLAN-ROBINSON-
Kondensation des aromatischen Carbonséureanhydrids 7 mit dem 2‘-Hydroxyacetophenon 10,282
sowie dessen Synthese nach URGAONKAR et a/.[2%]

Bei der von BOGNAR etal. entwickelten Synthesestrategie stellen insbesondere die
Ausbeuten der SchllUsselschritte der ALLAN-ROBINSON-Kondensation (23 %) und
ELBS-Persulfat-Oxidation (20 %) Engstellen dar,?®2 welche bei einem neuen Syntheseweg
vermieden werden sollten. Neben der geringen Gesamtausbeute kdnnte bei dieser
Synthesestrategie die erforderliche Menge der entsprechenden Aldehyde fiir die geplante
Darstellung von Chlorflavonin-Derivaten zur Evaluation der Struktur-Aktivitats-Beziehung

(SAR) ein limitierender Faktor darstellen.

Fir die Synthese des 3-Methoxyflavon-Grundgerists Ill bieten sich zunachst zwei
Mdglichkeiten an. Zum einen die direkte Darstellung ausgehend von dem entsprechenden
2'-Hydroxy-2-methoxyacetophenon (I) tUber die ALLAN-ROBINSON-Kondensation und die
BAKER-VENKATARAMAN-Synthese oder zum anderen die zweistufige Variante Uber die
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Synthese des Flavonols VIII mit der AUWERS-Synthese und die ALGAR-FLYNN-OYAMADA-
(AFO)-Reaktion mit anschlieBender Methylierung (Schema 10).[284!

ALLAN-ROBINSON-Kondensation:

0 o o
o PhCOONa
~ o+ o - .
OH
I [

BAKER-VENKATARAMAN -Synthese:

o)
o RN o o o
o PhCOCI/Pyridin Base +H
S T S O
)
OH O}\@

OH
[ v v m

AUWERS-Synthese:

vi Vil

ALGAR-FLYNN-OYAMADA -Reaktion:

o}
NaOH/H,0,
L0
OH

IX Vil n

Methylierung

——

Schema 10: Mdglichkeiten zur Darstellung des 3-Methoxyflavon-Grundgerists Il Gber die
ALLAN-ROBINSON-Kondensation und die BAKER-VENKATARAMAN-Synthese, sowie Uber die
AUWERS-Synthese und die AFO-Reaktion zur Darstellung des Flavonols VIII mit anschlieRender
Methylierung. Adaptiert nach KSHATRIYA et al.[284

Bei der ALLAN-ROBINSON-Kondensation kdénnen 2‘-Hydroxyacetophenonel mit
aromatischen Carbonsaureanhydrid Il in Gegenwart des Alkalisalzes der entsprechenden
Carbonsaure zum Flavon beziehungsweise 3-Methoxyflavon lll umgesetzt werden. Alternativ
konnen bei dieser Methode auch andere reaktive Carbonsdurederivate wie
Carbonsaurechloride und als Base Pyridin oder Triethylamin verwendet werden. 2852861

Bei der zweistufigen BAKER-VENKATARAMAN-Synthese kdnnen a-Acyloxyketone IV Gber
eine basenvermittelten Migration der aromatischen Acylgruppe vom Sauerstoff auf den
sp3-Kohlenstoff, der BAKER-VENKATARAMAN-Umlagerung, zu B-Diketonen V reagieren.!2
Im nachsten Schritt kann das B-Diketon V in Gegenwart einer BRONSTED- oder LEWIS-Saure
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zum Flavon Il umgesetzt werden. Diese Methode zur Darstellung von Flavonen ist jedoch in
Bezug auf die mdglichen Edukte limitiert. Substrate die in para-Position zum Acetylrest Gber
einen Substituenten mit einem positiven mesomeren Effekt verfligen, werden aufgrund der
mesomeren Stabilisierung la-b in Bezug auf die Enolat-Bildung deaktiviert. In der Folge ist die

Reaktion zum B-Diketon mafRgeblich erschwert (Schema 11).1287]

~, ~ O ~,
B e 2
-~ = — %
~o OH \om ~o oH
®
la Ib I

Schema 11: Substituenten mit einem positiven mesomeren Effekt in para-Position deaktivieren die
Enolat-Bildung des Ketons und kdnnen nicht als Substrate in einer

BAKER-VENKATARAMAN-Umlagerung zum [(-Diketon umgesetzt werden. Adaptiert nach
SNAPE et al.[?87]

Die AUWERS-Synthese ermdglicht die Darstellung von Flavonolen ausgehend von
Auronen VI, welche Uber eine Basen- oder Saure-vermittelten CLAISEN-SCHMIDT-
Kondensation des entsprechenden 3-Coumaranon mit einem Aldehyd hergestellt werden
kénnen. Im ersten Schritt wird das Auron VI mit elementarem Brom bromiert und darauffolgend
das generierte 1,2-Dibrom-Addukt VII in alkoholischer Kaliumhydroxid-Losung erhitzt. Bei der
ablaufenden Reaktionskaskade findet zunachst die Ring6ffnung durch Dehydrohalogenierung
und dann die ringerweiternde intramolekulare Substitution zum Flavonol VIII statt.[284
Nachteilig bei der AUWERS-Synthese sind die Einflisse der Substituenten beim eingesetzten
3-Coumaranon, ortho- und para-Substituenten beginstigen die Bildung des Flavonols und
meta-Substituenten sind hinderlich.!?®!

Mit der AFO-Reaktion kénnen 2'-Hydroxychalkone IX mit Wasserstoffperoxid in einer

alkalischen Alkohol-Lésung zu Flavonolen VIII umgesetzt werden.

Der Reaktionsmechanismus der AFO-Reaktion wird in diversen Publikationen kontrovers
diskutiert und konnte bis heute nicht vollstindig aufgeklart werden. Fir die AFO-Reaktion
werden zwei Reaktionsmechanismen vorgeschlagen (Schema 12). GemaR der ersten
Hypothese wird das 2'-Hydroxychalkon | unter den alkalischen Reaktionsbedingungen
deprotoniert und reagiert mit dem Hydroperoxid-Anion zum Epoxid IV. Im Anschluss erfolgt die
intramolekulare Cyclisierung durch den nukleophilen Angriff des Phenolats am Epoxid. Der
Angriff am a-Kohlenstoff mit anschliefender Dehydratisierung fuhrt zum Auron VI und der
Angriff am B-Kohlenstoff zum Flavanonol VII, welches unter den Reaktionsbedingungen zum
Flavonol VIl oxidieren kann (Mechanismus 1). Basierend auf der Publikation von
FERREIRA et al. liegen die Anionen des 2'-Hydroxychalkons IX und des Flavanons X im
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Gleichgewicht vor.®° Das Flavanon-Anion X reagiert mit Wasserstoffperoxid in einer
elektrophilen Addition am C-3 Kohlenstoff zum Flavanonol XIl (Mechanismus 2).2°°! Bei der
AFO-Reaktion fuhrt die Prasenz eines Alkoxy-Substituten in Position 6 zu einer Verschiebung
der Produktzusammensetzung, so reagieren 6'-Alkoxy-2'-hydroxychalkone hauptsachlich zu
den entsprechenden Auronen und die Bildung der Flavonole kann nur noch in Spuren
nachgewiesen werden. Ohne die Anwesenheit eines Substituenten an Position 6 Uberwiegt
die Bildung des Flavonols.[?852%0-2%21 Djese Beobachtung kann mit dem stark ausgepragten
elektronenschiebenden mesomeren Effekt der Alkoxy-Substituenten, welcher die Basenstarke
des Anions IV erhéht, sowie durch die zunehmende sterische Hinderung erklart werden. Als
Resultat wird die fir die B-Cyclisierung erforderliche Konformation benachteiligt und die der

a-Cyclisierung bevorzugt eingenommen. 2

Machanismus 1:
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Machanismus 2:
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- .
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Xl
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Schema 12: Zwei mdgliche Reaktionsmechanismen der AFO-Reaktion. Adaptiert nach
SERDIUK et al.[2%
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4.1.2 Erster Versuch der Darstellung von Chlorflavonin (1)

Bei der retrosynthetischen Analyse von Chlorflavonin (1) stellt dessen Substitutionsmuster
eine besondere Herausforderung dar. Die Anzahl an Publikationen, in denen die Synthese von
vergleichbar substituierten Flavonoiden Il beschrieben werden, ist stark limitiert. Haufig
werden diese semisynthetisch mittels Methylierung von natirlichen Flavonoiden lll
dargestellt?®*-2%] oder durch die Oxidation von weniger substituierten Flavonoiden I mit
Dimethyldioxiran (DMDO) oder der ELBS-Persulfat-Oxidation zuganglich gemacht
(Schema 13).[297:2%]

DMDO
oder
H,S,04
p—

Methylierung

Methylierung

Schema 13: Darstellung von Flavonoiden Il mit einem vergleichbaren Substitutionsmuster wie
Chlorflavonin: (links) vollsynthetische Darstellung tber die Oxidation von Flavonoiden | mit DMDO oder
Peroxodischwefelsdure und anschlieRender Methylierung; (rechts) semisynthetische Darstellung Gber

die Methylierung von natirlichen Flavonoiden 11112932971

Bei der ELBS-Persulfat-Oxidation handelt es sich um die nucleophile Substitution eines
Peroxid-Sauerstoffs des zweiwertigen Peroxodisulfat-Anions durch ein Phenolat oder dessen
Tautomer. Als Reaktionsprodukt wird ein aromatisches Sulfat erhalten, welches im sauren zu
dem entsprechenden Diphenol hydrolysiert werden kann. Die Oxidation findet bevorzugt in der
para-Position statt und nur im geringen Umfang in der ortho-Position, zusatzlich kann auch
das zweifach oxidierte Trihydroxyphenol als Produkt erhalten werden. Im Aligemeinen sind die
publizierten Ausbeuten der ELBS-Persulfat-Oxidation gering bis moderat und beschranken

sich hauptsachlich auf einfache, gut zugangliche Substrate.[28%2%

Bei der ersten retrosynthetischen Analyse von Chlorflavonin (1) wurde in Betracht gezogen,
ob sich die ELBS-Persulfat-Oxidation, ein Schllsselschritt im Syntheseweg von
BOGNAR et al., vermeiden lieRe. Mit dem Einsatz des bereits vollstandig substituierten
2‘-Hydroxyacetophenons Il als Substrat bei der ALLAN-ROBINSON-Kondensation kénnte
sowohl die ELBS-Persulfat-Oxidation als auch die anschlielende notwendige selektive
Methylierung des para-Diphenols umgangen werden. Jedoch ware flir einen regioselektiven
Ringschluss bei ALLAN-ROBINSON-Kondensation die Einflihrung einer Schutzgruppe an die
phenolische 6‘-Hydroxygruppe notwendig. Hierfir kdnnte die gleiche Schutzgruppe (SG) wie
fur die phenolische Hydroxygruppe des B-Rings eingesetzt werden, sodass es moglich ware

beide in einem Syntheseschritt zu entfernen. Auch der Einsatz einer anderen Schutzgruppe
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wurde sich anbieten, um im nachfolgenden Verlauf der Darstellung von Chlorflavonin-Analoga
sich die Moglichkeit der orthogonalen Abspaltung der Schutzgruppen offen zu halten. Aufgrund
der vielseitigen Einfuhrungsmdglichkeiten, ausgepragten chemischen Stabilitdt gegenlber
den Reaktionsbedingungen der geplanten  Syntheseschritte und  zahlreichen
Abspaltungsmdglichkeiten wurden zunachst die Benzyl- und Methylether-Schutzgruppe
ausgewahlt.t% |m Weiteren kénnte die Synthesestrategie von BOGNAR et al. durch den
Einsatz von Carbonsaurechloriden lll als Substrate und Pyridin als Base in der ALLAN-
ROBINSON-Kondensation, anstelle von aromatischen Carbonsaureanhydriden und dem

Alkalisalz der Carbonséure in Hinsicht auf die Atomékonomie verbessert werden (Schema 14).

0sGO

o
O\
+
o OH
ALLAN-ROBINSON- ) SGO
-

Kondensation Cl
nm

1 I 1}

Chlorflavonin
partielle Substitution
Demethylierung
FRIEDEL-CRAFTS-
Acylierung

Schema 14: Erste retrosynthetische Analyse von Chlorflavonin (1).

Nach intensiver Literaturrecherche wurde als Schutzgruppe fir die phenolische
Hydroxygruppe des A-Rings die Methylether-Funktionalitat ausgewahlt. Diese lasst sich bei
milden Reaktionsbedingungen mit zahlreichen Methylierungsreagenzien einfihren und ist
gegenuber einer Vielzahl von Reagenzien und Reaktionskonditionen inert. Aufgrund der ortho-
Stellung zum koordinierenden Carbonylsauerstoffs des Chromon-Grundgeriists, sollte die
selektive partielle Entfernung der Methylether-Schutzgruppe mit LEWIS-Sauren mdglich
sein.B% Die selektive Demethylierung von 3,5-Dimethoxyflavon-Derivaten | wurde in
Publikationen von HORIE et al. untersucht. Gemaly dieser Publikationen ist es mit
Aluminiumbromid in Acetonitril bei Raumtemperatur moglich selektiv 5-Hydroxyflavone IVa in

exzellenten Ausbeuten zu erhalten. Bei der Verwendung von Aluminiumchlorid als
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Demethylierungsreagenz werden deutlich l&dngere Reaktionszeiten und Siedetemperatur
bendtigt und daher ein Gemisch bestehend aus dem 5-Hydroxyflavon IVa (86 %) und
3-Hydroxyflavon IVb (14 %) erhalten (Schema 15).301:302]

X3AI AIX3

A|><3
T MecN
X = Cl, Br

b

‘ -HsCX ‘ -HsCX

X2AI A|X2
llla lilb
Hydrolyse\ Hydrolyse\

OH O S o
o OH
\ \
~o 0" DAr o 0" Ar
/O /O
IVa Vb

Schema 15: Mdgliche Reaktionsmechanismen zur partiellen Demethylierung von 3,5-Dimethoxyflavon-
Derivaten | mit Aluminiumchlorid oder Aluminiumbromid. Adaptiert nach HORIE et al.?%]

In dieser geplanten Synthesestrategie stellt die selektive partielle Demethylierung des
2‘-Methoxyacetophenon 14 den  Schlusselschritt dar. Mit dem Zugang zum
2’-Hydroxyacetophenon 15 kdnnte tber die nachfolgende ALLAN-ROBINSON-Kondensation
sowie abschlielender Spaltung des Methylethers in 5-Position die effiziente und flexible
Darstellung von Chlorflavonin und dessen Analoga zur Evaluation der Struktur-Aktivitats-

Beziehungen erméglicht werden (Schema 16).

partielle selektive ALLAN-ROBINSON
O\ Demethylierung O Kondensation
~o
o o~ ~o OH

_0O

14 15 16

Schema 16: Die  Schlusselschritte  der  selektiven  partiellen  Demethylierung  des
2'-Methoxyacetophenon 14 und ALLAN-ROBINSON Kondensation von 15 beim ersten Versuch der

Darstellung von Chlorflavonin.
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Die selektive partielle Demethylierung des Tetramethoxyacetophenons 17 wurde in
verschiedenen Publikationen beschrieben und kann im Multigramm-Malistab sowohl mit
Bromwasserstoff in Essigsdure als auch mit Aluminiumchlorid in Acetonitril durchgefihrt

werden (Schema 17).1303:3041

~ " ~
o O 1) 3.10 Aq. AICl3; MeCN, 70 °C o O
83 %
~o o~ 2)6 % Hgg u)/AcOH, RT ~o OH
(]
/O /O
17 18

Schema 17: Selektive partielle Demethylierung des Tetramethoxyacetophenons 17 nach
TSUKAYAMA et al. und GARDNER et a.[303.304]

In Folge von elektrostatischer und sterischer AbstoRung durch benachbarte Substituenten in
3'-Position wird die Demethylierung der 2'-Methoxy-Gruppe deutlich beschleunigt. Dadurch
kann die selektive partielle Demethylierung von 2‘6'-Dimethoxyacetophenonen erreicht

werden (Schema 18).53%!

o o o
0 AlXg & N0 Z
_— o R —— 1 B ——
o 0 X=CLBr g o AXs 7 oAy -HiOX
F " or | © oAl
17

X0 Hydrolyse

Schema 18: Mdglicher Reaktionsmechanismus zur selektiven partiellen Demethylierung des
Tetramethoxyacetophenons 17 mit  Aluminiumchlorid oder Aluminiumbromid. Adaptiert nach
KAWAMURA et al.B%

In den vergangenen Jahrzehnten wurden zahlreiche Publikationen zur selektiven
Demethylierung von Arylmethylethern verdffentlicht. Deren Spaltung kann mittels
nukleophilen, BRONSTED- und LEWIS-Saure basierten Methoden erreicht werden. Die
Spaltung von Arylmethylethern mit BRONSTED-Sauren erfordern zumeist drastische
Reaktionsbedingungen, welche in der Folge zur geringen Toleranz gegentber verschiedenen

funktionellen Gruppen und niedrigen Ausbeuten flihren konnen. 200-3061

Daher werden haufig die gangigen Bor- und Aluminiumhalogenide als LEWIS-Sauren

eingesetzt. Dabei bestimmt die LEWIS-Aciditadt des Bor- bzw. Aluminium-Zentrums und die
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Nukleophilie der Liganden die Reaktivitat des Demethylierungsreagenz.?%”! Zudem kann durch
die Anwesenheit von benachbarten koordinierenden funktionellen Gruppen eine Selektivitat
bei der Demethylierung erreicht werden. Bei dieser erfolgt zumeist die Spaltung des

Arylmethylether in ortho-Stellung.

Ausgehend vom kommerziell erhaltlichen Antiarol (19) wurde die freie phenolische
Hydroxygruppe mit dem Alkylierungsreagenz lodmethan methyliert. Im Anschluss wurde das
erhaltende Tetramethoxybenzen 20 mit dem Elektrophil Methoxyacetylchlorid und der LEWIS-
Saure Aluminiumchlorid in einer FRIEDEL-CRAFTS-Acylierung zum

2'-Methoxyacetophenon 14 umgesetzt (Schema 19).

1.33 Aq. K,CO4 ) 1.30 Ag. Methoxyacetylchlorid 0" 0O
2.00 Aq. CH3I 2.00 Ag. AICl3 0
Acetcs))r:1 D/Reflux o o~ Et,0,-15°C - RT ~o o~
o 64 %
0 ° _0O
20 14

Antlarol

Schema 19: Darstellung des 2'-Methoxyacetophenon 14.

Die Versuche zur selektiven partiellen Demethylierung des 2‘-Methoxyacetophenon 14
wurden in kleinen Testansatzen von 30-50 mg mit den in zahlreichen Publikationen
beschriebenen Reagenzien zur Demethylierung erprobt. In regelmaRigen Zeitintervallen
wurde ein geringer Anteil des Reaktionsmediums entnommen, maogliche
Reaktionsintermediate durch die Zugabe von 6 m Salzsaure-Lésung hydrolysiert und die

organische Phase mittels HPLC untersucht (Tabelle 3).

Tabelle 3: Versuche zur selektiven partiellen Demethylierung der Verbindung 14.

o o o o
ONg Reaktionsbedingungen 0N
~o o~ siehe Tabelle ~0 OH
14 15
Reagenz Additiv Temp. | Zeit
Eintrag .. .. Lsm. Ergebnis
[Aq.] [Aq.] [°C] [h]
1 1.5BCls 1.3TBAI | CHCl2 | -30> 0 6 Zersetzung
2 2.5BCls 25TBAl | CHClz | -30> 0 7 Zersetzung
3 1.0 BBrs - CHCl2 | -25>RT | 3 Zersetzung
4 2 x 1.0 BBr3 - CH2Cl2 -30 4 Spuren
5 2.0 BBr3 - CH2Cl2 -25 2 Gemisch
6 2 x 2.0 BBr3 CH2Cl2 -78 1 Kein Umsatz
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7 3x 1.0 BBrs3 - CH2Cl> -78 7 Zersetzung
1.0 BBrs 0.1 TBAI | CH2Cl2 -78 1 Kein Umsatz
6.4 AICIs MeCN | 0-> 20 1 Kein Umsatz
10 8.0 AICI3 - MeCN 60 1 Kein Umsatz
11 4.4 AIBrs; - MeCN | 0-> 50 5 | Kein Umsatz - Gemisch
12 4.4 AlBrs; - MeCN 30 19 Gemisch
13 4.4 AlBrs; - MeCN 50 23 Gemisch
14 44 AIBrs | 0.1 TBAI | MeCN 50 23 Gemisch
15 3.0 LiCls - DMF 160" 1 Zersetzung
16 3.0 LiCls - DMF Reflux 24 Zersetzung
17 1.33 Mgl2 THF Reflux 3 Gemisch

" Im Mikrowellenreaktor bei einer Leistung von 150 W durchgefiihrt

Bei tiefen Temperaturen ist Bortrichlorid nicht reaktiv genug um isolierte Arylmethylether zu
spalten, benachbarte Funktionalititen mit koordinierenden  Eigenschaften  wie
Carbonylgruppen kénnen in Folge der Chelatisierung die Reaktivitat deutlich erhéhen. 307
BROOKS et al. beschrieben, dass die Kombination aus Bortrichlorid mit stéchiometrischen
Mengen an Tetrabutylammoniumiodid (TBAI) bei tiefen Temperaturen zu einer schnellen
quantitativen Demethylierung flhrt und Bortribromid iberlegen ist. Zudem werden zahlreiche
funktionelle Gruppen gegentiber dieser Reagenzienkombination als stabil beschrieben.
Jedoch kdénnen Substrate mit LEWIS-basischen funktionellen Gruppen die einzusetzende
Menge der Reagenzien erhchen.B%® Der Einsatz dieser Reaktionskombination flihrte zur
Zersetzung des Substrats (Eintrage 1 und 2). Im weiteren Verlauf wurde daher Bortribromid
als Demethylierungsreagenz erprobt. Beim Aufwarmen lassen des Reaktionsansatzes wurde
ab einer Temperatur von oberhalb 0 °C die Zersetzung des Edukts beobachtet (Eintrag 3).
Dahingegen konnten bei tieferen Temperaturen kaum bis wenig Umsatz beobachtet werden,
jedoch gelang es das gewinschte Produkt in Spuren fiir die spektroskopische Analyse zu
erhalten (Eintrdge 4-6). Der Einsatz eines Uberschusses an Bortribromid resultierte erneut in
der Zersetzung (Eintrag 7) und der Versuch die Reaktivitat des Reagenzes durch katalytische
Mengen an TBAI zu erhéhen misslangen (Eintrag 8). In Anlehnung an die Publikation von
HORIE etal. wurde die Demethylierung mit einem erheblichen Uberschuss an
Aluminiumchlorid bei Temperaturen zwischen 0 °C bis 60 °C erprobt, jedoch ohne, dass ein
Reaktionsumsatz beobachtet werden konnte (Eintrage 9 und 10). Beim Einsatz von
Aluminiumbromid wurde unter Eiskihlung kein Umsatz ermittelt werden (Eintrag 11). In
nachfolgenden Ansatzen konnte unabhangig von der Temperatur oder Zusatz von TBAI
ausschliellich ein kompliziertes Substanzgemisch erhalten werden (Eintrage 12-14).12%9

FANG et al. beschrieben die selektive partielle Demethylierung zahlreicher Arylmethylether mit
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Lithiumchlorid in N,N-Dimethylformamid (DMF) unter Mikrowellenbestrahlung.?%! Ebenfalls
wurde von BERNARD et al. die Demethylierung mit Lithiumchlorid in DMF bei konventioneller
Warmezufuhr beschrieben.B'® Jedoch konnte bei beiden Ansatzen die Zersetzung des

Substrates beobachtet werden (Eintrage 15 und 16).

Da alle Experimente zur selektiven partiellen Demethylierung entweder an mangelhafter
Selektivitdt oder geringen Reaktionsumsatzen gescheitert waren, wurde als alternative
Méglichkeit die Darstellung des symmetrischen 2,5-Dimethoxybenzen-1,3-diols (25) erwogen.
Ausgehend von Pyrogallol (21) erfolgte die Darstellung des 2,5-Dimethoxyresorcin 25 im
Mafstab von 270 mmol Uber vier Stufen in Anlehnung an die Literaturvorschriften von
TISDALE et al. und BAKER et al. (Schema 20).511:312]

3.48 Aq. BnCl 1) 2.00 Ag. 30%ige HNO,
3.06 Ag. K,CO3 2) 1.74 Aq. 30%ige HNO;
- >
HO OH Aceton, Reflux BnO OBn AcOH, 40 °C — RT
OH 89 % OBn 1%
21 22
Pyrogallol
~N ~N
0 1)10.0 Aq. Zn, 3.41 Aq. H,SO, 0 0
MeOH, Reflux Pd/C, H,
B — e
BnO OBn 2)4.04 Aq. CHgl, 4.96 Aq. KOH BnO 0Bn EtOH, RT HO OH
o Aceton, Reflux o 82 % o
41 % - -
23 24 25

Schema 20: Darstellung des 2,5-Dimethoxybenzen-1,3-diols (25) in  Anlehnung an die
Literaturvorschriften von TISDALE et al und BAKER et al.31312]

Im ersten Schritt wurden die freien phenolischen Hydroxygruppen des Pyrogallols (21) durch
die WILLIAMSON-Ethersynthese mit einem Uberschuss an Benzylchlorid und Kaliumcarbonat
als Base in Aceton geschitzt. Die anorganischen Komponenten des Reaktionsgemischs
wurden mittels Filtration entfernt, das Losungsmittelvolumen unter vermindertem Druck
reduziert und das dreifach Benzylether-geschitzte Benzen 22 konnte durch die Prazipitation
in n-Hexan erhalten werden. Im Anschluss erfolgte die Oxidation von 22 mit 30%iger
Salpetersaure-Losung in Eisessig zum 1,4-Benzochinon 21. Der lber Nacht ausgefallene
Niederschlag wurde mittels Filtration separiert und mehrfach mit n-Hexan gewaschen. Bei der
dunnschichtchromatographischen Analyse des Rohprodukts konnten zwei intensive Banden
beobachtet werden, welche dem 1,4-Benzochinon 23 und dem in der Literatur beschriebenen
Nebenprodukt 1,2,3-Tri(benzyloxy)-5-nitrobenzen zugeordnet werden konnten. Da im Filtrat
mittels DC-Kontrolle noch erhebliche Mengen des nicht umgesetzten Edukts nachgewiesen
werden konnte, wurde die Mutterlauge wie auch in der Literatur von BAKER et al. erneut durch

die Zugabe von 30%iger Salpetersaure-Losung oxidiert.*'? Nach der erneuten Filtration des
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Niederschlags wurden die Reaktionsprodukte mittels sdulenchromatographischen Trennung
an Kieselgel getrennt.

Die darauffolgende Reduktion des 1,4-Benzochinons 23 wurde gemal der Literaturvorschrift
von TISDALE et al. mit elementarem Zinkpulver in ethanolischer Schwefelsdurelésung
durchgefihrt. Nach der wassrigen Aufarbeitung wurde das Rohprodukt ohne weitere
Reinigungsschritte mit Methyliodid und Kaliumhydroxid als Base methyliert. Bei der
Reaktionskontrolle mittels DC konnten zwei Substanzen mit nahezu identischen
Retentionsfaktoren ~ beobachtet  werden, welche sich  durch  konventionelle
saulenchromatographischen Trennung an Kieselgel nicht separieren lieRen. Die Analyse des
"H-NMR-Spektrum der Mischfraktion ergab, dass es bei diesen Substanzen aus einem
Gemisch von 1,4-Ethoxy- und Methoxy Regioisomere 26a und 26b im ungefdhren Verhaltnis
von 1:1 handelte (Abbildung 8).

OBn

BnQO OBn
CH3(d)
386

‘CHZ (qd}| CH3 (td)
3.89 1.34

‘ ‘ - ‘ : : - ‘ - - ‘ : - - - - : : . ‘ -
76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 16 14 12
ppm

Abbildung 8: '"H-NMR-Spektrum (600 MHz, CDCIs) der erhaltenden Regioisomere 26a und 26b bei der
Reduktion des 1,4-Benzochinons 23 mit elementarem Zink in ethanolischer Schwefelsadurelésung und

anschlielender Methylierung der phenolischen Hydroxygruppen mit Methyliodid.

Die Entstehung des Nebenprodukts Il&sst sich durch die nucleophile Addition des
Lésungsmittels Ethanol an eine der beiden Carbonylgruppen des Substrats erklaren. Zunachst
kommt es unter den BRONSTED-sauren Reaktionsbedingungen zur Protonierung des
Carbonylsauerstoffs und dem anschlielenden nucleophilen Angriff des Ethanols am

Carbonylkohlenstoff. Das ausgebildete Hemiacetal wird durch die Redoxreaktion mit

65



Ergebnisse und Diskussion

elementarem Zink unter Austritt eines Wasser-Molekils zum 4-Ethoxyphenol reduziert
(Schema 21). Diese Reaktionsbedingungen finden in der Literatur auch Anwendung bei der
selektiven Darstellung von 4-Alkoxyphenolen aus 1,4-Benzochinonen und dem
entsprechenden Alkohol bei BRONSTED-saurer Katalyse.?"!

J OH
o 10.0 Ag. Zn o 4.04 Aq. CHyl
3.41 Ag. H,SO, 4.96 Aq. KOH
_ > + .
BnO OBn MeOH, Reflux BnO OBn Aceton, Reflux

0
0 BnO OBn (
OH
23 27a 27b
J &
o)
+
BnO OBn
BnO OBn (0]
o [
26a 26b
H. ® H. H
. S o | Ry,
+HO HO ® ~H®
- . - ﬂ - _—
BnO OBn BnO OBn BnO OBn BnO OBn
] o) (o] o]
23 - B
H
® ) ®J J
H-0 oJ o9 0 (o)
C Zn/H,S0,
JR—— B —_—
-H,0
BnO OBn BnO OBn BnO OBn BnO OBn
o o} o} | OH

27a

Schema 21: (Oben) Reduktion und Methylierung des 1,4-Benzochinons 23 nach der Arbeitsvorschrift
von BAKER etall'd  (Unten) Moglicher Reaktionsmechanismus zur Entstehung der
Ethoxyphenole 27a-b bei der Reduktion des 1,4-Benzochinons 23 mit elementarem Zink in

ethanolischer Schwefelsaurelésung.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Reduktion des 1,4-Benzochinons 23 mit
elementarem Zink in einer methanolischen Schwefelsdureldsung durchgefihrt. Die
darauffolgende Methylierung des Rohprodukts fiihrte mit einer Ausbeute von 41 % Uber zwei
Stufen zum 1,4-Dimethoxybenzen 24. Im Anschluss erfolgte die Palladium-katalysierte

Hydrogenolyse der beiden Benzylether-Schutzgruppen zum freien 2,5-Dimethoxyresorcin 25.

Analog zur Literaturvorschrift von WANG et al. wurde versucht die FRIEDEL-CRAFTS-
Acylierung des 2,5-Dimethoxyresorcin 25 mit Methoxyessigsaurechlorid (28) unter Einsatz
von zwei Aquivalenten Bortrifluoriddiethyletherat als LEWIS-S&ure durchzufithren.®' Bei der

anschlielenden Reaktionskontrolle mittels DC wurde eine komplexe Mixtur bestehend aus
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verschiedenen nicht identifizierbaren Substanzen beobachtet, sodass dieser Ansatz verworfen
wurde (Schema 22).

o S o
o) 2.00 Ag. BF3-Et,0 O\
Q- e ooy
HO OH cl CH,Cly, 0 °C —» RT HO OH
25 28 29

Schema 22: Versuche zur FRIEDEL-CRAFTS-Acylierung des 2,5-Dimethoxyresorcin 23 mit
Methoxyessigsaurechlorid (26) mit Bortrifluoriddiethyletherat als LEWIS-S&ure in Anlehnung an die

Literaturvorschrift von WANG et al.[314

Daher wurden in mehreren Testreaktionen verschiedene (Ubergangs)Metall-Chloride als
LEWIS-Sauren erprobt und der jeweilige Reaktionsumsatz nach 24 Stunden mittels
Hochleistungsflissigkeits-Chromatographie (HPLC) bestimmt (Tabelle 4). Zur Berechnung
des prozentualen Reaktionsumsatzes wurden die Integrale der Substanzsignale des HPLC-
Chromatogramms berechnet und die Flache unter der Kurve (A.U.C) des Edukts und des

Produkts in Relation zueinander gesetzt (Formel 1).

[A.U.C(Produkt)] (1 )
[A.U.C(Produkt)]+[A.U.C(Edukt)]

Reaktionsumsatz in % =

Basierend auf diesen Ergebnissen konnte festgestellt werden, dass mit zunehmender Aciditat
der LEWIS-Sauren der Reaktionsumsatz zunahm. Jedoch wurden bei allen
Reaktionsansatzen zahlreiche Nebenprodukte detektiert, welche nicht vollstdndig mittels
einfacher saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel entfernt werden konnten.
Potenzielle Nebenreaktionen kdénnten beispielsweise die Acylierung der phenolischen
Hydroxygruppen, die LEWIS-Saure-vermittelte Demethylierung der Methoxy-Substituenten

oder die zweifache Acylierung des elektronenreichen Aromaten sein.

Tabelle 4: Ergebnisse zur FRIEDEL-CRAFTS-Acylierung des 2,5-Dimethoxyresorcin 25 mit

Methoxyessigsaurechlorid (28) unter Einsatz verschiedener LEWIS-Sauren.

o o o
1) Reaktionsbedingungen ONg
HO OH CI)K/O\ Siehe Tabelle HO OH

25 28 29

LEWIS-Séure Temp. | Zeit Umsatz'
Eintrag .. Lsm. . Ergebnis

[Aq.] [°C] [h] [%]
1 2.0 FeCl3 CHzCl2 | 0 > RT | 24 | Nebenprodukte -
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2 2.0 AICI3 CHxCl2 | 0 > RT | 24 | Nebenprodukte 21
3 2.0 ZrCl4 CHxCl2 | 0 > RT | 24 | Nebenprodukte 33
4 2.0 TiCls CHxCl2 | 0 > RT | 24 | Nebenprodukte 85

' Reaktionsumsatz = [A.U.C(Produkt)]/{[A.U.C(Produkt)]+[A.U.C(Edukt)]}

Daher wurde als Alternative zur FRIEDEL-CRAFTS-Acylierung die zweistufige HOUBEN-
HOESCH-Acylierung ausgewahlt. Bei dieser elektrophilen aromatischen Substitution reagieren
elektronenreiche aromatische Systeme in der Gegenwart von BRONSTED- und LEWIS-Sauren
mit Nitrilen zu Iminen, welche nachfolgend BRONSTED-Saure-katalysiert zu den
entsprechenden aromatischen Ketonen hydrolysiert werden koénnen.?%! Analog zur
Literaturvorschrift von LOWE et al. wurde 2,5-Dimethoxyresorcin 25 mit Acetonitril 30 oder
2-Methoxyacetonitril (9) in Gegenwart von Zink(ll)-chlorid in mit trockenem Chlorwasserstoff
gesattigtem Diethylether zur Reaktion gebracht. Das ausgefallene Reaktionsprodukt wurde
mittels Vakuumfiltration separiert, in Wasser aufgenommen, mit konzentrierter Salzsaure-
Lésung versetzt und anschlieRend zum Ruckfluss erhitzt. Nach wassriger Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel konnten die aromatischen Ketone 29 und

31 in guten bis sehr guten Ausbeuten erhalten werden (Schema 23).

o 1) 2.00 Aq. ZnCl,, HClg o o

N Et,0,0°C
+ \\\R1
HO OH

25 30: R = CHj
9: R=CH,0OCH,

Schema 23: Darstellung der aromatischen Ketone 29 und 31 tber die zweistufige HOUBEN-HOESCH-

Acylierung in Anlehnung an die Literaturvorschrift von LOWE et al.[3'9]

2) konz. HCI, H,0, 90 °C
62-82 %

31:R = CHj
29: R = CH,OCH,4

basenvermittelte CLAISEN-SCHMIDT-Kondensation des

Hydroxyacetophenons 29 mit dem MOM-geschiitzen Aldehyd 32a erprobt (Tabelle 5).

Im Anschluss wurde die

Tabelle 5: Experimentelle Details zur versuchten Darstellung der Chalkone 33a-b.

S o o

S o OR?
R H Reaktionsbedingungen O = O Cl
+
1
HO OH R20 siehe Tabelle HO OHR
_o cl _0
31:R"=CH, 32a: R2 = MOM 33a: R" = OCHj; R* = MOM

29: R' = CH,OCHj,4 32b: R? = Allyl

Eintrag | Keton | Aldehyd | Base

1 29 32a NaOH

33b: R" = OCHg; R? = Allyl
33c: R' = H; R? = MOM

Temp. Zeit
[°C] [h]
EtOH RT 24

Lsm. Ergebnis

Zersetzung
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2 29 32a LDA THF -78 > RT 24 | Zersetzung
3 29 32a NaH THF RT 24 | Zersetzung
4 29 32b p-TsOH | EtOH | RT 2 Reflux | 24 | Kein Umsatz
5 31 32a NaOH | EtOH | 0> Reflux | 24 | Zersetzung

In Anlehnung an die Arbeitsvorschrift von ZHANG et al. wurden beide Substrate in Ethanol
gelost und tropfenweise mit einer wassrigen 5 m Natriumhydroxid-Losung versetzt.31!
Innerhalb von zwei Stunden schlug die Farbe der zuvor klaren hellgelben Lésung zu schwarz
um. Nach 24 Stunden wurde bei der Reaktionskontrolle mittels DC neben einigen schwach
ausgepragten Banden mit unterschiedlichen Retentionsfaktoren eine intensive Bande auf der
DC-Startlinie beobachtet (Tabelle 5, Eintrag 1). Diese Beobachtung kdénnte durch
Oxidationsprozesse in Folge der Deprotonierung der phenolischen Hydroxygruppen und der
Anwesenheit von Luftsauerstoff begriindet werden.B'® Um mégliche Oxidationsprozesse als
Nebenreaktionen zu unterdriicken wurden die folgenden Experimente unter Ausschluss von
Luftsauerstoff durchgefuhrt. Zudem wurden die starken Basen Lithiumdiisopropylamid und
Natriumhydrid im Uberschuss eingesetzt um eine irreversible Deprotonierung der O-H- und
C-H-aciden Funktionalitdten zu erreichen (Eintrage 2 und 3). Jedoch konnte bei den
Reaktionskontrollen weder ein signifikanter noch ein selektiver Umsatz beobachtet werden.
Alternativ zur basenvermittelten CLAISEN-SCHMIDT-Kondensation wird in der Literatur
ebenfalls die Moglichkeit der BRONSTED-Saure-katalysierten Variante beschrieben. Da die
MOM-Schutzgruppe des Aldehyds nicht stabil gegenliiber BRONSTED-Sauren ist, wurde der
Allylether-geschiitzte Aldehyd 32b bei der Reaktion eingesetzt. In Anlehnung an die
Literaturvorschrift von GALL et al. wurde die Darstellung des Chalkons 33b mit katalytischen
Mengen para-Toluolsulfonsdure in Ethanol durchgefiihrt.B'! Nach 16 Stunden bei
Raumtemperatur konnte bei der Reaktionskontrolle mittels DC kein Umsatz beobachtet
werden. Daher wurde der Ansatz sukzessive erwarmt und die Reaktion weiterhin mittels DC
Uberwacht. Nach weiteren acht Stunden konnten immer noch lediglich die Edukte detektiert
werden, weshalb der Ansatz verworfen wurde (Eintrag 4). In diversen Publikationen wird die
basenvermittelte Kondensation von w-Methoxyacetophenon mit Aldehyden zu den
entsprechenden Chalkonen beschrieben.B8-320 Jedoch ware es mdglich, dass der Methoxy-
Substituent des Acetophenons auf die basenvermittelte Enolatbildung im ersten Schritt des
Reaktionsmechanismus der CLAISEN-SCHMIDT-Kondensation einen nachteiligen Einfluss
austbt. Daher wurde versucht das Acetophenon 31 mit dem MOM-geschiitzten Aldehyd 32a
in ethanolischer Natriumhydroxid-Losung zur Reaktion zu bringen. Bei der darauffolgenden
Reaktionskontrolle konnte erneut ein komplexes Gemisch verschiedener Substanzen, welche

auf die Zersetzung der Substrate hinwies, beobachtet werden (Eintrag 5).
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Um die basenvermittelte CLAISEN-SCHMIDT-Kondensation zwischen den aromatischen
Ketonen 29 und 31 und den geschutzten Aldehyden 32a-b zu ermdbglichen, wurde in
Anlehnung an die Literaturvorschrift von LOWE et al. versucht die phenolische Hydroxygruppe
in 4-Position des 2,5-Dimethoxyresorcin 29 selektiv zu schitzen. LOWE et al. beschrieben die
selektive Einflhrung der basenstabilen Tetrahydropyranylether (THP)-Schutzgruppe durch die
BRONSTED-Saure-katalysierte Acetalisierung des 2,5-Dimethoxyresorcin 29 in 3,4-Dihydro-
2H-pyran (DHP) (Schema 24).B3%0:31% Bej der zwischenzeitlichen Reaktionskontrolle mittels DC
konnte eine komplexe Mixtur verschiedener nicht identifizierter Substanzen beobachtet
werden. Nach der wassrigen Aufarbeitung und anschlieRender sdulenchromatographischer
Reinigung an Kieselgel konnten zwei Hauptfraktionen erhalten werden, welche nur in geringen
Mengen das THP-geschitzte Acetophenon 34 beinhalteten und zudem stark mit DHP
kontaminiert waren. Aufgrund der sich abzeichnenden geringen Ausbeute bei dieser Reaktion

wurde auf die weitere Reinigung des Rohprodukts verzichtet und der Ansatz verworfen.

~

o O S0 o
(ONG 5.00 Mol% p-TsOH - H,0O Q O
HO OH DHP, 60 °C » RT (o) (o) OH
0
34

_O
29

Schema 24: Versuchte Darstellung des selektiv THP-geschiitzten Acetophenons 34 in Anlehnung an

die Literaturvorschrift von LOWE et al.l3'9

In Folge der misslungenen Versuche zur Darstellung der Chalkone 33a-c und der alternativen
selektiven Einfihrung einer Schutzgruppe des 2,5-Dimethoxyresorcin 29 wurden diese

Synthesestrategien verworfen.
4.1.3 Zweiter Versuch der Darstellung von Chlorflavonin (1)

Bei der zweiten retrosynthetischen Zerlegung von Chlorflavonin (1) wurde in die Analyse
einbezogen, dass aufgrund des Substitutionsmusters des A-Rings die direkte Darstellung des
3-Methoxyflavon-Grundgeriists nicht moglich sein wirde. Die Synthese des
2‘-Hydroxyacetophenons 15 flr die nachfolgende Umsetzung mit den entsprechenden
Carbonsaurederivaten in der ALLAN-ROBINSON-Kondensation oder der
BAKER-VENKATARAMAN-Synthese konnte, wie in Kapitel 4.1.2 beschrieben, nicht im
ausreichenden MalRstab realisiert werden. Dahingegen konnte die zweistufige Darstellung des
3-Methoxyflavon-Grundgerists Uber die Synthese des Flavonols mit Hilfe der AFO-Reaktion
oder der AUWERS-Synthese sowie dessen anschlieRender Methylierung wegen der
Anwesenheit der Methoxy-Substituenten in 5- und 7-Position von vornherein ausgeschlossen

werden (Kapitel 4.1.1).
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Alternativ kbnnen Flavonole ebenfalls tber die Oxidation des Kohlenstoffs in 3-Position von
Flavonen dargestellt werden.?'322l Dementsprechend basiert die zweite retrosynthetische
Zerlegung des Chlorflavonins (1) auf der Oxidation des Flavons Il zum Flavonoll mit
anschlielender Methylierung. AbschlieRend soll die von HORIE et al. publizierte selektive
Demethylierung des 5-Methoxy-Substituenten zur freien phenolischen Hydroxygruppe
durchgefiihrt werden.*® Im vergangenen Jahrzehnt wurde eine ganze Reihe von
Publikationen verdffentlicht in denen die Darstellung von Flavonen Uber die oxidative
Cyclisierung von 2‘-Hydroxychalkonen beschrieben wurde. Die in der Literatur eingesetzten
Substrate wiesen eine umfangreiche Bandbreite von diversen Substituenten und
verschiedenen Substitutionsmustern auf,®2-32"1 sodass es mdglich sein kbénnte das
Flavon-Grundgerust Il Gber die oxidative Cyclisierung des 2‘-Hydroxychalkons Ill herzustellen.
Gangige Reagenzien fir diese Reaktion sind Selendioxid,’®*?® Natriumselenit,®?% lodchlorid!®2¢!
oder Cer(IV)-sulfat Tetrahydrat.®*% Jedoch wurden mittlerweile nachhaltige elegante
Variationen dieser Methode verdffentlicht bei denen die Cyclisierung durch den Einsatz von
katalytischen Mengen molekularem lodsB3*"! oder Ammoniumiodids®*? in Dimethylsulfoxid
beschrieben wurde. Das 2'-Hydroxychalkon lll kdnnte Gber eine basenvermittelte CLAISEN-
SCHMIDT-Kondensation ausgehend vom literaturbekannten 2‘-Hydroxyacetophenon IV und

dem Benzylether-geschiitzten Aldehyd VI dargestellt werden kénnen (Schema 25).

—— —
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Methylierung, Oxidation
Entschitzung
1 1 I
Chlorflavonin
S o OBn ™ o
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; |O |O Cl
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oxidative CLAISEN-SCHMIDT
Cyclisierung 0 Kondensation 0
11l v \"/]
FRIEDEL-CRAFTS-Acylierung, Benzylether-
partielle Demethylierung Schiitzung
~
(0]
O OH
Cl
H
-
\") Vil

Schema 25: Zweite retrosynthetische Analyse von Chlorflavonin (1).
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Im ersten Schritt wurde das kommerziell erhaltliche Antiarol (19) in Anlehnung an die Vorschrift
von ASAKAWA et al. mit Aluminiumchlorid als LEWIS-Saure und Acetylchlorid als Elektrophil
in einer FRIEDEL-CRAFTS-Acylierung umgesetzt. Nach der wassrigen Aufarbeitung mit
anschlielender sdulenchromatographischer Trennung an Kieselgel konnten drei Fraktionen
isoliert werden. Das gewlnschte mono-acylierte Produkt 35 konnte mit 59 %, das di-acylierte
Nebenprodukt 36 mit 5 % und das Produkt der Veresterung der phenolischen Hydroxygruppe

37 mit 19 % Ausbeute isoliert werden (Schema 26).3%

o

OH OH O O OH O
) )ko
1.20 Aq. AICI,
+ +
~o o~ CH,Cl, -20 °C — RT ~o o~ ~o o~
’ ~N -
o o
0
37

Y 0 O
36

19 35
Antiarol 59 % 5% 19 %

Schema 26: FRIEDEL-CRAFTS-Acylierung von Antiarol (19) in Anlehnung an die Vorschrift von
ASAKAWA et al. mit den drei isolierten Reaktionsprodukten 35, 36 und 37.533%

Der O-Acetyl-Ester 37 wurde nach einer Vorschrift von KUMAR etal. in einer FRIES-
Umlagerung mit einem Uberschuss der LEWIS-S&ure Bortrifluoriddiethyletherat in Eisessig

zum mono-acyliertem Produkt 35 umgesetzt (Schema 27).

)k OH O
(o} )
3.50 Aq. BF5-Et,0
AcOH, 70 °C ~0 o~
o o~ 82 %

37 35

Schema 27: FRIES-Umlagerung des Acetyl-Esters 37 nach einer Vorschrift von KUMAR et al. zum

mono-acyliertem Produkt 35.1334

Die erhaltenen Produktfraktionen des mono-acylierten Antiarols 35 der FRIEDEL-CRAFTS-
Acylierung und FRIES-Umlagerung wurden vereinigt. In Anlehnung an die Vorschrift von RIZZI
wurde die phenolische Hydroxygruppe des mono-acylierten Antiarols 35 mit Dimethylsulfat
und Kaliumcarbonat in Aceton O-methyliert.3% Das erhaltende
2,3,4,6-Tetramethoxyacetophenon (17) wurde nach einer Vorschrift von TSUKAYAMA et al.
selektiv.  mit  Aluminiumtrichlorid in  Acetonitrii zum  partiell demethylierten
2'-Hydroxyacetophenon 18 umgesetzt.*®! Dieses wurde mit dem Benzylether-geschiitzten
3-Chlorsalicylaldehyd (5), welcher in quantitativer Ausbeute aus der Umsetzung von
3-Chlorsalicylaldehyd (4) mit Benzylbromid erhalten werden konnte, in einer basenvermittelten
CLAISEN-SCHMIDT-Kondensation in Ethanol bei Raumtemperatur zur Reaktion gebracht. Die

Reaktionskontrolle mittels DC ergab, dass nach 16 Stunden kein vollstandiger Umsatz erreicht
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werden konnte. Deshalb wurde der Reaktionsansatz auf 50 °C erwarmt und fur weitere
8 Stunden gerthrt. Nachdem beide Edukte vollstdndig umgesetzt worden waren, konnte das
Chalkon 38 nach der saulenchromatographischen Trennung an Kieselgel mit dem
Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester erhalten werden. Jedoch war das isolierte
Reaktionsprodukt geringflgig mit nicht identifizierbaren Verunreinigungen kontaminiert. Durch
die Zugabe von 0.1 % Triethylamin zum Laufmittelgemisch konnte die Trennleistung bei der
Saulenchromatographie signifikant verbessert werden. Das Chalkon 38 wurde nach einer
Vorschrift von NAYAK et al. mit katalytischen Mengen elementarem lods in Dimethylsulfoxid
zum Flavon 39 umgesetzt.?*! Bei dieser Reaktion handelt es sich um eine oxidative
Cyclodehydrierung. Zunachst findet die elektrophile Addition des molekularen lods an die
Doppelbindung des Enons | statt mit anschlieRender B-Eliminierung des di-lod-Addukts II,
welche durch Wasserspuren im Loésungsmittel beglnstigt wird, zu lll. Daraufhin folgt die
oxidative Cyclisierung zum 3-lodflavanon IV sowie dessen B-Eliminierung zum Flavon V.1332
Die wahrend der Reaktion abgespaltenen zwei Aquivalente lodwasserstoff werden mit dem

Co-Oxidationsmittel Dimethylsulfoxid zurlick zu elementaren lod oxidiert (Schema 28).13%!

elektophile
o) Addition lo) |
+ly B-Eliminierung
7 Ph ——m Ph ——mm——
i -HI
OH OH
| 1}
o oxidative [e) (0]
Cyclisierung | B-Eliminierung
-~ Ph —mM8Mm _ =
| -HI |
OH O~ 'Ph O~ 'Ph
L] v \"
Q
S OH

| HI

Schema 28: (Oben) Moglicher Reaktionsmechanismus der oxidativen Cyclodehydrierung eines
Chalkons | zum Flavon V mit elementarem lod in Dimethylsulfoxid. (Unten) Regeneration des
molekularen lods durch die Redoxreaktion von lodwasserstoff mit dem Co-Oxidationsmittel
Dimethylsulfoxid. Adaptiert nach KULKARNI et al. und MASESANE.[332.336]
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~N
OH O 3.00 Aq. (CH30),S0, o 0
3.00 Ag. K,CO3 1) 3.15 Ag. AICl3, MeCN, 70 °C
~o o~ Aceton, Reflux ~o o~ 2) 6% HCI, MeCN/H,0, 60 °C
o 97 % o 78 %
- -
35 17
o]
H
BnO
Cl
5
S 9 ™ o 0Bn
5.00 Ag. NaOH O = cl 0.10 Aq. I
—_— —_— N
~0 OH EtOH, 50 °C ~o OH DMSO, 140 °C
85 % 84 %
/O -~
18 38 39

Schema 29: Darstellung des Flavons 39.

Im Anschluss wurde versucht das Flavon 39 zum Flavonol 40 zu oxidieren (Tabelle 6).

Tabelle 6: Versuche zur Oxidation des Flavons 39 zum Flavonol 40.

Reaktionsbedingungen

siehe Tabelle

Oxidationsmittel | Temp. | Zeit | Ergebnis/

Eintrag Lsm. pH-Wert ..
[Ag.] [°C] [h] | Ausbeute
1 Aceton:CH2Cl: (6:5) 8-9 7.3 Oxon® 0-5 16 | Spuren DC
2 Aceton:CH2Cl: (6:5) 8-9 7.3 Oxon® 0-5 48 | Spuren DC
3 Aceton:CH2Cl: (6:5) 8-9 14.6 Oxon® 0-5 16 | Spuren DC
4 Aceton:CH2Cl: (6:5) 8-9 7.3 Oxon® RT 16 | Spuren DC
5 Aceton:CH2Cl2 (6:5) 7-8 7.3 Oxon® 0-5 16 | Spuren DC
7.3 Oxon®
6 Aceton:CH2Clz (6:5) 8-9 0-5 16 | Spuren DC
0.1 TBAHS
7.3 Oxon®
7 Aceton:CH2Clz (6:5) 8-9 0-5 16 | Spuren DC
0.1 TBAB
7.3 Oxon®
8 Aceton:CH2Cl: (6:5) 8-9 0-5 16 | Spuren DC
0.1 18-Krone-6
9 Aceton:CH2Clz (2:1) 8-9 7.3 Oxon® 0-5 16 14 %
4.98 TBHP
10 Toluol - 0>RT| 1 Kein Umsatz

3.78 Triton B®
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NGUYEN et al. verwendeten in der Publikation insitu generiertes DMDO 45 um
Polymethoxyflavone mit unterschiedlichen Substitutionsmustern zu den entsprechenden
Flavonolen zu oxidieren.®?  Hierfir ~wurde das Oxidationsmittel Oxon® 42
(Kaliummonopersulfat Tripelsalz) in einem Lésungsmittelgemisch aus Aceton 41 und
Dichlormethan sowie einem Natriumhydrogencarbonat-Natriumbicarbonat-Puffersystem bei
0 bis 5 °C geruhrt. Im wassrigen, leicht basischen Medium kommt es zunachst zur Anlagerung
des Monopersulfat-Anions an Aceton unter Ausbildung des Addukts 43, welches bereits ein
starkes Oxidationsmittel ist, gefolgt von dessen Dekomposition zu DMDO 45 und Sulfat
(Schema 30).1337:3%8]

© pH=75 o pH=75 S

o) o
e, o) HO._ _O. __S0,0 0 _0.2.580,0 o
HO. S o o >
PN S H0 N s so2 ©
a1 42 43 44 45
DMDO

Schema 30: Postulierter Reaktionsmechanismus der in situ Generation von DMDO 45 mit Aceton 41
und Oxon® 42 in einem Puffersystem mit dem pH-Wert von 7.5. Adaptiert nach MURRAY.1337]

Das in situ generierte DMDO wird in verschiedenen Publikationen als ausreichend reaktiv
beschrieben um Flavone 39 mit diversen Substituenten und Substitutionsmustern mit guten
bis sehr guten Ausbeuten in die entsprechenden Flavanon-Epoxide 46 oxidieren zu
konnen 1321:322339-3411 Dje Flavanon-Epoxide 46 kénnen nach der wassrigen Aufarbeitung und
Extraktion mit einem organischen Lésungsmittel durch die Zugabe von katalytischen Mengen
einer BRONSTED-Saure, zum Beispiel para-Toluolsulfonsdure, in einer Saure-induzierten

Umlagerung zu Flavonolen 40 reagieren (Schema 31).1%21.322

Schema 31: Versuchte Oxidation des Flavons 39 mit DMDO 45 zum Flavanon-Epoxid 46 und
anschlieBender BRONSTED-Saure-induzierter Umlagerung zum Flavonol 40. Adaptiert nach
ADAM et al. und NGUYEN et al.34?

Als essenziell fir den Erfolg dieser Reaktion wird die Einstellung und Kontrolle des pH-Werts
mit dem Natriumhydrogencarbonat-Natriumbicarbonat-Puffersystem beschrieben. Dieser
sollte gemaR der Studien von NGUYEN et al. und VONGDETH et al. innerhalb von 8 bis 9

liegen und regelmaRig nachjustiert werden.[321:322:339-341]
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Als erstes wurde versucht gemafR den Vorschriften von NGUYEN et al. und VONGDETH et al.
das Flavon 39 in einer zweistufigen ReaktionsfiUhrung zum Flavonol 40 zu oxidieren
(Tabelle 6).32:340 Hierfiir wurde das Flavon 39 in einem Lésungsmittelgemisch aus Aceton
und Dichlormethan (6:5) mit einem Uberschuss an Oxon® fiir 16 Stunden bei einer Temperatur
von konstant wunterhalb 5°C gerihrt. Wahrenddessen wurde der pH-Wert des
Reaktionsmediums in regelmaRigen Abstanden gemessen und durch die tropfenweise Zugabe
des Puffersystems konstant im Bereich von 8 bis 9 gehalten. Bei der Reaktionskontrolle mittels
DC konnte eine dominante Bande fur das Edukt und drei schwéachere Banden fur verschiedene
Substanzen beobachtet werden. Trotz des geringen Umsatzes wurde der Reaktionsansatz
aufgearbeitet und die Saure-induzierte Umlagerung mit katalytischen Mengen an
para-Toluolsulfonsdure durchgefiihrt. Bei der abschlieienden Reaktionskontrolle mittels DC
konnte erneut die dominante Bande des Edukts 38 sowie verschiedene schwach ausgepragte
Banden, deren Behandlung mit ethanolischer Eisen(lll)chlorid-Lésung in die fir (Poly)phenole,
Flavonole und Flavonoide charakteristische blaue bis grine Farbung resultierte, beobachtet
werden (Tabelle 6, Eintrag 1).4*!

Basierend auf dieser Beobachtung wurden weitere Testreaktionen in 50 mg Anséatzen
durchgefiihrt, bei denen zunachst die Reaktionsdauer von 16 Stunden auf 48 Stunden
verlangert, dann die Menge des Oxidationsmittel verdoppelt und die Reaktion bei
Raumtemperatur durchgefihrt wurde. Keine der veranderten Reaktionsparameter fiihrte zu

einer beobachtbaren Steigerung des Umsatzes (Tabelle 6, Eintrage 2-4).

Nach diesen Ergebnissen und der begrenzten Auswahl an Publikationen zur Oxidation von
Flavonen mit in situ generiertem DMDO wurden ebenfalls die Reaktionsdurchfiihrungen von
Oxidationsprozessen anderer Substratklassen in die Literaturrecherche mit einbezogen. In
einer Publikation von MURRAY wird beschrieben, dass bei allgemeinen Oxidationsreaktionen
mit in situ generiertem DMDO der Reaktionsumsatz bei pH-Werten Ulber 7.5 drastisch
abnimmt.®¥"1 Daher wurde versucht die Reaktion in einem pH-Wert Intervall von 7 bis 8
stattfinden zulassen, welches jedoch ebenfalls keine Auswirkung auf den beobachteten
Umsatz der Oxidation hatte (Tabelle 6, Eintrag 5).

Die geringen Umsatze bei den bisherigen Optimierungsversuchen koénnten auf
Vermischungsprobleme der Reaktanden als Folge des zweiphasigen Lésungsmittelgemischs
bestehen aus Dichlormethan und Aceton mit dem Natriumhydrogencarbonat-
Natriumbicarbonat-Puffersystem zurlickzufihren sein. Bei zahlreichen Oxidationsprozessen
mit anorganischen Oxidationsmitteln werden daher dem zweiphasigen Reaktionsmedium
Phasentransferkatalysatoren wie lipophile quartire Ammoniumsalze oder makrozyklische
Ether zugegeben. In weiteren Testreaktionen wurden daher die Zugabe von 10 Mol% der

gangigen Phasentransferkatalysatoren Tetrabutylammoniumbromid (TBAB),
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Tetrabutylammoniumhydrogensulfat (TBAHS) und 18-Krone-6 erprobt.***2#! Jedoch konnte
bei keiner dieser Testreaktionen eine Steigerung des Umsatzes beobachtet werden (Tabelle 6,
Eintréage 6-8).

Da der Einsatz von Phasentransferkatalysatoren keine erkennbare Steigerung des
Reaktionsumsatzes zur Folge hatte, wurde in einem neuen Experiment der Volumenanteil des
Acetons erhdht, um eine bessere Durchmischung von wassriger und organischer Phase zu
erreichen (Tabelle 6, Eintrag 9). Diesmal konnte bei der Reaktionskontrolle mittels DC eine
intensivere ausgepragte Bande flr das zu erwartende Produkt beobachtet werden, nach der
anschlielenden wassrigen Aufarbeitung und BRONSTED-Saure-induzierten Umlagerung
konnte das Flavonol 40 mit 14 % Ausbeute erhalten werden.

Eine weitere Moglichkeit wurde von SZAMOSVARI et al. beschrieben, welche die Oxidation
von Chromen-4-on-Derivaten zu 3-Hydroxychromen-4-onen mit wassriger
tert-Butylhydroperoxid (TBHP)-Lésung in Toluol mit dem Phasentransferkatalysator Triton B®
(Benzyltrimethylammoniumhydroxid) ~ durchfiihrten.®*!  Bei dem  Versuch diese
Reaktionsbedingungen auf die Problemstellung der Oxidation des Flavons 39 anzuwenden,

konnte kein Umsatz beobachtet werden (Tabelle 6, Eintrag 10).

Unter besonderen VorsichtsmalRnahmen kann DMDO auch als frisch destillierte,
Stammldsung in Aceton hergestellt werden.®*®! In dieser Form findet es Anwendung beim
effizienten und selektiven Sauerstofftransfer auf o- und m-Bindungen sowie freien
Elektronenpaaren.B*23471 |In  einer Arbeit von ADAM etal. wurden Flavone mit
elektronenziehenden Substituenten mit einer zuvor hergestellten DMDO-Stammldsung in
Aceton zu den entsprechenden Flavanon-Epoxiden oxidiert. Dabei betrugen die
Reaktionszeiten zwischen 23-72 Stunden und erforderten die kontinuierliche Zugabe von
zusatzlicher DMDO-Stammldsung.?*? Erst in spateren Publikationen wurde die Moglichkeit
beschrieben die in situ generierten Flavanon-Epoxide nach einer kurzen wassrigen
Aufarbeitung und Extraktion mit einem organischen Ldsungsmittel durch die Zugabe von
katalytischen Mengen einer BRONSTED-Saure, zumeist para-Toluolsulfonsdure, in einer

Séaure-induzierten Umlagerung zu Flavonolen umzusetzen.???

Aufgrund der riskanten Herstellungsweise einer DMDO-Stammlésung, der geringen
Lagerfahigkeit von nur sieben Tagen und der mdglichen Inkompatibilitdt mit verschiedenen
funktionellen Gruppen bei der spateren Darstellung von Chlorflavonin-Derivaten wurde die
Oxidation des Flavons 39 mit einer DMDO-Stammlésung als mogliche letzte Lésung in
Betracht gezogen.?*® Zudem konnte bereits bei der Umsetzung mit in situ generiertem DMDO
eine starke Zersetzung des Edukts beobachtet werden, weswegen dieser Ansatz erstmal nicht

weiter verfolgt wurde.
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Eine alternative Mdglichkeit Chromone sowie Flavone 2zu den entsprechenden
3-Hydroxychromone und 3-Hydroxyflavone 2zu oxidieren bietet die Verwendung von
hypervalenten  Organoiodverbindungen als  Oxidationsmittel. In  methanolischer
Kaliumhydroxid-Lésung kann das Flavon 39 in Gegenwart von Phenyliod(lll)diacetat (PIDA)
zum a-Hydroxy-B-methoxydimethylacetal 47 reagieren, welches durch BRONSTED-S&ure
Hydrolyse zu drei Aquivalenten Methanol und Flavonol 40 umgesetzt werden kann
(Schema 32). Nach einer Vorschrift von MORIARTY et al. wurde versucht das Flavon 39 mit
Phenyliod(lll)diacetat in methanolischer Kaliumhydroxid-Losung sowie anschlieBender
Hydrolyse mit konzentrierter Salzsdure-Losung zum Flavonol 40 zu oxidieren. Nach
16 Stunden konnte jedoch kein Umsatz bei der dinnschichtchromatographischen Analyse der

Reaktion beobachtet werden und der Ansatz wurde verworfen.

PhI(OAc), OH
KOH/MeOH O O/ konz. HCI
o o

47

Schema 32: Moglicher Reaktionsmechanismus der Oxidation des Flavons 39 mit hypervalenten
Organoiodverbindungen zum Acetal 47, gefolgt von dessen BRONSTED-Saure Hydrolyse zum
Flavonol 40. Adaptiert nach MORIARTY et al.l34%

Als weitere Mdglichkeit fir diese Synthesestrategie wurde gemafl der Publikation von
ADAMS et al. versucht den C-3 Kohlenstoff des Flavons 39 mit Lithiumdiisopropylamid (LDA)
zu deprotonieren und die insitu generierte  Organolithium-Verbindung  mit
Borsauretrimethylester abzufangen. Im Folgenden sequenziellen Eintopfverfahren sollte der
Boronsauremethylester 48 mit einer BRONSTED-Saure hydrolysiert und die freie Boronsaure
mit Wasserstoffperoxid zum Flavonol 40 oxidiert werden (Schema 33).%°°! Bei diesem
Verfahren konnte weder eine selektive noch signifikante Umsetzung des Edukts beobachtet
werden. Bei der Reaktionskontrolle mittels DC wurde eine intensive Bande fir das Edukt und
verschiedene schwach ausgepragte Banden fir nicht weiter identifizierbare
Reaktionsprodukte ermittelt. Daher wurde diese Synthesestrategie zur Darstellung von

Chlorflavonin verworfen.
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1) LDA
2) B(OCH3)3
—_— N

THF, -78 °C

48 40

Schema 33: Versuch zur Oxidation des Flavons 39 Uber die Generierung des Boronsaureesters 48 mit

anschlieRender Hydrolyse und Oxidation zum Flavonol 40 nach einer Vorschrift von ADAMS et al.3%0!

Aufgrund der nicht zufriedenstellenden Ausbeute des Flavonols 40 von 14 % wurde diese
Synthesestrategie nicht weiterverfolgt und die dargestellten Zwischenstufen fir die in

Kapitel 4.1.8 beschriebene Entwicklung des Pharmakophormodells eingesetzt.
4.1.4 Methode zur Darstellung von Chlorflavonin (1)

Bei den zwei zuvor versuchten Synthesewegen stellte der effektive Zugang zum
3-Methoxyflavon-Grundgertists | ein nicht im ausreichenden Mal} geléstes Problem dar.
Dessen Synthese kénnte ausgehend vom 2‘-Hydroxychalkon Il Gber die AFO-Reaktion sowie

der anschlieRenden Methylierung des Flavonols Il erméglicht werden.

Bei der AFO-Reaktion fihrt die Anwesenheit eines Substituenten mit einem positiven
mesomeren Effekt in 6-Position primar zur Ausbildung des entsprechenden Aurons
(Kapitel 4.1.1). Daher ist es notwendig, die phenolische Hydroxygruppe des A-Rings nach der
Durchfiihrung der AFO-Reaktion einzufiihren. Hierfir bietet sich neben der
ELBS-Persulfat-Oxidation, deren begrenzte Anwendbarkeit in Kapitel 4.1.1 beschrieben
wurde, auch die moderne Méglichkeit der Ubergangsmetall-katalysierten ortho-C(sp?)-H-

Hydroxylierung an (Schema 34).
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Schema 34: Dritte retrosynthetische Analyse von Chlorflavonin (1).

Cl

Im ersten Schritt dieser Synthesesequenz wurde 3-Chlorsalicylaldehyd (4) mit Allylbromid und
Kaliumcarbonat als Base mit einer exzellenten Ausbeute von 95 % geschutzt. Anschlie3end
wurde der Allylether-geschiitzte Aldehyd 32b mit dem kommerziell erhaltlichen
2‘-Hydroxyacetophenon 49 in ethanolischer Kaliumhydroxid-Lésung bei Raumtemperatur zum
Chalkon 50 umgesetzt. Mit fortschreitender Reaktionsdauer fiel das Chalkon 50 als gelber
amorpher Feststoff aus. Da jedoch nach 16 Stunden noch beide Edukte als intensive Banden
auf der DC-Platte nachgewiesen werden konnten, wurde der Ansatz auf 50 °C erwarmt und
fir weitere 8 Stunden geriihrt. Nach dem Erreichen des vollstandigen Umsatzes wurde die
Reaktionslésung mit einem Eisbad auf 0 °C abgekuhlt und vorsichtig eine 30%ige wassrige
Wasserstoffperoxid-Lésung hinzugetropft. Innerhalb von wenigen Sekunden schlug die Farbe
der Reaktionsldésung von gelb nach braun um und verklumpte so stark, dass ein weiteres
Ruhren nicht mehr moéglich war. Daher wurde die Suspension mit eiskaltem Ethanol verdiinnt
und die restliche Wasserstoffperoxid-Losung hinzugetropft. Nach der wassrigen Aufarbeitung
und der saulenchromatographischen Trennung an Kieselgel konnte das Flavonol 51 mit einer

Ausbeute von 43 % erhalten werden (Schema 35).
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Schema 35: Darstellung des Flavonols 51 Uber die basenvermittelte CLAISEN-SCHMIDT-

Kondensation und anschlieRender AFO-Reaktion im sequenziellen Eintopf-Verfahren.

Im Anschluss wurde die freie Hydroxygruppe des Flavonols 51 mit Methyliodid in
Gegenwart von Kaliumcarbonat als Base methyliert. Das 3-Methoxyflavon 52 konnte
nach der wassrigen Aufarbeitung und Umkristallisation aus Ethanol mit einer Ausbeute

von 74 % erhalten werden (Schema 36).

2.50 Aq. CHgl
3.00 Aq. K,CO3
T
DMF, 50 °C
74 %

Schema 36: Methylierung des Flavonols 51 fiir die Darstellung des 3-Methoxyflavons 52.

Die im Anschluss geplante ortho-C(sp?)-H-Hydroxylierung des 3-Methoxyflavons 52 wurde
nach einer Literaturvorschrift von SHAN et al. mit Palladiumacetat als Katalysator und dem
terminalen Oxidationsmittel Selectfluor® (1-Chlormethyl-4-fluor-1,4-diazonia
bicyclo[2.2.2]octanebis(tetrafluorborat)) in einem Lésungsmittelgemisch aus
Trifluoressigsaure und Trifluoressigsaureanhydrid (9:1 v/v) durchgefiihrt.2%" Nach 16 Stunden
konnten bei der Reaktionskontrolle mittels DC mehrere Banden beobachtet werden, welche
bei der Behandlung mit ethanolischer Eisen(lll)chlorid-Losung die fir (Poly)phenole
charakteristische blaue bis griine Farbung eingingen. Obwohl noch eine intensive Bande fiir
das geschutzte Edukt 52 beobachtet werden konnte, wurde beschlossen die Reaktion zu
beenden und die Produkte zu identifizieren. Der Katalysator wurde (iber Celite® abfiltriert, das
Lésungsmittelvolumen unter vermindertem Druck reduziert und die Reste an
Trifluoressigsaure durch dreimaliges co-evaporieren mit Toluol entfernt. Das getrocknete
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel getrennt und es gelang drei

saubere Fraktionen sowie eine Mischfraktion zu erhalten. Deren Analyse mittels
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"H-NMR-Spektroskopie ergab, dass es sich dabei um Chlorflavonin (1) (6 %), das Allylether-
entschutzte 3-Methoxyflavon 53 (37 %) und dem Edukt 52 (14 %) handelte. Die Analyse der
Mischfraktion mittels ESI-MS-Spektrometrie konnten zwei Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse
von m/z=515.1 und 537.0 detektiert werden, welche den H*- und Na’-Kationen des
Allylether-geschuitzten Chlorflavonin-Trifluoracetats 54 zugeordnet werden konnten.

Daher sollte bei nachfolgenden Reaktionsoptimierungen die Aufarbeitung des
Rohprodukts verandert werden, um eine quantitative Hydrolyse des Chlorflavonin-
Trifluoracetats 54 und der damit einhergehenden Verbesserung der Reaktionsausbeute

zu gewahrleisten (Schema 37).

5.00 mol% Pd(OAc),
2.00 Aq. Selectfluor®

TFA/TFAA (9:1), 80 °C

1 52
6 % 14 % 37 % Nachgewiesen per MS

Schema 37: Versuch der Palladium-katalysierten ortho-C(sp?)-H-Hydroxylierung des

3-Methoxyflavons 52 in Anlehnung an eine Literaturvorschrift von SHAN et al.[35]

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde in Betracht gezogen, dass der Wechsel der
Schutzgruppe hin  zu einer BRONSTED-Saure labilen Funktionalitdt bei den
Reaktionsbedingungen der ortho-C(sp?)-H-Hydroxylierung zu einer quantitativen
Entschitzung fihren koénnte. Somit kénnte der Aufarbeitung der Trennungsprozess
vereinfacht und die Ausbeute gesteigert werden. Daher wurde der Wechsel zur
Methoxymethylether (MOM)-Schutzgruppe anvisiert. Diese wird sowohl unter den basischen
Reaktionsbedingungen als auch in Gegenwart von Wasserstoffperoxid als stabil beschrieben
und sollte sich leicht im sauren Medium der geplanten ortho-C(sp?)-H-Hydroxylierung

entfernen lassen.3%

Der MOM-geschiitzte Aldehyd 32a wurde nach einer Literaturvorschrift von OHNO et al.
ausgehend von 3-Chlorsalicylaldehyd (4) und zwei Aquivalenten Methoxymethylchlorid mit

Diisopropylethylamin (DIPEA) als Base in exzellenter Ausbeute erhalten.®2 Da es sich bei
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Methoxymethylchlorid um ein teures Reagenz handelt, wurden in nachfolgenden Ansatzen
dessen Uberschuss von 2.0 auf 1.2 Aquivalente reduziert, welches zu keiner nennenswerten

Verminderung der Ausbeute (97 %) zur Folge hatte (Schema 38).

2.00 Aq. MOMCI, 2.00 Aq. EtN(Pr),

o} CHaCly, 0 °C — RT o
0,
" 99 % y
HO 1.20 Aq. MOMCI, 1.50 Aq. EtN(Pr), ~o"o
cl CHaCly, 0 °C — RT cl
4 97 % 32a

Schema 38. Darstellung des MOM-geschiitzten Aldehyds 32a nach einer Literaturvorschrift von
OHNO et al.3%2

Der MOM-geschitzte Aldehyd 32a wurde mit 2‘-Hydroxyacetophenon 49 (ber die
basenvermittelte CLAISEN-SCHMIDT-Kondensation und anschlieRender AFO-Reaktion im

sequenziellen Eintopf-Verfahren zum Flavonol 55 umgesetzt (Schema 39).

Q 1) 5.00 Ag. NaOH, 50 °C
H 2) 2.25 Aq. H,0,, 0°C —> RT
+
~0 OH 0 EtOH

J Cl 42 %

49 32a

Schema 39: Darstellung des Flavonols 55 Uber die basenvermittelte CLAISEN-SCHMIDT-

Kondensation und anschlieRender AFO-Reaktion im sequenziellen Eintopf-Verfahren.

Im Anschluss wurde, wie zuvor beim Allylether-geschiitzten Flavonol 51, die Methylierung des
MOM-geschlitzten Flavonols 55 unter den Standardreaktionsbedingungen mit einem
Uberschuss an Methyliodid und Kaliumcarbonat in DMF bei 50 °C durchgefiihrt (Schema 40).

3.00 Aq. Mel
2.50 Aq. K,CO3

DMF, 50 °C

Schema 40: Versuch der Methylierung des MOM-geschiitzten Flavonols 55 zum 3-Methoxyflavonol 56.

Die hellgelbe Lésung des Flavonols 55 in DMF farbte sich durch die Zugabe der Base intensiv
rot. Im Anschluss erfolgte die Zugabe des Methylierungsreagenz und die intensiv rote
Reaktionslésung entfarbte sich innerhalb von einer Stunde. Bei der Uberwachung des
Reaktionsumsatzes mittels DC konnte die Entstehung einer dominanten und einer schwach

ausgepragten Bande mit sehr &ahnlichen Retentionsfaktoren von 0.23 sowie 0.25
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(n-Hexan/EtOAc 3:2) beobachtet werden. Nach wassriger Aufarbeitung wurde der Versuch
unternommen die eng beieinander laufenden Reaktionsprodukte mittels
Saulenchromatographie an Kieselgel zu trennen. Jedoch konnte keine signifikante
Trennleistung erzielt werden. Daher wurde fiir die Charakterisierung der Reaktionsprodukte
der Vor- und Nachlauf der Mischfraktion separat gesammelt und mittels
"H-NMR-Spektroskopie analysiert. Die Auswertung der 'H-NMR-Spektren wies daraufhin,
dass es sich bei dem Hauptprodukt um das MOM-geschutzte 3-Methoxyflavon 56 und bei dem
Nebenprodukt um das zweifach methylierte 3-Methoxyflavon 87 handelt. Bei dem
Nebenprodukt 57 war das charakteristische Singulett der Methylengruppe des MOM-Ethers
bei einer chemischen Verschiebung von 5.01 ppm nicht mehr zu beobachten und dahingegen
ein Singulett mit der der Intensitat von drei Protonen bei & = 3.81 ppm zu identifizieren
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: (Oben) 'H-NMR-Spektrum (300 MHz, DMSO) des Nebenprodukts 57; (Mitte) 'H-NMR-
Spektrum (300 MHz, DMSO) des MOM-geschiitzten 3-Methoxyflavons 56; (Unten) "H-NMR-Spektrum
(300 MHz, DMSO) des Rohprodukts der Methylierung des Flavonols 55.

Aufgrund der sehr dhnlichen Retentionsfaktoren der beiden Verbindungen 56 und 57 war es
nicht mdoglich diese mittels konventioneller Saulenchromatographie an Kieselgel zu
separieren. Um dieses Problem bei der zukiinftigen Darstellung von Chlorflavonin und dessen
Analoga zu vermeiden, wurden weitere Experimente zur modglichst vollstandigen und

selektiven Methylierung des MOM-geschitzten Flavonols 55 durchgefihrt (Tabelle 7).
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Tabelle 7. Versuche zur Methylierung des MOM-geschltzten Flavonols 55.

Reaktionsbedingungen

siehe Tabelle

Reagenz Base Temp. | Zeit

Eintrag .. .. Lsm. . Ergebnis
[Aq.] [Aq.] [°C] [h]

1 1.50 (CH30)2S0O2 | 1.50 K2COs | Aceton | RT > 50 | 16 Gemisch

2 1.10 CHsl 1.10 EtN(Pr)2 | CH2Clz | 0> RT | 24 | Kein Umsatz

3 2.50 CHsl 3.00 KoCO3 | Aceton | RT >50 | 8 Gemisch

4 1.50 CHsl 2.50 K2COs | Aceton | RT>50| 8 Gemisch

5 1.50 CHsl 2.25Cs2CO3 | DMF RT 1 Produkt

Nach einer Literaturvorschrift von MARIE et al. wurde versucht das Flavonol 55 mit einem
Uberschuss von 1.5 Aquivalenten Dimethylsulfat und Kaliumcarbonat in Aceton zu
methylieren.®®¥l Entgegen der Literaturvorschrift wurde die Reaktion zundchst bei
Raumtemperatur und nicht unter Erhitzen zum Riickfluss durchgefiihrt, welches jedoch einen
geringen Umsatz zur Folge hatte. Beim vorsichtigen Erwarmen des Reaktionsmediums wurde
sowohl die deutliche Zunahme des Umsatzes als auch die Entstehung des Nebenprodukts 57
beobachtet (Eintrag 1). Danach wurde eine Kombination bestehend aus Methyliodid und
Diisopropylethylamin in Dichlormethan erprobt, bei der jedoch gar kein Reaktionsumsatz
beobachtet werden konnte (Eintrag 2). Nach einer Literaturvorschrift von JUVALE et al. wurde
die Reagenzienkombination aus Methyliodid und Kaliumcarbonat in Aceton eingesetzt.3" Im
Vergleich zur Literaturvorschrift (7 Aquivalente) wurde die Menge an Methyliodid reduziert und
die der Base erhoht. Zunachst wurde versucht die Methylierung bei Raumtemperatur
durchzufiihren, welches jedoch zu keinem signifikanten Umsatz fiihrte. Die Erhéhung der
Temperatur fihrte schlieBlich wieder zur Entstehung des Nebenprodukts (Eintrage 3-4).
Basierend auf diesen Ergebnissen wurde daher der Einsatz von Casiumcarbonat als Base
erprobt. Bei zahlreichen Alkylierungsreaktionen wurde berichtet, dass durch die Anwesenheit
eines grolReren Alkalimetall-Kations die Reaktionsrate und -ausbeute gesteigert werden
konnte. In polaren, aprotischen Losungsmitteln nimmt der Grad der Dissoziation, zwischen
dem Alkalimetall-Kation und dem Anion des zu alkylierenden Substrats, mit zunehmenden
Durchmesser des Kations zu und fiihrt dadurch zu einer deutlichen Steigerung des
Reaktivitat.®>¥ Fur die weitere Optimierung wurde daher der Einsatz von DMF als

Lésungsmittel und Casiumcarbonat als Base erprobt. Zusatzlich wurde die Menge des
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eingesetzten Methyliodids auf 1.5 Aquivalente reduziert. Schon bei Raumtemperatur konnte
bereits innerhalb von wenigen Minuten eine deutliche Entfarbung des Reaktionsgemisches
beobachtet und bei der Reaktionskontrolle mittels DC nach einer Stunde weder Edukt noch
die Entstehung der Nebenkomponente beobachtet werden (Eintrag 5). Nach der
sadulenchromatographischen Trennung an Kieselgel konnte das MOM-geschutzte
3-Methoxyflavon 56 als z&he braune glasartige Substanz erhalten werden, welches mit einem
hohen Anteil des Laufmittels Essigsaureethylester verunreinigt war. Der Anteil des
Lésungsmittels konnte weder durch die langwierige Trocknung im Hochvakuum von bis zu
sieben Tagen noch mittels Co-Evaporation mit niedrigsiedenden organischen Lésungsmitteln
signifikant reduziert werden. Dieses Problem konnte bei der wiederholten Darstellung des
MOM-geschlitzten 3-Methoxyflavons 56 durch den Einsatz des Laufmittelgemischs n-Hexan
und Diethylether bei der Sdulenchromatographie umgangen werden. Jedoch intensivierte sich
mit abnehmenden Lésungsmittelgehalt der glasartige Charakter der Substanz und stellte bei
den nachfolgenden Optimierungsstudien ein handwerkliches Problem dar, da diese vor jedem
Einwiegen zunéachst in der Warme geschmolzen werden musste. AulRerdem konnte bei der
langerfristigen Lagerung bei einer Temperatur von unterhalb 7 °C und dem standig zu
wiederholenden Schmelzprozess eine zunehmende Zersetzung der Substanz bei der
dunnschichtchromatographischen Analyse beobachtet werden. Daher wurde versucht die
Substanz in diversen polaren und unpolaren Lésungsmitteln auszukristallisieren, jedoch
konnte stets das Ausodlen beobachtet werden. Im Anschluss wurde versucht die Substanz in
organischen Losungsmitteln zu I6sen und durch die Zugabe von eiskaltem destilliertem
Wasser auszukristallisieren. Der dabei ausgefallene Feststoff ging beim nachfolgenden
Filtrationsprozess wieder in einen glasartigen Zustand Uber. Erst in spateren Versuchen
gelang es durch das Lésen des Glases in warmen Methanol und langsamen abkihlen die

Substanz auszukristallisieren, welches jedoch zu erheblichen Substanzverlusten fiihrte.
Daher wurde in Betracht gezogen die MOM-Schutzgruppe zu entfernen, da der Uberlegung

nach das 3-Methoxyflavon 58 mit einer freien phenolischen Hydroxygruppe eher zur

Kristallisation neigen sollte (Tabelle 8).
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Tabelle 8: Versuche zur Entfernung der MOM-Schutzgruppe des 3-Methoxyflavons 56.

Reaktionsbedingungen

siehe Tabelle

58

Eintrag S?ure Lsm. Temp. | Zeit Ergebnis Ausbeute

[Aq.] °Cl | [h] [%]

1 10 TFA CH:Cl2 20 16 | Zersetzung 56

2 10 TFA CH:Cl2 0->20 | 16 | Zersetzung | Nicht isoliert

3 10 TFA CH:Cl2 20 16 | Zersetzung | Nicht isoliert’

4 5.0 TFA CH:Cl2 20 16 | Zersetzung | Nicht isoliert

5 2 M HCI | MeOH/THF (5:1) | 0> 50 | 8 Produkt 72

6 2mHCI | MeOH/H20 (1:1) | 0> 50 | 8 Produkt 79

' Unter Schutzgasatmosphare durchgefiihrt

Zunachst wurde nach einer Literaturvorschrift von BANERIEE et al. versucht die MOM-
Schutzgruppe mit 10 Aquivalenten Trifluoressigsaure in Dichlormethan bei Raumtemperatur
zu entfernen 3% Bei dieser Reaktion wurde innerhalb von wenigen Minuten ein Farbumschlag
von farblos zu schwarz beobachtet und bei der Reaktionskontrolle mittels DC konnten
verschiedene Banden fiir nicht identifizierte Zersetzungsprodukte detektiert werden. Nach der
wassrigen Aufarbeitung und saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel konnte das
freie 3-Methoxyflavon 58 als weilder Feststoff mit einer moderaten Ausbeute von 56 % erhalten
werden (Eintrag 1). Aufgrund dieses Ergebnisses wurden verschiedene Testreaktionen, mit
dem Ziel die Entstehung der Zersetzungsprodukte zu vermeiden und die Ausbeute der
Reaktion zu optimieren, durchgeflihrt. Weder durch die Zugabe der Trifluoressigsaure unter
Eiskiihlung noch die Reaktionsfliihrung unter Ausschluss von Luftsauerstoff oder die
Halbierung der Aquivalente an Trifluoressigséaure fiihrte zu einer beobachtbaren Abnahme an
Zersetzungsprodukten (Eintrage 2-4). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ein Wechsel der
BRONSTED-Saure erwogen und die Entfernung der MOM-Schutzgruppe analog zu einer
Literaturvorschrift von SUN et al. durchgefiihrt.®%¢! Das MOM-geschiitzte Flavon 56 wurde in
einem Losungsmittelgemisch aus Methanol und Tetrahydrofuran mit 2 m Salzsaure-Ldsung
versetzt und anschlieRend fiir 8 Stunden bei 50 °C zur Reaktion gebracht. Diesmal konnte bei
der Reaktionskontrolle mittels DC ein nahezu vollstandiger Reaktionsumsatz ohne die
Entstehung der Zersetzungsprodukte beobachtet werden. Bei der darauffolgenden
saulenchromatographischen Trennung an Kieselgel war jedoch die Zugabe von Triethylamin

notwendig um das entschiitzte 3 -Methoxyflavon 58 sauber zu erhalten. Wahrend des
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Trennungsprozesses konnte eine zunehmende intensive Verfarbung des Saulenmaterials von
orange bis spater zu braun beobachtet werden, welches auf die wahrscheinliche Zersetzung
des deprotonierten Produkts zurtickzufuhren sein kdnnte (Eintrag 5). Um die Aufarbeitung zu
optimieren und nachfolgende Ausbeuteverluste beim Trennungsgang zu vermeiden, wurde die
Entfernung der MOM-Schutzgruppe in einer Lésung zu gleichen Anteilen Methanol und
2 m Salzsaure-Lésung erprobt. Mit fortschreitender Reaktionsdauer fiel das entschutzte
3 -Methoxyflavon 58 als hellgelber Feststoff aus. Nachdem der vollstdndige Reaktionsansatz
erreicht worden war, wurde das Reaktionsmedium mit eiskaltem Wasser verdiinnt und tber
Nacht im Kuhlschrank gelagert. Im Anschluss konnte das auskristallisierte Reaktionsprodukt

mittels einfacher Vakuumfiltration erhalten werden (Eintrag 6).

Bei der Entfernung der MOM-Schutzgruppe konnte die Bildung von Nebenprodukten nicht
beobachtet werden, daher war die Zugabe von Additiven um das reaktive Formaldehyd

abzufangen nicht notwendig.®°7]

Nachdem es mdéglich war das entschutzte 3 -Methoxyflavon 58 in ausreichenden Mengen und
einem praktischen Aggregatszustand darstellen zu koénnen, konnte mit der

Reaktionsoptimierung der ortho-C(sp?)-H-Hydroxylierung fortgefiihrt werden.

In den vergangenen Jahrzehnten rlckte die Entwicklung von Methoden zur direkten
Funktionalisierung nicht-aktivierter Kohlenstoff-Wasserstoff-(C-H)-Bindungen immer mehr ins
Blickfeld der organischen Chemie.B%®! Mit diesen Methoden konnen die klassischen
Synthesestrategien komplexer Agrochemikalien, Polymere und Wirkstoffe in Bezug auf deren
Atom- und Schrittokonomie signifikant verbessert werden.!®*° Aufgrund der stabilen Natur der
C(sp?)-H-Bindung (ca. 460 kJ/mol) benétigten diese Methoden jedoch hohe Temperaturen,
starke Oxidationsmittel sowie starke Sduren oder Basen als Additive. Allerdings wurden
insbesondere in den letzten zwei Jahrzehnten auf dem Gebiet der homogenen Katalyse
bedeutende Fortschritte zur selektiven Funktionalisierung von C-H-Bindungen bei milden
Reaktionsbedingungen, welche die Modifikation von komplexen Molekilen ermdglichen,
errungen.B® Seit dem Jahr 2010 erschienen zahlreiche Publikationen, welche sich mit der
Funktionalisierungen von unreaktiven C(sp?)-H-Bindungen in der Anwesenheit von
verschiedenen dirigierende Gruppen (DG), beschaftigten. [351:360-364]

Bei den spaten, hochvalenten, elektronenarmen 4d- und 5d-Ubergangsmetallen Pd", Rh", Ir"
und Ru" erfolgt die Aktivierung der C-H-Bindung Uber die elektrophilen Reaktionswege der
konzertierten Metallierung-Deprotonierung (CMD) oder elektrophilen aromatischen
Substitution (SeAr).*%8 Bei den friihen, elektronenarmen Ubergangsmetallen kann zudem die

C-H-Aktivierung Uber die o-Bindungs-Metathese (0BM) erfolgen.%53%1 Wohingegen bei den
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niedrigvalenten, elektronenreichen  Ubergangsmetallen Rh' und I die C-H-
Bindungsaktivierung tiber die oxidative Addition geschieht.*%!

Am Ubergangsmetallzentrum koordinierte bidentate Carboxylat-Liganden kénnen bei C-H-
Bindungsaktivierungen als Co-Katalysatoren fungieren in dem diese Ubergangszustinde
stabilisieren oder als Base agieren.®®1 Aufgrund der raumlichen N&he des
Ubergangsmetallzentrums zur C-H-Bindung kommt es in einem konzertierten Prozess zur
Carboxylat-vermittelten Deprotonierung des Substrats und zur Ausbildung der Kohlenstoff-
Metall-Bindung.2%! Wahrenddessen kommt es zu keiner Veranderung der Oxidationsstufe des
Ubergangsmetallzentrums (Schema 41).1%%!

