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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Tuberkulose

Tuberkulose (TB) ist eine weltweit verbreitete bakterielle Infektionskrankheit, deren Spuren sich bis in
die Jungsteinzeit zuriickverfolgen lassen.! Mit Beginn der modernen menschlichen Existenz und der
einhergehenden Bildung dichter Populationszentren nahm der unriihmliche Erfolg der TB ihren Lauf,
bis sie im 18. Jahrhundert in Westeuropa erstmals epidemische Ausmale annahm. Zu der Zeit war sie
mit einer Mortalitdt von mehr als 900 Toten pro 100.000 Einwohnern pro Jahr fiir rund 25 % aller
Todesfélle verantwortlich.>® Die Lage verschlimmerte sich im Zuge der industriellen Revolution
aufgrund schlechter Lebens- und Arbeitsverhaltnisse der Arbeiterklasse in Grofstadten. Hohe
Bevolkerungsdichten, mangelhafte BellUftung und sanitdre Einrichtungen sowie Untererndhrung
waren entscheidende Risikofaktoren, die zu einer erfolgreichen Verbreitung der Tuberkulose
beitrugen. Aufgrund der weiten Verbreitung der Krankheit in Kombination mit der andmischen Blasse,
die mit einer TB-Erkrankung einherging, etablierte sich der Ausdruck weifse Pest. Ein weiteres
Jahrhundert waren Ausléser und Ursprung der Erkrankung unbekannt und Thema intensiver
Diskussionen in Medizin und Wissenschaft.* Erste Erkenntnisse zur Pathogenese und zu physischen
Anzeichen der TB gewahrte die Arbeit des franzosischen Arztes THEOPHILE LAENNEC im frihen
19. Jahrhundert. Einige Jahre spater konnte der franzdsische Militdrchirurg JEAN-ANTOINE VILLEMIN die

infektiose Natur der Krankheit demonstrieren.”

Entscheidenden Einfluss auf die weitere Geschichte der TB nahm der deutsche Mediziner und
Mikrobiologe Dr. ROBERT KOCH, als er am 24. Méarz 1882 seine Forschungsergebnisse zur Entdeckung,
Isolierung und erfolgreichen Kultivierung des Tuberkelbazillus verdffentlichte.® Er identifizierte diesen
erstmals als Erreger der Tuberkulose und definierte damit einen bahnbrechenden Meilenstein im
Kampf gegen TB. Kurz nach seiner Entdeckung wurde der Erreger in Mycobacterium tuberculosis
umbenannt und in den folgenden Jahren beschaftigte sich KocH mit der weiteren Charakterisierung
des Bakteriums und der Atiologie der Tuberkulose. Fiir seine Forschung erhielt er im Jahr 1905 den
Nobelpreis fiir Medizin und einen weltweiten Ruf als Mitbegriinder der modernen Bakteriologie und

Mikrobiologie.*’

Auch heute ist die Tuberkulose noch eine der fiihrenden Todesursachen weltweit und bis zum Beginn
der Coronavirus (COVID-19) Pandemie war sie sogar die todlichste Krankheit, die durch einen einzelnen

Erreger ausgeldst wird.®




Einleitung

1.1.1 Epidemiologie

Nach Einschatzung der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, kurz: WHO) war im
Jahr 2020 knapp ein Drittel der Weltbevélkerung mit dem Erreger der Tuberkulose infiziert. Von diesen
rund zwei Milliarden latent erkrankten Menschen entwickeln etwa 5 — 10 % im Verlauf ihres Lebens
eine aktive Tuberkulose-Erkrankung. Diese Chance ist durch Komorbiditat mit HIV/AIDS oder durch
diverse Risikofaktoren wie Luftverschmutzung, Untererndhrung, Diabetes, Rauchen und
Alkoholkonsum um ein Vielfaches erhdht. Unabhéangig von Alter oder Geschlecht kann jeder an
Tuberkulose erkranken, wobei Manner mit 56 % aller Falle am haufigsten und Frauen (33 %) sowie
Kinder (11 %) seltener betroffen sind.®°

Weltweit forderte die Tuberkulose im Jahr 2020 rund 1.3 Millionen Leben HIV-negativer und 214.000
Leben HIV-positiver Menschen, wodurch sie nach Einschatzung der WHO auf Platz 10 der haufigsten
Todesursachen weltweit einzuordnen ist.?

Tuberkulose ist eine Erkrankung, deren Auftreten sowie Mortalitat stark mit geringem Wohlstand,
mangelhafter Infrastruktur und Hygiene sowie niedriger Qualitat des Gesundheitssystems korrelieren.
Daraus resultieren besonders hohe Fallzahlen in Regionen Siidostasies und Afrikas von bis zu zwei
Millionen Erkrankten im Jahr 2020 (Abbildung 1) und ein globaler Anteil von 85 % aller

TB-Erkrankungen mit Todesfolge in diesen Regionen.®!!
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Abbildung 1: Geschdtzte Zahl der TB-Infektionen im Jahr 2020 fiir Lénder mit wenigstens 100.000 Fdillen (die acht benannten
Ldnder machten dabei zwei Drittel der weltweiten Fdlle aus).®




Einleitung

Alle WHO-Mitgliedsstaaten sowie Mitglieder der Vereinten Nationen (UN) einigten sich in den Jahren
2014 und 2015 auf eine End TB Strategy mit dem Ziel, die globale TB-Epidemie bis zum Jahr 2035 zu
beenden. Diese Strategie sieht neben der Verringerung von Inzidenz und Todesféllen auch die
Kostenregulierung fiir Diagnostik und Behandlung vor und basiert auf drei Grundpfeilern:
(1) Patienten-bezogene Pflege und Pravention; (2) strenge Richtlinien und unterstiitzende Systeme;

(3) intensivierte Forschung und Innovation (Tabelle 1).1%13

Tabelle 1: Die 2014/15 vereinbarte End TB Strategy der WHO- und UN-Mitgliedsstaaten.1213

Meilensteine Ziele
Indikatoren
2020 2025 2030 2035
Prozentuale Verringerung der Todesfalle 35% 75 % 90 % 95 %
Prozentuale Verringerung der Inzidenz 20 % 50 % 80 % 90 %
Prozente der Haushalte, die durch TB hohe 0% 0% 0% 0%

Kosten haben

Das Aufkommen der Coronavirus (COVID-19) Pandemie im Jahr 2020 hat allerdings jahrelangen,
globalen Fortschritt zur Einhaltung der gesetzten Ziele deutlich beeintrachtigt. Von 2019 bis 2020
konnte zwar ein Riickgang der registrierten Neuerkrankungen um 18 % festgestellt werden, der jedoch
laut WHO als Folge pandemischer Zustdande anzusehen ist. Sowohl das Angebot als auch die Nachfrage
an TB-Diagnostik und Behandlung ist durch Pandemie-induzierte Faktoren deutlich beeintrachtigt
worden. Dazu zadhlen unter anderem die allgemeine Belastung des Gesundheitssystems, die
Einschrankung der Mobilitat im Zuge von Lockdowns, das Risiko einer Ansteckung in Einrichtungen des
Gesundheitswesens wahrend einer Pandemie und nicht zuletzt das Stigma der dhnlichen Symptomatik
von TB und COVID-19. Als direkte Konsequenz aus dem Rickgang der diagnostizierten
Neuerkrankungen sei ein Anstieg der Todesfalle durch TB (ca. 10 %) anzusehen, wodurch die COVID-19
Pandemie ebenfalls den Fortschritt, in Bezug auf Verringerung der Mortalitat, riickgdangig gemacht

hat.®

Die Meilensteine fiir das Jahr 2020 (Tabelle 1) konnten nicht erreicht werden und dieser Trend wird
Prognosen der WHO zufolge in den kommenden Jahren fortgesetzt, sodass auch das Erreichen der

nachsten Meilensteine nicht erwartet werden kann.?