DG @QG
boML T F;Mbn

+
DG
- HX ML,

Schema 41: Mdglicher Reaktionsmechanismus der C-H-Aktivierung via konzertierten Metallierung-
Deprotonierung (CMD). Adaptiert nach GALLEGO et a/.38]

H= X

Bei der C-H-Aktivierung Uber den Reaktionsweg der SeAr agiert das elektronenarme
Ubergangsmetallzentrum als LEWIS-S&ure. Nach dessen Komplexierung durch die DG bildet
sich als Resultat der Wechselwirkung des 1r-Elektronensystems mit dem Katalysator der
reversible T-Komplex aus. Danach kommt es zur Ausbildung der ortho-C(sp?)-Metall-Bindung,
dem WHELAND-Komplex bzw. o-Arenium-lon,2%! ohne das sich dabei die Oxidationsstufe
des Ubergangsmetalls verandert. In der Folge wird die Aciditat des vicinalen C(sp?)-Protons
deutlich erhéht und kann wahrend der Re-Aromatisierung des Substrats sowohl mit als auch
ohne die Anwesenheit einer Base vereinfacht unter Freisetzung des Metallacylus abgespalten
werden.B’% Wird dieser Prozess von einer Base aus der Koordinationssphare des
Ubergangsmetallzentrums, bidentater Carboxylat-Liganden, vermittelt, so bezeichnet dies die
Literatur als basen-assistierte intramolekulare Substitution von elektrophiler Art (BIES).[366:3¢7]
Dieser verlauft (iber einen sechsgliedrigen Ubergangszustand und wurde bei der C-H-
Aktvierung von elektronenreichen Substraten mit einer kationischen Ruthenium(ll)-

Katalysator-Spezies beobachtet (Schema 42).571

89



Ergebnisse und Diskussion
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Schema 42: (Oben) Mdoglicher Reaktionsmechanismus der C-H-Aktivierung via elektrophiler

aromatischer Substitution (SgAr). (Unten) Méglicher Reaktionsmechanismus der C-H-Aktivierung via
basen-assistierte intramolekulare Substitution von elektrophiler Art (BIES). Adaptiert nach
GALLEGO et al. und SHAN et a/.[366:371]

Als Folge des elektrophilen Reaktionsmechanismus der Aktivierung der C-H-Bindung mit den
hochvalenten Ubergangsmetallen ist es fiir die Reaktionsrate forderlich, wenn, dass Zentrum
des homogenen Katalysators mdglichst elektronenarm ist. Daher ist die Zugabe von Liganden
mit einem starken o-Donor-Charakter wie Phosphinen oder N-heterocyclischen Carbenen.
Diese erhohen die Elektronendichte am Ubergangsmetalizentrum, fiir die C-H-
Bindungsaktivierung mit hochvalenten Ruthenium(ll)- und Palladium(ll)-Katalysatoren
nachteilig. Wohingegen bei der Zugabe des Additivs Trifluoressigsaure die in situ Generation
der stark elektrophilen M'(TFA)* Katalysator-Spezies beobachtet wird, welche in der

signifikanten Erhohung der Aktivitatsrate resultierte.%!

Die hochvalenten, elektronenarmen Pd'"- und Pd"-Intermediate neigen eher dazu mit
elektrophilen Kupplungspartner zu reagieren.??

Ruthenium-Katalysatoren sind aufgrund der méglichen Valenzzustande von Ru%Ru", Ru'"/Ru'v
und Ru'"/Ru® wahrend des Katalysezykluses besonders vielseitige und reaktive Katalysatoren
und eignen sich deshalb ebenfalls bei milden Reaktionsbedingungen.B®’ Mittels
quantenmechanischer Dichtefunktionaltheorie-Berechnung konnte aufgezeigt werden, dass
der Katalysemechanismus von Ruthenium(ll)-Katalysatoren bei schwach koordinierenden
Sauerstoff-haltigen DG bevorzugt Giber Ruthenium(lV)-Schliisselintermediate verlauft.?’? Des
Weiteren konnte bei den hochvalenten, elektronenarmen Ru" und Pd'V-Intermediaten schnelle

reduktive Eliminierungen beobachtet werden. %8

Mit der Anwesenheit einer dirigierenden Gruppe (DG) im Substrat kénnen Chemo- und
Regioselektivitat der C-H-Bindungsaktivierung gesteuert werden.®® Als DG werden
Heterocyclen und funktionelle Gruppen bezeichnet deren Heteroatome, welche Uber freie
Elektronenpaare verfigen und somit LEWIS-basische Eigenschaften aufweisen,
Ubergangsmetalle koordinieren kénnen.*”® In  Folge der Komplexierung des

Ubergangsmetallzentrums durch die DG, welche somit als Ligand betrachtet werden kann,
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kommt es zur effektiven Erhdhung der lokalen Konzentration einer spezifischen C-H-Bindung
am katalytischen Zentrum.B%®! Als Folge der raumlichen Interaktion kommt es zur Aktivierung
dieser C-H-Bindung, selbst wenn es sich bei dieser nicht um die reaktivste des Substrats
handelt.?%! Im  Weiteren nimmt die DG durch die Komplexierung des
Ubergangsmetallzentrums Einfluss auf dessen Elektrophilie und trégt zur Stabilisation von
metallcyclischen Intermediaten sowie Intermediaten mit hohen Oxidationsstufen wahrend des
Katalysemechanismus bei. Dadurch nimmt die DG direkten Einfluss auf die Rate der C-H-
Dissoziation.!®® Aufgrund der begrenzten Anzahl an freien Koordinierungsstellen am Zentrum
des homogenen Katalysators konkurriert die DG mit stark bindenden Hilfssubstraten wie
Liganden, Losungsmittel oder Additiven.3%8!

Mit der Hilfe von intermolekularen Konkurrenzreaktionen wurde die Starke des dirigierenden
Effekts von verschiedenen DG auf die Chemo- und Regioselektivitat bei verschiedenen C-H-
Bindungsfunktionalisierungen untersucht.*”¥ Die Phosphor-, Schwefel- und Stickstoff-haltigen
Heterocyclen und funktionelle Gruppen tben aufgrund der guten o-Donor und 1-Akzeptor
Eigenschaften dieser Elemente einen starken dirigierenden Effekt aus.°! Dadurch férdern
diese die Ausbildung von thermodynamisch stabilen finf- und sechsgliedrigen Metallacyclen.
Daher kdnnen diese stabilen Komplexe nur mit einer geringen Bandbreite an Elektrophilen und
Nukleophilen zur Reaktion gebracht werden.27?

Die Sauerstoff-haltigen Heterocyclen und funktionellen Gruppen wie Ester, Carbonate, Amide
und Ketone neigen aufgrund der schwachen o-Donor und 1r-Akzeptor Eigenschaften des
Sauerstoffs nur zur Ausbildung von weniger thermodynamisch stabilen Metallacyclen.!*"?
Zudem ist die erreichbare Regio- und Chemoselektivitat von Sauerstoff-haltigen DG weniger
stark ausgepragt."®

Jedoch kann die Starke der dirigierenden Wirkung abhangig von der Aciditat des

Reaktionsmediums oder der elektronischen Eigenschaften der Liganden sein.?"!

Fir eine zufriedenstellende Effizienz und Wechselzahl bei der Ubergangsmetall-katalysierten
Aktivierung von C-H-Bindungen ist daher die optimale Einstellung der empfindlichen

Reaktionsbedingungen entscheidend. %8

Die Ruthenium(ll)-katalysierte selektive ortho-C(sp?)-H-Hydroxylierung von Flavonen wurde in
einer Publikation von KIM et al. beschrieben, wobei sich die eingesetzten Substrate auf mono-
substituierte 7-Flavone, Chromone sowie wenig substituierte B-Ring Flavone begrenzten
(Schema 43).5651]
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5.00 Mol% Ru(ll)-Katalysator
3.00 Aq. TFA

TFAA, 80 °C
49-87 %

R =H, CH3 F, Cl, OH, OTf R =H, CHj F, Cl, OH, OTf

Schema 43: Auszug der Substratbandbreite zur Ruthenium(ll)-katalysierten selektiven ortho-C(sp?)-H-

Hydroxylierung von Flavonen nach KIM et al. Adaptiert nach KIM et a/.36"]

YANG et al. publizierten die Ruthenium(ll)-katalysierte ortho-Hydroxylierung aromatischer
Ester. Uber die Bestimmung des kinetischen Isotopeneffekts (KIE) (ki/ko = 2.3) konnte die
Aktivierung der C-H-Bindung als geschwindigkeitsbestimmender Schritt ermittelt werden. Das
beobachtete =~ Reaktionsverhalten  bei  verschiedenen  Substitutionsmustern  mit
elektronenziehenden- oder schiebenden Substituenten, Konkurrenzreaktionen und signifikant
niedrigere Reaktivitdt von Ruthenium(ll)-Katalysatoren mit starken o-Donor-Liganden weist
daraufhin, dass der Katalysezyklus vermutlich tber ein C(sp?)-Ru'V-O-Intermediat verlauft.
Nach der abschlielfenden reduktiven Eliminierung kommt es zur Freisetzung des ortho-
hydroxylierten Produkts und der aktiven Katalysator-Spezies Ru'. Jedoch verweisen die
Autoren auf die Mdglichkeit, dass die reduktive Eliminierung des C(sp?)-Ru'-O-Intermediats
zum Produkt und Ru® sowie anschlieBende Regeneration der aktiven Katalysator-Spezies
durch das terminale Oxidationsmittel nicht ganzlich ausgeschlossen werden kann. Im Weiteren
konnte bei der Optimierung der Reaktionsbedingungen das L&sungsmittelgemisch
Essigsaure- und -anhydrid als Alternative ausgeschlossen werden, da in diesem kein

Umsatzbeobachtet werden konnte. 3%

In einer spateren Publikation beschrieben PADALA et al. die Ruthenium(ll)-katalysierte ortho-
C(sp?)-H-Bindungsfunktionalisierung von Benzamiden in Dichlorethan mit dem anorganischen
Oxidationsmittel Ammoniumperoxodisulfat. Der publizierte Katalysezyklus verlauft tGber einen
funfgliedrigen Metallacyclus (Ruthenacyclus) mit darauffolgender reduktiven Eliminierung des
C(sp?)-Ru'"-O-Intermediats und abschlieRender Regeneration der aktiven Katalysator-Spezies

mittels Oxidation des Ru® durch das terminale Oxidationsmittel.74

In einer Arbeit von ACKERMANN et al. wird darauf hin gewiesen, dass die Metallierung der C-
H-Bindung bei Ruthenium(ll)-Carboxylat-Katalysatoren von reversibler Natur sein konnen.7!
Somit kann die koordinative Insertion des Kupplungspartners in die C-Ru"-Bindung oder die
reduktive Eliminierung als geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im Katalysezyklus nicht

ganzlich ausgeschlossen werden.¢"]
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In mehreren Experimenten zur ortho-C(sp?)-H-Hydroxylierung konnte nach dem Filtrieren Gber
Celite® sowie anschlieRender saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel ein
Gemisch bestehend aus dem Trifluoressigsaureester des Chlorflavonins 59 als Hauptprodukt
und Chlorflavonin (1) als Nebenprodukt erhalten werden. Die Aufnahme von 'H-NMR-
Spektren des Produktgemischs zu unterschiedlichen Zeitpunkten zeigte, dass der
Trifluoressigsaureester in Dimethylsulfoxid bereits bei Raumtemperatur quantitativ in das
Chlorflavonin Gberfuhrt wird (Abbildung 10).
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Abbildung 10: (Oben) 'H-NMR-Spektrum in DMSO-ds des Gemischs bestehend aus Chlorflavonin (1)
sowie dessen Trifluoressigsaureester 59, zeitnah nach der saulenchromatographischen Reinigung an
Kieselgel aufgenommen. (Unten) 'H-NMR-Spektrum in DMSO-ds derselben Probe, welche fir

48 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen wurde.

Im Rahmen der Optimierung der ortho-C(sp?)-H-Hydroxylierung wurde daher ebenfalls die
Aufarbeitung des Reaktionsansatzes untersucht. In mehreren kleinen Testansatzen wurde die
Freisetzung des erhaltenden  Chlorflavonin-Trifluoressigsaureester-Gemisches  in

unterschiedlichen Lésungsmitteln mit BRONSTED-Sauren oder -Basen erprobt (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Versuche zur Hydrolyse des Chlorflavonin-Trifluoressigsaureesters 59.

Reaktionsbedingungen

siehe Tabelle

Eintrag | Additiv Lsm. T;rzlp. Ergebnis'
1 NaOH MeOH RT Freisetzung + Nebenreaktionen
2 K2COs3 MeOH RT Freisetzung + Nebenreaktionen
3 NaHCOs | Wasser/MeOH 0 Freisetzung + Nebenreaktionen
4 2 m HCI MeOH RT Freisetzung
5 - MeOH RT Freisetzung
6 - MeOH 50 Freisetzung

' Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC

Insbesondere unter BRONSTED-basischen Bedingungen konnte ein schneller Farbumschlag
von hellgelb Gber braun zu schwarz sowie bei der Reaktionskontrolle mittels DC ein brauner
Fleck auf der Startlinie beobachtet werden (Eintrage 1-3). Dahingegen konnte unter
BRONSTED-sauren Bedingungen (Eintrag4) und auch ohne Additive die vollstandige
Freisetzung des Esters in Methanol erreicht werden (Eintrag 5). Im weiteren Verlauf der
Arbeiten wurde festgestellt, dass das Lésen des Rohprodukts in Methanol gefolgt von der
anschlieflenden langsamen Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer bei einer

Wasserbadtemperatur von 50 °C zu einem optimalen Ergebnis fuhrte (Eintrag 6).

Fur die Optimierung der ortho-C(sp?)-H-Hydroxylierung wurde der Reaktionsverlauf mittels DC
und HPLC uberwacht, im Anschluss wurde der Reaktionsansatz (iber Celite® abfiltriert, das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt erneut mittels HPLC
analysiert. Bei Ansatzen mit einem zufriedenstellenden Reaktionsumsatz und einer geringen
Anzahl an Nebenprodukten wurde das Reaktionsprodukt mittels saulenchromatographischer
Reinigung an Kieselgel in analytisch reiner Form erhalten. Aufgrund der niedrigen
Siedetemperaturen von Trifluoressigsaure (TFA) und Trifluoressigsdureanhydrid (TFAA)
wurden Reaktionen mit diesen Losungsmitteln in einem verschlossenen druckdichten Glasrohr
durchgefihrt (Tabelle 10).
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Tabelle 10: Ergebnisse der Reaktionsoptimierung zur ortho-C(sp?)-H-Hydroxylierung des 3-Methoxyflavons 58.

Eintrag

© 00 N O O A~ W N =

e e g I Y Y Y
g A~ W N = O

Katalysator
[Mol%]

10 Pd(OAc):
5.0 Pd(TFA)2
5.0 Pd(TFA)2
5.0 Pd(TFA)2
5.0 Pd(TFA)2
5.0 Pd(TFA)2
5.0 Pd(OAc):
5.0 Pd(TFA)2
7.5 Pd(TFA)2
2.5 [RuClz(p-Cymol)]2
5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
(
(

(
(
(
(
(
(

5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
5.0 [RuClz(p-Cymol)]2

Oxidationsmittel

[Aq.]

1.0 PhI(TFA)2
1.2 Phl
2.0 PhI(TFA)2
1.2 PhI(TFA)2
1.5 PhI(TFA)2
2.0 KPS
2.0 Selectfluor™
1.5 Selectfluor™
2.0 Selectfluor™
1.5 Selectfluor™
1.5 Selectfluor™
1.5 Selectfluor™
1.2 Oxon®
1.2 KPS
1.0 PhI(TFA)2

(
(
(
(

Reaktionsbedingungen

1. Additiv
[Aq.]

1.5 Ag2COs3
1.5 Ag2COs3
0.2 Ag2CO3
1.5 Ag2COs3
1.5 Ag2COs3
1.0 Ag2COs3

siehe Tabelle

Chlorflavonin

2. Additiv
[Aq.]

3.0 TFA/5.0 TFAA
3.0 TFA/5.0 TFAA
3.0 TFA/5.0 TFAA

Losungsmittel

DCE
DCE
DCE
9:1 TFA/TFAA
1:66 TFA/TFAA'
TFA
9:1 TFA/TFAA
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA
DCE
DCE
DCE
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'

Temp.
[°C]

80
80
80
80
80
80
80
80
90
80
80
80
80
80
80

Zeit
[h]

4
8
16
8
16
16
16
16
20
16
16
16
8
8
16

Umsatz/
Ausbeute
[%]
Spuren
Spuren
Zersetzung
48
Zersetzung
Kein Umsatz
15
43
Zersetzung
Kein Umsatz
Spuren
Spuren?
11
Spuren
32
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16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
5.0 [RuClz(p-Cymol)]z
5.0 [RuClz(p-Cymol)]z
5.0 [RuClz(p-Cymol)]z
5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
10.0 [RuClz(p-Cymol)]2
5.0 [RuClz(p-Cymol)]z
5.0 [RuClz(p-Cymol)]z
5.0 [RuClz(p-Cymol)]2
2.5 [Ru(MesCO2)2(p-Cymol)]
2.5 [Ru(MesCO2)2(p-Cymol)]
2.5 [Ru(MesCO2)2(p-Cymol)]
2.5 [Ru(MesCO2)2(p-Cymol)]
2.5 [Ru(MesCO2)2(p-Cymol)]
5.0 [Ru(MesCO2)2(p-Cymol)]

1.2 PhI(TFA)2
1.5 PhI(TFA)2
1.5 Selectfluor™
1.1 Selectfluor™
1.2 Selectfluor™
1.5 Selectfluor™
1.5 Selectfluor™
1.1 Selectfluor™
1.1 Selectfluor™
1.2 Selectfluor™
1.2 Selectfluor™
1.5 Selectfluor™
1.8 Selectfluor™
2.0 Selectfluor™
1.1 Selectfluor™
1.1 Selectfluor™
1.1 Selectfluor™
1.1 Selectfluor™
1.1 Selectfluor™
1.2 APS
1.2 PhI(TFA)2
1.2 Phl(OAc)2
1.2 Phl(OAc)2
1.2 Phl(OAc)2

1.2 Selectfluor™

0.2 Ag2COs3
1.5 Ag2COs
1.5 Ag2COs
2.0 Ag2COs
1.2 Ag2COs
1.5 Ag2COs
1.5 Ag2COs
2.0 Ag2COs3
2.0 Ag2COs
1.2 Ag2COs
1.2 Ag2COs
1.5 Ag2COs
1.8 Ag2COs
2.0 Ag2COs
1.0 Ag2COs
1.0 Ag2COs
2.0 Ag2COs
2.0 Ag2COs
2.0 Ag2COs

1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:1.8 TFA/TFAA'
1:66 TFA/TFAA'
1:132 TFA/TFAA'

3:1 TFA/TFAA

DCE
DCE

3:2 TFA/TFAA

2:1 TEA/TFAA
1:66 TFA/TFAA'

80
80
80
80
80
80
60
80
100
120
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80

16
24
16
16

16
16
24
16

16
16
16
16
16
16
16
16
16
16

(o NI )

442

43

513

524

36*

53
Kein Umsatz

72

52

74

36°

53

41

61

54

60

20

48

50
Kein Umsatz
Kein Umsatz
Kein Umsatz

Komplexes Gemisch
Komplexes Gemisch
544
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141 5.0 [Ru(MesCOz2)2(p-Cymol)] | 1.5 Selectfluor™ - - 1:66 TFA/TFAA' 80 3
42 7.5 [Ru(MesCOz2)2(p-Cymol)] 1.5 Selectfluor™ - - 1:66 TFA/TFAA' 80 4
3.0 Aquivalente TFA; ?Preaktivierung des Katalysators; > SCHLENK-Technik, Reaktionsfiihrung unter Schutzgas; * Kontinuierliche Zugabe des

Oxidationsmittels

54
56
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Zunachst wurde in Anlehnung an die Literaturvorschrift von CHOY et al. die ortho-C(sp?)-H-
Hydroxylierung mit Palladium(ll)-acetatals Katalysator, einem Aquivalent der hypervalenten
Organoiodverbindung  (Bis(trifluoracetoxy)iod)benzen (PIFA) in 1,2-Dichlorethan (DCE)
durchgefiihrt.*¥ Bei der Reaktionskontrolle mittels DC und HPLC konnte ein geringer Umsatz
beobachtet werden und das Produkt Chlorflavonin (1) erhalten werden (Eintrag 1). Der Einsatz
von Palladium(ll)-trifluoracetat mit einem Uberschuss an PIFA oder Verlangerung der

Reaktionszeiten fihrte dahingegen zu einer Zunahme an Nebenprodukten (Eintrage 2-3).

Insbesondere der Wechsel des Losungsmittels von DCE zu einer Mischung aus TFA mit TFAA
erwies sich als férderlich fur eine Zunahme des Reaktionsumsatzes (Eintrag 4). Da jedoch die
Entstehung mehrerer Nebenprodukte beobachtet werden konnte, wurde der Uberschuss an
TFA drastisch reduziert und in Anlehnung an die Arbeitsvorschrift von KIM et al. nur noch drei
Aquivalente TFA und TFAA im Uberschuss eingesetzt (Eintrag 5). Dies fiihrte zwar zu einer
Reduktion der Nebenprodukte, fir die Isolation des Reaktionsprodukts war weiterhin der
Einsatz der Umkehrphasenchromatographie an C-18 notwendig. Daher wurde der Einsatz des
Oxidationsmittels Selectfluor™ erprobt, welches sowohl zu einer Verbesserung des
Reaktionsumsatzes als auch zur weiteren Reduktion der Nebenprodukte flhrte (Eintrage 7-8).
Bei einer hoéheren Katalysatorbeladung und mehr Oxidationsmittel sowie hoheren
Reaktionstemperaturen wurde zunehmend die Zersetzung des Edukts beobachtet (Eintrag 9).
Im nachsten Optimierungsschritt wurde statt eines Palladium(ll)-Katalysators das
Ubergangsmetall Ruthenium eingesetzt und Dichloro-(p-cymol)-ruthenium(ll) Dimer als
Katalysator verwendet. In DCE mit additiven Mengen an TFA und TFAA konnte nahezu kein
Reaktionsumsatz detektiert werden (Eintrage 10-12), weshalb das das Losungsmittelgemisch
TFA mit TFAA als essenziell eingestuft wurde.

Zusatzlich hatte weder die zuvor durchgefiihrte Aktivierung des Katalysators mit dem Silber(l)-
Additiv (Eintrag 16), noch die Anwendung der SCHLENK-Technik zum Ausschluss von
Luftsauerstoff einen merklichen Einfluss auf die Reaktionsumsatze (Eintrag 18). Ebenfalls
fuhrte die sukzessive Zugabe von weiterem Oxidationsmittel nicht zu einer Steigerung des

Umsatzes (Eintrage 19-20).

Die Variation der Temperatur flhrte bei einer Erh6hung zwar zu gesteigerten Umsatzen, aber
auch zur signifikanten Zunahme von Nebenprodukten (Eintrdge 24-25). Dahingegen konnte

bei einer Reaktionstemperatur von 60 °C kein Umsatz beobachtet werden (Eintrag 22).

Zusétzlich konnten beim Einsatz von steigenden Uberschiissen des Oxidationsmittels nur
marginale Zunahmen beim Reaktionsumsatz erzielt werden, welche von der verstarkten

Entstehung von Nebenprodukten begleitet wurden (Eintrage 26-29). Ebenfalls hatte eine
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Katalysatorbeladung von 10 Mol% ausschlieBlich minimale Auswirkungen auf den Umsatz
(Eintrag 31). Im Weiteren konnte beobachtet werden, dass jegliche Verschiebung des
Mischungsverhaltnisses der Komponenten TFA und TFAA zu einer Reduzierung des
Umsatzes fuhrte (Eintrage 32-35).

Beim dem Einsatz des definierten [Ru(MesCO2)2(p-Cymol)] als katalytische Spezies wurden
bei der ortho-C(sp?)-H-Hydroxylierung &ahnliche Tendenzen beobachtet (Eintrage 35-42),
aufgrund des signifikant héheren Einkaufpreises wurde daher der Katalysator [RuClx(p-

Cymol)]. ausgewahlt gewahlt.

Beim Einsatz der anorganischen terminalen Oxidationsmittel Kaliumperoxodisulfat (KPS),
Oxon® und Ammoniumperoxodisulfat (APS) wurde in allen Experimenten unabhangig vom
Ruthenium(Il)- oder Palladium(ll)-Katalysatoren und Lésungsmittel sehr niedrige bis gar keine
Reaktionsumsatze beobachtet (Eintrage 6, 13-14 und 35). Die Ursache hierflir kénnte an
deren ungeniugenden Ldslichkeit in den eingesetzten organischen Losungsmitteln liegen. Bei
den hypervalenten lodverbindungen PIDA und PIFA konnten im Allgemeinen geringere
Umsatze und die zunehmende Bildung von schwer separierbaren Nebenprodukten beobachtet
werden (Eintrage 15-17 und 36-39).

Zusammenfassend war der Ruthenium(ll)-Katalysator in Kombination mit einem Silber(l)-
Additiv der Palladium(l1)-Spezis deutlich tiberlegen. Mit dem Oxidationsmittel Selectfluor™ und
dem Ldsungsmittelgemisch Trifluoressigsaure mit Trifluoressigsaureanhydrid in einem
Verhaltnis von 1:66 wurden sowohl die héchsten Reaktionsumsatze als auch die geringsten
Nebenreaktionen beobachtet, sodass Chlorflavonin (1) in analytisch reiner Form erhalten

werden konnte (Eintrag 23).

Beim Einsatz von Ruthenium(ll)-Katalysatoren mit Chlorid-Liganden kann der Zusatz von
stéchiometrischen Mengen eines Silberadditives die Reaktionsrate signifikant erhdhen.
Silber(l)-Kationen weisen eine ausgepragte Bindungsaffinitidt gegentiber Chlorid auf und sind
in der Lage diese vom Ubergangsmetallkatalysator zu abstrahieren. Daher sind diese
essenziell fur die Katalysatoraktivierung und -regenerierung. Zusatzlich wird in der Literatur
die Mdglichkeit der Silbersalze in der Funktion als LEWIS-Saure und Oxidationsmittel
diskutiert. Als Additiv wird neben Silber(l)carbonat in diversen Publikationen ebenfalls
Silberhexafluoroantimonat(V) eingesetzt, da dessen nicht-koordinierendes Anion die
Ruthenium-Spezies stabilisieren kann. Jedoch weist dieses sowohl eine ausgepragte Toxizitat
als auch Hydrolyseempfindlichkeit auf. Dessen Einsatz wurde daher ausschlieRlich als Mittel

der letzten Wahl in Betracht gezogen.[376377]
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In Schema 44 wird der mogliche Katalysezyklus der ortho-C(sp?)-H-Hydroxylierung eines
Flavons | dargestellt. Im initialen Schritt des Katalysezykluses findet die Aktivierung des
Prakatalysators Dichloro-(p-cymol)-ruthenium(ll) Dimer statt. Das Silberadditiv abstrahiert
dessen Chlorid-lonen und generiert dadurch monomere kationische Ruthenium(ll)-Spezies,
welche zunachst von jeweils zwei Molekuilen Trifluoracetats stabilisierend koordiniert werden
(A).B®"! Daraufhin folgt die reversible Koordinierung des kationischen Ru'-Katalysators am
Carbonylsauerstoff des Flavonols Il (B). Im Anschluss findet unter Abscheidung eines
Molekiils Trifluoressigsdure die elektrophile ortho-Metallierung zur Ausbildung des
funfgliedrigen Ruthenacyclen-Intermediates Ill statt. Bei diesem Schlusselschritt wird die
Kohlenstoff-Wasserstoff-Bindung  gebrochen (C).B’®  Daraufhin erfolgt mit dem
Oxidationsmittel ~ Selectfluor™ die Oxidation des C(sp?)-Ru'"-O-Intermediats Il zum
Ruthenium(lV)-Intermediat IV und dessen anschlielende Koordinierung durch das
Lésungsmittelgemisch Trifluoressigsdureanhydrid und Trifluoressigsaure (D). Des Weiteren
wird die koordinative Insertion des Trifluoracetats in die Ruthenium-Kohlenstoff-Bindung®"®
und die abschlieende reduktive Eliminierung zum 5-(Trifluoracetyloxy)flavon V unter
Regeneration der monomeren Ruthenium(ll)-Katalysator Spezies beschrieben (E). Der
Trifluoressigsaureester des Produkts V. wird bei der wassrigen Aufarbeitung des
Reaktionsansatzes zum 5-Hydroxyflavon VI hydrolysiert (F).1%¢"!

Ebenfalls moglich ware die reduktive Eliminierung des C(sp?)-Ru'-O-Intermediats Ill, welche
die Freisetzung des funktionalisierten Produkts V und der Ru®-Spezies zur Folge hatte, sowie
anschlieRender Regeneration der katalytisch aktiven Ru'-Spezies durch die Oxidation mit dem

terminalen Oxidationsmittel moglich.B74
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Schema 44: Mdoglicher Katalysezyklus der ortho-C(sp?)-H-Hydroxylierung eines Flavons | mit dem
Prékatalysator Dichloro-(p-Cymol)-ruthenium(ll) Dimer und dem Oxidationsmittel Selectfluor™ in einem
Lésungsmittelgemisch aus Trifluoressigsaureanhydrid und Trifluoressigsaure. Adaptiert nach KIM et al.
und erganzt nach MANIKANDAN et a.[361.376.378,379]

Die erneute Oxidation des 5-(Trifluoracetyloxy)flavons V wird in Folge der Desaktivierung
durch den ausgepragten negativen induktiven Effekt des eingeflihrten Trifluoracetat-
Substituenten verhindert und dadurch selektiv das Produkt der einfachen C-H-

Funktionalisierung erhalten.!¢%

Die NMR-spektroskopischen Daten des dargestellten Chlorflavonins stimmen mit den in der
Literatur angegebenen Uberein (Abbildung 11; Abbildung 12).1251
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Abbildung 11: "H-NMR-Spektrum (600 MHz, DMSO-ds) von Chlorflavonin (1).
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4.1.5 Untersuchung der Stabilitdt von Chlorflavonin (1)

Die Stabilitdt der Substanz Chlorflavonin (1) wurde in Anlehnung an eine Arbeitsvorschrift von
LEVEN et al. bei Raumtemperatur (ca. 20 °C) und den pH-Werten 2.0 und 7.4, welche die
physiologischen Bedingungen des Magens und Blutkreislaufes simulieren sollten,

untersucht.[380

Hierzu wurde 0.4 mg Chlorflavonin in 0.25 mL einer Formulierung bestehend aus Polysorbat
Tween® 20 und Ethanol (7/3 v/v) gelost und mit 1.75 mL einer Phosphatpuffer-Lésung des
jeweiligen pH-Werts verdinnt. Die Chlorflavonin-Lésung wurde kontinuierlich auf einem
Kreisschittler bei ca. 20 °C geschuttelt und in Zeitabstanden von 1, 3, 6, 24 und 48 Stunden
mittels HPLC bei einer Absorptionswellenldange von 254 nm analysiert. Die jeweiligen
Phosphatpuffer-Kochsalzlésungen wurden nach den entsprechenden Herstellungsvor-

schriften des Ph. Eur. 10.1 prépariert.

Bei einer Raumtemperatur (ca. 20 °C) wurde Uber einen Zeitraum von 48 Stunden bei einem
pH-Wert von 7.4 keine Zersetzung beobachtet, der Substanzgehalt betrug weiterhin >99 %.
Bei saurem pH-Wert von 2.0 wurde ebenfalls keine Zersetzung beobachtet, der
Substanzgehalt betrug weiterhin >99 %. Die Messungen wurden einfach durchgefiihrt und bei
beiden Formulierungen konnte nach etwa 24 h eine sehr schwache Tribung beobachtet
werden. Die Substanz ist somit unter den genannten physikalischen Bedingungen als stabil

anzusehen, welches eine bedeutungsvolle Eigenschaft eines Wirkstoffkandidaten ist.

4.1.6 Strukturmodifikation von Chlorflavonin (1)

Neben Chlorflavonin (1) konnten REHBERG et al. ebenfalls das natirliche Flavonoid

Dechlorflavonin (60) aus dem endophytischen Pilz Mucor irregularis isolieren (Schema 45).1251

T a0

60
Dechlorflavonin

Schema 45: LEWIS-Struktur des natirlichen Flavonoids Dechlorflavonin (60).[25"

Im Gegensatz zu Chlorflavonin wies Dechlorflavonin keine antimykobakterielle in vitro Aktivitat
in zellbasierten Aktivitdts-Assays auf. Zusatzlich konnte im Enzym-Assay durch
Dechlorflavonin nahezu keine Inhibition der enzymatischen Akitivitdt der katalytischen
Untereinheit IlvB1 der mykobakteriellen Acetohydroxysaure Synthase gemessen werden. Mit

Hilfe des generierten Homologiemodells der katalytischen Untereinheit IlvB1 des M. tb. wurde
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mit der computergestitzten Methode  Molecular Docking  die  Enzym-Ligand-
Wechselwirkungen vorausgesagt (Kapitel 2.5.2). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass der
Chlor-Substituent des B-Rings als lipophiler Appendix mit den Aminosaureseitenketten in einer
hydrophoben Seitentasche des aktiven Zentrums interagiert. Zudem wird zwischen der
phenolischen Hydroxygruppe des B-Rings und Lysin 197 eine Wasserstoffbriickenbindung
und Salzbriicke beobachtet. Die Ergebnisse des Homologiemodells weisen darauf hin, dass
der Chlor-Substituent des B-Rings flir die Enzym-Ligand-Wechselwirkung zwischen der
katalytischen Untereinheit 1lvB1 mit Chlorflavonin und somit fur dessen potente

antimykobakterielle in vitro Aktivitat eine wichtige Rolle spielt.?"
4.1.6.1 Die Bindungsrolle von Halogen-Substituenten in der medizinischen Chemie

Halogenalkane sind aufgrund der Eigenschaft von Chlor-, Brom- und lod-Substituenten als
gute Abgangsgruppen chemisch reaktiv und kénnen von den nukleophilen Funktionalitaten
der zahlreichen zellularen Makromolekile substituiert werden. In der Folge kann es bei
Wirkstoffkandidaten mit einer Halogenalkan-Einheit zu mangelnder Selektivitdt sowie ernsten
Nebenwirkungen kommen. Bei der Entwicklung von alkylierenden Zytostatika fur die
Chemotherapie von Tumoren ist dieser Wirkungsmechanismus jedoch eine adaquate
Strategie.®®! Bei den weniger reaktiven Arylhalogeniden ist diese Problemstellung von
geringerer Bedeutung. Der Halogen-Substituent Ubt auf das m-Elektronensystem des
Aromaten einen negativen induktiven Effekt aus, welches zu einer Reduktion der
Elektronendichte des aromatischen Systems fiihrt.[®® Dies kann sowohl die Bindungsaffinitat
des Aromaten zum biologischen Zielmolekdl als auch die physikochemischen Eigenschaften
weiterer Substituenten beeinflussen. %3821

Die Halogen-Substituenten Chlor, Brom und lod besitzen einen ausgepragten hydrophoben
Charakter und interagieren bevorzugt mit lipophilen Seitentaschen des biologischen
Wirkstoffziels. Der lipophile Charakter von Halogen-Substituenten korreliert mit deren van-der-
WAALS-(VdW) Radius und nimmt beginnend mit Fluor (1.47 A) tber Chlor (1.77 A), Brom
(1.92 A) und lod (2.06 A) zu.33 Daher ist bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe die Einfiihrung
von Halogen-Substituenten in die Leitstruktur eine vielversprechende Methode um deren
Lipophilie zu steigern und somit pharmakokinetische Eigenschaften wie die
Membranpermeabilitat zu variieren.®® Aufgrund der ahnlichen sterischen und elektronischen
Eigenschaften kénnen Chlor- und Brom-Substituten gemal dem Prinzip der Bioisosterie
gegeneinander ausgetauscht werden. 3853861

Arylhalogenide besitzen entlang der Kohlenstoff-Halogen-Bindungsachse eine anisotrope
Ladungsverteilung mit einer negativen geladenen Region und einer positiv geladenen Region,
dem sogenannten o-Loch.B®! Als Folge dieses Phanomens agieren die Halogen-
Substituenten Chlor, Brom und lod als LEWIS-Sauren und kénnen mit LEWIS-Basen wie dem

Carbonylsauerstoff des Peptidriickgrats biologischer Zielmolekile wechselwirken. Die
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Halogenbindung ist zumeist in einem Winkelmall von 180° linear ausgerichtet, deren
Bindungsenergie betragt zwischen 5-18 kJ/mol und nimmt im Allgemeinen von Chlor Gber
Brom bis lod zu. Zuséatzlich konnten weitere stabilisierende Interaktionen zwischen Halogen-
Substituenten und biologischen Wirkstoffzielen wie die Ausbildung von schwach ausgepragten
Wasserstoffbrickenbindungen oder orthogonale multipolare Wechselwirkungen beobachtet
werden %4 Halogen-Substituenten wurden in der Literatur als schwache Wasserstoffbriicken-
Akzeptoren beschrieben. Das Vermdgen als Wasserstoffbriicken-Akzeptoren zu fungieren,
steigt mit zunehmender GroBe und der damit einhergehenden Polarisierbarkeit.!8"
Zusammenfassend ist die Rolle der Halogen-Substituenten aufgrund des lipophilen
Charakters, sterischen Anspruchs und weiteren Wechselwirkungen nicht nur fir die Enzym-
Ligand-Wechselwirkung sondern auch fir die Optimierung von pharmakodynamischen und

pharmakokinetischen Eigenschaften bei Leitstrukturen ein wichtiger Ansatzpunkt.!384
4.1.6.2 Geplante Strukturmodifikation von Chlorflavonin

Nachdem es gelungen war eine Synthesestrategie flir den Naturstoff Chlorflavonin zu
entwickeln und diese in Bezug auf deren Gesamtausbeute zu optimieren, sollte diese nun bei
der Darstellung von Chlorflavonin-Analoga fiir die geplante Untersuchung der Struktur-
Aktivitats-Beziehungen und zur Verbesserung der biologischen Aktivitat inre Anwendung
finden.

REHBERG et al. konnten zeigen, dass der Chlor-Substituent des B-Rings nach der
Berechnung des erstellten Homologiemodells mit einer hydrophoben Seitentasche des
mutmalllichen aktiven Zentrums der AHAS wechselwirken kénnte und zur potenten
antimykobakteriellen in vitro Aktivitdt des Chlorflavonins beitragt.?5! Daher sollte im ersten
Schritt zur Untersuchung der Struktur-Aktivitats-Beziehung der isostere Austausch des Chlor-
Substituenten erfolgen. An dieser Position sollten verschiedene Substituenten, welche sich in
sterischen und elektronischen Eigenschaften unterscheiden, eingefligt werden. Ziel dieser
Strukturmodifikation sollte die Optimierung der Enzym-Ligand-Wechselwirkung und eine damit
einhergehende Verbesserung der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat der Leitstruktur sein.
Im Weiteren kdnnten diese Ergebnisse Aufschluss auf das maximale tolerierbare Volumen
oder den Einfluss der elektronischen Eigenschaften der Substituenten geben.

Hierflr waren zunachst die weiteren Halogene Fluor, Brom und lod sowie im spateren Verlauf
der Arbeit die mehratomigen Trifluormethyl-, Methyl, Isopropyl-, und Methoxy-Substituenten
angedacht.

Ein weiterer Aspekt bei der Strukturmodifikation von Chlorflavonin kénnte in der Rolle der
phenolischen Hydroxygruppe des B-Rings fir die Enzym-Ligand-Wechselwirkungen liegen.
Mit der Einfihrung eines zusatzlichen Substituenten in para-Position, mit einem starken

negativen induktiven Effekt, konnte deren Aciditat erhéht werden und zu einer ausgepragteren
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elektrostatischen Wechselwirkung der Salzbricke und Wasserstoffbrickenbindung mit
Lysin 197 des aktiven Zentrums flhren, 3823881

Hierfur eignet sich aufgrund der sehr hohen Elektronegativitat und einem im Vergleich zum
Wasserstoff dhnlichen VdW-Radius ein Fluor-Substituent.®®! Zuséatzlich kénnte in dieser
Position auch ein Chlor-Substituent eingefligt werden, welcher ebenfalls einen negativen
induktiven Effekt austbt, jedoch einen ausgepragteren lipophilen Charakter aufweist. Dadurch
kénnte sowohl die Lipophilie der Leitstruktur fir eine eventuell verbesserte
Membranpermeabilitat als auch die Interaktion mit den lipophilen Aminosauren Alanin 593,
Alanin 592, Methionin 512 und Valin 513, welche mit der Riickseite des B-Rings interagieren,

erhoéht werden (Schema 46).

Strukturmodifikation

1 2
Chlorflavonin Chlorflavonin-Analoga
R'=F, Br, |, CF3, Me, 'Pr, OMe
R2=F, ClI

Schema 46: Geplante Strukturmodifikation von Chlorflavonin (1) zur Untersuchung der Struktur-

Aktivitats-Beziehungen und Optimierung der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat.

4.1.6.3 Darstellung der Chlorflavonin-Analoga

In 3-Position substituierte Salicylaldehyde kdénnen Uber zahlreiche verfligbare Methoden wie
der REIMER-TIEMANN-, VILSMEIER-HAACK-, GATTERMANN-KOCH- und GATTERMANN-
Reaktion aus den entsprechenden in 2-Position substituierten Phenolen hergestellt
werden. 12

Jedoch zeichnen sich einige dieser Methoden durch harsche Reaktionsbedingungen, Einsatz
toxischer Reagenzien wie beispielsweise Kohlenstoffmonoxid oder Cyanwasserstoff sowie
einer niedrigen Regioselektivitit und einem damit einhergehenden aufwendigen

Trennungsprozess aus.%391

Eine elegante Methode zur regioselektiven Darstellung von in 3-Position substituierten
Salicylaldehyden ermdglicht die dirigierende ortho-Metallierung (DoM) von MOM-geschutzten
Phenolen I. Bei der DoM kann die Problemstellung der regioselektiven Reaktionsfiihrung der
klassischen elektrophilen aromatischen Substitution durch die Anwesenheit einer starken
ortho-dirigierenden Gruppe (DMG) weitgehend vermieden werden. Die DMGs sind
Heteroatom-haltige Substituenten aromatischer Systeme, welche als LEWIS-Base fungieren
und Lithium-Kationen von lithiumorganischen Verbindungen koordinieren kénnen. Zu Beginn

der Reaktion erfolgt die reversible Koordinierung des n-Butyllithiums an die MOM-
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Schutzgruppe und es entsteht das LEWIS-Saure-Base-Addukt I1.B%2 Als Folge der
Koordinierung der sehr starken Alkyllithium-Base kommt es zur substanziellen Absenkung der
Aktivierungsenergie und zur selektiven Deprotonierung des Aromaten in ortho-Position zur
DMG.B%23% Die entstandene stark basische Aryllithium-Verbindung lll kann mit zahlreichen
Elektrophilen,®®? wie zum Beispiel N,N-Dimethylformamid (61), abgefangen werden.
AbschlieRend wird das gebildete Halbaminal IV durch die wéassrige Aufarbeitung hydrolysiert
und der MOM-geschiitzte Salicylaldehyd V freigesetzt (Schema 47).13%4

X
~
AN~ H N
[OXN©)
AN~ N |
o o . H o /
+ n-BuLi R L 1 61
T N e
H - n-Butan
| [} 1]
o ~o
kO gOLi Hydrolyse kO o
R - R
@&N/ v, @)LH
v \

Schema 47: Moglicher Reaktionsmechanismus der DoM von MOM-geschiitzten Phenolen | zur
Darstellung von Salicylaldehyd-Derivaten V. Adaptiert nach CLARK et al. und SNIECKUS.[392.3%4

Zu den Eigenschaften einer optimalen DMG gehdért das Vorhandensein einer guten
Koordinationsstelle fir die Lithium-Kationen und ein mdglichst schwach ausgepragter
elektrophiler Charakter, um den nucleophilen Angriff des Alkyllithium-Reagenzes als
Konkurrenzreaktion zu vermeiden. In der Folge von induktiven und sterischen Effekten
beeinflusst die DMG die Aggregation und Komplexierung des Alkyllithium-Reagenzes und
dadurch den Verlauf der DoM. Bei der Anwesenheit zweier DMGs liegt eine intramolekulare
Konkurrenz fir die Regioselektivitat der DoM vor. Basierend auf empirischen Beobachtungen
wurden zahlreiche funktionelle Gruppen nach der Starke des dirigierenden Effekts in
Tabellenwerken zusammengefasst und kénnen in den entsprechenden Publikation
nachgeschlagen werden. Die MOM-Schutzgruppe Ubt einen sehr starken dirigierenden Effekt
aus und ist daher ausgesprochen gut geeignet fir die regioselektive Darstellung von

substituierten Salicylaldehyd-Derivaten mit Hilfe der DoM.[392:395-397]

Fir die Strukturmodifikation von Chlorflavonin wurden die erforderlichen in 3-Position
substituierten Salicylaldehyde, sofern nicht kommerziell erhaltlich, mittels dirigierender ortho-
Metallierung (DoM) dargestellt. Die Einfihrung der MOM-Schutzgruppe an die phenolische
Hydroxygruppe des 2-Isopropylphenols (62b) mit DIPEA als Base verlief unvollstandig und

nach 24 Stunden konnte bei der DC weiterhin die ausgepragte Bande des Edukts beobachtet
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werden. Nach der saulenchromatographischen Reinigung konnte das MOM-geschutzte
Produkt 63b mit einer moderaten Ausbeute von 54 % erhalten werden und das nicht
umgesetzte Edukt zurickgewonnen werden. Der geringe Reaktionsumsatz konnte auf die
sterische Abschirmung der phenolischen Hydroxygruppe durch den benachbarten Isopropyl-
Substituenten und dem Einsatz einer sterisch anspruchsvollen Base zurlickzufiihren sein. In
einem zweiten Versuch wurde daher die deutlich starkere und weniger sterisch anspruchsvolle
Base Natriumhydrid in Tetrahydrofuran als L&sungsmittel eingesetzt. Die verdnderte
Reaktionsfuhrung resultierte in einem vollstadndigen Reaktionsumsatz nach acht Stunden und
das MOM-geschitzte Produkt 63b konnte mit einer exzellenten Ausbeute von 98 % erhalten
werden. Die anschlieBende DoM des MOM-geschutzten Phenols 63b mit n-Butyllithium in
Tetrahydrofuran verlief langsam und unvolistandig, der MOM-geschlitzte Salicylaldehyd 64b
konnte nur mit einer maRkigen Ausbeute von 14 % erhalten werden. Eine mdgliche Ursache fur
dieses Ergebnis kénnte in dem natlrlichen Verhalten von Alkyllithium-Spezies liegen, da diese
mit Kohlenwasserstoffen und in Kohlenwasserstoff-Lésungsmitteln zur Ausbildung von wenig
reaktiven hexameren Aggregaten neigen.F%3%1 Die Verwendung des basischen
Lésungsmittels Tetrahydrofuran flhrt in der Folge einer Saure-Base-Reaktion zur
Koordinierung des n-Butyllithiums und somit zur Solvatisierung der Aggregate. In
Tetrahydrofuran liegt n-Butyllithium in einem Gleichgewicht von reaktiveren dimeren und
tetrameren Aggregaten. Durch den weiteren Zusatz stéchiometrischer Mengen zweiwertiger
Liganden wie N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TMEDA) kann die verstarkte Dissoziation
der Aggregate und somit die Basizitdt der Alkyllithium-Spezies signifikant gesteigert
werden.B®% In einem zweiten Versuch wurde daher die DoM des MOM-geschitzten
Phenols 63b mit dem Zusatz von 1.1 Aquivalenten TMEDA, welches in einer signifikanten
Steigerung des Reaktionsumsatzes und der isolierten Ausbeute (59 %) resultierte,
durchgefiihrt (Schema 48).

1.20 Aq. MOMCI 1) 1.10 Aq. n-BuLi Q
/@ 2.00 Ag. EtN(Pr), 2) 1.10 Ag. DMF H
Ho 1 CH,Clp, 0 °C - RT THF, -78 °C - RT ~o0 ™o
R 54-89 % 14-78 % R
62a: R' = CF,4 64a: R' = CF,
62b: R' = 'Pr 64b: R' = Pr
R1
.pl = . "
1)1.10 Aq. NaH 63a:R = CF, 1) 1.10 Ag. TMEDA, 1.20. Aq. n-BuLi 0
2.1.20 Aq. MOMCI 63b:R" ='Pr 2) 3.80 Aq. DMF H
HO THF, 0 °C — RT THF, -78 °C —» RT ~o ™o
98 % 59 %

62b 64b

Schema 48: Darstellung MOM-geschiitzter Salicylaldehyde 64a-b Uber die DoM von in 2-Position
substituierter MOM-geschuitzter Phenole 63a-b.
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Die Darstellung des 3-lodsalicylaldehyds (66) ausgehend von dem kommerziell erhaltlichen
2-lodphenol (65) Uber die DoM ist aufgrund des zu erwartenden Lithium-Halogen-Austauschs
als bevorzugte Konkurrenzreaktion keine Moglichkeit.*%®! Eine Alternative fir die Synthese des
3-lodsalicylaldehyds (66) bietet die von BRADY et al. beschriebene regioselektive ortho-
Formylierung des 2-lodphenols (65) mit Magnesiumchlorid, Triethylamin  und
Paraformaldehyd.®® Nach wassriger Aufarbeitung sowie saulenchromatographischer
Reinigung an Kieselgel konnte 3-lodsalicylaldehyd (66) als mafRig verunreinigte Substanz
erhalten werden. Durch die nachfolgende Umdkristallisation aus n-Hexan konnte das Produkt
in analytisch reiner Form isoliert werden. Im Anschluss erfolgte Gber die Standardprozedur die
Einfihrung der MOM-Schutzgruppe an die freie phenolische Hydroxygruppe zur Darstellung
des MOM-geschutzten 3-lodsalicylaldehyd 64c mit einer guten Ausbeute (Schema 49).

2.00 Aq. MgCl,, 2.00 Aq. NEts o 1.20 Aq. MOMCI o
Q 3.00 Aq. HO(CH,0),H Ny 2.00 Aq. EN(Pr), !
HO THF, Reflux HO CHCl 0°C>RT  So 0
I 63 % | 77 % !
65 66 64c

Schema 49: Regioselektive ortho-Formylierung des 2-lodphenols (65) nach einer Arbeitsvorschrift von

BRADY et al. und anschlieRende Umsetzung zum MOM-geschiitzten 3-lodssalicylaldehyd 64¢.13%

Die regioselektive ortho-Formylierung von 2-lodphenol (65) wird mittels Deprotonierung der
aciden phenolischen Hydroxygruppe durch den Basenzusatz und der darauffolgenden
Koordinierung des Magnesiumchlorids an das Phenolat initiiert. Im Weiteren findet die
Komplexbildung zwischen dem Carbonylsauerstoffs des Formaldehyds, welches durch die
temperaturabhangige Depolymerisation des Paraformaldehyds freigesetzt wird, und dem
Phenolat-Magnesium-Addukt 66 statt. Daraufhin findet der nucleophile Angriff des
elektronenreichen aromatischen m-Elektronensystems am aktivierten Carbonylkohlenstoff des
Formaldehyds unter Ausbildung des Cyclohexadienon-Intermediat IM 68 statt. Dieses reagiert
weiter zum primdren Produkt, dem Magnesiumsalz des Salicylalkohol IM 69. Bei der
nachfolgenden Redoxreaktion zwischen dem Salicylalkohol IM 69 und einem weiteren Molekiil
Formaldehyd kommt es zur Bildung des Salicylaldehyds 65 und Methanol. Die
Regioselektivitat bei dieser Reaktion wird durch die Komplexierung des Phenolats und des

Formaldehyds am divalenten Magnesium-Kation erzielt (Schema 50).14%
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cl
/Mg
OH OMgCI o Ve
| MgCl,/NEt; | H,CO )Q?
_ > | CHy, ——
- NEt-HCI
65 67 IM 67
cl
M
“__H
Q o 0)3 oH O
I CH,OMgCI | &H, [ "
H_~ - MeOH
IM 68 IM 69 66

Schema 50: Mdglicher Reaktionsmechanismus der regioselektiven ortho-Formylierung von
2-lodphenol (65) mit Magnesiumchlorid und Paraformaldehyd. Adaptiert nach HOFSL@KKEN et a/.[4o"]

Die dargestellten MOM-geschutzten Aldehyde 64a-c sowie die kommerziell erhaltlichen
Aldehyde 64d-n wurden im Anschluss mit 2'-Hydroxyacetophenon 49 in der basenvermittelten
CLAISEN-SCHMIDT-Kondensation mit anschlieRender AFO-Reaktion im optimierten
sequenziellen Eintopfverfahren zu den Flavonolen 70a-n umgesetzt. Diese konnte nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel in mafligen bis moderaten Ausbeuten,

teilweise im Multigramm-Malstab, erhalten werden (Schema 51).

Q 0 1) 5.00 Aq. NaOH, 50 °C
H R* 2) 2.25 Aq. Hy0,, 0 °C — RT
N
~0 OH R R EtOH
0 R?

49 64a: R'=OMOM; R2=CF,; R®*=R*=H 70a: R' = OMOM; R?=CF4; R®=R*=H
64b: R'=0OMOM; R2=Pr; R®=R*=H 70b: R'=OMOM; R2=Pr; R3=R*=H
64c: R'=0OMOM; R?=;R®=R*=H 70c: R'=0OMOM; R?=;R®=R*=H
64d: R'=OMOM; R?=Br;R®=R*=H 70d: R'=OMOM; R?=Br;R®=R*=H
64e: R'= OMOM; R?=OMe; R®=R*=H 70e: R'= OMOM; R2=0OMe; R®=R*=H
64f: R'=OMOM; R?=H;R®=CI;R*=H 70f: R'=0OMOM; R?=H;R®=CI;R*=H
64g: R' =OMOM; R?=CI;R®=H;R*=F 70g: R'=OMOM; R?=CI;R®*=H;R*=F
64h: R' = OMOM; R2=Me; R®=R*=H 70h: R'=OMOM; R2=Me; R®*=R*=H
64i: R'=0OMOM;R?=Br;R®=H;R*=F 70i: R'=OMOM;R?=Br;R®=H;R*=F
64j: R'=OMOM;R?=F;R®=R*=H 70j: R'=OMOM;R?=F;R®=R*=H
64k: R'=H; R?=0OMOM; R®=CI;R*=H 70k: R'=H; R2=0OMOM; R®=CI;R*=H
64l: R'"=Cl;R?=CI;R®=R*=H 701: R'"=Cl;R?=C;R®=R*=H
64m: R'=H;R?2=Cl;R®*=R*=H 70m:R'"=H;R?2=CI;R®=R*=H
64n: R'=F;R?=Cl;R®=R*=H 70n: R'=F;R?=CI;R®=R*=H

Schema 51: Darstellung der Flavonole 70a-n.

Bei der Umsetzung von 3-Chlor-2-fluorbenzaldehyd (64n) im sequenziellen Eintopfverfahren
wurde ein Produktgemisch zweier Substanzen erhalten, welche aufgrund von nahezu
identischer Retentionsfaktoren nicht mittels saulenchromatographischer Reinigung an
Kieselgel getrennt werden konnten. Ebenfalls konnte das Produktgemisch nicht mittels
Umkristallisation aus diversen Ldsungsmitteln und Ldésungsmittelgemischen wie Ethanol,
n-Hexan/Essigsaureethylester oder n-Hexan/Chloroform separiert werden. Im 'H-NMR-

Spektrum des Produktgemischs konnte ein Triplett bei der chemischen Verschiebung von
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1.11 ppm mit dem Integral von drei Wasserstoffprotonen und ein Quartett bei 4.00 ppm mit
einem Integral von zwei Wasserstoffprotonen beobachtet werden. Dies weist darauf hin, dass
bei der Reaktion neben dem Fluor-substituierten Flavonol 70n auch das Ethoxy-Derivat 700
durch die nucleophile aromatische Substitution des Fluor-Substituenten durch Ethanolat
gebildet wurde (Schema 52).

0 1) 5.00 Ag. NaOH, 50 °C
H 2) 2.25 Aq. H,0, 0 °C - RT
.
~o OH . EtOH

_0 ¢]]

49 64n 70n 700

Schema 52: Das erhaltende Produktgemisch 70n-o bei der basenvermittelten CLAISEN-SCHMIDT-
Kondensation mit anschlieRender AFO-Reaktion von 49 mit 64n im sequenziellen Eintopfverfahren in
Ethanol.

Da das Produktgemisch weder durch die sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
noch mittels Umbkristallisation getrennt werden konnte, wurde dieser Reaktionsansatz
verworfen. Die Entstehung des Ethoxy-Flavonols 700 kdnnte mdglicherweise durch den
Einsatz einer sterisch anspruchsvollen Base in einem aprotischen Losungsmittel weitgehend
unterdriick werden. Da bei den weiteren Fluor-substituierten Aldehyden 64m, 64i und 64k die
nucleophile aromatische Substitution des Fluors als Nebenreaktion wahrend der
basenvermittelten CLAISEN-SCHMIDT-Kondensation mit anschlieBender AFO-Reaktion im
sequenziellen Eintopfverfahren nicht beobachtet werden konnte, wurden die

Reaktionsbedingungen jedoch nicht verandert.

Im Anschluss erfolgte die Methylierung der Flavonole 70a-m mit dem Methylierungsreagenz
Methyliodid und Casiumcarbonat als Base in N,N-Dimethylformamid mit guten bis sehr guten
Ausbeuten. Bei der Darstellung des 3-Methoxyflavons 71j lag die isolierte Ausbeute mit 53 %
unterhalb des Durchschnitts, welches vermutlich auf Verunreinigung des Edukts aus dem

vorherigen Schritt zurlickzufihren war (Schema 53).
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1.50 Aq. CHsl
2.25 Aq. Cs,CO4
DMF, RT
53-87 %
70a: R' = OMOM; R?=CF;; R®*=R*=H 71a: R' = OMOM; R?=CF;; R®=R*=H
70b: R'=OMOM; R?='Pr; R®=R*=H 71b: R'=OMOM; R?=Pr; R®=R*=H
70c: R'=0OMOM; R?=1;R®*=R*=H 71c: R'=0MOM; R?=I;R®=R*=H
70d: R'=0OMOM; R?=Br;R®=R*=H 71d: R'=0OMOM; R?=Br;R®=R*=H
70e: R' = OMOM; R? = OMe; R®=R*=H 71e: R' = OMOM; R? = OMe; R®=R*=H
70f: R'=OMOM;R2=H;R®=CI;R*=H 71f: R'=OMOM; R2=H;R®=CI;R*=H
70g: R'=OMOM; R2=CI;R®=H;R*=F 71g: R'=OMOM; R2=CI;R®*=H; R*=F
70h: R'= OMOM; R?=Me; R®=R*=H 71h: R'= OMOM; R?=Me; R®=R*=H
70i: R'=OMOM;R?=Br;R®=H;R*=F 71i: R'=OMOM; R?=Br;R®=H;R*=F
70j: R'=OMOM;R2=F;R®=R*=H 71j: R'=0OMOM;R2=F;R®=R*=H
70k: R'=H; R?=0OMOM; R®=Cl;R*=H 71k: R'=H; R?=0OMOM; R®=Cl;R*=H
701 R'=Cl;R?=Cl;R®=R*=H 7 R'=C;R?=Cl;R®=R*=H
70m:R'=H;R?=CI;R®=R*=H 71m:R'=H;R?=CI;R®=R*=H

Schema 53: Darstellung der 3-Methoxyflavone 71a-m.

Anschlieend erfolgte die Acidolyse der MOM-Schutzgruppe der 3-Methoxyflavone 71a-k mit
2 m Salzsaure-Loésung in Methanol bei einer Temperatur von 50 °C (Schema 54). Im Verlaufe
der Reaktionen prazipitierten die Reaktionsprodukte als zumeist gelbe, amorphe Feststoffe.
Der Umsatz der Reaktion wurde mittels DC fortlaufend verfolgt und nachdem die
Ausgangssubstanz nicht mehr beobachtet werden konnte wurde der Reaktionsansatz auf
Raumtemperatur abkihlen gelassen. Die Suspension wurde durch die Zugabe von eiskaltem
destilliertem Wasser verdiinnt, tUber Nacht bei 7 °C stehen gelassen und die ausgefallenen
Reaktionsprodukte 72a-k abfiltriert. Die Produkte wurde wiederholt mit eiskaltem destilliertem

Wasser gewaschen und unter Hochvakuum bei Raumtemperatur vollstandig getrocknet.

2 M HClag,
MeOH/H,0, 50 °C

63-95 %
71a: R'=OMOM; R2=CF3 R®=R*=H 72a: R'=0H; R?=CF5 R®=R*=H
71b: R'=OMOM; R?='Pr; R®=R*=H 72b: R'=0OH; R?2=Pr; R®=R*=H
71c: R"=0OMOM; R?=;R®=R*=H 72c: R'"=0H;R?=1;R®=R*=H
71d: R' = OMOM; R?=Br; R®=R*=H 72d: R'=0H; R>=Br;R®*=R*=H
71e: R' = OMOM; R? = OMe; R®=R*=H 72e: R'=0OH; R?=0Me; R®=R*=H
71f. R'=OMOM; R?2=H; R®=CI;R*=H 72f. R'=0OH;R?=H;R®=CI;R*=H
71g: R'=OMOM; R2=CI;R®=H;R*=F 72g: R'=0H;R?=CI;R®=H;R*=F
71h: R'= OMOM; R?=Me; R®=R*=H 72h: R'=0OH; R2=Me; R®=R*=H
71i: R'=0OMOM; R?=Br;R®=H; R*=F 72i: R'"=0OH;R?=Br;R®=H;R*=F
71j: R'"=0OMOM;R?=F;R®=R*=H 72j: R'"=0H;R?=F;R®=R*=H
71k: R'=H; R?=0MOM; R®=CI;R*=H 72k: R'=H;R?=0H; R®=CI;R*=H

Schema 54: Acidolyse der MOM-entschitzten Flavone 71a-k.

Im letzten Schritt dieser Synthesestrategie wurde die Ruthenium-katalysierte ortho-C(sp?)-H-
Hydroxylierung der 3-Methoxyflavone 71l-m/72a-k unter den zuvor optimierten

Reaktionsbedingungen aus Kapitel 4.1.4 durchgefiihrt (Schema 55). Der Ruthenium-
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Katalysator wurde Uber Celite® abfiltriert, das Rohprodukt mittels sdulenchromatographischer
Reinigung an Kieselgel vorgereinigt und nach anschliefiender Umkristallisation aus Methanol
konnten die Chlorflavonin-Analoga 2a-m erhalten werden. Der Reinheitsgrad der
Chlorflavonin-Analoga 2a-m wurde mittels HPLC bestimmt und erfullte den Anforderungen fur
die geplanten biologischen Untersuchungen von >95.0 %. Ausgenommen hiervon ist das
Isopropyl-Analogon 2b, welches mit einem Reinheitsgrad von 91.0 % erhalten werden konnte.
Weder durch wiederholte Umkristallisation aus diversen Losungsmitteln (Methanol, Ethanol,
n-Hexan/Ethanol, n-Hexan/Essigsaureethylester) noch mittels Umkehrphasenchromato-
graphie an C-18 S&ulenmaterial konnte eine Verbesserung des Reinheitsgrads erreicht

werden.

5.00 mol% [RuCly(p-cymene)],
1.10 eq. Selectfluor®

2.00 eq. Ag,CO3

3.00 eq. CF;COOH

TFAA, 80 °C

17-53 %
72a: R'=0OH; R?=CF5; R®=R*=H 2a: R'=0H; R2=CF;;R®=R*=H
72b: R'=0OH; R2=Pr; R®=R*=H 2b: R'"=0H; R?=Pr;R®=R*=H
72c: R'"=0OH;R?=1;R®=R*=H 2¢c: R'=0H;R?2=;R®=R*=H
72d: R'=0H; R?=Br;R®=R*=H 2d: R'=0H;R?=Br;R®=R*=H
72e: R'=0H; R?=0Me; R®=R*=H 2e: R'=0H; R>=0Me; R®=R*=H
72f: R'=0H;R?>=H;R®=CI;R*=H 2f: R'=0H;R2=H;R®*=Cl;R*=H
72g: R'=0OH;R2=CI;R®=H;R*=F 2g: R'=0OH;R2=CI;R®*=H;R*=F
72h: R'=0H; R2=Me; R®=R*=H 2h: R'=0H; R?=Me; R®=R*=H
72i: R'"=0OH;R?=Br;R®=H;R*=F 2i: R'=0H;R?2=Br;R®=H;R*=F
72j: R'"=0H;R?=F;R®=R*=H 2j; R'"=0H;R?=F;R®=R*=H
72k: R'=H;R?=0H;R®=CI;R*=H 2k: R"=H;R?>=0H;R®=CI;R*=H
711: R'"=CI;R?=CI;R®=R*=H 21: R"=Cl;R?=CI;R®=R*=H
71m:R'=H;R?=CI;R®=R*=H 2m:R'=H;R?2=CI;R®=R*=H

Schema 55: Darstellung der Chlorflavonin-Analoga 2a-m.

Der isostere Austausch von funktionellen Gruppen einer Leitstruktur ist eine der
fundamentalen Methoden in der Entwicklung neuer Wirkstoffkandidaten.%? Mit Hilfe des
isosteren Austauschs kénnen die physikochemischen Parameter wie rdumliche Anordnung,
GroRke, Polarisierbarkeit, Ladungsverteilung und Lipophilie der Leitstruktur rational verandert
werden um Einfluss auf deren Potenz, Selektivitat oder pharmakodynamischen und
pharmakokinetischen Eigenschaften zu nehmen.l%24%3 |n der Literatur wird zwischen den
klassischen Isosteren und den nicht-klassischen Isosteren unterschieden. Als klassische
Isostere werden einfache Strukturelemente bestehend aus ein bis drei Atomen, funktionellen
Gruppen oder Ringen mit dhnlichem sterischem und elektronischem Anspruch bezeichnet.
Dahingegen umfasst das Prinzip der nicht-klassischen Isosteren ebenfalls funktionelle
Gruppen, welche sich elektronisch oder sterisch voneinander unterscheiden, jedoch ahnliche

physikochemischen Eigenschaften aufweisen.®4%l Das Prinzip der Bioisosterie umfasst
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Substituenten sowie funktionelle Gruppen der klassischen und nicht-klassischen Isostere mit

vergleichbarer biologischer Aktivitat. !

In der Literatur wird die Cyanogruppe als nicht-klassisches Isoster der aromatischen Chlor-,
Brom- und lod-Substituenten beschrieben.%! Die Cyanogruppe imitiert die Polarisation der
aromatischen Halogen-Substituenten, wohingegen diese jedoch kleiner als Brom- und lod-
Substituenten ist.“®! In diversen préklinischen Strukturoptimierungen fiihrte der Austausch
von aromatischen Halogen-Substituenten durch die Cyanogruppe zu einer Verbesserung der
pharmakokinetischen Eigenschaften der Aufnahme, Verteilung, Metabolismus und
Ausscheidung (ADME) und biologischen Aktivitat der Leitstruktur.[402495.4%81 Bgj der Entwicklung
von Fadrozol Hydrochlorid, (Afema® Fa. Novartis) eines der ersten nicht-steroidalen
Aromatase-Inhibitoren zur Behandlung von 0&strogenabhdngigen Erkrankungen wie
Brustkrebs, flihrte der bioisostere Austausch des Brom-Substituenten durch die Cyanogruppe
zu einer verbesserten inhibitorischen Aktivitat.1*%>4%1 |m Rahmen der praklinischen
Strukturoptimierung kann der bioisostere Austausch eines Brom-Substituenten durch die
Cyanogruppe fir die Optimierung der physikochemischen und pharmakokinetischen
Eigenschaften eingesetzt werden.[*? Zudem konnte mittels Kristallstrukturanalyse gezeigt
werden, dass die aromatische Cyanogruppe einer Leitstruktur die hydrophobe Seitentasche
des biologischen Rezeptors adressieren konnte. %! Bei der ADME-dirigierten Entwicklung
eines nicht-nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitors der neuen Generation flihrte der
bioisostere Austausch von zwei Arylchloriden durch die Cyanogruppe zu einer signifikanten
Reduktion der Lipophilie und verbesserten Halbwertszeit in humanen Lebermikrosomen.[405408]
Im Rahmen der praklinischen Strukturoptimierung von Chlorflavonin wurde daher der
bioisostere Austausch des Halogen-Substituenten des B-Rings durch die Cyanogruppe
angestrebt. Eine Moglichkeit zur Darstellung aromatischer Nitrile bietet die ROSENMUND-
von BRAUN-Reaktion bei der Arylhalogenide mit Kupfer(l)-cyanid umgesetzt werden. Diese
erfordert jedoch harsche Reaktionsbedingungen und findet daher nur im begrenzten Umfang
Anwendung in der Modifikation von komplexen Leitstrukturen.%®41% |n den vergangenen
Jahrzehnten wurden modernere Methoden der Ubergangsmetall-katalysierten Cyanierung von
Arylhalogeniden publiziert.*®) Ausgehend von dem Brom-Analogon 2d kénnte mittels
Palladium-katalysierter Cyanierung versucht werden das Nitril-Analogon 2n herzustellen. Ein
problematischer Aspekt bei der Cyanierung ist die Wahl der Cyanidquelle. Die gangigen
Alkalicyanide, Zinkcyanid oder Trimethylsilylcyanid sind entweder hoch toxisch oder auflerst
effektive Katalysatorgifte. SCHAREINA et al. publizierten ein Verfahren zur Cyanierung von
Arylbromiden mit wasserfreiem Kaliumhexacyanidoferrat(ll) als Cyanidquelle, dem Katalysator
Palladium(ll)-acetat, 1,1'-Bis(diphenylphosphino)ferrocen (dppf) als Chelatligand und

wasserfreiem Natriumcarbonat in absolutem 1-Methylpyrrolidin-2-on (NMP) (Schema 56). Ab
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einer Temperatur von 120 °C kommt es in NMP zur langsamen Freisetzung der Cyanid-lonen
des Kaliumhexacyanidoferrats(ll), sodass die Vergiftung des Katalysators vermieden werden
kann.*'! Das wasserfreie Kaliumhexacyanidoferrat(ll) wurde mittels Trocknung von fein
gemahlenem Kaliumhexacyanoferrat(ll)-Trihydrat bei 80 °C unter Hochvakuum fir 24 Stunden
erhalten. Die Reaktion wurde unter Verwendung der SCHLENK-Technik bei striktem
Ausschluss von Feuchtigkeit und Luftsauerstoff unter Argon-Schutzgasatmosphare
durchgefihrt. Bei den fortlaufenden Reaktionskontrollen mittels DC konnte die zunehmende
Zersetzung des Startmaterials beobachtet werden. Nach 24 Stunden wurde die Reaktion
abgebrochen, wassrig aufgearbeitet und das Rohprodukt mittels APCI-MS analysiert. Jedoch
konnte kein Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis des angestrebten Nitril-Analogons 2n
beobachtet werden und der Ansatz wurde verworfen. Aufgrund der fortgeschrittenen Zeit

konnte dieses Projekt nicht weiterverfolgt werden.

1 Mol% Pd(OAc),

2 Mol% dppf

0.25 Aq. K4[Fe(CN)g]
1.00 Ag. Na,CO3

NMP, 120 °C

2d

Schema 56: Versuchte Darstellung des Nitril-Analogons 2n in Anlehnung an die Literaturvorschrift von
SCHAREINA et al.411

4.1.7 Bestimmung der antimykobakteriellen in vitro Aktivititen der Chlorflavonin-

Analoga

Alle der im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Chlorflavonin-Analoga wurden von der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. RAINER KALSCHEUER an der HEINRICH-HEINE-Universitat
Dusseldorf am Institut flir Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie auf deren

antimykobakterielle in vitro Aktivitdt gegenliber dem M. tb.-Stamm H37Rv untersucht.

Die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentrationen der dargestellten Chlorflavonin-
Analoga wurde mit einem Mikrobouillonverdiinnungs-Assay (engl.: microbroth dilution assays)
entsprechend der  Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI)  Richtlinien  von
ANNA-LENE KIFFE-DELF M. Sc. durchgefiihrt.*'? Die zweifache Reihenverdiinnung der
Substanzen wurden in einer sterilen 96-Kavitaten U-Boden Polystyrolplatte ausgehend von
einer Konzentration von 100 uM im Wachstumsmedium vorbereitet. Eine Zellsuspension mit
10°% CFU/mL wurde prapariert und davon jeweils 50 L in jede Kavitat hinzugefiigt. DMSO
wurde als Wachstumskontrolle hinzugegeben und RIF wurde als positive Kontrolle eingesetzt.
Nach finf Tagen Inkubation, wurden 10 yL von einer 100 pg/mL Resazurin-Lésung in jede

Kavitat hinzugegeben und vorsichtig vermischt. Die Platten wurden fir weitere 24 Stunden bei
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Raumtemperatur inkubiert und durch die Zugabe von 100 uL einer 10%igen wassrigen
Formaldehyd-L&sung pro Kavitat inaktiviert. Nach 30 Minuten Inkubation mit der Formaldehyd-
Losung, wurde das Wachstum mit einem Plattenausleser (Fa. TECAN) bei einer
Anregungswellenlange von 535 nm und einer Emissionswellenldnge bei 590 nm quantifiziert.
Das relative Wachstum wurde in Bezug auf die Wachstumskontrolle berechnet. Die

Experimente wurden jeweils dreifach durchgefihrt.

Das Resazurin ist ein nicht-fluoreszierender Redoxindikator der frei durch die mykobakterielle
Zellmembran diffundieren kann.®' In der Zelle wird dieser durch NAD(P)H-abhangige
Oxidoreduktasen des Mitochondriums und Cytosols zum fluoreszierenden Resorufin reduziert.
Somit erfolgt dieser Prozess ausschlief3lich in Mykobakterien mit aktivem Metabolismus. Mit
der darauffolgenden Bestimmung der Fluoreszenzemission des Resorufins kann die
Zellviabilitat ermittelt werden (Abbildung 13).414

o NADH/H®  NAD®H,0

; N "

: JOBE!

@~ ;

j@[\ Oxidoreduktase o o OH
HO o) e} lebenede Zelle
Resazurin Resorufin

blau niedrige Fluoreszenz pink starke Fluoreszenz

Abbildung 13: Prinzip des zellularen NAD(P)H-abhangigen Resazurin Oxidoreduktase Assays zur
Bestimmung der Zellviabilitat. Adaptiert nach RISS et al.[413!

4.1.8 Antimykobakterielle in vitro Aktivitaten und Struktur-Aktivitits-Beziehungen der

dargestellten Chlorflavonin-Analoga

Die Identifizierung und Entwicklung des Pharmakophormodells ist eine bewahrte Strategie in
der praklinischen Wirkstoffentwicklung und dient der Erstellung einer dreidimensionalen
Anordnung von funktionellen Gruppen, welche fir die biologische Aktivitat einer Leitstruktur
wichtig sind. Hierfur ist die Darstellung von zahlreichen strukturell diversen Analoga der
Leitstruktur in verschiedenen iterativen Optimierungszyklen sowie die anschliellende

Auswertung der Struktur-Aktivitats-Beziehungen erforderlich.84

Das im Kapitel 4.1.3 dargestellte Flavon 39 wurde eingesetzt, um den Einfluss des 3‘-Methoxy-
Substituenten auf die antimykobakterielle in vitro Aktivitat der Leitstruktur zu untersuchen.
Zunachst wurde 39 mit Bortrichlorid und TBAI zum 5-Hydroxyflavon 73 umgesetzt. Im
Anschluss wurde dessen Benzylether-Schutzgruppe mittels Palladium-katalysierter
Hydrogenolyse entfernt, um das Flavon 74 zuganglich zu machen. Um die in der Literatur
beschriebene Dehydrohalogenierung wahrend der Hydrogenolyse zu reduzieren wurde diese
im leicht aciden Medium und in der Anwesenheit einer Chlorid-Quelle durchgefihrt
(Schema 57).1419]
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2.50 Ag. BCl;
2.50 Aq. TBAI

CH,Cl, -30 °C > RT
62 %

10.0 Mol% Pd/C, H,
1.14 Aq. NaCl
1.78 Aq. NaH,PO,-H,0

MeOH/CH,Clo/H,0 6:2:1, RT
36 %

Schema 57: Darstellung des Flavons 74.

Bei den nachfolgenden Untersuchungen der antimykobakteriellen in vitro Aktivitaten zeigte
sich, dass beide Analoga signifikant reduzierte Aktivitdten aufwiesen. Jedoch wurde das
Fehlen des 3'-Methoxy-Substituenten am C-Ring des Wirkstoffs 74 deutlich besser toleriert als
der Wegfall der phenolischen Hydroxygruppe am A-Ring des Analogons 53 (Tabelle 11).

Tabelle 11: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKge) der dargestellten Chlorflavonin-Analoga
gegenuber dem M. tb.-Stamm H37Ruv.

LEWIS-Struktur

MHKago
[uM]
n = 3; Verdinnungsstufen: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13,
1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.096 uM

6.25 25

Die biologischen Testungen der Regioisomere des Chlorflavonins 2f/k ergab, dass das
natlrliche Substitutionsmuster des B-Rings mit den 2-Hydroxy-3-Chlor-Substituenten flr die
antimykobakterielle in vitro Aktivitat der Leitstruktur wichtig ist. Zudem ist die Anwesenheit der
phenolischen Hydroxygruppe im Analogon 2m, voraussichtlich in deren Rolle als
Wasserstoffbriickenbindung-Donor und acide Funktionalitat, aufgrund der Befahigung zur
Ausbildung von Salzbricken, fir die antimykobakterielle in vitro Aktivitdt von groRer
Bedeutung. Basierend auf diesen Resultaten und gesttitzt vom erstellten Homologiemodell der
berechneten mdéglichen Enzym-Ligand-Wechselwirkungen zwischen Chlorflavonin und der

mykobakteriellen AHAS kann daraus geschlossen werden, dass nach bisherigem
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Kenntnisstand die Substituenten in 2- und 3-Position fir die Interaktion mit den

Strukturelementen des angenommenen aktiven Zentrums bevorzugt sind (Tabelle 12).

Tabelle 12: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKg) der dargestellten Chlorflavonin-Analoga

OH O
O\
\
o 0
_O
Cl
Cl OH
2m 2k

gegenuber dem M. tb.-Stamm H37Ruv.

LEWIS-Struktur ; - /ja

HO cl
2f
MHKGoo

[pM]
n = 3; Verdunnungsstufen: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13,

1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.096 pM

100 100 100

Als Folge dieser Ergebnisse wurde bei der weiteren Strukturmodifikation das natdrliche
Substitutionsmuster beibehalten. Bei der Variation des Chlor-Substituenten fuhrte der
bioisostere  Austausch zum lipophileren und voluminéseren Brom-Analogon 2d
(MHKg = 0.78 uM) zu einer Verbesserung der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat.
Dahingegen konnten beim kleineren, harter polarisierten Fluor-Derivat2j sowie dem
voluminéseren lod-Analogon 2¢ jeweils der Verlust der biologischen Aktivitat
(MHKg = >100 uM) im Ganzzell-basierten Aktivitats-Assay beobachtet werden. Die
verbesserte antimykobakterielle in vitro Aktivitdt des Brom-Analogons 2d kdnnte die Folge
einer gesteigerten Interaktion des Brom-Substituenten mit der im Homologiemodell
vorausgesagten hydrophoben Seitentasche des aktiven Zentrums der AHAS sein. Im
Gegensatz dazu kénnte der Fluor-Substituent diese nicht ausfiillen und der lod-Substituent
aufgrund dessen VdW-Radius beziehungsweise Volumen bereits zu grof3 sein, somit kénnten
bei beiden Analoga wichtige Komponenten der Enzym-Ligand-Wechselwirkung wegfallen.

Im Weiteren fihrten die Substituenten Trifluormethyl (2a), Isopropyl (2b) und Methyl (2h) in
3-Position des B-Rings zum Verlust der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat der Analoga im
Ganzzell-basierten Aktivitats-Assay. Mit einem VdW-Radius von 2.00 A ist der Methyl-
Substituent in dessen sterischem Anspruch vergleichbar mit dem Brom-Substituenten
(1.92 A).#® Daher kénnte der Verlust der biologischen Aktivitat auf die elektronischen
Eigenschaften der Substituenten zurlickzufihren sein. Die Halogen-Substituenten weisen in
Abhangigkeit von deren Elektronegativitat einen unterschiedlich stark ausgepragten negativen
induktiven Effekt auf, welcher zu einer Reduktion der Elektronendichte im aromatischen
System fuhrt, wohingegen der Alkyl-Substituent einen schwach ausgepragten positiven

induktiven Effekt aufweist.
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Der Trifluormethyl-Substituent ist mit einem VdW-Radius von 2.7 A ahnlich groR wie der
Isopropyl-Substituent. Beide weisen jedoch signifikant unterschiedliche Volumina auf
(CF3: 42.5 A3 Pr: 56.2 A%, welche auf die unterschiedlichen Geometrien der Substituenten
zuriickzufiihren sind.®#'"! Die Trifluormethyl-Gruppe verhalt sich als harte Kugel, welche um die
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungsachse symmetrisch ist.[*'®!

Die Einfihrung des Fluor-Substituenten in 5-Position des B-Rings flihrte beim Chlor-2g und
Brom-Analogon 2i zu einem Verlust der antimykobakteriellen in vitro Aktivitdt. Als Grunde
hierfir kdnnte sterische oder elektronische AbstoRung des Fluor-Substituenten gegeniber
dem Wirkstoffziel sein. Eine weitere Moglichkeit lage im Verhalten der Analoga im Ganzzell-
basierten Aktivitats-Assay. Aufgrund des negativen induktiven Effekts des Fluor-Substituenten
ist anzunehmen, dass der pKs-Wert der phenolischen Hydroxygruppe signifikant erhoht ist. In
der Folge konnten die Chlorflavonin-Analoga aufgrund des pH-Werts von 6.6 +0.2 im
eingesetzten Zellmedium (Middlebrook 7H9 Bouillon Basis) Uberwiegend dissoziiert als
Phenolate vorliegen.*'¥ Dies kann zu einer Reduktion der Permeabilitat durch die
mykobakterielle Zellwand der Chlorflavonin-Analoga 2gl/i fuhren und die

Wirkstoffkonzentration in den Mykobakterien signifikant reduzieren (Tabelle 13).

Tabelle 13: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKe) der dargestellten Chlorflavonin-Analoga

O\
\
o o)
_O
LEWIS-Struktur HO: ; HO: ; HO: ; HO: ; HO ;
Cl F |
1 2j 2c

gegeniber dem M. tb.-Stamm H37Ruv.

Br CF4
2d

2a

MHKso
[uM]

LEWIS-Struktur Hj)j? H/Oﬁi; :j@ H?Q/ H::j@/
MHKago
[uM]

n = 3; Verdinnungsstufen: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13,
1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.096 uM

0.78 1.56

Bei den biologischen Evaluationen der Chlorflavonin-Analoga 2a-m im Ganzzell-basierten
Aktivitats-Assay gilt zu beachten, dass die Reduktion oder der Verlust der antimykobakteriellen
in vitro  Aktivitdit das Resultat verschiedener Faktoren wie eine verringerte

Membranpermeabilitdt, zunehmende Metabolisierung durch verschiedene Enzyme der
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Mykobakterien oder reduzierte Wechselwirkung mit dem aktiven Zentrum der katalytischen
Untereinheit IlvB1 der AHAS sein kann. Deshalb sollten die dargestellten Chlorflavonin-
Analoga auf deren inhibitorische Aktivitdt gegenlber der katalytischen Untereinheit IlvB1 der
AHAS des M. tb. in einem Enzymaktivitats-Assay untersucht werden. Mit den daraus erzielten
Daten kdnnen Rickschlisse erhalten werden, ob die Reduktion oder der jeweilige Verlust der
antimykobakteriellen in vitro Aktivitdt der Chlorflavonin-Analoga auf Effekte im Ganzzell-
basierten Aktivitdts-Assay oder auf eine reduzierte Inhibition der katalytischen Untereinheit
IlvB1 der mykobakteriellen AHAS zurlckzufuhren sind. Im Falle einer weiterhin vorhanden
inhibitorischen Aktivitat gegenuber der katalytischen Untereinheit llvB1, kénnten die fluorierten
Chlorflavonin-Analoga 2a/g/i in Phenolester-Prodrugs umgewandelt werden. Dadurch
konnten spezifische physikochemische Eigenschaften, wie die erhdhte Aciditat der
phenolischen Hydroxygruppe des B-Rings und die dadurch zunehmende Dissoziation, als
Ester-Funktionalitat maskiert werden. In Folge der erhéhten Lipophilie kdnnten die Prodrugs
besser durch die mykobakterielle Zellwand permeieren, im Organismus mittels Esterasen
bioaktiviert werden und der freie Wirkstoff die enzymatische Aktivitdt der AHAS inhibieren
(Schema 58).

2a:R'=CF; R?=H Prodrug 2a: R' = CF5; R? = H; R® = Alkyl
2g:R'=CI;R%=F Prodrug 2g: R' = CI; R = F; R® = Alkyl
2i: R'=Br;R%=F Prodrug 2i: R" = Br; R? = F; R® = Alkyl

Schema 58: Mogliche Maskierung der O-H-aciden phenolischen Hydroxygruppen der fluorierten

Analoga 2a/g/i mittels Acylierung zu einem lipophilen, nicht dissoziierbaren Phenolester-Prodrug.
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4.2 Die Alkoxyamid-basierte Leitstruktur KSK704 (3a)

4.2.1 Antimykobakterielle Eigenschaften der Alkoxyamid-basierten Leitstruktur
KSK104 (3a)

Die interne Bibliothek synthetischer, chemisch und strukturell diverser Verbindungen der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. THOMAS KURZ wurde in der Arbeitsgruppe unseres
Kooperationspartners Prof. Dr. RAINER KALSCHEUER an der HEINRICH-HEINE-Universitat
Dusseldorf am Institut fur Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie auf deren
antimykobakterielle in vitro Aktivitat gegenuber dem M. tb.-Stamm H37Rv untersucht. Bei dem
phanotypischen Ganzzell-basierten Aktivitats-Assay konnte eine Verbindungsklasse aus der
Promotionsarbeit von Frau Dr. KATHARINA STENZEL identifiziert werden, welche eine
ausgepragte antimykobakterielle in vitro Aktivitdt gegenliber dem M. tb.-Stamm H37Rv
aufwies. Besonders KSK704 (3a) erregte mit einer beachtlichen minimalen
Hemmkonzentration, bei der das mykobakterielle Wachstum um 90 % reduziert wird (MHKgo),
von 0.096 uM die Aufmerksamkeit (Schema 59). Somit weist KSK104 (3a) gegenliber dem
M. tb.-Stamm H37Rv eine potentere antimykobakterielle in vitro Aktivitat als das etablierte
Antituberkulotikum RIF (MHKgo = 0.19 uM) auf.[420]

H/OQOLHQV@
®

3a
KSK104

Schema 59: LEWIS-Struktur von KSK104 (3a).[42%

Bei den nachfolgenden Untersuchungen konnte selbst in den hdchsten getesteten
Konzentrationen von 100 uM kein zytotoxischer Effekt von KSK7104 gegenliber den humanen
Zelllinien THP1, MRC-5 und HepG2 beobachtet werden. Somit konnte bei KSK704 ein
exzellenter Selektivitatsindex [ICso(Zytotoxizitat)/MHKgo(M. tb.-H37Rv)] von SI >100 ermittelt
werden. KSK104 (bt in den ersten zehn Tagen einen starken bakteriziden Effekt aus und fuhrt
zu einer 2.5-log Reduktion der Lebensfahigkeit der Mykobakterien. Im Anschluss konnte keine
Wiederaufnahme des Wachstums beobachtet werden und die Anzahl der Mykobakterien
verhielt sich statisch. In Kombination mit INH, RIF, EMB und DMD konnten additive Effekte bei
der Reduktion der mykobakteriellen Lebensfahigkeit bis hin zum Detektionsminimum
(10?2 CFU/mL) beobachtet werden. Im Weiteren konnte bei der Behandlung mehrerer klinischer
XDR-M. tb. lIsolate (KwaZulu-Natal, Sudafrika) mit KSK704 ein stark ausgepragter
wachstumsinhibierender Effekt bei niedrigen mikromolaren Konzentrationen beobachtet
werden. Zusatzlich ist KSK7104 in der Lage sowohl das Wachstum der Mykobakterien in den

infizierten humanen Makrophagen THP-1 signifikant zu verlangsamen als auch die bakterielle

121



Ergebnisse und Diskussion

Last deutlich zu reduzieren. In diesen Experimenten war KSK704, selbst bei niedrigeren

Konzentrationen, bedeutend wirksamer als RIF und Streptomycin.

Dahingegen konnte bei den eng verwandten Mykobakterien M. bovis BCG, M. smegmatis,
M. marinum und M. abscessus  sowie diversen  nosokomialen  Pathogenen
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa keine
antimykobakterielle in vitro Aktivitat beobachtet werden. Zudem wurde keine antibakterielle
in vitro Aktivitdt gegenuber diversen anderen Gram-positiven und -negativen Bakterien
beobachtet, somit weist der Wirkstoff KSK7104 eine hohe Selektivitdt gegentber M. tb. auf.

Im gelierten Nahrmedium konnten gegenlber dem Wirkstoff KSK704 spontan resistente
M. tb.-Mutanten mit einer niedrigen Frequenz von ungefahr 10-® CFU erhalten werden. Diese
resultierte in einer ausgepragten Resistenz gegeniber KSK7104 mit einer 32-fachen
Verschiebung der MHKgo. Mit Hilfe der Gesamtgenomsequenzierung von funf unabhangigen,
spontan KSK17104-resistenten M. tb.-Mutanten konnten verschiedene Einzelnukleotid-
Polymorphismen im Gen Rv0552, welche sowohl zum Austausch von Aminosauren als auch
zur Leserasterverschiebung fuhren kdnnen, festgestellt werden. Das Gen Rv0552 codiert ein
Protein dessen Funktion bislang nicht bekannt ist. Basierend auf dessen Aminosauresequenz
wurde eine Amidohydrolase-Aktivitat prognostiziert. Diese Proteinfamilie wird mit der
enzymatisch katalysierten Hydrolyse von Kohlenstoff-Stickstoff-Bindungen, weniger mit der
von Peptidbindungen, assoziiert.*?"] Daher ist anzunehmen, dass die Mutationen im Gen
Rv0552 zur Ausbildung des resistenten Phanotyps von M. tb. fiihren. Mit Hilfe von genetischen
Experimenten konnte gezeigt werden, dass das Gen Rv0552 nicht-essenziell fir das in vitro
Wachstum des M. th. ist.*?2l Daher sind die antimykobakteriellen Eigenschaften der
Leitstruktur KSK104 wahrscheinlich nicht die Folge der direkten Inhibition der hypothetischen

Amidohydrolase.

Basierend auf diesen Ergebnissen formulierte die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. RAINER
KALSCHEUER zwei potenzielle Wirkungsmechanismen, welche die antimykobakterielle
in vitro Aktivitat von KSK7104 erklaren konnen. Erstens, bei KSK704 handelt es sich um die
aktive Wirkform und die natirliche Amidohydrolase des Gens Rv0522 kann diese nicht
metabolisieren. Als Folge der Mutationen verandert sich die Substratspezifitat des Enzyms,
welches anschlielend in der Lage ist den Wirkstoff mittels Hydrolyse zu inaktivieren. Zweitens,
KSK104 fungiert als Prodrug, welches durch die intrazellulare Hydrolyse von einer oder beiden
Alkoxyamid-Funktionalitaten durch die Amidohydrolase in die aktive Wirkform Gberfihrt wird.

Die Mutationen im Gen Rv0522 fiihren zu einer modifizierten Substratspezifitit und
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infolgedessen kann das Enzym die Alkoxyamid-basierte Leitstruktur KSK704 nicht mehr in die

aktive Wirkform Uberfiihren.

Damit ist KSK704 aufgrund der sehr guten antimykobakteriellen in vitro Aktivitat gegeniber
dem M. tb.-Stamm H37Rv und einigen XDR-TB klinischen Isolaten sowie der intrazelluldren
antimykobakteriellen Aktivitat in infizierten humanen Makrophagen eine vielversprechende
neue Leitstruktur fur die Entwicklung einer neuartigen Antituberkulotikum-Klasse zur
Ergdnzung der Chemotherapie bei MDR- und XDR-TB. Weitere vorteilhafte Eigenschaften
liegen in der nicht beobachtbaren Zytotoxizitat gegenuber diversen humanen Zelllinien selbst
in hohen Konzentrationen, einer niedrigen Resistenzfrequenz und der Einhaltung aller der von
LIPINSKI aufgestellten Bedingungen der Rule of Five. So betragt das Molekulargewicht von
KSK104 376.41 g/mol. Im Weiteren verfugt KSK104 Gber vier Wasserstoffbricken-Akzeptoren
und zwei Wasserstoffbriicken-Donoren. Der mit Hilfe des freizuganglichen Web-Services

SwissADME berechnete n-Octanol/Wasser Verteilungskoeffizient (log Pow) (iILOGP) liegt bei
231 _[279,280]

4.2.1.1 Kenntnisstand der antimykobakteriellen Eigenschaften von a-Aminooxycarbonsaure-

Derivaten

Bereits in den 1940er Jahren wurde bei hohen Konzentrationen die bakteriostatische Wirkung
von (Aminooxy)essigsaure Hemihydrochlorid (76) gegenliber zahlreichen Gram-positiven und
-negativen Bakterien, einschliel3lich M. tb., beschrieben. Damals wurde vermutet, dass 76 ein
metabolischer Inhibitor sein kdnnte, welcher intrazellular mit a-Ketocarbonsauren, wie dem
Schlisselintermediat des zellularen Metabolismus Brenztraubensaure, zum Ketoxim 77

kondensiert (Schema 60).142%

i o A
+ + HOTH\\ .0
%OH 1/2HCI-H2N/O\)kOH -H,0 N OH

0O 0
75 76 77
Brenztraubensaure

Schema 60: Im Jahr 1948 postulierter Wirkungsmechanismus der antibakteriellen Aktivitdt von
(Aminooxy)essigsaure Hemihydrochlorid (76) gegenlber zahlreichen Gram-positiven und -negativen
Bakterien. Adaptiert nach FAVOUR et al.14?%

Im Jahr 1960 beschrieben McHALE et al. die Darstellung und die schwach ausgepragten
antibakteriellen Eigenschaften von a-Aminooxycarbonsauren (a-AOA) und
a-AOA-Hydraziden, wobei sich die organischen Reste auf aliphatische Kohlenstoffketten
(C2-C1s) begrenzten.?*! Nachfolgend beschrieben TESTA et al. die Synthese von a-AOA als

Analoga der natlrlichen a-Aminosauren, welche wachstumsinhibierende Eigenschaften
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gegenluber M. tb., jedoch nicht bei anderen Bakterien aufwiesen ohne dabei auf einen

Wirkungsmechanismus oder -ziel der entsprechenden Substanzgruppen zu verweisen. 2!

Aufbauend auf diesen Publikationen dokumentierten KISFALUDY et al. die Darstellung und
antimykobakteriellen Eigenschaften von nahezu hundert sowohl optisch aktiven als auch
inaktiven a-AOA-Hydrazid-, a-AOA-Anilid- und a-AOA-Hydroxamsaure-Derivaten. Dabei wies
die aktivste Substanz 80b, eine Chimare bestehend aus INH und (Aminooxy)essigsaure,
in vitro eine Wachstumsinhibition von 0.07 yg/mL (0.33 pM) auf. Im Weiteren wurde die
Substanz 80b in einem dreimonatigen Infektionsmodell bei Meerschweinchen sowie weillen
M&usen erprobt. Dabei inhibierte die Substanz in einem dreimonatigen Experiment die
Etablierung einer M. tb. Infektion. Zusatzlich konnte in einem Akutexperiment nur eine geringe

Toxizitat festgestellt werden (Schema 61).142%1

0 /@ o o o /@
H2N/O\)LN HZN/O\)LN/@ )LN/O\)LN
H Ho o H H

78a 78b 78¢c
a-AOA-Anilide
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HZN’O\)'LN/OT(@ ).LN/O\).LN/OT(C/
Ho g H Ho g
79a

79b
a-AOA-Hydoxamsauren

o N oy N
HzN/oT)kN,N X HZN/O\)LN,N x
Hoo H o
80a

80b
a-AOA-Hydrazide

Schema 61: Ausgewahlte Vertreter der a-AOA-Amide 78a-c, a-AOA-Hydroxamsauren 79a-b und
a-AOA-Hydrazide 80a-b von KISFALUDY ef al. dargestellten Substanzen mit antimykobakterieller
Aktivitat.[423]

In einer im Jahr 1971 offengelegten Patentvorschrift meldeten KISFALUDY et al. die
Darstellung von zahlreichen a-AOA-Hydroxamsaure-Derivaten, deren Salze und optisch
aktiven Isomere mit sowohl antimykobakterielle in vitro als auch in vivo Aktivitat gegeniber
dem M. tb.-Stamm H37Rv an.1*2°

Nachfolgend, wurde im Jahr 1974 eine weitere Patentschrift und im Jahr 1979 deren
Berichtigung zur Synthese von Aldoximen und Ketoximen substituierter a-AOA-Anilid-Derivate
sowie die Beschreibung derer antimykobakteriellen Eigenschaften gegentber M. tb., M. tb.-

Streptomycin-resistent, M. tb.-INH-resistent und M. kansasii offengelegt (Schema 62).1427]
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Schema 62: Ausgewahlte Substanzen der Aldoxim- und Ketoxim-substituierten a-AOA-Anilid-Derivaten
aus der Patentschrift von KISFALUDY et al.[4?7]

In einer weiteren Publikation aus dem Jahr 1977 verweisen KOLTAI und KISFALUDY et al.
auf die antimykobakterielle invitro sowie invivo Aktivititen des N'-(2-
(Aminooxy)acetyl)isonicotinohydrazid Dihydrobromids (80b) und beschreiben die Darstellung
von zwei '#C-markierten Isotopomeren 82a-b fiir geplante pharmakokinetische und

metabolische Untersuchungen (Schema 63).1428!

0 AN 0 A N
o R A ot N
2HBr-HN” N e 2HBrHN NN
Hoo H
0
82a 82b

Schema 63: Die 'C-markierten Isotopomere des N'-(2-(Aminooxy)acetyl)isonicotinohydrazid
Dihydrobromids (82a-b) fiir die pharmakokinetischen und metabolischen Studien. Adaptiert nach
KOLTAI und KISFALUDY et al.#?8

Trotz intensiver Literaturrecherche konnten die Ergebnisse dieser Studien nicht ermittelt
werden und die Spur dieser Substanzgruppe als potenzielle antimykobakterielle
Wirkstoffklasse verlor sich. Zudem wurden fir die Substanzgruppen der a-AOA-Hydrazid-,
a-AOA-Anilid-, a-AOA-Hydroxamsaure-Derivate weder ein moglicher Wirkungsmechanismus
noch eine potentielle biomolekulare Zielstruktur diskutiert oder diese mit Hilfe von biologischen

Untersuchungen belegt.[423426:427]

4.2.1.2 Die Alkoxyamid-basierte Leitstruktur KSK7104 (3a)

Im Rahmen der Evaluation der Struktur-Aktivitats-Beziehungen und fiir die anstehende
praklinische Strukturoptimierung wurde die Leitstruktur KSK704 (3a) in die drei Regionen A, B
und C unterteilt. Die Regionen A und C setzten sich aus der lipophilen para-Phenylbenzoyl-
Gruppe (Region A) und dem Benzyloxyamin-Strukturelement (Region C), welche durch die
kurze verbrickende Einheit der Region B miteinander verbunden sind, zusammen. Daher
kann die Leitstruktur als para-Phenylbenzoyl-Derivat des 2-(Aminooxy)-N-(benzyloxy)acet-
amids angesehen werden. Fir eine vereinfachte Differenzierung der beiden Alkoxyamide

werden diese mit 1 und 2 gekennzeichnet (Schema 64).
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Region A B [
para-Benzoyl- a-AOA-  Benzyloxyamin-
Gruppe Gruppe Struktur

N ,O\AN .0
IR
O Alkoxy- Alkoxy-

amid 1 amid 2
3a
KSK104

Schema 64: Einteilung der LEWIS-Struktur der Alkoxyamid-basierten Leitstruktur KSK704 (3a) in die
drei Regionen A (blau), B (schwarz) und C (rot).

Zunachst sollte die Strukturmodifikation der Alkoxyamid-Funktionalitdten 1 und 2 in Angriff
genommen werden und diese durch verschiedene funktionelle Gruppen ausgetauscht werden,
um RiUckschlisse auf deren moégliche Bindungsrolle bei einer Wechselwirkung mit der
mykobakteriellen molekularen Zielstruktur zu erhalten. Die freien Elektronenpaare des
Carbonyl- und N-Alkylsauerstoffs kdénnen als Wasserstoffbriicken-Akzeptoren fungieren,
wohingegen der Alkoxyamid-Stickstoff sowohl mit dessen Proton als Wasserstoffbriicken-
Donor als auch mit dem freien Elektronenpaar als schwacher Wasserstoffbriicken-Akzeptor
mit dem Wirkstoffziel interagieren kénnte. In der Literatur wurde beschrieben, dass die
Anwesenheit des N-Alkoxy-Strukturelements zu einer zusatzlichen Polarisierung der
Stickstoff-Wasserstoff-Bindung des Amids filhren kann. Dies kann die Erhéhung der
N-H-Aciditat und eine mogliche Verbesserung der Eigenschaft als Wasserstoffbriicken-Donor

bewirken. .22

Im Rahmen der Promotion von Frau Dr. KATHARINA STENZEL wurden weitere KSK104-
Analoga dargestellt, welche ebenfalls auf deren antimykobakterielle in vitro Aktivitaten
gegenuber M. tb. untersucht wurden. Die Analyse der Struktur-Aktivitats-Beziehungen weist
darauf hin, dass flr die antimykobakterielle in vitro Aktivitdt in der Region A eine
para-substituierte Benzoyl-Gruppe (3a-¢) bevorzugt ist. Dahingegen kann beim Furan-
Analogon 3e, einem nicht-substituierten Benzoyl- 3f und 3,5-Dimethylbenzoyl-Analogon 3d
oder anellierten Aromaten (3g-h) in der Region A eine drastische Reduktion bis hin zum
vollstdndigen Verlust der antimykobakteriellen in vitro Aktivitdt beobachtet werden
(Tabelle 14).

126



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 14: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKgo) der von Frau Dr. KATHARINA STENZEL

dargestellten Alkoxyamid-basierten Verbindungen 3a-h.

7

LEWIS-Struktur O @ J@)\ }/©)\ \Q)
O
3b 3c 3d

3a

MHKao
0.096 0.78 0.78 6.25
[uM]
LEWIS-Struktur Q)‘ ©)\
3e 3f 3g 3h
MHKao
125 25 100 100
[uM]

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde zur Untersuchung der Struktur-Aktivitats-
Beziehungen zunéchst die Derivatisierung der beiden Alkoxyamide 1 und 2 und im Anschluss

die Derivatisierung des Benzyloxyamin-Strukturelements der Region C vorgenommen.
4.2.2 Strukturmodifikation der Alkoxyamid-Funktionalitaten 1 und 2
4.2.2.1 Vorarbeiten

Im Rahmen lhrer Dissertation stellte Frau Dr. KATHARINA STENZEL die Verbindung
KSK104 (3a) uber die Aktivierung der 4-Biphenylcarbonsaure (84) mit dem
Peptidkupplunsgreagenz 1,1'-Carbonyldiimidazol (CDI) und dem nucleophilen Katalysator
4-(Dimethylamino)pyridin (4-DMAP) mit nachfolgender Umsetzung mit dem Hydroxylamin 85
her (Schema 65).142%

Q 0.25 Aq. 4-DMAP % % v@
OH o 1.10 Aq. CDI N/O\)LN/O
+ o M o H H
HoN N CH,Cl, RT
72 %

84 85 3a
KSK104

Schema 65: Darstellung von KSK104 (3a) nach der Arbeitsvorschrift von STENZEL.420)

Analog zur Arbeitsvorschrift von STENZEL wurde das Hydroxylamin 85 Gber drei Schritte mit
einer Gesamtausbeute von 45 % dargestellt. Ausgehend von Bromessigsaure (86) wurde
mittels Chlorameisensaureisobutylester (IBCF) und N-Methylmorpholin (NMM) in situ ein

gemischtes Anhydrid generiert, welches durch die Zugabe von O-Benzylhydroxylamin in das
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Alkoxyamid 87 uberflhrt wurde. Im Anschluss erfolgte die nucleophile Substitution des
a-Bromids 87 mit N-Hydroxyphthalimid (NHPI) zum Phthaloyl-geschitzten Hydroxylamin 88
sowie dessen Hydrazinolyse mit Hydrazin Monohydrat zum freien Hydroxylamin 85
(Schema 66).14201

1) 1.00 Aq. IBCF, 1.20 Aq. NMM 1.15 Aq. NHPI
o 2) 1.00 Ag. O-Benzylhydroxylamin \)k V@ _ 115AgNEt
B
r\)kOH THF, -20 °C - RT " MeCN, Reflux
74 % 85 %
86 87
3 i \/@ A i
o o 4.00 Ag. H,;NNH,-H,0
N \)LN /O\)L .0
H CH,Cl, RT HN N
o 71 %
85

88

Schema 66: Darstellung des Hydroxylamins 85 nach der Arbeitsvorschrift von STENZEL .20

Bei der Hydrazinolyse des Phthaloyl-geschitzten Hydroxylamins 88 konnte das freie
O-substituierte Hydroxylamin 85 nur in verunreinigter Form und mit mafRiger Ausbeute erhalten
werden. Fir die geplante Darstellung der KSK7104-Analoga sollte 85 jedoch als
Schlisselintermediat dienen und daher dessen Synthese sowie Reinigung zunachst optimiert
werden. Bei der Hydrazinolyse des Phthaloyl-geschutzten Hydroxylamins 88 entsteht im
aquimolaren Verhaltnis das cyclische Phthalhydrazid 89 als Nebenkomponente. Dieses ist in
Dichlormethan nur im sehr geringen Umfang I8slich, prazipitiert im Laufe der Reaktion und
kann mittels einfacherer Vakuumfiltration abfiltriert werden. Bei der
dinnschichtchromatographischen Kontrolle des Filtrats konnte neben dem freien
Hydroxylamin 85 zusatzlich noch das cyclischen Phthalhydrazid 89 und weitere nicht
identifizierte Substanzen beobachtet werden. Um die Darstellung des Hydroxylamins 85 in
Bezug auf die erreichbare Ausbeute und Reinheit zu verbessern, wurde die Freisetzung mit

verschiedenen Reagenzien- und Lésungsmittelkombinationen untersucht (Tabelle 15).

Tabelle 15: Versuche zur Optimierung der Freisetzung des Hydroxylamins 85.

0]
Reaktionsbedinungen ]
O\)k \/@ 0 \)k e \/© + NH
siehe Tabelle HaN H NH
0
89

88 85
Reagenz Temp.
Eintrag .. Lsm. Ergebnis
[Aq.] [°C]
1 1.60 CH3sNHNH: CH2Cl2 -10 > 10 | Produkt und Nebenprodukt
2 1.60 CH3sNHNH:2 THF -10 > 10 | Produkt und Nebenprodukt
3 1.60 CH3sNHNH:2 EtOH -10 > 10 | Produkt und Nebenprodukt
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4 4.00 HaNNH2-H20 | MeOH/CH2Cl2 (1:1) RT Verunreinigt
5 4.00 Ha2NNH2-H20 THF RT Verunreinigt
6 4.00 H2NNH2-H20 THF 0 Geringfuigig verunreinigt
7 4.00 H2aNNH:2 THF RT Verunreinigt
8 - Monoethanolamin RT Zersetzung

Bei der Umsetzung des Phthaloyl-geschutzten Hydroxylamins 88 mit Methylhydrazin konnte
das entstandene Nebenprodukt nicht vollstandig tUber die Vakuumfiltration abfiltriert werden.
Im Filtrat sowie im erhaltenden Rohprodukt fiel im Laufe der Zeit das noch enthaltende
Nebenprodukt kontinuierlich aus (Tabelle 15, Eintrag 1). Dies koénnte auf die maRige
Loslichkeit des cyclischen N-Methylphthalhydrazid in Dichlormethan zurlckzuflhren sein,
weshalb die Reaktion in anderen Lésungsmitteln erneut durchgefihrt wurde, ohne dass bei
diesen eine verbesserte Abtrennung des Nebenprodukts erreicht wurde (Eintrdge 2 und 3).
Daher wurde die Freisetzung erneut mit Hydrazin Monohydrat in Tetrahydrofuran sowie einmal
in einem Lésungsmittelgemisch bestehend aus Methanol und Dichlormethan erprobt. Bei den
Reinheitskontrollen mittels DC konnten weniger und zudem schwéacher ausgepragte Banden
fur die Nebenprodukte beobachtet werden (Eintrage 4 und 5). Eine weitere Verbesserung der
Selektivitat konnte durch die Reaktionsflihrung bei 0 °C erzielt werden (Eintrag 6). Im Weiteren
wurde versucht die Freisetzung unter Ausschluss von Wasser durchzufiihren um die mégliche
Hydrolyse des Reaktionsprodukts sowie etwaige Loslichkeitsvermittlung des Nebenprodukts
zu reduzieren. Dies resultierte jedoch in einem moderat verunreinigten Reaktionsprodukt
(Eintrag 7). Mit Monoethanolamin als Nucleophil konnten bei der Reaktionskontrolle mittels
DC zahlreiche Banden nicht identifizierbarer Substanzen beobachtet werden, weshalb dieser

Ansatz verworfen wurde (Eintrag 8).

Nachdem es gelungen war mit den optimierten Reaktionsbedingungen sowohl die Anzahl als
auch die prozentuale Menge an Nebenprodukten zu reduzieren, wurde die Verbesserung des
Reinigungsprozesses in Angriff genommen. Alle Versuche das Hydroxylamin 85 mittels
Umkristallisation aus diversen Lésungsmitteln und -gemischen in analytisch reiner Form zu
erhalten misslangen, zumeist kam es zum ausélen der Substanz. Bei der Reinheitskontrolle
mittels DC wurde die zunehmende Zersetzung des Reaktionsprodukt beobachtet, welches auf
eine thermische Instabilitdt hinwies. Der Versuch das Hydroxylamin 85 mittels saurer oder
basischer nasschemischer Aufarbeitung nach dem Prinzip des STASS-OTTO-
Trennungsgangs von Nebenprodukten zu separieren, flihrte aufgrund von dessen moderater
Wasserloslichkeit zu erheblichen Substanzverlusten. Darlber hinaus wurde versucht die
Verunreinigungen Uber die sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel zu entfernen,

jedoch wurde nach der Chromatographie mehr Fraktionen erhalten als vorher im Rohprodukt
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beobachtet werden konnten. Dies ist auf die wahrscheinliche Zersetzung des
Hydroxylamins 85 an dem schwach sauren Kieselgel zurlickzuflhren.

Aus diesem Grund wurde versucht den Reinigungsprozess mdglichst unter milderen
Bedingungen durchzufuhren. Durch das wiederholte Reduzieren des Losungsmittelvolumens
des Filtrats mit nachfolgender kihler Lagerung konnte sukzessive verbliebendes
Nebenprodukt zur Prazipitation gebracht werden. Im Anschluss wurde der viskose Rickstand
mittels Verreibens in n-Hexan zur Kristallisation gebracht, nach der Vakuumfiltration konnte

das Hydroxylamins 85 in analytisch reiner Form und ausreichenden Mengen erhalten werden.

Parallel zur Optimierung des Trennungsprozesses wurde eine alternative Mdglichkeit der
Darstellung des Hydroxylamins 85 erarbeitet. Bei dieser Synthesestrategie wurde die Boc-
geschitzte-(Aminooxy)essigsaure 90 mit O-Benzylhydroxylamin zum Boc-geschutzten
Hydroxylamins 91 umgesetzt. Die Aktivierung der Carbonsaure erfolgte mit dem Einsatz von
IBCF und NMM. Im Anschluss wurde versucht die Boc-Schutzgruppe acidolytisch unter
wasserfreien Reaktionsbedingungen mit 4 m Salzsaure in 1,4-Dioxan zu entfernen. Zu Beginn
der Reaktion konnte die Gasentwicklung des freigesetzten Kohlenstoffdioxid und die Tribung
des Reaktionsmediums in Folge der Hydrochlorid-Bildung beobachtet werden. Bei dem
Versuch das ausgefallene Reaktionsprodukt 85 mittels Vakuumfiltration zu isolieren, konnten
nur geringe Mengen von diesem erhalten werden. Die Analyse des Reaktionsprodukts mittels
HPLC sowie "H-NMR-Spektroskopie ergab, dass es sich bei diesem um ein Substanzgemisch
verschiedener Zersetzungsprodukte handelte und daher der Ansatz verworfen wurde
(Schema 67).

1) 1.00 Aq. IBCF, 1.20 Aq. NMM

o o 2) O-Benzylhydroxylamin 0 o V@ 5.00 Aq. HCI
0 >L
SU o L, A o X o
H H
91

th THF, -20 °C—RT 1,4-Dioxan, 15 °C

66 %
i \/@
HCI-HZN/O\)LN/O
H
85

Schema 67: Versuchte Darstellung des Hydroxylamin Hydrochlorids 85.

Bei der anschlieBenden Aktivierung der 4-Biphenylcarbonsdure (84) mit dem
Peptidkupplungsreagenz O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium-
hexafluorphosphat (HATU) zur Umsetzung mit den Hydroxylaminen 92a-b unter BRONSTED-
basischen Reaktionsbedingungen wurde die Entstehung der Nebenprodukte 94a-b
beobachtet. Diese kénnten unter den BRONSTED-basischen Reaktionsbedingungen als Folge
der N-Uberacylierung der Alkoxyamid-Gruppe mit nachfolgender Umlagerung entstehen.

Aufgrund des zumeist dhnlichen Retentionsverhaltens bei der saulenchromatographischen
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Trennung waren nachfolgend weitere Reinigungsschritte wie zu wiederholende
Umkristallisation oder Umkehrphasenchromatographie an C-18 notwendig, welche zu einer
Reduktion der Ausbeuten fihrten (Schema 68).

1.10 Aq HATU

T e Ryo e 2
+ .0
O HoN" DMF RT

84 92a:R2=F
92b: R? = CI
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93a:R2=F 94a:R2=F
93b: R? = ClI 94b: R? = Cl

N/o\)kN/o 84, HATU, NEts
O H H —_—
O DMF, RT

93a:R2=F
93b: R? = Cl
‘,AO o By L L o I
o)
N
O %\‘\‘ T H
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95b: R2 = CI 94b: R2=ClI

Schema 68: (Oben) Erhaltende Reaktionsprodukte 93a-b und 94a-b bei der Aktivierung der
4-Biphenylcarbonsaure (84) mit dem Peptidkupplungsreagenz HATU unter BRONSTED-basischen
Reaktionsbedingungen mit den Hydroxylaminen 92a-b. (Unten) Mdéglicher Reaktionsmechanismus zur
N-Uberacylierung mit nachfolgender Umlagerung zur Entstehung der Nebenprodukte 94a-b.

4.2.2.2 Darstellung von N-alkylierten-KSK104-Analoga

In der Publikation von MAREK et al. wurde beschrieben, dass die Anwesenheit des N-Alkoxy-
Strukturelements zu einer zusatzlichen Polarisierung der Stickstoff-Wasserstoffbindung flihrt
und somit den Wasserstoffbriicken-Donor Charakter der Amid-Funktionalitat verstarkt.?? Die
gezielte Darstellung von KSK7104-Analoga mit N-alkylierten Alkoxyamid-Strukturelementen
kénnte Rdlckschlisse auf die mdglichen Wechselwirkungen der Leitstruktur mit der
biomolekularen Zielstruktur des Mykobakteriums zulassen. Zudem kann die Alkylierung der
N-Alkoxy-Strukturelemente die Lipophilie der Leitstruktur erhéhen und somit die

Membranpermeabilitat verbessern.

131



Ergebnisse und Diskussion

Im Multigramm-MaRstab wurde ausgehend von der 4-Biphenylcarbonsaure (84) mit
stéchiometrischen Mengen an Oxalylchlorid und DMF in situ ein Carbonsaurechlorid generiert,
welches anschlieRend durch die Zugabe von Hydroxylamin Hydrochlorid bzw.
N-Methylhydroxylamin Hydrochlorid und Triethylamin als Basenzusatz abgefangen wurde. Die
Biphenylhydroxamsauren 96a-b konnten nach der Umkristallisation in sehr guten Ausbeuten
von 87-89 % erhalten werden. Daraufhin wurde die O-H-Funktionalitdt der Hydroxamsauren
analog zur Literaturvorschrift von McHALE et al. mit Bromessigsaure in der Gegenwart von
Natriumhydroxid als Base alkyliert. Die entsprechenden Carbonsduren 97a-b konnten nach

anschlieRender Umkristallisation mit guten Ausbeuten erhalten werden (Schema 69).[424!

o 1) 1.00 Aq. DMF, 2.25 Aq. (COClI),
O OH CH,Cl, 0°C
O 2) 4.00 Aq. R2HNOH-HCI, 6.00 Aq. NEt,
THF/H,0, 0 °C - RT
87-89 %
84 R2 = H
R%=CHs
o " o o)
1.00 Aq. BrCH,CO,H
O N 2.00 Aq. NaOH O N/O\)ko,_,
I I
1 1
R EtOH, Reflux R
50-80 %
96a: R = H 97a: R?=H
96b: R% = Me 97b: R2 = Me

Schema 69: Darstellung der Carbonsauren 97a-b.

Hydroxamsauren sowie deren O-Alkyl- und O-Acyl-Derivate liegen in einem tautomeren
Gleichgewicht zweier isomerer Strukturen, der Hydroxamsaure (Amid-Tautomer) und der
Hydroximsaure (Imid-Tautomer), vor.#?*-#31 |n verschiedenen Publikationen werden diese
ebenfalls als Keto- und Enol-, Iminol- oder Oxim-Diol-Tautomere bezeichnet.[*3'33 Jeweils
beide tautomere Strukturen liegen in einem dynamischen chemischen Gleichgewicht von E-
und Z-Konfigurationsisomeren vor, deren Verteilung Konzentrations-, Temperatur-, pH-Wert-,

Lésungsmittel- und Substituenten-abhangig ist (Schema 70).1430:431:434]

(0] ® OH
I " Mo A
R" "NH RN OR AN _OR? RI™N
Or? H R? = H, Alkyl, Acyl RON Or?
98-E 98-Z 99-Z 99-E
Amid-Tautomer Imid-Tautomer
R? = H = Hydroxamsaure R? = H = Hydroximsaure

Schema 70: Tautomeres Gleichgewicht von Hydroxamsaure- und Hydroximsaure-Derivaten. Adaptiert
nach GARCIA et al. und ARTEMENKO et al.#29:430]

Hydroxamsauren weisen eine schwache bis mittlere Saurestarke (pKs ~ 8.0-9.0) auf, welche
in Abhangigkeit von Substituenteneinflissen variieren kann. In der Folge einer BRONSTED-
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Saure-Base-Reaktion bilden Hydroxamsauren anionische Hydroxamate aus.*** Die
Alkylierung von Alkalimetall-Hydroxamaten wurde in zahlreichen Publikationen untersucht, bei
aliphatischen Hydroxamsauren wird fast ausschlieBlich die O-Alkylierung und bei
aromatischen Hydroxamsauren im geringen Umfang ebenfalls die N-Alkylierung
beobachtet.3® Im Weiteren kann als Konsequenz der Amid-Imid-Tautomerie der
Carbonylsauerstoff alkyliert werden. Somit kdnnen bei der einfachen Alkylierung von
aromatischen Hydroxamsauren vier mdégliche Produkte entstehen, das O-alkylierte, N-
alkylierte und das jeweilige E- und Z-Konfigurationsisomer des O-Alkylhydroximats. Auf3erdem
kénnen die jeweiligen zweifach alkylierten Produkte gebildet werden. Die Produktverteilung
l&sst sich durch das verwendete Lésungsmittel, Base, Reaktionsbedingungen sowie mit dem
Verhéltnis von Substrat und Alkylierungsreagenz beeinflussen (Schema 71).14%€¢1 Die
vorwiegende Alkylierung des Hydroxylamin-Sauerstoffs ist auf den a-Effekt
zurtickzufiihren,“3 dieser resultiert aus der Anwesenheit von benachbarten Heteroatomen mit
freien Elektronenpaaren. In Folge der Orbitaliberlappung und der damit einhergehenden

elektrostatischen Repulsion wird die a-Nucleophilie des Sauerstoffs gesteigert.*3”!

o o ky (0] kq (0]
o) Q
J\\ OH -~ AL@/OH RALN/OH R1lLN/O
R P R" °N Base H H
100a 100b 101 102
o R2 2 OR? 0 o}
X~ OR
R1LN/OH A oon 7 R1J§N LRENPT RAkN OH
\ \
H 1Base R" °'N OH H R2
101 R™=Aryl 103-Z 103-E 104 105
X=Br, |

Schema 71: (Oben) BRONSTED-Saure-Base-Reaktion von Hydroxamsauren zu anionischen
Hydroxamaten. (Unten) Mogliche Produkte der einfachen Alkylierung von aromatischen
Hydroxams&uren. Adaptiert nach BAUER et al.*** und JOHNSEN et al.[3¢]

Die zweifache Alkylierung der Hydroxamsaure konnte tber die Integrale der entsprechenden
Protonsignalen des 'H-NMR-Spektrums ausgeschlossen werden. Um die Position der
Alkylierung identifizieren zu kénnen wurde das zweidimensionale heteronukleare 'H-"°N-
HSQC NMR-Experiment durchgefiihrt. Mit dieser Methode lasst sich der wenig empfindliche
SN-Kern mit signifikant verkiirzten Messzeiten NMR-spektroskopisch untersuchen. Bei dieser
inversen Messmethode wird der magnetische Impuls vom Proton via 'J('H,"®N) auf den
Stickstoff-Kern des (Alkoxy)amids transferiert. In der Folge wir die heteronukleare Koharenz
erzeugt die anschlielend zurlick auf das Proton transferiert wird (Spin-Echo) und detektiert
werden kann. Dies bedeutet, dass bei dieser Messmethode die (Alkoxy)amid-Protonen
ausschlieRlich mit den direkt gebundenen ">N-Kernen korrelieren.*®! Die Kopplung des °N-
Kerns mit dessen Proton fihrt zu einem Kreuzsignal {12.07 ppm, 185.19 ppm}, welches darauf

hinweist, dass der Alkoxyamid-Stickstoff nicht alkyliert wurde (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Ausschnitt aus dem 'H-'*N-HSQC-Spektrum ('H-NMR: 600 MHz; "SN-NMR: 61 MHz,
DMSO-ds) der O-alkylierten 4-Biphenylhydroxamsaure 97a.

Zunachst wurde versucht die mono-N-alkylierten-O-Benzylhydroxylamine 108a-b analog zur
reduktiven Aminierung im Eintopfverfahren tGber die Kondensation des Hydroxylamins mit der
entsprechenden Carbonylverbindung und anschlie®ender Reduktion darzustellen. Ausgehend
von O-Benzylhydroxylamin (107) und den entsprechenden Aldehyden 106a-b wurden die
in situ generierten Oxime mit dem Reduktionsmittel Natriumcyanoborhydrid unter BRONSTED-
sauren Bedingungen reduziert. Bei der jeweiligen Umsetzung mit Acetaldehyd (106a) oder
Propionaldehyd (106b) konnten zwar nahezu quantitative Reaktionsumsatze erreicht werden,
jedoch wurde nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel stark
verunreinigte Produkte erhalten. Zudem wurden bei der Umsetzung mit Acetaldehyd in

nennenswerten Mengen das di-N-alkylierte O-Benzylhydroxylamin 109 erhalten (Schema 72).

o) 4.00 Aq. NaBH5CN ;
oo+ o R' 0O + RO
H HoN" N

AcOH, RT

R1

H R
106a: R' = Me 107 108a: R" = Me 109: R' = Me
106b: R" = Et 108b: R' = Et

Schema 72: Versuchte Darstellung der mono-N-alkylierten-O-Benzylhydroxylamine 108a-b Uber die
analoge reduktive Aminierung von O-Benzylhydroxylamin (107) mit Acetaldehyd (106a) oder
Propionaldehyd (106b).
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Daher wurden diese Ansatze verworfen und die Darstellung der mono-N-alkylierten-O-
Benzylhydroxylamine 108a-b uber die Alkylierung von N-geschitzten-O-
Benzylhydroxylaminen geplant. Flr die selektive Darstellung von mono N-alkylierten O-
Benzylhydroxylaminen war es zunachst erforderlich den Stickstoff der Hydroxylamin-
Funktionalitdt mit einer Schutzgruppe zu versehen. Hierfir wurde die tert-
Butyloxycarbonyl (Boc)-Schutzgruppe ausgewahlt, da diese einfach einzufiihren ist, unter den
basischen Bedingungen der N-Alkylierung stabil ist und anschlieend im sauren
Reaktionsmedium entfernt werden kann.!*°% Analog zur Literaturvorschrift von BRANDES et al.
wurde die Boc-Schutzgruppe durch die Umsetzung von O-Benzylhydroxylamin (107) mit Di-
tert-butyldicarbonat ohne die Anwesenheit einer Base eingefiihrt.3% AnschlieRend wurde das
N-Boc-geschutzte O-Benzylhydroxylamin 110 mit Natriumhydrid in DMF deprotoniert und
durch die Zugabe des entsprechenden Brom- oder lodalkans alkyliert. Die Entfernung der Boc-
Schutzgruppe erfolgte acidolytisch mit 10 Aquivalenten Trifluoressigséure in Dichlormethan.
Die einfach N-alkylierten O-Benzylhydroxylamine 108a-e konnten nach wassriger
Aufarbeitung mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung sowie anschliel3ender
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel in guten bis sehr guten Ausbeuten

erhalten werden (Schema 73).

1.10 Ag. NaH

\/@ 1.10 Aq. Boc,0 >L JOL v@ 1.10 Aq. R1-X
T —— el _
HN© oy

CH,Clp, 0 °C - RT DMF,0°C - rt
88 % 74-92%
107 110

1)10.0 Aq. TFA
j\ i v@ CH,Cly, 0°C - RT V@
- _—— -
o ~N© HN-©
R’ ‘

2) NaHCO; H,0 p
65 - 87 %

111a: R = Me 108a: R' = Me
111b: R" = Et 108b: R" = Et
1M1c:R'=Pr 108c: R' = Pr
111d: R" = Propargyl 108d: R" = Propargyl
111e: R ='Pr 108e: R' = 'Pr

Schema 73: Darstellung der einfach N-alkylierten O-Benzylhydroxylamine 108a-e.

Alkoxyamide kénnen Uber die Reaktion von aktivierten Carbonsaure-Derivaten mit den
entsprechenden Hydroxylaminen dargestellt werden. Eine Mdéglichkeit zur Aktivierung von
Carbonsauren bietet die Methode der STEGLICH-artigen Veresterung. Bei dieser wird die
Carbonsaure mit einem Peptidkupplungsreagenz und der Anwesenheit eines nucleophilen
Katalysators zu einem Aktivester umgesetzt. Aufgrund der beobachteten Nebenreaktion mit
HATU unter BRONSTED-basischen Reaktionsbedingungen (Kapitel 4.2.2.1) wurden die
weiteren Aktivierungen von Carbonsauren hauptsachlich mit dem Peptidkupplungsreagenz 1-
Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid Hydrochlorid (EDC-HCI) und 4-DMAP (112) im
BRONSTED-sauren Medium durchgefihrt. Zu Beginn der Aktivierung findet zwischen der
Carbonsaurel und dem Carbodiimid I eine BRONSTED-Saure-Base-Reaktion statt.
AnschlieRend addiert das Carboxylat Ill nucleophil an den Kohlenstoff des Carbodiimid-
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Kations IV unter Ausbildung des O-Acylharnstoffs V. In Abhangigkeit von der Nukleophilie des
Kupplungspartners kann dieser in einem langsamen irreversiblen Prozess uber die Migration
der Acyl-Gruppe vom Sauerstoff auf den Stickstoff zum unerwiinschten Harnstoff-
Nebenprodukt VI reagieren. Bei der Anwesenheit von guten Nukleophilen oder einem
nucleophilen Katalysator wie 4-DMAP (112) findet deren reversibler, schneller Angriff am
Carbonylkohlenstoff des Aktivesters V statt. Das entstandene N-Acyl-Pyridinium-
Intermediat VIl reagiert anschlie®end mit dem eigentlichen Kupplungspartner, dem
Hydroxylamin X, unter Ausbildung des Alkoxyamids XIlI und dem regeneriertem nucleophilen
Katalysator 4-DMAP (Schema 74).1440]

_R®
A L
Rz M
vi
‘ langsam
N N/
\_/ \
_N R? 112
Dy mete — o TR g
R o, — N R0 & R1LO SO schnell
I I I v v
o R? o H,N. _R*
o ¢ 0
&X PNE RN X
SN 07 SN RT "Ne™
‘ ® (0] ‘ Z -
SN r2. R '\"
| H H X
vii Vi
R1C33 o
0.8 X ~H Q
REONTONDY .
L@ _——= 1 O~z
H, i
2 _ _ N N/ R H R
’\‘l \_/ \
Xi 12 XIl

Schema 74: Mechanismus zur Darstellung von Alkoxyamiden XIl durch die Kupplung von
Carbonsauren I mit Hydroxylaminen X unter den Bedingungen der STEGLICH-Veresterung mit einem
Carbodiimid Il. Adaptiert nach LUTJEN et al.[*4%

Daraufhin wurden die Carbonsauren 97a-b mit EDC-HCI sowie 4-DMAP aktiviert und diese
anschlieflend mit den mono-N-alkylierten O-Benzylhydroxylaminen 108a-e umgesetzt. Nach
16 Stunden bei Raumtemperatur wurde bei der Aufarbeitung nicht umgesetzte Carbonsaure
mit wassriger Natriumhydrogencarbonat-Lésung und im Anschluss die basischen
Verunreinigungen mit wassriger 10%iger Zitronensaure-Lésung ausgewaschen. Die
N-alkylierten KSK104-Analoga 113a-g konnten mittels Umkristallisation oder
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel mit der fir die biologische Evaluation

erforderlichen Reinheit von >95 % erhalten werden (Schema 75).
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5 o) 0
0.10 Aq. 4-DMAP
O N/O\)kOH \/@ 1.25 Aq. EDC-HCI N/O\)kN/O\/Q
4 + .0 O L "y
R N CH,Cly, RT R R
R 47-84 %

97a:R'=H 108a: R? = Me 113a: R' = H; R? = Me

97b: R' = Me 108b: R? = Et 113b: R' = H; R? = Et
108¢c: R? = Pr 113c:R'=H; R?=Pr
108d: R? = Propargyl 113d: R" = H; R? = Propargy!
108e: R? = 'pr 113e:R'=H; RZ2=Pr

113f: R'=Me; R2=H
113g: R" = Me; R? = Me

Schema 75: Darstellung der N-alkylierten KSK704-Analoga 113a-g.

4.2.2.3 Darstellung von KSK704-Amid-Analoga

Um den Einfluss der Alkoxyamid-Strukturelemente auf die antimykobakterielle in vitro Aktivitat
der Leitstruktur zu untersuchen, wurde zundchst geplant KSK704-Amid-Analoga zu
synthetisieren bei denen jeweils eines der beiden sowie beide Alkoxyamid-Gruppen durch
Amid-Funktionalitdten ersetzt werden sollen. Dadurch kdnnten RUlckschlisse auf die
Bedeutung der Sauerstoffe als Wasserstoffbricken-Akzeptoren oder durch deren negativen

induktiven Effekt auf die Polarisierung der Stickstoff-Wasserstoffbindung erhalten werden.

Ausgehend vom kommerziell erhaltlichen Boc-geschiitzten-g-Alanin 114 wurde mit IBCF und
NMM in situ das gemischte Anhydrid generiert und mit O-Benzylhydroxylamin (107)
umgesetzt. Das erhaltende Boc-geschiitzte-Amin 118 wurde anschliel3end mit 4 m Salzsaure
in 1,4-Dioxan umgesetzt, um die Boc-Schutzgruppe acidolytisch zu entfernen. Im Laufe der
Reaktion fiel das entschitzte Amin 119 als Hydrochlorid aus und konnte mittels
Vakuumfiltration in analytisch reiner Form erhalten werden (Schema 76). Das entsprechende
Amid-Derivat 117 wurde auf gleichem Wege Uber die Kupplung von Boc-geschitzten-§-

Alanin 114 mit Phenylethylamin (115) dargestellit.
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0.10 Ag. 4-DMAP o /\/@ TEA
1.00 Aq. EDC-HCI - .
BocHN/\)kN

CH,Cl,, RT
CH,Cly, RT H YA

\/@ 58 % 116

X

o 107:X=0 HzN/\)kH
- 17

1.00 Ag. IBCF o) 4 MHCI

1.20 Ag. NMM /\)L 0\/© - >
BocHN N~ Et,O, RT

THF, -20 °C - RT H 72 %

97 % 118
i
0. /( j
HCI-HZN/\)kN
H
119

Schema 76: Darstellung der 3-Amine 117 und 119.

Im nachsten Schritt wurde die Carbonsaure 84 mit den konformen Aminen 117 und 119 unter
Einsatz von EDC-HCI und 4-DMAP zu den korrespondierenden KSK704-Amid-
Analoga 120a-b umgesetzt (Schema 77).

0.20 Aq. 4-DMAP
Q 1.10 Aqg. NEt 9 9 Q
S TS ISl - SR
* X H H
HCI-HoN H CH,Cly RT
21-73%

84 117:X=0 120a: X =0
119: X = CH, 120b: X = CH,

Schema 77: Darstellung der KSK7104-Amid-Analoga 120a-b.

Das KSK104-Amid-Analogon 120¢c wurde Uber die Aktivierung der Carbonsdure 97a mit
EDC-HCI sowie 4-DMAP und der Umsetzung mit Phenylethylamin (121) dargestellt
(Schema 78).

(e} (0] . o o /\/@
0.10 Ag. 4-DMAP
N/O\)kOH 1.25 Ag. EDC-HCI N/O\)kN
H + O H H
H,N CH,Cl,, RT
81 %
97a 121 120¢

Schema 78: Darstellung des KSK704-Amid-Analogons 120c.

4.2.2.4 Darstellung von kettensubstituierten KSK104-Analoga

Bei der Entwicklung von Pantothensdureamid-Analoga fiir die Chemotherapie der Malaria
bestand das Problem der mangelnden metabolischen Stabilitat eines vielversprechenden
Wirkstoffkandidaten aufgrund dessen Biotransformation durch die Hydrolase Pantetheinase.
Die Einflihrung einer Kettenverzweigung durch einen Methyl-Substituenten in raumlicher Nahe
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zur Amid-Funktionalitat resultierte in der signifikanten Verlangsamung der der enzymatisch

katalysierten Hydrolyse.*4"!

Zunachst sollte die EinflUhrung der wenig sterisch anspruchsvollen Methyl-Gruppe die
Erkenntnis bringen, wie ein Substituent in dieser Position die Struktur-Aktivitats-Beziehung in
Folge einer mdglichen veranderten Wechselwirkung mit der mykobakteriellen molekularen
Zielstruktur beeinflussen kann. Im Weiteren sollte erprobt werden, ob zwei kleine
Substituenten oder die sterisch anspruchsvolle Phenyl-Gruppe im tolerierbaren Bereich liegen.
Die Erkenntnisse kdnnten bei der nachfolgenden praklinischen Strukturoptimierung verwendet
werden, um gezielt Einfluss auf etwaige pharmakologische Eigenschaften der Leitstruktur zu

nehmen.

Beginnend wurde versucht die Alkylierung der Hydroxamsaure 96a mit den a-substituierten
Bromessigsauren 122a-b  analog zur Literaturvorschrifft von McHALE etal. mit
Natriumhydroxid in Ethanol durchzufiihren.!*?4 Bei den Reaktionskontrollen mittels DC konnten
jedoch komplexe Mixturen verschiedener nicht identifizierter Produkte beobachtet werden.
Daher wurden diese Ansatze ohne weitere Aufarbeitung verworfen und in Anlehnung an die
Arbeitsvorschrift von DIEDRICH et al. zunachst die Hydroxamsaure 96a mit der starkeren
Base Natriumhydrid in THF irreversibel deprotoniert und anschliefiend mit den a-substituierten
Bromessigsauren 122a-b umgesetzt. Mit dieser Prozedur gelang es die kettensubstituierten
Carbonsauren 123a-b mit guten Ausbeuten in analytisch reiner Form zu erhalten
(Schema 79).1442

(e} o o
N’OH B o 1.10 Ag. NaH N/O%OH
H + B OH Ho ]
R THF, -10 °C — Reflux
68-70 %

96a 122a: R' = Me 123a: R' = Me
122b: R' = Ph 123b: R' = Ph

Schema 79: Darstellung der kettensubstituierten Carbonsauren 123a-b.

Dahingegen konnte die selektive Alkylierung des Hydroxylamin-Sauerstoffs der
Hydroxamsaure 96a mit a-Bromisobuttersaure weder nach der Literaturvorschrift von
MCcHALE et al. noch mit der von DIEDRICH et al. erzielt werden.!?44421 Bei beiden Prozeduren
wurde jeweils eine komplizierte Mixtur verschiedener nicht identifizierter Produkte erhalten,
welche daher nicht weiter verfolgt wurden. Das beobachte Substanzgemisch st
wahrscheinlich auf das natlrliche Reaktionsverhalten von tertiaren a-Carbonylhalogeniden bei
der nucleophilen Substitution am gesattigten Kohlenstoff-Atom zurtickzufiihren. Nebenbei
koénnte ebenfalls die basenvermittelte B-Eliminierung eine bedeutende Nebenreaktion unter

diesen Reaktionsbedingungen sein.
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Als alternative Mdglichkeit wurde Uber die zweistufige analoge GABRIEL-Synthese das
Aminooxyisobuttersauremethylester Hydrochlorid (124) dargestellt und anschlieBend mit der
4-Biphenylcarbonsaure (84) Uber die Aktivierung mit EDC-HCI und 4-DMAP zum Alkoxyamid
umgesetzt. Nachfolgend wurde der Methylester Uber die alkalische Esterhydrolyse mit
Lithiumhydroxid Monohydrat in einem L&sungsmittelgemisch aus THF und Wasser in die

korrespondierende Carbonsaure 123c umgewandelt (Schema 80).

1) 0.10 Aq. 4-DMAP, 1.20 Aq. NEt,
o] 1.00 Ag. EDC-HCI, CH,Cl, RT

o) o)
0
+ - e
O HCI'H N 7&0 2) 4.00 Aq. LIOH-H,0, THF/H,0, RT O
92 %

84 124 123c

Schema 80: Darstellung der Carbonyl-a-Dimethylcarbonsaure 123c.

Im Anschluss erfolgte die Darstellung kettensubstituierten KSK704-Analoga 125a-c lber die
Aktivierung der Carbonsduren 123a-c mit EDC-HCI und 4-DMAP in Gegenwart von
O-Benzylhydroxylamin (Schema 81).

0.10 Ag. 4-DMAP
Q Q 1.25 Aq. EDC-HCI Q \/@
O N/O%OH 1.25 Aq. O-Benzylhydroxylamin O 0 N°
H Rr1R2 H p1%2 H
R'R CH,Cly, RT R'R
60-72 %

123a: R'=CH5; R2=H
123b: R'=Ph; RZ=H
123c: R" = CH3; R? = CHy

125a: R' = CH3; R? = H
125b: R' = Ph; R = H
125¢c: R = CH3; R? = CHj

Schema 81: Darstellung der kettensubstituierten KSK704-Analoga 125a-c.

Ausgehend vom kommerziell erhéltlichen 4-Aminobiphenyl (126) wurde nach einer
CHESWORTH et al. mit

korrespondierende Isocyanat generiert.*¥ Im Anschluss wurde durch die Zugabe von

Patentvorschrift von Triphosgen in  Toluol insitu das
(Aminooxy)essigsaure Hemihydrochlorid (76) und Triethylamin als Basenzusatz Uber eine
nucleophile Additionsreaktion der Alkoxyharnstoff 127 zuganglich gemacht. AbschlieRend
wurde die Carbonsaure 127 mit O-Benzylhydroxylamin mittels EDC-HCI und 4-DMAP unter
den Bedingungen der STEGLICH-artigen Veresterung zum Alkoxyharnstoff-Analogon 128

umgesetzt (Schema 82).
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0.10 Ag. 4-DMAP

NH, 1) 1.50 Aq. Triphosgen H H OH 1.25 Aq. EDC-HCI
O Toluol, Reflux T ‘O/ﬁ( 1.25 Aq. O-Benzylhydroxylamin
O 0 ° ° CH,Cl, RT
212,
o) 64 %
1/,HCI-H,N \)kOH ’

126 76 127

2)3.00 Aq. NEtg
CH,Cl, 0°C > RT

84 %
H H H
NYN\o/ﬁfN\o
! o} o

128

Schema 82: Darstellung des Alkoxyharnstoff-Analogons 128.

Die funktionelle Gruppe der Sulfonamide wird in der Literatur als N-H-acide (pKs ~ 4.0-8.0)
beschrieben, welche zudem sowohl als Wasserstoffbriicken-Donor als auch Akzeptor agieren
kann. Zudem ist diese in zahlreichen und verschiedenen Arzneistoffklassen vertreten.*?% Das
Sulfonsdureamid-Analogon 130 konnte Uber Umsetzung des kommerziell erhaltlichen
4-Biphenylsulfonsaurechlorids (129) mit dem (-Amin Hydrochlorid 117 in Gegenwart der
HUNIG-Base dargestellt werden (Schema 83).

Q.o ‘
S, o) 2.50 Aq. EtN(Pr),
o o O o o
HCI-H N N CH,Cly, 0°C - RT SN e
60 % g N N
130

129 17

Schema 83: Darstellung des Sulfonsaureamid-Analogons 130.

Analog zur Literaturvorschrift von van DIJK efal. wurden das Aldoxim 132a und das
Ketoxim 132b Uber die Kondensation der entsprechenden Carbonylverbindung 131a-b mit
dem (Aminooxy)essigsaure Hemihydrochlorid (76) und Natriumacetat als Basenzusatz in
Ethanol dargestellt.**4 Die Oxime 132a-b konnte nach anschlieRender Umkristallisation in
moderater bis guter Ausbeute erhalten werden. Danach erfolgte die Aktivierung der
Carbonsauren 132a-b unter den Bedingungen der STEGLICH-artigen Veresterung sowie die
Umsetzung der Aktivester mit O-Benzylhydroxylamin zu den korrespondierenden Aldoxim-
und Ketoxim-Analoga 133a-b (Schema 84).
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(0]

.0
1/,HCI-H,N \)kOH
o 76 R o 0.10 Ag. 4-DMAP
1.25 Aq. EDC-HCI
O R! 2.96 Ag. NaOAc O \N/O\)kOH 1.25 Aq. O-Benzylhydroxylamin
EtOH, Reflux CH,Cl, RT
53-84 % 78-84%
131a:R'=H 132a:R'=H
131b: R' = CH; 132b: R' = CH,

Oy Wy

133a:R'=H
133b: R' = CH;4

Schema 84: Darstellung der KSK104-Aldoxim/Ketoxim-Analoga 133a-b.

In der Literatur wird das Strukturelement des Trifluorethylamins als Amid-Isoster beschrieben,
welches die Stabilitat der Leitstruktur gegentber der von Proteasen katalysierten Hydrolyse
erhdht. Zudem kann die Trifluormethylgruppe als schwacher Wasserstoffbriicken-Akzeptor

fungieren.*'® Daher wurde geplant das Trifluormethylketoxim-Analogon 133c dazustellen.

Nach der Literaturvorschrift von WANG et al. wurde 4‘-Phenyl-Trifluoracetophenon 135 Gber
die FRIEDEL-CRAFTS-Acylierung von Biphenyl (134) mit Trifluoressigsdureanhydrid und der
LEWIS-Saure Aluminiumchlorid im Multigramm-MaBstab zuganglich gemacht.*4! Bei der
nachfolgenden Kondensation des Trifluoracetophenons 135 mit dem
(Aminooxy)essigsaure Hemihydrochlorid (76) konnte bei der Reaktionskontrolle mittels DC
nach 5 Stunden noch die intensive Bande des Ausgangsmaterials detektiert werden. Daher
wurde die Reaktionszeit kontinuierlich auf 8 Stunden, 16 Stunden und 24 Stunden verlangert
sowie jeweils zusétzliche 0.5 Aquivalente des Hydroxylamins 76 hinzugegeben. Dies filhrte
jedoch nicht zu einer zu beobachtbaren Steigerung des Reaktionsumsatzes. Nach der
wassrigen Aufarbeitung und saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel konnte eine
Hauptfraktion erhalten werden. Die Analyse des 'H-NMR-Spektrums zeigte, dass es sich bei
dieser um ein Gemisch zweier Substanzen mit nahezu identischen Anteilen handelte. Dies
kann auf die Bildung der E- und Z-Konfigurationsisomere zurlickzuflihren sein. Ebenfalls
konnte im '"F-NMR-Spektrum zwei Singuletts mit fast identischen Intensitdten bei den
chemischen Verschiebungen von -61.4 ppm und -65.1 ppm beobachtet werden, welche auf
ein Gemisch von E- und Z-Konfigurationsisomere schlieen lassen. Die Gesamtausbeute
betrug lediglich 18 % und die Fraktion war mit erheblichen Anteilen der
(Aminooxy)essigsaure 76 kontaminiert. Als alternative Méglichkeit wurde daher zunéachst in

Anlehnung an die Literaturvorschrift von PROTASOVA et al. das Trifluoracetophenons 135 mit
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einem Uberschuss an Hydroxylamin Hydrochlorid sowie Pyridin umgesetzt.** Dies
ermdglichte den Zugang zum analytisch reinen Trifluormethyloxim 136 in einer exzellenten
Ausbeute von 92 %. Im Anschluss erfolgte Uber zwei separate Syntheseschritte die O-
Alkylierung des Trifluormethyloxims 137 mit Bromessigsduremethylester und die
nachfolgende alkalische Hydrolyse des Methylesters zur Carbonsaure 132c. Diese wurde Uber
die Methode der STEGLICH-Veresterung mit EDC-HCI sowie 4-DMAP aktiviert und mit

O-Benzylhydroxylamin zum Trifluormethyloxim-Analogon 133c umgesetzt (Schema 85).

2.50 Ag. Pyridin
O 2.00 Aq. TFAA, 2.00 Aq. AICI, O CF, 5.00 Aq. HONH,-HCI
O CH,Cly, 0 °C - RT EtOH, Reflux
92 % 92 %
134 135
_OH
N 1,00 Ag. BrCH,CO,CHs CFs Q

oF 2.00 Ag. K,CO; O \N/O\)ko/ 2.00 Aq. LIOH-H,0

3
O MeCN, Reflux H,O/THF, RT
O 82 % 98 %

CF

o 0.10 Ag. 4-DMAP o
3 A
1.25 Agq. EDC-HCI
O \N/O\)kOH 1.25 Aq. O-Benzylhydroxylamin O B N/O\)kN/O\/©
H

» o ®

132¢ 133¢c

Schema 85: Darstellung des KSK104-Trifluormethyloxim-Analogons 133c.

Im nachsten Schritt sollte die Reduktion der Oxim-Ether-Analoga 133a-c erfolgen um die
korrespondierenden O,N-Dialkylhydroxylamine 138a-c darzustellen. Grundsatzlich kénnen
Oxim-Ether durch zahlreiche Methoden wie der katalytischen Hydrierung tiber Platin(IV)-oxid
oder Platin sowie mit den Reduktionsmitteln aus den Verbindungsklassen der Borhydride,
Pyridin-Boran-Komplexe, Hydrosilane und Hydrostannane zu O,N-Dialkylhydroxylaminen
reduziert werden.**®! Die Ubergangsmetall-katalysierte Hydrierung ist aufgrund der
anwesenden O-Benzyl-geschiitzten Hydroxamsaure jedoch nicht das Mittel der ersten Wahl,
da bei dieser die Hydrogenolyse dieses Strukturelements zu befiirchten ware.% Daher wurde
die Reduktion der dargestellten Oxime mit Hydrostannanen und den géngigen anorganischen
Borhydriden erprobt (Tabelle 16).
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Tabelle 16: Reduktion der Aldoxim-, Ketoxim- und Trifluormethyloxim-Analoga 133a-c.

SN /O\)kN/O Reaktionsbedingungen N/O\)kN/O
H H H

siehe Tabelle

133a:R'=H 138a: R'=H
133b: R" = CH,4 138b: R" = CH,4
133c: R' = CF; 138c: R' = CF;
Red. Additiv Temp. Ergebnis/
Eintrag A Substrat .. .. Lsm.
[Ag.] [Ag.] [°C] Ausbeute [%]
1 133a 2.0 BusSnH 1.0 BF3-Et20 CH2Cl2 RT Gemisch
2 133a 1.5 NaBH4 6.0 3 m HCI MeCN RT Zersetzung
3 133a 2.5NaBH3sCN | 6.0 3 M HCI | MeCN/H20 (5:1) RT 37
4 133b 4.0 NaBHsCN - AcOH RT->50 | Kaum Umsatz
5 133b 10.0 NaBHsCN | 15.0 4 m HCI MeOH RT Zersetzung
6 133b 2.0 DIBAL-H - CH2Cl2 -10>RT | Zersetzung
7 133b 2x 1.5 NaBH4 | 1.0 BF3-Et2O | MeOH/THF 1:1 0>RT Zersetzung
8 133b 2x 2.0 NaBH4 - EtOH 0>RT | Kaum Umsatz
9 133b 2x 1.5 NaBH4 - THF 0->40 43
10 133c 2.0 NaBH4 - THF/MeOH RT Zersetzung

Zunachst wurde versucht das Aldoxim 133a mit Tributylzinnhydrid in Gegenwart einer
LEWIS-Saure zu reduzieren. Dabei konnte jedoch nur ein Substanzgemisch bestehend aus
dem Edukt, Produkt und einem nicht-identifizierbaren Nebenprodukt erhalten werden. Dieses
konnte nicht mittels sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel getrennt werden
(Tabelle 16, Eintrag 1). Bei der Reduktion mit Natriumborhydrid wurde die Zersetzung des
Substrats beobachtet (Eintrag 2). Deshalb wurde das weniger reaktive Reduktionsmittel
Natriumcyanoborhydrid unter BRONSTED-sauren Bedingungen eingesetzt, schliellich konnte
das O,N-Dialkylhydroxylamin 138a mit moderater Ausbeute erhalten werden (Eintrag 3).
Reduktion Ketoxims 133b

Reaktionsbedingungen entweder kaum Umsatz oder die Zersetzung des Substrats beobachtet

Dahingegen konnte bei der des unter diesen
werden (Eintrage 4 und 5). Zur Zersetzung des Substrats kam es auch bei der Behandlung mit
dem signifikant reaktiveren Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL-H) (Eintrag 6) sowie der
Kombination aus Natriumborhydrid mit einer LEWIS-Saure (Eintrag 7). Die Reduktion in einem
protischen Losungsmittel fihrte zu einem geringen Reaktionsumsatz (Eintrag 8). Durch den
Einsatz eines aprotischen Lésungsmittel mit anschlieender BRONSTED-sauren Aufarbeitung
konnte das O,N-Dialkylhydroxylamin 138b mit moderater Ausbeute erhalten werden
(Eintrag 9). Dahingegen scheiterten alle Experimente zur Reduktion und Reinigung des

Trifluormethyloxim-Ethers an entweder zu geringen Umséatzen, bei harscheren Bedingungen
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an Nebenreaktionen oder an mdglichen Stabilitdtsproblemen wahrend der Aufarbeitung
(Eintrag 9).

5.00 Aq. NaBH;CN, 6.00 Ag. HCI O N/O\)kN/O
H H
MeCN/H,0, RT
37 %
Lot o
.0 .0 138a
Y s i

o L)
133a: R=H 3.00 Aq. NaBH, O N/O\)kN/O

133b: R = CHj3

THF, 0 > 40°
133¢: R = CF, ’23?% 0°c O

Schema 86: Darstellung der O,N-Dialkylhydroxylamin-KSK7104-Analoga 138a-b.

138b

Aufgrund der &hnlichen Retentionsfaktoren der Substrate und dem jeweiligen
Reduktionsprodukt, bedurfte es der mehrmaligen saulenchromatographischen Reinigung an
Kieselgel sowie anschliefender Umkristallisation um die O,N-Dialkylhydroxylamin-KSK7104-
Analoga 138a-b in analytisch reiner Form zu erhalten. Die Versuche den Reinigungsprozess
mittels Umkehrphasenchromatographie an C-18 Saulenmaterial zu vereinfachen misslangen,

da bei dieser die Zersetzung der Produkte erfolgte.
4.2.2.5 Versuchte Darstellung von KSK104-N-Acetylhydrazon- und -Hydrazid-Analoga

In der Publikation von KISFALUDY et al. wurde die antimykobakterielle Aktivitat von a-AOA-
Hydraziden beschrieben,*?® daher war im Weiteren der Austausch der einzelnen Alkoxyamid-
Funktionalitdten durch das N-Acetylhydrazon-Strukturelement, sowie der entsprechenden

reduzierten Hydrazide geplant (Schema 87).

o

o o
H
_N _O. N 0.
RALN SN0 g2 R1LN \)LN Oge
H H H H
o o Derivatisierung o o Reduktion o o
H
0 _O. _ _0 _N. —— _0 _N.
Ao o oty Ao R
KSK104 o o o o
Alkoxyamide H H
_N No N NL
RAkN Q)kN °R2 R1LN \)kN R2
H H H H
N-Acetylhydrazone Hydrazide

Schema 87: Geplante Derivatisierung der Alkoxyamid-Funktionalitdt hin zu N-Acetylhydrazon- und
Hydrazid-Derivate.

Ausgehend von dem Methylester 139 wurde dieser mittels Erhitzens in einer
Hydrazin Monohydrat-Lésung in das Hydrazid 140 Uberfihrt, welches anschlieRend mit

Ethylglyoxylat zum Hydrazon-Kondensationsprodukt 141 umgesetzt wurde. Daraufhin wurde
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versucht den Ethylester 141 mit Lithiumhydroxid in die Carbonsaure 142 zu Uberfluhren.
Jedoch wurde unter den wassrig alkalischen Reaktionsbedingungen die zunehmende
Zersetzung des Substrats beobachtet (Schema 88). Diese konnte auf die Hydrolyse des
Hydrazon-Strukturmotivs zurickzuflihren sein, weshalb die Versuche zur Einfihrung der

N-Acetylhydrazon-Funktionalitat in der Region B hintenangestellt wurden.

(0] (0]
_NH "
O o~ O N 2 1.00 Aq. Ethylglyoxylat
H,NNH,-H,0, Reflux EtOH/Toluol, Reflux
94 % 81 %
139 140

o} o o o
O N/N\)ko/\ 4.00 Aq. LIOH-H,0 O H/N%OH

THF/H,0, RT
Zersetzung

141 142

Schema 88: Versuchte Darstellung des KSK104-N-Acetylhydrazon-Analogons.

Im Anschluss wurde die O-Benzyl-substituierte Alkoxyamid-Funktionalitdt von KSK704 zum
N-Acetylhydrazon derivatisiert. Die Carbonsdure 97a wurde mit EDC-HCI sowie 4-DMAP
aktiviert und mit Benzylidenhydrazin (143), welches nach einer Vorschrift von WITSCHEL et al.
Uber die Kondensation von Benzaldehyd mit Hydrazin Monohydrat hergestellt wurde,4”!

umgesetzt (Schema 89).

0 0 " 0 o \/@
0.10 Aq. 4-DMAP
N/O\)kOH 1.25 Aq. EDC-HCI N/O\)szN X
H + Na O H H
HoN” CH,Clp, RT
59 %
97a 143 144

Schema 89: Darstellung des KSK104-N-Acetylhydrazon-Analogons 144.

Nachfolgend sollte das N-Acetylhydrazon-Strukturelement von 144 zum Hydrazid 145
reduziert werden. Zu Beginn wurde die Reduktion mit &quimolaren Mengen an
Natriumcyanoborhydrid unter BRONSTED-sauren Reaktionsbedingungen bei
Raumtemperatur erprobt. Nach acht Stunden zeigte sich bei der Reaktionskontrolle mittels DC
die selektive Entstehung einer schwachen Produktbande mit einem geringeren
Retentionsverhalten, welches wie zuvor bei der Reduktion der Oxime auf das gewinschte
Produkt schliefen lie. Daher wurde sowohl vom Reduktionsmittel als auch von der
BRONSTED-Séure ein zusatzliches Aquivalent hinzugesetzt und die Reaktionstemperatur auf
50 °C erhoéht. Nach weiteren acht Stunden konnte bei der Reaktionskontrolle zwar eine

signifikant ausgepragtere Produktbande, aber auch die Entstehung mehrerer Nebenprodukte
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beobachtet werden, weshalb die Reaktion beendet wurde (Schema 90). Nach der
saulenchromatographischen Trennung an Kieselgel konnten zwei Hauptfraktionen erhalten
werden. Deren Analyse mittels "H-NMR-Spektroskopie wies daraufhin, dass es sich bei der
ersten um das eingesetzte Substrat 144 und bei der zweiten um das gewunschte
Reaktionsprodukt 145 handelte. Das Hydrazid 145 konnte anhand der charakteristischen
Signale der drei tieffeldverschobenen Protonen der Stickstoffe nachgewiesen werden, jedoch
enthielt die Fraktion maRige Verunreinigungen, weshalb weitere Trennungsmethoden
angewandt wurden. Bei der Umkristallisation aus dem L&sungsmittelgemisch n-Hexan und
Essigsaureethylester konnte eine Zersetzung des Produkts beobachtet werden, dasselbe
wurde auch bei der als alternative Méoglichkeit herangezogenen

Umkehrphasenchromatographie an C-18 Saulenmaterial beobachtet.

0 0 2.00 Aq. NaBH,CN 0 o H\/@
N/O\)szN N 2.00 Aq. p-TsOH N/O\)szN
S ) d
THF, RT - 50 °C
O Spuren O
144 145

Schema 90: Reduktion des N-Acetylhydrazon-Strukturelements von 145.

Aufgrund der mangelhaften Stabilitat und nicht mehr vorhandenen antimykobakteriellen in vitro
Aktivitdt wurden weitere Versuche zur Darstellung der KSK1704-N-Acetylhydrazon-
und -Hydrazid-Analoga eingestellt.

4.2.3 Darstellung der Region C KSK1704-Analoga

4.2.3.1 Darstellung der Region C Anilid-, Benzhydrazid-, O-Phenylhydroxylamin- und
Phenylhydrazin-KSK104-Analoga

In der Publikation von KISFALUDY etal. wurden a-AOA-Anilid-Derivate als potente
antimykobakterielle Wirkstoffe beschrieben.?®! Daher wurde die Darstellung eines KSK104-
Anilid-Analogons in Angriff genommen. Ausgehend von Bromessigsaure (86) wurde diese
Uber die Methode des insitu generierten gemischten Anhydrid aktiviert und mit
para-Fluoranilin zum a-Bromanilid 146 umgesetzt. Im Anschluss erfolgte die nucleophile
Substitution mit NHPI und die Hydrazinolyse der Phthaloyl-Schutzgruppe zur Freisetzung des
a-AOA-Anilids 148 (Schema 91).
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1) 1.10 Ag. IBCF, 1.10 Aq. NMM 1.15 Aq. NHPI

e} 2) 1.00 Aq. 4-Fluoranilin O 1.15 Ag. NEt;
B Br
r\)kOH THE, -20 °C — RT \)ku MeCN, Reflux
70 o 62 %
86 146

I

96 %

F
o) 9 F
o M 2.00 Aq. HoNNH,-H,0 0
N N o
THF, RT HoN” N
147 148

Schema 91: Darstellung des a-AOA-Anilids 148.

Daraufhin wurden das a-AOA-Anilid 147 und die Carbonsaure 84 mit Hilfe des
Peptidkupplungsreagenz HATU zum KSK104-Anilid-Analogon 149 umgesetzt (Schema 92).

o) 1.10 Aq. HATU o) o) F
oH o F 2.00 Aq. EIN(Pr), o M
e ok SRR
0
HoN N DMF, 60 °C
H 76 % O

84 148 149

Schema 92: Darstellung des para-Fluoranilid-KSK104-Analogons 149.

Fir die weitere Untersuchung der Struktur-Aktivitats-Beziehungen war angedacht das
Benzyloxyamin-Strukturelement von KSK7104 durch eine Phenyloxyamin- beziehungsweise
Phenylhydrazin-Funktionalitdt zu ersetzen. Mit diesen Analoga kdnnte sowohl der Einfluss von
aromatischen Substituenten am Alkoxyamid bzw. Hydrazid als auch die Kontraktion der
Leitstruktur untersucht werden. Zu diesem Zwecke wurde die Carbonsdure 97a mit
O-Phenylhydroxylamin Hydrochlorid bzw. Phenylhydrazin mittels der Aktivierung durch
EDC-HCI und 4-DMAP zu den verkiirzten KSK104-Analoga 150a-b umgesetzt (Schema 93).

0.10 Ag. 4-DMAP
1.25 Aq. EDC-HCI
1.10 Aq. NEt,

o o
1.00 Ag. PhONH,HCI N/O\)kN/o
H H
CH,Cly, RT
o o 20 %

N/O\)kOH 150a
H _
O 0.10 Aq. 4-DMAP o o
1.25 Aq. EDC-HCI oL §
97a 1.25 Aq. PANHNH, O N N \©
CH,Cl, RT
74%

Schema 93: Darstellung der O-Phenyl-Alkoxyamid- und Phenylhydrazid-KSK104-Analoga 150a-b.

150b

In den Publikationen und offengelegten Patentschriften von KISFALUDY et al. waren die

a-AOA-Hydrazid-Derivate geringfligig aktiver als die anderen a-AOA-Substanzklassen. Daher
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wurde ausgehend von der Carbonsaure 97a und dem kommerziell erhaltlichen Benzhydrazid

das korrespondierende Analogon 151 synthetisiert (Schema 94).

0.10 Aq. 4-DMAP o o
1.25 Ag. EDC-HCI H
N/O\AOH 1.25 Aq. Benzhydrazid N’O%N’Nj(@
H H H o
CH,Cl, RT
59 %

97a 151

Schema 94: Darstellung des Benzhydrazid-KSK704-Analogons 151.

4.2.3.2 Strukturmodifikation der Region C

Ein bedeutender Aspekt flr die praklinischen Strukturoptimierung der Leitstruktur KSK704 ist
die ausfuhrliche Evaluation der Struktur-Aktivitdts-Beziehungen fir die sukzessive
Verbesserung der antimykobakteriellen Eigenschaften. Zu diesem Zwecke sollte eine
mdglichst umfangreiche Substanzbibliothek von KSK104-Analoga dargestellt werden, welche
in der Region C Strukturmotive mit verschiedenen elektronischen und strukturellen
Eigenschaften aufweisen. Das Strukturelement des nicht-substituierten Benzenkerns kann
aufgrund der physikochemischen Eigenschaften eine geringe Wasserldslichkeit oder
nachteilige pharmakokinetische Eigenschaften wie beispielsweise ein unvorteilhaftes
metabolisches Profil der Leitstruktur zur Folge haben #8449 Zudem kann die Substitution des
Benzens eine zusatzliche Wechselwirkung mit der biomolekularen Zielstruktur des
Mykobakteriums ermoglichen sowie zu einer verbesserten metabolischen Stabilitdt und
Wasserloslichkeit fiihren. Die Derivatisierung des Benzens mit anschlieRender Evaluation der
SAR kdnnte Erkenntnisse liefern, die bei der praklinischen Optimierung der Leitstruktur genutzt
werden kann, um deren pharmakokinetisches und pharmakodynamisches Profil zu
verbessern.
Zudem ist die Einfihrung der finf- und sechsgliedrigen Heterozyklen Thiophen, Thiazol,
Pyridin sowie derer Derivate, als auch substituierter Heterocyclen geplant. Das Thiophen ist
ein funfgliedriger elektronenreicher Heterozyklus mit einem schwachen Dipolmoment.#%% |n
der Literatur gilt dieser aufgrund seiner vergleichbaren strukturellen und elektronischen
Eigenschaften als klassischer Bioisoster des Benzens. Dabei stellt das Schwefelatom das
Ringaquivalent der Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung dar.®%"! Zahlreiche Publikationen
wurden veroffentlicht, bei denen der bioisostere Austausch eines Benzens von biologisch
aktiven Leitstrukturen durch ein Thiophen eine verbesserte biologische Aktivitat oder
vorteilhaftere pharmakokinetische Eigenschaften zur Folge hatten.#%0452453 |m Weiteren ist die
Derivatisierung des Thiophens durch die Einfiihrung des elektronenziehenden Chlor-
Substituenten und in die Uberfiihrung zum stickstoffhaltigen Thiazol geplant, um Riickschliisse
auf die Veranderung der elektronischen Eigenschaften und Polaritat zu erlangen. Pyridin ist
der zweithaufigste stickstoffhaltige Heterocyclus in den von der FDA zugelassen
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Wirkstoffent%! und ist zudem in zahlreichen essenziellen Sekundarmetaboliten wie Vitamin Be
und dem Coenzym NAD vertreten ist. Aufgrund dessen schwach basischen Eigenschaft kann
dieses Strukturelement in Abhangigkeit des pH-Werts zur verbesserten Wasserloslichkeit des
Wirkstoffs beitragen. 45!

Im Weiteren sollte, der nicht-substituierte Benzenkern des Benzyloxyamids mit
elektronenziehenden und elektronenschiebenden Substituenten derivatisiert werden, um den
Einfluss der Elektronendichte des aromatischen Systems auf die wachstumsinhibierende
Aktivitat zu untersuchen. AuRerdem ist geplant die Position der Substituenten zu variieren, um
zusatzliche Erkenntnisse Uiber den mdéglichen Einfluss von sterischen oder hydrophobischen
Wechselwirkungen zum mdglichen Wirkstoffziel zu erlangen.

Im Anschluss ist die Synthese von einzelnen zyklischen sowie offenkettigen aliphatischen
Analoga angedacht. Bei einer vergleichbaren sterischen Raumfillung kénnten diese
Ruckschlisse auf die Prasenz des 1-Elektronensystems auf die Aktivitat zulassen.

Zudem soll die Darstellung von Analoga mit unterschiedlichen Kettenlangen den Einfluss von
Kontraktion beziehungsweise Verlangerung der Leitstruktur untersucht werden. Die Variation
der Molekullange kénnte zu einer verbesserten Wechselwirkung der einzelnen Regionen der

Leitstruktur mit den funktionellen Gruppen des Wirkstoffziels fiihren.

4.2.3.3 Darstellung der bendtigten Hydroxylamine

Die zur Derivatisierung der Region C benétigten Hydroxylamine wurden Uber eine der
GABRIEL-Synthese ahnlichen zweistufigen Synthesestrategie dargestellt. Eine Mdglichkeit
zur Darstellung der Phthaloyl-geschitzten Hydroxylamine 155 bietet die nucleophile
Substitution von Benzyl- und Alkylhalogeniden mit NHPI 152. Analog zur Literaturvorschrift
von PFLIEGER et al. wurde NHPI 152 in Acetonitril suspendiert und mit Triethylamin versetzt.
Als Folge der Deprotonierung der aciden N-Hydroxygruppe des NHPI (pKs = 6.3 bei 25 °C)1“®]
verfarbte sich die Suspension intensiv rot.1*%”l Nach der Zugabe des entsprechenden Benzyl-
oder Alkylhalogenids 153 wurde das Reaktionsgemisch bis zur vollstdndigen Umsetzung zum
Ruckfluss erhitzt. Der Reaktionsumsatz wurde mittels DC verfolgt und es konnte eine
kontinuierliche Entfarbung des Reaktionsgemischs beobachtet werden. Nach dem Abkihlen
auf Raumtemperatur konnte das ausgefallene Reaktionsprodukt mittels Vakuumfiltration oder
I6sen in Essigsaureethylester und anschlieRendem erschépfendem Waschen der organischen
Phase mit wassriger Natriumhydrogencarbonat-Lésung in analytisch reiner Form erhalten

werden.[#%7]

Alternativ konnten unter den getesteten Bedingungen weitere Phthaloyl-geschitzte

Hydroxylamine 155 nur Uber die MITSUNOBU-Reaktion von den entsprechenden
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Benzylalkoholen 154 mit NHPI dargestellt werden. Analog zur Literaturvorschrift von
ALANINE et al. wurde der Benzylalkohol 154, NHPI und Triphenylphosphin in Dichlormethan
vorgelegt. Unter Eiskihlung wurde Diisopropylazodicarboxylat (DIAD) hinzugegeben und das
Reaktionsgemisch bis zur vollstandigen Umsetzung bei Raumtemperatur geritihrt. Nach dem
Entfernen des Lésungsmittels unter vermindertem Druck konnten die Phthaloyl-geschitzten
Hydroxylamine 155 mittels Umkristallisation des Rohprodukts aus Ethanol in analytisch reiner

Form erhalten werden. %8

Die Phthaloyl-geschutzten Hydroxylamine 155a-ac wurden anschlielend Uber die ING-
MANKSE-Hydrazinolyse ~ mit  Hydrazin Monohydrat  freigesetzt.**®!  Analog  zur
Literaturvorschrift von PFLIEGER etfal. wurde die Freisetzung aufgrund der geringen
Ldslichkeit der Nebenkomponente, dem cyclischen Phthalhydrazid, in Dichlormethan
durchgefiihrt.51 Nach der vollstandigen Umsetzung konnte die Nebenkomponente mittels
Vakuumfiltration abfiltriert werden. AnschlieRend wurden die Hydroxylamine durch die Zugabe
von 4 m Salzsaure in 1,4-Dioxan als Hydrochloride prazipitiert und mittels Vakuumfiltration
abfiltriert (Schema 95).

o)

N-OH + y g — NE
X R
Reflux

0]

152 153 2 R
X = Cl. Br S~ HoNNH, H,0
— N-O B
o

(6] DIAD

PPhg 155a-ac
N-OH + Ho ™R —m
0°C—>RT
(o]
152 154

R 4 M HCl in 1,4 Dioxan

Yau R
H,N-O Et,0 HCI-H,N-O

156a-ac 156a-ac-HCI

Schema 95: Darstellung von Hydroxylaminen 156a-ac und Hydroxylamin Hydrochloriden 156a-ac-HCI

Uber die analoge zweistufige GABRIEL-Synthese.

4.2.3.4 Darstellung der Region C KSK104-Analoga

Die Aktivierung der Carbonsaure 97a erfolgte mit EDC-HCI und 4-DMAP unter den
Bedingungen der STEGLICH-artigen Veresterung. Die aktivierte Carbonsdure wurde
anschlielend mit den Hydroxylamin Hydrochloriden 156a-ac-HClI und Triethylamin als
Basenzusatz oder den freien Hydroxylaminen 156a-ac umgesetzt. Nach 16 Stunden bei

Raumtemperatur wurde bei der Aufarbeitung nicht umgesetzte Carbonsaure 97a mit wassriger
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Natriumhydrogencarbonat-Lésung und die basischen Verunreinigungen mit wassriger
10%iger Zitronensaure-Losung ausgewaschen. Die in Region C modifizierten KSK704-
Derivate 157a-ac  konnten mittels Umkristallisation oder saulenchromatographischer
Reinigung an Kieselgel mit der flr die biologische Evaluation erforderlichen Reinheit von

>95 % erhalten werden (Schema 96).

1) 0.10 Aq. 4-DMAP, 1.25 Aq. EDC-HCI,
1.30 Aq. NEts CH,Cl RT

R
% 0 HCIH,N-O % %
N/O\)kOH 156a-ac-HCI N/O\)kN/OVR
H H H
2)0.10 Aq. 4-DMAP, 1.25 Aq. EDC-HCI,
CH,Cly, RT
R
97a HZN*OF 157a-ac

156a-ac

Schema 96: Darstellung der Region C KSK704-Analoga 157a-ac.

Bei der Analyse der *C-NMR-Spektren von zahlreichen Region C KSK704-Analoga wurde
festgestellt, dass bei elektronenziehen Substituenten, exemplarisch 3,4-Difluorbenzyl- 157q,
das Signal eines N-Alkoxyamid-Kohlenstoffs nur wenig ausgepragt sowie stark verbreitet war
(Abbildung 15).
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Abbildung 15: Ausschnitt des '"*C-NMR-Spektrum (126 MHz, DMSO-ds) des 3,4-Difluor-substituierten-
KSK104-Analogons 157q.
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Selbst bei Substanzmengen von 50 mg und l&ngeren Messzeiten von bis zu 4096 Scans
konnte keine signifikant verbesserte Auflosung erzielt werden.

Zur eindeutigen Strukturauflosung wurden daher als erganzende Analysemethoden die
hochauflésende Massenspektrometrie sowie die Infrarot-Spektroskopie (IR) herangezogen.
Das gefundene Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis stimmt mit dem berechneten von 157q
Uberein. Zudem konnten die charakteristischen Absorptionsbanden der N-Alkoxyamid-
Carbonyl-Valenzschwingungen bei 1672 cm™ und 1645 cm™ sowie die breite Stickstoff-
Wasserstoff-Valenzschwingung bei 3210 cm™ beobachtet werden (Abbildung 16). Die
Wellenzahlen der beobachteten Absorptionsbanden stimmen mit den in der Literatur

angegebenen fir vergleichbare Strukturelemente Uberein.[*%]
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Abbildung 16: IR-Spektrum (KBr-Pressling) des 3,4-Difluor-substituierten-KSK704-Analogons 157q.

4.2.4 Darstellung der Region A KSK17104-Analoga

Die ersten Ergebnisse der Dbiologischen  Untersuchungen der von Frau
Dr. KATHARINA STENZEL dargestellten Alkoxyamid-basierten Substanzen mit
verschiedenen Strukturelementen in der Region A weisen darauf hin, dass fiir die sehr gute
antimykobakterielle in vitro Aktivitdt der Leitstruktur ein Substituent in para-Position der

Benzoyl-Gruppe bevorzugt ist.

Im Weiteren wurde versucht ein Derivat mit einer terminalen Ethinylgruppe in der
Region A 159a darzustellen, um den Prozess der Identifikation des Wirkstoffziels zu
unterstitzen (Kapitel 4.2.6). Der Einfluss der Derivatisierung des 4-Phenyl-Substituenten hin

zum  ungesattigten  4-Pyridyl-Analogon 159b  und  gesattigten  4-Methylpiperazin-
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Analogon 159c stickstoffhaltigen Heterocyclen auf die antimykobakterielle in vitro Aktivitat der
Leitstruktur sollte untersucht werden. Im Rahmen der praklinischen Strukturoptimierung wurde
nach dem Prinzip der Bioisosterie der Benzenkern durch stickstoffhaltige Heterocyclen
ausgetauscht. Dadurch sollten die physikochemischen Eigenschaften der Leitstruktur
hinsichtlich der Hydrophilie verbessert werden. Die Strukturmodifikation der Region A erfolgte
Uber die Aktivierung der kommerziell erhaltlichen Carbonséuren 158a-c durch EDC-HCI und

4-DMAP mit anschlieRender Umsetzung mit dem Hydroxylamin 85 (Schema 97).

0.10 Aq. 4-DMAP

i o] 1.25 Aq. EDC-HCI g i \/@
25 Aq. -
(0] (0]
OH* -0 ,O\/© N~ N~
R

CH,Cly, RT
8-46 % R'

158a: R' = CCH 85 159a: R' = CCH
158b: R' = 4-Pyridin 159b: R' = 4-Pyridin
158c: R = 4-Methylpiperazin 159c: R' = 4-Methylpiperazin

Schema 97: Darstellung der Region A KSK104-Analoga 159a-c.

4.2.5 Bestimmung der antimykobakteriellen in vitro Aktivitaten der KSK704-Analoga

Alle der im Rahmen dieser Arbeit dargestellten KSK704-Analoga wurden von der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. RAINER KALSCHEUER an der HEINRICH-HEINE-Universitat
Dusseldorf am Institut flir Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie auf deren

antimykobakterielle in vitro Aktivitdt gegenliber dem M. tb.-Stamm H37Rv untersucht.

Die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentrationen wurde mit einem Mikrobouillonver-
dinnungs-Assay entsprechend der CLSI Richtlinien von LASSE van GEELEN durchgefiihrt
(Kapitel 4.1.7).412

4.2.6 Antimykobakterielle in vitro Aktivitaten und Struktur-Aktivitits-Beziehungen der
dargestellten KSK7104-Analoga

4.2.6.1 Antimykobakterielle in vitro Aktivitdten und Struktur-Aktivitats-Beziehungen der in
Region B modifizierten KSK104-Analoga

In Folge der Kettenverzweigung in der Region B durch die Einfilhrung des Methyl-
Substituenten (125a) kam es zu einer geringen Reduktion der antimykobakteriellen in vitro
Aktivitat, wohingegen bei den sterisch anspruchsvolleren Dimethyl- (125¢) und Phenyl-
Substituenten (125b) ein Verlust der antimykobakteriellen in vitro Aktivitdten zu beobachten
waren. Als mdgliche Ursache fir diese Ergebnisse kann der in Kapitel 4.2.1 diskutierte
potenzielle Wirkungsmechanismus der Leitstruktur KSK7104 herangezogen werden. Demnach
kénnte KSK104 ein Prodrug sein, welches durch die enzymatische Hydrolyse einer oder beider
Alkoxyamid-Funktionalitidten durch die hypothetische Amidohydrolase, in die freie Wirkform
biotransformiert wird. In Anwesenheit eines sterisch wenig anspruchsvollen Methyl-

Substituenten kénnte die Hydrolyse der Alkoxyamide 1 und 2 durch die Amidohydrolase
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verlangsamt werden. Wohingegen die signifikant starkere sterische Abschirmung der
Alkoxyamid-Funktionalitdten durch die voluminéseren Phenyl- und Dimethyl-Substituenten die
Hydrolyse dieser Strukturelemente durch die Amidohydrolase im starkeren Umfang behindern.
Dadurch kann die Amidohydrolase die kettensubstituierten KSK704-Analoga 125b-c nicht
mehr in die aktive Wirkform biotransferieren und der Verlust der antimykobakteriellen in vitro
Aktivitat begrindet werden. Darlber hinaus kénnten diese Substituenten moglicherweise die
molekulare Konformation des Wirkstoffs beeinflussen oder essenzielle Bindungsstellen zur

biomolekularen Zielstruktur abschirmen (Tabelle 17).

Tabelle 17: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKg) der RegionB KSK704-Analoga mit

Kettenverzweigung gegeniiber dem M. th.-Stamm H37Ruv.

@

(0] (0] (0] (0] o O
o M o .0 .0 .0 .0
LEWIS-Struktur %H N %H T)k’d Y %N %H Y

3a 125a 125¢
MHKGg
0.096 0.78 100
[uM]
(0] (0]
0 0
LEWIS-Struktur %H T:LH Y
125b
MHKGg
100
[uM]

n = 3; Verdinnungsstufen: 100, 50, 25, 12.5,
6.25, 3.13, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.096 yM

Die Methylierung der Stickstoffe der Alkoxyamide 1 und 2 wirkte sich im Vergleich mit KSK104
differenziert auf die antimykobakterielle in vitro Aktivitat aus. Gut toleriert wurde die
Methylierung des Alkoxyamids 2 beim Analogon 113a, wohingegen die Methylierung des
Alkoxyamids 1 zu einer signifikanten Reduktion der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat des
Derivats 113f fihrte. Als Folge der Methylierung beider Stickstoffe des Analogons 113g war
der Verlust der biologischen Aktivitdt zu beobachten. Bei der Einfiihrung von gréReren
Substituenten am Stickstoff des Alkoxyamids 2 konnten hingegen entgegengesetzte
Veranderungen bei den biologischen Aktivitdten beobachtet werden. Im Falle des N-Propargyl-
Analogons 113d war dieses nur minimal weniger aktiv als die Leitstruktur, wohingegen bei den
Propyl- 113¢, Isopropyl- 113e und Ethyl-Analoga 113b die zunehmende Reduktion der
antimykobakteriellen in vitro Aktivitdt beobachtet werden konnte (Tabelle 18). Diese
Ergebnisse kénnen zur weiteren Bekraftigung der Prodrug-Theorie herangezogen werden.

Durch die Einfihrung von N-Alkyl-Substituenten und mit zunehmender GréRe werden die

155



Ergebnisse und Diskussion

Alkoxyamid-Funktionalitdten verstarkt sterisch abgeschirmt und behindern dadurch die
enzymatische Hydrolyse durch die Amidohydrolase. Die dennoch sehr gute
antimykobakterielle in vitro Aktivitat des N-Propargyl-Analogons 113d kdnnte erklart werden
mit der geringen Flexibilitdt und Rotation durch die sp-Hybridisierung der Ethinyl-Kohlenstoffe,
der geringen Anzahl an Wasserstoff-Substituenten sowie der kurzen Kohlenstoff-Kohlenstoff-

Dreifachbindung.

Tabelle 18: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKgo) der N-alkylierten KSK704-Analoga gegenuber

dem M. tb.-Stamm H37Ruv.
(] (0]
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MHKaoo
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n = 3; Verdinnungsstufen: 100, 50, 25, 12.5, 6.25,
3.13, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.096 uM

Der Austausch des Alkoxyamids 1 durch die Alkoxyharnstoff-Funktionalitat (128) wurde gut
toleriert. Wohingegen bereits die Strukturmodifikation einer der beiden Alkoxyamide 1 und 2
zu einem Carbonsdureamid (120a-c) oder Sulfonsaureamid (130) zum Verlust der
antimykobakteriellen in vitro Aktivitat fihrte (Tabelle 19). Mit diesen Messergebnissen kann
erneut die Prodrug-Theorie bekraftigt werden. Die Abwesenheit der N-Alkoxy-Substituenten
kann die elektronischen Eigenschaften in diesem Strukturelement verandern und dadurch die
maogliche enzymatische Hydrolyse durch die Amidohydrolase beeinflussen. Im Weiteren
kénnte die Anwesenheit beider Alkoxy-Sauerstoffe fiir die Interaktionen mit der biomolekularen

Zielstruktur des Mykobakteriums wichtig sein.
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Tabelle 19: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKgo) der KSK7104-Analoga mit Strukturmodifikation der
Alkoxyamide 1 und 2 gegeniiber dem M. tb.-Stamm H37Rv.

o M o NN~ N 1 i
LEWIS-Struktur \HL” N oY o™ %N/\)LN’O?"

[uM]
.3 © o1 o
-0 il .0
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[uM]

n = 3; Verdunnungsstufen: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.096 uM ‘

Bei der Strukturmodifikation des Alkoxyamids 1 durch Oximether-Strukturen oder O,N-
Dialkylhydroxylamine wurde eine signifikante Reduktion bis hin zum Verlust der
antimykobakteriellen in vitro Aktivitat beobachtet. Lediglich das Aldoxim-Analogon 133a sowie
dessen reduziertes Derivat 138a wiesen noch eine gute bis moderate wachstumsinhibierende
Aktivitat auf. Eine mogliche Erklarung kénnte, in der nicht sterisch abgeschirmten
Doppelbindung des Aldoxims liegen, welche im geringen Umfang die freien Elektronenpaare
des Carbonylsauerstoffs imitieren kann. Diese koénnte bei den Ketoxim- und
Trifluormethyloxim-Analoga 133b-c zu stark abgeschirmt sein. Dies lasst darauf schlieRen,
dass nach bisherigem Kenntnisstand an dieser Stelle eine hohe Elektronendichte in Form
eines Carbonylsauerstoffs oder einer nicht abgeschirmten Doppelbindung fir die Aktivitat
vorteilhaft ist (Tabelle 20).