Einleitung

1.1.2 Pathogenese

Im Jahr 1882 identifizierte ROBERT KOCH das Mycobacterium tuberculosis erstmalig als verantwortlichen
Erreger der humanen Tuberkulose.® Dabei handelt es sich um ein Pathogen, welches aufgrund seiner
aerogenen Ubertragbarkeit primar die Lunge beféllt (pulmonale TB). Durch Husten oder Niesen einer
infizierten Person wird pathogenhaltiges Sputum ausgeworfen und kann als Aerosol inhalativ in die
Lunge eines neuen Wirtes gelangen (Abbildung 2). In den Lungenbldschen (Alveolen) begegnet das
Bakterium den ansdssigen Makrophagen und kann dort durch Rezeptor-mediierte Phagozytose
internalisiert werden. Nachfolgende Fusion des entstandenen Phagosoms mit einem Lysosom fiihrt

schlieRlich zur Eliminierung des Bakteriums.#1¢

Alveolar- Lungenparenchym

Interstitielle
Makrophage

i
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Abbildung 2: Beginn einer TB-Infektion durch Inhalation des Mycobacterium tuberculosis und Bildung eines Granuloms.*

Lauft diese erste Immunreaktion nicht bzw. unvollsténdig ab, gelangt das Bakterium entweder durch
Infizierung von Epithelzellen oder durch Migration infizierter Makrophagen ins Lungenparenchym, wo

)'11

es schliefRlich auch interstitielle Makrophagen befallt (Abbildung 2

Zeitgleich wird der Erreger zu pulmonalen Lymphknoten transportiert, wo im Zuge einer zweiten
Immunreaktion die Aktivierung weiterer Immunzellen (T- und B-Zellen) stattfindet.'”!® Diese werden
ebenfalls ins Lungenparenchym rekrutiert und lagern sich dort sukzessive an infizierte Zellen an. Das
entstehende Granulom isoliert die Erreger zwar von der Umgebung, fihrt aber nicht zu deren
Eliminierung.’® Die genaue Funktion und der Mechanismus hinter der Bildung von Granulomen sind
noch nicht vollstindig  aufgekldart. Durch Kombination von Lasermikrodissektion,
massenspektrometrischer  Untersuchung und  Konfokalmikroskopie = konnten  allerdings
entziindungsférdernde Enzyme im Zentrum und ein vergleichsweise entziindungshemmender

Charakter im duBeren Bereich nachgewiesen werden.?°




Einleitung

Das Mycobacterium tuberculosis kann im Granulom fir mehrere Wochen bis zu Jahrzehnten
Uberdauern (Dormanz) und vermag sich wéahrenddessen sogar zu vermehren (intrazellulare
Pathogenese). In diesem Stadium spricht man von einer nicht-infektidsen, latenten TB-Infektion (LTBI)

).14

ohne Symptomatik (Abbildung 3

In Folge einer Immunschwache oder wachsender bakterieller Last kann ein Granulom kollabieren und
die darin enthaltenen Bakterien freisetzen. Die zuvor im Granulom isolierten Bakterien verteilen sich
nun Gber den Blutkreislauf im Korper und konnen weitere Organe befallen (extrapulmonale TB) oder
zuriick in den Atemtrakt gelangen.!'® Der betroffene Wirt entwickelt milde bis schwere Symptome,
ist nun infektios und leidet an einer aktiven TB-Erkrankung (Abbildung 3). Zu den gangigen Symptomen
einer pulmonalen TB-Erkrankung zdhlen anhaltender bis blutiger Husten, Fieber, Miuidigkeit,
Appetitlosigkeit, Gewichtsverlust und Nachtschweil3. In einigen Fallen ist die bakterielle Last so gering,

dass zunachst eine asymptomatische, subklinische TB-Erkrankung vorliegt, die meist noch nicht

. v . 14
infektids ist.
Infektion eliminiert Latente TB-Infektion Subklinische TB-Erkrankung Aktive TB-Erkrankung
(LTBI)
angeborene oder erworbene
Immunreaktion
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Abbildung 3: Spektrum der Tuberkulose (TB) — von der Infektion mit Mycobacterium tuberculosis bis zur aktiven pulmonalen
TB-Erkrankung.*

Nicht selten verlauft eine TB-Erkrankung todlich; insbesondere die Abwesenheit einer angemessenen
Behandlung fiihrt fiir 70 % der erkrankten Personen zum Tod, wobei Alter und HIV-Infektion (neben
weiteren Risikofaktoren) die Mortalitdt sogar auf 83 % steigern. Die Dauer einer unbehandelten

TB-Erkrankung, von Beginn bis zum Tod oder Selbstheilung, betrigt dabei ca. drei Jahre.??

Durch rechtzeitige Diagnose und addquate Behandlung lasst sich die Mortalitat allerdings auf unter

25 % reduzieren.??
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1.1.3 Pravention, Diagnose und Behandlung

ROBERT KOcCH stellte im Jahr 1890 erstmals einen potenziellen Impfstoff gegen Tuberkulose vor — das
Tuberkulin. Es bestand aus einem (zundchst geheimen) Extrakt gereinigter und selektierter Proteine
aus dem Mycobacterium tuberculosis in Glycerin und wurde, aufgrund der prekaren Lage in
Deutschland, mit Hoffnung und groRer Euphorie angenommen.? Schnell wurde das Tuberkulin am
Menschen getestet und nach anfanglichen Heilerfolgen auch auf den Markt gebracht. Als sich
Meldungen von Todesfdllen héauften (Tuberkulin-Skandal), sah sich KocH gezwungen, die
Zusammensetzung des Tuberkulins zu veroffentlichen und nur wenig spater wurden die Impfungen mit

dem vermeintlichen Heilmittel eingestellt.?*

Im Jahr 1921 veroffentlichten die franzésischen Immunologen ALBERT CALMETTE und CAMILLE GUERIN
Ergebnisse zur fortlaufenden Subkultivierung des Mycobacterium bovis (zoonotisch Gbertragbarer
TB-Erreger bei Rindern) und dem Resultat eines attenuierten Bakteriums (Bacillus CALMETTE-GUERIN,
BCG). Durch ausreichend abgeschwachte Virulenz im Verlauf von 13 Jahren konnte das BCG erfolgreich
als Lebendimpfstoff flir den Einsatz am Menschen eingefiihrt werden und wird bis heute als einziger
Impfstoff zur TB-Privention bei Neugeborenen eingesetzt.?”> Die WHO empfiehlt die BCG-Impfung in
Form einer Einzeldosis auch fir Kinder in Landern mit einer hohen TB-Inzidenz bzw. anderen
Risikofaktoren.® Die Impfung schiitzt Neugeborene und Kinder in 19 — 27 % der Félle vor einer Infektion
und verringert die Chance zur Entwicklung einer aktiven TB-Erkrankung um 71 %.2° Fiir Erwachsene
sind diese Chancen sehr inkonsistent und variieren zwischen 0 und 80 %. Griinde fiir diese grol3e
Schwankung sind nicht vollstandig geklart und werden in der Fachliteratur diskutiert.?-3° Der Schutz
durch eine BCG-Impfung konnte fiir eine Dauer von 15 Jahren nachgewiesen werden, wobei die
Abwesenheit eines Beweises fiir den Schutz Uber eine ldngere Zeit nicht gleichzeitig dessen

Abwesenheit impliziert.3!

Die Diagnostik fur TB findet in Abhdngigkeit des Krankheitsstadiums statt — latente TB-Infektion (LTBI)

oder aktive TB-Erkrankung.