Tabelle 20: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKgo0) der KSK704-Analoga mit Strukturmodifikationen
des Alkoxyamids 1 gegeniiber dem M. tb.-Stamm H37Rv.
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n = 3; Verdinnungsstufen: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.096 yM
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4.2.6.2 Antimykobakterielle in vitro Aktivitdten und Struktur-Aktivitdts-Beziehungen der in
Region C modifizierten KSK704-Analoga

In der Region C wurden die Strukturelemente des O-Phenylhydroxylamins (150a) und
para-Fluor-Anilids (149) gut toleriert. Dahingegen wurde bei den Hydrazid-151,
Phenylhydrazid- 150b und Hydrazon-Analogon 144 eine signifikante Reduktion bis hin zum
Verlust der biologischen Aktivitdt beobachtet (Tabelle 21).

Tabelle 21: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKq0) der Region C KSK704-Analoga gegeniber dem

M. tb.-Stamm H37Rv.
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Bei der Analyse der Struktur-Aktivitats-Beziehungen zeigte sich, dass in der Region C der
bioisostere Austausch des Benzens durch Thiophen und 2-Chlorthiophen bei den Wirkstoff-
Analoga 157a-b sehr gut toleriert wurde. Die antimykobakterielle in vitro Aktivitat dieser
Wirkstoffderivate ist vergleichbar mit der des etablierten Antituberkulotikums RIF
(MHKgo = 0.19 uM). Ebenfalls sehr aktiv waren das 2-Chlorthiazol-Analogon 157¢ und die in
3- und 4-Position Pyridin-Analoga 157d-e. Eine weitere Reduktion der antimykobakteriellen
in vitro Aktivitat konnte dahingegen bei dem 2-Pyridyl-Analogon 157f beobachtet werden. Die
eingesetzten Heterocyclen sowie substituierten Heterocyclen wurden in der praklinischen
Wirkstoffforschung vielfach eingesetzt um die pharmakokinetischen und
pharmakodynamischen Eigenschaften von Wirkstoffkandidaten gezielt zu optimieren
(Kapitel 4.2.3). Die guten bis sehr guten antimykobakteriellen in vitro Aktivitdten der
heterocyclischen KSK104-Analoga 157a-f sowie die attestierten vorteilhaften Eigenschaften

dieser heterocyclischen Strukturmotive gegenliber eines nicht substituierten Benzens,
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kénnten die Leitstruktur in Bezug auf deren metabolische Stabilitat (2-Chlorthiophen) und

Wasserloslichkeit (Pyridin) positiv beeinflussen (Tabelle 22).

Tabelle 22: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKso) der heterozyklischen Region C KSK104-Analoga
gegenuber dem M. tb.-Stamm H37Ruv.
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Bei den in der Region C in para-Position substituierten Benzen-Analoga 157g-p konnten durch
die Einflihrung elektronisch und sterisch verschiedener Substituenten lediglich geringe
Tendenzen der veranderten physikochemischen Eigenschaften dieses Strukturmotivs auf die
antimykobakterielle in vitro Aktivitat der Region C Analoga abgeleitet werden. Sowohl bei dem
elektronenziehenden Brom-Substituenten im Analogon 157g als auch bei dem
Wirkstoffderivat 157h mit einem elektronenschiebenden Methoxy-Substituenten oder sich im
Volumen stark differenzierende Fluor- 157j und lod-Analoga 1571 wurden sehr ahnliche
antimykobakterielle in vitro Aktivitaten beobachtet (Tabelle 23). Die in para-Position
substituierten Analoga 157g-h zeigten weiterhin eine sehr gute Aktivitdt gegenlber dem
M. tb.-Stamm H37Rv und in Anbetracht der unvorteilhaften Eigenschaften von nicht
substituierten Benzen-Strukturmotiven auf die pharmakokinetischen Parameter der ADME
eines Wirkstoffkandidaten, konnten diese Analoga verbesserte pharmakokinetische
Eigenschaften aufweisen.’*® Um die genauen Einflisse auf diese Parameter zu bestimmen

bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen.
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Tabelle 23: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKgo) der Region C KSK104-Analoga mit Substituenten
in para-Position gegenlber dem M. tb.-Stamm H37Rv.
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Ein vergleichbares Verhalten konnte bei den in der Region C di-substituierten Benzen-Analoga
157g-w beobachtetet werden. Das Muster der 3,4-Substitution des Analogons 157q war allen
anderen Substitutionsmustern tberlegen. Mit der Zunahme des sterischen und elektronischen
Anspruchs der Substituenten in 2,4-Position des Derivats 157w konnte der Verlust der

antimykobakteriellen in vitro Aktivitdt beobachtet werden (Tabelle 24).

Tabelle 24: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKgo) der Region C KSK104-Analoga mit mono- und
di-Substitutionsmustern gegeniiber dem M. th.-Stamm H37Ruv.
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n = 3; Verdinnungsstufen: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.096 uM

In der Region C wurden ebenfalls die kompakten aliphatischen Strukturelemente (157x-y) gut
toleriert. Mit zunehmender Verldngerung (157z) und (157aa) der Leitstruktur nahm die
biologische Aktivitdt geringfligig ab. Die Einflhrung einer flexiblen aliphatischen
Kohlenstoffkette (157ac) fiuhrte zur Reduktion der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat.
Zusatzlich fihrte die Einflhrung eines Methyl-Substituenten in der Nahe des Alkoxyamids 2
im Analogon 157ab zu einer Reduktion der biologischen Aktivitat, welche auf eine mdgliche
sterische Abschirmung dieser funktionellen Gruppe zurlickzuflihren sein kénnte und dadurch
dessen enzymatische Bioaktivierung durch die mykobakterielle Amidohydrolase behindern
koénnte (Tabelle 25).

Tabelle 25: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKg0) der Region C KSK704-Analoga gegeniber dem
M. tb.-Stamm H37Rv.

(e} \)OL
pe) .0
e
LEWIS-Struktur A/© A/O A_F /\/\©
3a

157x 157y 157z
MHKso 0.096 0.78 0.78 0.78
[uM]
LEWIS-Struktur |, [T | 7 : oy
157aa 157ab 157ac
MHKoo
1.56 1.56 3.13
[uM]

n = 3; Verdinnungsstufen: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56,
0.78, 0.39, 0.19, 0.096 uM

Der geringe Einfluss auf die biologische Aktivitdt, in Anbetracht der stark verschiedenen
Eigenschaften der Strukturmotive in der Region C bei den Analoga 157g-l/g-r/x-z kénnte die
Prodrug-Theorie weiter bekraftigen. So kdnnte die Biotransformation des Prodrugs in die freie
Wirkform durch die durchgefiihrten Strukturmodifikation in der Region C zumeist nur im
geringen Umfang beeinflusst worden sein. Dies konnte darauf hinweisen, dass diese
Partialstruktur nur wenig mit dem aktiven Zentrum der Amidohydrolase interagiert oder
aulerhalb von diesem liegt. Deswegen Uben die strukturellen Veranderungen einen geringen
Einfluss auf die antimykobakterielle in vitro Aktivitat aus.

Sollte es sich bei KSK104 nicht um ein Prodrug handeln, konnte aus diesen Ergebnissen

abgeleitet werden, dass dieses Strukturelement vermutlich keine wesentlichen Interaktionen
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mit der biomolekularen Zielstruktur des Mykobakteriums ausbildet, da die eingeflhrten

Strukturmotive nur geringe Auswirkungen auf die biologischen Aktivitdten hatten.

4.2.6.3 Antimykobakterielle in vitro Aktivitdten und Struktur-Aktivitdts-Beziehungen der in
Region A modifizierten KSK104-Analoga

Der isostere Austausch des para-Benzen-Substituenten der Region A durch ein 4-Pyridyl-
Substituenten (159b) flhrte zu einer signifikanten Reduktion der antimykobakteriellen in vitro
Aktivitdt und wurde weniger gut toleriert als der bioisostere Austausch des Benzens in der
Region C gegen Pyridin (157d-f). Wohingegen der Austausch gegen die kleine
Ethinylgruppe (159a) zu einer weiteren Reduktion und beim gesattigten Heterozyklus
4-Methylpiperazin (159¢) zum Verlust der biologischen Aktivitat fihrte (Tabelle 26).

Tabelle 26: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKgo) der Region A KSK704-Analoga gegenuber dem

M. tb.-Stamm H37Rv.
Lo LoD
\(©)LN/O\AN/O
H H
A
A N
LEWIS-Struktur ©/\ @A ///\ N
3a

159b 159a 159¢
“’['l';'“',f]” 0.096 313 125 | 100
n = 3; Verdinnungsstufen: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13,

1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.096 pM

4.2.6.4 Diskussion der antimykobakteriellen in vitro Aktivitaten und Struktur-Aktivitats-
Beziehungen der KSK104-Analoga

Mit den Ergebnissen der durchgefiihrten Strukturmodifikationen lasst sich die Bedeutung der
Alkoxyamide 1 und 2 flr die antimykobakterielle in vitro Aktivitat der Leitstruktur KSK704
diskutieren. Diese kénnten als Wasserstoffbriicken-Akzeptoren und -Donoren
Wasserstoffbriickenbindungen zur biomolekularen Zielstruktur ausbilden. Da das
N-methylierte Alkoxyamid-Analogon 113a weiterhin eine sehr gute biologische Aktivitat
aufwies, kann der Stickstoff des Alkoxyamids 2 wahrscheinlich als Wasserstoffbriicken-Donor
ausgeschlossen werden. Dahingegen flhrte die Methylierung des Stickstoffs des Alkoxyamids
1 beim Derivat 113f zu einer signifikanten Reduktion der antimykobakterielle in vitro Aktivitat,
weshalb dieser mit der biomolekularen Zielstruktur bevorzugte intermolekulare
Wechselwirkungen eingehen kénnte. Die Strukturmodifikation der Alkoxyamide 1 und 2 durch
die dargestellten Amid-Analoga 120a-c fuhrte zum Verlust der biologischen Aktivitat, weshalb

die Funktion der Carbonylsauerstoffe als bevorzugte Wasserstoffbriickenakzeptoren
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hinterfragt werden kann. Somit wirden lediglich die Alkoxy-Sauerstoffe, der beiden
Alkoxyamid-Funktionalitdten, Wechselwirkungen mit der biomolekularen Zielstruktur

eingehen, deren Abwesenheit zum Verlust der biologischen Aktivitat fuhrt (Schema 98).

0 e \/@
o ¢

Wasserstoffbriicken-Akzeptor Wasserstoffbriicken-Akzeptor Wasserstoffbriicken-Akzeptor

Jito s i

3a  Wasserstoffbriicken-Donor 113a 120c Wasserstoffbriicken-Donor

Schema 98: Mogliche Bindungsrollen der Alkoxyamid-, Amid- und N-methylierten Alkoxyamid-

Strukturelemente in Position des Alkoxyamids 2 als Wasserstoffbriicken-Akzeptoren und -Donoren.

Alternativ kann versucht werden, die Rolle der Alkoxyamide 1 und 2 mit der Prodrug-Theorie
zu erklaren. Demnach koénnten diese Strukturelemente von der hypothetischen
Amidohydrolase enzymatisch hydrolysiert werden und eines der Hydrolyseprodukte I-V die
Wirkform darstellen. In Abwesenheit der N-Alkoxy-Sauerstoffe kdnnte die Substrataffinitat der
Amidohydrolase gegeniiber den Amid-Analoga 120a-c reduziert und dadurch die

Biotransformation des Prodrugs nicht mehr méglich sein (Schema 99).

(0] [¢]
Amidohydrolase N/o\)kOH
— H + 16
HoN”™

SISV °
N/O\)LN/O Amidohydrolase O OH o] \/@
N N 4+ + 0 * o

\ \ HoN “Hon HoN
Alkoxy- ~ Alkoxy-

amid 1 amid 2
3a 1 v 1}

KSK104

Amidohydrolase O OH o] \/@
- + _0 .0
N QL”

11l \'

Schema 99: Mdgliche enzymatische Hydrolyse einer oder beider Alkoxyamid-Funktionalitdten durch

die mykobakterielle Amidohydrolase und die Freisetzung der vermutlichen Hydrolyseprodukte I-V.

Ebenfalls bekraftigen die Ergebnisse der N-alkylierten und in Region B kettensubstituierten
Analoga die Theorie, dass es sich bei KSK104 (3a) um ein Prodrug handeln kénnte. Die
Anwesenheit von volumindsen Strukturmotiven bei den N-alkylierten Alkoxyamiden 1 und 2

(113a-g), der in Region B kettensubstituierten-Analoga 125a-c und dem in Region C
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substituierten Benzyloxyamid-Analogon 157ab kénnten die benachbarten
Alkoxyamide 1 und 2 sterisch abschirmen und dadurch die enzymatische Hydrolyse durch die
Amidohydrolase behindern. In der Folge wird die Freisetzung der aktiven Wirkform von
KSK104 verlangsamt oder verhindert (Schema 100).

i L
Alkoxy- Alkoxy-

amid 1 amid 2

ﬁ{oﬂ,{o@ ﬂ%v‘x fyoTgo X Ao Ko foyo oy o

3a 125a 157ab 113a 125b

zunehmende Hinderung der enzymatischen Freisetzung der aktiven Wirkform

Schema 100: Mogliche Erklarung fir die Abnahme der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat des N-
methylierten Alkoxyamids 2 (113a), des in Region B kettensubstituierten-Analogons 125a und in der
Region C substituierten Benzyloxyamid-Derivats 157ab durch die zunehmende sterische Abschirmung

der beiden Alkoxyamid-Funktionalitaten.

Ferner kann die reduzierte antimykobakterielle in vitro Aktivitdt, der in Region B
kettensubstituierten und N-alkylierten Alkoxyamide 1 und 2 Analoga, jedoch auch das Resultat
der Abschirmung von wesentlichen Bindungspartnern oder der sterischen Hinderung der
Leitstruktur zur Bindungsstelle der biomolekularen Zielstruktur des Mykobakteriums sein.
Zudem konnte in der Literatur gezeigt werden, dass die Einfihrung von Methyl-Substituenten
in der raumlichen Na&he von Amid-Funktionalitdten die metabolische Stabilitdt der
Wirkstoffkandidaten signifikant verbesserten.*4"! Der Einfluss dieser Strukturmodifikationen
auf die enzymatische Hydrolyse der Alkoxyamide 1 und 2 durch die mykobakteriellen
Amidohydrolase musste in einem Enzymaktivitats-Assay untersucht werden. An dessen
Etablierung und Validierung arbeiten unsere Kooperationspartner der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. RAINER KALSCHEUER.

4.2.7 Darstellung von chemischen Sonden zur Lokalisierung und Identifikation des
Wirkstoffziels

Beim klassischen Ansatz der Erforschung und Entwicklung neuer antibakterieller Wirkstoffe
werden natirliche, chemische, semi-synthetische Substanzen oder Rohextrakte auf deren
biologische Aktivitat in Organismus- oder Zell-basierten phanotypischen Assays
untersucht.®® Nachdem eine Substanz mit vielversprechenden antibakteriellen Eigenschaften
entdeckt wurde, stehen die Aufklarung des Wirkstoffziels und Wirkungsmechanismus, welche

zur phanotypischen Veranderung des Organismus geflhrt haben, an zentraler Stelle der
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praklinischen  Wirkstoffforschung.®"!  Daher wird dieser Ansatz phénotypische

Wirkstoffentdeckung genannt.[46%!

Die phanotypische Veranderung der Zellen oder Organismen, wie beispielsweise einem
bakteriellen Pathogen, kann die Folge der Interaktion des Wirkstoffs mit einem einzelnen
Wirkstoffziel oder der Wechselwirkung des Wirkstoffs mit verschiedenen Biomolekiilen sein.
Daher ist die Identifikation des Wirkstoffziels und Wirkungsmechanismus ein essenzieller
Prozess fir die nachfolgende praklinische Optimierung der Leitstruktur, um unerwiinschte
Nebenwirkungen zu minimieren und die Selektivitat des Wirkstoffs zu verbessern. Gangige
Methoden der Wirkstoffziel-ldentifikation basieren auf genetischen Wechselwirkungen,

biochemischen Arbeitsmethoden und computergestiitzten Berechnungen. 461

Eine klassische und weit verbreitete Methode zur Identifikation von Wirkstoffzielen ist die
Affinitatschromatographie  von  Wirkstoffsonden. Bei diesem Verfahren werden
Strukturelemente oder funktionelle Gruppen des Wirkstoffs mit Affinitatsmarkierungen, wie
beispielsweise (+)-Biotin, oder Festphasenmatrices verknlpft. Die markierten Wirkstoffe
werden mit den Protein-Extrakten inkubiert und als Folge der spezifischen Wechselwirkung
der chemischen Sonde mit der biomolekularen Zielstruktur interagiert die Wirkstoffsonde mit
dem Wirkstoffziel starker als mit anderen Biomolekulen. Wahrend der Inkubation bilden sich
Wirkstoffsonden-Biomolekil-Komplexe aus. Diese kénnen aufgrund der Immobilisierung an
Festphasenmatrices oder durch die Zugabe von Hilfsstoffen, welche mit der
Affinitatsmarkierung wechselwirken, aus dem Extrakt gezielt entfernt werden. Danach kénnen
die schwach gebundenen Biomolekile ausgewaschen und im nachsten Waschschritt das
starker gebundene Wirkstoffziel mit einem Uberschuss an freiem Wirkstoff oder mittels
Denaturierung eluiert werden. Die erhaltende Proteinfraktion kann mit den gangigen Methoden
der Proteinanalytik wie der SDS-PAGE und Identifizierung der Proteinbanden mittels

Massenspektrometrie analysiert werden. 62

Die Proteine Avidin und Streptavidin weisen eine stark ausgepragte Affinitat gegentber Biotin
auf und préaferieren zur Ausbildung stabiler, nicht-kovalent gebundener (Strept)Avidin-Biotin
Komplexe. Avidin und Streptavidin kdnnen auf biokompatiblem Agarose- oder Resin-
Tragermaterialien immobilisiert werden.[“63464 Nach der Inkubation des biotinylierten
Wirkstoffs mit dem Protein-Extrakt wird das immobilisierte (Strept)Avidin dem Medium
hinzugegeben. Diese bilden stabile Komplexe mit der Biotin-Affinitatsmarkierung des
Wirkstoff-Zielprotein-Komplexes aus und ermdglichen anschlieBend deren gezielte Entfernung
aus dem Medium.“%l Um den Prozess der Identifikation des Wirkstoffziels der Leitstruktur
KSK104 in der Arbeitsgruppe unseres Kooperationspartners Prof. Dr. RAINER KALSCHEUER
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an der HEINRICH-HEINE-Universitat Disseldorf am Institut fiir Pharmazeutische Biologie und
Biotechnologie zu unterstitzen, wurde die Darstellung von biotinylierten KSK704-Analoga
geplant. Zunachst wurde versucht ausgehend von (+)-Biotin (160) und dem Hydroxylamin 85
unter Einsatz von EDC-HCI mit 4-DMAP das biotinylierte KSK7104-Analogon 161 darzustellen.
Die Kupplungsreaktion lieferte ein komplexes Produktgemisch und bei der anschliel3enden
saulenchromatographischen  Reinigung an Kieselgel konnte das gewinschte
Reaktionsprodukt nur in Spuren mit moderaten Verunreinigungen erhalten werden
(Schema 101).

0.10 Aq. 4-DMAP

N)é \\/\)'LOH H-N~ \)LN/ \/@

CH,Cly, RT
H S H Spuren
160 85
(+)-Biotin
TSI W
HN ,\\\\/\)-LN/O\)'LN/O
HO\—s H H

161

Schema 101: Versuchte Darstellung des biotinylierten KSK7104-Analogons 161.

Wenn die direkte Peptidkupplung von Carbonsauren mit Aminen mittels Kupplungsreagenzien
aus diversen Grinden nicht mdglich ist, kann diese mit einer alternativen Mdglichkeit in einem
indirekten Verfahren Uber die vorherige Darstellung eines Aktivesters erfolgen. Bei dieser
Methode wird zunachst die Carbonsaure mit einem Peptidkupplungsreagenz in einen
Aktivester, haufig Pentafluorphenol (PFP)- oder para-Nitrophenol (PNP)-Ester, Uberfihrt.
Aufgrund der elektronenziehenden Substituenten des Phenols sind diese sehr gute
Abgangsgruppen und kdnnen in einer milden Aminolyse beziehungsweise Hydroxylaminolyse
von den entsprechenden Nucleophilen substituiert werden. 465466l

Daher wurde in einer zweiten Synthesestrategie zunachst das (+)-Biotin (160) mit PFP 162
unter den Bedingungen der STEGLICH-artigen Veresterung zum (+)-Biotin-PFP-Ester 163
umgesetzt und anschlielRend dessen Hydroxylaminolyse mit dem Hydroxylamin 85 erprobt. Zu
Beginn wurde die Reaktion bei Raumtemperatur durchgefiihrt, da nach 8 Stunden keine
Umsetzung beobachtet werden konnte wurde der Ansatz auf 50 °C erwarmt, welches zu einer

sukzessiven Zersetzung der Substrate fuhrte (Schema 102).
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Schema 102: Versuchte Darstellung des biotinylierten KSK704-Analogons 161 (ber den
(+)-Biotin-PFP-Ester 163.

Eine weitere Mdglichkeit zur Aktivierung von Carbonsduren kann uUber in situ generierte
reaktive Carbonsaure-Derivate und die nachfolgende Zugabe des Nucleophiles erfolgen. In
der Peptidsynthese ist eine gangige Methode der Amidkupplung die Ausbildung von
gemischten Anhydriden Uber die Umsetzung von Carbonsauren mit IBCF und tertidren
Alkylaminen. Im ersten Schritt findet die BRONSTED-S&ure-Base-Reaktion zwischen der
Carbonsaure I und dem basischen Amin statt. Das entstandene Carboxylat-Anion Il greift
nucleophil am Carbonylkohlenstoff des IBCF 164 an und aus dem ablaufenden Additions-
Eliminierungs-Mechanismus (Sa2t) resultiert das reaktive gemischte Anhydrid lll. Nach der
vollstdndigen Umsetzung der Carbonsaure wird das Nucleophil hinzugegeben, dieses greift
den Carbonylkohlenstoff der aktivierten Carbonsaure an und in der ablaufenden Sy2t kommt
es zur Ausbildung des Carbonsaure(alkoxy)amids IV sowie zur irreversiblen Freisetzung von

Kohlenstoffdioxid und Isobutanol (Schema 103).[467]

c) o
0 + NBu3 )k’\ + H,NOR?
0R2
R1lL

OH HNBu -CO,
| - BUOH

Schema 103: Reaktionsmechanismus zur Aktivierung von Carbonsauren | mittels IBCF 164 unter
BRONSTED-basischen Reaktionsbedingungen. Adaptiert nach SHENDAGE et al.[467]

Analog zur Arbeitsvorschrift von SKANDER et al. wurde das (+)-Biotin (160) mit IBCF sowie
Tributylamin in das reaktive (+)-Biotinisobutylanhydrid Gberfihrt und mit Aminooxyessigsaure
als Nucleophil abgefangen.® Im Anschluss erfolgte die Aktivierung der Carbonsaure 165 mit
HATU und die Umsetzung mit O-Benzylhydroxylamin um das biotinylierte-Analogon 161

dazustellen (Schema 104).
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Schema 104: Darstellung des biotinylierten KSK704-Analogons 161.

Das biotinylierte KSK7104-Analogon 161 wies in der Ganzzell-basierten biologischen Testung
keine antimykobakterielle in vitro Aktivitat gegentber M. tb. (MHKg = >100 pM) auf. Aufgrund
der strukturellen Modifikation konnten die Ursachen hierfir in einer reduzierten
Zellwandpermeabilitdt, einer gehinderten Interaktion mit dem Wirkstoffziel oder
Wechselwirkung und metabolische Wechselwirkung durch andere Enzyme beziehungsweise
eine Kombination aus mehreren Effekten liegen. Die Einfuhrung einer verbrickenden
Polyethylenglykol-Einheit zwischen dem Grundgerist der Leitstruktur und der
Affinitatsmarkierung kénnte zu einer Reduktion dieser Effekte fiihren und dadurch die
Anbindung der chemischen Sonde an das Wirkstoffziel ermdglichen. Hierflr bietet sich das
Biotin-PEGs-Azid, welches mit Hilfe einer 1,3-dipolaren Cycloaddition, kovalent mit einer

terminalen Ethinylgruppe der Leitstruktur verknlpft werden kénnte.

Diese Methode zur Identifikation und Lokalisierung von Wirkstoffzielen basiert auf dem
Verfahren der (bio)orthogonalen chemischen Reaktionen. ¢4 Bei diesen handelt es sich um
Reaktionen, welche unter physiologischen Bedingungen schnell und spezifisch ablaufen, ohne
dabei mit den biologischen Prozessen des Organismus oder der Zelle zu interferieren. %
Exemplarisch fiir diese orthogonale Reaktionsfiihrung sind die 1,3-dipolaren Cycloadditionen
(Click-Reaktionen) wie die HUISGEN-Reaktion von organischen Aziden mit einer terminalen
Ethinylgruppe zu 1,2,3-Triazolen.®447% F{ir dieses Prinzip werden Analoga des Wirkstoffs mit
einem Azid oder terminalen Ethinylgruppe als Strukturelement dargestellt und nach der
Inkubation im Organismus oder Protein-Extrakt mit einer Affinitats- oder Fluoreszenz-
Markierung mit der komplementaren funktionellen Gruppe zur Reaktion gebracht. Als Folge
der kovalenten Verkniipfung zwischen der Markierung mit dem Wirkstoff-Biomolekil-Komplex
kann das Wirkstoffziel nach dem Reinigungsprozess mittels Affinitdtschromatographie oder

spektroskopische Methoden identifiziert werden (Schema 105).1464
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Schema 105: (Bio)orthogonale HUISGEN-Reaktion eines terminalen Ethinyl-KSK7104-Analogons mit

einer Azid-Affinitats- oder Fluoreszenz-Markierung.

Daher wurden KSK704-Analoga mit terminalen Ethinylgruppen dargestellt (Kapitel 4.2.2.2,
4.2.3.4 und 4.2.4) um diese anschlieRend mit der Affinitdtsmarkierung Biotin-PEG3-Azid in
einer 1,3-dipolaren Cycloaddition zu kovalent verknipften chemischen Sonden umzusetzen
(Schema 106).

) O QLJ@ ) O ¢// ﬂ¢@
O /// O _ H H

113d 157x 159a

Schema 106: Dargestellte KSK704-Analoga 113d, 157x und 159a mit terminalen Ethinylgruppen fur

die (bio)orthogonale Markierung mit Fluorophoren und Affinitatsstrukturen.

Bei der 1,3-dipolaren Cycloaddition reagiert eine terminale Ethinylgruppe mit einem
organischen Azid zu einem 1,2,3-Triazol. Diese Reaktion verlauft jedoch selbst bei hohen
Dricken oder Temperaturen langsam, zudem entsteht ein Produkigemisch zweier
Regioisomere. In Anwesenheit von Kupfer(l)-Kationen findet die Reaktion bereits bei
Raumtemperatur sehr schnell statt, durch die Zugabe von Liganden kann diese weiter
beschleunigt werden, und es wird selektiv das 1,4-disubstituierte 1,2,3-Triazol gebildet. Daher
wird diese als Kupfer-katalysierte Azid-Alkin 1,3-dipolare Cycloaddition (CuAAC) bezeichnet
und findet in diversen Fachgebieten der organischen Chemie breite Anwendung.®® Weitere
Vorteile liegen im reaktionstragen Verhalten von terminalen Ethinylgruppen und organischen
Aziden gegeniiber zahlreichen funktionellen Gruppen, sodass die CuAAC im wassrigen
Medium durchgefiihrt werden kann.*% Jedoch wird der Einsatz der CUAAC durch die Toxizitat
von Kupfer(l)-Kationen gegeniiber Organismen eingeschrankt, daher miissen diese zuvor mit
einer wassrigen Dinatriumethylendiamintetraacetat (EDTA-Nay)-Losung ausgewaschen
werden. %% Die gereinigten chemischen Sonden kénnen im Anschluss mit einem Proteinlysat

oder M. tb.-Zellkulturen inkubiert werden.

Der Katalysezyklus der CUAAC beginnt mit der T-Koordination des ersten Cu(l)-Zentrums an
die Dreifachbindung des Alkinsl. In der Folge wird die Aciditdt des sp-hybridisierten
Kohlenstoffs signifikant erhoht. Es folgt die Deprotonierung des Alkins Il und mit der
Anwesenheit eines zweiten Kupfer(l)-Zentrums die Ausbildung des dinuklearen o, m-Kupfer-
Acetylids lll. Dieser wechselwirkt mit dem organischen Azid IV und bildet den dreifachen Azid-

169



Ergebnisse und Diskussion

Alkin-Kupfer-Komplex V aus. Im Anschluss reagiert dieser zum Metallacyclus VI bei der ein
Kupfer(l) zu Kupfer(lll) oxidiert wird. Nachfolgend findet die reduktive Ringkontraktion zum
Kupfer(l)-triazolid VIl statt und Freisetzung eines Kupfer(l)-Kations. Abschlielfend wird das
Kupfer(l)-triazolid VIl zum 1,4-disubstituierten 1,2,3-Triazol VIII protoniert und die katalytisch
aktive Kupfer(l)-Spezies regeneriert (Schema 107).1471
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Schema 107: Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus der CUAAC Uber das dinukleare o-1-Kupfer-
Acetylids lll. Adaptiert nach WORRELL et al. und ergénzt nach ZHU et al.[4721471]

Bei der Durchfiihrung der CUAAC in organischen Lésungsmitteln ist die Zugabe einer Amin-
Base essenziel um die Deprotonierung des m-Alkin-Kupfer(l)-Komplexes zu vermitteln. Im
wassrigen Reaktionsmedium agiert dahingegen das amphotere Wasser als BRONSTED-Base.
Da Kuper(l)-Spezies aufgrund ihrer thermodynamischen Instabilitat unter aeroben
Reaktionsbedingungen zur Disproportionierung zu den katalytisch inaktiven Kupfer(ll) und
elementarem Kupfer(0) neigen, wird die moderne CuAAC haufig Uber die in situ Reduktion des

Prakatalysators Kupfer(ll) mittels Natriumascorbat durchgefiihrt. !

In Anlehnung an die Patentvorschrift von HAMILL et al. wurden das jeweilige terminale Ethinyl
-Analogon 113d, 157x und 159a mit Biotin-PEGs-Azid in Anwesenheit von Kupfer(ll)-sulfat und
dem Reduktionsmittel Natriumascorbat in einem Ld&sungsmittelgemisch aus DMF und

entmineralisiertem Wasser fiir 16 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.*”4 Danach wurden
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die Kupfer-Kationen mit einer wassrigen EDTA-Na,-Losung und das organische Losungsmittel
DMF mit einer gesattigten Natriumchlorid-Loésung ausgewaschen. Die kovalent verknUpften
KSK104-Biotin-PEG3-Konjugate 167a-c wurden mittels ESI-HRMS Uber deren Masse-zu-
Ladungs-Verhaltnis charakterisiert (Schema 108). Alternativ konnte in spateren
Experimenten die Markierung mit dem kommerziell erhaltlichen Fluorophor
Alexa Fluor™ 488 durchgefihrt werden.

0.10 Ag. CuS0Q, - 5 H,0

NH H 0] 0.20 Aq. Natriumascorbat
\ R1
HN ”\\\//\\/M\N/A\V/O\V/A\O/A\V/O\V/A\N3 + éz/
N DMF, RT
H S
166 R'=113d
(+)-Biotin-PEG3-Azid RT = 157x
R'=159a
6]
N—O ?
HN-O N:[\Ij H S H
N\ N~ O~ N - NH
(6] O v
EJ(\A HHNTY,
167a
C36HagNgO0oS
768.89 g/mol
0 H,HN °
/\(/\N/\/O\/\o/\/o\/\r\l “\_NH
I H 2

O
o O)\N‘o N:N

167b
C43H54Ng09S
859.01 g/mol

ON-NH H % 0

HN@"‘\MNNOV\ONO\ANW o
H S H N HN_O\_J<

=N
o0

167c
C36H4aNgO9S
768.89 g/mol

Schema 108: Darstellung der KSK704-Biotin-PEGs-Konjugate 167a-c.

Neben den Affinititsmarkierungen konnen Leitstrukturen ebenfalls mit niedermolekularen
Fluorophoren wie beispielsweise Dansyl- oder Bor-Dipyrromethen-Derivaten verknipft
werden. Mit Hilfe dieser fluoreszierenden Reportergruppen kann die Lokalisation der
markierten Substanz im Bakterium erfolgen. Jedoch sollte das fluoreszierende
Strukturelement wenig Einfluss auf die Wechselwirkung zum intrazellularen Wirkstoffziel oder

dessen pharmakokinetischen Eigenschaften haben.”®! Hierfiir wurde Dansylchlorid (168) mit
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dem Hydroxylamin 85 unter BRONSTED-basischen Reaktionsbedingungen zum Dansyl-
markierten KSK704-Analogon 169 umgesetzt. Nach der sdulenchromatographischen
Reinigung an Kieselgel konnte das Produkt als gelber Feststoff erhalten werden. Jedoch zeigte
sich bei der Reinheitskontrolle mittels HPLC sowie bei der Strukturaufklarung via 'H-NMR-
Spektroskopie, dass dieses in Lésung mdglicherweise nicht stabil ist. Daher konnte die
Dansyl-markierte Verbindung 169 ausschliefllich mittels ESI-MS (ber dessen Masse-zu-

Ladungs-Verhaltnis von m/z = 430.3 charakterisiert werden (Schema 109).

) w7
(e} 2.50 Ag. EtN('Pr), O
’ 9 \/@
I + .0 .0
rda ety ser . (e, 5. 0)
B i N P
0 eobachtet in MS S N O\)kN O
H H
169

4
(0]
168 85

Schema 109: Versuchte Darstellung eines Dansyl-markierten KSK704-Analagons 169.

4.2.8 Préaklinische Formulierungen von KSK704 (3a)

Fir die Evaluation der invivo Pharmakokinetik sowie nachfolgend beabsichtigten
Untersuchungen in Infektionsmodellen zur Bestimmung der antimykobakteriellen in vivo
Aktivitat sollte fur den Wirkstoffkandidaten KSK704 eine Formulierung gefunden werden,
welche sowohl die perorale als auch intravendse Applikation bei Labormausen des Stamms
BALB/c ermoglicht.

In Rlcksprache mit unserem Kooperationspartner Dr. CHRISTOPH HOLSCHER am
Forschungszentrum Borstel, LEIBNIZ Lungenzentrum im Programmbereich Infektionen
musste die Formulierung die nachfolgenden Kriterien erfiillen. Die Substanz muss in der
Formulierung stabil und mit einer Konzentration von mindestens 1 mg/mL vollstandig geldst
sein sowie die toxikologische Unbedenklichkeit der Vehikel in Fachpublikationen beschrieben
worden sein. Basierend auf der Literatur von GAD etal. wurden die aufgelisteten

Formulierungen bei Konzentrationen von 1 mg/mL und 5 mg/mL erprobt (Tabelle 27).147]

Tabelle 27: Experimentelle Ubersicht zur praklinischen Formulierung der Substanz KSK104.14761

:E:g- Formulierung 1mg/mL | 5 mg/mL
10 % DMSO, 18 % PEG 400, 3.6 % Tween® 80, 68.4 %
entmineralisiertes H20 ) §
2 10 % DMSO, 20 % PEG 400, 70 % NaCl-L6sung 0.9 % x -
3 % EtOH, 7 % Tween® 80, 90 % Phosphat-Pufferlosung pH-Wert L, .
7.4
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4 3 % EtOH, 7 % Tween® 80, 90 % NaCl-Losung 0.9 % 4 X

100 % Miglyol® 812 - x

20 % Transcutol® HP, 80 %Miglyol® 812 v v

5 % DMSO, 5 % Tween® 80, 20 % Propylenglykol, 70 % NaCl- L, ]
Losung 0.9 %H77]

8 80 % Propylenglykol, 20 % entmineralisiertes H>O“78l v -

Bei den Formulierungen basierend auf dem Vehikel PEG 400 (Eintrage 1 und 2) und
Tween® 80 (Eintrage 2 und 3) wurde bereits nach wenigen Minuten eine zunehmende
Triibung und die Sedimentation der Substanz beobachtet. Die Formulierungen auf Ol Basis,
Miglyol® 812 konnte die Substanz nicht in Lésung bringen (Eintrag 5), in Kombination mit dem
Vehikel Transcutol® HP konnten sowohl 1 mg/mL als auch 5 mg/mL gel6st werden (Eintrag 6).
Aufgrund von nicht ausreichend belegten biologischen Daten in der Referenzliteratur wurde
jedoch vom Einsatz dieser Formulierung abgesehen. Fir die intravenése Applikation wurde
eine Formulierung bestehend aus DMSO, Tween®80 und Propylenglykol in 0.9%iger
Natriumchlorid-Lésung (Eintrag 7)*’"1 sowie fiir perorale Applikation eine wéassrige 80%ige

Propylenglykol-Losung gefunden (Eintrag 8).1478

Zum Zeitpunkt der Abgabe dieser Arbeit waren die Ergebnisse der Evaluierung der in vivo
Aktivitaten, der pharmakokinetischen Untersuchungen und der geplanten Infektionsmodelle

ausstehend.
4.2.9 Untersuchung der Stabilitat von KSK7104 (3a)

Die Stabilitdt der Substanz KSK104 wurde in Anlehnung an eine Literaturvorschrift von
LEVEN et al. bei einer Temperatur von 37 °C und den pH-Werten 7.4 und 2.0, welche die
physiologischen Bedingungen des menschlichen Blutkreislaufes und Magen simulieren

sollten, untersucht.38

Hierzu wurde 1 mg des KSK104 in 0.1 mL einer Formulierung bestehend aus dem Polysorbat
Tween® 80 und Ethanol (7/3 v/v) geldst und mit 0.9 mL der Phosphatpuffer-Kochsalzlésung
des jeweiligen pH-Werts verdinnt. Die KSK704-Loésung wurde kontinuierlich in einem
Inkubator bei 37 °C geschittelt und in Zeitabstanden von 1, 3, 6, 24 und 48 Stunden mittels
HPLC analysiert. Die jeweiligen Phosphatpuffer-Kochsalzlésungen wurden nach den

entsprechenden Herstellungsvorschriften des Ph. Eur. 10.1 prapariert.

Jeweils ausgehend von einer Substanzreinheit >99 % wurde bei einer Temperatur von 37 °C
Uber einen Zeitraum von 48 Stunden bei dem pH-Wert von 7.4 keine nennenswerte

Zersetzung beobachtet. Der Substanzgehalt betrug bei der letzten Messung 98.9 + 0.35 %. Im
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sauren pH-Wert von 2.0 wurde eine marginale Zersetzung beobachtet, der Substanzgehalt
betrug abschlieRend 96.2 + 0.28 %. Die Stabilitdtsmessungen wurden zweifach durchgefuhrt.
Die Substanz ist somit in wassriger Losung als stabil anzusehen, welches eine bedeutsame

Eigenschaft fur einen Wirkstoffkandidaten ist.
4.2.10 Darstellung des KSK704-ds-Analogons 176

Um den Prozess der Bestimmung von in vitro und nachfolgend in vivo Pharmakokinetik der
Leitstruktur durch unseren Kooperationspartner Dr. BIORN BURCKHARDT aus dem Institut
fur Klinische Pharmazie und Pharmakotherapie der HEINRICH-HEINE-Universitat Dusseldorf
zu unterstitzen, sollte ein deuteriertes Isotopomer der Substanz KSK 104 als interner Standard
fur die Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (GC/MS) synthetisiert

werden.

Nach einer Vorschrift von WANG et al. wurde ausgehend vom kommerziell erhaltlichen
Brombenzen-ds (170) unter wasserfreien Reaktionsbedingungen mit n-Butyllithium in
Tetrahydrofuran bei -78 °C ein Brom-Lithium Austausch durchgeflihrt. Das in situ generierte
reaktive Phenyl-ds-lithium wurde durch die Zugabe von Borsauretrimethylester zum
Phenyl-ds-boronsauredimethylester umgesetzt, welcher bei der Aufarbeitung des
Reaktionsansatzes mit 20%iger Salzsaure-Lésung zur Phenyl-ds-boronsaure (171)
hydrolysiert wurde. Die freie Boronsaure 171 wurde in einer SUZUKI-Kreuzkupplung mit
Methyl-4-iodbenzoat (172) unter Einsatz von 5 Mol%
Bis(triphenylphosphin)palladium(Il)-dichlorid als Katalysator zum
4-Biphenylcarbonsauremethylester (173) umgesetzt und konnte mit einer exzellenten
Ausbeute von 98 % isoliert werden.*?! Der Methylester 173 wurde in Anlehnung an eine
Vorschrift von PFLIEGER et al. mit Hydroxylamin Hydrochlorid und Natriummethanolat in
Methanol zum Riickfluss erhitzt um die entsprechende Hydroxamsaure 174 zu erhalten. Im
nachsten Reaktionsschritt wurde nach einer Vorschriff von McHALE etal. die
O-H-Funktionalitdt der Hydroxamsaure mit Bromessigsaure substituiert um die freie
Carbonsaure 175 zu erhalten.*?*! Die Carbonsaure 175 wurde im Anschluss mit EDC HCI
sowie 4-DMAP aktiviert und mit O-Benzylhydroxylamin umgesetzt um das Isotopomer 176 zu
erhalten (Schema 110).
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Schema 110: Darstellung des Isotopomers KSK104-ds 176 fir die Verwendung als interner Standard

bei der Bestimmung der in vitro und in vivo Pharmakokinetik der Leitstruktur KSK104.
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5 Zusammenfassung

Die zunehmende globale Verbreitung von multiresistenter- (MDR) und extensiv resistenter-
(XDR)-Tuberkulose (TB) geféahrden die in der End TB Strategy proklamierten Ziele der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) zur Beendigung der weltweiten TB-Pandemie bis zum
Jahr 2035. Daher fordert die WHO die Entwicklung von neuen Wirkstoffkandidaten zur
chemotherapeutischen Behandlung von Arzneimittel-sensitiver-, MDR- und XDR-TB als eine

der drei tragenden Saulen im Kampf gegen die TB zu intensivieren %5771

Diese Promotionsarbeit gliedert sich in zwei Projekte, welche die Synthesen und praklinischen
Strukturoptimierungen der beiden neuartigen, vielversprechenden antimykobakteriellen
Leitstrukturen, dem naturlichen Flavonoid Chlorflavonin (1) sowie der Alkoxyamid-basierten
Verbindung KSK104 (3a), zur Entwicklung von Wirkstoffkandidaten fir die Chemotherapie von
Arzneimittel-sensitiver-, MDR- und XDR-TB beschreiben.

5.1 Chlorflavonin (1)

Der Naturstoff Chlorflavonin stellt mit dessen potenter antimykobakterieller in vitro Aktivitat
gegeniber dem M. tb.-Stamm H37Rv und verschiedenen XDR-M. tb. klinischen Isolaten,
intrazellularen antimykobakteriellen Aktivitat in infizierten humanen Makrophagen und einem
sehr guten Selektivitatsindex eine vielversprechende Leitstruktur flir die Entwicklung eines
antimykobakteriellen Wirkstoffkandidaten dar. Chlorflavonin inhibiert die katalytische
Untereinheit 1lvB1 der mykobakteriellen Acetohydroxysaure Synthase (AHAS), welche die
de novo Biosynthese der verzweigtkettigen-Aminosaduren sowie der Pantothensaure
katalysiert, und fuhrt dadurch zur Wachstumsretardierung des M. tb. (Kapitel 2.5.2).125"
BOGNAR et al. publizierte im Jahr 1980 die bis heute einzige Synthesevorschrift von

Chlorflavonin mit einer Gesamtausbeute von 0.8 % Uber sieben Stufen.[?8

Das erste Projekt befasste sich mit der Entwicklung und Optimierung eines neuen
Synthesekonzepts zur effizienten Darstellung des natirlichen Flavonoids Chlorflavonin (1)
sowie dessen Anwendung zur Synthese von Chlorflavonin-Analoga im Rahmen der

praklinischen Strukturoptimierung der Leitstruktur (Schema 111).
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Chlorflavonin

Schema 111: LEWIS-Struktur von Chlorflavonin (1).[246]

Die besondere Herausforderung fir die Darstellung von Chlorflavonin (1) liegt in dessen
komplexen Substitutionsmuster. Reaktionen und Methoden zur Synthese des
3-Methoxyflavon-Grundgertists sind aufgrund von elektronischen und mesomeren Effekten
der Substituenten nur im begrenzten Rahmen anwendbar (Kapitel 4.1.1). Zunachst wurde
versucht 2,4-Dihydroxyacetophenon in einer basenvermittelten CLAISEN-SCHMIDT-
Kondensation mit einem geschutzten Salicylaldehyden zum Chalkon, welches anschlieRend
zum 3-Methoxyflavon umgesetzt werden sollte, herzustellen. Bei der Kondensationsreaktion
wurde lediglich die Zersetzung der Substrate beobachtet (Kapitel 4.1.2). Alternativ wurde
versucht das 3-Methoxyflavon-Grundgerust Uber die Oxidation des C-3 Kohlenstoffs eines
Flavons zum Flavonol mit anschlieBender Methylierung darzustellen. Aufgrund der geringen
Reaktivitdt des Flavons konnten keine zufriedenstellenden Ausbeuten bei der Oxidation

erreicht werden (Kapitel 4.1.3).

Dahingegen wurde bei der retrosynthetischen Analyse von Chlorflavonin (1) geplant das
Flavonol-Grundgerist Il Gber die ALGAR-FLYNN-OYAMADA-(AFO)-Reaktion des
Chalkons Ill, welches Uber die basenvermittelten CLAISEN-SCHMIDT-Kondensation des
2-Hydroxyacetophenons IV mit dem geschiitzten Aldehyden VI zuganglich gemacht werden
kann, darzustellen. Dann kann das 3-Methoxyflavon | tber die Methylierung des Flavonols Il
synthetisiert werden. AbschlieRend soll mittels Ubergangsmetall-katalysierter ortho-C(sp?)-H-

Hydroxylierung das 3-Methoxyflavon | zu Chlorflavonin (1) umgesetzt werden (Schema 112).
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Schema 112: Retrosynthetische Analyse von Chlorflavonin (1).
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Ausgehend von 2‘-Hydroxyacetophenon 49 und dem MOM-geschitzten Aldehyd 32a konnte
in einer basenvermittelten CLAISEN-SCHMIDT-Kondensation mit anschlieRender
AFO-Reaktion im sequenziellen Eintopfverfahren das Flavonol 55 dargestellt werden.
Daraufhin folgte die Methylierung der freien Hydroxygruppe des Flavonols 55 mit dem
Methylierungsreagenz Methyliodid in Anwesenheit von Casiumcarbonat als Base zum
3-Methoxyflavon 56. AnschlieRend wurde die MOM-Schutzgruppe acidolytisch mit 2 m
Salzsaure-Losung in einem Lo&sungsmittelgemisch aus Methanol und Wasser entfernt.
Dadurch prazipitierte das entschuitzte Flavonoid 58 wahrend der Reaktion und konnte mittels
Filtration in analytisch reiner Form erhalten werden. AnschlieRend wurde die ortho-C(sp?)-H-
Hydroxylierung des Flavonoids 58 zur Umsetzung zum Chlorflavonin (1) in Uber vierzig
Optimierungsversuchen  evaluiert. Durch den Einsatz von Dichloro-(p-cymol)-
ruthenium(ll) Dimer als Katalysator mit einem Silber(l)-Additiv, dem Oxidationsmittel
Selectfluor™ in Trifluoressigsaure und Trifluoressigsaureanhydrid konnte sowohl der Umsatz
als auch die Selektivitat der Reaktion signifikant verbessert werden. Somit erfolgte die
Darstellung des Naturstoffs Chlorflavonin (1), ausgehend vom 3-Chlorsalicylaldehyd, Uber flinf

Stufen mit einer Gesamtausbeute von 13.5 %, welches eine deutliche Verbesserung
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gegeniiber der Gesamtausbeute von 0.8 % der von BOGNAR et al. beschriebenen Synthese

von Chlorflavonin darstellt (Schema 113).1282]

1) 5.00 Ag. NaOH, 50 °C

o 0
H 2) 2.25 Aq. Hy0, 0 °C — RT N
¥ o]
o OH )O EtOH
Cl
e ©

1.50 Aq. CHjl
2.25 Aq. Cs,CO4

DMF, RT

42 % 80 %

49 32a 55

5.00 Mol% [RuCl,(p-cymene)],
1.10 Aqg. Selectfluor®
2.00 Ag. Ag,CO4

2 M HCl(q) 3.00 Aqg. TFA
MeOH/H,0, 50 °C TFAA, 80 °C
79 % 51 %

Chlorflavonin

Schema 113: Entwickelte und optimierte Synthesestrategie zur Darstellung des Naturstoffs
Chlorflavonin (1).

Im Rahmen der praklinischen Strukturoptimierung wurde zuerst die Strukturmodifikation des
B-Rings durchgeflihrt. Basierend auf den Ergebnissen des Molecular Dockings, welche in der
Publikation von REHBERG etfal. beschrieben worden sind, konnten bevorzugte
Wechselwirkungen der Substituenten des B-Rings mit dem aktiven Zentrum der katalytischen
Untereinheit IlvB1 der mykobakteriellen AHAS identifiziert werden: (1) Die Interaktion des
Chlor-Substituenten mit einer hydrophoben Seitentasche; (2) Die Ausbildung einer
Wasserstoffbriickenbindung und Salzbriicke zwischen der deprotonierten phenolischen
Hydroxygruppe mit einem protonierten Lysin.?5" Durch die Einflhrung von volumindsen,
lipophilen Substituenten in Position R? sowie durch Fluor-Substituenten in Position R* zur
Erhdhung der Aciditdt der phenolischen Hydroxygruppe wurde versucht diese wichtigen
Wechselwirkungen gezielt zu verstarken. Das entwickelte und optimierte Synthesekonzept
wurde zur erfolgreichen Darstellung von dreizehn Chlorflavonin-Analoga 2a-m angewandt
(Schema 114).
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2a: R"=0H;R?=CF;R*=R*=H  2h: R'=0H;R?=Me; R®=R*=H
2b: R'=0H;R?=Pr;R®=R*=H 2i: R"=0H;R?2=Br;R®=H;R*=F
2c: R'"=0H;R2=;R®=R*=H 2j; R'=0OH;R?2=F;R®=R*=H
2d: R'=0OH;R2=Br;R®=R*=H 2k: R'"=H;R2=0H;R®=CI;R*=H
2e: R"=0H;R?=0Me;R®=R*=H 2. R'"=C;R?2=CI;R®=R*=H
2f. R'=0OH;R?=H;R®=CI;R*=H 2m:R'=H;R?2=Cl;R®*=R*=H
2g: R'=0H;R2=CI;R®=H;R*=F

Schema 114: Dargestellte Chlorflavonin-Analoga 2a-m.

Die dargestellten Chlorflavonin-Analoga 2a-m wurden von unserem Kooperationspartner der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. RAINER KALSCHEUER im Ganzzell-basierten Aktivitats-Assay
gegeniber dem M. tb.-Stamm H37Rv auf deren antimykobakterielle in vitro Aktivitat
untersucht. Bei den biologischen Testungen wies das Brom-Analogon 2d mit einer
MHKg = 0.78 uM eine im Vergleich zur Leitstruktur Chlorflavonin signifikant verbesserte
antimykobakterielle in vitro Aktivitat (MHKg = 1.56 uM) auf. Die abgeleiteten Struktur-
Aktivitats-Beziehungen der dargestellten Chlorflavonin-Analoga kénnen wie folgt beschrieben
werden: Die Abwesenheit der phenolischen Hydroxygruppe des A-Rings oder der 3'-
Methoxygruppe des C-Rings flihrte jeweils zu einer Reduktion der biologischen Aktivitat um
den Faktor 4 bis 16. Dahingegen wurde beim Fehlen der phenolischen Hydroxygruppe am B-
Ring beim Analogon 2m oder des Chlor-Substituenten beim Dechlorflavonin der Verlust der
antimykobakteriellen in vitro  Aktivitat beobachtet.®®"! Die Regioisomere 2f/k des
Chlorflavonins, mit den Substituenten in 3,4- und 2,4-Position, wiesen keine biologische
Aktivitat auf. Die Einfuhrung des Fluor-Substituenten in 5-Position, para-Stellung zur
phenolischen Hydroxygruppe (2g/i), fihrte ebenfalls zum Verlust der antimykobakteriellen
in vitro Aktivitdt. Der Austausch des Chlor-Substituenten des B-Rings durch einen Brom-
Substituenten (2d) fiihrte zur Verbesserung der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat,
wohingegen bei den Substituenten lod (2c¢), Trifluormethyl (2a) und Isopropyl (2b) der Verlust

der biologischen Aktivitat gemessen wurde (Schema 115).
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Schema 115: Struktur-Aktivitats-Beziehungen, abgeleitet aus den biologischen Testergebnissen der

Chlorflavonin-Analoga 2a-m/53/74, am Beispiel des Brom-Analogons 2d.

AbschlieRend wurde die Stabilitat von Chlorflavonin im wassrigen Medium bei den pH-Werten
von 2.0 und 7.4, welche die physiologischen Bedingungen des Magens und Blutkreislaufes
simulieren sollten, untersucht. Bei 20 °C konnte Uber einen Zeitraum von 48 h keine
Zersetzung von Chlorflavonin beobachtet werden. Daher ist dieses im wassrigen Medium als
stabil anzusehen und ein weiterer Beleg fir die sehr guten Eigenschaften der Leitstruktur fir
die Entwicklung von Wirkstoffkandidaten zur chemotherapeutischen Behandlung von
Arzneimittel-sensitiver-, MDR- und XDR-TB (Kapitel 4.1.5).

Im Weiteren handelt es sich bei dieser Synthesestrategie um die erste Beschreibung einer
effizienten, selektiven ortho-C(sp?)-H-Funktionalisierung von 3‘,7,8-trisubstituierten Flavonoid-
Grundgeristen, welche somit ebenfalls den synthetischen Zugang zu den biologisch aktiven

Flavonoiden Ternatin und Chlorflavonin A sowie deren Analoga ermdglichen kénnte, 4794801

Zudem eroffnet die Darstellung Chlorflavonins die Moéglichkeit der Kristallisation des Enzym-
Chlorflavonin-Komplexes und Aufnahme von den Co-Kristallstrukturen. Diese kdnnen
eingesetzt werden, um im Zusammenspiel mit computergestiitzten Methoden in der Zukunft
die gezielte Optimierung der Leitstruktur in Angriff zu nehmen. Basierend auf den rationalen
Uberlegungen koénnte der bioisostere Austausch funktioneller Gruppen erfolgen oder
zusatzliche Funktionalitaten hinzugefligt werden, um beispielsweise die Wasserldslichkeit der

Leitstruktur zu verbessern oder weitere Bindungspartner des aktiven Zentrums zu adressieren.
5.2 Die Alkoxyamid-basierte Leitstruktur KSK704 (3a)

Das zweite Projekt befasste sich mit der Untersuchung der Struktur-Aktivitats-Beziehungen
und préklinischen Strukturoptimierung der Alkoxyamid-basierten Leitstruktur KSK104 (3a).
KSK104 weist eine sehr potente antimykobakterielle in vitro Aktivitdt gegeniber dem M. tb.-

Stamm H37Rv und verschiedenen XDR-M.tb. klinischen Isolaten, intrazellulare
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antimykobakterielle Aktivitat in infizieten humanen Makrophagen, einem sehr guten
Selektivitatsindex und eine niedrige Resistenzrate auf. Zudem Ubt KSK704 in Kombination mit
den etablierten Antituberkulotika Isoniazid, Rifampicin, Ethambutol und Delamanid additive
Effekte aus. Basierend auf diesen Ergebnissen ist die Alkoxyamid-basierte Verbindung
KSK104 (3a) eine vielversprechende neue Leitstruktur fir die Entwicklung eines
antimykobakteriellen Wirkstoffs (Kapitel 4.2.1.2).

Die Leitstruktur KSK704 (3a) wurde in die drei Regionen A, B und C unterteilt und die beiden
Alkoxyamid-Funktionalitdten mit 1 und 2 gekennzeichnet. Aus den Arbeiten von Frau
Dr. KATHARINA STENZEL war bekannt, dass in der Region A para-substituierte Benzoyl-
Strukturelemente bevorzugt waren, weshalb in dieser Promotionsarbeit hauptsachlich die
Strukturmodifikationen der Regionen B und C sowie der Alkoxyamid-Funktionalitaten
durchgefiihrt wurden (Schema 116).142%

Region A B C
para-Benzoyl- a-AOA-  Benzyloxyamin-
Gruppe Gruppe Struktur

e
0 P
O 0
H\ H\
O Alkoxy-  Alkoxy-
3a

amid 1 amid 2

KSK104

Schema 116: LEWIS-Struktur der Alkoxyamid-basierten Leitstruktur KSK704 (3a) und deren Einteilung

in die Regionen A, B und C sowie Kennzeichnung der Alkoxyamid-Funktionalitaten 1 und 2.

Basierend auf den Ergebnissen der Gesamtgenomsequenzierung, durch unseren
Kooperationspartner Prof. Dr. RAINER KALSCHEUER an der HEINRICH-HEINE-Universitat
Dusseldorf am Institut flir Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie, konnten bei fiunf
unabhangigen, spontan KSK7104-resistenten M. tb.-Mutanten verschiedene Einzelnukleotid-
Polymorphismen im Gen Rv0552, welches eine hypothetische Amidohydrolase codiert,
nachgewiesen werden. Diese Amidohydrolase wird mit der Hydrolyse von Kohlenstoff-
Stickstoff-Bindungen assoziiert.*?"! Dadurch konnten Rickschliisse auf die mdglichen
Wirkungsmechanismen von KSK104 gezogen werden. Demnach kdnnte es sich bei KSK7104
um ein Prodrug handeln, welches durch die Amidohydrolase in die Wirkform biotransformiert
wird (Prodrug-Theorie), oder die mutierte Amidohydrolase kdnnte den Wirkstoff KSK704
mittels Hydrolyse inaktivieren (Kapitel 4.2.1).

Daher wurde zuerst die Strukturmodifikationen der Alkoxyamide 1 und 2 durchgefiihrt um

weitere Informationen dieser Partialstrukturen auf die Struktur-Aktivitdts-Beziehungen,
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mogliche Wechselwirkungen mit den biomolekularen Zielstrukturen und

Wirkungsmechanismus zu erhalten.

Die  N-alkylieten = KSK704-Analoga 113a-g wurden Uber die Aktivierung der
Carbonsauren 97a-b mit dem Peptidkupplungsreagenz EDC-HCI und dem nukleophilen
Katalysator 4-DMAP sowie anschlieRender Umsetzung mit den entsprechenden N-alkylierten

O-Benzylhydroxylaminen 108a-e dargestellt (Schema 117).

0 o . 0 o \/@
0.10 Aq. 4-DMAP
O N/O\)kOH \/@ 1.25 Ag. EDC-HCI O N/O\)kN/O
' + (0] ) )
1 - 1 2
R N CH,Cly, RT R R
R 47-84 %

97a:R'=H 108a: R? = Me 113a: R' = H; R? = Me

97b: R' = Me 108b: R? = Et 113b: R" = H; R? = Et
108c: R? = Pr 113c:R'=H; R?=Pr
108d: R? = Propargyl 113d: R" = H; R? = Propargy!
108e: R? = 'pr 113e:R'=H; RZ=Pr

113f: R'=Me; R?=H
113g: R" = Me; R = Me

Schema 117: Darstellung der N-alkylierten KSK104-Analoga 113a-g.

Ahnlich wurden die Amid-Analoga 120a-c iiber die Aktivierung der Carbonséuren 84/97a und
Umsetzung mit den entsprechenden Amin-Nukleophilen 117/119/121 zugéanglich gemacht
(Schema 118).

o 0.20 Ag. 4-DMAP

1.10 Aq. NEts \/@
O+ e O T ey
+ X H H
HCI'HoN N CH,Cly, RT
21-73'%

84 17:X=0 120a: X = O
119: X = CH, 120b: X = CH,

! I ; j i /\/©
0.10 Ag. 4-DMAP
N/O\)kOH 1.25 Aq. EDC-HCI N/o\)kN
H + O N N
HaN CH,Cly, RT
81%
97a 121 120c

Schema 118: Darstellung der KSK704-Amid-Analoga 120a-c.

Fir die Darstellung der kettensubstituierten KSK704-Analoga 125a-c wurden zunachst die
Carbonsauren 123a-b (iber die selektive Alkylierung von Biphenylhydroxamsdure mit den
entsprechenden a-Bromcarbonsauren hergestellt. Die selektive Alkylierung wurde mittels
zweidimensionalen heteronuklearen 'H-">N-HSQC NMR-Experiment untersucht
(Kapitel 4.2.2.2). Bei der Alkylierung mit a-Bromisobuttersaure konnte nur eine geringe

Selektivitat erreicht werden, weshalb die Carbonsduren 123c¢ Uber die Umsetzung von
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Aminooxyisobuttersauremethylester mit Biphenylcarbonsdure und anschliellender Hydrolyse
Im Anschluss wurden die KSK1704-

Carbonsauren 123a-c und Reaktion mit

des Methylesters zuganglich gemacht wurde.
Analoga 125a-c Uber die Aktivierung der

O-Benzylhydroxylamin dargestellt (Schema 119).

0}
o Ay,

0.10 Ag. 4-DMAP
1.25 Aq. EDC-HCI
1.25 Aq. O-Benzylhydroxylamin

o Lo O
.0 .0
N %N

(0]
N
H R' R2

123a: R' = CH3 R?=H
123b:R'=Ph; R?=H
123c: R' = CH3; R? = CHj3

125a: R' = CHy; R?=H
125b: R' = Ph; R = H
125¢: R' = CH;; R? = CH;4

H 12 H
CH,Cly, RT R'R
60-72 %

Schema 119: Darstellung der kettensubstituierten KSK704-Analoga 125a-c.

Ausgehend von 4-Aminobiphenyl (126) wurde mit Triphosgen in situ ein Isocyanat generiert,
welches mit (Aminooxy)essigsaure 76 zur Carbonsaure 127 umgesetzt wurde. Anschlief3end
folgte die Aktivierung der Carbonsdure 127 und die Reaktion mit O-Benzylhydroxylamin zum
Alkoxyharnstoff-Analogon 128 (Schema 120).

0.10 Aq. 4-DMAP

NH, 1) 1.50 Aq. Triphosgen H H OH 1.25 Aq. EDC-HCI
O Toluol, Reflux T ‘O/ﬁf 1.25 Aq. O-Benzylhydroxylamin
O 0 ° ° CH,Cly, RT
2v12,
.0 64 %
1/,HCI-H,N \)kOH °

126 127

76

2)3.00 Aq. NEt,
CH,Cl, 0°C > RT
84 %

“@“W“ﬂ@

128

Schema 120: Darstellung des Alkoxyharnstoff-Analogons 128.

Die Synthese des Sulfonsdureamid-Analogons 130 erfolgte Uber die Reaktion des
Sulfonsaurechlorids 129 mit dem B-Amin Hydrochlorid 117 (Schema 121).

‘\‘\O o (e} \/@
/
S. g
N/\)’LN (e}
H H
130

(e}

* /o\/©
HCI-HZN/\)LH

17

2.50 Ag. EtN(Pr),

CH,yCl, 0°C - RT
60 % g
129

Schema 121: Darstellung des Sulfonsaureamid-Analogons 130.

Die Darstellung der O,N-Dialkylhydroxylamine 138a-b erfolgte Uiber die Reduktion der Oxim-

Analoga 133a-c, welche Uber die Kondensation der entsprechenden Carbonylverbindungen
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mit den jeweiligen Hydroxylaminen zuganglich gemacht wurden. Aufgrund der geringen

Stabilitdt konnte das Trifluormethyl-Analogon nach der Reduktion nicht erhalten werden

(Schema 122).
5.00 Aq. NaBH3CN, 6.00 Ag. HCI O N/O\)kN/O
H H
MeCN/H,0, RT
®

o Lo O
138a
NICRPIe
N —
i \/@
133a:R = H 3.00 Aq. NaBH, O N/O\)kN/O

133b: R = CHj;

133c: R = CF, THF, 23_;040 c O
138b

Schema 122: Darstellung der O,N-Dialkylhydroxylamin-KSK104-Analoga 138a-b.

Ausgehend von der Carbonsaure 97a wurde das Hydrazon-Analogon 144 durch die
Umsetzung mit Benzylidenhydrazin (143), welches Uber die Kondensation von Benzaldehyd
mit Hydrazin Monohydrat hergestellt wurde, erhalten. Bei der anschlieRenden Reduktion des
Hydrazon-Strukturelements zum Hydrazid 145 wurde die starke Fragmentierung des
Substrats beobachtet und das Hydrazid-Analogon 145 konnte nur in Spuren erhalten werden
(Schema 123).

0.10 Aq. 4-DMAP

o o}
O N/O\)ko,_, \/@ 1.25 Aq. EDC-HCI
H + N
HoNT Y CH,Cl, RT
59 %

97a 143

% 0 2.00 Ag. NaBH,CN % % H\/@
N/O\)szN X 2.00 Aq. p-TsOH N/O\)szN
S Qg
THF, RT — 50 °C
O Spuren O

144 145

Schema 123: Darstellung des  KSK704-N-Acetylhydrazon-Analogons 144 und  Hydrazid-
Analogons 145.

Das Anilid-Analogon 149 konnte Uber die Umsetzung der Carbonsdure 84 mit dem

a-Aminooxycarbonsaure -Anilid 147 hergestellt werden (Schema 124).
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o 1.10 Ag. HATU o) o) F
O oH o /@/F 2.00 Aq. EtN(Pr), N/O\)LN
.0 Cﬂ
H,N N DMEF, 60 °C
H 76 % O
84 148 149

Schema 124: Darstellung des para-Fluoranilid-KSK104-Analogons 149.

Im Weiteren erfolgte die Darstellung der Phenylalkoxyamid-, Phenylhydrazid- und
Benzhydrazid-Analoga 150a-b/151 Uber die Umsetzung der Carbonsaure 97a mit den

entsprechenden Stickstoff-Nucleophilen (Schema 125).

0.10 Aq. 4-DMAP
1.25 Aq. EDC-HCI
1.10 Aq. NEt,

o o
1.00 Ag. PAONH,-HCI N/O\)LN/O
H H
CH,Cl, RT
20 %

150a

0.10 Ag. 4-DMAP
1.25 Ag. EDC-HCI

i o]
H
N/o\)kOH 1.25 Aq. PhANHNH, N/o\)kN,N
H H H
CH,Cly, RT
74 %

97a 150b

0.10 Aq. 4-DMAP
1.25 Aq. EDC-HCI o o
1.25 Ag. Benzhydrazid N/O\)kN’N
sane
CH,Cly RT o}
59 % O
151

Schema 125: Darstellung der Phenylalkoxyamid- und Phenylhydrazid-KSK7104-Analoga 150a-b und
Benzhydrazid-KSK704-Analogons 151.

Die Strukturmodifikationen der Alkoxyamid-Funktionalitdten 1 und 2 erwiesen sich fir die
antimykobakterielle in vitro Aktivitat der Leitstruktur als kritisch. Die dargestellten Aldoxim- und
O,N-Dialkylhydroxylamin-Analoga wiesen signifikant reduzierte antimykobakterielle in vitro
Aktivitaten auf und bei den Amid-, Ketoxim-, Trifluormethyloxim-, Sulfonamid-, Hydrazon- und
Hydrazid-Analoga wurde der Verlust der antimykobakteriellen in vitro Aktivitdten beobachtet.
Dahingegen wurde das Strukturmotiv des Alkoxyharnstoffs im Derivat 128 (MHKg = 0.39 uM)
anstelle des Alkoxyamids 1 sehr gut toleriert. Ebenfalls wurde die Partialstruktur des Anilid-
Analogons 149 in Position des Alkoxyamids 2 (MHKg =0.78 uM) akzeptiert. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass nach bisherigem Kenntnisstand die Alkoxyamid-,
Alkoxyharnstoff- und Anilid-Funktionalititen maRgeblich zur antimykobakteriellen in vitro

Aktivitat dieser neuen Leitstruktur beitragen (Schema 126).
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Region A B C
para-Benzoyl- a-AOA-  Benzyloxyamin-
Gruppe Gruppe Struktur

O 0
H \ H\
O Alkoxy-  Alkoxy-
a

amid 1 amid 2

KSK104
ﬂ Strukturmodifikation
0 o] 3 R 0
R (0]
X X
R1MN \)'LN R2 R1J\\N/O\)LN/O\RZ R1J\N/O\)'LN,O\R2
H H
H H H
X =0, CH, R3 = H, CHy, CF4 R®=H, CH;, CFy
Amide Oxime 0,N-Dialkylhydroxylamine
2 5 D 00 9
N7
_N No _N _N. S. PON
RN QLN R2 RN \)LN R2 R N/\)kN R2
H H H H H H
Hydrazone Hydrazide Sulfonamid
i (0] i o
o % o o o o
R Ao L o0 RO RO O
NTONT N"TR? H Rr3Rs H R3 R
H H H
R3=H, CHs, Ph R%=H, Alkyl
R*=H, CH, R*=H, Alkyl
Alkoxyharnstoff Kettensubstitution N-substituiert
E i o i o
0 % o o o N
RTON7 N H H H H
H H
Anilid Phenylalkoxyamid Phenylhydrazid

Schema 126: Erfolgte Strukturmodifikationen der Region B und Alkoxyamide 1 und 2 der Leitstruktur
KSK104 (3a).

Ferner wurde bei den kettensubstituierten Region B-Analoga in Abhangigkeit von sterisch
anspruchsvollen Substituenten R" und R? (Phenyl- oder Dimethyl-) der Verlust und bei Alkyl-
Substituenten am Stickstoff des Alkoxyamids 2 mit zunehmenden Volumen von R3
(H>>Me > "Pr = 'Pr >Et) eine Abnahme der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat beobachtet
werden. Diese Substituenten kénnten die Biotransformation von KSK704 durch die
Amidohydrolase verlangsamen oder behindern. Mit diesen Ergebnissen kann die Prodrug-
Theorie untermauert werden. Ebenfalls denkbar ist die sterische Abschirmung von
wesentlichen Bindungspartnern oder die sterische Hinderung der Leitstruktur zur

Bindungsstelle der biomolekularen Zielstrukturen des Mykobakteriums (Schema 127).
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Alkoxy- Alkoxy-
amid 1 amid 2

Q0 /

Methylierung
verringert Aktivitat

voluminése Substituenten
ethyl und Propargyl- verringern Aktivitét
3a Substituent gut toleriert

KSK104
Methyl-Substituent méglich

Phenyl und Dimethyl
nicht toleriert

Schema 127: Struktur-Aktivitdts-Beziehungen der Leitstruktur KSK704 (3a), abgeleitet von den
biologischen Testergebnissen der dargestellten KSK704-Analoga.

Die Darstellung der Region C KSK704-Analoga 157a-ac erfolgte Uber Aktivierung der
Carbonsaure 97a mit EDC-HCI und 4-DMAP sowie nachfolgender Umsetzung mit den
entsprechenden Hydroxylaminen bzw. Hydroxylamin Hydrochloriden 156a-ac. Hierflr
eingesetzte Hydroxylamine bzw. Hydroxylamin Hydrochloride 156a-ac wurden Uber die
zweistufige analoge GABRIEL-Synthese durch die Hydrazinolyse der Phthaloyl-geschitzten
Hydroxylamine, welche entweder mittels Substitution von Benzyl- und Alkylhalogeniden durch
N-Hydroxyphthalimid (NHPI) oder Uber die MITSUNOBU-Reaktion von Benzylalkohol-

Derivaten mit NHPI zuganglich gemacht wurden, dargestellt (Schema 128).

1) 0.10 Aq. 4-DMAP, 1.25 Aq. EDC-HCI,
1.30 Aq. NEts, CH,Cl, RT
R1
0 HCI-H,N-0 0 o

0]
4
‘ H/o\)kOH 156a-ac O N/O\)kN/o\/R

2) 0.10 Aq. 4-DMAP, 1.25 Aq. EDC-HCI,
CH,Cl,, RT

R!

97a H,N-O 157a: R' = o-Thiophen 157p: R'=4-SMe-Ph
156a-ac 157b: R'=0-2-Cl-Thiophen 157q: R'=3,4-F-Ph

157c: R' = 0-2-Cl-Thiazol 157r: R'=24-F-Ph
157d: R' = p-Pyridin 157s: R'=2-CI-Ph
157e: R'= m-Pyridin 157t R'=3,5-Me-Ph
157f. R' = o-Pyridin 157u: R'=3-CN-Ph
157g: R'=4-Br-Ph 157v: R'=23-CI-Ph
157h: R'=4-OMe-Ph 157w: R'=2,4-Cl-Ph
157i: R'=4-OCF;-Ph 157x: R'=c-Hexyl
157j; R'=4-F-Ph 157y: R'=C=CH
157k: R'=4-CI-Ph 157z: R'=CH,-Ph
1571: R'=4-1-Ph 157aa: R' = CH,CH,-Ph
157m: R' = 4-CN-Ph 157ab: R' = (S)-Me-Ph
157n: R'=4-Me-Ph 157ac: R = n-Pentyl

1570: R'=4-CF3-Ph

Schema 128: Darstellung der Region C KSK104-Analoga 157a-ac.

Zusammenfassend koénnen die Struktur-Aktivitits-Beziehungen der Region C KSK17104-
Analoga wie folgt beschrieben werden. In der Region C wurden in deren Volumen und
elektronischen Eigenschaften sehr verschiedene, aliphatische- (R'=
c-Hexyl (157x); -C=CH (157y)) oder heterocyclische- (R'= Thiophenyl (157a); 2-
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Chlorthiophenyl (157b); 2-Chlorthiazolyl (157¢c); m/p-Pyridinyl (157d-e)) und mono/di-
substituierte Benzen- (R'= 4-Br-Ph (157g); 4-OMe-Ph (157h); 4-OCFs-Ph (1579);
3,4-F-Ph (157q) Partialstrukturen sehr gut toleriert. Deren gemessene antimykobakterielle
in vitro Aktivitaten lagen zwischen MHKgo = 0.19 bis 0.78 yM und sind vergleichbar mit der des
etablierten Antituberkulotikum Rifampicin (MHKg = 0.19 yM).

In der Wirkstoffforschung werden nicht substituierte Benzen-Partialstrukturen mit nachteiligen
pharmakokinetische Eigenschaften assoziiert. Daher ist im Rahmen der praklinischen
Strukturoptimierung von KSK104 durch die Einflhrung von heterozyklischen sowie mono/di-
substituierten Benzen-Partialstrukturen in der Region C ein bedeutender Schritt vollzogen
worden. Insbesondere der bioisostere Austausch des Benzenkerns durch die Heterocyclen
Thiophen (157a), 2-Chlorthiophen (157b), 2-Chlorthiazol (157c¢) und Pyridine (157d-f) knnen
gemal des Konzepts der drug-likeness die pharmakokinetischen und physikochemischen
Eigenschaften der Leitstruktur KSK704 vorteilhaft verandern (Kapitel 4.2.3).[448449]

mono- und di-substituierte
Benzene gut toleriert

aliphatische gesattigte und ungesattigte
Strukturelemente werden toleriéi/
para-substituiertes Benzoyl- \ bioisosterer Austausch durch

Strukturelement bevorzugt % \)(i «—— Thiophene, 2-Chlorthiazol und Pyridine
.0
N N
H H

T ! .0 moglich
O O-Phenylhydroxyl} Verlangerung und Verkiirzung

3a und Anilid toleriert der Leitstruktur méglich
KSK104

4-Pyridinyl verringert Aktivitat/
4-Me-Piperazin Verlust der Aktivitat

Schema 129: Struktur-Aktivitats-Beziehungen der Leitstruktur KSK704 (3a), abgeleitet von den

biologischen Testergebnissen der dargestellten Regionen A und C Analoga.

Die Region A KSK104-Analoga 159a-c wurden U(ber die Aktivierung der kommerziell
erhaltlichen Carbonsduren 158a-c mittels EDC-HCI sowie 4-DMAP und der Umsetzung mit
dem Hydroxylamin 85 dargestellt (Schema 130). In dieser Partialstruktur wurde lediglich der
bioisostere Austausch des Benzens durch 4-Pyridinyl im Analogon 159¢ (MHKg, = 3.13 uM)

moderat toleriert.

0.10 Aq. 4-DMAP

i i i \/@
(0] 1.25 Aq. EDC-HCI
OH + + /O\)k /O\/© N/O\).LN/o
H,oN N
R H R

CH,Cl, RT H H
8-46 %
158a: R' = CCH 85 159a: R' = CCH
158b: R' = 4-Pyridin 159b: R' = 4-Pyridin
158¢c: R' = 4-Methylpiperazin 159¢c: R' = 4-Methylpiperazin

Schema 130: Darstellung der Region A KSK104-Analoga 159a-c.
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Fiar die Identifizierung und Lokalisierung der biomolekularen Zielstruktur der Leitstruktur
wurden KSK7104-Analoga mit Affinitdts- und Fluorophormarkierungen dargestellt. Das
biotinylierte KSK704-Analogon 161 wies im Ganzzell-basierten Aktivitdts-Assay keine
antimykobakterielle in vitro Aktivitat auf, weshalb keine weiteren Studien zur Identifikation des
Wirkstoffziels mit dieser chemischen Sonde durchgeflihrt worden sind. Dahingegen konnte
das Dansyl-markierte Analogon 169 aufgrund der geringen Stabilitat dieser Verbindung nicht
in analytisch reiner Form erhalten werden. Die Verbindung 169 konnte lediglich mittels ESI-

MS Uber dessen Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis charakterisiert werden (Schema 131).

\
- O
NH H
}, o o
HN "\\\/\)kN/O\)kN/O S//\ /O\)'L /O\/©
H H o” N N
H S H H
161 169

Beobachtet in MS

Schema 131: Dargestellte KSK704-Analoga mit Affinitdts- und Fluorophormarkierung.

Der Verlust der antimykobakteriellen in vitro Aktivitdt des biotinylierten KSK104-
Analogons 161 kann auf hinderliche Interaktionen der Affinitdtsmarkierung mit der
biomolekularen Zielstruktur oder eine Reduktion der Membranpermeabilitdt zurtickzufiihren
sein. Diese kdnnen durch die Einflihrung einer verbriickenden Polyethylenglykol (PEG)-Kette
zwischen den Partialstrukturen des KSK7104 und der Biotin-Markierung reduziert werden.
Basierend auf den Ergebnissen der Struktur-Aktivitats-Beziehungen wurden die drei KSK704-
Analoga 113d, 157x und 159a dargestellt, welche in den Region A oder C (iber eine terminale
Ethinylgruppe verfliigen. Die biologische Testung dieser Analoga zeigte, dass diese weiterhin
Uber eine sehr gute bis moderate antimykobakterielle in vitro Aktivitdt aufwiesen. Daher
wurden diese im Anschluss mittels Kupfer-katalysierte Azid-Alkin 1,3-dipolare Cycloaddition
mit der Affinitdtsmarkierung Biotin-PEG3-Azid zu den kovalent verknlpften KSK704-Biotin-
PEGs:-Konjugate 167a-c umgesetzt (Schema 133). Diese werden in der Arbeitsgruppe
unseres Kooperationspartners Prof. Dr. RAINER KALSCHEUER zur Lokalisation und
Identifikation der mykobakteriellen biomolekularen Zielstruktur der neuen Alkoxyamid-
basierten Leitstruktur KSK704 eingesetzt. Zum Zeitpunkt der Abgabe dieser Arbeit lagen die
Ergebnisse noch nicht vor. Mit Hilfe des Wirkstoffziels konnten Riickschliisse auf den
maoglichen Wirkungsmechanismus gezogen werden. Dies eréffnet die Moglichkeit mit Hilfe von
strukturbiologischen und computergestiitzten Methoden sowie rationalen Uberlegungen die

weitere gezielte Strukturoptimierung von KSK104 durchzufihren.
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Schema 132: Darstellung der KSK104-Biotin-PEG3-Konjugate 167a-c.

Zusatzlich wurde das deuterierte Isotopomer 176 der Leitstruktur KSK704 (3a), ausgehend
vom kommerziell erhaltlichen Brombenzen-ds (170) Uber finf Stufen mit einer
Gesamtausbeute von 28.7 %, dargestellt (Schema 133). Dieses wird als interner Standard bei
den Untersuchungen mittels Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung zur
Bestimmung in vitro und in vivo Pharmakokinetik sowie Plasmastabilitdt eingesetzt. Zum

Zeitpunkt der Abgabe dieser Arbeit lagen die Ergebnisse noch nicht vor.
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Zusammenfassung

o)
/G)%/
I
1) 1.00 Ag. n-BuLi 172
D 2) 1.50 Aq. B(OCHy3); D OH 5.00 Mol% PdCl,(PPhs),
D Br 3) 20% HClaq) D B‘OH 2.50 Ag. Na,CO3
D D THF, -78 °C > RT D D THF/H;0, 60 °C

10.0 Aq. HONH,-HCI
15.0 Aq. NaOCHj

1.10 eq. Bromessigsaure
2.15 eq. NaOH

MeOH, Reflux
99 %

EtOH, Reflux
67 %

0.10 Aq. 4-DMAP
1.25 Aq. EDC-HCI
1.25 Ag. O-Benzylhydroxylamin

CH,Cl, RT
66 %

175 176

Schema 133: Darstellung des deuterierten Isotopomers von KSK704-ds 176.

Fir die Bestimmung der in vivo Pharmakokinetik und Durchfiihrung von Infektionsmodellen an
Labormdusen des Stamms BALB/c wurden fiur den Wirkstoff KSK7104 praklinische
Formulierungen evaluiert, welche die perorale und intravendse Applikation erméglichen. Far
die intravendse Applikation wurde eine Formulierung bestehend aus DMSO, Tween® 80 und
Propylenglykol in 0.9%iger Natriumchlorid-L6sung sowie fir perorale Applikation eine
wassrige 80%ige Propylenglykol-Losung gefunden.*’74781 Zum Zeitpunkt der Abgabe dieser
Promotionsarbeit waren die Ergebnisse der in vivo Pharmakokinetik und Infektionsmodellen

noch ausstehend (Kapitel 4.2.8).

AbschlieRend wurde die Stabilitdt von KSK7104 im wassrigen Medium bei den pH-Werten von
2.0 und 7.4, welche die physiologischen Bedingungen des Magens und Blutkreislaufes
simulieren sollten, untersucht. Im sauren konnte bei 37 °C Uber einen Zeitraum von 48 h
lediglich eine marginale Zersetzung und im neutralen Medium kein Substanzabbau von
KSK104 beobachtet werden. Daher ist KSK704 unter den genannten physikalischen
Bedingungen als stabil anzusehen und ein weiterer Beleg fir die sehr guten Eigenschaften
dieser Leitstruktur fur die Entwicklung von Wirkstoffkandidaten zur chemotherapeutischen
Behandlung von Arzneimittel-sensitiver-, MDR- und XDR-TB (Kapitel 4.2.9).
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6 Experimentalteil

6.1 Material und Methoden

Chemikalien

Die, fur diese Arbeit, verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen abcr, Acros Organics,
Alfa Aesar, Apollo Scientific, BLDpharm, Carbolution Chemicals, Carl Roth, Fluorochem,
J&K Scientific, Merck, Sigma-Aldrich, Thermo Fisher Scientific, Tokyo Chemical Industry und

VWR kommerziell erworben und ohne weitere Reinigungsschritte eingesetzt.

Lésungsmittel

Die absoluten Ldsungsmittel Acetonitril, Dichlormethan,  N,N-Dimethylformamid,
Tetrahydrofuran und Toluol wurden von der Firma Acros Organics erworben. Zur Trocknung
von Diethylether und Dichlormethan wurden diese fir mindestens 24 h Uber Calciumchlorid
stehen gelassen, anschlielRend destilliert und das Destillat Gber aktiviertem Molekularsieb 4 A
bis zur Verwendung vor Licht geschitzt gelagert. Die Trocknung von 1-Methylpyrrolidin-2-on
erfolgte durch die Filtration Giber das zehnfache Volumen an aktiviertem Molekularsieb 4 A mit
anschliellender lichtgeschitzter Lagerung. Fur die Saulenchromatographie und zum
Extrahieren wurden Lésungsmittel technischer Qualitdt verwendet. Fur die Umkristallisation
und Durchfiihrung von feuchtigkeitsunempfindlichen Reaktionen wurden L&sungsmittel der

Qualitat p. a. verwendet.

Rotationsverdampfer
Zur destillativen Entfernung von Lésungsmitteln wurde ein Rotationsverdampfer der Firma
Biichi sofern nicht anders angegeben mit einer Badtemperatur von 45 °C und einer

angeschlossen Hochvakuumpumpe der Firma Vacuubrand verwendet.

Feuchtigkeitsempfindliche Reaktionen

Alle feuchtigkeitsempfindlichen Reaktionen wurden in mit einem HeiBluftfén (550 °C)
ausgeheizten Glasapparaturen unter Stickstoff-Schutzgasatmosphare durchgefiihrt. Feste
Reaktanden wurden unter Schutzgasgegenstrom hinzugegeben und flissige Reaktanden
wurden mittels Einwegspritzen in die mit einem Septum verschlossene Glasapparatur

gegeben.

Diinnschichtchromatographie (DC)

Fur die Reaktionskontrolle wurden Fertigfolien der Firma Macherey-Nagel (ALUGRAM® Xtra

SIL G/UVa2s4) mit Fluoreszenz-Indikator verwendet. Die Detektion erfolgte entweder durch
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Fluoreszenzléschung unter UV-Lampen (253 nm und 356 nm) oder mittels Anfarben mit einer
1%igen ethanolischen Eisen(lll)-chlorid-Lésung (1.00 g FeCls, 100 mL Ethanol 96 %) oder
Kaliumpermanganat-Losung (5.00 mL 5%ige Natriumhydroxid-Lésung, 300 mL dest. Wasser,
20.0 g KoCOs3, 3.00 g KMnOs) und anschlieliender Entwicklung mit einem Heiluftfon.

Séulenchromatographie

Fir die Saulenchromatographie wurden zylindrische Glass&ulen, gefillt mit Kieselgel 60M
(PartikelgrofRe 0.040-0.063 mm, 230-400 mesh) der Firma Macherey-Nagel verwendet. Als
mobile Phase dienten Eluentengemische diverser Losungsmittel, deren Verhaltnisse in den
entsprechenden Versuchsvorschriften angegeben sind und stets mit einem Gradienten von

geringer zur héheren Polaritat eingesetzt wurden.

Flash-Chromatographie
Die Flashchromatographie wurde an dem Gerat CombiFlash® Rf 200 mit RediSep™ Rf-

Kartuschen der Firma Teledyne Isco durchgefihrt.

Hochleistungsfliissigkeits-Chromatographie (HPLC)

Die HPLC Messungen wurden am Gerat Varian ProStar 210 in Kombination mit dem UV-
Detektor Varian ProStar 330 im Bereich von 220-254 nm der Firma Varian Inc. Als stationare
Phase wurde die Chromatographiesaule Phenomenex Luna C-18 (2) PartikelgrofRe 5 um
(250 x 4.6 mm) mit einer vorgeschalteten Phenomenex Security Guard C-18
(4.0 mm x 3.0 mm) der Firma Phenomenex verwendet. Die Messungen wurden mit dem unten

aufgefiihrten Laufmittelgradienten in den Methoden | und Il durchgefiihrt:

Tabelle 28: Eingestellter Laufmittelgradient bei der HPLC.

Zeitintervall Eluent A Eluent B
[min] [%] [%]
0-0.5 90 10
0.5-20 0->0 10 > 100
20-30 0 100

Methode I:
Flussrate: 1.00 mL/min; Eluent A: Wasser + 0.1 % TFA; Eluent B: Acetonitril + 0.1 % TFA
Methode II:

Flussrate: 1.00 mL/min; Eluent A: Wasser; Eluent B: Acetonitril

194



Experimentalteil

Kernresonanz-Spektroskopie (NMR)

Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte an den folgenden Geraten der Firma Bruker:
Bruker Avance IIl — 300 ('H: 300 MHz; "'B: 193 MHz; 3C: 75 MHz; "°F: 282 MHz)

Bruker Avance Il — 600 ('H: 600 MHz; "*C: 151 MHz; 'F: 565 MHz)

Bruker Avance DRX — 500 ('H: 500 MHz; 3C: 126 MHz; °F: 471 MHz)

Zur Prozessierung der Spektren wurde die Software Mnova der Firma Mestrelab Research
verwendet. Alle Spektren wurden in kommerziell erhaltlichen, deuterierten Losungsmitteln der
Firma Sigma-Aldrich bei einer Messtemperatur von 298.0 K aufgenommen. Die Kalibrierung
der Spektren erfolgte mit Hilfe der jeweiligen charakteristischen, chemischen Verschiebung
des nicht vollstandig deuterierten Lésungsmittelsignals:#8!

Chloroform-d: 'H: & = 7.26 ppm und *C: & = 77.2 ppm.

DMSO-ds: "H: & = 2.50 ppm und '3C: & = 39.5 ppm

Die chemischen Verschiebungend sind in parts per million (ppm), die Grolke der
Kopplungskonstanten J in Hertz (Hz) angegeben. Alle in dieser Arbeit aufgelisteten "'B-,'3C-
und "*F-NMR-Spektren sind 'H-Breitband-entkoppelt. Die Multiplizitaten der jeweiligen Signale
wurden mit den folgenden, gangigen Abklrzungen bezeichnet: s (Singulett), d (Dublett), t
(Triplett), q (Quartett), quin. (Quintett), hept. (Heptett), m (Multiplett) und br s (breites
Singulett).

Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektren wurden aufgenommen von der Abteilung fir Massenspektrometrie an der
HEINRICH-HEINE-Universitat Disseldorf. Die Messung der ESI-MS und ESI-HRMS erfolgte
am Gerat UHR-QTOF maXis 4G der Firma Bruker Daltonics.

Infrarot-Spektroskopie
Die Infrarotspektren wurden mit dem Gerat Varian 800 FT-IR Scimitar series der Firma
Varian Inc. aufgenommen. Feste Substanzen wurden als KBr-Presslinge prapariert und

gemessen.

Mikrowellenreaktionen
Die Mikrowellenreaktionen wurden in dem Mikrowellenreaktor Discover der Firma CEM GmbH
durchgefiihrt. Als ReaktionsgefaR wurde ein dickwandiges 10 mL Mikrowellenrohr,

verschlossen mit einem Schnappdeckelverschluss, verwendet.

Elementaranalyse
Die Elementaranalysen wurden im Institut fir Pharmazeutische und Medizinische Chemie der
HEINRICH-HEINE-Universitat Dusseldorf an den Geraten Perkin Elmer Il Analyzer 2400 der
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Firma PerkinEImer oder einem Elementar vario MICRO CUBE der Firma Elementar

Analysensysteme GmbH durchgefiihrt.

Schmelzpunkte
Die Schmelzpunkte wurden bei Normaldruck an dem Gerat Schmelzpunkt M-565 der Firma

Biichi bestimmt und sind nicht korrigiert.
6.2 Allgemeine Synthesevorschriften (ASV)

6.2.1 ASV. 1: Einfiihrung der MOM-Schutzgruppe

1.20 Aq. MOMCI
@\ 2.00 Aq. EtN(Pr), ©\
OH CH,Cly, 0 °C — RT o o~
I

Die Darstellung der Methoxymethyl-geschitzten Verbindungen wurde in Anlehnung an die
Vorschrift von OHNO et al. durchgefiihrt.1#82

In einem ausgeheizten Rundkolben wurde das entsprechende Phenol | (1.00 Ag.) in
absolutem Dichlormethan gelést. Der Ansatz wurde mit einem Eisbad auf 0 °C abgekuhlt und
N,N-Diisopropylethylamin  (2.00 Aq.) hinzugegeben. Nach 10 min wurde langsam
(Chlormethyl)methylether (1.20 Aq.) hinzugetropft, die Eiskiihlung entfernt und der Ansatz fiir
16 h bei Raumtemperatur gerthrt. Der Reaktionsansatz wurde mit (2.00 mL/mmol) einer
gesattigten Ammoniumchlorid-Lésung verdinnt und dreimal mit jeweils (2.00 mL/mmol)
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit (2.00 mL/mmol)
einer gesattigten Natriumchlorid-Lé6sung gewaschen, Uber wasserfreiem Natriumsulfat

getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Tabelle 29: Experimentelle Details zur Einfihrung der MOM-Schutzgruppe.