Zur Identifizierung einer LTBI existieren zwei valide Methoden: der Tuberkulin-Hauttest (THT) und der
Interferon-y-Test (IGRA).3%33 Mit ersterem wird eine Immunreaktion von T-Lymphozyten auf Antigene
des Mycobacterium tuberculosis geprift. Dazu wird ein international standardisiertes
Tuberkulin-Extrakt intrakutan verabreicht und die resultierende Hautreaktion nach 72 Stunden
ausgewertet. Liegt im Bereich der Injektion eine Verhartung des Gewebes vor (Immunreaktion auf die
injizierten, mykobakteriellen Antigene), ist der THT als positiv anzusehen.®* Durch eine
vorangegangene BCG-Impfung oder Infektion mit nicht-tuberkulésen Mykobakterien (NTM) kann

dieser Nachweis falsch-positiv ausfallen.®
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Im Zuge des IGRA wird die Aktivitdt von T-Gedachtniszellen im Blut eines Probanden (in vitro) durch
Zugabe spezifischer, mykobakterieller Antigene geprift. Hatten die Gedachtniszellen in der
Vergangenheit bereits Kontakt zu diesen Antigenen, kann innerhalb eines Tages die Sekretion von
Interferon-y (IFN-y) festgestellt und eine LTBI diagnostiziert werden.3* Der IGRA weist eine deutlich
héhere Spezifitat auf, da die gewahlten Antigene sowohl im BCG-Impfstamm als auch in anderen NTM
fehlen.3® Beide Test-Verfahren kénnen allerdings nicht zwischen Neu- oder Reinfektion differenzieren

und tragen auch nicht zur Vorhersage des Krankheitsverlaufs einer aktiven TB-Erkrankung bei.3”-3®

Die Diagnose einer aktiven TB-Erkrankung erfolgt hauptsachlich durch eine Kombination vier
verschiedener Methoden: Mikroskopie des Sputums3>4°, Kultivierung des Bakteriums*, molekulare

4243 und bildgebende Verfahren.** Aufgrund guter Verfiigbarkeit und geringer Kosten ist die

Tests
mikroskopische Untersuchung des Sputums die meistgenutzte Methode in Landern mit hoher Inzidenz,

wobei die WHO die Verwendung molekularer Tests mit deutlich gréRerer Prazision empfiehlt.’

Auch in Bezug auf die medikamentése Behandlung unterscheiden sich LTBI und die aktive
TB-Erkrankung. In beiden Fallen erstreckt sich eine effektive Therapie zwar Gber mehrere Monate,
sieht dabei allerdings verschiedene Kombinationen mehrerer Antibiotika vor. Zur Behandlung der LTBI
empfiehlt die WHO vier verschiedene Therapien, deren Wirksamkeiten bei strikter Einhaltung

nachweisbar und wohl bekannt sind:3*4

e Isoniazid (6 —9 Monate)
e Rifapentin und Isoniazid (3 Monate)

e Rifampicin und Isoniazid (3 —4 Monate)
e Rifampicin (3 —4 Monate)

Die Dauer der Behandlung in Kombination mit meist milder Symptomatik einer LTBI kann die
Therapietreue der Patienten auf die Probe stellen. Die Missachtung der vorgeschriebenen Therapie
hat allerdings massiven Einfluss auf die Krankheitsentwicklung, weshalb addquate Aufklarung und

begleitende Beratung unabdingbar sind, um einen Therapieerfolg gewihrleisten zu kénnen .34

Die Behandlung einer aktiven TB-Erkrankung erstreckt sich Gber mindestens sechs Monate und setzt
sich aus einer komplexeren Antibiotika-Kombination, den sogenannten Mitteln erster Wahl,
zusammen. Die Therapie beginnt in der Regel mit einer zweimonatigen Intensivphase — tagliche
Einnahme von lIsoniazid, Pyrazinamid, Ethambutol und Rifampicin — und wird ergédnzt durch eine
viermonatige kontinuierende Phase — tigliche Einnahme von Isoniazid und Rifampicin (Abbildung 4).#
Die Frequenz der Dosierung kann variieren und hangt dabei von Risikofaktoren, Vorerkrankungen oder

der Art der Erkrankung (Neu- oder Reinfektion) ab.*®
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Der Heilungsverlauf wird dabei meist durch Sputum-Abstrich, Kultivierung des Bakteriums und
Rontgenaufnahmen des Thorax verfolgt. Die realistische Erfolgschance einer sechsmonatigen Therapie

wird auf 86 % geschitzt.?
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Abbildung 4: Empfohlene Mittel der ersten Wahl zur Behandlung einer aktiven pulmonalen TB.%”

Nicht selten kommt es zu Nebenwirkungen milder Natur (Hautausschlag, Magen-Darm-Probleme,
Kribbeln der Extremitaten oder Gelenkschmerzen), die symptomatisch und ohne Unterbrechung der
Therapie behandelt werden koénnen. Zu den starkeren Nebenwirkungen zahlen Hepatitis,
Blutungsstorung, Rickgang weiller und roter Blutkdrperchen, Nierenversagen, Entziindung des
Sehnervs und Beeintriachtigung des Hér- und Gleichgewichtsorgans.***° Etwaige Nebenwirkungen
kénnen die Therapietreue eines Patienten zusatzlich untergraben, weshalb kontinuierliche Beratung

an Bedeutung gewinnt.>?
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1.2 Mycobacterium tuberculosis

Mykobakterien (Mycobacterium, M.) stellen die einzige Gattung aus der Familie der Mycobacteriaceae
dar. Es handelt sich um aerobe, unbewegliche und meist stabchenférmige Bakterien, die sich durch
einen besonders hohen Gehalt an Wachsen und Fetten in der Zellwand von den meisten anderen
Bakterien unterscheiden. Dieser stark hydrophobe Charakter sorgt fiir eine inhdarente Festigkeit
gegenliber Sauren und Basen, weshalb besondere Farbemethoden, wie die Ziehl-Neelsen- oder
Auramin-Farbung zur adidquaten mikroskopischen Darstellung notwendig sind.>> Durch die
herkdmmliche Gram-Farbung sind Mykobakterien nur sehr schlecht anzufarben, obwohl ihr Aufbau
weitgehend dem Gram-positiver Bakterien entspricht.>® Mykobakterien wachsen mit einer
Generationszeit von 12 —24 Stunden nur sehr langsam, da die Nahrstoffversorgung durch die
hydrophobe Ummantelung stark beeintrachtigt ist.>* In wéssrigen Kulturmedien bilden sie nach
ca. 7 Tagen sichtbare, pilzdhnliche Kolonien an der Oberflache; eine namensgebende Eigenschaft

(Myko-, griech. myk@s = Pilz).>?

Mykobakterien werden in Abhdngigkeit von ihrer Epidemiologie und Pathogenese in drei Gruppen

unterteilt:>

e Mpycobacterium tuberculosis Komplex (MTBK)
e Mpycobacterium leprae

e Nicht-tuberkulése Mykobakterien (NTM)

Der MTBK fasst alle Erreger zusammen, die bei Mensch und Tier verantwortlich fiir die Ausbildung
einer TB-Erkrankung sind. Populdre Vertreter des MTBK, mit einer DNS-Homologie von > 95 %, sind
unter anderem M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum und M. microti.>> Sie existieren
Koaleszenz-Analysen zufolge seit ungefahr 70.000 Jahren und expandierten durch Migration des

anatomisch modernen Menschen sowie Bildung dichter Populationszentren und Tierhaltung.?

Das Mycobacterium leprae ist Erreger der Lepra und unter NTM versteht man alle weiteren fakultativ
pathogenen Mykobakterien, die vielfiltig in der Umwelt vorkommen, aber deutlich geringere Virulenz

aufweisen.>>°®

Aus der Gesamtheit aller Mykobakterien sticht das M. tuberculosis aufgrund seiner uniibertroffenen
Ausbreitung in der Weltbevolkerung in Kombination mit hoher Mortalitdt hervor. Wegen seiner

auBergewohnlichen Anpassungs- und Widerstandsfahigkeit gegeniiber duReren Umwelteinfliissen
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chemischer oder physikalischer Natur (bspw. pH-Wert, Kéalte, Nahrstoffmangel, Hypoxie) gilt das

M. tuberculosis als eines der erfolgreichsten bakteriellen Pathogene der Menschheitsgeschichte.>”>8

Dieser unriihmliche Erfolg basiert maRgeblich auf dem einzigartig komplexen Aufbau der

mykobakteriellen Zellhiille sowie den daraus resultierenden Eigenschaften (Abbildung 5).5°
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Zellhiille des M. tuberculosis — 1. innere Plasmamembran (PM),

2. Arabinogalactan-Peptidoglycan Komplex (AGP), 3. asymmetrische, dufsere Membran (OM) oder Mykomembran,
4. duperste Hiille.>®

Die typische bakterielle Plasmamembran (PM) ist zuséatzlich von einem Arabinogalactan-Peptidoglycan
Komplex (AGP) umgeben, der wiederum kovalent mit der asymmetrischen duReren Membran (OM)
oder Mykomembran verbunden ist. Zusammen stellen AGP und Mykomembran den Kern der

mykobakteriellen Zellwand dar und sind verantwortlich fiir die meisten Eigenschaften der Bakterien.
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AbschlieBend wird das Mykobakterium von einer dullersten Hille aus nicht-kovalent gebundenen

Lipiden, neutralen Polysacchariden wie a-Glucan und (porenbildenden) Proteinen umgeben.>%>%80

Der AGP besteht aus Peptidoglycan (PG), welches kovalent mit dem Heteropolysaccharid
Arabinogalactan (AG) verbunden ist. Die Mykomembran setzt sich aus langkettigen (C7o — Coo) a-Alkyl,
B-Hydroxyfettsauren (Mykolsduren) und aus nicht-kovalent eingelagerten (Glyco-) Lipiden bzw.
Lipoglycanen zusammen. Dazu zahlen Phosphatidylinositolmannoside (PIMs),
Phthioceroldimykocerosate (PDIM), Trehalose Mono- (TMM) und Dimycolat (TDM), Lipomannan (LM)
und Lipoarabinomannan (LAM).%%%1 Sie regulieren die Immunreaktion des Wirts und sichern ultimativ
das Uberleben im Phagosom durch Beeintrichtigung der Signaltransduktion.®?=%* Zusatzlich tragen die
Mykolsduren als Hauptbestandteil der mykobakteriellen Zellhiille durch ihren stark hydrophoben
Charakter erheblich zur Widerstandsfahigkeit und Virulenz des Bakteriums bei.®® Die Biosynthese der
Mykolsduren erfolgt durch ein komplexes Zusammenspiel der Fettsdure-Synthasen | und Il (FAS),
weiterer Enzyme (Methyltransferasen, Desaturasen, Carboxylasen, Isomerasen) und abschlieRender
CLAISEN-Kondensation.%>® Als Trehaloseester werden die Mykolsduren ins Periplasma transportiert
und dort entweder mit AG verestert oder mit einem weiteren Molekil Trehalose Monomycolat (TMM)

zu Trehalose Dimycolat (TDM) umgesetzt und eingelagert.®’

Der einzigartige Aufbau und die hohe Lipophilie der Zellhille fihren zusatzlich zu sehr geringer
Permeabilitdit und somit einer intrinsischen Resistenz gegeniber diversen Arzneistoffen und

Antibiotika.®!
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1.3 Arzneistoffe zur Therapie der Tuberkulose (Antituberkulotika)

1.3.1 Wirkmechanismen

Seit den 1940er Jahren werden Antibiotika intensiv und weit verbreitet zur Behandlung bakterieller
Infektionen genutzt.®® Sie werden in Abhingigkeit von ihrer Wirkung als bakteriostatisch oder
bakterizid definiert. Erstere inhibieren das Zellwachstum und somit die Vervielfaltigung des Pathogens,
sodass das Immunsystem des Wirtes in der Lage ist, den Erreger aus eigener Kraft zu eliminieren. Im
Gegensatz dazu totet ein bakterizides Arzneimittel den pathogenen Mikroorganismus aktiv ab. Der
Erfolg antibakterieller Wirkstoffklassen basiert auf dem Unterschied zwischen humanen und
bakteriellen Zellen. Fundamentale Abweichungen im Aufbau und in Stoffwechselprozessen
ermoglichen das selektive Eliminieren bakterieller Erreger neben humanen Zellen.%® Zur Darstellung
der Selektivitat eines Wirkstoffes kann der Quotient aus der Konzentration, bei der Zytotoxizitat
gegeniber menschlichen Zellen besteht, und der Konzentration, bei der bakterielles Wachstum im

gewiinschten MaR inhibiert wird, gebildet werden — Selektivitatsindex (SI).”°

Die ublichen antibiotischen Wirkstoffziele sind (1) Zellwandbiosynthese, (2) Membranpotential,

(3) ribosomale Proteinbiosynthese, (4) Metabolismus sowie (5) Transkription und Replikation. 867172

(1) Zellwandbiosynthese

Die Zellwand ist eine robuste Hulle, die das Bakterium vor &duReren Umwelteinflissen wie
physikalischem bzw. chemischem Stress oder osmotischem Druck schiitzt. Sie ist ein Heteropolymer,
das aus quervernetzten Peptid- und Zuckereinheiten (Peptidoglycan) besteht. Humane Zellen besitzen
keine Zellwand, weshalb sich die Biosynthese bakterieller Zellwdnde ausgezeichnet als Ziel fir
antibakterielle Wirkstoffe anbietet.®® Antibiotika, die mit der Zellwandbiosynthese interagieren,
blockieren entweder den Transport von Peptidoglycan-Monomeren ins Periplasma, inhibieren
Transpeptidasen und verhindern somit die Bildung von Peptidvernetzung, inhibieren
Transglycoidasen, die fir glycosidische Bindungen zwischen Zuckern verantwortlich sind, oder
inhibieren die Fettsidurebiosynthese (FAB).” Durch den Verlust der strukturellen Integritit der
Zellwand tritt Wasser in die Zelle ein, das Bakterium schwillt an und erliegt letztendlich dem
osmotischen Druck. Populdre Antibiotika dieser Klasse sind B-Lactame, wie bspw. Penicilline oder
Carbapeneme, mit bakterizider Wirkung auf proliferierende Organismen. Sie binden kovalent an das

Serin im aktiven Zentrum von Transpeptidasen und blockieren das Enzym irreversibel.®®73
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Zur Behandlung einer aktiven pulmonalen TB werden u.a. Isoniazid (INH) und Ethambutol (EMB) als

Mittel erster Wahl eingesetzt.*’

INH ist ein bakterizides Antituberkulotikum und interagiert mit der mykobakteriellen
Fettsduresynthese durch Inhibition der Enoyl-Acyl-Tragerprotein Reduktase (InhA). Dabei handelt es
sich um ein Schliisselenzym vom Typ |l Fettsduresynthese (FAS) System, welches die NADH-abhangige
Reduktion von Doppelbindungen in zweiter Position einer wachsenden Fettsaurekette katalysiert und
so flr die Biosynthese essenzieller Mykolsdauren mitverantwortlich ist. INH ist ein Prodrug und gelangt
zunachst durch passive Diffusion ins Zellinnere. Intrazellular wird es durch das Enzym
Katalase-Peroxidase (KatG) in das reaktive Isonicotinoylradikal iberfiihrt und bildet mit dem Cofaktor
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD*) ein kovalentes Isonicotinacyl-NADH Addukt. Dieses bindet als
kompetitiver Inhibitor an InhA und hemmt die Synthese der fiir die Bakterien tGberlebensnotwendigen

Mykolsduren.”