Phenol MOMCI EtN('Pr). CH.ClI; Ausbeute
4 32a
10.0 g 6.17 g 16.5¢g 100 mL | 12.1 g (94 %)
63.9 mmol 76.6 mmol | 127.8 mmol 60.1 mmol
62a 63a
122 ¢ 7.274g 195¢ 100 mL | 13.8 g (89 %)
75.3 mmol 90.3 mmol | 151 mmol 66.9 mmol
62b 63b
3.004g 2.13¢g 5.70 g 50.0 mL | 2.15 g (54 %)
22.0 mmol 26.4 mmol | 44.1 mmol 11.9 mmol
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66 64c
1.00g 0.39¢ 1.04 g 20.0 mL | 1.11 g (98 %)
4.03 mmol 4.84 mmol | 8.06 mmol 3.80 mmol
3-Bromosalicylaldehyd 64d
5.009g 240g¢ 6.43¢g 50.0 mL | 5.89 g (97 %)
24.9 mmol 29.8 mmol | 49.7 mmol 24.0 mmol
3-Methoxysalicylaldehyd 64e
5.009g 3.17g 849g¢g 50.0 mL | 6.29 g (97 %)
32.9 mmol 39.4 mmol | 65.7 mmol 32.1 mmol
4-Chlorsalicylaldehyd 64f
3.009g 1.85¢g 495¢g 60.0 mL | 3.76 g (98 %)
19.2 mmol 23.0 mmol | 38.3 mmol 18.7 mmol
3-Chlor-5-fluorsalicylaldehyd 649
5.009g 2774 7404 50.0 mL | 4.99 g (80 %)
28.6 mmol 34.4 mmol | 57.3 mmol 22.8 mmol
3-Methylsalicylaldehyd 64h
448 ¢ 3.18¢g 8.50g 50.0 mL | 3.78 g (64 %)
32.9 mmol 39.5 mmol | 65.8 mmol 21.0 mmol
3-Brom-5-fluorsalicylaldehyd 64i
2.00g 0.88 g 2364 40.0 mL | 2.26 g (99 %)
9.13 mmol 11.0 mmol | 18.3 mmol 8.60 mmol
3-Fluorsalicylaldehyd 64j
5.00 g 3.45¢g 9.22 ¢ 70.0 mL | 5.72 g (87 %)
35.7 mmol 42.8 mmol | 71.4 mmol 31.1 mmol
4-Chlor-3-hydroxybenzaldehyd 64k
3.004g 1.85¢g 495¢ 60.0 mL | 3.78 g (98 %)
19.2 mmol 23.0 mmol | 38.3 mmol 18.8 mmol

3-Chlor-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (32a)

(0]
H
~o0 o

Cl
32a

200,69 giol
Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 1. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (100:0 > 95:5) konnte das Produkt 32a als weil3er Feststoff
(12.1 g, 60.1 mmol, 94 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 43.2 °C
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Ry 0.19 (n-Hexan/Essigsaureethylester 95:5)

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 3.64 (s, 3H), 5.24 (s, 2H), 7.23 (td, J = 7.8, 0.8 Hz, 1H), 7.68 (dd, J = 7.9, 1.7 Hz,
1H), 7.80 (dd, J=7.8, 1.7 Hz, 1H), 10.39 (d, J = 0.8 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, CDCl5)

o (ppm) = 58.3, 100.7, 125.5, 126.9, 128.6, 131.6, 136.1, 156.2, 189.6.

HPLC tr = 12.41 min (Methode 2) A.U.C =>99 %

1-(Methoxymethoxy)-2-(trifluormethyl)benzen (63a)

\O/\O/[ ;
CF3

63a
CgHgF30,
206.16 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 1. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittel n-Hexan
konnte das Produkt 63a als farblose Flissigkeit (13.8 g, 66.9 mmol, 89 %) erhalten werden.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein.*8

Ry 0.48 (n-Hexan/Dichlormethan 9:1)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.39 (s, 3H), 5.34 (s, 2H), 7.14 (tp, J = 7.7, 0.9 Hz, 1H), 7.32 (dq, J = 8.2, 0.8 Hz,
1H), 7.53 — 7.67 (m, 2H).

F NMR (282 MHz, DMSO)

o (ppm) = -60.8.

1-Isopropyl-2-(methoxymethoxy)benzen (63b)

63b
C11H1602
180.25 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 1. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittel n-Hexan
konnte das Produkt 63b als farblose Flissigkeit (2.15 g, 11.9 mmol, 54 %) erhalten werden.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen (iberein. 434

Rs 0.41 (n-Hexan/Essigsaureethylester 9:1)
'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
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8 (ppm) = 1.17 (d, J = 6.9 Hz, 6H), 3.22 — 3.36 (m, 1H), 3.39 (s, 3H), 5.21 (s, 2H), 6.91 — 6.98
(m, 1H), 7.02 (dd, J = 8.2, 1.3 Hz, 1H), 7.12 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.8 Hz, 1H), 7.22 (dd, J = 7.6,
1.8 Hz, 1H).

3-lod-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (64c)

(0]
H
~o0"o
I

64c
CgHglO3
292.07 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 1. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (100:0 > 95:5) konnte das Produkt 64c¢ als farblose FlUssigkeit
(1.11 g, 3.80 mmol, 98 %) erhalten werden.

Ry 0.47 (n-Hexan/Essigsaureethylester 9:1)

"H NMR (600 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 3.65 (d, J = 1.2 Hz, 3H), 5.19 (d, J = 1.1 Hz, 2H), 7.05 (tt, J = 7.8, 1.0 Hz, 1H), 7.86
(dt, J=7.6,1.5 Hz, 1H), 8.08 (dt, J = 7.8, 1.5 Hz, 1H), 10.31 (d, J = 0.9 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, CDCl5)

o (ppm) = 58.6, 93.6, 101.6, 126.9, 128.9, 131.3, 145.5, 160.1, 190.2.

3-Brom-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (64d)

(0]
H
~o">o
Br

64d
CgHgBrO3
245.07 g/mol
Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 1. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (100:0 - 95:5) konnte das Produkt 64d als weil3er Feststoff
(5.89 g, 24.0 mmol, 97 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in

der Literatur angegebenen Uberein.[482]
Schmelzpunkt 542 °C

Ry 0.35 (n-Hexan/Essigsaureethylester 9:1)
'"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)
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0 (ppm) = 3.64 (s, 3H), 5.22 (s, 2H), 7.17 (td, J = 7.8, 0.9 Hz, 1H), 7.82 (q, J = 1.7 Hz, 1H),
7.85(q, J=1.7 Hz, 1H), 10.36 (d, J = 0.8 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, CDCl5)

o (ppm) = 58.3, 101.0, 118.2, 126.0, 127.7, 131.7, 139.2, 157.3, 189.7.

HPLC fr = 12.82 min (Methode 2) A.U.C=>99 %

3-Methoxy-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (64e)

o)
H
~o™No
0

64e
C10H1204
196.20 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 1. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (100:0 > 95:5) konnte das Produkt 64e als weilter Feststoff
(6.29 g, 32.1 mmol, 97 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 60.2 °C

Ry 0.15 (n-Hexan/Essigsaureethylester 9:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.47 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 5.18 (s, 2H), 7.24 (td, J = 7.9, 0.9 Hz, 1H), 7.30 (dd, J =
7.9, 1.6 Hz, 1H), 7.40 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 10.35 (d, J= 0.8 Hz, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.6, 57.8, 99.4, 100.0, 118.8, 119.2, 125.2, 130.4, 149.1, 152.9, 166.6, 190.6.
HPLC tr = 10.63 min (Methode 2) A.U.C =>99 %

4-Chlor-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (64f)

0
~o™o cl

64f
CgHgClO4
200.62 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 1. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (100:0 - 95:5) konnte das Produkt 64f als weiller Feststoff
(3.76 g, 18.7 mmol, 98 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 58.2 °C
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Ry 0.27 (n-Hexan/Essigsaureethylester 9:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 3.45 (s, 3H), 5.42 (s, 2H), 7.21 (ddt, J = 8.3, 1.8, 0.9 Hz, 1H), 7.40 (t, J = 1.5 Hz,
1H), 7.73 (dd, J = 8.3, 1.2 Hz, 1H), 10.32 — 10.36 (m, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.3, 94.6, 115.9, 122.0, 123.8, 129.4, 140.3, 159.4, 188.3.

HPLC fr = 13.02 min (Methode 2) A.U.C=>99 %

3-Chlor-5-fluor-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (649g)

(0]
F
H
\O/\OI;
Cl

64g
CgHgCIFO3
218.61 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 1. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (100:0 - 95:5) konnte das Produkt 64g als weiler Feststoff
(4.99 g, 22.8 mmol, 80 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 726 °C

Ry 0.18 (n-Hexan/Essigsaureethylester 95:5)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.53 (s, 3H), 5.18 (s, 2H), 7.50 (dd, J = 8.1, 3.2 Hz, 1H), 7.93 (dd, J = 8.0, 3.2 Hz,
1H), 10.16 (d, J = 3.0 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d5)

d (ppm) = 57.8, 100.8 (d, *J("*C,"®F) = 1.0 Hz), 112.9 (d, 2J(**C,"*F) = 23.4 Hz), 123.3 (d,
2J(C,®F) = 26.9 Hz), 129.3 (d, 3J(*C,"®F) = 10.3 Hz), 131.6 (d, 3J("*C,"*F) = 7.0 Hz), 152.0,
157.9 (d, "J(®C,"°F) = 246.7 Hz), 188.6 (d, *J(*C,'F) = 1.7 Hz).

F NMR (282 MHz, DMSO)

o (ppm) = -114.6.

HPLC tr = 13.46 min (Methode 2) A.U.C =>99 %

2-(Methoxymethoxy)-3-methylbenzaldehyd (64h)
o]

H
~o N0

64h
C1oH1203
180.20 g/mol
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Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 1. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (100:0 > 95:5) konnte das Produkt 64h als farblose Flissigkeit
(3.78 g, 21.0 mmol, 64 %) erhalten werden.

Ry 0.24 (n-Hexan/Essigsaureethylester 9:1)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) =2.31 (d, J=0.8 Hz, 3H), 3.50 (s, 3H), 5.09 (s, 2H), 7.23 (tt, J= 7.5, 0.5 Hz, 1H), 7.53
—7.63 (m, 2H), 10.23 (d, J = 0.8 Hz, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 16.4, 57.8, 57.8, 101.0, 125.1, 126.4, 129.8, 132.8, 137.8, 158.9, 191.1.

HPLC tr = 11.79 min (Methode 2) A.U.C =98.7 %

3-Brom-5-fluor-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (64i)

A

64i
CgHgBrFO3
263.06 g/mol
Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 1. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (100:0 > 95:5) konnte das Produkt 64i als weiler Feststoff

(2.26 g, 8.60 mmol, 99 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 73.1°C

Ry 0.19 (n-Hexan/Essigsaureethylester 9:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 3.54 (s, 3H), 5.17 (s, 2H), 7.53 (dd, J = 8.1, 3.2 Hz, 1H), 8.04 (dd, J = 7.8, 3.2 Hz,
1H), 10.14 (d, J = 3.0 Hz, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-db)

d (ppm) = 57.9, 101.0, 113.4 (d, 2J("*C,"°F) = 23.4 Hz), 118.9 (d, 3J("3C,"°F) = 9.4 Hz), 126.2
(d, 2J("*C,"F) = 26.4 Hz), 131.6 (d, 3J("*C,"°F) = 6.6 Hz), 153.1 (d, “J("*C,"°F) = 3.0 Hz), 158.2
(d, "J(®C,"F) = 247.6 Hz), 188.8.

F NMR (565 MHz, DMSO)

O (ppm) =-114.7.

HPLC tr = 13.65 min (Methode 2) A.U.C =>99 %

3-Fluor-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (64j)
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o
H
~o0" o
F

64j
CgHgFO3
184.17 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 1. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (100:0 - 95:5) konnte das Produkt 64j als farblose Flissigkeit
(5.72 g, 31.1 mmol, 87 %) erhalten werden.

Ry 0.19 (n-Hexan/Essigsaureethylester 95:5)

'"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 3.57 (s, 3H), 5.27 (d, J = 1.0 Hz, 2H), 7.14 (tdd, J = 8.0, 4.5, 0.8 Hz, 1H), 7.34 (ddd,
J=11.2,8.1,1.7 Hz, 1H), 7.62 (ddd, J=7.8, 1.7, 1.1 Hz, 1H), 10.42 (d, J= 0.8 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d)

d (ppm) = 58.0, 99.9 (d, “J("*C,"®F) = 7.5 Hz), 122.8 (d, 2J("*C,"F) = 19.7 Hz), 123.9 (d,
4J(C,"F) = 3.4 Hz), 124.4 (d, 3J("*C,"F) = 7.4 Hz), 131.0 (d, 3J("*C,"F) = 1.7 Hz), 147.3 (d,
2J(C,"F) = 11.4 Hz), 155.3 (d, "J("*C," F) = 248.9 Hz), 189.1 (d, *J(*C,"°F) = 3.3 Hz).

F NMR (282 MHz, CDCl;)

o (ppm) = -129.2.

HPLC tr = 10.87 min (Methode 2) A.U.C =>99 %

4-Chlor-3-(methoxymethoxy)benzaldehyd (64k)

64k
CgHgyClO3
200.62 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 1. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (100:0 = 95:5) konnte das Produkt 64k als weil3er Feststoff
(3.78 g, 18.8 mmol, 98 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 29.2 °C

Ry 0.22 (n-Hexan/Essigséaureethylester 9:1)
'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
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5 (ppm) = 3.43 (s, 3H), 5.39 (s, 2H), 7.58 (dd, J = 8.1, 1.8 Hz, 1H), 7.71 (dd, J = 4.9, 3.1 Hz,
2H), 9.96 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

5 (ppm) = 56.0, 94.6, 115.1, 124.3, 128.8, 130.9, 136.0, 152.7, 192.0.

HPLC tz = 12.41 min (Methode 2) A.U.C = >99 %
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6.2.2 ASV. 2: Darstellung der Flavonole im sequenziellen Eintopfverfahren

o 1) 5.00 Ag. NaOH, 50 °C
2) 2.50 Aq. H,0, 0 °C - RT
+ H
~o OH EtOH

49 | Il

Zu einer Loésung von 3,4-Dimethoxy-2-hydroxyacetophenon (49) (1.00 Aq.) und dem
entsprechenden Aldehyd |l (1.00Aq.) in Ethanol wurde bei Raumtemperatur 5 m
Natriumhydroxid-Lésung (5.00 Aq.) hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde auf 50 °C
erwdrmt und fur 24 h gerthrt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde das
Reaktionsgemisch mit einem Eisbad auf 0 °C abgekihlt und tropfenweise mit
Wasserstoffperoxid-Lésung (30 Gew.-%, 2.50 Aq.) versetzt. Die entstandene Suspension
wurde mit eiskaltem Ethanol verdinnt bis ein weiteres RUhren mdglich war, auf
Raumtemperatur aufwarmen gelassen und fir 16 h gerihrt. AnschlieRend wurde das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der viskose Ruckstand in (5.00 mL/mmol)
dest. Wasser aufgenommen und unter Eiskthlung der pH-Wert mit 2 m Salzsaure-L6sung
vorsichtig auf 7 eingestellt. Die wassrige Suspension wurde viermal mit jeweils (4.00 mL/mmol)
Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen einmal mit (4.00 mL/mmol)
einer gesattigten Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das L&ésungsmittel unter vermindertem Druck

entfernt.

Tabelle 30: Experimentelle Ubersicht zur Darstellung der Flavonole iiber die CLAISEN-SCHMIDT-

Kondensation mit anschlieliender AFO-Reaktion im sequenziellen Eintopfverfahren.

Acetophenon Aldehyd 5 m NaOH 30%ige H20; Ethanol Ausbeute
49 32b 51
5.44 g 5.45¢g 27.7 mL 7.86 mL 150 mL 4.39g (41 %)
27.7 mmol 27.7 mmol 139 mmol 69.3 mmol 11.3 mmol
49 32a 55
8.17¢g 8.36 ¢ 41.7 mL 11.8 mL 200 mL 6.83 g (42 %)
41.7 mmol 41.7 mmol 208 mmol 104 mmol 17.4 mmol
49 64a 70a
9.30¢g 11.1g 47.4 mL 13.4 mL 250 mL 6.37 g (32 %)
47.4 mmol 47.4 mmol 237 mmol 119 mmol 14.9 mmol
49 64b 70b
14149 1.50 g 7.20 mL 2.04 mL 40.0 mL 0.94 g (32 %)
7.20 mmol 7.20 mmol 36.0 mmol 18.0 mmol 2.34 mmol
49 64c 30.0 mL 70c
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0.74 g 1.10g 3.77 mL 1.07 mL 0.67 g (37 %)
3.77 mmol 3.77 mmol 18.8 mmol 9.42 mmol 1.39 mmol
49 64d 70d
4649 5.804g 23.7 mL 6.71 mL 130 mL 4.04 g (39 %)
23.7 mmol 23.7 mmol 118 mmol 59.2 mmol 9.24 mmol
49 64e 70e
3.714g 3.71¢g 18.9 mL 5.37 mL 150 mL 4.20 g (57 %)
18.9 mmol 18.9 mmol 94.7 mmol 47.3 mmol 10.8 mmol
49 64f 70f
3.57¢g 3.65¢g 18.2 mL 5.16 mL 100 mL 3.62 g (51 %)
18.2 mmol 18.2 mmol 91.0 mmol 45.5 mmol 9.22 mmol
49 64g 709
2944 3.28¢g 15.0 mL 4.25 mL 100 mL 2.11g (34 %)
15 mmol 15.0 mmol 75.0 mmol 37.5 mmol 5.14 mmol
49 64h 70h
3.34 4 3.06¢g 17.0 mL 4.82 mL 150 mL 3.57 g (56 %)
17.0 mmol 17.0 mmol 85 mmol 42.5 mmol 9.59 mmol
49 64i 70i
1.69g 2264 8.59 mL 243 mL 25.0 mL 1.26 g (32 %)
8.59 mmol 8.59 mmol 43.0 mmol 21.5 mmol 2.77 mmol
49 64; 70j
6.09 g 5724 31.1mL 8.80 mL 100 mL 4.98 g (43 %)
31.1 mmol 31.1 mmol 155 mmol 77.6 mmol 13.2 mmol
49 64k 70k
3.57¢g 3.65¢g 18.2 mL 5.16 mL 100 mL 2.38 9 (33 %)
18.2 mmol 18.2 mmol 91.0 mmol 45.5 mmol 6.06 mmol
49 64l 701
5.00 g 4469 255 mL 7.22 mL 150 mL 4.34 g (46 %)
25.5 mmol 25.5 mmol 127 mmol 63.7 mmol 11.8 mmol
49 64m 70m
5.00 g 3.58 g 25.5mL 7.22 mL 150 mL 2.77 g (33 %)
25.5 mmol 25.5 mmol 127 mmol 63.7 mmol 8.32 mmol

2-(2-(Allyloxy)-3-chlorphenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (51)

C20H47Cl0g
388.80 g/mol
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Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 2. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 51 als gelber Feststoff (4.39 g,

11.3 mmol, 41 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 145.1 °C

Ry 0.25 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

'"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 4.05 (s, 3H), 4.10 (s, 3H), 4.64 (dt, J = 5.8, 1.3 Hz, 2H), 5.15 (dq, J = 10.3, 1.2 Hz,
1H), 5.31 (dq, J=17.2, 1.6 Hz, 1H), 6.65 (s, 1H), 7.18 (d, J=9.1 Hz, 1H), 7.27 — 7.39 (m, 1H),
7.63 (d, J =7.9 Hz, 2H), 8.09 (d, J=9.1 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, CDCl5)

o (ppm) = 56.8, 61.9, 75.2, 110.5, 116.4, 118.5, 121.1, 124.9, 126.7, 129.2, 130.0, 132.9,
133.2, 137.0, 138.4, 144.7, 150.6, 153.6, 156.7, 173.2.

2-(3-Chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4 H-chromen-4-on (55)

C19H47CIO7
392.79 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 2. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 55 als gelber Feststoff (6.83 g,

17.4 mmol, 42 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 166.7 °C

Ry 0.28 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.14 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.97 (s, 3H), 4.98 (s, 2H), 7.30 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.35
(d, J=7.9Hz, 1H), 7.59 (dd, J=7.7, 1.6 Hz, 1H), 7.70 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.89 (d, J =
9.1 Hz, 1H), 9.16 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.5, 56.6, 60.8, 99.0, 110.7, 116.8, 120.3, 125.3, 127.4, 130.3, 132.1, 136.0, 138.7,
144.9, 149.3, 151.0, 155.9, 172 4.

207



Experimentalteil

3-Hydroxy-7,8-dimethoxy-2-(2-(methoxymethoxy)-3-(trifluormethyl)phenyl)-4 H-chromen-4-
on (70a)

70a
Ca0H17F307
426.34 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 2. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 70a in moderat verunreinigter
Form als gelber Feststoff (6.37 g, 14.9 mmol, 32 %) erhalten werden. Das Produkt wurde ohne

weitere Reinigungsschritte flr den nachsten Schritt verwendet.

Schmelzpunkt 1741 °C

Ry 0.34 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d)

o (ppm) = 3.13 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 4.89 (s, 2H), 7.30 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.48
(t, J=7.8Hz,1H), 7.73 (ddd, J=15.5,7.7, 1.7 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.90 (dd, J =
12.1, 7.8 Hz, 1H), 9.24 (br s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.5, 56.5, 60.9, 89.4, 99.5, 110.5, 110.8, 117.1, 117.4, 118.9, 120.1, 120.2, 120.5,
135.2, 136.1, 138.9, 144.2, 149.8, 155.8, 172.7.

F NMR (565 MHz, DMSO)

o (ppm) = -59.3.

3-Hydroxy-2-(3-isopropyl-2-(methoxymethoxy)phenyl)-7,8-dimethoxy-4 H-chromen-4-on (70b)

70b
C22H2407
400.43 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 2. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 > 7:3) konnte das Produkt 70b als gelber Feststoff
(0.94 g, 2.34 mmol, 32 %) erhalten werden.
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Schmelzpunkt 115.7 °C

Ry 0.30 (n-Hexan/Essigsaureethylester 2:3)

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) =1.24 (d, J= 6.9 Hz, 6H), 3.17 (s, 3H), 3.33 — 3.48 (m, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.95 (s, 3H),
4.81 (s, 2H), 7.24 — 7.31 (m, 2H), 7.38 (dd, J=7.6, 1.8 Hz, 1H), 7.50 (dd, J=7.7, 1.8 Hz, 1H),
7.87 (d, J=9.1 Hz, 1H), 8.91 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 23.5, 25.9, 56.5, 56.5, 60.8, 99.5, 110.6, 116.8, 120.2, 124.2, 125.0, 128.6, 136.1,
138.3, 142.1, 146.7, 149.3, 152.7, 155.7, 172 4.

3-Hydroxy-2-(3-iod-2-(methoxymethoxy)phenyl)-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (70c¢)

70c
C19H47107
484.24 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 2. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 70c als gelber Feststoff (0.67 g,

1.39 mmol, 37 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 130.2 °C

Ry 0.42 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.12 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 4.89 (s, 2H), 7.10 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.29
(d, J=9.2 Hz, 1H), 7.61 (dd, J = 7.6, 1.6 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 8.03 (dd, J = 7.9,
1.6 Hz, 1H), 9.09 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) =57.0,57.4,61.3,94.2,99.8, 111.2, 117.3, 120.8, 126.6, 126.6, 132.2, 136.5, 139.0,
141.8, 145.9, 149.8, 155.3, 156.4, 172.9.

2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4 H-chromen-4-on (70d)
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70d
Cq9H47BrO;
437.24 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 2. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 70d als gelber Feststoff
(4.04 g, 9.24 mmol, 39 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 126.3 °C

Ry 0.21 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d)

0 (ppm) = 3.12 (s, 3H), 3.83 (d, J = 0.8 Hz, 3H), 3.96 (s, 3H), 4.94 (s, 2H), 7.26 (t, J = 7.9 Hz,
1H), 7.29 (d, J=9.2 Hz, 1H), 7.61 (dd, J=7.6, 1.6 Hz, 1H), 7.84 (dd, J= 8.1, 1.6 Hz, 1H), 7.87
(d, J=9.1 Hz, 1H), 9.13 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.5, 56.7,60.9, 99.1, 110.8, 116.8, 117.3, 120.3, 125.7, 127.3, 131.0, 135.2, 136.0,
138.6, 145.1, 149.3, 152.1, 155.9, 172.4.

3-Hydroxy-7,8-dimethoxy-2-(3-methoxy-2-(methoxymethoxy)phenyl)-4 H-chromen-4-on (70e)

70e
C20H2008
388.37 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 2. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 70e als gelber Feststoff (4.20 g,

10.8 mmol, 57 %) erhalten werden.
Schmelzpunkt 145.8 °C

Ry 0.34 (n-Hexan/Essigséaureethylester 1:1)
'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds)
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5 (ppm) = 3.04 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 3.95 (s, 3H), 4.97 (s, 2H), 7.12 (dd, J = 6.6,
2.6 Hz, 1H), 7.20 — 7.26 (m, 2H), 7.28 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 8.89 (s,
1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO)

5 (ppm) = 55.9, 55.9, 56.5, 60.8, 97.8, 110.7, 114.6, 116.8, 120.2, 122.3, 124.2, 126.2, 136.0,
138.5, 143.6, 146.1, 149.3, 152.3, 155.7, 172.4.

2-(4-Chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4 H-chromen-4-on (70f)

70f
C4gH47CIO;
392.79 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 2. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 70f als gelber Feststoff (3.62 g,

9.22 mmol, 51 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 193.4 °C

Ry 0.47 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.35 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.95 (s, 3H), 5.27 (s, 2H), 7.22 (dd, J = 8.2, 2.0 Hz, 1H),
7.28 (d, J=9.1 Hz, 1H), 7.35 (d, J= 2.0 Hz, 1H), 7.56 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.86 (d, J=9.0
Hz, 1H), 9.01 (s, 1H).

3C NMR (126 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.2, 56.9, 61.2, 94.8, 111.2, 115.9, 117.3, 120.3, 120.5, 121.7, 132.9, 135.9,
136.6, 139.0, 145.5, 149.8, 155.8, 156.2, 172.8.

2-(3-Chlor-5-fluor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4 H-chromen-4-
on (709)

709
C19H46CIFO7
410.78 g/mol
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Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 2. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 70g in moderat verunreinigter
Form als gelber Feststoff (2.11 g, 5.14 mmol, 34 %) erhalten werden. Das Produkt wurde ohne

weitere Reinigungsschritte flr den nachsten Schritt verwendet.

Ry 0.18 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) =3.11 (s, 3H), 3.83 (s, 4H), 3.96 (s, 3H), 4.94 (s, 2H), 7.27 — 7.33 (m, 1H), 7.48 - 7.55
(m, 1H), 7.75 (dd, J= 8.2, 3.1 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 9.29 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds)

d (ppm) = 57.0, 57.2, 61.4, 99.7, 111.3, 117.4, 117.4 (d, 2J("*C,"®F) = 31.8 Hz), 119.7 (d,
2J("3C,"F) = 26.2 Hz), 120.8, 128.6 (d, 3J(*C,"F) = 9.7 Hz), 128.9 (d, 3J("*C,"®F) = 11.6 Hz),
136.5, 139.3, 144.2 (d, “*J(*C,"®F) = 1.3 Hz), 148.4 (d, *J(*C,"°F) = 3.4 Hz), 149.8, 156.5, 157.8
(d, 'J("*C,"°F) = 244.9 Hz), 172.9.

F NMR (565 MHz, DMSO-ds)

o (ppm) =-116.30.

3-Hydroxy-7,8-dimethoxy-2-(2-(methoxymethoxy)-3-methylphenyl)-4 H-chromen-4-on (70h)

70h
C20H2007
372.37 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 2. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 > 7:3) konnte das Produkt 70h als gelber Feststoff
(3.57 g, 9.59 mmol, 56 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 130.3 °C

Ry 0.42 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds)

O (ppm) = 2.34 (s, 3H), 3.15 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 4.85 (s, 2H), 7.20 (t, /= 7.6 Hz,
1H), 7.29 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.37 — 7.44 (m, 2H), 7.88 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 8.91 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)
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o (ppm) = 16.9, 56.8, 57.0, 61.3, 99.3, 111.1, 117.3, 120.7, 124.3, 125.7, 129.5, 132.1, 133.5,
136.6, 138.9, 147.1, 149.8, 154 .4, 156.2, 172.9.

2-(3-Brom-5-fluor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4 H-chromen-4-
on (70i)

70i
C19H46BrFO7
455.23 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 2. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 70i als gelber Feststoff (1.26 g,

2.77 mmol, 32 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 230.8 °C (Zersetzung)

Ry 0.19 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 3.23 (s, 3H), 3.99 (s, 3H), 4.02 (s, 3H), 5.00 (s, 2H), 7.11 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.34
(dd, J=8.1, 3.1 Hz, 1H), 7.49 (dd, J=7.5, 3.1 Hz, 1H), 8.00 (d, J = 9.1 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, CDCl5)

o (ppm) = 56.8, 57.7, 61.9, 100.3, 110.6, 110.7, 116.2, 117.5, 121.2, 122.7, 136.7, 137.0,
138.4, 143.4, 150.5, 151.6, 156.9, 158.4, 175.3.

F NMR (282 MHz, CDCl;)

o (ppm) = -115.9.

2-(3-Fluor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4 H-chromen-4-on (70j)

70j
C1oH47FO7
376.34 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 2. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und

nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
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n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 70j als gelber Feststoff (4.98 g,

13.2 mmol, 43 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 148.2 °C

Ry 0.22 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.19 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.97 (s, 3H), 5.05 (s, 2H), 7.26 — 7.34 (m, 2H), 7.43 (dt, J
=7.8,1.2Hz, 1H), 7.48 (ddd, J=11.4, 8.2, 1.6 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 9.12 (s, 1H).
3C NMR (75 MHz, DMSO-d&)

d (ppm) = 56.2, 56.5, 60.8, 98.8 (d, *J(**C,"°F) = 5.2 Hz), 110.8, 116.8, 118.5 (d, 2J("*C,"°F) =
19.5 Hz), 120.3, 124.6 (d, 3J("*C,"*F) = 8.5 Hz), 126.8 (d, 3J('C,"°F) = 3.3 Hz), 127.2 (d,
4J("3C,"F) = 2.5 Hz), 136.0, 138.7, 142.4 (d, 2J("*C,"®F) = 12.2 Hz), 144.6 (d, “*J('*C,"°F) = 3.1
Hz), 149.3, 155.1 (d, "J(**C,'°F) = 245.9 Hz), 155.9, 172.4.

F NMR (282 MHz, DMSO)

O (ppm) =-129.2.

2-(4-Chlor-3-(methoxymethoxy)phenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4 H-chromen-4-on (70k)

70k
CygH47CIO;
392.79 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 2. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 70k als gelber Feststoff (2.38 g,

6.06 mmol, 33 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 223.2°C

Ry 0.48 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (600 MHz, Chloroform-d)

O (ppm) = 3.58 (s, 3H), 4.02 (s, 3H), 4.05 (s, 3H), 5.36 (s, 2H), 7.00 — 7.15 (m, 2H), 7.53 (d, J
= 8.5 Hz, 1H), 7.86 — 8.06 (m, 2H), 8.18 (br s, 1H).

3C NMR (151 MHz, CDCl;)

o (ppm) = 56.7, 56.8, 61.8, 95.6, 110.5, 112.5, 115.0, 115.5, 121.1, 122.2, 130.6, 131.2, 134.0,
146.4, 150.0, 153.2, 156.9, 163.6, 167.9.
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2-(2,3-Dichlorphenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4 H-chromen-4-on (70l)

701
C17H12C1205
367.18 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal’ der ASV. 2. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 701 als gelber Feststoff (4.34 g,

11.8 mmol, 46 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 196.8 °C

Ry 0.25 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 3.57 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.97 (s, 3H), 7.32 (d, J=9.1 Hz, 1H), 7.56 (t, J = 7.9 Hz,
1H), 7.70 (dd, J=7.7, 1.6 Hz, 1H), 7.85 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1H), 7.90 (d, J= 9.1 Hz, 1H), 9.38
(s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.6, 61.0, 110.9, 116.9, 120.4, 128.5, 130.8, 131.0, 132.1, 132.3, 132.3, 136.1,
138.6, 144.8, 149.3, 156.1, 172.6.

2-(3-Chlorphenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4 H-chromen-4-on (70m)

70m
C47H43CIO5
332.74 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 2. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 > 7:3) konnte das Produkt 70m als gelber Feststoff
(2.77 g, 8.32 mmol, 33 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 187.5 °C

Ry 0.43 (n-Hexan/Essigséaureethylester 1:1)

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds)

o (ppm) = 3.95 (s, 3H), 3.98 (s, 3H), 7.30 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.52 - 7.70 (m, 2H), 7.86 (d, J =
8.5 Hz, 1H), 8.14 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 8.24 (s, 1H), 9.86 (s, 1H).
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3C NMR (75 MHz, DMSO)
5 (ppm) = 56.5, 61.0, 110.8, 116.1, 120.3, 125.5, 126.8, 129.3, 130.6, 133.3, 133.5, 136.0,
139.0, 142.7, 148.8, 156.2, 172.7.
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6.2.3 ASV. 3: Methylierung der Flavonole

1.50 Ag. CHal
2.25 AC] 032003

DMF, RT

In N,N-Dimethylformamid wurde das entsprechende Flavonol (1.00 Aq.) und Céasiumcarbonat
(2.25 Aq.) vorgelegt. Zu dieser Suspension wurde lodmethan (1.50 Aq.) hinzugetropft und der
Reaktionsansatz bei Raumtemperatur gerihrt. Der Reaktionsverlauf wurde mittels
Dunnschichtchromatographie  beobachtet und bei vollstdndiger Umsetzung mit
Essigsaureethylester (20.0 mL/mmol) verdinnt. Die organische Phase wurde sechsmal mit
jeweils (20.0 mL/mmol) gesattigter Natriumchlorid-L6sung gewaschen, uUber wasserfreiem

Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Tabelle 31: Experimentelle Details zur Methylierung der Flavonole.

Edukt Methyliodid Cs2CO; DMF Ausbeute
55 56
4999 2704 9.32¢g 80.0 mL 4.12 g (80 %)
12.7 mmol 19.1 mmol 28.6 mmol 10.1 mmol
70a 71a
5294 2644 9.12¢ 100 mL 2.89g (53 %)
12.4 mmol 18.6 mmol 27.9 mmol 6.56 mmol
70b 71b
0.45¢g 0.24 g 0.82¢g 10.0 mL 0.37 g (80 %)
1.12 mmol 1.69 mmol 2.53 mmol 0.90 mmol
70c 71c
0.60 g 0.26 g 0914 20.0 mL 0.47 g (76 %)
1.24 mmol 1.86 mmol 2.79 mmol 0.94 mmol
70d 71d
4029 1.96 g 6.76 g 50.0 mL 3.28 g (79 %)
9.19 mmol 13.8 mmol 20.7 7.27 mmol
70e 71e
3.28¢ 1.80¢g 6.19¢ 20.0 mL 2.96 g (87 %)
8.45 mmol 12.7 mmol 19.0 mmol 7.35 mmol
70f 71f
2604 141¢g 487¢g 40.0 mL 2.29 g (84 %)
6.62 mmol 9.93 mmol 14.9 mmol 5.63 mmol
709 20.0 mL 719
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1.20g 0.62g 2149 0.83 g (67 %)
2.92 mmol 4.38 mmol 6.57 mmol 1.96 mmol
70h 71h
3409 194 ¢ 6.69 g 20.0 mL 2.48 g (70 %)
9.13 mmol 13.7 mmol 20.5 mmol 6.42 mmol
70i 71i
0.60g 0.28 g 0.97 g 10.0 mL 0.48 g (78 %)
1.32 mmol 1.98 mmol 2.97 mmol 1.02 mmol
70j 71j
265¢ 1.50¢g 5184¢ 45.0 mL 2.29 9 (83 %)
7.04 mmol 10.6 mmol 15.8 mmol 5.87 mmol
70k 71k
2369 1.28 g 4429 40.0 mL 1.93 g (79 %)
6.01 mmol 9.01 mmol 13.5 mmol 4.74 mmol
701 711
1.80¢g 1.04 g 3.59¢g 30.0 mL 1.38 g (74 %)
4.90 mmol 7.35 mmol 11.0 mmol 3.62 mmol
70m 71m
1229 0.78 g 2.69¢g 20.0 mL 0.92 g (72 %)
3.67 mmol 5.50 mmol 8.25 mmol 2.64 mmol

2-(3-Chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (56)

C20H19CIO7
406.82 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 3. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigséureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 56 als gelbes Ol (4.12 g,
10.1 mmol, 80 %) erhalten werden. Alternativ konnte 56 als beige Kristalle aus 45 °C warmen

Methanol auskristallisiert werden.

Schmelzpunkt 904 °C

Ry 0.23 (n-Hexan/Essigséaureethylester 3:2)

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds)

d (ppm) = 3.10 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 5.01 (s, 2H), 7.25 - 7.41 (m,
2H), 7.59 (dd, J= 7.7, 1.7 Hz, 1H), 7.74 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 9.1 Hz, 1H).
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3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.5, 56.6, 59.6, 60.9, 99.3, 111.0, 118.5, 120.4, 125.6, 127.3, 127.4, 129.9, 132.6,
136.1, 140.5, 149.3, 151.1, 154.0, 156.3, 173.1.

HPLC tr = 13.96 min (Methode 1) A.U.C=97.9 %

3,7,8-Trimethoxy-2-(2-(methoxymethoxy)-3-(trifluormethyl)phenyl)-4 H-chromen-4-on (71a)

71a
C21H19F307
440.37 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 3. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 = 7:3) konnte das Produkt 71a als gelbes Ol (2.89 g,

6.56 mmol, 53 %) erhalten werden.

Ry 0.40 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (600 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 3.13 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 4.89 (s, 2H), 6.99 (d, J = 9.1
Hz, 1H), 7.25-7.31 (m, 1H), 7.64 (dd, J=7.7,1.7 Hz, 1H), 7.70 (dd, J= 7.9, 1.7 Hz, 1H), 7.92
(d, J=9.1 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d)

d (ppm) = 56.6, 57.5, 60.4, 61.7, 100.9 — 101.3 (m), 110.3, 119.5, 121.2, 123.4 (q, 'J("*C,'°F)
= 273.1 Hz), 124.1, 124.7, 125.1 (q, 2J(*C,"F) = 30.6 Hz), 127.1, 129.4 (q, 3J("*C,"°F) = 5.2
Hz), 135.2, 136.9, 141.3, 150.1, 154.3 — 154.8 (m), 156.6, 174.5.

F NMR (565 MHz, CDCl;)

o (ppm) = -60.7.

2-(3-Isopropyl-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (71b)

71b
Ca23H2607
414.45 g/mol
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Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 3. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigséureethylester (9:1 > 7:3) konnte das Produkt 71b als gelbes Ol (0.37 g,

0.90 mmol, 80 %) erhalten werden.

Ry 0.20 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

'"H NMR (600 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) =1.24 (d, J =7.0 Hz, 6H), 3.21 (s, 2H), 3.41 (hept, J = 6.9 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.91
(s, 3H), 3.94 (s, 3H), 4.86 (s, 2H), 6.98 — 7.08 (m, 1H), 7.20 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.30 (dd, J =
7.6, 1.7 Hz, 1H), 7.34 — 7.46 (m, 1H), 7.96 (d, J = 9.0 Hz, 1H).

3C NMR (151 MHz, CDCl5)

o (ppm) = 23.7, 26.6, 56.5, 57.1, 60.3, 61.6, 61.6, 100.5, 110.0, 119.4, 121.0, 124.4, 125.3,
128.4, 129.1, 136.8, 141.1, 142.8, 150.0, 153.4, 156.3, 156.6, 174.5.

2-(3-lod-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (71¢)

71c
Ca0H19l07
498.27 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 3. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigséureethylester (9:1 = 7:3) konnte das Produkt 71c als gelbes Ol (0.47 g,

0.94 mmol, 76 %) erhalten werden.

Ry 0.21 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (600 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 3.22 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 4.01 (s, 3H), 5.02 (s, 2H), 7.02 (t, J = 7.8 Hz,
1H), 7.07 (d, J=9.0 Hz, 1H), 7.52 (dd, J=7.6, 1.6 Hz, 1H), 7.98 (dd, J=7.9, 1.6 Hz, 1H), 8.01
(dd, J=9.0, 1.0 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, CDCl5)

o (ppm) = 14.1, 31.6, 56.5, 57.5, 60.3, 61.7, 93.2, 100.3, 110.1, 119.3, 121.1, 125.9, 126.5,
131.4,136.7, 141.1, 141.9, 149.9, 155.0, 155.5, 156.4, 174 4.

2-(3-Brom-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (71d)
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71d
CyoH19BroO;
451.27 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 3. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 = 7:3) konnte das Produkt 71d als orangenes Ol (3.28 g,

7.27 mmol, 79 %) erhalten werden.

Ry 0.21 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d)

o (ppm) = 3.09 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 4.99 (s, 2H), 7.23 — 7.35 (m,
2H), 7.62 (dd, J=7.7, 1.6 Hz, 1H), 7.81 — 7.94 (m, 2H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.5, 56.7, 59.5, 60.9, 99.5, 111.0, 117.3, 118.6, 120.4, 126.0, 127.2, 130.6, 135.7,
136.1, 140.5, 149.3, 152.2, 154.1, 156.3, 173.1.

3,7,8-Trimethoxy-2-(3-methoxy-2-(methoxymethoxy)phenyl)-4 H-chromen-4-on (71e)

71e
C21H2208
402.40 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 3. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 > 7:3) konnte das Produkt 71e als weiler Feststoff
(2.96 g, 7.35 mmol, 87 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 159.3 °C

Ry 0.22 (n-Hexan/Essigséaureethylester 1:1)

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds)

o (ppm) = 3.03 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 3.95 (s, 3H), 4.99 (s, 2H), 7.12
(dd, J=7.2,2.0 Hz, 1H), 7.23 - 7.29 (m, 2H), 7.30 (d, J=9.1 Hz, 1H), 7.85 (d, J = 9.0 Hz, 1H).
3C NMR (75 MHz, DMSO)
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o (ppm) =61.1,61.3,61.7,64.7, 66.1, 103.3, 116.2, 120.2, 123.8, 125.6, 127.0, 129.7, 131.2,
141.3, 145.8, 148.8, 154.5, 157.3, 160.4, 161.4, 178.4.

2-(4-Chlor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (71f)

71f
C20H19CIO7
406.82 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 3. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 71f als gelber Feststoff (2.29 g,

5.62 mmol, 84 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 116.7 °C

Ry 0.47 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 3.34 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.96 (s, 4H), 5.30 (s, 2H), 7.26 (dd, J = 8.2,
1.9 Hz, 1H), 7.31 (d, /= 9.2 Hz, 1H), 7.40 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.86
(d, 4 =9.0 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 55.8, 56.5, 59.9, 60.9, 94.3, 111.0, 115.3, 118.6, 119.5, 120.3, 121.4, 1321,
136.0, 136.1, 140.7, 149.3, 154.2, 155.2, 156.2, 173.1.

2-(3-Chlor-5-fluor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (719)

g
CyH1gCIFO;
424.81 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 3. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigséureethylester (9:1 > 7:3) konnte das Produkt 71g als gelbes Ol (0.83 g,

1.96 mmol, 67 %) erhalten werden.
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Ry 0.51 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

'H NMR (600 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 3.18 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 3.98 (s, 4H), 5.00 (s, 2H), 7.05 (d, J = 9.1
Hz, 1H), 7.17 (dd, J = 8.0, 3.1 Hz, 1H), 7.29 (dd, J= 7.8, 3.1 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 9.0 Hz, 1H).
3C NMR (75 MHz, Chloroform-d)

d (ppm) = 56.5, 57.4, 60.4, 61.6, 99.9, 110.3, 116.4 (d, 2J(*C,"°F) = 23.9 Hz), 119.2, 119.7 (d,
2J(®C,"F) = 25.7 Hz), 121.1, 128.2 (d, 3J(3C,"°F) = 9.3 Hz), 129.4 (d, 3J(*C,"°F) = 11.0 Hz),
136.7, 141.3, 148.4 (d, *J(**C,"°F) = 3.6 Hz), 149.9, 153.4 (d, *J(**C,"°F) = 2.1 Hz), 156.6, 158.0
(d, "J("*C,"F) = 247.8 Hz), 174.2.

®F NMR (282 MHz, CDCl;)

o (ppm) =-115.8.

3,7,8-Trimethoxy-2-(2-(methoxymethoxy)-3-methylphenyl)-4H-chromen-4-on (71h)

71h
C21H2207
386.40 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 3. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigséureethylester (9:1 = 7:3) konnte das Produkt 71h als gelbes Ol (2.48 g,

6.42 mmol, 70 %) erhalten werden.

Ry 0.20 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (600 MHz, Chloroform-d)

O (ppm) = 2.41 (s, 3H), 3.27 (d, J = 0.8 Hz, 3H), 3.83 (d, J = 0.8 Hz, 3H), 3.96 (d, J = 0.8 Hz,
3H), 4.01 (d, J= 0.8 Hz, 3H), 4.95 (d, J = 0.8 Hz, 2H), 7.07 (dd, J =9.0, 0.8 Hz, 1H), 7.18 (t, J
=7.6 Hz, 1H), 7.33 — 7.41 (m, 2H), 8.03 (dd, J = 9.0, 0.8 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 16.4, 56.3, 56.5, 59.5, 60.9, 99.0, 110.9, 118.6, 120.3, 124.0, 125.2, 128.5, 131.7,
133.6, 136.1, 140.4, 149.3, 153.8, 155.8, 156.1, 173.2.

2-(3-Brom-5-fluor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (71i)
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71i
CyoH1gBrFO;
469.26 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 3. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 > 7:3) konnte das Produkt 71i als gelbes Ol (0.48 g,

1.02 mmol, 78 %) erhalten werden.

Ry 0.21 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (600 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 3.14 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.90 (s, 3H), 3.95 (s, 3H), 4.96 (s, 2H), 7.02 (d, J = 9.0
Hz, 1H), 7.19 (dd, J=7.9, 3.1 Hz, 1H), 7.43 (dd, J= 7.5, 3.1 Hz, 1H), 7.93 (d, J = 9.0 Hz, 1H).
3C NMR (151 MHz, Chloroform-d)

d (ppm) = 56.5, 57.4, 60.4, 61.6, 100.1, 110.3, 117.1 (d, 2J("*C,"F) = 23.9 Hz), 118.5 (d,
3J(C,"F) = 10.1 Hz), 119.2, 121.1, 122.6 (d, 2J(*C,"*F) = 25.4 Hz), 128.1 (d, 3J("*C,"F) = 8.9
Hz), 136.7, 141.2, 149.5 (d, “J("*C,"F) = 3.3 Hz), 149.9, 153.5, 156.6, 158.1 (d, "J(*C,"*F) =
248.7 Hz), 174.2.

F NMR (565 MHz, CDCl;)

o (ppm) = -115.9.

2-(3-Fluor-2-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (71j)

7
Ca0H19FO7
390.36 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 3. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigséureethylester (9:1 > 7:3) konnte das Produkt 71j als gelbes Ol (2.29 g,

5.87 mmol, 83 %) erhalten werden.

Rs 0.20 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)
'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
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6 (ppm) = 3.16 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 5.07 (d, J = 0.7 Hz, 2H), 7.27 -
7.38 (m, 2H), 7.43 (ddd, J=7.7,1.7, 1.0 Hz, 1H), 7.51 (ddd, J = 11.4, 8.2, 1.7 Hz, 1H), 7.86
(d, J=9.0 Hz, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-d)

S (ppm) = 56.9, 57.0, 60.2, 61.4, 99.5 (d, *J(*C,"*F) = 5.7 Hz), 119.0, 119.5 (d, 2J("*C,"F) =
19.3 Hz), 120.8, 125.3 (d, 3J(**C,"F) = 8.1 Hz), 126.9 (d, 3J("*C,"°F) = 3.3 Hz), 127.4 (d,
4J(®C,"F) = 2.3 Hz), 136.6, 141.2, 142.9 (d, 2J(*C,"F) = 12.2 Hz), 149.8, 154.1 (d, *J(**C,"°F)
= 3.0 Hz), 155.4 (d, "J(°C,"°F) = 246.0 Hz), 156.8, 173.6.

®F NMR (565 MHz, DMSO)

O (ppm) =-129.0.

2-(4-Chlor-3-(methoxymethoxy)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (71k)

r

0]

71k
CygH49CIO;
406.82 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 3. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 71k als beiger Feststoff (1.93 g,

4.74 mmol, 79 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 145.2 °C

Ry 0.21 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 3.48 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 3.93 (s, 3H), 3.97 (s, 3H), 5.38 (s, 2H), 7.31 (d, J= 9.1
Hz, 1H), 7.70 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.74 (dd, J = 8.4, 1.9 Hz, 1H), 7.83 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 8.00
(d, J=1.9 Hz, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.0, 56.5, 59.7, 61.1, 95.0, 111.0, 115.8, 118.2, 120.3, 122.4, 124.8, 130.4,
130.5, 136.1, 140.5, 148.9, 152.3, 152.9, 156.4, 173.5.

2-(2,3-Dichlorphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (711)

225



Experimentalteil

711
C1gH14Cl205
381.21 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 3. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 711 als gelber Feststoff (1.38 g,

3.62 mmol, 74 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 148.4 °C

Ry 0.25 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d)

o (ppm) = 3.71 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 7.34 (d, J=9.1 Hz, 1H), 7.55 - 7.62 (m, 1H),
7.74 (dd, J=7.7,1.5Hz, 1H), 7.88 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.88 (dd, J = 8.2, 1.5 Hz, 1H).

3C NMR (126 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.5, 59.9, 61.0, 111.2, 118.6, 120.3, 128.6, 130.2, 130.6, 131.9, 132.3, 1324,
136.2, 140.5, 149.2, 153.7, 156.4, 173.1.

2-(3-Chlorphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (71m)

71m
C1gH15CIO5
346.76 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 3. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
nach der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 > 7:3) konnte das Produkt 71m als gelber Feststoff
(0.92 g, 2.64 mmol, 72 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 152.7 °C

Ry 0.25 (n-Hexan/Essigséaureethylester 3:2)

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds)

o (ppm) = 3.84 (s, 3H), 3.91 (s, 3H), 3.96 (s, 4H), 7.30 (d, J=9.0 Hz, 1H), 7.61 — 7.67 (m, 2H),
7.82 (d, J=9.0 Hz, 1H), 7.99 (ddd, J= 6.4, 2.4, 1.7 Hz, 1H), 8.02 (td, J = 1.7, 0.8 Hz, 1H).
3C NMR (75 MHz, DMSO)
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o (ppm) = 56.5, 59.8, 61.0, 111.0, 118.2, 120.3, 126.7, 127.6, 130.5, 130.7, 132.6, 133.3,
136.1, 140.6, 148.9, 152.7, 156.4, 173.4.
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6.2.4 ASV. 4: Acidolyse der MOM-Schutzgruppe

R2 2 M HCliag
_——
MeOH/H,0
50 °C

Das entsprechende Methoxymethyl-geschiitzte Flavonoid I (1.00 Aqg.) wurde in Methanol
geldst und unter Ruhren mit einer 2 m Salzsdure-Losung versetzt. Der Reaktionsansatz wurde

auf 50 °C erwarmt und bis zum vollstdndigen Umsatz gerihrt.

Aufarbeitung A: Nach dem Abklhlen auf Raumtemperatur wurde unter starkem Ruhren
eiskaltes dest. Wasser (20.0 mL/mmol) hinzugegeben und die Suspension Gber Nachtbei 7 °C
stehen gelassen. Das ausgefallene Reaktionsprodukt wurde abfiltriert und mit (2.00 mL/mmol)
eiskaltem dest. Wasser gewaschen. Der Filterkuchen wurde in Ethanol aufgenommen und das
Lésungsmittel als Azeotrop am Rotationsverdampfer, mit einer Badtemperatur von 45 °C,
destillativ entfernt. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt und das Produkt ohne weitere

Reinigungsschritte flir den nachsten Schritt verwendet.

Aufarbeitung B: Das Lésungsmittelvolumen wurde unter vermindertem Druck um die Halfte
reduziert und die wassrige Suspension viermal mit Dichlormethan (10.0 mL/mmol) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit (10.0 mL/mmol) einer gesattigten
Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das

Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Tabelle 32: Experimentelle Ubersicht zur Acidolyse der MOM-Schutzgruppe.

Edukt MeOH | 2 m HCI Ausbeute

56 58
3.004g 70.0mL | 70.0 mL | 2.12g (79 %)
7.37 mmol 5.86 mmol
Ta 72a
3494 50.0 mL | 50.0 mL | 2.14 g (68 %)
7.93 mmol 5.39 mmol
71b 72b
350mg | 10.0 mL | 10.0 mL A 207 mg (66 %)
844 pmol 559 pmol
T1c 10.0 mL | 10.0 mL 72c
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043¢ 341 mg (87 %)
863 umol 751 pmol
71d 72d
2.02g 40.0 mL | 40.0 mL | 1.51 g (83 %)
4.48 mmol 3.71 mmol
e T2e
1.59¢g 1.27 g (90 %)
395 mmol | o0 A00ML S oe mmol
71f 72f
2104 30.0mL | 30.0mL | 1.78 g (95 %)
5.16 mmol 4.91 mmol
71g 729
0.60g 20.0 mL | 20.0 mL | 342 mg (64 %)
1.41 mmol 898 umol
71h 72h
2.00g 40.0mL | 40.0 mL | 1.22 g (69 %)
5.18 mmol 3.57 mmol
71i 72i
400mg | 10.0mL | 10.0 mL | 257 mg (71 %)
852 umol 604 umol
71j 72j
1.23 g 35.0mL | 35.0mL | 0.86 g (79 %)
3.15 mmol 2.49 mmol
71k 72k
2104 30.0mL | 30.0mL | 1.38g (74 %)
5.16 mmol 3.80 mmol

2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (58)

C+gH15CI0g
362.76 g/mol

Die Synthese erfolgte gemall der ASV.4 mit anschlieRender Aufarbeitung B. Das
Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der saulenchromatographischen
Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester mit 0.1 %
Triethylamin (3:2 - 2:3) konnte das Produkt 58 als weiler Feststoff (2.12 g, 5.86 mmol, 79 %)

erhalten werden.
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Schmelzpunkt 77.9 °C

Ry 0.35 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 3.72 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 7.01 (t, J=7.8 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 9.1 Hz,
1H), 7.42 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H), 7.57 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 9.0 Hz, 1H),
10.02 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.5, 59.8, 60.9, 110.8, 118.8, 120.1, 120.2, 120.4, 121.5, 129.5, 131.9, 136.2,
140.8, 149.6, 150.9, 154.4, 156.1, 173.4.

HPLC tr = 12.46 min (Methode 1) A.U.C =98.2 %

2-(2-Hydroxy-3-(trifluormethyl)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (72a)

72a
C19H15F306
396.32 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.4 mit anschlieBender Aufarbeitung B. Das
Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der saulenchromatographischen
Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (4:1 > 3:2)

konnte das Produkt 72a als weilder Feststoff (2.14 g, 5.39 mmol, 68 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 167.8 °C

Ry 0.45 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (600 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 3.89 (s, 3H), 3.89 (s, 3H), 3.95 (s, 3H), 7.02 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.14 (t, J = 7.8 Hz,
1H), 7.73 (dd, J= 7.8, 1.6 Hz, 1H), 7.93 (dd, J = 8.3, 6.2 Hz, 2H), 8.50 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 56.8, 61.8, 62.5, 110.6, 118.8, 120.5, 120.8, 121.1, 121.4, 124.5, 130.6 (d,
3J(®C,"°F) = 5.0 Hz), 133.7, 137.1, 139.3, 150.3, 153.5, 154.0, 157.1, 173.5.

F NMR (565 MHz, CDCl;)

0 (ppm) = -62.5.

HPLC tr = 13.96 min (Methode 1) A.U.C=95.9 %

2-(2-Hydroxy-3-isopropylphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (72b)
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72b
C21H220¢
370.40 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 4 mit anschlieBender Aufarbeitung A. Das Produkt
72b konnte als gelber Feststoff (207 mg, 559 ymol, 66 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 125.5 °C

Ry 0.32 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

'"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 1.28 (d, J = 6.8 Hz, 6H), 3.52 (p, J = 6.9 Hz, 1H), 3.88 (s, 2H), 3.97 (s, 2H), 4.01
(s, 3H), 7.09 (ddd, J=12.1, 8.2, 3.1 Hz, 2H), 7.43 (dd, J=7.5, 1.7 Hz, 1H), 7.63 (dd, J= 7.9,
1.7 Hz, 1H), 7.93 (br s, 1H), 8.00 (d, J = 9.0 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, CDCl5)

o (ppm) = 22.9, 27.3, 56.7, 61.9, 62.1, 110.4, 118.9, 119.0, 120.9, 121.2, 127.2, 129.8,
137.1, 139.0, 139.1, 150.4, 153.0, 156.0, 156.9, 173.7.

HPLC tr = 15.27 min (Methode 1) A.U.C =96.4 %

2-(2-Hydroxy-3-iodphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (72c)

72c
C1gH15106
454.22 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV. 4 mit anschlieRender Aufarbeitung A. Das Produkt
72c konnte als gelber Feststoff (341 mg, 751 ymol, 87 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 177.4 °C

Ry 0.43 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

'"H NMR (600 MHz, Chloroform-d)

O (ppm) = 3.93 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 4.01 (s, 3H), 6.87 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.08 (d, J = 9.0 Hz,
1H), 7.78 (dd, J=7.9, 1.6 Hz, 1H), 7.99 (dd, J= 7.7, 1.6 Hz, 1H), 8.00 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 8.49
(s, 1H).

3C NMR (151 MHz, CDCl;)

o (ppm) = 56.6,61.7,62.1, 88.5,110.4, 118.8, 118.8, 121.1, 122.4, 130.3, 136.9, 139.2, 142.6,

150.1, 153.9, 154.0, 156.8, 173 .4.
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HPLC fr = 13.90 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (72d)

72d
C4gH15BrOg
407.22 g/mol

Die Synthese erfolgte gemafl der ASV.4 mit anschlieRender Aufarbeitung B. Das
Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der saulenchromatographischen
Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester mit 0.1 %
Triethylamin (4:1 - 3:2) konnte das Produkt 72d als gelber Feststoff (1.51 g, 3.71 mmol,

83 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 176.3 °C

Ry 0.41 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d)

o (ppm) = 3.71 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 6.94 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 9.1 Hz,
1H), 7.44 (dd, J=7.7,1.6 Hz, 1H), 7.72 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.85 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 9.98
(s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.5, 59.8, 60.9, 110.7, 111.5, 118.9, 120.1, 120.2, 120.6, 130.2, 135.0, 136.2,
140.9, 149.6, 151.7, 154.3, 156.1, 173.5.

HPLC tr = 13.00 min (Methode 1) A.U.C = 96.1 %

2-(2-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (72e)

72e
C19H1807
358.35 g/mol

Die Synthese erfolgte gemall der ASV.4 mit anschlieRender Aufarbeitung B. Das
Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der saulenchromatographischen
Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 > 1:1)

konnte das Produkt 72e als gelber Feststoff (1.27 g, 3.56 mmol, 90 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 152.1 °C
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Ry 0.14 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds)

6 (ppm) = 3.70 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 3.95 (s, 3H), 6.91 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.99
(dd, J=7.8,1.6 Hz, 1H), 7.12 (dd, J= 8.0, 1.7 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.84 (d, J =
9.0 Hz, 1H), 9.26 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) =55.9, 56.5, 59.7, 60.9, 110.8, 113.5, 118.3, 118.7, 118.8, 120.2, 121.7, 136.1, 140.5,
144.9, 147.9, 149.4, 155.7, 156.0, 173.3.

HPLC tr = 11.06 min (Methode 1) A.U.C =98.9 %

2-(4-Chlor-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (72f)

72f
C4gH45ClOg
362.76 g/mol

Die Synthese erfolgte gemafl der ASV.4 mit anschlieRender Aufarbeitung A. Das
Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der saulenchromatographischen
Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (8:2 > 7:3)
konnte das Produkt 72f als gelber Feststoff (1.78 g, 4.91 mmol, 95 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 194.2 °C

Ry 0.37 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.71 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.95 (s, 3H), 7.02 (dd, J= 8.1, 2.1 Hz, 1H), 7.04 (d, J =
2.0 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.84 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 10.54
(s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.5, 59.7, 60.9, 110.8, 116.0, 117.2, 118.7, 118.9, 120.2, 132.1, 135.6, 136.1,
140.6, 149.4, 154.7, 156.1, 156.6, 173.2.

HPLC tr = 12.56 min (Methode 1) A.U.C =98.2 %

2-(3-Chlor-5-fluor-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (72g)
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729
C4gH14CIFOgq
380.75 g/mol

Die Synthese erfolgte gemall der ASV.4 mit anschlieBender Aufarbeitung B. Das
Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der saulenchromatographischen
Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (4:1 2> 3:2)

konnte das Produkt 729 als gelber Feststoff (342 mg, 898 umol, 64 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 165.3 °C

Ry 0.16 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.73 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 7.31 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.38 (dd, J = 8.6,
3.2 Hz, 1H), 7.61 (dd, J = 8.3, 3.2 Hz, 1H), 7.85 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 10.02 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d5)

d (ppm) = 56.6, 59.8, 61.0, 110.9, 116.0 (d, 2J(*C,"F) = 23.9 Hz), 118.8, 119.2, 120.2, 120.6
(d, 3J("3C,F) = 9.3 Hz), 122.2 (d, 3J(®*C,"®F) = 11.1 Hz), 136.2, 140.9, 147.8 (d, *J("*C,"°F) =
2.8 Hz), 149.6, 153.0 (d, *J("*C,"°F) = 1.5 Hz), 154.1 (d, "J(*C,"®F) = 239.0 Hz), 156.2, 173.4.
F NMR (282 MHz, DMSO)

o (ppm) = -123.0.

HPLC tr = 13.10 min (Methode 1) A.U.C = 98.3 %

2-(2-Hydroxy-3-methylphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (72h)

72h
C19H150¢
342.35 g/mol

Die Synthese erfolgte gemall der ASV.4 mit anschlieBender Aufarbeitung B. Das
Rohprodukt wurde n-Hexan/Essigsaureethylester umkristallisiert und das Produkt 72h konnte

als weiler Feststoff (1.22 g, 3.57 mmol, 69 %) erhalten werden.
Schmelzpunkt 145.9 °C

Ry 0.29 (n-Hexan/Essigséaureethylester 1:1)
'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
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o (ppm) = 2.24 (s, 3H), 3.69 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.95 (s, 3H), 6.88 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.23
(dd, J=8.1,1.6 Hz, 1H), 7.28 (dd, J = 8.5, 3.2 Hz, 2H), 7.84 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 9.04 (s, 1H).
3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 16.5, 56.5, 59.7, 60.9, 110.6, 118.2, 118.9, 118.9, 120.1, 125.8, 128.1, 132.8, 136.2,
140.7, 149.6, 153.0, 155.9, 156.0, 173.5.

HPLC tr = 12.94 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

2-(3-Brom-5-fluor-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (72i)

72i
C1gH14BrFOg
425.21 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 4 mit anschlieRender Aufarbeitung A. Das Produkt
72i konnte als gelber Feststoff (257 mg, 604 umol, 71 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 173.8 °C

Ry 0.25 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 3.95 (s, 3H), 3.97 (s, 3H), 4.01 (s, 3H), 7.08 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.41 - 7.56 (m,
2H), 7.99 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 8.11 (br s, 1H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d)

d (ppm) = 56.8, 61.9, 62.4, 110.7, 114.1 (d, 3J("*C,"F) = 10.1 Hz), 115.4 (d, 2J("*C,"F) =
24.5 Hz), 118.9, 120.2 (d, 3J("3C,"*F) = 8.2 Hz), 121.3, 123.6 (d, 2J("*C,"°F) = 25.8 Hz), 137.0,
139.8, 148.6 (d, *J(*C,"®F) = 2.7 Hz), 150.2, 152.8 (d, *J("*C,"F) = 1.4 Hz), 156.0 (d,
1J("3C,"%F) = 243.4 Hz), 157.2, 173.6.

F NMR (282 MHz, CDCl;)

o (ppm) = -121.3.

HPLC tr = 13.53 min (Methode 1) A.U.C =92.6 %

2-(3-Fluor-2-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (72j)

72j
C1gH15FOg
346.31 g/mol

235



Experimentalteil

Die Synthese erfolgte gemafl der ASV.4 mit anschlieRender Aufarbeitung B. Das
Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der saulenchromatographischen
Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester mit 0.1 %
Triethylamin (3:2 - 1:1) konnte das Produkt 72j als weil3er Feststoff (0.86 g, 2.49 mmol, 79 %)

erhalten werden.

Schmelzpunkt 130.9 °C

Ry 0.37 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.72 (s, OH), 3.82 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 6.97 (id, J= 8.0, 4.9 Hz, 1H), 7.27 (dt, J =
7.8,1.4 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.38 (ddd, J=11.2, 8.2, 1.6 Hz, 1H), 7.86 (d, J =
9.0 Hz, 1H), 10.18 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d&)

d (ppm) = 56.5, 59.8, 60.9, 110.8, 117.8 (d, 2J("*C,"F) = 18.5 Hz), 118.7, 119.1 (d, 3J("3C,®F)
= 7.3 Hz), 120.2, 121.0 (d, *J("*C,"°F) = 3.4 Hz), 125.9 (d, *J("*C,"°F) = 3.2 Hz), 136.2, 140.7,
143.4 (d, 2J("°C,"F) = 14.8 Hz), 149.5, 151.6 (d, "J(®C,""F) = 240.2 Hz), 154.2 (d, *J(*C,°F)
= 3.5 Hz), 156.1, 173.3.

F NMR (282 MHz, DMSO)

0 (ppm) = -134.5.

HPLC tr = 11.23 min (Methode 1) A.U.C =97.8 %

2-(4-Chlor-3-hydroxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (72k)

72k
C1gH15CIO0g
362.76 g/mol

Die Synthese erfolgte gemall der ASV.4 mit anschlieBender Aufarbeitung B. Das
Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der saulenchromatographischen
Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (8:2 > 7:3)
konnte das Produkt 72k als beiger Feststoff (1.38 g, 3.80 mmol, 74 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 217.2°C

Ry 0.29 (n-Hexan/Essigséaureethylester 1:1)

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds)

d (ppm) = 3.82 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 7.29 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.47 — 7.60 (m,
2H), 7.75 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.81 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 10.69 (s, 1H).
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3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.5, 59.7, 61.2, 110.9, 115.8, 118.2, 119.7, 120.3, 122.3, 130.2, 130.3, 136.2,
140.4, 148.9, 153.2, 153.2, 156.3, 173.5.

HPLC tr = 12.52 min (Methode 1) A.U.C = 96.3 %

6.2.5 ASV. 5: Ruthenium-katalysierte ortho-C(sp?)-H-Hydroxylierung

5.00 Mol% [RuCly(p-Cymol)],
1.10 Aqg. Selectfluor™

2.00 Ag. Ag,CO3

3.00 Ag. CF3COOH

TFAA, 80 °C

In einem ausgeheizten 100 mL SCHLENK-Rohr wurde das entsprechende Flavonoid I
(1.00 Aq.), Selectfluor™ (1.10 Aq.), Silbercarbonat (2.00 Aq.) und Dichloro-(p-cymol)-
ruthenium(ll) Dimer (5.00 Mol%) in Trifluoressigsaureanhydrid (15.2 mL/mmol) vorgelegt.
AnschlieRend wurde Trifluoressigsaure (3.00 Aq.) hinzugetropft, das SCHLENK-Rohr
druckdicht verschlossen und fiir 24 h in einem bereits auf 80 °C vorgeheizten Olbad geriihrt.
Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde die Reaktionslésung mit Dichlormethan
(30.0 mL/mmol) verdinnt, Gber Celite® abfiltriert und das Lésungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Der Ruckstand wurde in Methanol (50 mL/mmol) geldst und das Lésungsmittel
mittels Rotationsverdampfers mit einer Wasserbadtemperatur von 50 °C entfernt. Das
Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem

Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 8:2) gereinigt.

Tabelle 33: Experimentelle Ubersicht zur Ruthenium-katalysierten ortho-C(sp?)-H-Hydroxylierung der
3-Methoxyflavone.

Edukt Kat. Selectfluor™ | Ag.CO3 TFA TFAA Ausbeute
58 1
363 mg 30.6 mg 390 mg 552 mg 230 L 15.2mL | 192 mg (51 %)
1.00 mmol | 5.00 Mol% | 1.10 mmol | 2.00 mmol | 3.00 mmol 507 pmol
72a 2a
396 mg 30.6 mg 390 mg 552 mg 230 pL 15.2 mL 184 mg (45 %)
1.0 mmol | 5.00 Mol% | 1.10 mmol 2.0 mmol | 3.0 mmol 446 pmol
72b 2b
200 mg 16.5 mg 210 mg 298 mg 124 L | 8.21mL 101 mg (48 %)
540 pmol | 5.00 Mol% 594 umol 1.08 mmol | 3.00 mmol 261 pmol
72c 2c
318 mg 21.4 mg 287 mg 386 mg 161 pL 106mb 129 mg (39 %)
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0.7 mmol | 5.00 Mol% | 0.77 mmol 1.4 mmol | 2.1 mmol 274 ymol
72d 2d
407 mg 30.6 mg 390 mg 552 mg 230 pL 15.2 mL | 195 mg (46 %)
1.00 mmol | 5.00 Mol% | 1.10 mmol | 2.00 mmol | 3.00 mmol 461 pmol
72e 2e
358 mg 30.6 mg 390 mg 552 mg 230 uL 15.2 mL nicht stabil
1.0 mmol | 5.00 Mol% | 1.10 mmol 2.0 mmol | 3.00 mmol -
72f 2f
363 mg 30.6 mg 390 mg 552 mg 230 pL 15.2mL | 169 mg (45 %)
1.0 mmol | 5.00 Mol% | 1.10 mmol 2.0 mmol | 3.00 mmol 446 pmol
729 2g
283 mg 22.8 mg 290 mg 410 mg 171 yL 11.3 mL | 101 mg (34 %)
743 pmol | 5.00 Mol% 818 pmol 1.49 mmol | 2.23 mmol 255 pymol
72h 2h
342 mg 30.6 mg 390 mg 552 mg 230 uL 15.2mL | 171 mg (48 %)
1.00 mmol | 5.00 Mol% | 1.10 mmol 2.0 mmol | 3.00 mmol 477 pmol
72i 2i
250 mg 18.0 mg 229 mg 324 mg 124 pL 8.94 mL | 137 mg (53 %)
588 pmol | 5.00 Mol% 647 pmol 1.18 mmol | 3.00 mmol 311 ymol
72j 2j
346 mg 30.6 mg 390 mg 552 mg 230 L 15.2 mL | 157 mg (43 %)
1.00 mmol | 5.00 Mol% | 1.10 mmol | 2.00 mmol | 3.00 mmol 433 umol
72k 2k
363 mg 30.6 mg 390 mg 552 mg 230 pL 15.2mL | 122 mg (32 %)
1.0 mmol | 5.00 Mol% | 1.10 mmol 2.0 mmol | 3.00 mmol 322 pmol
711 2|
381 mg 30.6 mg 390 mg 552 mg 230 pL 15.2mL | 197 mg (50 %)
1.00 mmol | 5.00 Mol% | 1.10 mmol 2.0 mmol | 3.0 mmol 495 umol
71m 2m
347 mg 30.6 mg 390 mg 552 mg 230 L 15.2mL | 63 mg (17 %)
1.0 mmol | 5.00 Mol% | 1.10 mmol 2.0 mmol | 3.00 mmol 174 ymol

2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (1)

C1gH15CIO7
378.76 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal’ der ASV.5. Nach anschliefender Umkristallisation aus
Methanol konnte das Produkt 1 als gelber Feststoff (192 mg, 507 ymol, 51 %) erhalten
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werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

Uberein.11
Schmelzpunkt 213.7 °C (Lit.: 212 °C)282
Ry 0.34 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.71 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 3.93 (s, 3H), 6.65 (s, 1H), 7.01 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.42
(dd, J=7.7,1.7 Hz, 1H), 7.59 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 10.09 (s, 1H), 12.43 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.6, 60.1, 60.9, 95.8, 105.2, 119.8, 120.2, 121.6, 128.3, 129.5, 132.2, 139.4, 148.7,
150.9, 155.6, 156.5, 158.2, 178.6.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C1sH16CIO7 [M+H]: 379.0585; gefunden: 379.0584.

HPLC tr = 14.21 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

5-Hydroxy-2-(2-hydroxy-3-(trifluormethyl)phenyl)-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (2a)

C19H15F307
412.32 g/mol

Die Synthese erfolgte gemalt der ASV.5. Nach anschlieRender Umkristallisation aus

Methanol konnte 2a als gelber Feststoff (184 mg, 446 ymol, 45 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 195.4 °C

Ry 0.34 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.70 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 6.64 (s, 1H), 7.14 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.71
(dd, J=7.7,1.7 Hz, 1H), 7.76 (dd, J=7.9, 1.7 Hz, 1H), 10.41 (s, 1H), 12.41 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-db)

d (ppm) = 56.6, 60.1, 60.9, 95.8, 105.4, 117.7 (q, 2J(**C,"°F) = 30.0 Hz), 119.1, 119.6, 123.7
(9, "J('°C,"°F) = 272.4 Hz), 128.4, 129.3 (q, 3J(*C,"*F) = 5.2 Hz), 135.1, 139.9, 148.9, 152.9 —
153.9 (m), 154.6, 156.5, 158.2, 178.8.

F NMR (565 MHz, DMSO)

o (ppm) = -61.0.
HRMS (ESI): m/z berechnet fir C19H16F307 [M+H*]: 413.0848; gefunden: 413.0844.
HPLC tr = 15.35 min (Methode 1) A.U.C =>99 %
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5-Hydroxy-2-(2-hydroxy-3-isopropylphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (2b)

C21H207
386.40 g/mol

Die Synthese erfolgte gemalt der ASV.5. Nach anschlieRender Umkristallisation aus
Methanol konnte das Produkt 2b als gelber Feststoff (101 mg, 261 umol, 48 %) erhalten

werden.
Schmelzpunkt 157.8 °C
Ry 0.41 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) =1.21 (d, J = 6.8 Hz, 6H), 3.70 (d, J = 1.6 Hz, 6H), 3.91 (s, 3H), 6.62 (s, 1H), 6.95 (t,
J=7.6Hz 1H), 7.23 (dd, J= 7.7, 1.7 Hz, 1H), 7.35 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H), 9.08 (s, 1H),
12.50 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 22.6, 26.2, 56.5, 60.0, 60.9, 95.6, 105.2, 117.8, 119.2, 127.7, 128.3, 128.4, 136.3,
139.3, 148.9, 152.0, 156.5, 157.2, 158.0, 178.8.

HPLC tr = 16.71 min (Methode 1) A.U.C =91.0 %

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C21H2207 [M+H™]: 387.1444; gefunden: 387.1440.

5-Hydroxy-2-(2-hydroxy-3-iodphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (2c¢)

C1gH15107
470.22 g/mol

Die Synthese erfolgte gemalt der ASV. 5. Nach anschlieRender Umkristallisation aus
n-Hexan/Essigsaureethylester konnte das Produkt 2¢ als gelber Feststoff (129 mg, 274 pmol,

39 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 223.4°C

Ry 0.36 (n-Hexan/Essigséaureethylester 3:2)

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds)

d (ppm) = 3.69 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 6.63 (s, 1H), 6.79 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.44
(dd, J=7.6, 1.7 Hz, 1H), 7.92 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 10.05 (s, 1H), 12.43 (s, 1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO)
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o (ppm) = 56.6, 60.1, 60.9, 87.7, 95.7, 105.3, 118.0, 121.3, 128.4, 130.9, 139.5, 141.5, 148.8,
153.8, 155.7, 156.5, 158.2, 178.7.

HRMS (ESI): m/z berechnet fir C1sH16l107 [M+H™]: 470.9941; gefunden: 470.9939.

HPLC tr = 15.29 min (Methode 1) A.U.C =98.2 %

2-(3-Brom-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (2d)

C4gH15Bro7
423.22 g/mol

Die Synthese erfolgte gemall der ASV. 5. Nach anschlieender Umkristallisation aus
n-Hexan/Essigsaureethylester konnte das Produkt 2d als gelber Feststoff (195 mg, 461 umol,

46 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 210.2°C

Ry 0.24 (n-Hexan/Essigsaureethylester 7:3)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.70 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 6.64 (s, 1H), 6.95 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.44
(dd, J=7.6,1.6 Hz, 1H), 7.73 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 10.04 (s, 1H), 12.42 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.6, 60.1, 60.9, 95.8, 105.2, 111.6, 119.5, 120.7, 128.4, 130.2, 135.4, 139.5, 148.8,
151.7, 155.6, 156.5, 158.2, 178.7.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C1gH1sFO7 [M+H*]: 363.0880; gefunden: 363.0873.

HPLC tr = 14.61 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

5-Hydroxy-2-(2-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (2e)

C19H1g0g
374.35 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 5. Das Produkt 2d konnte als nicht stabiler gelber
Feststoff erhalten werden, welcher sich in Gegenwart von Luftsauerstoff bei Raumtemperatur

in ein rotes Ol und bei maRiger Warmeeinwirkung in einen braunen Feststoff verwandelte.

Rs 0.28 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)
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'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds)

o (ppm) = 3.70 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 6.63 (s, 1H), 6.87 (d, J=7.9
Hz, 1H), 6.94 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.08 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1H), 7.16
(t, J=8.0 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 8.33 (s, 1H), 9.37 (s, 1H), 12.47 (s, 1H).

MS (ESI): m/z berechnet fir C19H190s [M+H]: 375; gefunden: 375.

HPLC tr = 12.83 min (Methode 1) A.U.C =92.2 %

2-(4-Chlor-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (2f)

C4gH45CIO;
378.76 g/mol

Die Synthese erfolgte gemall der ASV. 5. Nach anschlielRender Umkristallisation aus
n-Hexan/Essigsaureethylester konnte das Produkt 2f als gelber Feststoff (169 mg, 446 umol,

45 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 240.7 °C

Ry 0.29 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.70 (s, 3H), 3.72 (s, 2H), 3.91 (s, 3H), 6.62 (s, 1H), 7.03 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.46
(d, J=8.0 Hz, 1H), 10.62 (s, 1H), 12.41 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) =57.0,60.6,61.4,96.3, 105.5, 116.6, 117.1, 119.4, 128.8, 132.5, 136.5, 139.6, 149.1,
156.4, 157.0, 157.1, 158.7, 178.9.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C1gH16CIO7 [M+H"]: 379.0585; gefunden: 379.0579.

HPLC tr = 14.16 min (Methode 1) A.U.C =>98.1 %

2-(3-Chlor-5-fluor-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (2g)

C4gH14CIFO7
396.75 g/mol

Die Synthese erfolgte gemall der ASV.5. Nach anschlieRender Umkristallisation aus
n-Hexan/Essigsaureethylester konnte das Produkt 2g als gelber Feststoff (101 mg, 255 uymol,

34 %) erhalten werden.
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Schmelzpunkt 245.0°C

Ry 0.34 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

'"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

6 (ppm) = 3.70 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 6.65 (s, 1H), 7.38 (dd, J = 8.4, 3.2 Hz, 1H),
7.63 (dd, J=8.2, 3.2 Hz, 1H), 10.09 (s, 1H), 12.36 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d5)

d (ppm) = 56.6, 60.2, 61.0, 95.9, 105.2, 115.9 (d, 2J(*C,"°F) = 23.9 Hz), 119.3 (d, 2J("*C,"°F) =
25.7 Hz), 120.0 (d, 3J('3C,"°F) = 8.9 Hz), 122.3 (d, 3J("*C,"°F) = 11.2 Hz), 128.4, 139.5, 147.9
(d, *J("3C,"F) = 2.6 Hz), 148.7, 154.2 (d, *J(*°C,"°F) = 1.9 Hz), 156.5, 158.3, 162.4 (d,
1J("3C,"°F) = 238.4 Hz), 178.6.

®F NMR (565 MHz, DMSO)

O (ppm) = -122.8.

HRMS (ESI): m/z berechnet fir C1sH1sCIFO7 [M+H*]: 397.0490; gefunden: 397.0487.

HPLC tr = 14.49 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

5-Hydroxy-2-(2-hydroxy-3-methylphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (2h)

C49H1807
358.35 g/mol

Die Synthese erfolgte gemals der ASV. 5. Nach anschlieRender Umkristallisation aus
n-Hexan/Essigsaureethylester konnte das Produkt 2h als gelber Feststoff (171 mg, 477 pymol,

48 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 213.3°C

Ry 0.40 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 2.24 (s, 3H), 3.69 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 3.91 (s, 3H), 6.62 (s, 1H), 6.89 (t, J = 7.5 Hz,
1H), 7.23 (dd, J=7.6, 1.7 Hz, 1H), 7.29 (dd, J = 7.5, 1.7 Hz, 1H), 9.11 (s, 1H), 12.50 (s, 1H).
3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 16.4, 56.5, 60.0, 60.9, 95.6, 105.2, 117.7, 119.0, 125.9, 128.0, 128.3, 133.1, 139.3,
148.8, 153.1, 156.5, 157.3, 158.1, 178.7.

HRMS (ESI): m/z berechnet fir C19H1907 [M+H*]: 359.1131; gefunden: 359.1123.

HPLC tr = 14.59 min (Methode 1) A.U.C =>99 %
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2-(3-Brom-5-fluor-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (2i)

2i
C1gH14BrFO;
441.21 g/mol

Die Synthese erfolgte gemall der ASV. 5. Nach anschlieender Umkristallisation aus
n-Hexan/Essigsaureethylester konnte das Produkt 2i als gelber Feststoff (137 mg, 311 umol,

53 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 251.4°C

Ry 0.38 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d)

0 (ppm) = 3.70 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 6.65 (s, 1H), 7.41 (dd, J = 8.4, 3.2 Hz, 1H),
7.74 (dd, J=7.9, 3.2 Hz, 1H), 10.04 (s, 1H), 12.36 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d5)

d (ppm) =56.6, 60.1, 61.0, 95.9, 105.2, 111.9 (d, 3J(*C,"°F) = 10.6 Hz), 116.4 (d, 2J(*C,"°F) =
23.7 Hz), 119.6 (d, 3J("*C,"F) = 8.8 Hz), 122.2 (d, 2J(*C,"°F) = 25.4 Hz), 128.4, 139.5, 148.7,
154.2 (d, *J("*C,"F) = 2.0 Hz), 154.3 (d, 'J("*C,"F) = 239.8 Hz), 154.9, 156.5, 158.3, 178.6.
F NMR (565 MHz, DMSO)

o (ppm) = -123.0.

HPLC tr = 14.93 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C1gH1sBrFO7 [M+H*]: 440.9985; gefunden: 440.9982.

2-(3-Fluor-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (2j)

C1gH45FO7
362.31 g/mol

Die Synthese erfolgte gemall der ASV.5. Nach anschlieRender Umkristallisation aus
n-Hexan/Essigsaureethylester konnte das Produkt 2j als gelber Feststoff (157 mg, 433 uymol,

43 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 208.6 °C
Rs 0.35 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)
'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds)
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6 (ppm) = 3.70 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 6.63 (s, 1H), 6.97 (td, J = 8.0, 4.7 Hz, 1H),
7.27 (dt, J=7.8, 1.3 Hz, 1H), 7.38 (ddd, J = 11.2, 8.2, 1.6 Hz, 1H), 10.25 (s, 1H), 12.41 (s,
1H).

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds)

d (ppm) = 56.5, 60.0, 60.8, 95.8, 105.0, 118.0 (d, 2J(**C,"°F) = 18.3 Hz), 119.1 (d, 3J("*C,"°F) =
7.0 Hz), 120.4 (d, 3J("3C,'°F) = 3.7 Hz), 125.8 (d, “J(*C,"°F) = 3.2 Hz), 128.3, 139.2, 143.4 (d,
2J(*C,"F) = 15.1 Hz), 148.5, 151.5 (d, "J(**C,"F) = 240.7 Hz), 155.3 (d, *J("*C,"°F) = 3.3 Hz),
156.4, 158.1, 178.4.

F NMR (282 MHz, DMSO)

O (ppm) = -134.3.

HRMS (ESI): m/z berechnet fir C1sH16FO7 [M+H"]: 363.0880; gefunden: 363.0873.

HPLC tr = 12.96 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

2-(4-Chlor-3-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (2k)

C4gH45CIO7
378.76 g/mol

Die Synthese erfolgte gemalt der ASV.5. Nach anschlieRender Umkristallisation aus
n-Hexan/Essigsaureethylester konnte das Produkt 2k als gelber Feststoff (122 mg, 322 ymol,

32 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 48.0 °C (Zersetzung)

Ry 0.28 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 3.82 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 3.93 (s, 3H), 6.62 (s, 1H), 7.49 — 7.56 (m, 1H), 7.57 (d, J
= 8.5 Hz, 1H), 7.76 (s, 1H), 10.74 (s, 1H), 12.35 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 56.5,60.0,61.2,95.9, 104.7, 115.8, 119.7, 122.8, 128.4, 129.7, 130.3, 138.9, 147.9,
153.2, 154.2, 156.4, 158.4, 178.5.

HRMS (ESI): m/z berechnet fir C1sH16CIO7 [M+H]: 379.0585; gefunden: 379.0581.

HPLC tr = 14.98 min (Methode 1) A.U.C =>96.9 %

2-(2,3-Dichlorphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (2I)
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21
C1gH14Cl206
397.20 g/mol

Die Synthese erfolgte gemall der ASV. 5. Nach anschlieender Umkristallisation aus
n-Hexan/Essigsaureethylester konnte das Produkt 21 als gelber Feststoff (197 mg, 495 umol,

50 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 184.8 °C

Ry 0.32 (n-Hexan/Essigsaureethylester 4:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.69 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 3.93 (s, 4H), 6.68 (s, 1H), 7.59 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.74
(dd, J=7.7,1.6 Hz, 1H), 7.90 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) =56.7,60.4,61.1, 96.3, 105.1, 128.4, 128.8, 130.3, 130.6, 131.4, 132.4, 132.8, 139.1,
148.3, 154.7, 156.6, 158.6, 178.4.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C1sH15Cl.0s [M+H*]: 397.0246; gefunden: 397.0241.

HPLC tr = 16.98 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

2-(3-Chlorphenyl)-5-hydroxy-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (2m)

2m
C1gH15CI0g
362.76 g/mol

Die Synthese erfolgte gemall der ASV.5. Nach anschlieRender Umkristallisation aus
n-Hexan/Essigsaureethylester konnte das Produkt 2m als gelber Feststoff (63 mg, 174 ymol,

17 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 188.3 °C

Ry 0.40 (n-Hexan/Essigsaureethylester 4:1)

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds)

o (ppm) = 3.81 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 3.93 (s, 3H), 6.64 (s, 1H), 7.61 — 7.72 (m, 2H), 7.99 (dt, J
=7.4,1.6 Hz, 1H), 8.02 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 12.30 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)
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o (ppm) = 56.6, 60.1, 61.0, 96.0, 104.8, 126.8, 127.6, 128.4, 130.8, 130.9, 132.1, 133.4, 139.1,
148.0, 153.7, 156.4, 158.5, 178.5.

HPLC tr = 17.49 min (Methode 1) A.U.C =>96.6 %

HRMS (ESI): m/z berechnet fir C1sH16ClOs [M+H]: 363.0635; gefunden: 363.0628.
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6.2.6 ASV. 6: Alkylierung von Boc-geschiitztem O-Benzylhydroxylamin

1) 1.10 Aq. NaH

o DMF, 0 °C o
>L J o - . OJKN/O
o N 2) 1.10 Ag. R-X i
R
DMF, RT
110 111a-e
X = Br, |

Die Darstellung von alkylierten tert-Butyl (Benzyloxy)carbamat-Derivaten wurde in Anlehnung
an die Vorschrift von COURTENS et al. durchgefiihrt.[*¢%!

Unter  Stickstoffatmosphéare wurde bei 0°C zu einer Lésung von
tert-Butyl (Benzyloxy)carbamat (110) (1.00 Aq.) in absolutem N,N-Dimethylformamid
Natriumhydrid (60%ige Dispersion in Mineraldl, 1.20 Aq.) hinzugegeben und fiir 20 min
geriihrt. Zu der Suspension wurde langsam das entsprechende Alkylhalogenid (1.20 Aq.)
hinzugetropft, der Reaktionsansatz auf 60 °C erwarmt und fir 16 h zur Reaktion gebracht.
Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde die Suspension mit dest. Wasser
(6.00 mL/mmol) verdunnt und viermal mit n-Hexan (6.00 mL/mmol) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch

n-Hexan/Essigsaureethylester (100:0 - 95:5) gereinigt.

Tabelle 34: Experimentelle Ubersicht zur Alkylierung von Boc-geschiitztem O-Benzylhydroxylamin.

Edukt NaH Alkylhalogenid DMF Ausbeute
110 Methyliodid 111a
2504g 0494 191¢g 30.0 mL | 1.84 g (69 %)
11.2 mmol | 13.4 mmol 13.4 mmol 7.75 mmol
110 Ethyliodid 111b
2.00g 043¢ 1.71g 30.0 mL | 1.96 g (87 %)
8.96 mmol | 10.7 mmol 10.7 mmol 7.80 mmol
110 Brompropan 111c
1.51g 0.33¢g 1.00 g 20.0 mL | 1.37 g (76 %)
6.77 mmol | 8.13 mmol 8.13 mmol 5.16 mmol
110 Propargylbromid (80 Gew.-%. in Toluol) 111d
2204 0474 1.05 mL 30.0 mL | 2.07 g (80 %)
9.85 mmol | 11.8 mmol 11.8 mmol 7.92 mmol
110 2-Brompropan 111e
3.004g 0.65¢g 1.98¢g 50.0 mL | 2.31 g (65 %)
13.4 mmol | 16.1 mmol 16.1 mmol 8.72 mmol
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tert-Butyl (Benzyloxy)(methyl)carbamat (111a)

S o

111a
C13H1gNO3
237.30 g/mol

Die Synthese erfolgte gemafR der ASV. 6. Das Produkt 111a konnte als farblose Flussigkeit
(1.84 g, 7.75 mmol, 69 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in

der Literatur angegebenen (iberein. 488!

Ry 0.42 (n-Hexan/Essigsaureethylester 7:3)
"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)
0 (ppm) = 1.41 (s, 9H), 3.00 (s, 3H), 4.79 (s, 2H), 7.35 — 7.41 (m, 5H).

tert-Butyl (Benzyloxy)(ethyl)carbamat (111b)
e L
A0
N

111b
C14H21NO3
251.33 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 6. Das Produkt 111b konnte als farblose Fliissigkeit
(1.96 g, 7.80 mmol, 87 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in

der Literatur angegebenen Uberein.[487]

Ry 0.67 (n-Hexan/Essigsaureethylester 8:2)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 1.06 (s, 9H), 1.16 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 4.24 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 4.87 (s, 2H), 7.26 —
7.40 (m, 5H).

tert-Butyl (Benzyloxy)(propyl)carbamat (111¢c)
(0]
S e

111c
C15H23NO3
265.35 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV. 6. Das Produkt 111c konnte als farblose Flissigkeit
(1.37 g, 5.16 mmol, 76 %) erhalten werden.