EMB ist ein bakteriostatisches Antituberkulotikum und interagiert mit der Zellwandbiosynthese durch
Inhibition der Arabinosyltransferasen EmbA, EmbB und EmbC. EmbA und EmbB sind fiir die Synthese
von Arabinogalactan (AG), einem Hauptbestandteil des Zellwandkerns, verantwortlich und EmbC
inhibiert die Synthese des Oberflachen-Glycolipids Lipoarabinomannan (LAM). Deren Inhibition fiihrt
zu einem Mangel an AG-Einheiten (Bindungsstelle fir Mykolsauren), der die strukturelle Integritat der
Zellwand schwacht, und zusatzlich zu einem Mangel an LAM, welches als wichtiger Virulenzfaktor die

Interaktion zwischen Wirt und Pathogen steuert.”

(2) Membranpotential

Die Plasmamembran ist eine schiitzende innere Doppellipidschicht und grenzt das Cytoplasma von der
extrazelluldren Umgebung ab.”® Der Transport von lonen durch die Plasmamembran ist von
essenzieller Bedeutung fiir die Zelle und wird von spezifischen Membranproteinen reguliert. Durch
sogenannte lonophore kann dieser hochempfindliche Prozess gestort werden. Sie beeinflussen das
Membranpotential durch die direkte (Transport) oder indirekte (Kanalbildung) Vermittlung von lonen
durch die Plasmamembran.”” Das infolge der gesteigerten Membranpermeabilitit gestorte ionische
Gleichgewicht fiihrt zum Absterben des bakteriellen Erregers. Wichtige Vertreter der lonophore sind

Polymyxin B, Valinomycin und Gramicidin A.%

Seit den 1950er Jahren wird Pyrazinamid (PZA) als Mittel erster Wahl zur Behandlung einer
TB-Erkrankung genutzt.”® Lange waren Ziel und Mechanismus unbekannt, aber im Verlauf der Jahre
konnten Studien zeigen, dass PZA und seine Metabolite mehrere biochemische Stoffwechselvorginge

im Bereich von NAD- und Energie-Metabolismus sowie das Membranpotential durch Acidifizierung
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beeinflussen.” PZA ist ein Prodrug, welches durch passive Diffusion ins Zellinnere gelangt, dort durch
die Pyrazinamidase/Nicotinamidase (PZase) in die aktive Wirkform Pyrazincarbonsdure (POS)
Uberfihrt wird und zunachst den bakteriellen Membrantransport durch Verschiebung des
Protonengradienten hemmt. Aktiver Efflux sorgt fir die Exkretion von POS, woraufhin es im sauren
extrazelluldaren Milieu zu HPOS protoniert wird und anschlieBend erneut in die Zelle diffundiert. In
Folge der Akkumulation von HPOS im Zellinneren sinkt der cytosolische pH-Wert, wodurch
Uberlebensnotwendige Enzyme inhibiert werden und der Protonengradient weiter verschoben

erd 79,80

(3) Ribosomale Proteinbiosynthese

Die Proteinbiosynthese erfolgt durch makromolekulare Komplexe in Zellen — den Ribosomen. Sie
Ubersetzen den genetischen Code (Nukleotidsequenz) eines
messenger-Ribonukleinsdure-Einzelstrangs (mRNS) in die Aminosduresequenz der Polypeptidkette
eines Proteins (Translation).’! Prokaryotische Ribosomen sind mit einem Sedimentationskoeffizienten
von 70S kleiner als eukaryotische (80S) und setzen sich aus einer 50S- und einer kleineren 30S-
Untereinheit zusammen. Die 30S-Untereinheit bindet mRNS und initiiert die Proteinbiosynthese. Die
Verbindung mit der 50S-Untereinheit fihrt zur Bildung des Ribosoms, welches anschliefend
transfer-RNS (tRNS) bindet und die Bildung einer Proteinkette katalysiert.®¥#? Die 50S-Untereinheit
besitzt drei Bindungsstellen fir tRNS. Die Aminoacyl (A)-Stelle bindet tRNS mit der nachsten
Aminosaure und die Peptidyl (P)-Stelle bindet tRNS mit der wachsenden Peptidkette. An der Exit (E)-
Stelle wird freie tRNS ausgeschleust.®® Die Elongation der Proteinkette erfolgt durch oszillierende
Translokation der tRNS-Reste von P- und A-Position. Die wachsende Kette passiert einen Tunnel in der

50S-Untereinheit und gelangt so ins Cytoplasma, wo die Faltung des Proteins stattfindet.%334

Aufgrund der strukturellen Unterschiede zwischen pro- und eukaryotischen Ribosomen ist die
Inhibition der Proteinbiosynthese ein madgliches Ziel fir selektive, antibakterielle Wirkstoffe. Alle
bekannten Wirkstoffe inhibieren die Proteinbiosynthese durch Bindung an das Ribosom und Hemmung

verschiedener Stadien der Translation.58>

Dazu zdhlen Aminoglycoside (bakterizid) und Tetracycline (bakteriostatisch), die durch Bindung an die
30S-Untereinheit Ablesefehler der mRNS hervorrufen®®®” bzw. die Anlagerung von Aminoacyl-tRNS
verhindern.88% Der bekannteste Vertreter der Aminoglycoside, das Streptomycin, wurde im Jahr 1943
erstmals erfolgreich isoliert (Streptomyces griseus) und als erstes Antituberkulotikum eingesetzt.®® Im
Vergleich dazu binden Makrolide (bakteriostatisch) an die 50S-Untereinheit und verhindern die

Translokation des Peptidyl-Restes zwischen P- und A-Stelle.%%2
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Wahrend die meisten Proteinbiosynthese-Hemmer in den Prozess der Translation eingreifen,
verhindern Oxazolidinone (bakteriostatisch) die Proteinbiosynthese bereits vor Bildung der 70S
Ribosomen und Beginn der Translation. Sie binden an die 50S-Untereinheit und blockieren diese, bevor
sie sich mit dem Komplex aus mRNS und 30S-Untereinheit verbinden kann.®®°3 Bis in den 1980er Jahren
erstmals von antibakteriellen Eigenschaften der Oxazolidinone berichtet wurde, waren sie primar im
Agrarwesen als Pflanzenschutzmittel im Einsatz. Linezolid ist eines der neueren
Oxazolidinon-Antibiotika und wird seit dem Jahr 2000 erfolgreich zur Behandlung der aktiven

pulmonalen TB-Erkrankung eingesetzt.*%

(4) Metabolismus

Die Inhibition des bakteriellen Zellmetabolismus erfolgt u.a. durch Antimetabolite. Dabei handelt es
sich um Substanzen, die natlrlichen Metaboliten chemisch und strukturell dhneln und deren
Metabolisierung infolgedessen kompetitiv hemmen. Sie verdrdangen die umzusetzenden Metabolite
aus den aktiven Zentren der Enzyme, werden jedoch aufgrund struktureller Unterschiede selbst nicht
umgesetzt. In seltenen Fallen allerdings findet eine Umsetzung dennoch statt, wobei die Produkte
haufig ebenfalls Antimetabolite darstellen bzw. nicht verwertet werden kénnen und sich anh&ufen.
Antimetabolite gelten als bakteriostatisch, da sich das Verhéltnis der konkurrierenden Substanzen
kontinuierlich zugunsten des natlrlichen Metaboliten verschiebt, bis die kompetitive Inhibition zum

Erliegen kommt %%

Sulfone und Sulfonamide sind historische Antimetabolite, deren entziindungshemmenden und
antibakteriellen Eigenschaften seit Uber 90 Jahren bekannt sind.”” Im Jahr 1939 erhielt
GERHARD DOMAGK den Nobelpreis fiir Medizin fiir die Entdeckung von Prontosil, dem ersten Sulfonamid,
welches mit aulerordentlichem Erfolg in klinischer Praxis zu Behandlung verschiedener
Infektionskrankheiten eingesetzt wurde.® Die antibiotische Wirksamkeit von Sulfonen und
Sulfonamiden beruht auf der Hemmung aerober sowie anaerober Respiration von Bakterien sowohl
im Ruhezustand als auch wahrend aktiver Zellteilung.®® Sie sind Strukturanaloga der
para-Aminobenzoesadure (PABS) und interferieren daher mit dem bakteriellen Folsdurestoffwechsel
durch kompetitive Inhibition der Dihydropteroat-Synthase (DHPS). Uber Zwischenschritte wird so die
Bildung des Coenzyms Tetrahydrofolsdure gestort, welches zur Synthese bakterieller DNS bendtigt
wird.1% Eukaryotische Zellen sind nicht von der endogenen Synthese von Folsdure abhingig und ihnen
fehlt das Enzym DHPS, weshalb sie nicht beeintrachtigt werden.!°! Diese inhirente Selektivitdt macht

Sulfone und Sulfonamide zu beliebten Strukturmotiven in Arzneimitteln.%00
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(5) Transkription und Replikation

Transkription ist ein essenzieller Prozess, der die Synthese von RNS anhand einer DNS-Vorlage umfasst.
Die RNS-Polymerase (RNSP) ist das verantwortliche Enzym und stellt aus verschiedenen Griinden ein
vielversprechendes Ziel fiir Antiinfektiva dar: (1) die Transkription ist ein Uberlebensnotwendiger
Prozess; (2) die Nukleotidsequenz bakterieller und humaner RNSP unterscheidet sich und ermdoglicht
Selektivitat; (3) bakterielle RNSP ist stark konserviert und ermdglicht daher die Entwicklung von
Breitbandantibiotika; (4) zahlreiche hochaufgeléste Molekilstrukturen ermoglichen gezielte,
strukturbasierte Wirkstoffentwicklung.1?? Die bakterielle RNSP besteht aus fiinf Untereinheiten (a, a,
B, B‘, o) und die Inhibition erfolgt durch Bindung an eine dieser Einheiten. Derzeit sind nur zwei
Substanzklassen als Inhibitoren der bakteriellen Transkription zugelassen: Rifamycine und

Fidaxomicin/Lipiarmicin.5%102

Eines der erfolgreichsten Antituberkulotika ist das halbsynthetisch aus Rifamycin B gewonnene
Rifampicin (RIF). Es hat bereits bei duBerst geringen Konzentrationen (10 ng/mL) einen stark
bakteriziden Effekt und erganzt die etablierte Antibiotika-Kombination um ein essenzielles
Wirkstoffziel. Es bindet nicht-kovalent an die B-Untereinheit der bakteriellen DNS-abhangigen RNSP,

bewirkt deren Konformationsinderung und verhindert so die Elongation der naszierenden RNS,103104

Replikation ist ebenfalls ein essenzieller Prozess, der fir die Vervielfaltigung des zellularen Erbgutes
(DNS) verantwortlich ist.2% Im Wesentlichen durchlduft die Replikation drei Phasen: (1) Wahrend der
Initiation wird die DNS-Doppelhelix durch eine Helikase aufgebrochen und die DNS-Polymerase lll
lagert sich an eine markierte Stelle (Primase) der aufgebrochenen DNS; (2) in der folgenden
Elongations-Phase findet die gleichzeitige Verdopplung der komplementaren DNS-Einzelstrange durch
die DNS-Polymerase lll statt;'% (3) die Termination beendet die Replikation.'®” In einer prokaryotischen
Zelle liegt die helikale DNS zu sogenannten supercoils verdrillt vor. Erfolgreiche Replikation bedarf
zuvor der Entwindung dieser supercoils durch Topoisomerasen. Sie trennen das

Zucker-Phosphat-Gertist der DNS, entwinden die Einzelstriange und verkniipfen sie erneut.®®

Topoisomerasen sind das Ziel bekannter Replikations-Hemmer, die auch zur Behandlung der TB
genutzt werden — Chinolone und Fluorochinolone.® Diese Wirkstoffklassen binden an den Komplex
aus DNS und Topoisomerasen vom Typ Il und IV, blockieren in Folge das Zusammenfligen der
entwundenen Einzelstrange und verhindern somit bakterielle Replikation. Ihr bakterizider Effekt auf
ein breites Spektrum Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien kann allerdings nicht
ausschlieBlich auf die Hemmung von Topoisomerasen zurilickgefiihrt werden, weshalb zusatzliche

Wirkmechanismen vermutet werden.%1%
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1.3.2 Resistenz

Im Jahr 2020 waren rund 20 % aller neuen TB-Erkrankungen auf resistente Stamme des M. tuberculosis
zurickzufiihren, wobei Stidafrika, Indien, China und die Russische Foderation zusammen 50 % der Falle

ausmachten (Abbildung 6).2
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Abbildung 6: Geschdtzte Zahl der resistenten TB-Infektionen im Jahr 2020 fiir Lénder mit wenigstens 100.000 Fdéllen (50 % aller
Fdlle waren auf Stidafrika, Indien, China und die Russische Féderation zurtiickzufiihren).??

Ll Stdafrika

In diesen Regionen sind Gesundheitseinrichtungen durch die Grof3e der infizierten Kohorte besonders
ausgelastet und es kommt vermehrt zu Engpissen in der Bereitstellung einer adidquaten Therapie.!*?
Adhdrenz und Therapietreue sind entscheidende und beeinflussbare Faktoren in Bezug auf die
Vermeidung resistenter Populationen.!*® Wird ein Antibiotikum inkonsequent eingenommen, kann die
minimale Wirkstoffkonzentration am Wirkort nicht erreicht werden und die Bakterien werden nicht
vollstéandig abgetotet. Bakterien, die einer subletalen Wirkstoffkonzentration ausgesetzt sind, neigen
zur Ausbildung einer Resistenz und konnen sich im weiteren Verlauf der Therapie erfolgreich
vermehren.!! Bei Mykobakterien ist die Gefahr der Resistenzentwicklung besonders groR, da sich die
Erreger nur langsam teilen und zusatzlich Giber lange Zeit in tuberkulésen Granulomen Uberleben
kénnen.>? Die unkontrollierte Ausbreitung resistenter Populationen kann und muss durch Entwicklung
neuer Antibiotika-Klassen eingedammt werden. Seit Jahren ist allerdings ein kontrarer Trend mit
potenziell verheerenden Auswirkungen zu beobachten: die Zahl neu zugelassener Antituberkulotika

nimmt ab und die Zahl neuer resistenter Pathogene nimmt zu.11#7115
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Primdre und sekunddre Resistenz