Rs 0.55 (n-Hexan/Essigsaureethylester 9:1)
'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
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8 (ppm) = 0.83 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 1.42 (s, 9H), 1.52 (h, J = 6.9 Hz, 2H), 3.33 — 3.38 (m, 1H),
4.78 (s, 2H), 7.26 — 7.47 (m, 5H).

tert-Butyl (Benzyloxy)(prop-2-yn-1-yl)carbamat (111d)

S A e
.

111d
C15H1gNO3
261.32 g/mol

Die Synthese erfolgte geman der ASV. 6. Das Produkt 111d konnte als farblose Flussigkeit
(2.07 g, 7.92 mmol, 80 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in

der Literatur angegebenen (iberein. 488

Ry 0.47 (n-Hexan/Essigsaureethylester 9:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d)

0 (ppm) = 1.42 (s, 9H), 3.20 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 4.17 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 4.84 (s, 2H), 7.14 -
7.56 (m, 5H).

tert-Butyl (Benzyloxy)(isopropyl)carbamat (111e)
Lo L
0
A

111e
C15H23NO3
265.35 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 6. Das Produkt 111e konnte als farblose Flissigkeit
(2.31 g, 8.72 mmol, 65 %) erhalten werden.

Ry 0.58 (n-Hexan/Essigsaureethylester 9:1)

"H NMR (600 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) =1.20 (d, J=6.7 Hz, 6H), 1.53 (s, 10H), 4.23 (hept, J = 6.7 Hz, 1H), 4.84 (s, 2H), 7.31
—7.45 (m, 5H).
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6.2.7 ASV.7: Acidolyse der tert-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe

9 10.0 Ag. TFA 0.,
oy Or HN" R
R2

CH,Cly, 0°C > RT R?

Die Entschutzung der tert-Butoxycarbonyl-geschitzten Hydroxylamine wurde in Anlehnung an
die Vorschrift von GRIGG et al. durchgefiinhrt.8"]

Das entsprechende tert-Butoxycarbonyl-geschiitzte Hydroxylamin (1.00 Aq.) wurde in
Dichlormethan geldst und unter Eiskiihlung langsam mit Trifluoressigsaure (10.0 Aq.) versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde auf Raumtemperatur aufwdrmen gelassen und fir 16 h gerihrt.
Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der RuUckstand in
(10.0 mL/mmol) eiskalter gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung aufgenommen und
viermal mit jeweils (5.00 mL/mmol) Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an

Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 > 8:2) gereinigt.

Tabelle 35: Experimentelle Ubersicht zur Acidolyse der Boc-Schutzgruppe.

Edukt TFA CH:ClI Ausbeute

111a 108a
1.84 g 5.94mL | 20.0 mL | 0.78 g (87 %)
7.75 mmol 4.50 mmol
111b 108b
1.96 g 5.97 mL | 20.0 mL | 1.09 g (92 %)
7.80 mmol 7.21 mmol
111c 108c
1.37¢g 3.95mL | 20.0 mL | 0.74 g (87 %)
5.16 mmol 4.50 mmol
111d 108d
27449 8.03mL  20.0mL | 1.25 g (74 %)
10.5 mmol 7.75 mmol
111e 108e
231g 6.67 mL | 20.0 mL | 1.26 g (87 %)
8.72 mmol 7.63 mmol
116 117
0.50 0.319 (94 %
1.71 mriol 200 mk | 10.0/mt 1.6’lgr(nmol )
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O-Benzyl-N-methylhydroxylamin Hydrochlorid (108a)

HCI-HN/O N :

\
108a

17354 gnol
Die Synthese erfolgte gemal der ASV.7. Das Produkt wurde in 20.0 mL absolutem
Diethylether gel6st und unter Eiskihlung der pH-Wert mit 4 m Salzs&ure in 1,4-Dioxan auf 1
eingestellt. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit Diethylether gewaschen und unter
Hochvakuum getrocknet. 108a konnte als weil3es Pulver (0.78 g, 4.50 mmol, 87 %) erhalten
werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

Uberein 148l

H NMR (300 MHz, DMSO-d&)
5 (ppm) = 2.86 (s, 3H), 5.14 (s, 2H), 7.28 — 7.56 (m, 5H), 12.32 (br s, 2H).
HPLC tz = 5.05 min (Methode 1) A.U.C = >99 %

O-Benzyl-N-ethylhydroxylamin (108b)

!

108b
CgH13NO
151.21 g/mol
Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 7. Das Produkt 108b konnte als klare Flissigkeit
(1.09 g, 7.21 mmol, 92 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in

der Literatur angegebenen Uberein.[*87]

'H NMR (300 MHz, DMSO-db)

5 (ppm) = 0.98 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 2.68 — 2.91 (m, 2H), 4.60 (s, 2H), 6.50 (t, J = 6.2 Hz, 1H),
7.21—7.41 (m, 5H).

HPLC tz = 5.79 min (Methode 1) A.U.C (220 nm) = 89.4 %

O-Benzyl-N-propylhydroxylamin (108c)

H

108c
C4oH15NO
165.24 g/mol
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Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 7. Das Produkt 108c konnte als gelbliche Flussigkeit
(0.74 g, 4.50 mmol, 87 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in

der Literatur angegebenen (iberein.*%%

'H NMR (600 MHz, DMSO-d&)

5 (ppm) = 0.85 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 1.43 (h, J = 7.3 Hz, 2H), 2.74 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 4.59 (s,
2H), 5.75 (d, J = 0.6 Hz, 1H), 6.54 (s, 1H), 7.24 — 7.36 (m, 5H).

HPLC tz = 6.86 min (Methode 1) A.U.C (220 nm) = 89.5 %

O-Benzyl-N-(prop-2-yn-1-yl)hydroxylamin (108d)

o
HN

Z
108d
C1oH11NO
161.20 g/mol
Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 7. Das Produkt 108d konnte als klare Flussigkeit
(1.25 g, 7.75 mmol, 74 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in

der Literatur angegebenen Uberein. 488

'H NMR (600 MHz, DMSO-dc)
5 (ppm) = 3.06 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 3.53 (dd, J = 6.1, 2.5 Hz, 2H), 4.66 (s, 2H), 6.79 (t, J = 6.1
Hz, 1H), 7.25 — 7.31 (m, 1H), 7.31 — 7.38 (m, 4H).

O-Benzyl-N-isopropylhydroxylamin (108e)

/O\/©
HN

A

108e
C1oH15NO
165.24 g/mol
Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 7. Das Produkt 108e konnte als klare Flissigkeit
(1.26 g, 7.63 mmol, 87 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in

der Literatur angegebenen Uberein.[487]

'H NMR (600 MHz, DMSO-dc)

5 (ppm) = 0.96 (d, J = 6.3 Hz, 6H), 3.00 — 3.08 (m, J = 6.2 Hz, 1H), 4.60 (s, 2H), 6.33 (d, J =
5.7 Hz, 1H), 7.27 (ddd, J = 8.6, 5.4, 2.3 Hz, 1H), 7.30 — 7.36 (m, 4H).

HPLC tz = 6.67 min (Methode 1) A.U.C (220 nm) = 97.0 %

3-Amino-N-phenethylpropanamid (117)
253



Experimentalteil

HZN/\iN«/Q

H

17
C11H1gN20
192.26 g/mol

Die Darstellung von 3-Amino-N-phenethylpropanamid (117) wurde von BEATE LUNGERICH
durchgefinhrt.

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 7. Das Produkt 117 konnte als klare Flussigkeit (0.31 g,
1.61 mmol, 94 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der

Literatur angegebenen Uberein. %"

'H NMR (300 MHz, DMSO-dc)

8 (ppm) = 2.41 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.71 (dd, J = 8.3, 6.6 Hz, 2H), 2.95 (s, 2H), 3.17 — 3.37 (m,
2H), 7.14 — 7.24 (m, 3H), 7.24 — 7.35 (m, 2H), 8.22 (t, J = 5.5 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

5 (ppm) = 32.8, 35.1, 35.7, 40.2, 126.1, 128.3, 128.6, 139.4, 158.1, 158.5, 169.5.
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6.2.8 ASV. 8: Darstellung von O-alkylierten Hydroxylaminen tiber die analoge
GABRIEL-Synthese

NHPI

o)
Py NEts /R H,oNNH, H,0 R
X R ————————> N-O H,N-O
MeCN, Reflux 2
o)
I

X =Cl, Br

Die Darstellung der Hydroxylamine und Hydroxylamin Hydrochloride wurde in Anlehnung an
die Vorschrift von PFLIEGER et al. durchgefiihrt.[45"]

Das entsprechende Alkylhalogenid | (1.00 Aq.), N-Hydroxyphthalimid und Triethylamin wurden
in Acetonitril bzw. N,N-Dimethylformamid bis zur vollstdndigen Umsetzung zum Ruckfluss
erhitzt. Nach dem Abklhlen auf Raumtemperatur wurde das Ldsungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in (10.0 mL/mmol) Essigsaureethylester geldst
und erschopfend mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das Phthaloyl-geschitzte Hydroxylamin Il wurde ohne

weitere Reinigungsschritte direkt im nachsten Schritt eingesetzt.

Methode A: Das entsprechende Phthaloyl-geschiitzte Hydroxylamin Il (1.00 Ag.) wurde in
Ethanol gelést und mit Hydrazin Monohydrat (HM: 98%ige-Lésung) versetzt. Der
Reaktionsansatz wurde fir 2h zum Ruckfluss erhitzt und nach dem Abkuhlen auf
Raumtemperatur fir 1 h bei 0 °C stehen gelassen. Der Niederschlag wurde abgesaugt und
zweimal mit jeweils 10.0 mL eiskaltem Ethanol gewaschen. Das Filtrat wurde auf 0 °C
abgekihlt und bei standigem Rihren der pH-Wert mit 4 m Salzsaure in 1,4-Dioxan auf 2 bis 3
eingestellt. Das ausgefallene Reaktionsprodukt wurde abgesaugt und mit 1,4-Dioxan

gewaschen.

Methode B: Das entsprechende Phthaloyl-geschiitzte Hydroxylamin Il (1.00 Ag.) wurde in
Dichlormethan oder Tetrahydrofuran gelést und mit Hydrazin Monohydrat (HM: 98%ige-
Lésung) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 4 h bei Raumtemperatur gerihrt, dann tber
Nacht bei 7 °C stehen gelassen und der Niederschlag abgesaugt. Das Filtrat wurde dreimal
mit jeweils (5.00 mL/mmol) gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung und einmal mit
(5.00 mL/mmol) gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde
Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck

entfernt. Der Rickstand wurde in (5.00 mL/mmol) absolutem Diethylether gelést und unter
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Eisklhlung mit 4 m Salzsaure in 1,4-Dioxan der pH-Wert auf 1 eingestellt. Die Suspension

wurde uUber Nacht bei -20 °C stehen gelassen, das ausgefallene Hydroxylamin Hydrochlorid 1l

abfiltriert und mit (2.00 mL/mmol) eiskaltem absolutem Diethylether gewaschen.

Tabelle 36: Experimentelle Ubersicht zur Darstellung der Hydroxylamine und Hydroxylamin

Hydrochloride.

Phthaloyl-Schiitzung

Substrat
177
9.99¢g
55.2 mmol
146
430¢g
18.5 mmol
153¢c
515¢
30.7 mmol
153d
5.00¢g
39.2 mmol
153e
5.00¢g
30.5 mmol
153f
5.00¢g
30.5 mmol
153g
3.004g
12.0 mmol
153h
3.004g
19.2 mmol
153i
10.0 g
39.2 mmol
153j
5.00 g
34.6 mmol
153k

Reagenzien
NHPI: 10.8 g, 66.2 mmol
NEts: 6.70 g, 66.2 mmol

DMF: 100 mL
NHPI: 3.48 g, 21.3 mmol
NEts: 2.16 g, 21.3 mmol

MeCN: 100 mL
NHPI: 5.00 g, 30.7 mmol
NEts: 3.41 g, 33.7 mmol

MeCN: 50.0 mL
NHPI: 7.67 g, 47.0 mmol
NEts: 8.73 g, 86.2 mmol

MeCN: 200 mL
NHPI: 5.97 g, 36.6 mmol
NEts: 6.79 g, 67.1 mmol

MeCN: 200 mL
NHPI: 5.97 g, 36.6 mmol
NEts: 6.79 g, 67.1 mmol

MeCN: 100 mL
NHPI: 2.35 g, 14.4 mmol
NEts: 1.46 g, 14.4 mmol

MeCN: 50.0 mL
NHPI: 3.75 g, 23.0 mmol
NEts: 2.33 g, 23.0 mmol

MeCN: 100 mL
NHPI: 7.68 g, 47.1 mmol
NEts: 5.16 g, 51.0 mmol

MeCN: 100 mL
NHPI: 6.77 g, 41.5 mmol
NEts: 4.55 g, 45.0 mmol

MeCN: 100 mL
NHPI 6.00 g, 37.3 mmol

Substrat
178
12.7 g
48.2 mmol
147
383 mg
1.22 mmol
155¢
1.00 g
3.39 mmol
155d
0.60 g
2.36 mmol
155e
2.00g
7.87 mmol
155f
2.00g
7.87 mmol
155¢g
3.99¢
12.0 mmol
155h
3.40¢
12.0 mmol
155i
11.2g
33.2 mmol
155j
2.00g
7.37 mmol
155k

Hydrazinolyse

Reagenzien
HM: 4.78 mL, 96.5 mmol

CH2Cl2: 100 mL

HM: 121 uL, 2.44 mmol
THF: 11.0 mL

HM: 185 uL, 3.73 mmol
CH2Cl2: 25.0 mL

HM: 467 pL, 9.44 mmol
CH2Cl2: 50.0 mL

HM: 1.17 mL, 23.6 mmol
CH2Cl2: 40.0 mL

HM: 389 L, 7.87 mmol
EtOH: 20.0 mL

HM: 653 uL, 13.2 mmol
CH2Cl2: 50.0 mL

HM: 653 uL, 13.2 mmol
CH2Cl2: 60.0 mL

HM: 6.58 mL, 133 mmol
CH2Cl2: 100 mL

HM: 365 uL, 7.37 mmol
EtOH: 20.0 mL

HM: 912 uL, 18.4 mmol

Ausbeute
124
7.35 9 (90 %)
43.5 mmol
148
0.22 g (60 %)
1.17 mmol
156¢

441 mg (65 %)

2.68 mmol
156d
0.38 g (67 %)
1.93 mmol
156e
0.86 g (52 %)
4.52 mmol
156f
1.43 g (56 %)
7.23 mmol
1569
2459 (71 %)
10.3 mmol
156h
1.86 g (51 %)
9.81 mmol
156i
5.99 g (63 %)
24.7 mmol
156j
1.24 g (42 %)
6.98 mmol
156k

256



Experimentalteil

5.009
31.1 mmo
153l
2009
6.74 mmol
153m
518¢
34.2 mmol
153n
5.009
35.6 mmol
1530
5.009
20.9 mmol
153q
2.00g
12.3 mmo
153r
5.00¢g
24.2 mmol
1563s
5.00¢g
31.1 mmo
156t
5.00¢g
25.1 mmo
153u
5.00¢g
25.5 mmol
153v
5.00 g
25.6 mmol
153w
5.00 g
25.6 mmol
153x
8.15¢
46.0 mmo
153y
5.004g

NEts 4.09 g, 40.4 mmol
MeCN 100 mL
NHPI: 1.32 g, 8.08 mmol
NEts: 0.89 g, 8.76 mmol
MeCN: 50.0 mL
NHPI: 6.69 g, 41.0 mmol
NEts: 4.15 g, 41.0 mmol
MeCN: 200 mL
NHPI 6.96 g, 42.7 mmol
NEts 4.68 g, 46.3 mmol
MeCN 100 mL
NHPI: 4.09 g, 25.1 mmol
NEts: 2.75 g, 27.2 mmol
MeCN: 100 mL
NHPI: 2.41 g, 14.8 mmol
NEts: 1.49 g, 14.8 mmol
MeCN: 100 mL
NHPI: 4.73 g, 29.0 mmol
NEts: 3.18 g, 31.5 mmol
MeCN: 100 mL
NHPI 6.00 g, 37.3 mmol
NEts 4.09 g, 40.4 mmol
MeCN 100 mL
NHPI: 4.92 g, 30.1 mmol
NEts: 3.30 g, 32.6 mmol
MeCN: 100 mL
NHPI: 4.99 g, 30.6 mmol
NEts: 3.10 g, 30.6 mmol
MeCN: 200 mL
NHPI: 5.01 g, 30.7 mmol
NEts: 3.11 g, 30.7 mmol
MeCN: 100 mL
NHPI: 5.01 g, 30.7 mmol
NEts: 3.11 g, 30.7 mmol
MeCN: 100 mL
NHPI: 9.00 g, 55.2 mmol
NEts: 5.59 g, 55.2 mmol
MeCN: 200 mL
NHPI: 8.23 g, 50.4 mmol
NEts: 5.52 g, 54.6 mmol

529¢
18.4 mmo
1551
238¢
6.01 mmol
155m
4.87g
17.5 mmol
155n
3.11g
11.6 mmol
1550
2.00g
6.23 mmol
155q
2.60g
8.99 mmol
155r
2.00g
6.91 mmol
155s
4.20 g
14.6 mmol
155t
2.88¢g
10.2 mmol
155u
6.37 g
22.9 mmol
155v
215¢
6.67 mmol
155w
7154
22.2 mmol
155x
4.56 g
17.6 mmol
155y
1.30g

EtOH: 70.0 mL

HM: 1.19 mL, 24.1 mmol
CH2Cl2: 50.0 mL

HM: 1.73 mL, 35.0 mmol
CH2Cl2: 150 mL

HM: 634 uL, 12.8 mmol
EtOH: 30.0 mL

HM: 308 L, 6.23 mmol
EtOH: 20.0 mL

HM: 489 uL, 9.89 mmol
CH2Cl2: 50.0 mL

HM: 342 uL, 6.91 mmol
EtOH: 20.0 mL

HM: 723 pL, 14.6 mmol
EtOH: 60.0 mL

HM: 507 pL, 10.2 mmol
EtOH: 50.0 mL

HM: 2.27 mL, 45.8 mmol
CH2Cl2: 150 mL

HM: 330 uL, 6.67 mmol
EtOH: 40.0 mL

HM: 4.40 mL, 88.8 mmol
CH2Cl2: 100 mL

HM: 1.75 mL, 35.2 mmol
CH2Cl2: 100 mL

HM: 0.64 mL, 12.9 mmol
CH2Cl2: 30.0 mL

1.86 g (43 %)
9.58 mmol
1561
1.21 g9 (72 %)
4.86 mmol
156m
2.23 g (44 %)
15.1 mmol
156n
1.43 g (68 %)
10.4 mmol
1560
1.04 g (67 %)
4.58 mmol
156q
1.34 g (56 %)
6.85 mmol
156r
0.45 g (25 %)
2.28 mmol
156s
2.46 g (59 %)
12.7 mmol
156t
1.76 g (69 %)
9.38 mmol
156u
3.19 g (84 %)
21.5 mmol
156v
1.34 g (67 %)
5.86 mmol
156w
3.34 g (68 %)
17.4 mmol
156x
1.89 g (48 %)
11.4 mmol
156y
3.72 g (28 %)
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42.0 mmol DMF: 100 mL 6.46 mmol 3.46 mmol
153z NHPI: 10.6 g, 64.8 mmol 155z 156z
HM: 4.95 mL, 100 mmol
1089 NEts: 6.56 g, 64.8 mmol 1349 7.23 9 (74 %)
CH2Cl2: 200 mL
54.0 mmol MeCN: 200 mL 50.0 mmol 41.6 mmol
153aa NHPI: 10.6 g, 65.1 mmol 155aa 156aa
HM: 4.95 mL, 100 mmol
10.8 g NEts: 6.56 g, 65.1 mmol 14.1¢9 8.43 g (84 %)
CH2Cl2: 100 mL
54.2 mmol MeCN: 200 mL 50.0 mmol 44.9 mmol
153ac NHPI: 11.9 g, 72.7 mmol 155ac 156ac
HM: 405 pL, 8.19 mmol
10.0 g NEts: 7.36 g, 72.7 mmol 2.02¢ 0.85 g (55 %)
EtOH: 40.0 mL
60.6 mmol MeCN: 200 mL 8.19 mmol 5.56 mmol
179 180
HM: 808 uL, 16.3 mmol
- - 1.30¢g 0.63 g (80 %)
CH2Cl2: 20.0 mL
5.44 mmol 4.33 mmol

Methyl 2-(Aminooxy)-2-methylpropanoat Hydrochlorid (124)

1.20 Ag. NHPI ) 4.00 Aq. Ho;NNH,-H,0
0 1.20 Aq. NEt3 % CH,Clp, RT o}
Br. .0 -
7&0 DMF 90 °C 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan HCI-HoN 7&0
Et,0, RT
177 124
CsH1,CINO,
169.61 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV. 8 nach Methode B. Das Produkt 124 konnte Gber zwei
Stufen als weil3er Feststoff (7.35 g, 43.5 mmol, 90 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 156.2 °C

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 1.49 (s, 6H), 3.71 (s, 3H), 10.80 (br s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 23.19, 52.67, 52.70, 82.71, 172.13.

Elementaranalyse (%)

Berechnet fur CsH12CINOs: C 35.41, H 7.13, N 8.26 gefunden: C 35.32, H7.41, N 8.26.

2-(Aminooxy)-N-(4-fluorphenyl)acetamid (148)

F
1.15 Ag. NHPI 0
. F
1.15 Ag. NEt3 Q /o\)L /©/ 2.00 Ag. HoNHNH,-H,0 o
\)L \ N o N
MeCN Reflux o THF, RT HoN” N
147 BLK-121

CgHgFN,0,
184.17 g/mol
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Die Darstellung von 2-(Aminooxy)-N-(4-fluorphenyl)acetamid (148) wurde von BEATE
LUNGERICH durchgefuhrt.

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 8 nach Methode B, jedoch ohne die Fallung als
Hydrochlorid. Das Zwischenprodukt 147 wurde aus n-Hexan/Essigsaureethylester
umkristallisiert. Das Produkt 148 konnte Uber zwei Stufen als weiller Feststoff (0.22 g,

1.17 mmol, 60 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 113.9 °C

Ry 0.37 (Dichlormethan/Methanol 95:5)

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds)

o (ppm) = 4.12 (s, 2H), 6.44 (s, 2H), 6.88 — 7.32 (m, 2H), 7.53 — 7.86 (m, 2H), 9.74 (s, 1H).
3C NMR (75 MHz, DMSO-ds)

d (ppm) = 74.5, 115.2 (d, 2J("3C,"®F) = 22.1 Hz), 121.4 (d, 3J("*C,"F) = 7.9 Hz), 134.9 (d,
4J(C,"F) = 2.7 Hz), 158.1 (d, 'J("*C,"°F) = 239.8 Hz), 168.8.

HPLC tr = 6.18 min (Methode 2) AU.C=97.9 %

O-((2-Chlorthiazol-5-yl)methyl)hydroxylamin (156c¢)

1.00 Ag. NHPI o s._Cl
ST/C| 1.10 Ag. NEt3 /—@: 1.10 Aq. HoNNH,-H,0 HN-0  s._Cl
L T N-O ud/
cl N MeCN, Reflux CH,Cly, RT NN
o}
153¢ 155¢ 156¢

C4H5CIN,OS

164.61 g/mol

Die Synthese erfolgte gemafl der ASV. 6 nach Methode B, jedoch ohne die Fallung als
Hydrochlorid. Das Produkt 156¢c konnte Uber zwei Stufen als brauner Feststoff (441 mg,
2.68 mmol, 65 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der

Literatur angegebenen Uberein.1%2
Schmelzpunkt 41.1°C
H NMR (300 MHz, DMSO-ds)

5 (ppm) = 4.69 (d, J = 0.9 Hz, 2H), 6.27 (s, 2H), 7.62 (t, J = 0.9 Hz, 1H).
HPLC tz = 3.73 min (Methode 1) A.U.C = >99 %

O-(Pyridin-4-ylmethyl)hydroxylamin Dihydrochlorid (156d)
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120 Aq. NHPI o — 1) 1.00 Aq. H,NNH,-H,0
v@ Hel 2.20 Aq. NEt3 Nioﬁ@N EtOH, Reflux ‘ XN

MeCN Reflux 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan 2HCI-H2N/O 7
Et,0, RT
153d 155d 156d
CeH10CIoN,O
197.06 g/mol

Die Synthese erfolgte gemall der ASV. 8 nach Methode B. Das Produkt 156d konnte Uber
zwei Stufen als gelber Feststoff (0.38 g, 1.93 mmol, 67 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein. %

Schmelzpunkt 168.7 °C

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds)

0 (ppm) = 5.42 (s, 2H), 7.98 — 8.04 (m, 2H), 8.91 — 8.95 (m, 2H), 11.22 (br s, 4H).
HPLC tr = 1.33 min (Methode 1) A.U.C =90.0 %

O-(Pyridin-3-ylmethyl)hydroxylamin Dihydrochlorid (156e)

1.20 Aq. NHPI o] 7\ 1) 3.00 Aq. H,NNH, H,0
2.20 Aqg. NEt3 @ CHyCly, RT ‘ =
_N-HCI N-O N

MeCN Reflux 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan 2HCI-H2N/o N
Et,O, RT
153e 155e 156e
CgH1oCIoN>,O
197.06 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal} der ASV. 8 nach Methode B. Das Produkt 156e konnte ber
zwei Stufen als weiller Feststoff (0.89 g, 4.52 mmol, 52 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Uberein. 494

Schmelzpunkt 188.3 °C

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) =5.29 (s, 2H), 7.97 (ddd, J=7.9, 5.5, 0.8 Hz, 1H), 8.48 (dt, J = 8.0, 1.8 Hz, 1H), 8.88
(dd, J=5.6, 1.5 Hz, 1H), 8.94 (d, J = 2.0 Hz, 1H).

HPLC tr = 1.34 min (Methode 1) A.U.C=97.8 %

O-(Pyridin-2-ylmethyl)hydroxylamin Dihydrochlorid (156f)

1.20 Ag. NHPI (0] 1) 1.00 Ag. HoNNH,-H,0
2.20 Ag. NEt; @ EtOH, Reflux X
ﬁ@ N-O N= ‘
Cl HCI‘N—

MeCN Reflux 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan 2HCI-H2N/o N/
Et,O, RT
153f 155f 156f
CgH1oCIoN,O
197.06 g/mol
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Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 8 nach Methode A. Das Produkt 156f konnte tber
zwei Stufen als weilRer Feststoff (1.43 g, 7.23 mmol, 56 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein. !

Schmelzpunkt 162.3 °C

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) =5.35 (s, 2H), 7.74 (ddd, J=7.7, 5.3, 1.2 Hz, 1H), 7.81 (dt, J=8.0, 1.1 Hz, 1H), 8.25
(td, J=7.8,1.7 Hz, 1H), 8.76 (ddd, J =5.3, 1.7, 0.8 Hz, 1H), 9.95 (s, 4H).

HPLC tr = 1.73 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

O-(4-Brombenzyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156g)

1.20 Aq. NHPI o 1) 1.10 Ag. HoNNH,-H,0
Br 1.20 Aq. NEt3 /—Q—Br CH,Cl, RT Br
T e (g ' Sel
Br MeCN, Reflux 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan HCI-HZN/O

ol Et,0, RT

153g 155¢g 1569
C7HgBrCINO
238.51 g/mol

Die Synthese erfolgte gemall der ASV. 8 nach Methode B. Das Produkt 156g konnte Uber
zwei Stufen als weiller Feststoff (2.45g, 10.3 mmol, 71 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Uberein. 49!

Schmelzpunkt 249.3 °C (Zersetzung) (Lit.: 183-205 °C Zersetzung)“%!
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds)

5 (ppm) = 5.00 (s, 2H), 7.31 — 7.43 (m, 2H), 7.58 — 7.68 (m, 2H), 10.99 (br s, 3H).
HPLC tr = 6.76 min (Methode 1) A.U.C =96.1 %

O-(4-Methoxybenzyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156h)

1.20 Aq. NHPI 0 1) 1.10 Ag. H;NNH-H,0
O 1.20 Ag. NEt3 Oﬁ@o\ CH,Cl,, RT \/©/O\
- N—
cl MeCN, Reflux 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan Hel-HoNC
o Et,0, RT

153h 155h 156h
CgH12CINO,
189.64 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 8 nach Methode B. Das Produkt 156h konnte Uber

zwei Stufen als weiller Feststoff (1.86g, 9.81 mmol, 51 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Uberein. 4%

Schmelzpunkt 201.2°C  (Lit.: 162-165 °C)“%l
'H NMR (300 MHz, DMSO-d&)
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8 (ppm) = 3.77 (s, 3H), 4.95 (s, 2H), 6.93 — 7.02 (m, 2H), 7.29 — 7.41 (m, 2H), 10.99 (br s, 3H).

O-(4-(Trifluormethoxy)benzyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156i)

1.20 Aq. NHPI 0 CF,
0. 1.30 Ag. NEt; @o’
Br. MeCN, Reflux C[lé
0
153i 155i

1) 4.00 Ag. H,NNH,-H,0

CH,Cly, RT \/©/0\CF
3
2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan Hel-HN

Et,0, RT

156i
CgHgCIF3NO,
243.61 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 8 nach Methode B. Das Produkt 156i konnte Uber

zwei Stufen als weiller Feststoff (5.99 g, 24.7 mmol, 63 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 249.9 °C (Zersetzung)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 5.10 (s, 2H), 7.40 (dq, J= 7.6, 1.1 Hz, 2H), 7.49 — 7.62 (m, 2H), 11.25 (br s, 3H).
3C NMR (75 MHz, DMSO-ds)

S (ppm) = 74.6, 120.0 (q, "J(**C,"F) = 256.5 Hz), 121.1, 131.3, 133.3, 148.7 (q, 3J("*C,"F) =

1.7 Hz).

F NMR (282 MHz, DMSO)

o (ppm) = -56.8.

HPLC tr = 7.95 min (Methode 1) A.U.C (220 nm) = >99 %

O-(4-Fluorbenzyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156j)

1.20 Ag. NHPI 1) 1.00 Aq. H,NNH,-H,0

0]
1.30 Aq. NEts ﬁ@*F EtOH, Reflux F
/—< —F N-O o
Cl MeCN, Reflux 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan HCI-H,N”
o

Et,0, RT

153j 155j 156j
C/HgCIFNO
177.60 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 8 nach Methode A. Das Produkt 156j konnte Uber
zwei Stufen als weiller Feststoff (1.24 g, 6.98 mmol, 42 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Uberein. 497

Schmelzpunkt 243.4°C  (Lit.: 219-220 °C)497
'H NMR (300 MHz, DMSO-d&)
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0 (ppm) = 5.03 (s, 2H), 7.19 — 7.32 (m, 2H), 7.40 — 7.58 (m, 2H), 11.13 (br s, 3H).
HPLC tr = 5.13 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

O-(4-Chlorbenzyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156k)

1.20 Ag. NHPI 0 1) 1.00 Ag. H,NNH,-H,0
1.30 Ag. NEt; @m EtOH, Reflux Cl
Cl MeCN, Reflux 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan HCI-HZN/O

ol Et,0, RT

153k 155k 156k
C,HgCI,NO
194.06 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV. 8 nach Methode A. Das Produkt 156k konnte tber
zwei Stufen als weilRer Feststoff (1.86 g, 9.58 mmol, 43 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein. 97!

Schmelzpunkt 245.0 °C (Lit.: 226-228.5 °C)“49]

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 5.03 (s, 2H), 7.41 — 7.53 (m, 4H), 11.02 (br s, 3H).
HPLC tr = 6.38 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

O-(4-lodbenzyl)hydroxylamine Hydrochlorid (156l)

1.20 Ag. NHPI 1) 4.00 Ag. HyNNH,'H,0
| 1.30 Aqg. NEt3 @ CHyCly, RT \/©/I
Br\/©/ MeCN, Reflux 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan HCI-HZN/O
Et,0, RT

1531 1551 1561
C7HoCIINO
285.51 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 8 nach Methode B. Das Produkt 1561 konnte Uber

zwei Stufen als weiller Feststoff (1.21 g, 4.86 mmol, 72 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Uberein. 4971

Schmelzpunkt 237.4 °C (Zersetzung)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 5.00 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 7.22 (dd, J = 8.4, 2.2 Hz, 2H), 7.79 (dd, J = 8.3, 2.2 Hz,
2H), 11.12 (br s, 3H).

HPLC tr = 7.29 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

4-((Aminooxy)methyl)benzonitrile (156m)
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1.20 Aq. NHPI o)
1.20 Aq. NEt ﬁQCN 3.00 Ag. H,NNH,H,0
CN — > N-O CN
cl MeCN, Reflux CH,Cl, RT H.N-O
o]
153m 155m 156m
CgHgN,0
148.16 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 8 nach Methode B, jedoch ohne die Fallung als
Hydrochlorid. Das Produkt 156m konnte Uber zwei Stufen als weiller Feststoff (2.23 g,
15.1 mmol, 44 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der

Literatur angegebenen Uberein.[4%]

Schmelzpunkt 90.2 °C

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 4.66 (s, 2H), 6.21 (s, 3H), 7.30 — 7.65 (m, 2H), 7.72 — 7.97 (m, 2H).
3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) =75.7, 110.0, 118.9, 128.3, 132.1, 144 .6.

HPLC tr = 4.45 min (Methode 1) A.U.C (220 nm) =97.1 %

O-(4-Methylbenzyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156n)

1.20 Aq. NHPI 0 1) 1.10 Aq. HoNNH,-H,0
1.30 Aq. NEt, ﬁ@ CH,Cl, RT
_— N-O o
Cl MeCN, Reflux 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan HCI-H,N”
o Et,0, RT
153n 155n 156n

CgH4,CINO
173.64 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 8 nach Methode B. Das Produkt 156n konnte Uber
zwei Stufen als weiller Feststoff (1.43 g, 10.4 mmol, 68 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Uberein. 4%

Schmelzpunkt 237.9°C (Lit.: 233 °C)B00
H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
5 (ppm) = 2.32 (s, 3H), 4.99 (s, 2H), 7.18 — 7.28 (m, 2H), 7.25 — 7.35 (m, 2H), 11.07 (s, 3H).

O-(4-(Trifluormethyl)benzyl)hydroxylamin Hydrochlorid (1560)

1.20 Aq. NHPI 1) 1.00 Ag. HoNNH,-H,0

0
1.30 Ag. NEtg ﬁQCFg EtOH, Reflux CFs
Br MeCN, Reflux 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan HCI-HoN”
o Et,0, RT
1530 1550 1560

CgHeCIF;NO
227.61 gimol
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Die Synthese erfolgte gemall der ASV. 8 nach Methode A. Das Produkt 1560 konnte Uber
zwei Stufen als weilRer Feststoff (1.04 g, 4.58 mmol, 67 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein. 97!

Schmelzpunkt 238.7 °C (Lit.: 179-181 °C)lol

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

5 (ppm) = 5.14 (s, 2H), 7.65 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.80 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 11.10 (br s, 3H).
HPLC t = 7.45 min (Methode 1) A.U.C = >99 %

O-(3,4-Difluorbenzyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156q)

1.20 Aq. NHPI ) 1.10 Ag. H,NNH,-H,0

F 1.20 Aq NEt, ﬁQ CH,Clp RT \/©:F
Clv©:F MeCN, Reflux 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan HC|.H2N/0 F

Et,0, RT

153q 155q 156q
C;HgCIF,NO
195.59 g/mol

Die Synthese erfolgte gemall der ASV. 8 nach Methode B. Das Produkt 156q konnte Uber

zwei Stufen als weiller Feststoff (1.34 g, 6.85 mmol, 56 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 232.8°C

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 5.03 (s, 2H), 7.30 (dddd, J = 8.4, 4.1, 2.0, 1.0 Hz, 1H), 7.42 — 7.61 (m, 2H), 11.08
(br s, 3H).

0O-(2,4-Difluorbenzyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156r)

. 1.20 Aq. NHPI o 1) 1.00 Ag. HNNH,-H,0
1.30 Aq. NEts - EtOH, Reflux \F:©/F
o
5 F MeCN, Reflux CE:ENO 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan Hel-HNC
¢

Et,0, RT

153r 155r 156r
C7HgCIF,NO
195.59 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV. 8 nach Methode A. Das Produkt 156r konnte Uber
zwei Stufen als weiller Feststoff (0.45g, 2.28 mmol, 25 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Uberein.4%7]

Schmelzpunkt 238.1 °C (Zersetzung) (Lit.: 155-157 °C)197]
'H NMR (300 MHz, DMSO-db)
5 (ppm) = 5.08 (d, J = 1.4 Hz, 2H), 7.16 (tdd, J = 8.6, 2.6, 1.1 Hz, 1H), 7.34 (ddd, J = 10.4, 9.4,
2.6 Hz, 1H), 7.58 (td, J = 8.5, 6.6 Hz, 1H), 11.09 (s, 3H).
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HPLC tr = 5.20 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

O-(2-Chlorbenzyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156s)

Cl

. 1.20 Aq. NHPI o 1) 1.00 Ag. H,NNH,-H,0
1.30 Ag. NEts @ EtOH, Reflux T:@
- .
uﬁ@ MeCN, CE:ENO 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan HCIHNC

Reflux Et,0, RT
o
153s 155s 156s
C;HgCIb,NO
194.06 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 8 nach Methode A. Das Produkt 156s konnte tber
zwei Stufen als weilRer Feststoff (2.46 g, 12.7 mmol, 59 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein. 97!

Schmelzpunkt 153.2°C  (Lit.: 148-150 °C)17!

'H NMR (300 MHz, DMSO-dc)

8 (ppm) = 5.17 (s, 2H), 7.37 — 7.49 (m, 2H), 7.50 — 7.58 (m, 2H), 11.23 (br s, 3H).
HPLC tz = 5.60 min (Methode 1) A.U.C = >99 %

0O-(3,5-Dimethylbenzyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156t)

1.20 Aq. NHPI 0 1) 1.00 Aq. H,NNH,-H,0
1.30 Ag. NEt3 EtOH, Reflux
N-O . .
Br MeCN, Reflux 2) 4 M HCl'in 1,4-Dioxan .0
HCI-H,N
o

Et,0, RT

153t 155t 156t
CgH14CINO
187.67 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV. 8 nach Methode A. Das Produkt 156t konnte Gber

zwei Stufen als weiler Feststoff (1.76 g, 9.38 mmol, 69 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 186.3 °C

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) 2.28 (d, J = 0.8 Hz, 6H), 4.96 (s, 2H), 7.00 (dt, J = 1.6, 0.8 Hz, 2H), 7.03 (tt, J = 1.6,
0.8 Hz, 1H), 11.07 (br s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 20.8, 75.7, 126.9, 130.4, 133.5, 137.7.

HPLC tr = 7.11 min (Methode 1) A.U.C (220 nm) = 95.6 %

3-((Aminooxy)methyl)benzonitrile (156u)
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1.20 Aq. NHPI o CN N
1.20 Aq. NEta @ 3.00 Ag. HoNNH,-H,0
ﬁ@ MeCN Reflux N-O CH,Cl, RT Hszo/ < />
o)
153u 155u 156u

CgHgN,O
148.16 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 8 nach Methode B, jedoch ohne die Fallung als
Hydrochlorid. Das Produkt 156u konnte Uber zwei Stufen als gelbe Flussigkeit (3.19 g,
21.5 mmol, 84 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der

Literatur angegebenen Uberein.[4%]

'H NMR (300 MHz, DMSO-dc)

5 (ppm) = 4.62 (s, 2H), 6.18 (s, 3H), 7.51 — 7.59 (m, 1H), 7.62 — 7.69 (m, 1H), 7.71 — 7.78 (m,
2H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

5 (ppm) = 75.4, 111.2, 118.9, 129.4, 131.1, 131.1, 132.5, 140.4.

HPLC tz = 4.43 min (Methode 1) A.U.C (220 nm) = 95.9 %

0O-(2,3-Dichlorbenzyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156v)

ol 1.20 Aq. NHPI o e A 1) 1.00 Ag. H,;NNH-H,0 al
1.20 Aq. NEt, ﬁ{:} EtOH, Reflux cl
cl
C,\:© MeCN, Reflux CE:ENO 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan 0
Et,0, RT HCI-HN
o

153v 155v 156v
C7HaCIsNO
228.50 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal} der ASV. 8 nach Methode A. Das Produkt 156v konnte lber
zwei Stufen als weilRer Feststoff (1.34 g, 5.86 mmol, 67 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Uberein. 4971

Schmelzpunkt 188.7°C (Lit.: 184.5-185.5 °C)H7l

'H NMR (300 MHz, DMSO-d&)

5 (ppm) = 5.18 (s, 2H), 7.44 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.53 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H), 7.71 (dd, J =
7.9, 1.7 Hz, 1H), 11.01 (br s, 3H).

HPLC tz = 7.14 min (Methode 1) A.U.C (220 nm) = 96.5 %

0O-(2,4-Dichlorbenzyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156w)
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2!

1.20 Ag. NHPI o cl
cl al 1.20 Aq. NEty 2:> o 4.00 Ag. H;NNH,-H,0 Clij/m
CI\:@/ MeCN, Reflux C[‘é"‘o CH,Cly, RT HoN-©

(0]
153w 155w 156w
C7H;CI,NO
192.04 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 8 nach Methode B, jedoch ohne die Fallung als
Hydrochlorid. Das Produkt 156w konnte (iber zwei Stufen als klares Ol (1.86 g, 9.69 mmol,
68 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen Uberein. 1971

'H NMR (300 MHz, DMSO-d&)

8 (ppm) = 4.63 (s, 2H), 6.23 (s, 2H), 7.40 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz, 1H), 7.49 (d, J = 8.3 Hz, 1H),
7.55 (d, J = 2.1 Hz, 1H).

HPLC tz = 7.20 min (Methode 1) A.U.C (220 nm) = 97.0 %

O-(Cyclohexylmethyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156x)

1.20 Ag. NHPI 1) 2.00 Aq. H,NNH,-H,0

o
1.20 Ag. NEt, @ CH,Cly, RT
) e e :
Br MeCN, Reflux 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan HCI-HoN
o

Et,0, RT

153x 155x 156x
C;H4,CINO
165.66 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 8 nach Methode B. Das Produkt 156x konnte als
weilder Feststoff (1.89 g, 11.4 mmol, 48 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 178.6 °C (Lit.: 173 °C)BOU

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds)

5 (ppm) = 0.83 — 1.04 (m, 2H), 1.19 (h, J = 12.1 Hz, 3H), 1.55 — 1.73 (m, 6H), 3.81 (d, J = 6.1
Hz, 2H), 10.92 (br s, 3H).

O-(Prop-2-yn-1-yl)hydroxylamin Hydrochlorid (156y)

1.20 Ag. NHPI 0 1) 2.00 Aq. H,NNH,-H,0

_ 1.30 Ag. NEt; —— CH,Cl,, RT
S 2 — C[é”o HCI-H N’O\/
DMF, RT 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan 2
o} Et,0, RT
153y 155y 156y
C3HgCINO
107.54 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 8 nach Methode B bei Raumtemperatur fiir 5 h. Das
Produkt 156y konnte Uber zwei Stufen als weilRer Feststoff (372 mg, 3.46 mmol, 28 %)
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erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

Uberein.1501

Schmelzpunkt 164.5 °C (Lit.: 95-110-150 °C)io™
'"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)
5 (ppm) = 3.86 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 4.75 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 11.10 (br s, 3H).

O-Phenethylhydroxylamin Hydrochlorid (156z)

1.20 Aq. NHPI o 1) 2.00 Aq. H,NNH,-H,0
—_—
N .
Br MeCN, Reflux o} 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan HCI-HoN.
0 Et,0, RT
153z 155z 156z

CgH42,CINO
173.64 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 8 nach Methode B mit einer Reaktionsdauer von 3 h.
Das Produkt 156z konnte Uber zwei Stufen als weiller Feststoff (7.23 g, 41.6 mmol, 74 %)
erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

Uberein.[#97]

Schmelzpunkt 107.3°C  (Lit.: 110-111 °C)1o7!

H NMR (300 MHz, DMSO-dc)

5 (ppm) = 2.93 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 4.24 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 6.95 — 7.55 (m, 5H), 11.02 (br s,
3H).

O-(3-Phenylpropyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156aa)

1.20 Aq. NHPI o 1) 2.00 Ag. HoNNHH,0
\/\/@ — ° e \/\/@
N !
Br MeCN, Reflux 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan HCI-HZN/O
o Et,0, RT
153aa 155aa 156aa
CgH14CINO
187.67 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal’ der ASV. 8 nach Methode B mit einer Reaktionsdauer von 3 h.
Das Produkt 156aa konnte Uber zwei Stufen als weiler Feststoff (8.43 g, 44.9 mmol, 84 %)
erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

Uberein .97

Schmelzpunkt 174.8°C  (Lit.: 168-169 °C)1e7]

'H NMR (300 MHz, DMSO-dc)

5 (ppm) = 1.82 — 1.96 (m, 2H), 2.63 (dd, J = 8.8, 6.7 Hz, 2H), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 7.12 —
7.33 (m, 5H), 10.98 (br s, 3H).
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O-Hexylhydroxylamin Hydrochlorid (156ac)

1.20 Aq. NHP! o) o 1) 1.00 Ag. HoNNH,-H,0
1.20 Aq. NEts NI EtOH, Reflux o
NN
B~~~ ———————————— - - HCI-H,N
MeCN, Reflux 8] 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan
Et,0, RT
153ac 155ac 156ac

CgH16CINO
153.65 g/mol

Die Synthese erfolgte gemafl der ASV. 8 nach Methode A. Das Produkt 156ac konnte Uber
zwei Stufen als weilRer Feststoff (0.85g, 5.56 mmol, 55 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein. %!

Schmelzpunkt 151.3°C  (Lit.: 141-147 °C)1oel

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds)

8 (ppm) = 0.79 — 0.94 (m, 3H), 1.13 — 1.38 (m, 6H), 1.57 (tt, J = 7.4, 6.1 Hz, 2H), 3.99 (t, J =
6.5 Hz, 2H), 10.99 (br s, 3H).

O-Phenylhydroxylamin Hydrochlorid (180)

1) 3.00 Aq. HoNNH,-H,0

(0]
Q CH,Clp, RT Q
N-O i i
@E[é 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan HCI-H,N-O
(0]

Et,0, RT

179 180
CgHgCINO
145.59 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 8 nach Methode B mit einer Reaktionsdauer von 16 h.
Das Produkt 180 konnte als weiler Feststoff (0.63 g, 4.33 mmol, 80 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Uberein. 4%
Schmelzpunkt 129.5 °C (Lit.: 121-122 °C)P02

'H NMR (600 MHz, DMSO-db)
5 (ppm) = 7.06 — 7.1 (m, 1H), 7.15 = 7.21 (m, 2H), 7.35 — 7.40 (m, 2H).
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6.2.9 ASV. 9: Darstellung von O-alkylierten Hydroxylaminen iiber die analoge
MITSUNOBU-Reaktion

1.00 Ag. NHPI

1.10 Aq. DIAD, 0 1) 4.00 Aq. HoNNH,H,0
A CH,Cl, RT
R 1.10 Aq. PPh; SR 2Cla, HCI-HN-0
G - > N-O - - R
CH,Cl,, 0°C - RT 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan
oder o) Et,0, RT

THF, 0°C > RT
1 n i

Die Darstellung der Hydroxylamin Hydrochloride wurde in Anlehnung an die Vorschriften von
ALANINE et al.**® und PFLIEGER et al.*5"! durchgefiihrt.

In absolutem Dichlormethan bzw. Tetrahydrofuran wurde der entsprechende Alkohol |
(1.00 Aqg.), N-Hydroxyphthalimid (1.00 Aqg.) und Triphenylphosphan (1.10 Aq.) vorgelegt. Der
Reaktionsansatz wurde mit einem Eisbad auf O0°C abgekihlt und langsam
Diisopropylazodicarboxylat (1.10 Aq.) hinzugetropft. Die Lésung wurde auf Raumtemperatur

aufwarmen gelassen und fir 16 h geruhrt.

Methode A: Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt
aus Ethanol umkristallisiert. Das Phthaloyl-geschiitzte Hydroxylamin Il wurde abfiltriert,
zweimal mit eiskaltem Ethanol gewaschen und ohne weitere Reinigungsschritte direkt im

nachsten Schritt eingesetzt.

Methode B: Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukt an
Kieselgel adsorbiert und nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit
dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 - 1:1) konnte das Phthaloyl-

geschutzte Hydroxylamin Il erhalten werden.

Das entsprechende Phthaloyl-geschiitzte Hydroxylamin Il (1.00 Aq.) wurde in Dichlormethan
geldst und mit Hydrazin Monohydrat (4.00 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 4 h
bei Raumtemperatur gerihrt, dann tber Nacht bei 7 °C stehen gelassen und der Niederschlag
abgesaugt. Das Filtrat wurde dreimal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung und
einmal mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der Rickstand wurde in absolutem Diethylether (3.00 mL/mmol) gelést und unter
Eisklihlung der pH-Wert mit 4 m Salzsaure in 1,4-Dioxan auf 1 eingestellt. Die Suspension
wurde Uber Nacht bei -20 °C stehen gelassen, das ausgefallene Hydroxylamin Hydrochlorid Il

abfiltriert und mit absolutem Diethylether gewaschen.
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Tabelle 37: Experimentelle Ubersicht zur Darstellung der Hydroxylamin Hydrochloride.

MITSUNOBU- .
. Hydrazinolyse
Reaktion
Substrat Reagenzien Substrat Reagenzien Ausbeute
NHPI 4.29 g, 26.3 mmol
154a 155a 156a
DIAD 5.85 g, 28.9 mmol HM: 3.24 mL, 65.4 mmol
3.00g 424 g 2.59 g (59 %)
PPhs 7.58 g, 28.9 mmol CH2Cl2: 100 mL
26.3 mmol 16.4 mmol 15.6 mmol
THF 200 mL
NHPI 3.26 g, 20.0 mmol
154b 155b 156b
DIAD 4.45 g, 22.0 mmol HM: 3.00 mL, 60.6 mmol
297¢ 445¢ 2.74 g (69 %)
PPhs3 5.77 g, 22.0 mmol CH2Cl2: 132 mL
20.0 mmol 15.1 mmol 13.7 mmol

CH2Cl2> 130 mL
NHPI 5.34 g, 32.7 mmol

154p 155p 156p
DIAD 7.28 g, 36.0 mmol HM: 3.31 mL, 66.8 mmol
5.05¢ 5.00 g 3.13 g (81 %)
PPhs 9.44 g, 36.0 mmol CH2Cl2: 100 mL
32.7 mmol 16.7 mmol 15.2 mmol

CH2Cl2 220 mL
NHPI 4.29 g, 26.3 mmol

154ab 155ab 156ab
DIAD 5.85 g, 28.9 mmol HM: 4.59 mL, 92.6 mmol
3.21¢g 6.19¢ 3.49 g (77 %)
PPhs 7.59 g, 28.9 mmol CH2Cl2: 200 mL
26.3 mmol 23.2 mmol 20.1 mmol

CH2Cl2 100 mL

O-(Thiophen-2-ylmethyl)hydroxylamin Hydrochlorid(156a)

1.00 Ag. NHPI )
1.10 Aqg. DIAD, 1) 4.00 Aq. HNNH,-H,0
ﬁ@ 1.10 Ag. PPhs ﬁO CHaClp, RT HCI'H,N-O s
‘ =
wd N THF, 0°C - RT 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan U
Et,0, RT
154a 155a 156a
CsHgCINOS
165.64 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal} der ASV. 8 nach Methode A. Das Produkt 156a konnte Gber

zwei Stufen als weilRer Feststoff (2.59 g, 15.6 mmol, 59 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 164.6 °C

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 5.27 (s, 2H), 7.07 (dd, J = 5.1, 3.5 Hz, 1H), 7.19 — 7.32 (m, 1H), 7.67 (dd, J = 5.1,
1.2 Hz, 1H), 11.20 (br s, 2H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 69.6, 127.3, 128.9, 130.2, 135.1.

HPLC tr = 3.77 min (Methode 1) A.U.C (220 nm) = >99 %
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O-((5-Chlorthiophen-2-yl)methyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156b)

1.00 Ag. NHPI .
1.10 Aq. DIAD, o} s._Cl 1) 4.00 Aq. HoNNH; H,0
s _Cl 1.10 Aq. PPh, ﬁ@/ CH.Cl, RT HCI-H,N-O  s._Cl
ﬁ\j N-0 in 1.4-Di ﬂ
HO CH,Cly, 0°C - RT 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan
o Et,0, RT
154b 155b 156b
CsH;CILNOS
200.08 g/mol

Die Synthese erfolgte gemall der ASV. 8 nach Methode A. Das Produkt 156b konnte Uber

zwei Stufen als weilRer Feststoff (2.74 g, 13.7 mmol, 69 %) erhalten werden.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dc)
8 (ppm) = 5.21 (s, 2H), 7.08 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 7.14 — 7.19 (m, 1H), 11.37 (s, 2H).

O-(4-(Methylthio)benzyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156p)

1.00 Ag. NHPI
1.10 Aq. DIAD, 1) 4.00 Aq. HoNNH,-H,0

2 /
S/ 1.10 Aq. PPhy ﬁQS CH,Cl, RT \/©/S\
) N-O
HO CH,Cl,, 0° > RT 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan Hol-HN©
o}

Et,0, RT

154p 155p 155p
CgH1,CINO,S
205.70 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 9 nach Methode A. Das Produkt 156p konnte Uber

zwei Stufen als weiler Feststoff (3.13 g, 15.2 mmol, 81 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 228.5°C

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 2.48 (s, 3H), 5.01 (s, 2H), 7.25 - 7.33 (m, 2H), 7.33 — 7.40 (m, 2H), 11.18 (br s, 3H).
3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 14.5, 75.2, 125.8, 129.8, 130.0, 139.4.

HPLC tr = 6.54 min (Methode 1) A.U.C =97.6 %

(S)-O-(1-Phenylethyl)hydroxylamin Hydrochlorid (156ab)

1.00 Ag. NHPI )
1.10 Aq. DIAD, o v@ 1) 4.00 Aq. H,NNH,-H,0
1.10 Aq. PPhg N-© CH,Cly, RT Q
HO : .0
CH.Clp, 0° > RT o 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan HCIHNT

Et,0, RT

154ab 155ab 156ab
CgH4,CINO
173.64 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV. 9 nach Methode B. Das Produkt 156ab konnte lber
zwei Stufen als weiller Feststoff (3.49g, 20.1 mmol, 77 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen (iberein.5%!
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Schmelzpunkt 154.5 °C

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) =1.51 (d, J=6.5 Hz, 3H), 5.31 (q, J = 6.5 Hz, 1H), 7.33 — 7.46 (m, 5H).
HPLC tr = 5.23 min (Methode 1) A.U.C (220 nm) = 93.9 %

6.2.10 ASV. 10: Aktivierung von Carbonsauren durch Peptidkupplungsreagenzien

X XL
HCI-HN" " R2 HN"R?
I I
X = 0, NH, CH, X = O, NH, CH,
0 NEts 4-DMAP, EDC-HCI 0 0 4-DMAP, EDG-HCI i
X X
1 Ay 1 A2
R1KOH Lsm., RT RN R RAkOH Lsm., RT RN R
I I I I
X = 0, NH, CH, X =0, NH, CH,

Methode A: Unter Stickstoffatmosphare wurde das entsprechende Amin bzw.
Hydroxylamin Hydrochlorid Il, Triethylamin und N,N-Dimethylpyridin-4-amin im jeweiligen
absolutem Ldsungsmittel vorgelegt. Nach 10 min rihren bei Raumtemperatur wurde die
entsprechende Carbonséure | (1.00 Ag.) und 3-(Ethyliminomethylidenamino)-N,N-dimethyl-
propan-1-amin Hydrochlorid hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fir 16 h bei

Raumtemperatur gerihrt.

Methode B: Unter Stickstoffatmosphare wurde das entsprechende Amin bzw. Hydroxylamin Il
und N,N-Dimethylpyridin-4-amin im jeweiligen absolutem Ldsungsmittel vorgelegt. Nach
10 min riihren bei Raumtemperatur wurde die entsprechende Carbonséure 1 (1.00 Ag.) und 3-
(Ethyliminomethylidenamino)-N,N-dimethyl-propan-1-amin Hydrochlorid hinzugegeben. Der

Reaktionsansatz wurde fiir 16 h bei Raumtemperatur gerihrt.

o « EtN('Pr),, HATU o]
+ -AR2 X

Ho,N" R 1 Xiga

RAkOH z Lsm. R H R

1 1} n
X =0, NH, CH, X =0, NH, CH;

Methode C: Unter Stickstoffatmosphdre wurde das entsprechende die Carbonsaure I, das
Amin Il mit O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium-hexafluor-phosphat und
N,N-Diisopropylethylamin im jeweiligen absoluten Lésungsmittel vorgelegt. Der Ansatz wurde

fir die angegebene Zeit bei der jeweiligen Reaktionstemperatur gerihrt.

Aufarbeitung A: Der Reaktionsansatz wurde dreimal mit jeweils (20.0 mL/mmol) gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Lésung, einmal mit (20.0 mL/mmol) 10%iger Zitronensaure-Losung
und einmal mit (20.0 mL/mmol) geséattigter Natriumchlorid-L6sung gewaschen. Die organische
Phase wurde Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das LOsungsmittel unter

vermindertem Druck entfernt.
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Aufarbeitung B: Der Reaktionsansatz wurde fir 48 h bei 7 °C stehen gelassen, das
ausgefalle Reaktionsprodukt abfiltriert und der Filterkuchen mit (10.0 mL/mmol) eiskaltem

(20.0 mL/mmol)
10%iger

Dichlormethan,
(20.0 mL/mmol)

gewaschen.

gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Ldsung,

Zitronensaure-Lésung und  (20.0 mL/mmol) dest. Wasser

Aufarbeitung C: Der Reaktionsansatz wurde dreimal mit jeweils (20.0 mL/mmol) gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit (20.0 mL/mmol) geséattigter Natriumchlorid-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet

und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Aufarbeitung D: Der Reaktionsansatz wurde mit (20.0 mL/mmol) Essigsaureethylester
verdunnt, dreimal mit jeweils (20.0 mL/mmol) gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Ldésung,

einmal mit (20.0 mL/mmol) 10%iger Zitronensaure-Lésung und einmal mit (20.0 mL/mmol)

gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt.
Tabelle 38: Experimentelle Ubersicht  zur  Aktivierung  von Carbonsauren durch
Peptidkupplungsreagenzien.
Carbonsaure | Nucleophil Reagenz | 4-DMAP Base Lsm. Ausbeute
97a 107 EDC-HCI 3a
CH2Cl2
400 mg 227 mg 353 mg 18 mg - 40.0 . 370 mg (67 %)
.Om
1.47 mmol 1.84 mmol | 1.84 mmol | 147 ymol 0.98 mmol
97a 108a HATU EtN(Pr)2 DME 113a
300 mg 193 mg 422 mg - 774 uL 10.0 mL 345 mg (80 %)
.Om
1.11 mmol 1.11 mmol 1.11 mmol 4.42 mmol 884 umol
97a 108b EDC-HCI 113b
CH2Cl2
200 mg 139 mg 177 mg 9.01 mg - 20.0 L. 196 mg (66 %)
.Om
737 pmol 922 umol 922 pymol | 73.7 pmol 485 umol
97a 108c EDC-HCI 113c
CH2Cl2
200 mg 152 mg 177 mg 9.01 mg - 20.0 mL 288 mg (62 %)
.Om
737 pmol 922 umol 922 umol | 73.7 ymol 688 umol
97a 108d EDC-HCI 113d
CH2Cl2
200 mg 149 mg 177 mg 9.01 mg - 20,0 mL 240 mg (79 %)
.Om
737 pmol 922 umol 922 pymol | 73.7 pmol 579 ymol
97a 108e EDC-HCI CHzCl2 113e
200 mg 152 mg 177 mg 9.01 mg 20.0 mL | 145 mg (47 %)

275



Experimentalteil

737 umol
97b
200 mg
701 pmol
97b
200 mg
701 pmol
114
1139
5.99 mmol
84
154 mg
777 pmol

84
301 mg
1.52 mmol

97a
200 mg
737 pmol
123a
300 mg
1.05 mmol
123b
300 mg
864 umol
123c
300 mg
1.00 mmol
127
266 mg
929 pmol
132a
1.00 g
3.92 mmol
132b
299 mg
1.11 mmol
132c
570 mg

922 umol
107
108

876 pmol
108a

120 mg

876 pmol

115
0.73 ¢

5.99 mmol

117
195 mg
855 pmol

119
292 mg
1.52 mmol

121
112 mg
922 umol
107
162 mg
1.31 mmol
107
133 mg
1.08 mmol
107
154 mg
1.25 mmol
107
143 mg
1.16 mmol
107
603 mg
4.90 mmol
107
171 mg
1.39 mmol
107-HCI
352 mg

922 umol
EDC-HCI
168 mg
876 pmol
EDC-HCI
168 mg
876 pmol
EDC-HCI
1159
5.99 mmol
EDC-HCI
164 mg
855 pmol

EDC-HCI
291 mg

1.52 mmol

EDC-HCI
177 mg
922 umol
EDC-HCI
252 mg
1.31 mmol
EDC-HCI
207 mg
1.08 mmol
EDC-HCI
240 mg
1.25 mmol
EDC-HCI
223 mg
1.16 mmol
EDC-HCI
939 mg
4.90 mmol
EDC-HCI
266 mg
1.39 mmol
EDC-HCI
423 mg

73.7 umol

8.6 mg
70.1 pmol

8.7 mg
70.1 pmol

73 mg
599 pmol

19 mg
155 ymol

19 mg
152 pmol

9.0 mg
73.7 umol

12.8 mg
105 umol

10.6 mg
86.4 umol

12.2 mg
100 umol

11.4 mg
92.9 umol

47.9 mg
392 umol

13.6 mg
111 pmol

21.5mg

NEts
127 pL
911 pumol

NEts
119 uL
855 umol

565 L

CH2Cl
10.0 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl2
6.00 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl2
6.00 mL
THF
2.00 mL

CH2Cl2

10.0 mL

CH2Cl2
20.0 mL

CH2Cl2
20.0 mL

CH2Cl2
20.0 mL

CH2Cl>
20.0 mL

CH2Cl
50.0 mL

CH2Cl

20.0 mL

CH2Cl
40.0 mL

346 ymol
113f
243 mg (89 %)
622 pmol
1139
239 mg (84 %)
591 pymol
116
1.01 g (58 %)
3.46 mmol
120a
212 mg (73 %)
567 pmol

120b
121 mg (21 %)
325 pymol

120c
224 mg (81 %)
597 umol
125a
288 mg (70 %)
738 pmol
125b
233 mg (60 %)
515 pmol
125¢
289 mg (72 %)
715 pmol
128
234 mg (64 %)
598 umol
133a
1.19g (84 %)
3.29 mmol
133b
322 mg (78 %)
860 umol
133c
464 mg (84 %)
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1.76 mmol
97a
2.00 mg
7.37 mmol
84
155 mg
782 umol
97a
200 mg
737 pmol
97a
150 mg
553 pmol
97a
200 mg
737 pmol
97a
200 mg
737 pmol
97a
200 mg
737 pmol
97a
200 mg
737 ymol
97a
200 mg
737 ymol
97a
150 mg
553 pmol
97a
200 mg
737 pmol
97a
200 mg
737 pmol
97a
200 mg
737 umol

2.20 mmol
143
111¢
9.22 mmol
148
144 mg
782 pmol
180
134 mg
922 pmol
PhNHNH:
75 mg
691 pmol
PhCONHNH:
125 mg
922 pmol
156a
153 mg
922 umol
156b
184 mg
922 umol
156¢
152 mg
922 ymol
156d
182 mg
922 ymol
156e
136 mg
691 umol
156f
182 mg
922 umol
1569
220 mg
922 umol
156h
175 mg
922 umol

2.20 mmol
EDC-HCI
1779
9.22 mmol
HATU
327 mg
860 pmol
EDC-HCI
177 mg
922 pmol
EDC-HCI
133 mg
691 pmol
EDC-HCI
177 mg
922 pmol
EDC-HCI
177 mg
922 umol
EDC-HCI
177 mg
922 umol
EDC-HCI
177 mg
922 umol
EDC-HCI
177 mg
922 umol
EDC-HCI
133 mg
691 umol
EDC-HCI
177 mg
922 umol
EDC-HCI
177 mg
922 umol
EDC-HCI
177 mg
922 umol

176 ymol

90.1 mg
73.7 pmol

9.01 mg
73.7 pmol

6.76 mg
55.3 umol

9.0 mg
73.7 pmol

9.01 mg
73.7 umol

9.01 mg
73.7 umol

9.01 mg
73.7 umol

9.01 mg
73.7 ymol

6.76 mg
55.3 pmol

9.0 mg
73.7 pmol

9.01 mg
73.7 pmol

9.01 mg
73.7 pmol

4.06 mmol

EtN(Pr)2
265 uL
1.56 mmol
NEts
134 L
958 umol

NEts
134 uL
958 umol
NEts
134 pL
958 umol

NEts
268 pL
1.92 mmol
NEts
200 pL
1.44 mmol
NEts
134 uL
958 umol
NEts
134 uL
958 pumol
NEts
134 uL
958 umol

CH2Cl
40.0 mL

DMF
6.00 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl2
20.0 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl>
10.0 mL

CH2Cl>
10.0 mL

CH2Cl
10.0 mL

CH2Cl
10.0 mL

1.08 mmol
144
1.63 g (59 %)
4.37 mmol
149
217 mg (76 %)
596 pymol
150a
53 mg (20 %)
146 pmol
150b
148 mg (74 %)
410 pmol
151
169 mg (59 %)
434 ymol
157a
212 mg (75 %)
554 pmol
157b
238 mg (78 %)
571 ymol
157¢c
243 mg (79 %)
582 pmol
157d
176 mg (63 %)
466 pmol
157e
118 mg (57 %)
313 ymol
157f
174 mg (63 %)
461 ymol
1579
202 mg (60 %)
444 pmol
157h
262 mg (88 %)
645 umol

277



Experimentalteil

97a
400 mg
1.47 mmol
97a
200 mg
737 pmol
97a
200 mg
737 pmol
97a
200 mg
737 pmol
97a
200 mg
737 pmol
97a
200 mg
737 pmol
97a
98 mg
361 pmol
97a
200 mg
737 ymol
97a
200 mg
737 ymol
97a
200 mg
737 pmol
97a
200 mg
737 pmol
97a
150 mg
553 pmol
97a
200 mg
737 umol
97a

156i
448 mg
1.84 mmol
156j
164 mg
922 pmol
156k
179 mg
922 pmol
1561
263 mg
922 pmol
156m
137 mg
922 pmo
156n
160 mg
922 pmol
1560
102 mg
452 ymol
156p
190 mg
922 umol
156q
180 mg
922 umol
156r
181 mg
922 umol
156s
179 mg
922 umol
156t
130 mg
691 umol
156u
137 mg
922 umol
156v

EDC-HCI
353 mg
1.84 mmol
EDC-HCI
177 mg
922 pmol
EDC-HCI
177 mg
922 pmol
EDC-HCI
177 mg
922 pmol
EDC-HCI
177 mg
922 ymo
EDC-HCI
177 mg
922 pmol
EDC-HCI
87 mg
452 ymol
EDC-HCI
177 mg
922 umol
EDC-HCI
177 mg
922 umol
EDC-HCI
177 mg
922 umol
EDC-HCI
177 mg
922 umol
EDC-HCI
133 mg
691 umol
EDC-HCI
177 mg
922 umol
EDC-HCI

18.0 mg
147 ymol

9.0 mg
73.7 pmol

9.0 mg
73.7 pmol

9.01 mg
73.7 pmol

9.20 mg
7.37 pmol

9.01 mg
73.7 pmol

4.5 mg
36.1 umol

9.01 mg
73.7 ymol

9.01 mg
73.7 ymol

9.0 mg
73.7 pmol

9.01 mg
73.7 pmol

6.76 mg
55.3 pmol

9.20 mg
7.37 pmol

NEts
268 uL
1.92 mmol
NEts
134 L
958 umol
NEts
134 L
958 umol
NEts
134 L
958 umol

NEts
134 uL
958 pumol
NEts
66 uL
958 umol
NEts
134 pL
958 umol
NEts
134 pL
958 umol
NEts
134 uL
958 umol
NEts
134 uL
958 umol
NEts
100 yL
719 umol

NEts

CH2Cl
40.0 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl2
20.0 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl2
5.00 mL

CH2Cl2
20.0 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl>
10.0 mL

CH2Cl>
10.0 mL

CH2Cl
10.0 mL

CH2Cl
10.0 mL

CH2Cl

157i
544 mg (80 %)
1.18 mmol
157j
264 mg (91 %)
669 umol
157k
124 mg (41 %)
302 pymol
1571
246 mg (67 %)
490 umol
157m
225 mg (76 %)
561 pmol
157n
243 mg (84 %)
622 pmol
1570
125 mg (78 %)
281 umol
157p
232 mg (75 %)
449 ymol
157q
248 mg (82 %)
601 pmol
157r
287 mg (94 %)
696 umol
157s
256 mg (85 %)
623 pmol
157t
148 mg (66 %)
366 umol
157u
273 mg (92 %)
680 pmol
157v
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200 mg
737 umol
97a
200 mg
737 pmol
97a
200 mg
737 pmol
97a
200 mg
737 pmol
97a
200 mg
737 pmol
97a
200 mg
737 pmol
97a
200 mg
737 pmol
97a
200 mg
737 pmol
158a
250 mg
1.66 mmol

158b
190 mg
953 pmol

158¢c
386 mg
1.75 mmol
160
500 mg
2.05 mmol
175
450 mg

1.63 mmol

84

211 mg
922 umol
156w
177 mg
922 pmol
156x
153 mg
922 pmol
156y
99.2 mg
922 pmol
156z
160 mg
922 pmol
156aa
173 mg
922 pmol
156ab
160 mg
922 umol
156ac
152 mg
922 umol
85
326 mg
1.66 mmol

85
187 mg
953 umol

85
342 mg
1.75 mmol
162
471 mg
2.56 mmol
107
251 mg
2.04 mmol

124

177 mg
922 umol
EDC-HCI

177 mg
922 pmol
EDC-HCI

177 mg
922 pmol
EDC-HCI

177 mg
922 pmol
EDC-HCI

177 mg
922 pmol
EDC-HCI

177 mg
922 pmol
EDC-HCI

177 mg
922 umol
EDC-HCI

177 mg
922 umol
EDC-HCI

318 mg
1.66 mmol

EDC-HCI
228 mg
1.19 mmol

HATU
665 mg
1.75 mmol
EDC-HCI
490 mg
2.56 mmol
EDC-HCI
390 mg
2.04 mmol
EDC-HCI

9.01 mg
73.7 umol

9.01 mg
73.7 pmol

9.01 mg
73.7 pmol

9.01 mg
73.7 pmol

9.01 mg
73.7 pmol

9.01 mg
73.7 pmol

9.01 mg
73.7 umol

9.01 mg
73.7 umol

20.3 mg
166 umol

11.6 mg
95.3 umol

25.0 mg
205 pmol

19.9 mg
163 pmol

134 uL
958 umol

NEts
134 L
958 umol
NEts
134 L
958 umol
NEts
134 L
958 pumol
NEts
134 uL
958 pumol
NEts
134 pL
958 umol
NEts
134 pL
958 umol

EtN(Pr)2
595 uL
3.50 mmol

NEts

10.0 mL

CH2Cl
10.0 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl2
20.0 mL

CH2Cl2
10.0 mL

CH2Cl2
20.0 mL

CH2Cl2
15.0 mL
DMF
5.00 mL

DMF
4.00 mL

DMF
20.0 mL

CH2Cl>
20.0 mL

CH2Cl

208 mg (63 %)
467 pmol
157w
234 mg (71 %)
525 pymol
157x
264 mg (94 %)
690 pmol
157y
181 mg (76 %)
558 pmol
157z
125 mg (43 %)
321 pymol
157aa
231 mg (78 %)
571 pmol
157ab
224 mg (78 %)
574 pmol
157ac
202 mg (74 %)
545 pmol
159a
248 mg (46 %)
765 pmol

159b
119 mg (33 %)
315 ymol

159¢c
55.0 mg (8 %)
138 umol
163
513 mg (62 %)
1.25 mmol
176
412 mg (66 %)

1.08 mmol

181
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1.50 g 141¢g 145¢g 92.5 mg 1.27mL | 50.0 mL | 1.93 g (81 %)
7.57 mmol 8.32 mmol | 7.57 mmol | 757 ymol | 9.08 mmol 6.16 mmol

N-(2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (3a)
o 0}
O O ﬁ/O\)L”/O\/C

3a
C22H2oN204
376.41 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Essigsaureethylester umkristallisiert

und das Produkt 3a konnte als weilder Feststoff (370 mg, 0.98 mmol, 67 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 155.2°C

Ry 0.27 (n-Hexan/Essigsaureethylester 2:8)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d)

0 (ppm) = 4.43 (s, 2H), 4.88 (s, 2H), 7.25 — 7.46 (m, 6H), 7.46 — 7.57 (m, 2H), 7.70 — 7.77 (m,
2H), 7.80 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.89 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 11.53 (br s, 1H), 12.19 (br s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 73.2, 77.1, 126.7, 126.9, 127.9, 128.2, 128.3, 128.8, 129.0, 130.1, 130.2, 135.7,
139.0, 143.5, 164.7, 164.9.

HPLC tr = 13.14 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-((Benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (113a)
o Lo
O O H/o\)kh‘ro

113a
Ca3H25N204
390.44 g/mol
Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode C mit anschlieRender
Aufarbeitung D. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 > 6:4) konnte das Produkt 113a als weiller Feststoff

(345 mg, 884 umol, 80 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 113.5°C
Rs 0.53 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)
'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
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8 (ppm) = 3.20 (s, 3H), 4.69 (s, 2H), 4.92 (s, 2H), 7.31 — 7.54 (m, 8H), 7.64 — 7.80 (m, 4H),
7.85 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 11.91 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

5 (ppm) = 33.0, 38.6, 38.9, 39.2, 39.5, 39.8, 40.0, 40.3, 71.7, 75.4, 126.5, 126.8, 127.9, 128.1,
128.5, 128.8, 129.0, 129.5, 130.7, 134.5, 139.0, 143.1, 164.3, 168.9.

HPLC tz = 13.90 min (Methode 1) A.U.C = >99 %

N-(2-((Benzyloxy)(ethyl)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (113b)

SRS

113b
C24H24N704
404.47 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 10 nach Methode B. Das Rohprodukt wurde an
Kieselgel adsorbiert und nach der sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit
dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 > 6:4) konnte das Produkt 113b
als weiller Feststoff (196 mg, 485 umol, 66 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 92.7 °C

Ry 0.33 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 1.12 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 3.68 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 4.71 (s, 2H), 4.90 (s, 2H), 7.35 —
7.39 (m, 1H), 7.40 (t, J=7.8 Hz, 3H), 7.45 (d, J=6.8 Hz, 2H), 7.49 (t, J=7.6 Hz, 2H), 7.72 (d,
J=7.7Hz 2H), 7.76 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 11.93 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, CDCl5)

o (ppm) =12.0,40.8,73.1,76.7,127.3,127.3,127.9, 128.2, 129.0, 129.0, 129.1, 129.5, 130.5,
133.7, 140.0, 144.9, 165.4, 171.1.

HPLC tr = 14.33 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-((Benzyloxy)(propyl)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (113c)
tyo Lo 0
SERGY

113c
CasH26N204
418.49 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
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n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 - 6:4) konnte das Produkt 113c als weiller Feststoff
(288 mg, 688 umol, 62 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 108.9 °C

Ry 0.26 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 0.84 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 1.58 (h, J = 7.3 Hz, 2H), 3.63 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 4.73 (s,
2H), 4.89 (s, 2H), 7.35 - 7.38 (m, 1H), 7.38 — 7.42 (m, 3H), 7.43 — 7.45 (m, 2H), 749 (t, J =
7.6 Hz, 2H), 7.72 (dd, J = 8.1, 1.3 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 8.1 Hz, 2H),
11.92 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) =11.0, 19.6, 46.0 71.7, 75.5, 126.6, 126.8, 127.9, 128.1, 128.5, 128.8, 129.0, 129.4,
130.7, 134.5, 139.0, 143.2, 164.4, 168.8.

HPLC tr = 15.25 min (Methode 1) A.U.C =98.3 %

N-(2-((Benzyloxy)(prop-2-yn-1-yl)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (113d)
o o}
‘ N/o\)LN,o\/©
H
O \

113d
CasH2oN204
414.46 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (8:2 > 7:3) konnte das Produkt 113d als weiler Feststoff
(240 mg, 579 ymol, 79 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 135.3 °C

Ry 0.21 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:2)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 3.26 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 4.48 (d, J = 2.5 Hz, 2H), 4.72 (s, 2H), 5.00 (s, 2H), 7.34 —
7.39 (m, 1H), 7.41 (t, J=7.1 Hz,3H), 7.44 - 7.47 (m, 2H), 7.49 (t, J=7.7 Hz, 2H), 7.69 - 7.74
(m, 2H), 7.76 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.84 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 11.95 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) =35.8,71.9,74.4,76.4,78.5,126.5, 126.8, 127.8, 128.1, 128.5, 128.8, 129.0, 129.5,
130.7, 134.4, 139.1, 143.2, 164.3, 169.9.

HPLC tr = 14.17 min (Methode 1) A.U.C =>99 %
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N-(2-((Benzyloxy)(isopropyl)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (113e)
0] (0}
N/O\)LN/O\/©
o YRS

113e
Co5H26N204
418.49 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 & 8:2) konnte das Produkt 113e als weiller Feststoff
(145 mg, 346 umol, 47 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 106.9 °C

Ry 0.28 (n-Hexan/Essigsaureethylester 6:4)

"H NMR (300 MHz, DMSO-db)

o (ppm) = 1.25 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 4.46 (hept, J = 6.5, 5.9 Hz, 1H), 4.79 (s, 2H), 4.94 (s, 2H),
7.30 = 7.56 (m, 8H), 7.72 (dd, J = 7.1, 1.8 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.87 (d, J=8.2
Hz, 2H), 11.96 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) =19.5,50.2,72.4,78.6, 126.5, 126.8, 127.8, 128.0, 128.5, 128.7, 129.0, 129.0, 130.7,
134.7, 139.0, 143.2, 164.4, 169.9.

HPLC tr = 15.22 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)-N-methyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (113f)

W
O h‘l,o\)kn,o

113f
Ca3H2oN204
390.44 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 - 1:9) konnte das Produkt 113f als weiler Feststoff
(243 mg, 622 ymol, 89 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 123.9 °C
Ry 0.52 (Essigsaureethylester)

'H NMR (300 MHz, DMSO-dc)
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0 (ppm) = 3.29 (s, 3H), 4.28 (s, 2H), 4.79 (s, 2H), 7.27 — 7.44 (m, 6H), 7.45 — 7.56 (m, 2H),
7.61-7.81 (m, 6H), 11.37 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 36.7, 72.0, 77.4, 126.9, 127.3, 128.5, 128.8, 129.1, 129.2, 129.5, 133.4, 136.2,
139.6, 142.7, 164.2, 169.6.

HPLC fr = 13.42 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-((Benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy)-N-methyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (113g)
o O
O N/o\)LN,o\/©

113g
Co4H24N204
404.47 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (4:1 - 1:1) konnte das Produkt 113g als weilRer Feststoff
(239 mg, 591 ymol, 84 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 771 °C

Ry 0.46 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.14 (s, 3H), 3.30 (s, 3H), 4.53 (s, 2H), 4.83 (s, 2H), 7.36 (s, 5H), 7.41 (t, J = 7.3 Hz,
1H), 7.50 (t, J= 7.6 Hz, 2H), 7.66 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.70 — 7.73 (m, 2H), 7.74 (d, J = 8.2 Hz,
2H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) =33.3,36.6,71.7, 75.7, 126.8, 127.3, 128.5, 129.0, 129.1, 129.3, 129.5, 130.1, 133.6,
134.8, 139.6, 142.6, 168.8, 169.5.

HPLC tr = 14.35 min (Methode 1) A.U.C =95.9 %

tert-Butyl (3-Oxo-3-(phenethylamino)propyl)carbamat (116)

A g A LD

116
C16H24N203
292.38 g/mol

Die Darstellung von tert-Butyl (3-Oxo-3-(phenethylamino)propyl)carbamat (116) wurde von
BEATE LUNGERICH durchgefihrt.
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Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Produkt 116 als hellgelber Feststoff (1.01 g, 3.46 mmol, 58 %) erhalten

werden.

Schmelzpunkt 110.2°C

Ry 0.38 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) =1.37 (s, 9H), 2.20 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.69 (dd, J = 8.1, 6.5 Hz, 2H), 3.10 (td, J= 7.5,
5.8 Hz, 2H), 3.19 — 3.30 (m, 2H), 6.71 (t, J=5.8 Hz, 1H), 7.19 (dt, J = 6.1, 1.6 Hz, 3H), 7.24 -
7.36 (m, 2H), 7.93 (t, J = 5.6 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 28.2, 35.1, 35.8, 36.7,40.1, 77.5, 126.0, 128.3, 128.6, 139.5, 155.4, 170.2.

N-(3-((Benzyloxy)amino)-3-oxopropyl)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (120a)

120a
Ca3H2oN204
374.44 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (3:2 - 1:4) konnte das Produkt 120a als weilter Feststoff
(212 mg, 567 ymol, 73 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 217.7 °C

Ry 0.18 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 2.29 (t, J= 7.0 Hz, 2H), 3.49 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 4.79 (s, 2H), 7.28 — 7.46 (m, 6H),
7.44 —7.56 (m, 2H), 7.68 — 7.81 (m, 4H), 7.89 — 7.98 (m, 2H), 8.64 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 11.07
(s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 33.0, 36.4, 77.3, 126.9, 127.3, 128.3, 128.5, 128.7, 128.7, 129.3, 129.5, 133.7,
136.5, 139.6, 143.1, 166.3, 168.1.

HPLC tr = 12.08 min (Methode 1) A U.C=97.5 %

N-(3-Oxo0-3-(phenethylamino)propyl)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (120b)
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H H

120b
C24H24N20;
372.47 g/mol

Die Darstellung von N-(3-Oxo-3-(phenethylamino)propyl)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (120b)
wurde von BEATE LUNGERICH durchgeflhrt.

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 10 nach Methode C. Das Lésungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in 5.00 mL Essigsaureethylester suspendiert, der
Niederschlag abfiltriert und mit 10.0 mL Essigsaureethylester gewaschen. Das Rohprodukt
wurde in 50.0 mL Chloroform gel6ést, dreimal mit jeweils 50.0 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Ldsung gewaschen, die organische Phase Ulber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet und der Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der
Rickstand wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der saulenchromatographischen
Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch Dichlormethan/Methanol (10:0 = 9:1)
konnte das Produkt 120b als weil3er Feststoff (121 mg, 325 pmol, 21 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 241.1°C

Ry 0.30 (Dichlormethan/Methanol 95:5)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) =2.37 (t, J=7.2 Hz, 2H), 2.71 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.26 (q, J = 7.7, 5.8 Hz, 2H), 3.47
(g, J=6.9 Hz, 2H), 7.10 — 7.33 (m, 5H), 7.35 - 7.45 (m, 1H), 7.45 — 7.55 (m, 2H), 7.67 — 7.82
(m, 4H), 7.88 — 7.97 (m, 2H), 8.00 (t, J= 5.6 Hz, 1H), 8.56 (t, J = 5.6 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) =35.1,35.4,36.2,40.2, 126.0, 126.4, 126.8, 127.8, 128.0, 128.2, 128.6, 129.0, 133.3,
139.2, 139.5, 142.6, 165.8, 170.3.

HPLC tr = 12.92 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

Elementaranalyse (%)

Berechnet fiir C24H24N202: C 77.39, H 6.50, N 7.52, gefunden: C 77.46, H 6.48, N 7.44.

N-(2-Oxo-2-(phenethylamino)ethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (120c)

i i /”\V/i:::]
YW
H H

120c
Ca3H2oN204
374.44 g/mol
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Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung B. Das Produkt 120c konnte als weiler Feststoff (224 mg, 597 uymol, 81 %)

erhalten werden.

Schmelzpunkt 162.5 °C

Ry 0.33 (Essigsaureethylester)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 2.77 (t, J=7.4 Hz, 2H), 3.39 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 4.38 (s, 2H), 7.11 - 7.31 (m, 5H),
7.35-7.48 (m, 1H), 7.43 — 7.56 (m, 2H), 7.68 — 7.79 (m, 2H), 7.80 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.86
(d, J=8.5Hz, 2H), 8.48 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 35.5, 404, 75.3, 126.6, 127.2, 127.4, 128.3, 128.7, 128.8, 129.1, 129.5, 130.6,
139.4, 139.7, 144.0, 165.6, 168.1.

HPLC tr = 13.52 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-((1-((Benzyloxy)amino)-1-oxopropan-2-yl)oxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (125a)

O

125a
C23H2oN204
390.44 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Essigsaureethylester umkristallisiert

und das Produkt 125a konnte als weil3er Feststoff (288 mg, 738 umol, 70 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 177.8 °C

Ry 0.45 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 1.35 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 4.40 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 4.84 (q, J = 11.0 Hz, 2H), 7.29 -
7.34 (m, 3H), 7.36 — 7.40 (m, 2H), 7.40 — 7.44 (m, 1H), 7.50 (dd, J = 8.4, 7.0 Hz, 2H), 7.73 (dt,
J=6.3,1.3 Hz, 2H), 7.79 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.86 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 11.45 (s, 1H), 12.02 (s,
1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

O (ppm) = 17.2, 77.4, 79.2, 1271, 127.3, 128.4, 128.6, 128.7, 128.8, 129.4, 129.5, 130.9,
136.2, 139.5, 143.9, 165.4, 168.1.

HPLC tr = 13.33 min (Methode 1) A.U.C =97.9 %

N-(2-((Benzyloxy)amino)-2-oxo-1-phenylethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (125b)
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125b
CagH24N204
452.51 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Essigsaureethylester umkristallisiert
und das Produkt 125b konnte als weil3er Feststoff (233 mg, 515 pmol, 60 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 189.5 °C

Ry 0.24 (n-Hexan/Essigsaureethylester 6:4)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 4.83 (s, 2H), 5.38 (s, 1H), 7.22 — 7.36 (m, 5H), 7.37 — 7.45 (m, 4H), 7.46 — 7.54 (m,
4H),7.70-7.76 (m, 2H), 7.79 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.88 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 11.66 (s, 1H), 12.20
(s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 77.3, 83.6, 127.1, 127.3, 128.1, 128.4, 128.7, 128.7, 128.8, 128.8, 129.3, 129.5,
129.5, 130.9, 135.8, 136.1, 139.5, 143.8, 165.5, 166.1.

HPLC tr = 14.98 min (Methode 1) A.U.C =97.0 %

N-((1-((Benzyloxy)amino)-2-methyl-1-oxopropan-2-yl)oxy)-[1,1'-biphenyl]-4-

H’O%OHDVQ

125¢
C24H24N204
404.47 g/mol

carboxamid (125c)

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 - 1:1) konnte das Produkt 125c als weilder Feststoff
(289 mg, 715 ymol, 72 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 113.7 °C

Ry 0.42 (n-Hexan/Essigséaureethylester 3:7)
'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds)
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0 (ppm) = 1.45 (s, 6H), 4.83 (s, 2H), 7.30 — 7.34 (m, 1H), 7.34 — 7.39 (m, 2H), 7.39 — 7.46 (m,
3H), 7.50 (t, J=7.7 Hz, 2H), 7.69 — 7.76 (m, 2H), 7.80 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.84 — 7.89 (m, 2H),
11.59 (s, 1H), 11.66 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

0 (ppm) = 24.2, 77.2, 85.5, 127.2, 127.4, 128.6, 128.7, 128.8, 128.8, 129.3, 129.5, 130.5,
136.2, 139.4, 144.2, 167.8, 170.7.

HPLC tr = 14.23 min (Methode 1) A.U.C =99.0 %

2-((3-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)ureido)oxy)-N-(benzyloxy)acetamid (128)

“r“wo“\oﬂ@

128
Co2H21N304
391.43 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung B. Das Rohprodukt wurde in siedendem Propan-2-ol suspendiert, heil? filtriert
und der Filterkuchen mit Propan-2-ol gewaschen. Das Produkt 128 konnte als hellgelber
Feststoff (234 mg, 598 uymol, 64 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 203.3°C

Ry 0.33 (Dichlormethan/Methanol 9:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 4.31 (s, 2H), 4.86 (s, 2H), 7.30 — 7.35 (m, 2H), 7.37 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 7.39 — 7.47
(m, 4H), 7.58 — 7.69 (m, 6H), 9.71 (s, 1H), 9.81 (s, 1H), 11.83 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 73.8, 77.6, 119.6, 126.7, 127.4, 127.4, 128.8, 129.3, 129.3, 134.7, 136.1, 138.9,
140.2, 157.9, 166.5.

HPLC tr = 13.38 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

2-((([1,1'-Biphenyl]-4-ylmethylen)amino)oxy)-N-(benzyloxy)acetamid (133a)
o Sy L0
O \N/O\)'LN/O
H

133a
C22H20N203
360.41 g/mol
Die Synthese erfolgte gemaR der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung C. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der

saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
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n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) konnte das Produkt 133a als weiller Feststoff
(1.19 g, 3.29 mmol, 84 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 136.8 °C

Ry 0.26 (n-Hexan/Essigsaureethylester 6:4)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 4.54 (s, 2H), 4.83 (s, 2H), 7.31 — 7.44 (m, 6H), 7.48 (t, J=7.7 Hz, 2H), 7.69 - 7.73
(m, 4H), 7.75 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 8.37 (s, 1H), 11.31 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 71.9, 77.5, 127.2, 127.5, 128.1, 128.4, 128.7, 128.8, 129.4, 129.5, 131.0, 136.2,
139.7, 142.2, 150.6, 165.9.

HPLC tr = 15.00 min (Methode 1) A.U.C =98.3 %

2-(((1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)ethyliden)amino)oxy)-N-(benzyloxy)acetamid (133b)
(0]
O \N/o\)ku,o\/©

133b
C23H22N203
374.44 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung C. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 > 4:6) konnte das Produkt 133b als weiler Feststoff
(322 mg, 860 pymol, 78 %) erhalten werden.

Ry 0.56 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 2.28 (s, 3H), 4.56 (s, 2H), 4.83 (s, 2H), 7.31 — 7.45 (m, 6H), 7.48 (t, J = 7.7 Hz, 2H),
7.67 —7.77 (m, 6H), 11.23 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 13.2, 71.9, 77.5, 127.1, 127.1, 127.1, 128.3, 128.8, 129.4, 129.5, 135.0, 136.2,
139.8, 141.5, 156.0, 166.2.

HPLC tr = 15.67 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

2-(((1-([1,1'-Biphenyl]-4-y1)-2,2,2-trifluorethyliden)amino)oxy)-N-(benzyloxy)acetamid (133c)
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133c
Ca23H19F3N203
428.41 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung C. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (3:2 - 3:7) konnte das Produkt 133c¢ als Gemisch der E- und

Z-Konfigurationsisomere als weilder Feststoff (464 mg, 1.08 mmol, 84 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 117.9 °C

Ry 0.14 (n-Hexan/Essigsaureethylester 4:1)

"H NMR (600 MHz, Chloroform-d)

0 (ppm) = 4.75 (s, 2H), 4.86 (s, 2H), 4.93 (s, 2H), 4.97 (s, 2H), 7.29 — 7.44 (m, 14H), 7.45 —
7.56 (m, 6H), 7.60 (ddt, J = 11.2, 6.0, 1.3 Hz, 6H), 7.63 — 7.70 (m, 1H), 8.20 (s, 1H), 8.46 (s,
1H).