Eine Antibiotikaresistenz ldsst sich als primir oder sekundér klassifizieren.'® Eine primire (intrinsische)
Resistenz besteht, sofern ein Antibiotikum bei einer bestimmten Spezies keine initiale Wirkung besitzt.
Grund dafir ist meist das synergistische Zusammenspiel von geringer Permeabilitdt der dueren
Membran und aktivem Efflux. Die Struktur der prokaryotischen duReren Membran verlangsamt die
Permeation von Antibiotika, kann den Influx allerdings nicht vollstandig aufhalten. Bakterien kénnen
die intrazellulare Konzentration eines Antibiotikums zusatzlich durch aktiven Efflux regulieren. Dabei
sind flinf verschiedene Familien von Membranproteinen (Effluxpumpen) fiir das Ausschleusen von

strukturell unverwandten Substraten aus der Zelle verantwortlich.7:118

Eine sekunddre Resistenz zeichnet sich durch den Verlust der Wirksamkeit eines Antibiotikums bei
zuvor nicht resistenten Bakterien aus und kann durch spontane Mutation oder Ubertragung
(horizontaler Gentransfer) chromosomaler Gene entstehen. Die zugrundeliegenden Mechanismen
beruhen dabei auf der (1) Modifikation der biomolekularen Zielstruktur oder der (2) Inaktivierung des

Wirkstoffs. 119120

(1) Modifikation der biomolekularen Zielstruktur

Die Resistenzbildung durch Modifikation des Wirkstoffziels ist ein weit verbreiteter Mechanismus
verschiedener Bakterienarten. Punktmutationen in ausgewdhlten Genen resultieren dabei in schneller
und einfacher Resistenz, ohne das Bakterium in seiner Funktion zu beeintrichtigen.'® So kommt es
beispielsweise durch Mutationen in der hot-spot Region von rpoB des M. tuberculosis zur Resistenz
gegenilber Rifampicin. Das Gen rpoB codiert fiir die B-Untereinheit der DNS-abhangigen
RNS-Polymerase. Mutationen in den Codons 516, 526 und 531 filhren zu Konformationsanderungen
und einem Verlust der Affinitdt gegeniber Rifampicin.’® Auch gegen Ethambutol hat das
M. tuberculosis Resistenz ausgebildet. Die meisten resistenten Isolate weisen eine Punktmutation im
Gen emB306 auf, welche zu einer Reduktion der Affinitat gegenliber Ethambutol fiihrt. Rund 30 % der
Ethambutol-resistenten Isolate weisen allerdings keine Mutation in emB306 auf, weshalb weitere

unbekannte Mechanismen hinter der Resistenzbildung vermutet werden.1?%122

(2) Inaktivierung des Wirkstoffs

Die Enzym-katalysierte Inaktivierung eines Wirkstoffs ist ein duRerst effektiver Resistenzmechanismus
von Bakterien. Durch Modifizierung eines Wirkstoffes kann der therapeutische Effekt entweder direkt
oder indirekt, durch Verlust der Bindungsaffinitit zur biomolekularen Zielstruktur, nachlassen.'*® Zu

den verantwortlichen Enzymen gehéren Hydrolasen, Oxidoreduktasen und Transferasen, die ebenfalls
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essenziell fiir den bakteriellen Metabolismus sind.*?® In Anwesenheit von Antibiotika kénnen diese
allerdings zu modifizierten Aquivalenten mit gesteigerter Affinitit fiir die entsprechenden Antibiotika
mutieren. Diese Mutation verschafft Bakterien einen evolutiondren Vorteil und ist ein Sinnbild fir den

starken Selektionsdruck, dem sie unterliegen.11811

Die Entdeckung von B-Lactamasen im Jahr 1940 war der erste Beweis flr diese Art von modifizierten
Enzymen. Sie inaktivieren B-Lactam-Antibiotika wie Penicilline und Carbapeneme durch hydrolytische
Ringoffnung. Dies geschieht entweder durch Ser-B-Lactamasen und die Bildung eines kovalenten
Substrat-Enzym-Intermediates oder durch Zink-abhangige Metallo-B-Lactamasen und die nukleophile

Aktivierung eines Wasser-Molekdls. 212>

Umgekehrt kann auch die ausbleibende Aktivitat eines bioaktivierenden Enzyms verantwortlich fir
einen inaktiven Wirkstoff sein. So ist es der Fall fiir Pyrazinamid-resistente Isolate des M. tuberculosis.
Durch verschiedene Mutationen des Gens pncA wird die Aktivitdt der Prodrug-aktivierenden PZase
drastisch reduziert. Infolgedessen kommt es zur Akkumulation des inaktiven Prodrugs und somit zur
Ausbildung einer Resistenz gegeniiber Pyrazinamid.”®2® Auch Isoniazid ist ein Prodrug und bedarf
einer Aktivierung durch das mykobakterielle Enzym KatG. Entsprechend filhren Mutationen im
codierenden Gen katG auch hier zur Resistenzbildung.'?’ Zusatzlich kdnnen Mutationen in der
Promotor-Region von inhA auftreten, welche entweder zur Uberexpression von InhA oder zu

Konformationsinderung des aktiven Zentrums und verringerter Bindungsaffinitat fuhren.?®

MDR- und XDR-TB

In Abhadngigkeit von der Auspragung wird hauptsachlich zwischen zwei verschiedenen Typen der
Antibiotika-resistenten  TB-Erkrankung unterschieden: multidrug-resistant TB (MDR-TB) und

extensively drug-resistant TB (XDR-TB).1%

Als MDR-TB wird die Erkrankung bei Resistenz gegen mindestens zwei der potentesten Mittel der
ersten Wahl — Isoniazid und Rifampicin — bezeichnet. Bei Resistenz gegen weitere Mittel erster Wahl
sowie Mittel zweiter Wahl wird die Erkrankung als XDR-TB eingestuft. Mittel zweiter Wahl sind
Reservetherapeutika, die in verschiedenen Kombinationen erst zur Behandlung der MDR- und XDR-TB
eingesetzt werden. Alle Antituberkulotika wurden in Abhangigkeit ihrer Effizienz und Toxizitat in

hierarchischer Reihenfolge in fiinf Gruppen unterteilt (Tabelle 2).1291%0
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Tabelle 2: Einteilung der Antituberkulotika im Einsatz gegen (MDR- und XDR-) TB in die Gruppen 1 - 5,12%-131

Gruppe Bezeichnung Antituberkulotikum Wirkstoffziel
Isoniazid Zellwandbiosynthese
Pyrazinamid Membranpotential
Mittel der ersten
1 Ethambutol Zellwandbiosynthese
Wahl
Rifampicin Transkription
Streptomycin Proteinbiosynthese
Aminoglycoside Kanamycin, Amikacin
2 Proteinbiosynthese
Polypeptide Capreomycin, Viomycin

Ciprofloxacin, Levofloxacin,
3 Fluorochinolone Transkription und Replikation
Moxifloxacin

Cycloserin Zellwandbiosynthese
Orale
4 Ethionamid, Protionamid Zellwandbiosynthese
Bakteriostatika
para-Aminosalicylsdure Metabolismus
Bedaquilin Metabolismus
Substanzen mit
Delamanid, Pretomanid Zellwandbiosynthese

umstrittener
5 Linezolid Proteinbiosynthese
Wirksamkeit oder
Clofazimin Metabolismus
Toxizitat
Amoxicillin/Clavulansaure Zellwandbiosynthese