3C NMR (151 MHz, CDCl;)

O (ppm) =73.7,73.7,74.4,78.5,78.6, 117.1, 119.0, 124.6, 127.2, 127.2, 127.3, 127.3, 127 .6,
128.2, 128.2, 128.7, 128.8, 128.9, 129.0, 129.0, 129.2, 129.3, 134.6, 134.8, 139.7, 139.8,
143.7, 143.8, 148.9, 165.2.

F NMR (565 MHz, CDCl;)

o (ppm) = -66.3, -62.1.

MS (ESI): m/z berechnet flr C23H20F3N203 [M+H*]: 429; gefunden: 429.

HPLC tr = 16.27 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-(2-Benzylidenhydrazinyl)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (144)

o} o
.0 N
o ne
H H

144
C22H19N303
373.41 g/mol
Die Synthese erfolgte gemaR der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung C. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (3:2 - 3:7) konnte das Produkt 144 als Gemisch der E- und Z-

Konfigurationsisomere als weil3er Feststoff (1.63 g, 4.37 mmol, 59 %) erhalten werden.
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Ry 0.15 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:4)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 4.59 (s, 2H), 5.00 (s, 2H), 7.37 — 7.54 (m, 12H), 7.65 (dd, J = 7.5, 2.1 Hz, 2H), 7.72
(ddd, J=9.4, 4.8, 2.0 Hz, 6H), 7.77 (dd, J = 21.4, 8.2 Hz, 4H), 7.89 (dd, J = 8.6, 6.8 Hz, 4H),
7.98 (s, 1H), 8.30 (s, 1H), 11.56 (s, 1H), 11.82 (s, 1H), 11.99 (s, 1H), 12.28 (br s, 1H).

MS (ESI): m/z berechnet fir C22H20N303 [M+H*]: 374.2 gefunden: 374.3.

HPLC tr = 13.03 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-((4-Fluorphenyl)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (149)

Lo LT
JARe
H H

149
C21H17FN203
364.38 g/mol

Die Darstellung von N-(2-((4-Fluorphenyl)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carbox-
amid (149) wurde von BEATE LUNGERICH durchgeflhrt.

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV. 10 nach Methode C bei einer Reaktionstemperatur
von 60 °C fiur 48 h. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der
Ruckstand in 20.0 mL Essigsaureethylester gel6st, dreimal mit jeweils 20.0 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen, einmal mit 20.0 mL einer 10%igen
Zitronensaure-Lésung und einmal mit 20.0 mL gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen.
Die organische Phase wurde Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde an Kieselgel
adsorbiert und nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem
Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 - 3:7) konnte das Produkt 149 als
weilker Feststoff (217 mg, 596 ymol, 76 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 186.1 °C

Ry 0.51 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 4.61 (s, 2H), 7.20 (t, J = 8.9 Hz, 2H), 7.34 — 7.46 (m, 1H), 7.49 (t, J = 7.3 Hz, 2H),
7.61—-7.77 (m, 4H), 7.80 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.90 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 10.65 (s, 1H), 12.41 (s,
1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d5)

d (ppm) = 75.4, 115.5 (d, 2J("*C,"F) = 22.3 Hz), 121.0 (d, 3J("*C,"°F) = 7.7 Hz), 126.8, 126.9,
128.0, 128.2, 129.0, 129.9, 134.6 (d, “J(*C,"F) = 2.6 Hz), 138.9, 158.2 (d, "J(*C,'F) = 240.4

Hz), 165.6, 166.6.
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®F NMR (282 MHz, DMSO)

O (ppm) =-118.7.

HPLC tr = 14.77 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

MS (ESI): m/z berechnet fir C21H1sFN203 [M+H*]: 365.1; gefunden: 365.1.

N-(2-Oxo-2-(phenoxyamino)ethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (150a)

(o] (o]
SERERe
H H

150a
C21H1gN204
362.39 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (8:2 - 3:7) konnte das Produkt 150a als weiller Feststoff
(53 mg, 146 pmol, 20 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 135.4 °C

R« 0.16 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 4.59 (s, 2H), 7.01 = 7.10 (m, 3H), 7.28 — 7.36 (m, 2H), 7.39 — 7.45 (m, 1H), 7.50 (t,
J=17.7Hz, 2H), 7.74 (d, 2H), 7.81 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.90 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 12.25 (s, 2H).
3C NMR (151 MHz, DMSO)

O (ppm) = 73.4, 113.4, 123.0, 127.2, 127.4, 128.4, 128.7, 129.5, 129.9, 130.7, 139.4, 144.0,
159.7, 165.9, 168.4.

HPLC tr = 13.33 min (Methode 1) A.U.C =96.0 %

N-(2-Oxo0-2-(2-phenylhydrazinyl)ethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (150b)

(0] 0] H
.0 -
O AN
H H

150b
C21H19N303
361.40 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung B. Das erhaltene Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Dichlormethan
umkristallisiert und das Produkt 150b konnte als weilter Feststoff (148 mg, 410 pmol, 74 %)

erhalten werden.
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Schmelzpunkt 179.1 °C

Ry 0.20 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 4.57 (s, 2H), 6.65 — 6.77 (m, 3H), 7.06 — 7.15 (m, 2H), 7.36 — 7.46 (m, 1H), 7.46 —
7.56 (m, 2H), 7.72 - 7.79 (m, 2H), 7.82 (dt, J= 6.2, 2.4 Hz, 3H), 7.85 - 7.93 (m, 2H), 10.06 (s,
1H), 12.18 (br s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 73.8, 112.2, 118.7, 126.7, 126.9, 127.8, 128.2, 128.7, 129.1, 130.2, 139.0, 143 .4,
148.9, br s 164.8, 167.6.

HPLC tr = 12.45 min (Methode 1) A.U.C =98.9 %

N-(2-(2-Benzoylhydrazinyl)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (151)
(0] o H
O AN
SERaE

151
C22H19N304
389.41 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (3:7 - 0:10) konnte das Produkt 151 als weil3er Feststoff
(169 mg, 434 ymol, 59 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 195.3 °C

Ry 0.17 (Dichlormethan/Methanol 9:1)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) =4.61 (s, 2H), 7.38 — 7.46 (m, 1H), 7.46 — 7.55 (m, 4H), 7.56 — 7.63 (m, 1H), 7.74 (dt,
J=6.2,1.4Hz, 2H), 7.80 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.85—-7.97 (m, 4H), 10.30 (s, 1H), 10.46 (s, 1H),
12.19 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 73.5, 126.7, 126.8, 127.4, 127.8, 128.2, 128.4, 129.0, 130.1, 131.9, 132.3, 138.9,
143.4, 165.0, 165.4, 167.1.

HPLC tr = 11.20 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-oxo-2-((thiophen-2-yImethoxy)amino)ethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157a)
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157a
C20H1gN204S
382.43 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 - 4:6) konnte das Produkt 157a als weiller Feststoff
(212 mg, 554 pmol, 75 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 98.9 °C

Ry 0.27 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d)

0 (ppm) = 4.41 (s, 2H), 5.02 (s, 2H), 6.99 (t, J = 4.2 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 7.39 -
7.44 (m, 1H), 7.46 — 7.53 (m, 2H), 7.54 — 7.60 (m, 1H), 7.70 — 7.76 (m, 2H), 7.79 (d, J = 8.0
Hz, 2H), 7.86 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 11.51 (s, 1H), 12.16 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 70.9, 73.2, 126.6, 126.8, 127.6, 127.8, 128.1, 128.7, 129.0, 130.3, 137.4, 139.0,
143.4, 164.8.

HPLC tr = 12.43 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-(((5-Chlorthiophen-2-yl)Ymethoxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carbox-

amid (157b)
Cl
ol

157b
CyoH17CIN,O4S
416.88 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 - 4:6) konnte das Produkt 157b als weiller Feststoff
(238 mg, 571 ymol, 78 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 169.8 °C
Ry 0.45 (Dichlormethan/Methanol 95:5)
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"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 4.41 (s, 2H), 4.96 (s, 2H), 6.97 (d, J= 3.9 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 7.42 (t,
J=7.3Hz,1H),7.50 (t, J=7.6 Hz, 2H), 7.73 (d, J= 7.7 Hz, 2H), 7.80 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.87
(d, J=8.1 Hz, 2H), 11.54 (s, 1H), 12.15 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 70.9, 73.1, 126.5, 126.6, 126.8, 127.8, 128.1, 128.6, 129.0, 129.4, 130.2, 1371,
139.0, 143.4, 164.9.

HPLC tr = 13.73 min (Methode 1) A.U.C = 99.0 %

N-(2-(((2-Chlorthiazol-5-yl)methoxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157c)
o} o} N
O N/O\)k,\ro\/[s>\CI
H H

157¢
C19H16CIN304S
417.86 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung C. Das Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Dichlormethan umkristallisiert und das

Produkt 157c¢ konnte als weilRer Feststoff (243 mg, 582 ymol, 79 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 171.6 °C

Ry 0.23 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 4.41 (s, 2H), 5.06 (s, 2H), 7.37 — 7.45 (m, 1H), 7.45 — 7.54 (m, 2H), 7.68 — 7.76 (m,
3H), 7.78 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.86 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 11.85 (br s, 2H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 68.3, 73.0, 126.7, 126.9, 127.8, 128.2, 129.0, 130.2, 135.7, 139.0, 142.2, 143 .4,
151.5, 165.0, 165.0.

HPLC tr = 12.32 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-Oxo0-2-((pyridin-4-ylmethoxy)amino)ethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157d)
(0] (0] Z "N
N”O\)LN/O -
sl

157d
C21H1gN304
377.40 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung C. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der

saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
296



Experimentalteil

Dichlormethan/Methanol (95:5 - 90:10) konnte das Produkt 157d als weilRer Feststoff
(176 mg, 466 umol, 63 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 171.4 °C

Ry 0.51 (Dichlormethan/Methanol 9:1)

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds)

O (ppm) = 4.40 (s, 2H), 4.93 (s, 2H), 7.35 — 7.46 (m, 3H), 7.50 (t, J= 7.5 Hz, 2H), 7.73 (d, J =
7.7 Hz, 2H), 7.78 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.84 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 8.54 (d, J = 4.9 Hz, 2H), 11.64
(s, 1H), 12.15 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 73.1, 75.3, 122.6, 126.6, 126.8, 127.8, 128.1, 129.0, 130.2, 139.0, 143.4, 144.8,
149.6, br s 164.8, br s 165.0.

HPLC tr = 8.57 min (Methode 1) AU.C=97.7 %

N-(2-Oxo-2-((pyridin-3-ylmethoxy)amino)ethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157e)
N/O\)kN/O N
M

157e
C21H19N304
377.40 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung C. Das Rohprodukt wurde aus Chloroform/Methanol umkristallisiert und das

Produkt 157e konnte als weil3er Feststoff (118 mg, 313 ymol, 57 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 158.2 °C

Ry 0.15 (Dichlormethan/Methanol 9:1)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 4.39 (s, 2H), 4.91 (s, 2H), 7.34 — 7.46 (m, 2H), 7.46 — 7.56 (m, 2H), 7.66 — 7.88 (m,
7H), 8.54 (dd, J=4.8, 1.7 Hz, 1H), 8.62 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 11.57 (s, 1H), 12.06 (s, 1H).

3C NMR (126 MHz, DMSO)

o (ppm) = 73.6, 75.0, 123.8, 127.0, 127.2, 128.2, 128.5, 129.4, 130.6, 131.8, 137.0, 139.4,
143.8, 149.9, 150.3, br s 165.1.

HPLC tr = 8.47 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-Oxo-2-((pyridin-2-ylmethoxy)amino)ethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157f)
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157f
C21H19N304
377.40 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung C. Das Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Essigsaureethylester umkristallisiert

und das Produkt 157f konnte als weil3er Feststoff (174 mg, 461 umol, 63 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 152.8 °C

Ry 0.52 (Dichlormethan/Methanol 95:5)

H NMR (300 MHz, DMSO-ds)

O (ppm) = 4.40 (s, 2H), 4.96 (s, 2H), 7.34 (ddd, J=7.6, 4.8, 1.2 Hz, 1H), 7.38 — 7.46 (m, 1H),
7.46 — 7.59 (m, 3H), 7.70 — 7.76 (m, 2H), 7.76 — 7.88 (m, 5H), 8.54 (ddd, J=5.0, 1.8, 0.9 Hz,
1H), 11.64 (s, 1H), 12.06 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 73.6, 78.3, 123.0, 123.7, 127.1, 127.3, 128.3, 128.7, 129.5, 130.7, 137.2, 139.4,
143.8, 149.5, 156.1, 165.3, 165.5.

HPLC tr = 8.77 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-(((4-Brombenzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (1579)

o (0] \/©/Br
oL o
H H

157g

CooH19BrN,O4

455.31 g/mol
Die Synthese erfolgte gemaR der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Dichlormethan umkristallisiert und das

Produkt 157g konnte als weil3er Feststoff (202 mg, 444 ymol, 60 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 217.2°C

Ry 0.29 (n-Hexan/Essigséaureethylester 3:7)

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds)

O (ppm) = 4.38 (s, 2H), 4.84 (s, 2H), 7.33 - 7.39 (m, 2H), 7.39 — 7.45 (m, 1H), 7.47 — 7.55 (m,
4H), 7.71 - 7.75 (m, 2H), 7.79 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.82 — 7.87 (m, 2H), 11.49 (s, 1H), 12.14 (s,
1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)
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o (ppm) = 73.1, 76.1, 121.6, 126.7, 126.9, 127.9, 128.2, 129.1, 130.2, 131.0, 131.2, 135.2,
139.0, 143.4, br s 164.7, 164.9.
HPLC tr = 14.10 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-(((4-Methoxybenzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157h)

(0] (0] \/@/O\
O A0
H H

157h
C23H2oN205
406.44 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Dichlormethan umkristallisiert und das
Produkt 157h konnte als weilder Feststoff (262 mg, 645 ymol, 88 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 161.8 °C

Ry 0.22 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (500 MHz, DMSO-db)

o (ppm) = 3.72 (s, 3H), 4.40 (s, 2H), 4.79 (s, 2H), 6.88 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.29 — 7.37 (m, 2H),
7.38 — 7.46 (m, 1H), 7.50 (dd, J = 8.4, 6.9 Hz, 2H), 7.70 — 7.75 (m, 2H), 7.78 (d, J = 8.1 Hz,
2H), 7.87 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 11.36 (s, 1H), 12.05 (s, 1H).

3C NMR (126 MHz, DMSO)

o (ppm) = 55.4, 73.6, 77.0, 114.1, 127.0, 127.2, 128.1, 128.2, 128.5, 129.4, 130.6, 131.0,
139.4, 143.8, 159.8, br s 165.0.

HPLC tr = 12.90 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-Oxo-2-(((4-(trifluormethoxy)benzyl)oxy)amino)ethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carbox-

amid (157i)
(ON
PENSS A
C

157i
Ca23H19F3N205
460.41 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung B. Das Rohprodukt wurde aus Essigsaureethylester umkristallisiert und das

Produkt 157i konnte als weiler Feststoff (544 mg, 1.18 mmol, 80 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 207.5°C
Rs 0.25 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)
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"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 4.41 (s, 2H), 4.90 (s, 2H), 7.32 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.42 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.50 (t,
J=7.7Hz, 2H),7.55(d, J=8.6 Hz, 2H), 7.73 (d, J=7.4 Hz, 2H), 7.79 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.84
—7.90 (m, 2H), 11.64 (br s, 1H), 11.95 (br s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d5)

d (ppm) = 73.0, 75.9, 120.0 (d, 'J("*C,"F) = 256.4 Hz), 120.8, 126.7, 126.8, 127.8, 128.2,
129.0, 130.2, 130.7, 135.3, 139.0, 143.4, 148.2 (d, 3J(°C,"*F) = 1.8 Hz), 164.4, 164.7.

F NMR (282 MHz, DMSO)

O (ppm) = -56.8.

HPLC tr = 14.55 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-(((4-Fluorbenzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157j)

F
o o
H H

157
Ca2H19FN204
394.40 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (4:1 - 1:1) konnte das Produkt 157j als weilRer Feststoff
(264 mg, 669 pmol, 91 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 189.5 °C

Ry 0.24 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 4.39 (s, 2H), 4.84 (s, 2H), 7.09 — 7.21 (m, 2H), 7.37 — 7.56 (m, 5H), 7.69 — 7.76 (m,
2H), 7.76 — 7.90 (m, 4H), 11.48 (s, 1H), 12.13 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-db)

d (ppm) =73.1,76.1,115.1 (d, 2J("*C,"*F) = 21.3 Hz), 126.7, 126.9, 127.8, 128.2, 129.0, 130.2,
131.1 (d, 3J("*C,"°F) = 8.5 Hz), 132.0, 139.0, 143.4 (d, *J(*C,"*F) = 3.0 Hz), 162.1 (d, "J(**C,"°F)
=244.2 Hz), br s 164.7.

F NMR (282 MHz, DMSO)

0 (ppm) = -113.8.

HPLC tr = 13.23 min (Methode 1) A.U.C =98.9 %

N-(2-(((4-Chlorbenzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157k)
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O A0
H H

157k
C22H19CIN2O4
410.85 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung B. Das Produkt 157k konnte als weil3er Feststoff (124 mg, 302 uymol, 41 %)

erhalten werden.

Schmelzpunkt 205.1 °C

Ry 0.23 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 4.39 (s, 2H), 4.85 (s, 2H), 7.34 — 7.46 (m, 5H), 7.46 — 7.54 (m, 2H), 7.69 — 7.76 (m,
2H), 7.78 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 11.50 (s, 1H), 12.13 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 73.6, 76.5, 127.2, 127.3, 128.3, 128.7, 128.8, 129.5, 130.6, 131.1, 133.4, 135.3,
139.5, 143.9, br s 165.2.

HPLC tr = 14.12 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-(((4-lodbenzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (1571)

O

1571
C22H19IN204
502.31 g/mol
Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung B. Das Produkt 1571 wurde als weiler Feststoff (246 mg, 490 umol, 67 %)

erhalten.

Schmelzpunkt 214.5°C
Ry 0.18 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)
"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)
O (ppm) = 4.39 (s, 2H), 4.82 (s, 2H), 7.21 (d, J= 7.8 Hz, 2H), 7.41 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.50 (t,
J=7.6Hz 2H),7.67 (d,J=7.8Hz,2H),7.73 (d, J=7.7 Hz, 2H), 7.79 (d, J= 8.1 Hz, 2H), 7.85
(d, J=8.1 Hz, 2H), 11.47 (br s, 1H), 12.15 (br s, 1H).
3C NMR (151 MHz, DMSO)
O (ppm) = 73.1, 76.2, 94.7, 126.7, 126.9, 127.9, 128.2, 129.0, 130.2, 131.0, 135.5, 137.1,
139.0, 143.4, 164.7, 164.9.
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HPLC fr = 14.45 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-(((4-Cyanobenzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157m)
_N
WO A0
TN

157m
C23H19N30,4
401.42 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 > 1:9) konnte das Produkt 157m als weiler Feststoff
(225 mg, 561 pmol, 76 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 178.9 °C

Ry 0.18 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d)

O (ppm) = 4.39 (s, 2H), 4.96 (s, 2H), 7.42 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.50 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.61 (d,
J=7.9Hz 2H), 7.68 - 7.76 (m, 2H), 7.76 — 7.89 (m, 6H), 11.58 (br s, 1H), 12.14 (br s, 1H).
3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 73.3, 76.0, 110.9, 118.7, 126.7, 126.9, 127.9, 128.2, 129.1, 129.2, 130.2, 132.2,
139.0, 141.6, 143.6, 164.9, 165.0.

HPLC tr = 12.61 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-(((4-Methylbenzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157n)

Ao I
‘ O 0
o

157n
Ca3H2,N204
390.44 g/mol
Die Synthese erfolgte gemaR der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Dichlormethan umkristallisiert und das

Produkt 157n konnte als weif3er Feststoff (243 mg, 622 ymol, 84 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 165.8 °C
Rs 0.27 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)
'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
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0 (ppm) = 2.27 (s, 3H), 4.39 (s, 2H), 4.80 (s, 2H), 7.13 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.23 — 7.33 (m, 2H),
7.36 —7.46 (m, 1H), 7.45 - 7.56 (m, 2H), 7.70 - 7.76 (m, 2H), 7.79 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.86
(d, J=8.5Hz, 2H), 11.43 (s, 1H), 12.11 (s, 1H).

3C NMR (126 MHz, CDCls)

o (ppm) = 21.6, 75.9, 78.6, 127.6, 127.7, 128.2, 128.6, 129.2, 129.3, 129.6, 132.4, 138.8,
140.0, 145.9, 166.4, 168.0.

HPLC tr = 13.83 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

MS (ESI): m/z berechnet fir C23H23N204 [M+H*]: 391.2; gefunden: 391.2.

N-(2-Oxo-2-(((4-(trifluormethyl)benzyl)oxy)amino)ethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (1570)

o o
H H

1570
Ca3H19F3N204
444 .41 g/mol
Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung B. Das Produkt 1570 konnte als weil3er Feststoff (125 mg, 281 umol, 78 %)

erhalten werden.

Schmelzpunkt 224 .4 °C

Ry 0.52 (Dichlormethan/Methanol 9:1)

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 4.40 (s, 2H), 4.97 (s, 2H), 7.37 — 7.46 (m, 1H), 7.46 — 7.56 (m, 2H), 7.60 — 7.76 (m,
6H), 7.78 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 11.59 (br s, 1H), 12.10 (br s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-db)

o (ppm) = 72.8 — 73.3 (m), 76.0, 123.3, 125.0 — 125.2 (m), 126.7, 126.8, 127.8, 128.2, 128.7
(d, 3J("3C,"F) = 31.3 Hz), 129.0, 129.2, 130.0 — 130.3 (m), 139.0, 140.5 — 140.8 (m), 143.3 —
143.6 (m), 164.8.

F NMR (282 MHz, DMSO)

o (ppm) = -61.0.

HPLC tr = 14.55 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-(((4-(Methylthio)benzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157p)

0] 0 \/@/S\
WO AN -0
H H

157p
Ca23H2oN204S
422.50 g/mol
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Die Synthese erfolgte gemafl der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (6:4 - 3:7) konnte das Produkt 157p als weiler Feststoff
(232 mg, 549 umol, 75 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 185.9 °C

Ry 0.20 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) =2.43 (s, 3H), 4.38 (s, 2H), 4.81 (s, 2H), 7.19 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 7.34 (d, J = 8.3 Hz,
2H), 7.36 — 7.48 (m, 1H), 7.44 — 7.56 (m, 2H), 7.68 — 7.79 (m, 2H), 7.79 (d, J = 8.2 Hz, 2H),
7.86 (d, J=8.4 Hz, 2H), 11.43 (s, 1H), 12.15 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 14.6, 73.2, 76.5, 125.7, 126.6, 126.8, 127.8, 128.1, 129.0, 129.6, 130.2, 132.2,
138.4, 139.0, 143.4, 164.7.

HPLC tr = 13.63 min (Methode 1) A.U.C=97.9 %

N-(2-(((3,4-Difluorbenzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157q)

‘,*O“/M“" j
H H

157q
C22H1gF2N20,
412.39 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Essigsaureethylester umkristallisiert.

157q konnte als weil3er Feststoff (248 mg, 601 umol, 82 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 189.3 °C

Ry 0.18 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 4.40 (s, 2H), 4.86 (s, 2H), 7.27 (ddt, J = 8.3, 4.0, 1.5 Hz, 1H), 7.33 — 7.46 (m, 2H),
7.46 —7.57 (m, 3H), 7.70 — 7.76 (m, 2H), 7.78 (dd, J = 8.5 Hz, 2H), 7.85 (dd, J = 8.4 Hz, 2H),
11.60 (s, 1H), 11.98 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-db)

d (ppm) = 73.12, 75.56, 117.30 (d, 2J(**C,"*F) = 17.2 Hz), 117.69 (d, 2J("*C,"F) = 17.5 Hz),
125.44 — 125.84 (m), 126.67, 126.86, 127.80, 128.18, 129.05, 130.13, 133.26 — 134.28 (m),
138.98, 143.22 — 143.59 (m), 147.65 — 148.87 (m), 149.25 — 150.60 (m), br s 164.79.

'F NMR (282 MHz, DMSO-dc)
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0 (ppm) =-139.4 (d, J = 22.2 Hz), -138.8 (d, J = 22.2 Hz).
Elementaranalyse (%)
Berechnet flr C22H1sF2N2O4: C 64.08, H 4.40, N 6.79, gefunden: C 63.84, H4.17, N 6.65.

HPLC tr = 13.52 min (Methode 1) A.U.C =>99 %.
HRMS (ESI): m/z berechnet fir C2H19F2N204 [M+H*]: 413.1313; gefunden: 413.1302.
IR (KBr) ¥ = 3210 (NH), 2984 (CH), 1672, 1645 (C=0) cm™.

N-(2-(((2,4-Difluorbenzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157r)

F F
o dyo T
o o
H H

157r
Co2H1gF2N204
412.39 g/mol
Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (4:1 - 1:1) konnte das Produkt 157r als weil3er Feststoff

(287 mg, 696 pmol, 94 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 145.9 °C

Ry 0.25 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 4.38 (s, 2H), 4.89 (s, 2H), 7.02 (td, J= 8.5, 2.5 Hz, 1H), 7.17 — 7.30 (m, 1H), 7.37 —
7.45 (m, 1H), 7.45 - 7.61 (m, 3H), 7.68 — 7.76 (m, 2H), 7.78 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.82 — 7.90
(m, 2H), 11.48 (s, 1H), 12.11 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-db)

d (ppm) = 69.9, 73.0, 103.9 (t, 2J("*C,"F) = 25.9 Hz), 111.4 (dd, 23J("*C,"F) = 21.5, 3.7 Hz),
119.2 (dd, 23J(3C,"*F) = 12.1, 2.6 Hz), 126.7, 126.9, 127.8, 128.2, 129.0, 130.1, 133.3 (dd,
33J(3C,"°F) = 9.5, 6.3 Hz), 139.0, 143.4, 161.1 (dd, "3J("3C,'"F) = 249.8, 12.6 Hz), 162.5 (dd,
13J(13C,"°F) = 235.2, 12.4 Hz), br s 164.8.

F NMR (282 MHz, DMSO)

o (ppm) =-109.2, -113.4.

HPLC tr = 13.47 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-(((2-Chlorbenzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157s)
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oA 0
H H

157s
C22H19CINO4
410.85 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Dichlormethan umkristallisiert und das
Produkt 157s konnte als weiller Feststoff (256 mg, 623 umol, 85 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 139.8 °C

Ry 0.39 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 4.40 (s, 2H), 4.99 (s, 2H), 7.27 — 7.36 (m, 1H), 7.36 — 7.58 (m, 6H), 7.70 — 7.76 (m,
2H), 7.78 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 11.62 (s, 1H), 12.03 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

0 (ppm) = 73.5, 74.4, 127.1, 127.3, 127.7, 128.3, 128.7, 129.5, 129.8, 130.7, 131.6, 133.6,
133.8, 139.4, 143.8, br s 165.3.

HPLC tr = 13.95 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-(((3,5-Dimethylbenzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157t)

i /OQOL fovij\
O N N

157t
C24H24N204
404.47 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde aus Essigsaureethylester/Acetonitril umkristallisiert

und das Produkt 157t konnte als weiler Feststoff (148 mg, 366 umol, 66 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 134.5°C

Ry 0.24 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 2.24 (s, 6H), 4.40 (s, 2H), 4.78 (s, 2H), 6.96 (s, 1H), 7.00 (s, 2H), 7.37 — 7.46 (m,
1H), 7.47 — 7.57 (m, 2H), 7.73 (dt, J = 6.2, 1.4 Hz, 2H), 7.79 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.87 (d, J =
8.1 Hz, 2H), 11.48 (s, 1H), 12.16 (s, 1H).

3C NMR (126 MHz, DMSO)
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o (ppm) = 21.6, 74.2, 78.0, 127.4, 127.5, 127.7, 128.8, 129.0, 129.9, 130.5, 131.1, 136.4,
138.2, 139.9, 144.4, 165.5, 165.9.
HPLC tr = 14.78 min (Methode 1) A.U.C =95.6 %

N-(2-(((3-Cyanobenzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157 u)

N
Il

o) o
N,OQLN/O
H H

157u

Ca3H19N304
401.42 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 > 3:7) konnte das Produkt 157u als weiler Feststoff
(273 mg, 680 ymol, 92 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 171.6 °C

Ry 0.18 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 4.39 (s, 2H), 4.93 (s, 2H), 7.37 — 7.45 (m, 1H), 7.50 (dd, J = 8.4, 7.0 Hz, 2H), 7.56
(t, J=7.7Hz, 1H),7.66 — 7.74 (m, 2H), 7.74 — 7.81 (m, 5H), 7.83 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.89 (d,
J=1.7 Hz, 1H), 11.58 (br s, 1H), 12.14 (br s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 73.7, 76.3, 111.8, 119.1, 127.2, 127.4, 128.3, 128.7, 129.5, 130.0, 130.6, 132.5,
133.8, 138.1, 139.4, 143.9, 144.0, 165.4.

HPLC tr = 12.71 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-(((2,3-Dichlorbenzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157v)
Cl
N,o\)kN,o
H H

157v
C22H15CIoN204
445.30 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender

Aufarbeitung A. Das erhaltene Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Dichlormethan

307



Experimentalteil

umkristallisiert und das Produkt 157v konnte als weil3er Feststoff (208 mg, 467 umol, 63 %)

erhalten werden.

Schmelzpunkt 170.1 °C

Ry 0.25 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 4.39 (s, 2H), 5.02 (s, 2H), 7.33 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.38 — 7.46 (m, 1H), 7.46 — 7.56
(m, 3H), 7.62 (dd, J=8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.70 - 7.76 (m, 2H), 7.78 (dd, J = 8.6 Hz, 2H), 7.84 (dd,
J =8.5Hz, 2H), 11.69 (br s, 1H), 11.99 (br s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 73.5, 74.7, 100.0, 127.1, 127.3, 128.3, 128.6, 128.7, 129.5, 129.9, 130.7, 130.9,
131.5, 132.3, 136.5, 139.4, 143.8, 164.8, br s 165.3.

HPLC tr = 14.87 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-(((2,4-Dichlorbenzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157w)

cl cl
.0 B
N JkN ©
H H

157w
C22H15CI2N204
445.30 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das erhaltene Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Essigsaureethylester
umkristallisiert und das Produkt 157w konnte als weiler Feststoff (234 mg, 525 pymol, 71 %)

erhalten werden.

Schmelzpunkt 194.1 °C

Ry 0.46 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 4.39 (s, 2H), 4.96 (s, 2H), 7.35 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz, 1H), 7.38 — 7.45 (m, 1H), 7.50
(t, J=7.7 Hz, 2H), 7.55 (d, J= 8.2 Hz, 1H), 7.60 (d, J= 2.1 Hz, 1H), 7.70 — 7.76 (m, 2H), 7.78
(d, J=8.3 Hz, 2H), 7.81 — 7.87 (m, 2H), 11.73 (br s, 2H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 73.0, 73.1, 126.6, 126.8, 127.3, 127.8, 128.2, 128.8, 129.0, 130.1, 132.5, 132.5,
139.0, 139.3, 140.3, 143.4, 164.8.

HPLC tr = 15.34 min (Methode 1) A.U.C =98.2 %

N-(2-((Cyclohexylmethoxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157x)
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157x
C22H26N204
382.46 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (8:2 - 1:1) konnte das Produkt 157x als weiller Feststoff
(264 mg, 690 umol, 94 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 115.6 °C

Ry 0.23 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d)

0 (ppm) = 0.88 — 0.99 (m, 2H), 1.06 — 1.25 (m, 3H), 1.56 — 1.69 (m, 4H), 1.69 — 1.77 (m, 2H),
3.62 (d, J=6.7 Hz, 2H), 4.39 (s, 2H), 7.39 — 7.46 (m, 1H), 7.50 (t, J= 7.7 Hz, 2H), 7.70 - 7.75
(m, 2H), 7.79 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.87 (d, 2H), 11.37 (s, 1H), 12.14 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 25.6, 26.5, 29.6, 36.4, 73.7, 81.1, 127.2, 127.3, 128.3, 128.7, 129.5, 130.7, 139.4,
143.9, 164.8, br s 165.3.

HPLC tr = 14.93 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-Oxo0-2-((prop-2-yn-1-yloxy)amino)ethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157y)
(0] (0]
/
] H,o\)LH,o\//

157y
C1gH16N204
324.34 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (6:4 > 3:7) konnte das Produkt 157y als weilder Feststoff
(181 mg, 558 ymol, 76 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 146.3 °C
R¢ 0.37 (n-Hexan/Essigséaureethylester 3:7)
'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds)
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8 (ppm) = 3.60 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 4.42 (s, 2H), 4.53 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 7.38 — 7.45 (m, 1H),
7.46 — 7.53 (m, 2H), 7.69 — 7.75 (m, 2H), 7.78 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.83 — 7.91 (m, 2H), 11.67
(s, 1H), 12.16 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

5 (ppm) = 63.2, 73.6, 79.1, 79.3, 127.2, 127.3, 128.4, 128.7, 129.5, 130.7, 139.4, 143.9, br s
165.4.

HPLC t= = 11.03 min (Methode 1) A.U.C = 98.2 %

N-(2-Oxo-2-(phenethoxyamino)ethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157z)

(o] (o]
SERERAS
H H

157z
Ca23H22N204
390.44 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das erhaltene Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Essigsaureethylester
umkristallisiert und das Produkt 157z konnte als weiler Feststoff (125 mg, 320 umol, 43 %)

erhalten werden.

Schmelzpunkt 160.4 °C

R« 0.37 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 2.90 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 4.04 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 4.42 (s, 2H), 7.20 (p, J = 4.0 Hz,
1H), 7.28 (d, J = 4.5 Hz, 4H), 7.41 (dd, J = 8.3, 6.4 Hz, 1H), 7.49 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.66 —
7.76 (m, 2H), 7.78 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.88 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 11.49 (s, 1H), 12.17 (s, 1H).
3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 33.8, 73.2, 75.8, 126.2, 126.7, 126.9, 127.8, 128.2, 128.3, 128.8, 129.0, 138.1,
138.9, 143.4, 164.6, 164.6.

HPLC tr = 13.84 min (Methode 1) A.U.C =97.9 %

N-(2-Oxo0-2-((3-phenylpropoxy)amino)ethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157aa)

i i \/\/@
O O A0
o~

157aa
C24H24N204
404.47 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlielRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Essigsaureethylester umkristallisiert
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und das Produkt 157aa konnte als weiller Feststoff (231 mg, 571 ymol, 78 %) erhalten

werden.
Schmelzpunkt 146.5 °C
Ry 0.29 (Dichlormethan/Methanol 95:5)

'H NMR (600 MHz, DMSO-dc)

5 (ppm) = 1.78 — 1.91 (m, 2H), 2.68 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 3.83 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 4.41 (s, 2H),
7.15 = 7.19 (m, 1H), 7.20 — 7.24 (m, 2H), 7.27 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.39 — 7.47 (m, 1H), 7.51
(dd, J = 8.4, 7.0 Hz, 2H), 7.69 — 7.77 (m, 2H), 7.76 — 7.82 (m, 2H), 7.83 — 7.91 (m, 2H), 11.44
(s, 1H), 12.17 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

5 (ppm) = 29.9, 31.8, 73.7, 75.1, 126.2, 127.2, 127.3, 128.3, 128.7, 128.7, 128.8, 129.5, 130.7,
139.4, 142.0, 143.9, 165.0, br s 165.4.

HPLC tz = 14.42 min (Methode 1) A.U.C = >99 %

(S)-N-(2-oxo-2-((1-phenylethoxy)amino)ethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157ab)
Lo dye
O N,o\)kN,o:
o

157ab
Ca3H2oN204
390.44 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 = 3:7) konnte das Produkt 157ab als weilter Feststoff
(224 mg, 574 ymol, 78 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 112.6 °C

Ry 0.31 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 1.45 (d, J = 6.5 Hz, 3H), 4.35 (q, 2H), 4.99 (q, J = 6.5 Hz, 1H), 7.29 (t, J = 7.1 Hz,
1H), 7.32 (t, J=7.4 Hz, 2H), 7.38 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.40 — 7.44 (m, 1H), 7.50 (t, J = 7.7 Hz,
2H), 7.73 (d, J =7.4 Hz, 2H), 7.79 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.83 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 11.28 (s, 1H),
12.12 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 20.7, 73.2, 81.9, 126.6, 126.8, 127.8, 128.1, 128.2, 129.0, 130.2, 139.0, 141.2,
143.4, 164.7, 165.0.

HPLC tr = 13.32 min (Methode 1) A.U.C =98.3 %
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N-(2-((Hexyloxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (157ac)
0]

O
E!Im N/O\V/M\N/O\v/ﬁ\\//\\//

H H

157ac
C21H26N204
370.45 g/mol
Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Dichlormethan umkristallisiert und das

Produkt 157ac konnte als weiler Feststoff (202 mg, 545 umol, 74 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 102.5 °C

Ry 0.31 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 0.80 — 0.91 (m, 3H), 1.20 — 1.46 (m, 6H), 1.61 — 1.74 (m, 2H), 3.95 (t, J = 6.8 Hz,
2H), 4.57 (s, 2H), 7.33 — 7.52 (m, 3H), 7.55 — 7.64 (m, 2H), 7.63 — 7.70 (m, 2H), 7.82 — 7.92
(m, 2H), 9.88 (br s, 1H), 11.43 (br s, 1H).

3C NMR (126 MHz, CDCl;)

o (ppm) = 141, 22.7, 25.5, 28.1, 31.7, 75.8, 77.1, 127.4, 127.6, 128.0, 128.5, 129.0, 129.1,
139.8, 145.8, 166.2, 167.9.

HPLC tr = 14.93 min (Methode 1) A.U.C =97.3 %

N-(2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)-4-ethynylbenzamid (159a)

O 0
H H
=

159a
C1gH16N204
324.34 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 - 6:4) sowie anschlieBender Umdkristallisation aus
n-Hexan/Chloroform konnte das Produkt 159a als weiler Feststoff (248 mg, 765 pmol, 46 %)

erhalten werden.

Schmelzpunkt 141.3 °C
Rs 0.27 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:9)
'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds)
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5 (ppm) = 4.37 (s, 2H), 4.40 (s, 1H), 4.84 (s, 2H), 7.30 — 7.38 (m, 3H), 7.39 (dd, J = 7.2, 2.4
Hz, 2H), 7.58 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.72 — 7.79 (m, 2H), 11.43 (br s, 1H), 12.15 (br s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

5 (ppm) = 72.9, 77.0, 82.7, 83.2, 125.0, 127.4, 128.3, 128.8, 131.5, 131.8, 135.7, 164.6, 164.6.
HPLC tz = 10.70 min (Methode 1) A.U.C = >99 %

N-(2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)-4-(pyridin-4-yl)benzamid (159b)

tyodyo
N/O\)LN/O
H H

/

159b
C21H19N304
377.40 g/mol
Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung C. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (3:7 = 0:10) konnte das Produkt 159b als weilRer Feststoff

(119 mg, 315 ymol, 33 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 173.5°C

Ry 0.29 (Dichlormethan/Methanol 95:5)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 4.40 (s, 2H), 4.86 (s, 2H), 7.31 —7.38 (m, 3H), 7.39 — 7.42 (m, 2H), 7.75 - 7.79 (m,
2H), 7.90 (dd, J = 8.5 Hz, 2H), 7.93 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 8.67 (dd, 2H), 11.48 (br s, 1H), 12.20
(brs, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 73.5, 77.5, 121.8, 127.4, 128.5, 128.5, 128.8, 129.3, 132.4, 136.2, 140.7, 146.3,
150.8, br s 165.1.

HPLC tr = 6.72 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-(2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)-4-(4-methylpiperazin-1-yl)benzamid (159c)
oSy O
/@)LN/O\)kN/O
H H

159c¢
C21H26N404
398.46 g/mol

Die Darstellung von N-(2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)-4-(4-methylpiperazin-1-yl)benz-
amid (159c) wurde von BEATE LUNGERICH durchgefuhrt.
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Die Synthese erfolgte gemall der ASV. 10 nach Methode C fiir 6 h bei 60 °C und weiteren
16 h bei Raumtemperatur. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der
Ruckstand in 20.0 mL Essigsaureethylester aufgenommen, dreimal mit jeweils 20.0 mL
gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung, einmal mit 20.0 mL 10%iger Zitronensaure-
Lésung und einmal mit 10.0 mL gesattigter Natriumchlorid-L6sung gewaschen. Die organische
Phase wurde Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch Dichlormethan/Methanol
(9:1 > 7:3) gereinigt. Die Produktfraktion wurde anschlieBend zweimal mittels
Umkehrphasenchromatographie an C-18 S&ulenmaterial mit dem Laufmittelgemisch
Wasser/Acetonitril (9:1 > 8:2) gereinigt. Das Produkt 159c konnte als weilRer Feststoff
(55.0 mg, 138 umol, 8 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 158.9 °C (Zersetzung)

Ry 0.39 (Dichlormethan/Methanol 9:1)

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) =2.27 (q, J=5.5,4.0 Hz, 3H), 2.48 (q, J= 4.9 Hz, 4H), 3.23 (q, J = 4.9 Hz, 4H), 4.38
(d, J=4.1Hz, 2H),4.87 (d, J=4.1 Hz, 2H), 6.64 — 6.90 (m, 2H), 7.22 (q, J = 5.2 Hz, 4H), 7.29
- 7.42 (m, 2H), 7.56 (td, J = 5.3, 2.5 Hz, 2H), 11.50 (br s, 1H).

3C NMR (75 MHz, CDCl;)

O (ppm) =46.2,47.5,54.9,76.0, 78.4, 114.1, 128.6, 128.7, 129.1, 129.2, 135.4, 145.2, 154 .2,
166.3, 168.8.

HPLC tr = 6.67 min (Methode 1) A.U.C =98.4 %

Perfluorphenyl 5-((3aS,4 S,6aR)-2-Oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentano-

at (163)
ON—NH H of F
HE’@"“\\/\AOﬁF

HO\—s F

163
C16H15FsN203S
410.36 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 10 nach Methode B. Das Lésungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukt an Kieselgel absorbiert nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
Dichlormethan/Methanol (7:3 - 6:4) konnte das Produkt 163 als weilRer Feststoff (513 mg,
1.25 mmol, 62 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der

Literatur angegebenen lberein. 54
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Schmelzpunkt 187.6 °C (Lit.: 188-189 °C)5%4l

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds)

8 (ppm) = 1.36 — 1.75 (m, 6H), 2.59 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 2.79 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.84 (dd, J =
12.4,5.1 Hz, 1H), 3.12 (ddd, J = 8.5, 6.2, 4.4 Hz, 1H), 4.15 (ddd, J= 7.7, 4.5, 1.9 Hz, 1H), 4.28
—4.35 (m, 1H), 6.36 (s, 1H), 6.44 (t, J = 1.8 Hz, 1H).

N-(2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-2',3',4',5',6'-ds-4-carboxamid (176)

0]
N ’O\)'LN’O\/©
H H

176
Ca2H15D5N20,
381.44 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV.10 nach Methode B mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der
saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (6:4 - 4:6) konnte das Produkt 176 als weilter Feststoff
(412 mg, 1.08 mmol, 66 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 158.5 °C

Ry 0.23 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 4.40 (s, 2H), 4.86 (s, 2H), 7.30 — 7.39 (m, 3H), 7.38 — 7.46 (m, 2H), 7.79 (d, J= 8.0
Hz, 2H), 7.86 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 11.50 (s, 1H), 12.15 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) =73.1,77.0, 126.6, 127.9, 128.3, 128.8, 130.2, 135.7, 138.8, 143.4, 164.7, 164.9.
HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C22H16DsN2O4 [M+H*]: 382.1815; gefunden: 382.1817.

HPLC tr = 13.14 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

Methyl 2-([1,1'-Biphenyl]-4-carboxamidooxy)-2-methylpropanoat (181)

(o] o]
N’O%O/
H

181
C1gH1gNO4
313.35 g/mol
Die Synthese erfolgte gemaR der ASV.10 nach Methode A mit anschlieRender
Aufarbeitung A. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach der

saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
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n-Hexan/Essigsaureethylester (10:0 - 9:1) konnte das Produkt 181 als weil’er Feststoff
(1.93 g, 6.16 mmol, 81 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 178.4 °C

Ry 0.14 (n-Hexan/Essigsaureethylester 9:1)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 1.46 (s, 6H), 3.70 (s, 3H), 7.36 — 7.45 (m, 1H), 7.45 — 7.54 (m, 2H), 7.64 — 7.76 (m,
2H), 7.79 (q, J = 8.5 Hz, 4H), 11.22 (br s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 22.8, 52.2, 83.2, 126.6, 126.8, 128.1, 129.0, 131.1, 139.1, 143.2, 166.4, 172.4.
HPLC tr = 12.82 min (Methode 1) A.U.C =95.9 %

6.2.11 ASV. 11: Aktivierung von Carbonsauren durch IBCF

IBCF, Base

(e]
R“J'LOH THF
1 ] m
Die Aktivierung von Carbonsduren durch IBCF wurde in Anlehnung an die Vorschrift von

KATOH et al. durchgefiihrt.!50%

In absolutem Tetrahydrofuran wurde die entsprechende Carbons&ure | (1.00 Aq.) geldst und
der Reaktionsansatz mit einem Aceton-Kaltebad auf ca. -20 °C abgekilhlt. Zu der Lésung
wurde N-Methylmorpholin und Chlorameisensaureisobutylester hinzugegeben und die
Suspension flir 30 min bei -20 °C gerthrt. Anschlieend wurde das entsprechende Amin bzw.
Hydroxylamin hinzugegeben, der Reaktionsansatz auf Raumtemperatur aufwarmen gelassen
und flr 16 h gerihrt. Der ausgefallene Niederschlag wurde mittels Vakuumfiltration abfiltriert,
der Filterkuchen mit etwas Tetrahydrofuran gewaschen und das L&sungsmittelvolumen des
Filtrats unter vermindertem Druck reduziert. Der viskose Rickstand wurde mit (5.00 mL/mmol)
Essigsaureethylester verdinnt, dreimal mit jeweils (5.00 mL/mmol) gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Lésung, einmal mit (5.00 mL/mmol) einer 10%igen Zitronensaure-
Lésung und einmal mit (5.00 mL/mmol) gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel

unter vermindertem Druck entfernt.

Tabelle 39: Experimentelle Ubersicht zur Aktivierung von Carbonsauren durch IBCF.

Carbonsaure = Nukleophil IBCF NMM THF Ausbeute
86 107 87
10.0g 8.86 g 9.83¢g 8.74 ¢g 200 mL | 13.2 g (75 %)
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72.0 mmol 72.0 mmol | 72.0 mmol | 86.4 mmol 54.1 mmol
90 107 91
0.50¢g 0.32g 0.36 g 0.32¢g 20.0 mL | 0.51 g (66 %)
2.62 mmol 2.62 mmol | 2.62 mmol | 3.14 mmol 1.72 mmol
114 107 118
6.00 g 3914¢g 4.33¢g 3.85¢ 200 mL | 8.89 g (95 %)
31.7 mmol 31.7 mmol | 31.7 mmol | 38.1 mmol 30.2 mmol
86 4-Fluoranilin 146
709 mg 567 mg 766 mg 567 mg | 50.0 mL | 0.84 g (72 %)
5.10 mmol 5.10 mmol | 5.61 mmol | 5.61 mmol 3.62 mmol

N-(Benzyloxy)-2-bromacetamid (87)

1) 1.00 Ag. IBCF, 1.20 Aq. NMM

o 2) 1.00 Ag. O-Benzylhydroxylamin o} \/@
Br\)kOH Br\)L H -0
87

THF, -20 °C - RT

74 %
86

CgH4oBrNO,
244.09 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal’ der ASV. 11. Das Produkt 87 konnte als weilder Feststoff (13.2 g,
54.1 mmol, 75 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der

Literatur angegebenen tberein %!

Schmelzpunkt 97.6 °C (Lit.: 98-99 °C)m0e]

Ry 0.22 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:4)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.86 (d, J = 127.3 Hz, 2H), 4.82 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 7.07 — 7.74 (m, 5H), 11.49 (d, J
= 4.6 Hz, 1H).

tert-Butyl (2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)carbamat (91)

1) 1.00 Aq. IBCF, 1.20 Aq. NMM

>L 0 0 2) 1.00 Ag. O-Benzylhydroxylamin >L o (0] \/@
Ao o o
H H H
91

THF, -20 °C—»RT
66 %

C14H20N205
296.32 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaf der ASV. 11. Das Produkt 91 konnte als klare Flissigkeit (0.51 g,

1.72 mmol, 66 %) erhalten werden.

Ry 0.59 (n-Hexan/Essigséaureethylester 3:7)

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds)

O (ppm) = 1.40 (s, 9H), 4.15 (s, 2H), 4.82 (s, 2H), 7.39 (tq, J=5.9, 3.2, 2.6 Hz, 5H), 10.21 (br s,
1H), 11.22 (br s, 1H).
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3C NMR (75 MHz, DMSO)
8 (ppm) = 27.9, 73.2, 77.1, 80.4, 128.3, 128.8, 135.7, 156.6, 164.8.
HPLC tz = 11.00 min (Methode 1) A.U.C = 96.0 %

tert-Butyl (3-((Benzyloxy)amino)-3-oxopropyl)carbamat (118)

1) 1.00 Aq. IBCF, 1.20 Aq. NMM

o o i ; 0 0
>L 2) 1.00 Ag. O-Benzylhydroxylamin >L \/@
OAH/\)kOH O)kN/\)kN’O

THF, -20 °C - RT H H

95 %
114 118

C15H2N20,
294.35 g/mol

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 11. Das Produkt 118 konnte als weil’er Feststoff
(8.89 g, 30.2 mmol, 95 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in

der Literatur angegebenen (iberein.P0%!

Schmelzpunkt 102.8°C  (Lit.: 103-104 °C)is!

'H NMR (300 MHz, DMSO-dc)

8 (ppm) = 1.37 (s, 9H), 2.11 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.98 — 3.23 (m, 2H), 4.77 (s, 2H), 6.79 (t, J =
5.9 Hz, 1H), 7.34 — 7.41 (m, 5H), 11.00 (s, 1H).

2-Brom-N-(4-fluorphenyl)acetamid (146)

1) 1.10 Aq. IBCF, 1.10 Aq. NMM

0 2) 1.00 Aq. 4-Fluoranilin 0 /©/F
Br\)kOH Br\)LN
H

THF, -20 °C > RT
72 %
86 146
CgH7BrFNO
232.05 g/mol

Die Darstellung von 2-Brom-N-(4-fluorphenyl)acetamid (146) wurde von BEATE LUNGERICH
durchgefiihrt.

Die Synthese erfolgte gemal der ASV. 11. Das Produkt 146 konnte als weil3er Feststoff
(0.84 g, 3.62 mmol, 72 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 112.4 °C

Ry 0.30 (n-Hexan/Essigsaureethylester 6:4)

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 4.13 (d, J = 65.3 Hz, 2H), 7.03 — 7.28 (m, 2H), 7.52 — 7.70 (m, 2H), 10.38 (d, J =
26.8 Hz, 1H).
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6.2.12 ASV. 12: Kupfer-katalysierte Azid-Alkin 1,3-dipolare Cycloaddition

0.10 Ag. CuS0O,4-5 H,0
0.20 Aqg. Natriumascorbat

o o)
H HN
/ 7.
R1// + N /\/O\/\O/\/o\/\N \fH
3 H s /" DMF, RT
H
I

Biotin-PEG;-Azid

0 H HN o

R s
= S~/ H

R1
11l

Die Darstellung der Biotin-PEG3-KSK704-Analoga wurde in Anlehnung an die Vorschrift von
HAMILL et al. durchgefiihrt.[47

In einem MikroreaktionsgefaR wurde das entsprechende Alkin 1 (1.00 Ag.) und Biotin-PEG3-
Azid Il (1.00 Aq.) in N,N-Dimethylformamid gelést. Zu der Lésung wurde die 0.2 m
Kupfersulfat-Lésung und 0.2m Natriumascorbat-Lésung hinzugegeben und das
Reaktionsgefall mit Argon geflutet. Der Reaktionsansatz wurde intensiv durchmischt und far
24 h bei Raumtemperatur auf einem Kreisschuttler inkubiert. AnschlieRend wurde das
Reaktionsmedium durch die Zugabe von 600 uL Dichlormethan verdiinnt, dreimal mit jeweils
430 pL einer 0.3 m Ethylendiamintetraessigsaure Dinatriumsalz-Lésung mit einem pH-Wert
von 8 und einmal mit 430 uL einer gesattigten Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel

unter vermindertem Druck entfernt.

Tabelle 40: Experimentelle Ubersicht zur CUAAC von KSK104-Analoga mit Biotin-PEGs-Azid.

CuS0O,; Natriumascorbat

Edukt Biotin-PEG3-Azid DMF | Ergebnis
0.2m 0.2m
113d
2.94 mg 4.03 mg 4.50 uL 9.10 yL 260 uL 167a
9.06 pmol 9.07 pmol
157x
2.49mg 2.67 mg 3.00 pL 6.00 pL 172 pL 167b
6.01 pmol 6.01 pmol
159a
2.35mg 3.22 mg 3.60 pL 7.30 L 208 pL 167c
7.25 pmol 7.24 pmol
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N-(2-Oxo0-2-(((1-(13-0x0-17-((3aS,4 S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)-
3,6,9-trioxa-12-azaheptadecyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)amino)ethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-
carboxamid (167a)

o]

N—O\//(O
HN—O\/{EN M ST\ H
NN~ 0 N - NH
o O N
j)(\/\ 2
(0]
167a
C36H48Ng0gS
768.89 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV. 12. Das Produkt 167a konnte als farbloses Ol erhalten

werden.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C3sHagNsOoS [M+H"]: 769.3343; gefunden: 769.3342.
HPLC tr = 9.01 min (Methode 1) AU.C=91.6 %

N-(2-((Benzyloxy)((1-(13-ox0-17-((3aS,4 S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-
yl)-3,6,9-trioxa-12-azaheptadecyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-2-oxoethoxy)-[1,1'-

biphenyl]-4-carboxamid (167b)
0 H/HN\\//O
J N/\/o\/\O/\/o\/\NMNH
/\(/ H s/

O,
o O)\N\o N:N

167b
C43H54Ng0gS
859.01 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV. 12. Das Produkt 167b konnte als farbloses Ol erhalten

werden.

HRMS (ESI): m/z berechnet fir C43HssNgOoS [M+H"]: 859.3813; gefunden: 859.3809.
HPLC tr = 13.51 min (Methode 1) A.U.C =971 %

N-(2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)-4-(1-(13-ox0-17-((3aS,4 S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-

thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)-3,6,9-trioxa-12-azaheptadecyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)benzamid (167c)
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O},NHH 0 I6)
B ¥ I
H | —
HO\—s N=y HN-O_
e
167c
C36HagNgOgS
768.89 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der ASV. 12. Das Produkt 167¢ konnte als farbloses Ol erhalten

werden.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C3sHagNsOoS [M+H"]: 769.3343; gefunden: 769.3343.
HPLC tr =8.41 min (Methode 1) A.U.C = 94.5%

6.3 Synthesevorschriften: Chlorflavonin und Chlorflavonin-Analoga

2-(Benzyloxy)-3-chlorbenzaldehyd (5)

Q 2.00 Aq. K,CO, Q
H 2.50 Aq. Benzylchlorid H
HO DMF, RT o
al 98 % cl
4 5
C14H11CIO,
246.69 g/mol

Die Darstellung von 2-(Benzyloxy)-3-chlorbenzaldehyd (5) wurde in Anlehnung an die
Vorschrift von TOKES et al. durchgefiihrt.[282

In 10.0 mL N,N-Dimethylformamid wurde Kaliumcarbonat (1.88 g, 13.6 mmol, 2.00 Aq.), 3-
Chlor-2-hydroxybenzaldehyd (4) (1.07 g, 6.81 mmol, 1.00 Aq.) und Benzylchlorid (2.16 g,
17.0 mmol, 2.50 Aq.) vorgelegt. Die Suspension wurde fiir 4 h bei Raumtemperatur geriihrt,
mit 50.0 mL Essigsaureethylester verdiinnt und viermal mit jeweils 50.0 mL gesattigter
Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und sdulenchromatographisch an Kieselgel mit dem
Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsauretehylester (100:0 > 95:5) gereinigt. 2-(Benzyloxy)-3-
chlorbenzaldehyd (5) konnte als weiler Feststoff (1.64 g, 6.65 mmol, 98 %) erhalten werden.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen (iberein. 282

Schmelzpunkt 41.2°C (Lit. 40 °C)82

'"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

5 (ppm) = 5.16 (s, 2H), 7.20 (td, J = 7.8, 0.9 Hz, 1H), 7.35 — 7.48 (m, 6H), 7.71 (ddd, J = 14.8,
7.9, 1.7 Hz, 2H), 10.13 (d, J = 0.8 Hz, 1H).
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2-Methoxy-1-(2,3,4,6-tetramethoxyphenyl)ethan-1-on (14)

~ ~

O (0] O
o 2.00 Aq. AICI, 0
+
(0]
~o o CI)K/ ~ Et,0, -15 °C - RT ~o o~
64 %
/O ° /O
20 28 14
C13H1506
270.28 g/mol

Die Darstellung von 2-Methoxy-1-(2,3,4,6-tetramethoxyphenyl)ethan-1-on (14) wurde in
Anlehnung an die Vorschrift von ASKAWA et al. durchgefiihrt.®3!

Unter Argonatmosphare wurde 1,2,3,5-Tetramethoxybenzen (20) (1.00g, 5.04 mmol,
1.00 Aq.) und Aluminiumtrichlorid (1.37 g, 10.1 mmol, 2.00 Ag.) in 30.0 mL absolutem
Diethylether vorgelegt. Die Suspension wurde mit einem Aceton-Kéltebad auf ca.-20 °C
abgekiihlt und 2-Methoxyacetylchlorid (0.66 g, 6.05 mmol, 1.20 Ag.) hinzugetropft. Der
Reaktionsansatz wurde auf Raumtemperatur aufwarmen gelassen und fiir 24 h gerihrt. Durch
die Zugabe von 50 g Eis und 50.0 mL 1 m Salzsaure-Lésung wurde die Reaktion beendet. Die
wassrige Phase wurde viermal mit jeweils 80.0 mL Diethylether extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch an Kiesel mit dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester
(10:0 > 9:1) gereinigt. 2-Methoxy-1-(2,3,4,6-tetramethoxyphenyl)ethan-1-on (14) konnte als
brauner Feststoff (0.87 g, 3.23 mmol, 64 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 90.1 °C

Ry 0.21 (n-Hexan/Essigsaureethylester 7:3)

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 3.42 (s, 3H), 3.75 (d, J = 3.3 Hz, 6H), 3.85 (d, J = 1.3 Hz, 6H), 4.31 (d, J = 2.3 Hz,
2H), 6.22 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, CDCl5)

o (ppm) = 56.4, 59.4, 61.2, 62.2, 78.9, 92.7, 115.5, 136.5, 151.9, 153.4, 155.7, 200.6.

HPLC tr = 9.33 min (Methode 1) A.U.C =96.8 %

1-(2-Hydroxy-3,4,6-trimethoxyphenyl)-2-methoxyethan-1-on (15)

(0] (0] O O
2N 2.00 Aq. BBry 2N
~o o CHClp -30°C g oH
e Spuren 0
14 15
C12H160¢
256.25 g/mol
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In 5.00 mL absolutem Dichlormethan wurde 2-Methoxy-1-(2,3,4,6-tetramethoxyphenyl)ethan-
1-on (14) (50.0 mg, 168 ymmol, 1.00 Aq.) vorgelegt und der Reaktionsansatz mit einem
Aceton-Kaltebad auf 30 °C abgekiuhlt. Mit einem Zeitabstand von 30 min wurde zweimal
Bortribromid (161 pL, 168 umol, 1.00 Aq.) hinzugetropft. Die Lésung wurde fiir 4 h bei -30 °C
geruhrt, die Reaktion durch die Zugabe von 5.00 mL einer 6 m Salzsaure-L6sung beendet. Die
wassrige Phase wurde dreimal mit jeweils 5.00 mL Dichlormethan extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit jeweils 5.00 mL 2 m Lithiumhydroxid-
Lésung gewaschen. Der pH-Wert der gesammelten wassrigen Phase wurde mit
6 m Salzsdure-Losung auf 7 gestellt und dreimal mit jeweils 5.00 mL Dichlormethan extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und
das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. 1-(2-Hydroxy-3,4,6-trimethoxyphenyl)-
2-methoxyethan-1-on (15) konnte als hellgelber Feststoff in Spuren in verunreinigter Form

erhalten werden.

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 3.50 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.90 (s, 3H), 3.94 (s, 3H), 4.59 (s, 2H), 5.96 (s, 1H), 13.49
(s, 1H).

HPLC tr = 8.82 min (Methode 1) A.U.C=79.8 %

1-(2,3,4,6-Tetramethoxyphenyl)ethan-1-on (17)

N
OH O 3.00 Ag. (CH30),80, o 0
3.00 Aq. K,CO4
o o~ Aceton, Reflux ~o o
97 %
Y ° _0O
35 17
C12H1605

240.26 g/mol

Die Darstellung von 1-(2,3,4,6-Tetramethoxyphenyl)ethan-1-on (17) wurde in Anlehnung an
die Vorschrift von RIZZI durchgefiihrt.3%

Eine Suspension von 1-(6-Hydroxy-2,3,4-trimethoxyphenyl)ethan-1-on (35) (1.90 g,
8.40 mmol, 1.00 Aqg.), Dimethylsulfat (2.38 mL, 25.2 mmol, 3.00 Aq.) und Kaliumcarbonat
(3.48 g, 25.2 mmol, 3.00 Aq.) in 50.0 mL Aceton wurde fir 8 h zum Rickfluss erhitzt. Nach
dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde das Lo&sungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt, der Riickstand in 50.0 mL 1 m Natriumhydroxid-Lésung geldst und fiir 15 min gerihrt.
Die wassrige Phase wurde dreimal mit jeweils 50.0 mL Diethylether extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen lber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Im Anschluss erfolgte die sdulenchromatographische Reinigung

an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 > 8:2). 1-(2,3,4,6-
323



Experimentalteil

Tetramethoxyphenyl)ethan-1-on (17) konnte als farbloses Ol (1.95g, 8.12 mmol, 97 %)
erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

Uberein. 1333

'"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)
O (ppm) = 2.46 (s, 3H), 3.79 (d, J = 2.6 Hz, 6H), 3.88 (s, 6H), 6.25 (s, 1H).
HPLC tr = 10.48 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

1-(2-Hydroxy-3,4,6-trimethoxyphenyl)ethan-1-on (18)

~ ~

(0] (0] O O
1) 3.15 Aq. AICl; MeCN, 70 °C
~0 o~ 2) 6%ige HCI,7|\§9;/CN/H20, 60 °C ~o OH
0 ’ 0
17 18
C11H4405
226.23 g/mol

Die Darstellung von 1-(2-Hydroxy-3,4,6-trimethoxyphenyl)ethan-1-on (18) wurde nach einer
Vorschrift von TSUKAYAMA et al. durchgefiihrt.%!

1-(2,3,4,6-Tetramethoxyphenyl)ethan-1-on (17) (1.80g, 7.49 mmol, 1.00 Aq.) wurde in
15.0 mL absolutem Acetonitril gelést und mit einem Eisbad auf 0 °C abgekiihlt. Zu der Lésung
wurde wasserfreies Aluminiumtrichlorid (3.15 g, 23.6 mmol, 3.15 Aq.) hinzugegeben, der
Reaktionsansatz auf 70 °C erwarmt und fir 1 h geruhrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe
von 50.0 mL 6%iger Salzsaure-Lésung beendet und fir 30 min bei 60 °C gerthrt. Das
ausgefallene Reaktionsprodukt wurde abfiltriert und mit dest. Wasser gewaschen. Die
Mutterlauge wurde viermal mit jeweils 50.0 mL Dichlormethan extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Im Anschluss erfolgte die sdulenchromatographische Reinigung
an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (4:1 > 7:3). 1-(2-
Hydroxy-3,4,6-trimethoxyphenyl)ethan-1-on (18) konnte als gelber Feststoff (1.32 g,
5.83 mmol, 78 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der

Literatur angegebenen tberein %

'"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)
5 (ppm) = 2.61 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.89 (s, 3H), 3.93 (s, 3H), 5.96 (s, 1H), 13.79 (s, 1H).
HPLC tr = 10.68 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

1,2,3,5-Tetramethoxybenzen (20)
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N
OH 1.33 Aq. K,CO4 0
2.00 Ag. CHal
-
~o o~ Aceton, Reflux ~o o~
94 %
0 ’ _0
19 20
C1oH1404
198.22 g/mol

Die Darstellung von 1,2,3,5-Tetramethoxybenzen (20) wurde in Anlehnung an die Vorschrift
von BAI et al. durchgefihrt.[507!

In 75.0 mL Aceton wurden Antiarol (19) (3.00 g, 16.3 mmol, 1.00 Aq.) und wasserfreies
Kaliumcarbonat (3.00 g, 21.7 mmol, 1.33 Aq.) vorgelegt. Zur Suspension wurde lodmethan
(4.62 g, 32.6 mmol, 2.00 Aqg.) hinzugegeben und der Reaktionsansatz fiir 6 h zum Riickfluss
erhitzt. Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde das L&ésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in 100 mL dest. Wasser aufgenommen und die
wassrige Phase viermal mit jeweils 50.0 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt an Kieselgel adsorbiert. Nach der
saulenchromatographischen  Reinigung an Kiesel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (95:5 2 9:1) konnte 1,2,3,5-Tetramethoxybenzen (20) als
farbloses Ol (3.02 g, 15.2 mmol, 94 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten

stimmen mit den in der Literatur angegebenen (berein.%"

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

5 (ppm) = 3.78 (d, J = 0.7 Hz, 6H), 3.84 (s, 6H), 6.15 (s, 2H).
13C NMR (75 MHz, CDCls)

5 (ppm) = 55.7, 56.4, 61.2, 92.3, 132.9, 154.0, 156.5.

HPLC tr = 9.60 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

((Benzen-1,2,3-triyltris(oxy))tris(methylen))tribenzen (22)

3.48 Aq. Benzylbromid O/Q\O
3.06 Ag. K,CO4 ©/\ { @
HO OH

Aceton, Reflux
21

22
C27H2403
396.49 g/mol

Die Darstellung von ((Benzen-1,2,3-triyltris(oxy))tris(methylen))tribenzen (22) wurde nach
einer Vorschrift von TISDALE et al. durchgefiihrt.?™
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In 500 mL Aceton wurde 1,2,3-Trihydroxybenzen (21) (34.1g, 270 mmol, 1.00 Aq.),
Kaliumcarbonat (114 g, 830 mmol, 3.06 Aq.) und Benzylbromid (161 g, 940 mmol, 3.49 Aq.)
fur 16 h unter Ruckfluss gerGhrt. Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde der
Niederschlag abgesaugt und mit Aceton gewaschen. Das Filtrat wurde unter vermindertem
Druck eingeengt, der viskose Ruickstand in 800 mL Methanol/Ethanol (4:1 v/v) geldst und flr
3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das ausgefallene Reaktionsprodukt wurde abgesaugt und
mit Methanol gewaschen. Das Filtrat wurde unter vermindertem Druck eingeengt, der viskose
Ruckstand in 200 mL Methanol/Ethanol (4:1 v/v) geldst und fir 3 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Das ausgefallene Reaktionsprodukt wurde abgesaugt und mit Methanol gewaschen.
((Benzen-1,2,3-triyltris(oxy))tris(methylen))tribenzen (22) konnte als weiler Feststoff (95.0 g,
240 mmol, 89 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der

Literatur angegebenen lberein.B'

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 5.09 (s, 2H), 5.13 (s, 4H), 6.66 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.94 (dd, J = 8.7, 7.9 Hz, 1H),
7.26 — 7.50 (m, 15H).

HPLC tr = 18.82 min (Methode 1) AU.C=97.2 %

2,6-Bis(benzyloxy)cyclohexa-2,5-dien-1,4-dion (23)

o/©\o 1) 2.00 Aqg. 30%ige HNO; Q
©/\ T /\© 2) 1.74 Aq. 30%ige HNO4
AcOH, 40 °C —» RT () (o)
31 % 0
23

22 C2oH1604
320.34 g/mol

Die Darstellung von 2,6-Bis(benzyloxy)cyclohexa-2,5-dien-1,4-dion (23) wurde in Anlehnung
an die Vorschrift von TISDALE et al. durchgefiihrt.B"

Zu einer Loésung von ((Benzen-1,2,3-triyltris(oxy))tris(methylen))tribenzen (22) (58.7 g,
148 mmol, 1.00 Aq.) in 400 mL Essigséure wurde unter Riihren bei 40 °C langsam 30%ige
Salpeterséure (46.0 mL, 296 mmol, 2.00 Aq.) hinzugetropft. Der Reaktionsansatz wurde fiir
16 h bei Raumtemperatur stehen gelassen. Der Niederschlag wurde abfiltriert und mit n-Hexan
gewaschen. Das Filtrat wurde unter vermindertem Druck eingeengt und der viskose Ruckstand
mit 100 mL Essigsaure verdiinnt. Zu dieser Losung wurde unter Rihren bei 40 °C langsam
30%ige Salpetersaure (40.0 mL, 258 mmol, 1.74 Aq.) hinzugetropft und der Ansatz fiir 16 h
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Der Niederschlag wurde abfiltriert und mit n-Hexan
gewaschen. Beide Niederschlage wurden vereint sdulenchromatographisch an Kieselgel mit

dem Laufmittelgemisch  Dichlormethan/Diethylether  (10:0 > 4:1)  gereinigt.  2,6-
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Bis(benzyloxy)cyclohexa-2,5-dien-1,4-dion (23) konnte als gelber Feststoff (14.9 g,
46.6 mmol, 31 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der

Literatur angegebenen lberein.B
'"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

8 (ppm) = 5.03 (s, 4H), 5.87 (s, 2H), 7.33 — 7.41 (m, 10H).
HPLC tz = 14.29 min (Methode 1) A.U.C = >99 %

(((2,5-Dimethoxy-1,3-phenylen)bis(oxy))bis(methylen))dibenzen (24)

1)10.0 Aq. Zn, 3.41 Aq. H,SO,
MeOH, Reflux
O O 2) 4.04 Ag. CH3l, 4.96 Aq. KOH o) o)
Aceton, Reflux
41 %
z 24
Co2H3204
350.41 g/mol

Die Darstellung von (((2,5-Dimethoxy-1,3-phenylen)bis(oxy))bis(methylen))dibenzen (24)
wurde in Anlehnung an die Vorschrift von TISDALE et al. durchgefihrt.?™

In einem Zweihalskolben wurde in 480 mL Methanol 2,6-Bis(benzyloxy)cyclohexa-2,5-dien-
1,4-dion (21) (14.8 g, 42.5 mmol, 1.00 Aq.) und Zinkpulver (30.2 g, 425 mmol, 10.0 Aq.)
vorgelegt. Die Losung wurde zum Ruckfluss erhitzt und Uber einen Tropftrichter 25%ige
Schwefelsdure (32.2 mL, 145 mmol, 3.41 Aq.) hinzugetropft. Der Reaktionsansatz wurde fiir
3 h zum Rickfluss erhitzt. Nach dem Abkulhlen auf Raumtemperatur wurde die Suspension
Uber Celite® abfiltriert und mit Methanol gewaschen. Das Filtrat wurde mit 250 mL
dest. Wasser verdlinnt und die wassrige Phase viermal mit jeweils 200 mL Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt (14.8 g,
42.5 mmol, 1.00 Aq.) wurde in 300 mL Aceton gelést und mit Kaliumhydroxid (11.8 g,
211 mmol, 4.96 Aq.) und lodmethan (24.4g, 172mmol, 4.04 Aq.) versetzt. Der
Reaktionsansatz wurde fir 8 h zum Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde die Suspension mit 400 mL dest. Wasser verdinnt und die wassrige
Phase viermal mit jeweils 200 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Lo&sungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Laufmittel Dichlormethan gereinigt. (((2,5-
Dimethoxy-1,3-phenylen)bis(oxy))bis(methylen))dibenzen (24) konnte als weiller Feststoff
(6.14 g, 17.5 mmol, 41 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in

der Literatur angegebenen tberein.B'!
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'H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

d (ppm) =3.70 (s, 3H), 3.88 (s, 3H), 5.14 (s, 4H), 6.23 (s, 2H), 7.28 — 7.45 (m, 6H), 7.45 - 7.52
(m, 4H).

HPLC tr = 16.56 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

2,5-Dimethoxybenzen-1,3-diol (25)

~o o
10.0 Mol% Pd/C, H,
0 0 EtOH, RT HO OH
82%
O\
24

O\
25
CgH1004
170.16 g/mol
Die Darstellung von 2,5-Dimethoxybenzen-1,3-diol (25) wurde nach einer Vorschrift von

TISDALE et al. durchgefthrt.

In 175mL Ethanol wurden (((2,5-Dimethoxy-1,3-phenylen)bis(oxy))bis(methylen))di-
benzen (24) (6.10 g, 17.4 mmol, 1.00 Aq.) und Palladium auf Aktivkohle (10 Gew.-%, 185 mg,
1.74 mmol, 0.10 Aq.) vorgelegt. Die Hydrierapparatur und der Reaktionskolben wurden
evakuiert und anschlieRend mit Wasserstoff geflutet. Dieser Prozess wurde dreimal
wiederholt. Unter Wasserstoffatmosphare wurde der Reaktionsansatz flir 3 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension wurde Uber Celite® abfiltriert, mit Ethanol
gewaschen und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
an Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (4:1 - 7:3) gereinigt. 2,5-Dimethoxybenzen-1,3-diol (25)
konnte als weilRer Feststoff (2.44 g, 14.3 mmol, 82 %) erhalten werden. Die spektroskopischen

Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Uberein.B

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)
5 (ppm) = 3.72 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 5.49 (br s, 2H), 6.11 (s, 2H).
HPLC fr = 5.16 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

1-(2,4-Dihydroxy-3,6-dimethoxyphenyl)-2-methoxyethan-1-on (29)
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~ ~

% 1) 2.00 Ag. ZnClp, HCl(g) o 0
Et,0, 0 °C 9N
* N\\\/o
~N o
HO OH 2) konz. H802I’0720, 90 °C HO OH
0
O\ O\
25 9 29
C11H1406
242.23 g/mol

Die Darstellung von 1-(2,4-Dihydroxy-3,6-dimethoxyphenyl)-2-methoxyethan-1-on (29) wurde
in Anlehnung an die Vorschrift von LOWE et al. durchgefhrt.!3'%!

In 40.0 mL absolutem Diethylether wurde 2,5-Dimethoxybenzen-1,3-diol (25) (2.80 g,
16.5 mmol, 1.00 Aq.), 2-Methoxyacetonitril (1.81 g, 25.2 mmol, 1.55 Aqg.) und Zinkchlorid
(4.49 g, 32.9 mmol, 2.00 Aq.) vorgelegt. Die Suspension wurde mit einem Eisbad auf 0 °C
abgekuhlt und mit trockener Salzsdure gesattigt. Der Reaktionsansatz wurde auf
Raumtemperatur aufwdrmen gelassen und flir 16 h gerihrt. Das ausgefallene
Reaktionsprodukt wurde abgesaugt, mit Diethylether gewaschen und in 50.0 mL dest. Wasser
gelést. Die wassrige Lésung wurde flir 5h bei 90°C gerthrt. Das ausgefallene
Reaktionsprodukt abgesaugt und tber Nacht unter Hochvakuum getrocknet. 1-(2,4-Dihydroxy-
3,6-dimethoxyphenyl)-2-methoxyethan-1-on (29) konnte als beiger Feststoff (3.26 g,

13.5 mmol, 82 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 151.7 °C (Lit.: 150-151 °C)3"

Ry 0.16 (n-Hexan/Essigsaureethylester 7:3)

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 3.50 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 3.90 (s, 3H), 4.59 (s, 2H), 6.01 (br s, 1H), 6.48 (s, 1H),
13.79 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, CDCl;)

o (ppm) = 55.9, 59.6, 61.1, 78.3, 89.5, 104.4, 128.5, 155.8, 158.4, 159.1, 201.9.

HPLC tr = 7.55 min (Methode 1) A.U.C = >99 %

1-(2,4-Dihydroxy-3,6-dimethoxyphenyl)ethan-1-on (31)

~N ~N

0 1) 2.00 Ag. ZnCl, HClg, o 0
Et,0/MeCN, 0 °C
HO OH 2) konz. HCI, H,0, 90 °C HO OH
62 %
/O /O
25 31
C1oH120s
212.20 g/mol

Die Darstellung von 1-(2,4-Dihydroxy-3,6-dimethoxyphenyl)ethan-1-on (31) wurde analog zur
Vorschrift von LOWE et al. durchgefiihrt.®'!
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In 70.0 mL absolutem Diethylether und 50.0 mL absolutem Acetonitrii wurde 2,5-
Dimethoxybenzen-1,3-diol (25) (2.44g, 14.3 mmol, 1.00 Aq.) mit Zinkchlorid (3.91 g,
28.7 mmol, 2.00 Aq.) vorgelegt. Die Suspension wurde mit einem Eisbad auf 0 °C abgekiihlt
und mit trockener Salzsdure gesattigt. Der Reaktionsansatz wurde auf Raumtemperatur
aufwadrmen gelassen und fur 24 h gerthrt. Das ausgefallene Reaktionsprodukt wurde
abgesaugt, mit Diethylether gewaschen und in 100 mL dest. Wasser gel6st. Die wassrige
Lésung wurde fir 5 h bei 90 °C gerihrt. Das ausgefallene Reaktionsprodukt abgesaugt und
Uber Nacht unter Hochvakuum getrocknet. 1-(2,4-Dihydroxy-3,6-dimethoxyphenyl)ethan-1-
on (31) konnte als weilRer Feststoff (1.89 g, 8.91 mmol, 62 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen tberein.31%

Schmelzpunkt 129.2 °C (Lit.: 128 °C)B"d

'"H NMR (600 MHz, Chloroform-d)

O (ppm) = 2.61 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 3.90 (s, 3H), 6.02 (s, 1H), 6.37 (s, 1H), 14.14 (s, 1H).
3C NMR (75 MHz, CDCl5)

o (ppm) = 33.3, 55.8, 61.0, 89.4, 106.2, 128.3, 155.4, 158.5, 159.4, 204.1.

HPLC tr = 9.29 min (Methode 1) A.U.C =98.5 %

2-(Allyloxy)-3-chlorbenzaldehyd (32b)

o 1.50 Aq. K,CO3 o
H 2.50 Ag. Allylbromid H
HO Dl\gg,o/RT "0
Cl ? Cl
4 32b
C1oHgCIO,
196.63 g/mol

Die Darstellung von 2-(Allyloxy)-3-chlorbenzaldehyd (32b) wurde nach einer Vorschrift von
CRAVEN et al. durchgefiihrt.l*%®!

In 50.0 mL N,N-Dimethylformamid wurde Kaliumcarbonat (6.06 g, 43.9 mmol, 1.50 Aq.), 3-
Chlor-2-hydroxybenzaldehyd (4) (4.58 g, 29.3 mmol, 1.00 Ag.) und Allyloromid (8.86 g,
73.3 mmol, 2.50 Aq.) vorgelegt. Die Suspension wurde fiir 4 h bei Raumtemperatur geriihrt,
mit 150 mL Essigsaureethylester verdinnt und sechsmal mit jeweils 100 mL gesattigter
Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und sdulenchromatographisch an Kieselgel mit dem
Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsauretehylester (100:0 > 95:5) gereinigt. 2-(Allyloxy)-3-
chlorbenzaldehyd (32b) konnte als weilRer Feststoff (5.45 g, 27.7 mmol, 95 %) erhalten
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werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

Uiberein.1508]

'"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 4.67 (ddd, J = 6.1, 1.4, 1.0 Hz, 2H), 5.36 (qd, 1H), 5.44 (dq, J = 17.1, 1.4 Hz, 1H),
6.14 (ddt, J=17.1, 10.3, 6.0 Hz, 1H), 7.21 (td, J = 7.8, 0.8 Hz, 1H), 7.67 (dd, J=7.9, 1.7 Hz,
1H), 7.79 (dd, J= 7.8, 1.7 Hz, 1H), 10.40 (d, J = 0.8 Hz, 1H).

HPLC fr = 13.51 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

1-(6-Hydroxy-2,3,4-trimethoxyphenyl)ethan-1-on (35)

oH 1.20 Ag. AICl, oH 0
1.20 Ag. AcCl
o o~ CH,Clp, -20 °C - RT o o~
0,
0 59 % _0
19 35
C11H4405
226.23 g/mol

Die Darstellung von 1-(6-Hydroxy-2,3,4-trimethoxyphenyl)ethan-1-on (35) wurde in Anlehnung
an die Vorschrift von ASAKAWA et al. durchgefiihrt.133

In 80.0 mL absolutem Dichlormethan wurde Aluminiumtrichlorid (8.00 g, 60.0 mmol, 1.20 Aq.)
vorgelegt und auf -20 °C abgeklhlt. Dazu wurde eine Lésung von Acetylchlorid (4.35 mL,
60.0 mmol, 1.20 Aq.) in 10.0 mL absolutem Dichlormethan hinzugetropft und fiir 10 min bei -
20 °C gerihrt. AnschlieRend wurde portionsweise 3,4,5-Trimethoxyphenol (19) (9.35 g,
50.8 mmol, 1.00 Aq.) hinzugegeben, der Reaktionsansatz auf Raumtemperatur aufwarmen
gelassen und fir 16 h gerlhrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von eiskalter 40.0 mL
1 m Salzsdure-Lésung beendet. Die wassrige Phase wurde dreimal mit jeweils 40.0 mL
Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen (ber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Im
Anschluss erfolgte die saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit dem
Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 > 1:1). 1-(6-Hydroxy-2,3,4-
trimethoxyphenyl)ethan-1-on (35) konnte als weiler Feststoff (6.70 g, 29.6 mmol, 59 %)
erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

Uberein. 1509

'"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)
5 (ppm) = 2.62 (s, 3H), 3.75 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 6.20 (s, 1H), 13.40 (s, 1H).
HPLC tr = 9.89 min (Methode 1) AU.C=94.5%
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3-(2-(Benzyloxy)-3-chlorphenyl)-1-(2-hydroxy-3,4,6-trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-on (38)

~

S e e (0
H 5.00 Ag. NaOH
\o/<>f‘ot ’ )OK/Q EtOH, RT ~o OH O
0 ©/\ cl 65% -0 ©) “
18 5 38
Cy5H23CI0¢
454.90 g/mol
Die Darstellung von 3-(2-(Benzyloxy)-3-chlorphenyl)-1-(2-hydroxy-3,4,6-

trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-on (38) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von
DEODHAR et al. durchgefihrt.[51%!

Zu einer Lbésung von 1-(2-Hydroxy-3,4,6-trimethoxyphenyl)ethan-1-on (18) (1.47 g,
6.49 mmol, 1.00 Aq.) und 2-(Benzyloxy)-3-chlorbenzaldehyd (5) (1.60 g, 6.49 mmol, 1.00 Aq.)
in 25.0 mL Ethanol wurde 5m Natriumhydroxid-Lésung (6.49 mL, 32.4 mmol, 5.00 Aq.)
hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fir 16 h bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieRend wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in
100 mL dest. Wasser aufgenommen und der pH-Wert mit 2 m Salzsaure-Losung auf 5
eingestellt. Die wassrige Phase wurde viermal mit jeweils 50.0 mL Dichlormethan extrahiert,
die vereinigten organischen Phasen einmal mit 100 mL gesattigter Natriumchlorid-Lésung
gewaschen und Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Im Anschluss erfolgte die
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester mit 0.1 % Triethylamin (7:3 > 6:4). 3-(2-(Benzyloxy)-3-
chlorphenyl)-1-(2-hydroxy-3,4,6-trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-on (38) konnte als orangener
Feststoff (1.91 g, 4.20 mmol, 65 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 98.7 °C

Ry 0.35 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

O (ppm) = 3.79 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 3.95 (s, 3H), 4.99 (s, 2H), 5.96 (s, 1H), 7.12 (td, J = 7.9,
0.5 Hz, 1H), 7.29 — 7.42 (m, 3H), 7.44 (dd, J= 7.9, 1.6 Hz, 1H), 7.49 — 7.58 (m, 3H), 7.90 (d,
J=15.7 Hz, 1H), 8.00 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 13.88 (br s, 1H).

3C NMR (75 MHz, CDCl5)

o (ppm) = 56.0, 56.2, 61.0, 76.2, 87.1, 107.0, 125.3, 127.1, 128.6, 128.7, 129.0, 129.4, 129.9,
131.0, 131.8, 131.9, 136.4, 137.0, 154.2, 158.7, 158.7, 159.5, 193.2.

HPLC tr = 18.73 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

2-(2-(Benzyloxy)-3-chlorphenyl)-5,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (39)
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~

(0] (0]
S o
= "
O O 0.10 Aq. I,
~ _— >
(0] OH O
o al DMSO, 140 °C
0,
- ©) 84 % al
38 39
Cy5H21ClOg
452.89 g/mol

Die Darstellung von 2-(2-(Benzyloxy)-3-chlorphenyl)-5,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (39)
wurde in Anlehnung an die Vorschrift von NAYAK et al. durchgefiihrt.23!

3-(2-(Benzyloxy)-3-chlorphenyl)-1-(2-hydroxy-3,4,6-trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-on (38)

(4.82 g, 10.6 mmol, 1.00 Ag.) und lod (0.27 g, 1.06 mmol, 0.10 Aq.) wurden in 40.0 mL
Dimethylsulfoxid gelést und die Loésung far 10 min mit Stickstoff entgast. Unter
Stickstoffatmosphare wurde der Reaktionsansatz auf 140 °C erwarmt und fir 2 h 30 min
geruhrt. Nach dem Abkulhlen auf Raumtemperatur wurde 50.0 mL gesattigte Natriumthiosulfat-
Lésung und 50.0 mL Essigsaureethylester hinzugegeben. Die organische Phase wurde
viermal mit jeweils 50.0 mL gesattigter Natriumchlorid-L6sung gewaschen, Uber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde aus Methanol umkristallisiert. 2-(2-(Benzyloxy)-3-chlorphenyl)-5,7,8-
trimethoxy-4H-chromen-4-on (39) konnte als gelbe Kristalle (4.05g, 8.94 mmol, 84 %)

erhalten werden.

Schmelzpunkt 170.2 °C

Ry 0.11 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:3)

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

O (ppm) = 3.84 (s, 3H), 3.99 (s, 3H), 4.00 (s, 3H), 5.00 (s, 2H), 6.45 (s, 1H), 6.81 (s, 1H), 7.19
—7.33 (m, 4H), 7.33 — 7.40 (m, 2H), 7.57 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.67 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz,
1H).

3C NMR (75 MHz, CDCl5)

o (ppm) = 56.5, 56.8, 61.8, 75.8, 92.8, 109.1, 113.8, 125.4, 128.1, 128.6, 128.7, 128.8, 129.2,
129.9, 130.8, 133.1, 135.8, 152.3, 153.2, 156.5, 156.8, 158.4, 177.7.

MS (ESI): m/z berechnet fir C2sH21CINaOs [M+Na*]: 475.1; gefunden: 475.1.

HPLC tr = 15.07 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

2-(2-(Benzyloxy)-3-chlorphenyl)-3-hydroxy-5,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (40)
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~

7.30 Aq. Oxon®
NaHCO4/Na,CO5

Aceton/CH,Cl,, 0-5°C

0,
14 % ©) cl
40

Cy5H4ClO7
468.89 g/mol

Die Darstellung von 2-(2-(Benzyloxy)-3-chlorphenyl)-3-hydroxy-5,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-
4-on (40) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von VONGDETH et al. durchgefiihrt.[340

In 10 mL Aceton und 5 mL Dichlormethan wurde 2-(2-(Benzyloxy)-3-chlorphenyl)-5,7,8-
trimethoxy-4H-chromen-4-on (39) (100 mg, 221 umol, 1.00 Aq.) geldst. Bei 0-5 °C wurde dazu
10 mL eines Natriumhydrogencarbonat-Natriumbicarbonat-Puffersystems mit dem pH-Wert
zwischen 8-9 und Oxon® (990 mg, 1.61 mmol, 7.30 Aq.) hinzugegeben. Der Ansatz wurde fiir
16 h bei 0-5 °C gerlhrt. Anschlieffend dreimal mit jeweils 20 mL Dichlormethan extrahiert und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in 10 mL
Dichlormethan aufgenommen, 5 mg Toluol-4-sulfonsdure Monohydrat hinzugegeben und fir
1 h bei Raumtemperatur gertihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt,
der Riuckstand an Kieselgel adsorbiert und nach der saulenchromatographischen Reinigung
an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (6:4 - 3:7) konnte 2-
(2-(Benzyloxy)-3-chlorphenyl)-3-hydroxy-5,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (40)als klares Ol
(32.0 mg, 68.2 ymol, 14 %) erhalten.

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

5 (ppm) = 3.69 (s, 3H), 3.94 (s, 3H), 3.95 (s, 3H), 4.96 (s, 2H), 6.37 (s, 1H), 6.67 (s, 1H), 7.03
_7.25 (m, TH), 7.42 — 7.51 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCl5)

o (ppm) = 56.7, 56.7, 61.7, 76.1, 92.2, 106.8, 125.0, 128.3, 128.3, 128.5, 128.7, 128.9, 129.3,
130.0, 132.7, 136.5, 138.5, 141.8, 151.8, 153.5, 156.3, 156.8, 172.3.

2-(2-(Allyloxy)-3-chlorphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4 H-chromen-4-on (52)

2.50 Ag. K,CO;
3.00 Ag. CHal

DMF, 50 °C
88 %

C21H19Cl0g
402.83 g/mol
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Die Darstellung von 2-(2-(Allyloxy)-3-chlorphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (52)
wurde in Anlehnung an die Vorschrift von JUVALE et al. durchgefthrt.!33]

2-(2-(Allyloxy)-3-chlorphenyl)-3-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (51) (3.47 g,
8.92 mmol, 1.00 Aq.), Kaliumcarbonat (3.08 g, 22.3 mmol, 2.50 Aq.) und lodmethan (3.80 g,
26.8 mmol, 3.00 Aq.) wurden in 50.0 mL N,N-Dimethylformamid fiir 2 h bei 50 °C geriihrt.
Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde die Suspension mit 150 mL
Essigsaureethylester verdiinnt und sechsmal mit jeweils 100 mL gesattigter Natriumchlorid-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet,
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt aus Ethanol
umkristallisiert. 2-(2-(Allyloxy)-3-chlorphenyl)-3,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (52) konnte
als gelber Feststoff (3.15 g, 7.82 mmol, 88 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 102.7 °C

Ry 0.56 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

d (ppm) = 3.80 (s, 3H), 3.90 (s, 3H), 3.98 (s, 3H), 4.55 (dt, J = 5.8, 1.4 Hz, 2H), 5.04 (dq, J =
10.4, 1.3 Hz, 1H), 5.21 (dq, J = 17.1, 1.5 Hz, 1H), 5.88 (ddt, J=17.1, 10.3, 5.8 Hz, 1H), 7.05
(d, J=9.1Hz 1H), 716 (t, J=7.9 Hz, 1H), 7.39 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H), 7.52 (dd, J = 8.0,
1.7 Hz, 1H), 7.99 (d, J = 9.0 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, CDCl5)

o (ppm) = 56.6, 60.7,61.7,75.2, 110.2, 118.3, 119.5, 121.2, 124.7,127.2, 128.9, 129.7, 132.8,
133.2, 136.8, 141.4, 150.0, 153.6, 154.9, 156.5, 174.5.

HPLC tr = 15.71 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

2-(Methoxymethoxy)-3-(trifluormethyl)benzaldehyd (63a)

1) 1.10 Aq. n-BuLi Q
/© 2) 1.10 Aq. DMF H
NN
0" o
THF, -78 °C > RT ~o ™o
CF,

78 %

63a
C10HgF303
234.17 g/mol

Die Darstellung von 2-(Methoxymethoxy)-3-(trifluormethyl)benzaldehyd (63a) wurde nach der
Vorschrift von DALY et al. durchgefihrt. 8

1-(Methoxymethoxy)-2-(trifluormethyl)benzen (62a) (10.0 g, 48.5 mmol, 1.00 Aq.) wurde unter
Stickstoffatmosphare in 63.0 mL absolutem Tetrahydrofuran vorgelegt und mit einem

Aceton/Trockeneis-Kéaltebad auf -78 °C abgekuhlt. Zu dieser Lésung wurde tropfenweise
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n-Butyllithium (33.3 mL, 1.6 m in n-Hexan, 53.4 mmol, 1.10 Aq.) hinzugegeben und fiir 1 h bei
-78 °C geruhrt. Anschliefend wurde eine Ldésung aus absolutem N,N-Dimethylformamid
(3.90 g, 53.4 mmol, 1.10 Aq.) in 5.00 mL absolutem Tetrahydrofuran hinzugetropft und der
Reaktionsansatz auf Raumtemperatur erwarmt. Nach 16 h wurde die Reaktion durch die
Zugabe von 50.0 mL dest. Wasser beendet und dreimal mit 50.0 mL Diethylether extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 30.0 mL 2 m Salzs&dure-Losung und 30.0 mL
gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet
und an Kieselgel adsorbiert. 2-(Methoxymethoxy)-3-(trifluormethyl)benzaldehyd (63a) konnte
nach der saulenchromatographischen Reinigung mit dem  Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (100:0 - 95:5) als klare Flissigkeit (8.86 g, 37.8 mmol, 78 %)
erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

Uberein 148l

Ry 0.19 (n-Hexan/Essigsaureethylester 95:5)

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 3.62 (s, 3H), 5.13 (d, J = 0.5 Hz, 2H), 7.37 (tp, J =7.8, 0.8 Hz, 1H), 7.87 (ddq, J =
7.8,1.9,0.6 Hz, 1H), 8.06 (ddt, J=7.7, 1.8, 0.6 Hz, 1H), 10.31 (d, J = 0.8 Hz, 1H).

F NMR (282 MHz, CDCl;)

o (ppm) = -60.8.

1-Isopropyl-2-(methoxymethoxy)benzen (63b)

1) 1.20 Ag. NaH
THF, 0 °C
2) 1.20 Aq. MOMCI
THF, 0°C —» RT

62b 98 % 63b
C11H1602
180.25 g/mol

Die Darstellung von 1-Isopropyl-2-(methoxymethoxy)benzen (63b) wurde in Anlehnung an die
Vorschrift von YANG et al. durchgefiihrt.84

Zu einer Lésung von 2-Isopropylphenol (62b) (5.00 g, 36.7 mmol, 1.00 Aq.) in 50.0 mL
absolutem Tetrahydrofuran wurde unter Eiskihlung portionsweise Natriumhydrid (60%ige
Dispersion in Mineraldl, 1.76 g, 44.1 mmol, 1.20 Aq.) hinzugegeben und der Ansatz fiir 30 min
geriihrt. AnschlieBend wurde (Chlormethyl)methylether (3.73 g, 44.1 mmol, 1.20 Aq.)
hinzugetropft, der Reaktionsansatz auf Raumtemperatur aufwarmen gelassen und fir 16 h
gerthrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 100 mL gesattigter Ammoniumchlorid-
Lésung beendet und dreimal mit jeweils 100 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel
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adsorbiert und saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Laufmittel n-Hexan gereinigt.
1-Isopropyl-2-(methoxymethoxy)benzen (63b) konnte als klare Flussigkeit (6.50 g, 36.1 mmol,
98 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen Uberein .84

Ry 0.41 (n-Hexan/Essigsaureethylester 9:1)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) =1.17 (d, J = 6.9 Hz, 6H), 3.22 — 3.36 (m, 1H), 3.39 (s, 3H), 5.21 (s, 2H), 6.91 — 6.98
(m, 1H), 7.02 (dd, J = 8.2, 1.3 Hz, 1H), 7.12 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.8 Hz, 1H), 7.22 (dd, J = 7.6,
1.8 Hz, 1H).

3-Isopropyl-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (64b)

1.10 Aq. TMEDA o
1.20 Aq. n-Buli
- 3.80 Ag. DMF H
(@) O
THF, - 78 °C - RT >0
59 %
63b 64b
C12H4603
208.26 g/mol

Die Darstellung von 3-Isopropyl-2-(methoxymethoxy)benzaldehyd (64b) wurde in Anlehnung
an die Vorschrift von KOBAYASHI et al. durchgefihrt.'"

1-Isopropyl-2-(methoxymethoxy)benzen (63b) (8.00 g, 44.4 mmol, 1.00 Aq.) wurde unter
Stickstoffatmosphdre in 60.0 mL absolutem Tetrahydrofuran vorgelegt und mit einem
Aceton/Trockeneis-Kéaltebad auf -78 °C abgekulhlt. Zu dieser Lésung wurde tropfenweise
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (5.67 g, 48.8 mmol, 1.10 Aq.), n-Butyllithium (33.3 mL,
1.6 M in n-Hexan, 53.3 mmol, 1.20 Aq.) hinzugegeben und fiir 1 h bei -78 °C geriihrt.
AnschlieRend wurde eine Lésung aus absolutem N,N-Dimethylformamid (12.3 g, 169 mmol,
3.80 Aq.) in 25.0 mL absolutem Tetrahydrofuran hinzugetropft und der Reaktionsansatz auf
Raumtemperatur erwarmt. Nach 16 h wurde die Reaktion durch die Zugabe von 50.0 mL dest.
Wasser beendet und dreimal mit 50.0 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit 100 mL gesattigte Ammoniumchlorid-Lésung und 100 mL gesattigter
Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel
adsorbiert und nach der saulenchromatograpischen Reinigung an Kieselgel mit dem
Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (100:0 > 95:5) konnte 3-Isopropyl-2-
(methoxymethoxy)benzaldehyd (64b) als klare Flussigkeit (5.45 g, 26.2 mmol, 59 %) erhalten
werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

Uberein.51
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'H NMR (300 MHz, DMSO-ds)
8 (ppm) = 1.17 (d, J = 6.9 Hz, 6H), 3.39 (s, 3H), 5.21 (s, 2H), 6.90 — 6.98 (m, 1H), 7.02 (dd, J
= 8.3, 1.3 Hz, 1H), 7.12 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.8 Hz, 1H), 7.22 (dd, J = 7.6, 1.8 Hz, 1H).

2-Hydroxy-3-iodbenzaldehyd (66)

2.00 Ag. MgCl,, 2.00 Aq. NEtg o]

/@ 3.00 Ag. HO(CH,O),H H
HO THF, Reflux HO
I 63 %

65

66
C7Hs510,
248.02 g/mol

Die Darstellung von 2-Hydroxy-3-iodbenzaldehyd (66) wurde nach der Vorschrift von
BRADY et al. durchgefiihrt.13%

Vor der Verwendung wurde das Magnesiumchlorid und Paraformaldehyd fiir 24 h in einem
evakuierten Exsikkator Uber wasserfreiem Phosphorpentoxid getrocknet. Zu einer Lésung von
2-lodphenol (65) (2.00 g, 9.09 mmol, 1.00 Aq.) in 60.0 mL absolutem Tetrahydrofuran wurde
Magnesiumchlorid (1.73 g, 18.2 mmol, 2.00 Aq.), Triethylamin (2.53 mL, 18.2 mmol, 2.00 Aq.)
und Paraformaldehyd (0.81 g, 27.3 mmol, 3.00 Aq.) hinzugegeben. Die Suspension unter
einer Stickstoffatmosphare fir 12 h zum Rickfluss erhitzt. Nach dem Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde der Ansatz mit 140 mL Diethylether verdiinnt, dreimal mit 50.0 mL 2 m
Salzsaure-Lésung, einmal mit 50.0 mL dest. Wasser und einmal mit 50.0 mL gesattigter
Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Essigsaureethylester umkristallisiert. 2-Hydroxy-3-
iodbenzaldehyd (66) konnte als gelbe Nadeln (1.43g, 5.77 mmol, 63 %). Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Uberein. %)

Schmelzpunkt 77.2°C (Lit.: 78-79 °C)B%I

H NMR (600 MHz, DMSO-ds)

5 (ppm) = 6.92 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.80 (dd, J = 7.6, 1.6 Hz, 1H), 8.08 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz,
1H), 9.94 (s, 1H), 11.54 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 86.6, 121.5, 122.0, 133.5, 145.6, 159.1, 196.3.

2-(2-(Benzyloxy)-3-chlorphenyl)-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-on (73)
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2.50 Aq. BC,
2.50 Aq. TBAI

CH,Cly, -30 °C - RT
62 %

Cy4H49ClOg
438.86 g/mol

Die Darstellung von 2-(2-(Benzyloxy)-3-chlorphenyl)-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4 H-chromen-4-
one (73) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von KOSAK et al. von BEATE LUNGERICH
durchgefiihrt.512

Unter Stickstoffatmosphéare wurden in 10.0 mL absolutem Dichlormethan 2-(2-(Benzyloxy)-3-
chlorphenyl)-5,7,8-trimethoxy-4H-chromen-4-on (39) (177 mg, 391 ymol, 1.00 Ag.) und
Tetrabutylammoniumiodid (361 mg, 978 umol, 2.50 Aq.) vorgelegt. Der Reaktionsansatz
wurde mit einem Aceton-Kaltebad auf -30 °C abgekuhlt und 1 m Bortrichlorid in Dichlormethan
(978 uL, 978 umol, 2.50 Ag.) hinzugetropft. Die Lésung wurde auf Raumtemperatur
aufwarmen gelassen und fir 2 h gertihrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 20.0 mL
dest. Wasser beendet, dreimal mit jeweils 20.0 mL Chloroform extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen lGber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch Dichlormethan/Methanol
(100:0 > 85:15) gereinigt. 2-(2-(Benzyloxy)-3-chlorphenyl)-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-
chromen-4-one (73) konnte als gelber Feststoff (107 mg, 244 ymol, 62 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 141.2 °C

Ry 0.50 (n-Hexan/Essigsaureethylester 6:4)

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

O (ppm) = 3.84 (s, 3H), 3.95 (s, 3H), 5.03 (s, 2H), 6.44 (s, 1H), 6.74 (s, 1H), 7.18 — 7.31 (m,
4H), 7.25 - 7.39 (m, 2H), 7.60 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 7.65 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 12.54
(brs, 1H).

3C NMR (75 MHz, CDCl5)

o (ppm) = 56.5,61.8,76.2, 95.9, 105.0, 111.0, 125.5, 128.2, 128.6, 128.7, 128.7, 129.0, 130.0,
133.6, 135.8, 149.8, 153.3, 157.7, 158.8, 161.5, 182.7.

HPLC tr = 21.02 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

Elementaranalyse (%)

Berechnet fiir C24H24N20,: C 65.68, H 4.36, gefunden: C 65.54, H 4.39.

2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-one (74)
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10.0 Mol% Pd/C, H,
1.14 Aq. NaCl
1.78 Aq. NaH,PO,-H,0

MeOH/CH,Clo/H,0 6:2:1, RT
36 %

C17H13CI0g
348.74 g/mol

Die Darstellung von 2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-
one (74) in Anlehnung an die Vorschrift von LI et al. von BEATE LUNGERICH durchgefthrt.#13!

In 28.0 mL Methanol/Dichlormethan/dest. Wasser (6:2:1 v/v) wurden 2-(2-(Benzyloxy)-3-
chlorphenyl)-5-hydroxy-7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-one (73) (119 mg, 271 umol, 1.00 Aq.),
Natriumdihydrogenphosphat Monophosphat (58.0 mg, 483 umol, 1.78 Aq.), Natriumchlorid
(18.0 mg, 308 ymol, 1.14 Ag.) und Palladium auf Aktivkohle (10 Gew.-%, 12 mg, 27.1 umol,
0.10 Aq.) vorgelegt. Die Hydrierapparatur und der Reaktionskolben wurden evakuiert und
anschliefend mit Wasserstoff geflutet. Dieser Prozess wurde dreimal wiederholt. Unter
Wasserstoffatmosphéare wurde der Reaktionsansatz fir 2.5 h bei Raumtemperatur gerthrt. Die
Suspension wurde Uber Celite® abfiltriert, mit Dichlormethan gewaschen und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel
adsorbiert und saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
Dichlormethan/Methanol (100:0 = 95:5) gereinigt. 2-(3-Chlor-2-hydroxyphenyl)-5-hydroxy-
7,8-dimethoxy-4H-chromen-4-one (74) konnte nach der anschlieRenden Umkristallisation aus

Ethanol als gelber Feststoff (33.5 mg, 96.1 ymol, 36 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 288.6 °C

Ry 0.17 (n-Hexan/Essigsaureethylester 7:3)

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

O (ppm) = 3.84 (t, J = 1.9 Hz, 3H), 3.97 (t, J= 1.6 Hz, 3H), 6.70 (t, J = 1.6 Hz, 1H), 7.02 (td, J
=7.9, 3.0 Hz, 1H), 7.56 (t, J = 1.5 Hz, 1H), 7.60 — 7.62 (m, 1H), 8.01 (dt, J=7.9, 1.6 Hz, 1H),
13.32 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, Pyridin)

o (ppm) = 56.7, 61.8, 96.7, 105.6, 111.1, 120.9, 122.5, 124.5, 128.6, 129.8, 133.4, 150.9,
154.2, 158.4, 159.6, 162.6, 183.8.

HPLC tr = 14.14 min (Methode 1) A.U.C =96.5 %

6.4 Synthesevorschriften: KSK104 und KSK104-Analoga

O-(Carboxymethyl)hydroxylamin Hemihydrochlorid (76)
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0 konz. HCI 0]
- " .
.0
)\\N/O\)'LOH HZO, 95 °C 1/2HC|'H2N \)'LOH

182 49 % 76

C,H5NO3:0.5 HCI
109.30 g/mol

Die Darstellung von O-(Carboxymethyl)hydroxylamin Hemihydrochlorid (76) wurde nach einer
Vorschrift von PFEIFFER et al. durchgefiihrt.®'!

2-((Propan-2-ylidenamino)oxy)essigsaure (182) (2.30g, 17.5mmol, 1.00 Aq.) wurde in
23.0 mL 5m Salzsaure gelést und fur 4 h bei 95 °C geruhrt. AnschlieRend wurde das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in 18.0 mL Propan-2-ol
geldst und Uber Nacht -20 °C stehen gelassen. Der Niederschlag wurde abgesaugt, zweimal
mit jeweils 23.0 mL Diethylether gewaschen und unter Hochvakuum getrocknet.
O-(Carboxymethyl)hydroxylamin Hemihydrochlorid (76) konnte als weil3er Feststoff (0.93 g,
8.57 mmol, 49 %) erhalten werden und wurde ohne weitere Reinigungsschritte fir den
nachsten Schritt verwendet. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen Uberein 5"

Schmelzpunkt 160.2 °C (Lit.: 149-150 °C)¥24

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 4.37 (s, 2H), 9.90 (br s, 4H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) =71.0, 170.5.

Elementaranalyse (%)

Berechnet fiir CoHsNO3-0.5 HCI: C 21.98, H5.07, N 12.82 gefunden: C 21.75, H 5.27, N 12.87.

2-(Aminooxy)-N-(benzyloxy)acetamid (85)

0 0 .
H THF, 0 °C - RT HoN” N
o} 72%
88 85
CgH12N203
196.21 g/mol

Die Darstellung von 2-(Aminooxy)-N-(benzyloxy)acetamid (85) wurde in Anlehnung an die
Vorschrift von STENZEL durchgefiihrt.#2%

N-(Benzyloxy)-2-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)oxy)acetamid (88) (1.74 g, 5.33 mmol, 1.00 Aq.)
wurde in 50.0 mL Tetrahydrofuran geldst und mit einem Eisbad auf 0 °C abgekihlt. Zu der
Lésung wurde Hydrazin Monohydrat (1.03 mL, 21.3 mmol, 4.00 Aq.) hinzugetropft und fiir 1 h

bei 0 °C gerihrt. Anschlieend wurde der viskose Niederschlag im Ultraschallbad suspendiert,
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das suspendierte  Nebenprodukt mittels Vakuumfiltration abfiltriet und das
Lésungsmittelvolumen des Filtrats unter vermindertem Druck halbiert. Das Filtrat wurde fir
16 h bei 7 °C stehengelassen, der Niederschlag mittels Vakuumfiltration filtriert und das
Lésungsmittelvolumen des Filtrats unter vermindertem Druck halbiert. Dieser Vorgang wurde
nochmals wiederholt. Im Anschluss wurde das Lésungsmittel nahezu vollstdndig unter
vermindertem Druck entfernt und der viskose Ruckstand beim Verreiben in 5.00 mL n-Hexan
verfestigt. Der Niederschlag wurde mittels Vakuumfiltration abfiltriert und unter Hochvakuum
getrocknet. 2-(Aminooxy)-N-(benzyloxy)acetamid (85) konnte als weiler Feststoff (0.76 g,

3.86 mmol, 72 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 35.9°C

Ry 0.45 (Dichlormethan/Methanol 95:5)

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds)

o (ppm) = 3.96 (s, 2H), 4.82 (s, 2H), 6.31 (br s, 2H), 7.13 — 7.61 (m, 5H), 11.10 (br s, 1H).
3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) =70.0,77.2, 128.4, 128.8, 129.2, 135.7, 163.5.

HPLC tr = 4.97 min (Methode 1) A.U.C (220 nm) = 90.2 %

N-(Benzyloxy)-2-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)oxy)acetamid (88)

MeCN Reflux
e} 85 % (¢}
152 87 88
C17H14N205
326.31 g/mol

Die Darstellung von N-(Benzyloxy)-2-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)oxy)acetamid (88) wurde in
Anlehnung an die Vorschrift von STENZEL durchgefiihrt. 2%

In 350 mL Acetonitrii wurden N-(Benzyloxy)-2-bromacetamid (87) (12.6 g, 51.6 mmol,
1.00 Aq.), N-Hydroxyphthalimid (152) (9.68 g, 59.3 mmol, 1.15 Aq.) und Triethylamin (6.01 g,
59.4 mmol, 1.15 Aq.) vorgelegt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 4 h zum Riickfluss erhitzt, auf
Raumtemperatur abklhlen gelassen und das L&sungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der Rickstand wurde in 300 mL Essigsaureethylester aufgenommen und
erschopfend mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Die organische
Phase wurde Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, das L&sungsmitiel unter
vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt aus Essigsaureethylester umkristallisiert. N-
(Benzyloxy)-2-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)oxy)acetamid (88) konnte als lila Nadeln (14.3 g,

43.9 mmol, 85 %) erhalten werden.
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Schmelzpunkt 141.7 °C

Ry 0.14 (n-Hexan/Essigsaureethylester 6:4)

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 4.53 (s, 2H), 4.82 (s, 2H), 7.37 (ddt, J = 9.8, 5.0, 2.0 Hz, 5H), 7.89 (d, J = 1.3 Hz,
4H), 11.49 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

0 (ppm) =74.2,76.9, 123.4, 128.3, 128.4, 128.8, 134.9, 135.7, 162.5, 162.7.

N-Hydroxy-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (96a)

0 1) 1.00 Aq. DMF, 2.25 Aq. (COClI), 0

o _OH
O oH CH,Cl,, 0°C O N
2) 4.00 Aq. H,NOH-HCI, 6.00 Aq. NEt;
THF/H,0, 0 °C - RT

87 %
84 96a

C13H11NO,
213.24 g/mol

Die Darstellung von N-Hydroxy-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (96a) wurde in Anlehnung an die
Vorschrift von FENG et al. durchgefiihrt.5

Zu einer Lésung von Biphenyl-4-carbonséure (84) (10.0g, 50.0 mmol, 1.00 Aq.) und
N,N-Dimethylformamid (3.87 mL, 50.0 mmol, 1.00 Aq.) in 150 mL absolutem Dichlormethan
wurde unter Eiskiihlung langsam Oxalylchlorid (9.50 mL, 113 mmol, 2.25 Aq.) hinzugegeben.
Der Reaktionsansatz wurde fir 1 h bei 0°C gerihrt, dann zu einer Lésung von
Hydroxylamin Hydrochlorid (8.30 g, 200 mmol, 4.00 Aq.) und Triethylamin (41.8 mL,
300 mmol, 6.00Aq.) in 90.0 mL Tetrahydrofuran/dest. Wasser (5:1) hinzugetropft. Die
Suspension wurde fir 16 h bei Raumtemperatur geriihrt, der pH-Wert mit 2 m Salzsaure-
Losung auf 6 eingestellt und viermal mit jeweils 200 mL Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt aus
dest. Wasser/Ethanol umkristallisiert. N-Hydroxy-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (96a) konnte
als weille Nadeln (9.26 g, 43.4 mmol, 87 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten

stimmen mit den in der Literatur angegebenen Uberein.5

Schmelzpunkt 197.6 °C (Lit.: 198-200 °C)51!

Ry 0.17 (Dichlormethan/Methanol 95:5)

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds)

O (ppm) = 7.36 — 7.44 (m, 1H), 7.45 — 7.54 (m, 2H), 7.68 — 7.79 (m, 4H), 7.82 — 7.89 (m, 2H),
9.06 (s, 1H), 11.28 (s, 1H).
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3C NMR (75 MHz, DMSO)
o (ppm) = 126.6, 126.8, 127.5, 128.0, 129.0, 131.5, 139.1, 142.7, 163.8.
HPLC tr = 9.08 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

N-Hydroxy-N-methyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (96b)

6 1) 1.00 Aq. DMF, 2.25 Aq. (COCI), 6

. _OH
O oH CH,Cl, 0°C O h‘l
2) 4.00 Aq. HyCNHOH-HCI, 6.00 Aq. NEt;
THF/H,0, 0 °C - RT

89 %
84 96b
C14H13NO;
227.26 g/mol

Die Darstellung von N-Hydroxy-N-methyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (96b) wurde in
Anlehnung an die Vorschrift von FENG et al. durchgefiinrt.®'

Zu einer Lésung von Biphenyl-4-carbonséure (84) (3.00g, 15.1 mmol, 1.00 Aq.) und
N,N-Dimethylformamid (1.17 mL, 15.1 mmol, 1.00 Aq.) in 50.0 mL absolutem Dichlormethan
wurde unter Eiskiihlung langsam Oxalylchlorid (2.88 mL, 34.1 mmol, 2.25 Aq.) hinzugegeben.
Der Reaktionsansatz wurde fir 1 h bei 0°C gerihrt, dann zu einer Lésung von
N-Methylhydroxylamin Hydrochlorid (5.06 g, 60.5 mmol, 4.00 Aq.) und Triethylamin (12.7 mL,
90.8 mmol, 6.00 Agq.) in 45.0 mL Tetrahydrofuran/dest. Wasser (5:1) hinzugetropft. Die
Suspension wurde fir 16 h bei Raumtemperatur geriihrt, der pH-Wert mit 2 m Salzsaure-
Lésung auf 6 eingestellt und viermal mit jeweils 100 mL Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt aus
Essigsaureethylester umkristallisiert. N-Hydroxy-N-methyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (96b)

konnte als weil3er Feststoff (3.04 g, 13.4 mmol, 89 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 135.2 °C

Ry 0.29 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 3.28 (s, 3H), 7.35 - 7.44 (m, 1H), 7.44 — 7.54 (m, 2H), 7.68 — 7.75 (m, 6H), 10.05
(s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 37.8, 40.0, 40.1, 40.3, 40.4, 126.4, 127.3, 128.4, 129.5, 129.5, 134.1, 139.8, 142.2,
168.9.

HPLC tr = 10.48 min (Methode 1) A.U.C =98.6 %

2-([1,1'-Biphenyl]-4-carboxamidooxy)essigsaure (97a)
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0]
N/OH (0] 2.00 Aq NaOH N/O\)'LOH
N g L ———— :
OH EtOH, Reflux
80 %

96a 86 97a
C15H13NO,
271.27 g/mol

Die Darstellung von 2-([1,1'-Biphenyl]-4-carboxamidooxy)essigsaure (97a) wurde in
Anlehnung an die Vorschrift von McHALE et al. durchgefiihrt.[*24!

Eine Lésung von N-Hydroxy-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (96a) (7.38 g, 34.6 mmol, 1.00 Aq.),
Bromessigsaure (86) (4.81 g, 34.6 mmol, 1.00 Aq.) und Natriumhydroxid (2.77 g, 69.2 mmol,
2.00 Ag.) in 200 mL Ethanol wurde fiir 8 h zum Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand
in 200 mL dest. Wasser aufgenommen und der pH-Wer mit 2 m Salzsaure-Losung auf 4
eingestellt. Die wassrige Suspension wurde viermal mit jeweils 200 mL Dichlormethan
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet
und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde aus
Essigsaureethylester  umkristallisiert und  2-([1,1'-Biphenyl]-4-carboxamidooxy)essig-

saure (97a) konnte als weille Nadeln (7.53 g, 27.8 mmol, 80 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 191.8 °C

Ry 0.15 (Dichlormethan/Methanol 9:1)

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 4.53 (s, 2H), 7.37 — 7.45 (m, 1H), 7.45 — 7.55 (m, 2H), 7.68 — 7.74 (m, 2H), 7.74 —
7.81 (m, 2H), 7.82 — 7.92 (m, 2H), 12.07 (s, 1H), 12.99 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 71.8, 126.6, 126.8, 127.9, 128.1, 129.0, 130.5, 139.0, 143.2, 164.6, 170.0.

HPLC tr = 10.23 min (Methode 1) A.U.C =98.0 %

2-((N-Methyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamido)oxy)essigsaure (97b)
Q 0} O
O N . 0 2.00 Ag. NaOH ‘ N/O\)KOH
O | Br\)kOH EtOH, Reflux O |
50%

96b 86 97b
C16H15NO4
285.30 g/mol

Die Darstellung von 2-((N-Methyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamido)oxy)essigsaure (97b) wurde
in Anlehnung an die Vorschrift von McHALE et al. durchgefthrt. 24
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Eine L6sung von N-Hydroxy-N-methyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (96b) (2.00 g, 8.80 mmol,
1.00 Aq.), Bromessigséure (86) (1.22 g, 8.80 mmol, 1.00 Aq.) und Natriumhydroxid (0.70 g,
17.6 mmol, 2.00 Aq.) in 60.0 mL Ethanol wurde fir 8 h zum Rickfluss erhitzt. Nach dem
Abklhlen auf Raumtemperatur wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt,
der Rickstand in 100 mL dest. Wasser aufgenommen und der pH-Wert mit 2 m Salzsaure-
Lésung auf 4 eingestellt. Die wassrige Suspension wurde viermal mit jeweils 50.0 mL
Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Uber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde aus n-Hexan/Essigsaureethylester umkristallisiert und 2-((N-Methyl-[1,1'-
biphenyl]-4-carboxamido)oxy)essigsaure (97b) konnte als weiller Feststoff (1.25¢g,

4.38 mmol, 50 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 129.5°C

Ry 0.29 (Dichlormethan/Methanol 95:5)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 3.34 (s, 3H), 4.47 (s, 2H), 7.37 — 7.45 (m, 1H), 7.45 — 7.55 (m, 2H), 7.64 — 7.79 (m,
6H), 13.04 (br s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 36.2, 70.9, 126.4, 126.8, 128.0, 128.6, 129.0, 133.1, 139.1, 142.1, 169.3, 169.4.
HPLC tr = 10.82 min (Methode 1) A.U.C =94.0 %

tert-Butyl (Benzyloxy)carbamat (110)

FoRLL_NIE Ve
_— /O
HZN/O o N

THF, 0°C > RT

88 %
107 110

C12H17NO3
223.27 g/mol

Die Darstellung von tert-Butyl (Benzyloxy)carbamat (110) wurde in Anlehnung an die
Vorschrift von BRANDES et al. durchgefiihrt.3%

Unter Eiskiihlung wurde in 20.0 mL Tetrahydrofuran geléstes Di-tert-butyldicarbonat (9.75 g,
44.7 mmol, 1.10 Ag.) zu einer Lésung von O-Benzylhydroxylamin (107) (5.00 g, 40.6 mmol,
1.00 Aq.) in 30.0 mL Tetrahydrofuran hinzugetropft. Der Reaktionsansatz wurde auf
Raumtemperatur aufwarmen gelassen und fiir 16 h gerthrt. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Rickstand in 100 mL Essigsaureethylester
aufgenommen. Die organische Phase wurde dreimal mit jeweils 50.0 mL dest. Wasser, einmal
mit 50.0 mL 10%iger Zitronensaure-Lésung gewaschen und Uber wasserfreiem Natriumsulfat

getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und
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tert-Butyl (Benzyloxy)carbamat (110) konnte als weiller Feststoff (8.30 g, 35.7 mmol, 88 %)
erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

Uberein.*3
Schmelzpunkt 473 °C (Lit.: 45-47 °C)5l

'H NMR (300 MHz, DMSO-d&)
8 (ppm) = 1.08 (s, 9H), 4.76 (s, 2H), 7.00 — 7.77 (m, 5H), 10.86 (s, 1H).

3-Amino-N-(benzyloxy)propanamid Hydrochlorid (119)

>L i 0 \/@ 4 M HCl in 1,4-Dioxan o) \/@
e 0
A oy

Et,O0, RT
72 %
118 119
C1oH15CIN3O,
230.69 g/mol

Die Darstellung von 3-Amino-N-(benzyloxy)propanamid Hydrochlorid (119) wurde in
Anlehnung an die Vorschrift von PICHA et al. durchgefiihrt.5'7)

In 100 mL absolutem Diethylether wurde tert-Butyl (3-
((Benzyloxy)amino)-3-oxopropyl)carbamat (118) (6.11 g, 20.8 mmol, 1.00 Aq.) gelést und mit
4 m Salzséure in 1,4-Dioxan (26.0 mL, 104 mmol, 5.00 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz
wurde fir 16 h bei Raumtemperatur gertihrt und dann flir 24 h bei -20 °C stehen gelassen.
Das ausgefallene Reaktionsprodukt wurde filtriert, der Filterkuchen dreimal mit jeweils 20.0 mL
absolutem Diethylether gewaschen und unter Hochvakuum getrocknet.
Tert-Butyl (Benzyloxy)carbamat Hydrochlorid (119) konnte als weilRer Feststoff (3.45 g,

15.0 mmol, 72 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 153.2 °C

Ry 0.17 (Dichlormethan/Methanol 8:2)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 2.40 (t, J= 7.2 Hz, 2H), 2.98 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 4.81 (s, 2H), 7.31 — 7.46 (m, 5H),
8.05 (br s, 3H), 11.37 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 29.6, 34.9, 77.0, 128.3, 128.3, 128.8, 135.9, 166.5.

MS (ESI): m/z berechnet fir C1oH15N202 [M+H*]: 195.1; gefunden: 195.1.

HPLC tr = 4.75 min (Methode 1) A.U.C =92.3 %

2-([1,1'-Biphenyl]-4-carboxamidooxy)propansaure (123a)
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(0}
1.10 Ag. NaH %OH
%OH THF, 10 C~> Reflux
122a 123a
C1gH15sNO4
285.30 g/mol

Die Darstellung von 2-([1,1'-Biphenyl]-4-carboxamidooxy)propansaure (123a) wurde in
Anlehnung an die Vorschrift von YUKIHISA et al. durchgefihrt.[5'8!

Unter Stickstoffatmosphare wurde bei -10 °C zu einer Losung von N-Hydroxy-[1,1'-biphenyl]-
4-carboxamid (96a) (1.00 g, 4.69 mmol, 1.00 Aqg.) in 20.0 mL absolutem Tetrahydrofuran
Natriumhydrid (60%ige Dispersion in Mineralél, 0.21 g, 5.16 mmol, 1.10 Aq.) hinzugegeben
und fir 10 min gertihrt. Dazu wurde eine Lésung von 2-Brompropansaure (122b) (0.72 g,
4.69 mmol, 1.00Aq.) in 5.00mL absolutem Tetrahydrofuran hinzugetropft. Der
Reaktionsansatz wurde flir 24 h zum Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abklhlen auf
Raumtemperatur wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand
in 50.0 mL dest. Wasser aufgenommen und der pH-Wert mit einer 2 m Salzsaure-L6sung auf
1 eingestellt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit jeweils 50.0 mL Essigsaureethylester
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet
und das LdOsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohrprodukt wurde an
Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 > 7:3) gereinigt. 2-([1,1'-Biphenyl]-4-
carboxamidooxy)propansaure (123a) konnte als hellgelber Feststoff (0.93 g, 3.26 mmol,

70 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 173.8 °C

Ry 0.16 (Dichlormethan/Methanol 95:5 + 0.1 % TFA)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) =1.41(d, J=7.0 Hz, 3H), 4.54 (q, J=6.9 Hz, 1H), 7.38 — 7.45 (m, 1H), 7.49 (dd, J =
8.4, 7.0 Hz, 2H), 7.69 — 7.75 (m, 2H), 7.74 — 7.80 (m, 2H), 7.83 — 7.89 (m, 2H), 11.94 (br s,
1H), 12.95 (br s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 16.9, 79.1, 127.1, 127.3, 128.4, 128.6, 129.5, 131.0, 139.5, 143.7, 165.3, 173.3.
HPLC tr = 12.22 min (Methode 1) A.U.C =96.8 %

2-([1,1'-Biphenyl]-4-carboxamidooxy)-2-phenylessigsaure (123b)
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(0} o o (0}
N’OH Br OH 1.10 Ag. NaH N’O OH
H + H
THF, -10 °C — Reflux
68 %

96a 122b 123b
C21H17NO4
347.37 g/mol

Die Darstellung von 2-([1,1'-Biphenyl]-4-carboxamidooxy)-2-phenylessigsaure (123b) wurde
in Anlehnung an die Vorschrift von YUKIHISA et al. durchgefiihrt.!58!

Unter Stickstoffatmosphare wurde bei -10 °C zu einer Losung von N-Hydroxy-[1,1'-biphenyl]-
4-carboxamid (96a) (1.00 g, 4.69 mmol, 1.00 Aqg.) in 20.0 mL absolutem Tetrahydrofuran
Natriumhydrid (60%ige Dispersion in Mineralél, 0.21 g, 5.16 mmol, 1.10 Aq.) hinzugegeben
und far 10 min gerthrt. Dazu wurde eine Losung von 2-Brom-2-phenylessigsaure (122b)
(1.01 g, 4.69 mmol, 1.00 Aq.) in 5.00 mL absolutem Tetrahydrofuran hinzugetropft. Der
Reaktionsansatz wurde fur 24 h zum RuUckfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand
in 50.0 mL dest. Wasser aufgenommen und der pH-Wert mit einer 2 m Salzsaure-L6sung auf
1 eingestellt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit jeweils 50.0 mL Essigsaureethylester
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen lber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet
und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde aus
n-Hexan/Essigsaureethylester umkristallisiert und 2-([1,1'-Biphenyl]-4-carboxamidooxy)-2-
phenylessigsaure (123b) konnte als hellgelber Feststoff (1.10 g, 3.17 mmol, 68 %) erhalten

werden.

Schmelzpunkt 216.6 °C

Ry 0.17 (Dichlormethan/Methanol 9:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 5.50 (s, 1H), 7.37 — 7.47 (m, 4H), 7.47 — 7.56 (m, 4H), 7.69 — 7.74 (m, 2H), 7.75 —
7.79 (m, 2H), 7.81 — 7.88 (m, 2H), 12.06 (br s, 1H), 13.22 (br s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 83.9, 126.6, 126.9, 127.9, 127.9, 128.2, 128.5, 129.0, 129.1, 130.5, 134.8, 139.0,
143.3, 165.0, 170.7.

HPLC tr = 12.58 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

2-([1,1'-Biphenyl]-4-carboxamidooxy)-2-methylpropanséaure (123c)
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(0] 0] 0] O
.0 Aq. LIOH- .0
N %ko/ 2.00 Aq. LiOH-H,0 N %OH
H H
THF/H,0, RT
83 %

181 123c
Cy7H17NO,
299.33 g/mol

Zu einer Lésung von Methyl 2-([1,1'-Biphenyl]-4-carboxamidooxy)-2-methylpropanoat (181) in
54.0 mL Tetrahydrofuran wurde in 18.0 mL dest. Wasser gelostes
Lithiumhydroxid Monohydrat  (0.64g, 15.1 mmol, 2.00Aq.) hinzugegeben. Der
Reaktionsansatz wurde fir 16 h bei 30 °C gerlhrt, das Lésungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und der Rickstand in 100 mL dest. Wasser geldst. Mit 3 m Salzsaure wurde der
pH-Wert der Lésung auf 4 eingestellt, das ausgefallene Reaktionsprodukt abgesaugt, mit
dest. Wasser gewaschen und Uber Nacht unter Hochvakuum getrocknet. 2-([1,1'-Biphenyl]-4-
carboxamidooxy)-2-methylpropansaure (123¢) konnte als weiler Feststoff (1.89 g,

6.31 mmol, 83 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 182.6 °C

Ry 0.14 (Dichlormethan/Methanol 95:5)

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds)

o (ppm) = 1.44 (s, 6H), 7.38 — 7.45 (m, 1H), 7.49 (dd, J = 8.4, 7.0 Hz, 2H), 7.68 — 7.74 (m, 2H),
7.74 —7.81 (m, 2H), 7.85 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 11.24 (s, 1H), 12.91 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 23.6, 83.8, 127.1, 127.3, 128.5, 128.6, 129.5, 131.3, 139.6, 143.7, 167.1, 174.6.
HPLC tr = 11.30 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

2-((3-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)ureido)oxy)essigsaure (127)

NH, 1) 1.50 Aq. Triphosgen N H H
O Toluol, Reflux O A e ‘oﬁ(o
(0] O
O 2) 3.00 Ag. 0.5 HCI-H,NOCOOH, 3.00 Aq. NEt, O
CH,Cl, 0°C - RT

126 84 %

127
C15H14N204
286.29 g/mol

Die Darstellung von 2-((3-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)ureido)oxy)essigsaure (127) wurde in
Anlehnung an die Vorschrift von CHESWORTH et al. durchgefiihrt.!43!

Unter Argonatmosphare wurde 4-Aminobiphenyl (126) (214 mg, 1.26 mmol, 1.00 Ag.) und
Triphosgen (563 mg, 1.90 mmol, 1.50 Aqg.) in 40.0 mL absolutem Toluol vorgelegt. Der
Reaktionsansatz wurde fir 4 h zum RUckfluss erhitzt, nach dem Abkihlen auf

Raumtemperatur wurde das L&ésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der
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Ruckstand in 30.0 mL absolutem Dichlormethan geldst. Unter Eiskihlung wurde bei 0 °C
O-(Carboxymethyl)hydroxylamin Hemihydrochlorid (415 mg, 3.79 mmol, 3.00 Ag.) und
Triethylamin (529 yL, 3.79 mmol, 3.00 Aq.) hinzugegeben. Der Ansatz wurde auf
Raumtemperatur aufwarmen gelassen und fur 16 h gerthrt. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in 50.0 mL dest. Wasser aufgenommen und
dreimal mit jeweils 50.0 mL Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, das Ldsungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch mit dem
Laufmittelgemisch Dichlormethan/Methanol (100:0 = 94:6) gereinigt. 2-((3-([1,1'-Biphenyl]-4-
yhureido)oxy)essigsaure (127) wurde als weiler Feststoff (298 mg, 1.04 mmol, 84 %)

erhalten.

Ry 0.10 (Dichlormethan/Methanol 9:1)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) =4.43 (s, 2H), 7.28 — 7.36 (m, 1H), 7.39 — 7.48 (m, 2H), 7.62 (s, 5H), 7.65 (t, J= 1.7
Hz, 1H), 9.46 (s, 1H), 9.70 (s, 1H), 13.23 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) =73.1,119.2, 126.2, 127.0, 127.0, 128.9, 134.4, 138.4, 139.8, 157.3, 172.1.

HPLC tr = 10.90 min (Methode 1) A.U.C =97.9 %

3-([1,1'-Biphenyl]-4-sulfonamido)-N-(benzyloxy)propanamid (130)

Q.0
S o 2.50 Aq. EIN(Pr),
O oo HCIH N/\AN/O O L I V@
Ha CH,Cl, 0°C - RT /
O H 2 260 o d/S\”/\)kH,O
129 17 130
Ca2H2oN204S
410.49 g/mol

Die Darstellung von 3-([1,1'-Biphenyl]-4-sulfonamido)-N-(benzyloxy)propanamid (130) wurde
in Anlehnung an die Vorschrift von SIQLI et al. durchgefihrt.519

In 30.0 mL absolutem Dichlormethan wurde 3-Amino-N-(benzyloxy)propanamid Hydrochlorid
(117) (254 mg, 1.31 mmol, 1.10 Ag.) und N,N-Diisopropylethylamin (520 uL, 2.97 mmol,
2.50 Aq.) vorgelegt und 10 min bei Raumtemperatur geriihrt. Die Lésung wurde mit einem
Eisbad auf 0 °C abgekuhlt und in kleinen Portionen Biphenyl-4-sulfonsaurechlorid (300 mg,
1.19 mmol, 1.00 Aq.) hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde auf Raumtemperatur
aufwarmen gelassen und fiir 16 h gerihrt. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe
von 30.0 mL gesattigter Ammoniumchlorid-Lésung beendet und dreimal mit jeweils 30.0 mL

Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
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wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch an
Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (8:2 - 3:7) gereinigt. 3-
([1,1'-Biphenyl]-4-sulfonamido)-N-(benzyloxy)propanamid (130) konnte als weiller Feststoff
(293 mg, 714 pmol, 60 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 143.4 °C

Ry 0.43 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) =2.17 (t, J =7.2 Hz, 2H), 2.99 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 4.77 (s, 2H), 7.29 — 7.41 (m, 5H),
7.41-7.48 (m, 1H),7.51 (t, J=7.6 Hz, 2H), 7.68 — 7.79 (m, 3H), 7.88 (t, J= 7.1 Hz, 4H), 11.07
(brs, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 32.8, 38.9, 76.8, 127.1, 127.2, 127.4, 128.2, 128.3, 128.5, 128.8, 129.1, 135.9,
138.5, 139.0, 143.9, 166.9.

HPLC tr = 12.78 min (Methode 1) A.U.C =98.9 %

2-((([1,1'-Biphenyl]-4-ylmethylen)amino)oxy)essigsaure (132a)

(0] H (0]
O H (0] 2.96 Ag. AcONa O \N/O\)LOH
¥
.0
O 1/,HCI-H,N \)kOH EtOH/H,0, Reflux O
84 %

131a 76 132a
C15H13NO3
255.27 g/mol

Die Darstellung von 2-((([1,1'-Biphenyl]-4-yImethylen)amino)oxy)essigsaure (132a) wurde

analog zur Vorschrift von van DIJK et al. durchgefiihrt.[442]

4-Biphenylcarboxaldehyd (131a) (3.00 g, 16.5 mmol, 1.00 Aq.), O-(Carboxymethyl)hydroxyl-
amin Hemihydrochlorid (76) (2.08g, 19.0 mmol, 1.15Aq.) und Natriumacetat (4.01 g,
48.9 mmol, 2.96 Aq.) wurden 30.0 mL Ethanol/Wasser (8:2 v/v) vorgelegt und fiir 5 h zum
Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abklhlen auf Raumtemperatur wurde die Suspension unter
Ruhren auf 300 mL Eiswasser gegeben, mit 2 m Salzsdure-Losung der pH-Wert auf 3
eingestellt und die wassrige Suspension dreimal mit jeweils 100 mL Essigsaureethylester
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknet, das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt aus
n-Hexan/Essigsaureethylester umkristallisiert. 2-((([1,1'-Biphenyl]-4-ylmethylen)amino)oxy)-

essigsaure (132a) konnte als weil’e Nadeln (3.56 g, 13.9 mmol, 84 %) erhalten werden.
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Schmelzpunkt 166.6 °C

Ry 0.41 (Dichlormethan/Methanol 95:5)

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds)

o (ppm) =4.67 (s, 2H), 7.35-7.42 (m, 1H), 7.48 (t, J=7.7 Hz, 2H), 7.69 — 7.73 (m, 4H), 7.74
(d, J=8.4 Hz, 2H), 8.39 (s, 1H), 12.83 (br s, 1H).

3C NMR (126 MHz, DMSO)

o (ppm) =70.4, 126.5, 126.9, 127.5, 127.8, 128.9, 130.5, 139.2, 141.6, 149.3, 170.7.

HPLC tr = 13.03 min (Methode 1) A.U.C =89.6 %

2-(((1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)ethyliden)amino)oxy)essigsaure (132b)

o) O
O o] 2.96 Aq. AcONa O \N/O\)kOH
+
.0
1/;HCI-HoN \)kOH EtOH/H,0, Reflux
53 %
131b 76 132b
C16H15NO3
269.30 g/mol

Die Darstellung von 2-(((1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)ethyliden)amino)oxy)essigsaure (132b) wurde

analog zur Vorschrift von van DIJK et al. durchgefiihrt.[442]

4-Acetylbiphenyl (131b) (3.00 g, 15.3mmol, 1.00 Agq.), O-(Carboxymethyl)hydroxylamin
Hemihydrochlorid (76) (1.92 g, 17.6 mmol, 1.15 Ag.) und Natriumacetat (3.72 g, 45.3 mmol,
2.96 Ag.) wurden 30.0 mL Ethanol/Wasser (8:2 v/v) vorgelegt und fiir 5h zum Riickfluss
erhitzt. Nach dem Abkulhlen auf Raumtemperatur wurde die Suspension unter Rihren auf
300 mL Eiswasser gegeben, mit 2 m Salzsaure-Losung der pH-Wert auf 3 eingestellt und die
wassrige Suspension dreimal mit jeweils 100 mL Essigsaureethylester extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt aus Ethanol
umkristallisiert. (2-(((1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)ethyliden)amino)oxy)essigsaure (132b) konnte als
weiler Feststoff (2.18 g, 8.10 mmol, 53 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 197.8 °C

Ry 0.38 (Dichlormethan/Methanol 9:1)

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds)

O (ppm) = 2.28 (s, 3H), 4.69 (s, 2H), 7.36 — 7.41 (m, 1H), 7.46 — 7.50 (m, 2H), 7.66 — 7.77 (m,
6H), 12.77 (br s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 12.5, 70.4, 126.6, 126.6, 126.7, 126.9, 127.0, 127.8, 128.9, 129.0, 129.1, 134.5,
139.3, 141.0, 154.9, 171.1.
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HPLC tr = 13.72 min (Methode 1) A.U.C=95.7 %

2-(((1-([1,1'-Biphenyl]-4-y1)-2,2,2-trifluorethyliden)amino)oxy)essigsaure (132c)

CFs 0 0
O \N”O\)ko/ 2.00 Aq. LIOH-H,0 O \N/O\)kOH

THF/H,0, RT
98 %

137 132¢
C16H12F3NO;
323.27 g/mol

Zu einer Lésung von Methyl 2-(((1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-2,2,2-trifluorethyliden)amino)oxy)ace-
tat (137) (0.65¢g, 1.92 mmol, 1.00 Aq.) in 18.0 mL Tetrahydrofuran wurde in 6.00 mL
dest. Wasser geldstes  Lithiumhydroxid Monohydrat  (0.16 g, 3.83 mmol, 2.00 Aq.)
hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fir 16 h bei 30 °C geruhrt, das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der Rickstand in 100 mL dest. Wasser gelést. Mit 3 m
Salzsaure wurde der pH-Wert der Lésung auf 4 eingestellt, das ausgefallene Reaktionsprodukt
abgesaugt, mit dest. Wasser gewaschen und Gber Nacht unter Hochvakuum getrocknet. 2-
(((1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-2,2,2-trifluorethyliden)amino)oxy)essigsaure (132c) konnte als
weilder Feststoff (0.60 g, 1.87 mmol, 98 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 176.6 °C

Ry 0.20 (Dichlormethan/Methanol 95:5)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) =4.82 (s, 2H), 7.42 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.50 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.66 (d, J = 8.0 Hz,
2H), 7.73 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.84 (d, J = 8.0 Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d5)

d (ppm)=71.7,120.3 (d, 'J('*C,"°F) = 274.8 Hz), 124.7,126.8, 126.9, 125.8 — 130.4 (m), 128.1,
128.8 — 129.0 (m), 138.9, 142.4, 146.1 (d, 2J(*C,"*F) = 31.9 Hz), 169.8.

F NMR (565 MHz, DMSO)

o (ppm) = -65.1.

HPLC tr = 14.48 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-2,2,2-trifluorethan-1-on (135)

2.00 Ag. AICI
O 2.00 Aq. TFAA O CFs3
O CH,Cl,, 0°C > RT
92 %
134 135
Cq4HgF30
250.22 g/mol
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Die Darstellung von 1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-2,2,2-trifluorethan-1-on (135) wurde in Anlehnung
an die Vorschrift von WANG et al. durchgefiihrt.[4%!

Unter Stickstoffatmosphére wurde Aluminiumtrichlorid (2.72 g, 20.0 mmol, 2.00 Aq.) in
50.0 mL absolutem Dichlormethan suspendiert und mit einem Eisbad auf 0 °C abgekuhlt. Zu
der Suspension wurde langsam Trifluoressigséureanhydrid (2.78 mL, 20.0 mmol, 2.00 Aq.) in
15.0 mL absolutem Dichlormethan hinzugetropft und fir 15 min gerthrt. Anschlielend wurde
Biphenyl (134) (1.54 g, 10.0 mmol, 1.00 Aqg.) gelést in 10.0 mL absolutem Dichlormethan
hinzugegeben, fur 30 min gerthrt und dann die Eiskihlung entfernt. Nach dem Aufwarmen auf
Raumtemperatur wurde flr weitere 60 min gertihrt und die Reaktion durch die Zugabe von
150 g Eis, 150 mL dest. Wasser und 50.0 mL konz. Salzsdure beendet. Die wassrige Phase
wurde dreimal mit jeweils 50.0 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden jeweils einmal mit 100 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung,
100 mL gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen und Uber wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknet. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch mit dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester
(100:0 > 95:5) gereinigt. Im Anschluss folgte die Umkristallisation aus n-Hexan 1-([1,1'-
Biphenyl]-4-yl)-2,2,2-trifluorethan-1-on (135) konnte als weilder Feststoff (2.30 g, 9.19 mmol,
92 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen Uberein .4

Schmelzpunkt 51.1°C (Lit.: 49.8-50.9 °C)P20

Ry 0.52 (n-Hexan/Essigsaureethylester 9:1)

"H NMR (600 MHz, Chloroform-d)

O (ppm) =7.42 —7.48 (m, 1H), 7.48 — 7.55 (m, 2H), 7.63 — 7.69 (m, 2H), 7.73 — 7.82 (m, 2H),
8.09 — 8.22 (m, 2H).

F NMR (565 MHz, CDCl;)

o (ppm) = -71.3.

1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-2,2,2-trifluorethan-1-onoxim (136)

_OH

Q 2.50 Ag. Pyridin N‘
O CF, 5.00 Ag. HONH,-HCI O CF,

EtOH, Reflux
92 % O
135 136
C14H10F3sNO
265.24 g/mol

Die Darstellung von 1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-2,2,2-trifluorethan-1-onoxim (136) wurde in
Anlehnung an die Vorschrift von PROTASOVA et al. durchgefiihrt. 44!
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Eine Ldsung von 1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-2,2,2-trifluorethan-1-on (135) (2.26 g, 9.03 mmol,
1.00 Aq.), Pyridin (1.83 mL, 22.6 mmol, 2.50 Aq.) und Hydroxylamin Hydrochlorid (3.14 g,
45.2 mmol, 5.00 Aq.) in 50.0 mL Ethanol wurde fiir 16 h zum Riickfluss erhitzt. Nach dem
Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde 150 mL dest. Wasser hinzugegeben und viermal mit
jeweils 50.0 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Loésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Nach der saulenchromatographischen Trennung an Kieselgel mit dem
Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (100:0 - 95:5) konnte 1-([1,1'-Biphenyl]-4-
y)-2,2,2-trifluorethan-1-onoxim (136) als weilRer Feststoff (2.18 g, 8.28 mmol, 92 %) erhalten

werden.

Schmelzpunkt 194.5 °C

Ry 0.20 (n-Hexan/Essigsaureethylester 9:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) =7.37 — 7.44 (m, 1H), 7.45 — 7.53 (m, 2H), 7.59 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.68 — 7.73 (m,
2H), 7.78 — 7.82 (m, 2H), 12.85 (br s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d5)

d (ppm) = 121.1 (d, 'J("*C,"°F) = 274.0 Hz), 125.5, 126.8, 128.1, 128.7, 129.0, 129.1, 139.1,
141.8, 144.3 (d, 2J(*C,"°F) = 31.1 Hz).

F NMR (565 MHz, DMSO)

O (ppm) = -64.69, -61.64.

HPLC tr = 14.80 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

Methyl 2-(((1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-2,2,2-trifluorethyliden)amino)oxy)acetat (137)

CF, CF4 o
Sy-OH 0 2.00 Aq. K,CO4 \N/O\)ko/
* Br\)k
o~ MeCN, Reflux
82 %
136 183 137
C17H14F3NO;
337.30 g/mol

1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-2,2,2-trifluorethan-1-onoxim (136) (1.55¢g, 5.84 mmol, 1.00 Aq.),
Methylbromacetat (183) (0.92g, 5.84 mmol, 1.00Aq.) und Kaliumcarbonat (1.62 g,
11.7 mmol, 2.00 Aq.) wurden in 60.0 mL Acetonitril vorgelegt und fiir 2 h zum Riickfluss erhitzt.
Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt, der Rickstand in 50.0 mL Dichlormethan gelést und mit 50.0 mL gesattigter

Natriumchlorid-L6ésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber wasserfreiem
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Natriumsulfat getrocknet, das L&sungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt  sdulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (100:0 - 95:5) gereinigt. Methyl 2-(((1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-
2,2,2-trifluorethyliden)amino)oxy)acetat (137) konnte als weilder Feststoff (1.61 g, 4.77 mmol,

82 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 102.5 °C

Ry 0.43 (n-Hexan/Essigsaureethylester 7:3)

'"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)

o (ppm) = 3.82 (s, 3H), 4.79 (s, 2H), 7.35 - 7.43 (m, 1H), 7.43 — 7.53 (m, 2H), 7.56 — 7.75 (m,
6H).

3C NMR (75 MHz, Chloroform-d)

d (ppm) = 52.2, 72.1, 120.6 (q, 'J("*C,"®F) = 275.4 Hz), 125.5, 127.3, 127.4, 128.2, 129.1,
129.4, 140.3, 143.7, 148.2 (q, 2J(*C,"®F) = 32.6 Hz), 169.3.

F NMR (282 MHz, CDCl5)

0 (ppm) = -66.2, -62.1.

HPLC tr = 16.58 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

2-((([1,1'-Biphenyl]-4-ylmethyl)amino)oxy)-N-(benzyloxy)acetamid (138a)
0 Aq. Na o}
PO WU QR 0 3,0 L
H

X, -
N
H H
MeCN/H,0, RT
37 %

133a 138a
Ca22H22N203
362.43 g/mol

Die Darstellung von 2-((([1,1'-Biphenyl]-4-ylmethyl)amino)oxy)-N-(benzyloxy)acetamid (138a)

wurde in Anlehnung an die Vorschrift von LIEW et al. durchgefiihrt.?"

2-((([1,1'-Biphenyl]-4-ylmethylen)amino)oxy)-N-(benzyloxy)acetamid (133a) (300 mg,
832 pymol, 1.00 Aq.) wurde 17.0 mL Acetonitril gelést und mit 3.00 mL dest. Wasser verdiinnt.
Es folgte die Zugabe von Natriumcyanoborhydrid (130 mg, 2.08 mmol, 2.50 Ag.) und 3 m
Salzséure-Lésung (1.66 mL, 4.99 mmol, 6.00 Aq.). Die Suspension wurde fiir 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt, zuséatzliches Natriumcyanoborhydrid (130 mg, 2.08 mmol, 2.50 Aq.)
hinzugegeben und fiir weitere 1 h 30 min gerihrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von
50.0 mL gesattigter Ammoniumchlorid-Losung beendet, viermal mit jeweils 50.0 mL
Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen Uber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und

saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
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n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 > 6:4) gereinigt. Im Anschluss erfolgte die
Umkristallisation aus n-Hexan/Chloroform, 2-((([1,1'-Biphenyl]-4-ylmethyl)amino)oxy)-N-
(benzyloxy)acetamid (138a) konnte als weile Nadeln (113 mg, 312 pmol, 37 %) erhalten

werden.
Schmelzpunkt 77.2°C
Ry 0.55 (n-Hexan/Essigsaureethylester 3:7)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.98 (s, 2H), 4.00 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 4.82 (s, 2H), 7.14 (t, J = 6.3 Hz, 1H), 7.32 -
7.38 (m, 4H), 7.38 — 7.41 (m, 2H), 7.43 (d, J=8.0 Hz, 2H), 7.46 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.62 (d, J
= 8.1 Hz, 2H), 7.64 — 7.68 (m, 2H), 11.05 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

0 (ppm) = 54.8, 71.5, 76.9, 126.4, 126.6, 127.3, 128.2, 128.3, 128.8, 128.9, 129.3, 135.8,
137.4, 138.9, 140.0, 166.7.

MS (ESI): m/z berechnet fir C2H23N203 [M+H*]: 363.2; gefunden: 363.3.

HPLC tr = 13.40 min (Methode 1) A U.C=97.5 %

2-(((1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)ethyl)amino)oxy)-N-(benzyloxy)acetamid (138b)

(e} (o}
O \N/O\)LN/O\/© 3.00 Ag. NaBH, O N”O\)LN’O\/©
H H H
THF, 0°C — 40 °C
43 %

133b 138b
C23H24N203
376.46 g/mol
Die Darstellung von 2-(((1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)ethyl)amino)oxy)-N-

(benzyloxy)acetamid (138b) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von GINIYATULLINA et al.
durchgefhrt.?2

Unter Stickstoffatmosphare  wurde  2-(((1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)ethyliden)amino)oxy)-N-
(benzyloxy)acetamid (133b) (300 mg, 801 pumol, 1.00Aqg.) in 12.0mL absolutem
Tetrahydrofuran vorgelegt. Die Lésung wurde mit einem Eisbad auf 0 °C abgekihilt,
Natriumborhydrid (45.6 mg, 1.20 mmol, 1.50 Aq.) hinzugegeben und der Reaktionsansatz auf
40 °C erwarmt. Nach 3 h wurde zusétzliches Natriumborhydrid (45.6 mg, 1.20 mmol, 1.50 Aq.)
hinzugegeben und fiir weitere 2 h gerlhrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 50.0 mL
gesattigter Ammoniumchlorid-Lésung beendet, viermal mit jeweils 50.0 mL Dichlormethan
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen Uber wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknet. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und sdulenchromatographisch an

Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch n-Hexan/Essigsaureethylester (7:3 - 6:4) gereinigt. Im
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Anschluss erfolgte die Umkristallisation aus n-Hexan/Essigsaureethylester, 2-(((1-([1,1'-
Biphenyl]-4-yl)ethyl)amino)oxy)-N-(benzyloxy)acetamid (138b) konnte als weiller Feststoff
(129 mg, 344 umol, 43 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 1171 °C

Ry 0.19 (n-Hexan/Essigsaureethylester 2:3)

'"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) =1.26 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 3.96 (s, 2H), 4.13 (p, J = 6.6 Hz, 1H), 4.81 (s, 2H), 6.99 (d,
J=6.1Hz, 1H), 7.32 - 7.38 (m, 4H), 7.38 — 7.42 (m, 2H), 7.42 — 7.48 (m, 4H), 7.61 (d, J=7.9
Hz, 2H), 7.65 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 11.00 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) =19.6,59.2,72.0, 76.9, 126.5, 126.6, 127.3, 127.6, 128.2, 128.3, 128.8, 128.9, 135.8,
138.9, 140.0, 142.6, 166.6.

HPLC tr = 14.28 min (Methode 1) A.U.C =95.0 %

Methyl [1,1'-Biphenyl]-4-carboxylat (139)

(e} (0}
O OH kat. H,SO, O o~
- - = 4
MeOH, Reflux
97 %

84 139
C14H1202
212.25 g/mol

Die Darstellung von Methyl [1,1'-Biphenyl]-4-carboxylat (139) wurde in Anlehnung an die
Vorschrift von de OLIVEIRA et al. durchgefiihrt.52!

Zu einer Lésung von Biphenyl-4-carbonsaure (84) (3.00 g, 15.1 mmol, 1.00 Aq.) in 200 mL
Methanol wurde aktiviertes 3 A Molekularsieb (10.0 g) und 3 Tropfen konz. Schwefelsdure
hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fiir 8 h zum Riickfluss erhitzt, auf Raumtemperatur
abkihlen gelassen und anschlieflend abfiltriert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt und der Rickstand in 200 mL eiskaltem dest. Wasser suspendiert. Der
Niederschlag wurde abfiltriert, mit dest. Wasser gewaschen und das Rohprodukt aus Methanol
umkristallisiert. Methyl [1,1'-Biphenyl]-4-carboxylat (139) konnte als weifle Nadeln (3.13 g,
14.7 mmol, 97 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der

Literatur angegebenen tberein.?4

'"H NMR (300 MHz, Chloroform-d)
5 (ppm) = 3.95 (s, 3H), 7.34 — 7.43 (m, 1H), 7.47 (ddt, J = 8.1, 6.5, 1.1 Hz, 2H), 7.58 — 7.72
(m, 4H), 8.06 — 8.18 (m, 2H).
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HPLC fr = 15.95 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

[1,1'-Biphenyl]-4-carbohydrazid (140)

0] ]

O 07 HaNNHyH,0 ‘ N V2
- - " " H
Reflux
94 %

139 140
Cq3H12N20
212.25 g/mol

Die Darstellung von 1,1'-Biphenyl]-4-carbohydrazid (140) wurde in Anlehnung an die Vorschrift
von RODRIGUES et al. durchgeflhrt.[525!

Methyl [1,1'-Biphenyl]-4-carboxylat (139) (5.24 g, 24.7 mmol, 1.00 Aq.) wurde in 60.0 mL
Hydrazin Monohydrat suspendiert und fir 8 h zum Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkulhlen auf
Raumtemperatur wurde das ausgefalle Reaktionsprodukt abfiltriert, mehrfach mit eiskaltem
dest. Wasser gewaschen und uber Nach im Hochvakuum getrocknet. [1,1'-Biphenyl]-4-
carbohydrazid (140) konnte als weifle Nadeln (4.90 g, 23.1 mmol, 94 %) erhalten werden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Uberein. !

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) =4.52 (s, 2H), 7.34 — 7.44 (m, 1H), 7.45 — 7.54 (m, 2H), 7.67 — 7.79 (m, 4H), 7.89 —
7.96 (m, 2H), 9.83 (s, 1H).

HPLC tr = 8.00 min (Methode 1) A.U.C =>99 %

Ethyl 2-(2-([1,1'-biphenyl]-4-carbonyl)hydrazineyliden)acetat (141)

o (e} (e}
N NH2 o N’N%o/\
H oy o~ H
EtOH/Toluol, Reflux
0 81 %

140 184 141
C17H16N203
296.33 g/mol

[1,1'-Biphenyl]-4-carbohydrazid (140) (5.22 g, 24.6 mmol, 1.00 Aq.) und Ethylglyoxylat (184)
(ca. 50 Gew.-% in Toluol, 5.02 g, 24.6 mmol, 1.00 Aq.) wurden in 50.0 mL Ethanol fiir 3 h zum

Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde der Reaktionsansatz mit

200 mL dest. Wasser verdiinnt und dreimal mit jeweils 100 mL Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel

adsorbiert und nach der saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem
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Laufmittelgemisch  n-Hexan/Essigsaureethylester (3:2 > 1:1) konnte Ethyl 2-(2-([1,1'-
biphenyl]-4-carbonyl)hydrazineyliden)acetat (141) als weiller Feststoff (5.93 g, 20.0 mmol,

81 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 156.3 °C

Ry 0.41 (n-Hexan/Essigsaureethylester 1:1)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) =1.28 (t, J=7.1 Hz, 3H), 4.26 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.38 — 7.47 (m, 1H), 7.47 — 7.57
(m, 2H), 7.70 - 7.80 (m, 2H), 7.82 (s, 1H), 7.83 — 7.90 (m, 2H), 8.01 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 12.35
(s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 14.1, 60.8, 126.7, 126.9, 128.3, 128.7, 129.0, 131.1, 137.6, 138.9, 143.9, 163.0,
163.5.

HPLC tr = 12.80 min (Methode 1) A.U.C =95.6 %

Benzylidenhydrazin (143)

0

3.00 Aq. H,NNH,H,0 HN.
H
90 °C

98 %
185 143
C7HgN,
120.16 g/mol

Die Darstellung von Benzylidenhydrazin (143) wurde nach einer Vorschrift von
WITSCHEL et al. durchgefiihrt.[447]

In einem verschlieRbaren Druckrohr wurde Benzaldehyd (185) (5.88 g, 55.4 mmol, 1.00 Aq)
langsam zu Hydrazin Monohydrat (8.00 mL, 155 mmol, 3.00 Aq.) hinzugetropft. Nach dem
Abklingen der exothermen Reaktion wurde das Druckrohr verschlossen und der
Reaktionsansatz fiir 16 h bei 90 °C gerihrt. Nach dem Abklhlen auf Raumtemperatur wurde
die Emulsion dreimal mit jeweils 15.0 mL Dichlormethan extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Benzylidenhydrazin (143) konnte als gelbe
Flussigkeit (6.52 g, 54.3 mmol, 98 %) erhalten werden und wurde ohne weitere
Reinigungsschritte fir den nachsten Schritt verwendet. Die spektroskopischen Daten stimmen

mit den in der Literatur angegebenen Uberein.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dc)
5 (ppm) = 6.77 (s, 2H), 7.17 = 7.27 (m, 1H), 7.27 — 7.37 (m, 2H), 7.43 — 7.54 (m, 2H), 7.71 (s,
1H).
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N-(2-(2-Benzylhydrazineyl)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (145)

0 0 2.00 Aq. NaBHaCN 0 0 H\/@
N/O\)szN N 2.00 Aq. p-TsOH-H ,0 N/O\)szN
SEhe SEhe
THF, RT - 50 °C
O Spuren O

144 145
C22H21N305
375.43 g/mol
N-(2-(2-Benzylidenhydrazinyl)-2-oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (144) (1.04 g,

2.77 mmol, 1.00 Aq.) wurde in 100 mL Tetrahydrofuran vorgelegt. Nacheinander wurde
Natriumcyanoborhydrid (174 mg, 2.77 mmol, 1.00Ag.) und para-Toluolsulfonsiure
Monohydrat (527 mg, 2.77 mmol, 1.00 Aq.) hinzugegeben und der Reaktionsansatz fiir 8 h bei
50 °C geriihrt. AnschlieRend wurde Natriumcyanoborhydrid (174 mg, 2.77 mmol, 1.00 Aq.)
und para-Toluolsulfonsdure Monohydrat (527 mg, 2.77 mmol, 1.00 Aq.) hinzugegeben und fiir
weitere 8 h bei 50 °C geruhrt. Nach dem AbklUhlen auf Raumtemperatur wurde das
Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in 50 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und 50 mL gesattigter Natriumchlorid-Lésung geldst und
viermal mit jeweils 50 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, das Rohprodukt an Kieselgeld adsorbiert
und saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (1:1 > 0:1) gereinigt. N-(2-(2-Benzylhydrazineyl)-2-
oxoethoxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid (145) konnte in Spuren als farbloses Ol in

verunreinigter Form erhalten werden.

Ry 0.21 (Essigsaureethylester)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 3.89 (dd, J =13.2, 7.6 Hz, 1H), 4.27 (dd, J = 13.2, 3.2 Hz, 1H), 4.31 — 4.45 (m, 2H),
7.21(q, J=7.3Hz, 2H), 7.25 (t, J=7.4 Hz, 1H), 7.35 - 7.46 (m, 3H), 7.50 (t, J = 7.7 Hz, 2H),
7.73—-7.79 (m, 2H), 7.81 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 10.08 (s, 1H), 10.85 (d,
J=8.1Hz, 1H), 12.14 (s, 1H).

HPLC tr = 13.22 min (Methode 1) A.U.C =83.5 %

(5-Chlorhiophen-2-yl)methanol (154b)

HO ‘ S 1.00 Aq NCS Ho/\Es)i
(¢]]
/ THF/AcOH, RT — Reflux /
154a 75 % 154b

CsH5CIOS
148.60 g/mol
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Die Darstellung von (5-Chlorhiophen-2-yl)methanol (154b) wurde in Anlehnung an die
Vorschrift von PENGFEI et al. durchgefihrt.[526!

In 15.0 mL Tetrahydrofuran und 15.0 mL Essigsaure wurde 2-Thiophenmethanol (154a)
(3.00 g, 26.3 mmol, 1.00 Ag.) und N-Chlorsuccinimid (3.51 g, 26.3 mmol, 1.00 Aq.) vorgelegt.
Der Reaktionsansatz wurde fur 30 min bei Raumtemperatur gerthrt und dann fir 1 h zum
Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abklhlen auf Raumtemperatur wurde 50.0 mL Tetrahydrofuran
hinzugegeben und dreimal jeweils 150 mL 3 m Natriumhydroxid-Lésung gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und nach
der sdaulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 > 8:2) konnte (5-Chlorhiophen-2-yl)methanol (154b) als
klare Flussigkeit (2.93 g, 19.7 mmol, 75 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten

stimmen mit den in der Literatur angegebenen Uberein.?"]

Ry 0.45 (n-Hexan/Essigsaureethylester 7:3)

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

0 (ppm) = 4.56 (d, J = 4.5 Hz, 2H), 5.57 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 6.81 (dt, J= 3.7, 1.1 Hz, 1H), 6.94
(d, J=3.7 Hz, 1H).

N-(2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)-5-((3aS,4 S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-
d]imidazol-4-yl)pentanamid (161)

1.00 Aq. EtN(Pr),
O\\I,,NH H 0 0 1.00 Aq. HATU
HN "‘\\/\)LN/O\)LOH ¥ /o\/©
H H,N DMF, RT
H S 96 %

165 107

O}INH § i i \/@
HN)@_‘\\MN/O\)'LN/O
H H
H S
161
C1gH26N405S
422.50 g/mol

Die Darstellung von N-(2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)-5-((3aS,4S,6aR)-2-
oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamid (161) wurde in Anlehnung an die
Vorschrift von PFLIEGER et al. durchgefiihrt.[45"]

Unter Stickstoffatomsphare wurde in  10.0 mL absolutem N,N-Dimethylformamid
2-((5-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)oxy)essigsa

ure (165) (200 mg, 0.63 mmol, 1.00 Aq.) und N,N-Diisopropylethylamin (221 uL, 1.26 mmol,
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2.00 Aq.) vorgelegt. Die Lésung wurde fir 10 min bei Raumtemperatur geriihrt und
O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N-tetramethyluronium-hexafluorphosphat (240 mg,
0.63 mmol, 1.00 Aqg.) hinzugegeben. Nach 30 min wurde O-Benzylhydroxylamin (107) (78 mg,
0.63 mmol, 1.00 Ag.) hinzugegeben und der Reaktionsansatz fiir 16 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukt an
Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch mit dem Laufmittelgemisch
Dichlormethan/Methanol (100:0 = 95:5) gereinigt. N-(2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)-5-
((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamid (161) wurde als
weiller Feststoff (256 mg, 606 pymol, 96 %) erhalten.

Schmelzpunkt 85.9°C

Ry 0.16 (Dichlormethan/Methanol 9:1)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 1.21 — 1.37 (m, 1H), 1.40 — 1.56 (m, 3H), 1.55 — 1.67 (m, 1H), 1.99 (t, J = 7.4 Hz,
2H), 2.57 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 2.81 (dd, J = 12.4, 5.1 Hz, 1H), 3.09 (dt, J = 10.9, 5.4 Hz, 1H),
412 (ddd, J=7.2, 4.6, 1.8 Hz, 1H), 4.23 (s, 2H), 4.29 (dd, J=7.7, 5.1 Hz, 1H), 4.83 (s, 2H),
6.36 (s, 1H), 6.42 (s, 1H), 7.33 — 7.44 (m, 5H), 11.33 (s, 1H), 11.47 (s, 1H).

3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 25.3, 28.4, 28.5, 32.2, 40.3, 55.8, 59.6, 61.5, 73.5, 77.5, 128.8, 129.2, 136.2, 163.2,
165.3, 170.9.

HPLC tr = 7.26 min (Methode 1) A.U.C (220 nm) = 96.2 %
Elementaranalyse (%)

Berechnet fir C19H26N405S: C 54.01, H 6.20, N 13.26, S 7.59 gefunden: C 49.99, H 6.23, N
12.31, S 6.99.

2-((5-((3aS,4 S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)oxy)essig-
saure (165)

o o 1) 1.20 Aq. IBCF, 1.31 Aq. NBus o o o
\\I/NH H DMF, RT YNH H
HN u“\/\)'LOH n " HN .\“\/\)’LN/O\)'LOH
d 2) 1.48 Aq. 0.5 HCI-H,NOCH,CO,H, 2.00 Aq. NBuj, d H
H DMF, 0 > 5°C H
160 42 % 165

C12H19N305S
317.36 g/mol

Die Darstellung von 2-((5-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-
yl)pentanamido)oxy)essigsaure (165) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von
SKANDER et al. durchgefihrt.[468]

Zu einer Lésung von D(+)-Biotin (160) (500 mg, 2.01 mmol, 1.00 Aq.) und Tributylamin
(0.64 mL, 2.69 mmol, 1.31 Aq.) in 40.0mL absolutem N,N-Dimethylformamid wurde
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Chlorameisenséureisobutylester (0.31 mL, 2.41 mmol, 1.20 Aqg.) hinzugetropft. Nach 10 min
rihren bei Raumtemperatur wurde die Losung unter Eiskihlung langsam zu einer Suspension
von O-(Carboxymethyl)hydroxylamin Hemihydrochlorid (76) (324 mg, 2.97 mmol, 1.48 Aq.)
und Tributylamin (0.96 mL, 4.01 mmol, 2.00 Aq.) in 40.0 mL absolutem N,N-Dimethylformamid
hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fur 2 h bei 0-5 °C geruhrt, das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der Ruckstand in 36.0 mL warmen dest. Wasser/Ethanol-
Mischung (1:1) gel6st. Die Lé6sung wurde mit einer 2 m Salzsdure-Losung auf einen pH-Wert
von 2 eingestellt und fur 16 h bei -17 °C stehen gelassen. Das ausgefalle Reaktionsprodukt
wurde abfiltriert, dreimal mit jeweils 30.0 mL eiskaltem dest. Wasser gewaschen und Uber
Nacht unter Hochvakuum getrocknet. 2-((5-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-
dlimidazol-4-yl)pentanamido)oxy)essigsaure (165) konnte als weiller Feststoff (270 mg,

0.85 mmol, 42 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 172.2 °C

Ry 0.11 (Dichlormethan/Methanol 8:2)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d)

o (ppm) =1.19 — 1.67 (m, 6H), 1.98 (t, J= 7.5 Hz, 2H), 2.57 (d, J= 12.4 Hz, 1H), 2.82 (dd, J =
12.4,5.1 Hz, 1H), 3.09 (ddd, J =8.5, 6.2, 4.4 Hz, 1H), 4.12 (ddd, J=7.7,4.5, 1.9 Hz, 1H), 4.30
(dd, J=7.7,5.1 Hz, 1H), 4.33 (s, 2H), 6.35 (s, 1H), 6.41 (s, 1H), 11.20 (s, 1H), 12.97 (s, 1H).
3C NMR (151 MHz, DMSO)

o (ppm) = 24.8, 27.9, 28.0, 31.7, 39.8, 55.3, 59.2, 61.0, 71.8, 162.7, 170.0, 170.3.
Elementaranalyse (%)

Berechnet flr C12H19N3O05S: C 45.42, H 6.03, N 12.24, S 10.10 gefunden: C 44.64, H 6.25, N
12.81, S 10.15.

(Phenyl-ds)boronsaure (171)4%

1) 1.00 Aq. n-BulLi
D 2) 1.50 Aq. B(OCHa); D OH
D Br 3) 20%ige HCl(aq) D B on
D D THF, -78 °C - RT D D
D 67 % D
170 171
CgH,D5BO,
126.96 g/mol

Die Darstellung von (Phenyl-ds)boronsaure (171) wurde nach der Vorschrift von WANG et al.
durchgefihrt.28

In einem Dreihalskolben wurde unter Argonatmosphare Brombenzen-ds (170) (3.24 g,
20.0 mmol, 1.00 Ag.) in 50.0 mL absolutem Tetrahydrofuran vorgelegt und mit einem

Aceton/Trockeneis-Kaltebad auf -78 °C abgekunhlt. Unter stdndigem Rihren wurde die L6sung
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tropfenweise mit n-Butyllithium (12.5 mL, 1.6 m in n-Hexan, 20.0 mmol, 1.00 Aq.) versetzt und
fur 2 h bei -78 °C gertuhrt. Dazu wurde eine Lésung von Borsauretrimethylester (3.15 g,
30 mmol, 1.50 Aq.) in 5.00 mL absolutem Tetrahydrofuran hinzugetropft, der Reaktionsansatz
auf Raumtemperatur aufwarmen gelassen und fir 16 h geriihrt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 35.0 mL 20%iger Salzsadure-Lésung beendet, das Volumen der Lésung bei 30 °C
mit einem Rotationsverdampfer um die Halfte reduziert und dann mit 50.0 mL dest. Wasser
verdunnt. Das resultierende zweiphasige Gemisch wurde zweimal mit je 25.0 mL Diethylether
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen zweimal mit je 25.0 mL dest. Wasser
gewaschen. Das Ldésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der viskose
Ruckstand in 40.0 mL einer 10%igen Natriumhydroxid-Lé6sung aufgenommen und die
Nebenprodukte mit 40.0 mL Diethylether extrahiert. Der pH-Wert der basischen, wassrigen
Phase wurde bei 0 °C mit einer 10%igen Salzsdure-Losung auf 7 eingestellt. Das ausgefallene
Reaktionsprodukt wurde abfiltriert und dreimal mit jeweils 30.0 mL dest. Wasser gewaschen.
(Phenyl-ds)boronsaure (171) konnte als weiler Feststoff (1.70 g, 13.4 mmol, 67 %) erhalten

werden und wurde ohne weitere Reinigungsschritte flir den nachsten Schritt verwendet.

"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)

o (ppm) = 8.00 (s, 2H).

"B NMR (193 MHz, DMSO)

0 (ppm) = 29.2.

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 126.5, 126.8, 127.1, 133.3, 133.6, 133.9.

Methyl [1,1'-biphenyl]-4-carboxylat-2',3',4',5',6'-d5 (173)

5 D Cé’H o 5.00 Mol% PdCly(PPhs),
. 2.50 Aq. Na,CO3
OH . O/
b b THF/H,0
| 60 °C

98 %

171 172 173
C14H7D50,
217.28 g/mol

Die Darstellung von Methyl [1,1'-biphenyl]-4-carboxylat-2',3',4',5',6'-d5 (173) wurde in
Anlehnung an die Vorschrift von WANG et al. durchgeflhrt.52]

Zu einer Lésung von (Phenyl-ds)boronséure (171) (0.69g, 5.46 mmol, 1.00 Aq.),
Natriumcarbonat (1.45g, 13.6 mmol, 2.50 Aq.) in 10.0 mL dest. Wasser und 10.0 mL
Tetrahydrofuran wurde 4-lodbenzoesduremethylester (172) (1.43 g, 5.46 mmol, 1.00 Aq.)
hinzugegeben. Die Lésung wurde dreimal mit Argon entgast,
Bis(triphenylphosphin)palladium(ll)dichlorid (192 mg, 273 pymol, 5 Mol%) hinzugegeben und
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das Reaktionsgefal mit Argon geflutet. Der Reaktionsansatz wurde auf 60 °C erwarmt und fr
5 h geruhrt. Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde der Ansatz mit 20.0 mL
dest. Wasser verdunnt und dreimal mit jeweils 30.0 mL Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das
Rohprodukt an Kieselgel adsorbiert. Methyl [1,1'-biphenyl]-4-carboxylat-2',3",4",5",6'-ds (173)
konnte nach der saulenchromatographischen Reinigung mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (100:0 > 95:5) als weiller Feststoff (1.16 g, 5.34 mmol, 98 %)

erhalten werden.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dc)

5 (ppm) = 3.88 (s, 3H), 7.80 — 7.86 (m, 2H), 8.01 — 8.07 (m, 2H).
3C NMR (75 MHz, DMSO)

5 (ppm) = 52.1, 126.9, 128.4, 129.8, 144.6, 166.0.

N-Hydroxy-[1,1'-biphenyl]-2',3',4' 5',6'-ds-4-carboxamid (174)

10.0 Aq. HONH,-HCI
15.0 Aq. NaOCHj,

MeOH, Reflux
99 %

173 174
C43HgDsNO,
218.27 g/mol

Die Darstellung von N-Hydroxy-[1,1'-biphenyl]-2',3',4',5",6'-ds-4-carboxamid (174) wurde in
Anlehnung an die Vorschrift von PFLIEGER et al. durchgefiihrt.[457]

Zu einer Loésung von Methyl[1,1'-biphenyl]-4-carboxylat-2',3'4'5',6'-ds (173) (1.16 g,
5.34 mmol, 1.00 Aq.) und Hydroxylamin Hydrochlorid (3.71 g, 53.4 mmol, 10.0 Aq.) in 30.0 mL
Methanol wurde eine methanolische Natriummethanolat-Losung (30 Gew.-%, 14.3 mL,
80.1 mmol, 15.0 Aq.) hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fiir 4 h zum Riickfluss erhitzt.
Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch mit 70.0 mL
dest. Wasser verdinnt, mit einem Eisbad gekihlt und dessen pH-Wert mit einer 6 m
Salzsaure-Losung auf 1 eingestellt. Das ausgefallene Reaktionsprodukt wurde abfiltriert und
je dreimal mit 50.0 mL eiskaltem dest. Wasser gewaschen. N-Hydroxy-[1,1'-biphenyl]-
2'3'4'5',6'-ds-4-carboxamid (174) wurde als weiler Feststoff (1.16 g, 5.31 mmol, 99 %)

erhalten und ohne zusatzliche Reinigung verwendet.

Schmelzpunkt 193.5°C
Ry 0.16 (Dichlormethan/Methanol 95:5)

'H NMR (300 MHz, DMSO-dc)
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o (ppm) =7.73 = 7.79 (m, 2H), 7.85 — 7.90 (m, 2H), 9.09 (s, 1H), 11.32 (s, 1H).
3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) = 126.6, 127.5, 131.6, 139.0, 142.6, 163.9.

MS (ESI): m/z berechnet fir C13H7DsNO2 [M+H*]: 219.1; gefunden: 219.1.
HPLC tr = 9.00 min (Methode 1) A.U.C=93.8 %

2-(([1,1'-Biphenyl]-4-carboxamid-2',3',4',5',6'-ds)oxy)essigsaure (175)

2.15 Ag. NaOH

EtOH, Reflux
67 %

175
C15HgDsNO,4
276.30 g/mol

Die Darstellung von 2-(([1,1'-Biphenyl]-4-carboxamido-2',3',4',5',6'-ds)oxy)essigsaure (175)
wurde in Anlehnung an die Vorschrift von McHALE et al. durchgefiihrt.!#24

Zu einer Lésung von Natriumhydroxid (197 mg, 4.93 mmol, 2.15 Aq.) in 15.0 mL Ethanol
wurde nacheinander Bromessigsaure (86) (350 mg, 2.52 mmol, 1.10 Aqg.) und N-Hydroxy-
[1,1'-biphenyl]-2',3',4',5',6'-ds-4-carboxamid (174) (500 mg, 2.29 mmol, 1.00 Aq.)
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fir 4 h zum Rickfluss erhitzt. Nach dem
Abklihlen wurde das Ldsungsmittel unter verminderten Druck entfernt, der Rickstand in
20.0 mL dest. Wasser geldst und der pH-Wert der Losung mit einer 2 m Salzsaure-Ldésung auf
4 eingestellt. Die wassrige Suspension wurde viermal mit jeweils 20.0 mL Dichlormethan
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen (ber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet
und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde
aus n-Hexan/Ethanol umkristallisiert.
2-(([1,1'-Biphenyl]-4-carboxamido-2',3',4',5',6'-ds)oxy)essigsaure (175) konnte als weille
Nadeln (424 mg, 1.53 mmol, 67 %) erhalten werden.

Schmelzpunkt 187.8 °C

Ry 0.26 (Dichlormethan/Methanol 95:5 + 0.1 % TFA)

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) = 4.53 (s, 2H), 7.77 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.86 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 12.13 (s, 1H), 12.89
(s, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO)

o (ppm) =71.8, 126.4, 126.6, 127.8, 128.1, 130.5, 138.8, 143.2, 170.1.

HPLC tr = 10.19 min (Methode 1) A.U.C =98.2 %
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2-Phenoxyisoindolin-1,3-dion (179)

o o)
©/I*\© F 1.00 Ag. t-BuOK
N-OH + F—B-F -
L THF, RT N-O
o)
152

88 % o

186 179
C12H10BF4l C14HgNO3
367.92 g/mol 239.23 g/mol

Die Darstellung von 2-Phenoxyisoindolin-1,3-dion (179) wurde nach einer Vorschrift von
CASTRO et al. durchgefiinhrt.52°

N-Hydroxyphthalimid (152) (2.00 g, 5.44 mmol, 1.00 Aq.) wurde in 50.0 mL Tetrahydrofuran
geldst und Kalium-tert-butanolat (0.62 g, 5.44 mmol, 1.00 Aq.) versetzt. Die Suspension wurde
fir 10 min bei Raumtemperatur gerthrt und Diphenyliodonium Tetrafluoroborat (186) (0.89 g,
5.44 mmol, 1.00 Ag.) hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fiir 1 h bei Raumtemperatur
geruhrt, anschlieRend Uber Kieselgel abfiltriert und mit 10.0 mL Tetrahydrofuran gewaschen.
Das Ldésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukt an Kieselgel
adsorbiert und sdulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Laufmittelgemisch
n-Hexan/Essigsaureethylester (9:1 - 7:3) gereinigt. 2-Phenoxyisoindolin-1,3-dion (179)
konnte als weilRer Feststoff (1.15 g, 4.81 mmol, 88 %) erhalten werden. Die spektroskopischen

Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Uberein.?"

Schmelzpunkt 140.8 °C (Lit.: 143.5-145 °C)30]

"H NMR (600 MHz, DMSO-d5)

O (ppm) =7.16 (tt, J=7.2, 1.0 Hz, 1H), 7.22 — 7.28 (m, 2H), 7.36 — 7.42 (m, 2H), 7.90 — 7.99
(m, 4H).

2-((Propan-2-ylidenamino)oxy)essigsaure (182)

o] 2.16 Aq. NaOH I6)
Br * )\\ -OH )\\ .0
\)kOH N H,0,0°C - RT N JkOH
86 187 43 % 182
CsHgNO;
131.13 g/mol

Die Darstellung von 2-((Propan-2-ylidenamino)oxy)essigsaure (182) wurde nach einer
Vorschrift von PFEIFFER et al. durchgefiihrt.'3]

Bromessigsaure (86) (6.66 g, 48.0 mmol, 1.12 Aq.) wurde in 10.0 mL dest. Wasser gelést und
mit einem Eisbad auf 0 °C abgekuihlt. Unter Rihren wurde Natriumhydroxid-Lésung (3.50 mL,
50 mmol, 1.16 Aq., 40% w/w) hinzugetropft, wahrend die Temperatur unter 20 °C gehalten
wurde. AnschlieBend wurde in 15.0 mL dest. Wasser geldstes Acetonoxim (187) (3.14 g,
43 mmol, 1.00 Aq.) und Natriumhydroxid-Lésung (3.00 mL, 43 mmol, 1.00 Aq., 40% w/w)
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hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde auf Raumtemperatur aufwarmen gelassen und fur
16 h geruhrt. Die wassrige Phase wurde mit 50.0 mL Diethylether extrahiert, dann mit 1 m
Salzsaure-Losung der pH-Wert auf 1 eingestellt und viermal mit jeweils 50.0 mL Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknet und das Ldsungsmittelmittel unter vermindertem Druck entfernt. 2-((Propan-2-
ylidenamino)oxy)essigsaure (182) konnte als farblose Kristalle (2.40 g, 18.3 mmol, 43 %)
erhalten werden und wurde ohne weitere Reinigungsschritte fiir den nachsten Schritt
verwendet. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

Uberein. 1513

Schmelzpunkt 74.5°C (Lit.: 76-76.5 °C)s31!
"H NMR (300 MHz, DMSO-d5)
5 (ppm) = 1.79 (s, 3H), 1.82 (s, 3H), 4.44 (s, 2H), 12.65 (br s, 1H).

Diphenyliodonium Tetrafluoroborat (186)

| 1) 1.10 Aq. m-CPBA, 2.50 Aq. BF5-Et,0

CH,Cly, RT It F
SaCES
@ 2) 1.10 Aq. PhB(OH), £
CH,Cl, 0 °C - RT
188 85 186
CioH10BF 4l

367.92 g/mol

Die Darstellung von Diphenyliodonium Tetrafluoroborat (186) wurde nach einer Vorschrift von
BIELAWSKI et al. durchgefiihrt.53?

Vor der Verwendung wurde meta-Chlorperbenzoesaure flir 1 h bei Raumtemperatur unter
Hochvakuum getrocknet. Zu einer Lésung von lodbenzen (188) (2.08 g, 10.0 mmol, 1.00 Aq.)
und meta-Chlorperbenzoesdure (1.90g, 11.0mmol, 1.10Aq.) in 30.0 mL absolutem
Dichlormethan wurde  Bortrifluorid -Diethyletherat  (3.09 mL, 25.0 mmol, 2.50 Aq.)
hinzugetropft. Die Losung wurde fir 30 min bei Raumtemperatur gerihrt, dann mit einem
Eisbad auf 0 °C abgekihlt und in kleinen Portionen Phenylboronsaure (1.37 g, 11.0 mmol,
1.10 Aq.) hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde auf Raumtemeratur aufwérmen
gelassen und fiir 15 min gerihrt. Anschliefiend wurde die Lésung Uber Kieselgel abfiltriert, mit
10.0 mL Dichlormethan gewaschen und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde an Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch an Kieselgel mit
dem Laufmittelgemisch  Dichlormethan/Methanol  (100:0 > 95:5) gereinigt. Das
Reaktionsprodukt wurde in 10.0 mL Diethylether suspendiert, fir 15 min gerthrt und
dekantiert, dieser Prozess wurde zweimal wiederholt.

Diphenyliodonium Tetrafluoroborat (186) konnte als weil’er Feststoff (3.14 g, 8.53 mmol,
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85 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen lberein 132
Schmelzpunkt 132.2°C (Lit.: 133-135 °C)B%!

'H NMR (300 MHz, DMSO-dc)
5 (ppm) = 7.46 — 7.61 (m, 4H), 7.63 — 7.73 (m, 2H), 8.19 — 8.30 (m, 4H).
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