Kombinationstherapien aus Mitteln erster und zweiter Wahl zur Behandlung einer MDR-/XDR-TB
erstrecken sich, verglichen mit der Behandlung einer sensitiven TB, liber einen wesentlich langeren
Zeitraum — 6 Monate intensive und 18 Monate kontinuierende Phase — und die Erfolgschancen sind
mit durchschnittlich 57 % signifikant verringert. Hinzu kommen deutlich erhéhte Kosten sowie starkere
Nebenwirkungen, weshalb der Einsatz von Mitteln zweiter Wahl sorgfaltig abgewagt und sukzessive in

eine Therapie eingegliedert wird.?24

Die WHO warnt vor der globalen Ausbreitung der MDR- und XDR-TB sowie der damit einhergehenden
Gefahr fir Gesundheitseinrichtungen und das 6ffentliche Leben. Patienten im Vorfeld gezielt auf deren
Sensitivitdt gegenliber Antibiotika zu testen (drug susceptibility test, kurz: DST) und verstarkte
Forschung an neuen Antibiotika-Klassen zu betreiben, seien der einzige Weg die Ausbreitung

erfolgreich aufzuhalten bzw. zu verlangsamen 1022
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1.4 Forschungsstand

Im Jahr 1943 wurde Streptomycin als erstes Antibiotikum zur Behandlung einer TB eingesetzt. In den
folgenden Jahren der regen Wirkstoffentwicklung wurden Isoniazid, Pyrazinamid, Ethambutol und
Rifampicin — heute als Mittel erster Wahl bekannt — sowie entsprechende Kombinationstherapien
etabliert (Abbildung 7). Die initialen Erfolge der bestehenden Antibiotika-Kombinationen fiihrten zu
einem starken Einbruch in der Forschung und in der Zulassung neuer Antibiotika.®? In Folge der
unvermeidlich zunehmenden Ausbildung von Resistenzen und dem Mangel an Reservetherapeutika,
konnten sich zahlreiche multi- und extensiv resistente Stamme des M. tuberculosis ohne adaquate
Gegenwehr erfolgreich ausbreiten.!® Erst rund 50 Jahre nach der Entdeckung von Rifampicin (1963)
haben die Zulassungen von Bedaquilin (2012), Delamanid (2014) und Pretomanid (2019) durch die
Food and Drug Administration (FDA) eine erneute, intensive Phase der Wirkstoffentwicklung

initiiert. 13413

Das ideale Ziel der modernen TB-Wirkstoffentwicklung sind potente Inhibitoren mit neuartigem
Wirkmechanismus, die eine kiirzere, sicherere und simplere Therapie ermoglichen. Zwar besitzen die
jungst zugelassenen Antibiotika gute Potenz und einen neuartigen Wirkmechanismus, verkiirzen die
Therapiedauer allerdings nicht und weisen zusatzlich ein breites Spektrum unerwilinschter
Nebenwirkungen auf.3>13¢ Bedaquilin (BDQ) gehdort zur Gruppe der Diarylchinolin-Antibiotika und tbt
einen bakteriziden Effekt auf replizierende und latente Bakterien aus. Es bindet and die c-Untereinheit
der ATP-Synthase und hemmt den bakteriellen Energiestoffwechsel.® Ein erster
Resistenzmechanismus konnte bereits im Jahr 2005 von Andries et al. festgestellt werden.'®® Sie
konnten zwei Punktmutationen im Gen atpE identifizieren, die zu einer Konformationsanderung des
codierten ATP-Synthase Membranproteins flihren und somit fiir den Verlust der Bindungsaffinitat
Bedaquilins zur c-Untereinheit verantwortlich sind.!*® Delamanid (DMD) ist ein Dihydro-
Nitroimidazooxazol und schwacht die strukturelle Integritdt der mykobakteriellen Zellwand durch
Inhibition der Mykolsauresynthese. Es handelt sich um ein Prodrug welches durch eine Enzymkaskade
des bakteriellen Metabolismus in die aktive Form tberfiihrt wird.**° Auch Pretomanid (PMD), aus der
Gruppe der Nitroimidazole, ist ein Prodrug und wird ebenfalls metabolisch, unter Freisetzung reaktiver
Stickstoff-Spezies, aktiviert. Es totet replizierende Bakterien durch Inhibition der Mykolsauresynthese
und latente Bakterien durch Stickstoffmonoxid-induzierte Hemmung der Zellatmung ab.?*!* Genaueres
zum Mechanismus ist fiir DMD und PMD noch nicht bekannt und wird in der Fachliteratur diskutiert.
Resistenzen bilden sich in beiden Fallen zligig durch Mutation eines oder mehrerer der zahlreich
beteiligten (Co-) Enzyme aus und zu den gangigen Nebenwirkungen zdhlen hamatologische

Symptome, Hepatotoxizitit, Nierenversagen und die Verringerung der Herzfrequenz.13>142

21



Einleitung

|oIngweyl3 ‘pizeiuos| ‘upAwoldans

ZUa1s1say-ulpAwoidans
nz Jyny ardesayjouop
(a1euo|N 2T — 6) unidwelry pun 96T

(a18UON ¥7) pizZEIUOS| PUN

“upidureyry uoA Sunaynyui aJinesjAdljesouiwy-d ‘upAwoldans

1
|
1
1
190461 :a1delayisuo_UIqUIOY| 21543 |
” zs6T |
(s38UOIN 8 —9) UIdWeElY . : "
pun [01nquWeyld ‘pizeiuos| ‘upAwoldans ! 91-4AW 19p wlo4 91513 | |
1 1
:uPAWO1Idans 1219549 plueuizelid ! LS6T ! "
1
120861 ! (s318UON 8T) | ” |
. ]
i |oanquieyl3 pun pizeiuos| ‘upAwoldans ! | |
1 ] 1
d1-4ax Jap wuo4 21513 ! 1 aJnesjAdljesoullYy-d 1212512 |oanquieyl] ! ! !
9002 ! ﬂ 130961 ! ! "
, | | i " | |
| " " " " " "
0z0c | 000T 0661 ¢_‘ 0861 ¢_< 0L6T h 0961 | hommﬁ h 06T
! I
! ]
[ I | [ [ | [
. — - N - - .
" P L m SRt |
1 ! 1 1 ! ! [ i | 1
pluewoiaid L pijozaun ! ! o _ L " 5&58%%
H 1 | . . ] ] 1 1 I
6102 Pl 0007 | | Co b !
1 I 1 I 1 I | .
pluewejag | UIDEXO[JOAST] upexopoldiy upidwepy | m _> | m ainesjAalesoulwy-d
107 | UIDEXO[LIXO A €861 upAwoaidey | UMIOPAD s 8vel
_ 9661 E96T | ! sset i
ulinbepa L !
e | P
1
1967 | |
! pizeiuos|
prweuoiyly 56T
0961

Abbildung 7: Historie der TB-Wirkstoffentwicklung — Wirkstoffe und entsprechende Kombinationstherapien.132:133

22



Einleitung

Derzeit befinden sich 22 Wirkstoffkandidaten in fortgeschrittenen Phasen (I-1ll) klinischer Studien
(Abbildung 8).13> Darunter beispielsweise TBAJ-587 (Phase 1), ein Bedaquilin-Analogon mit gesteigerter
Potenz und reduzierter Toxizitdt, mit dem Potential, Bedaquilin im Einsatz in Kombinationstherapien
zu ersetzen.!® TBI-223 (Phase 1) ist ein Oxazolidinon-Derivat, inhibiert als solches die bakterielle
Proteinbiosynthese und hat aufgrund verkiirzter Therapiedauer und geringerer Toxizitat das Potential,
Linezolid zu ersetzen.'** BTZ-043 und Q203 sind potente Kandidaten der Phase Il klinischer Studien und
stellen Inhibitoren mit neuartigen Wirkstoffzielen dar. BTZ-043, aus der Gruppe der Benzothiazinone,
interagiert mit der Biosynthese von  Arabinogalactanen  durch Inhibition der
Phosphoribose-2‘-epimerase (DprE1) und das Imidazopyridinamid Q203 inhibiert den Cytochrom bcl
Komplex und nimmt somit Einfluss auf die bakterielle Elektronentransportkette.'**%> In Phase lll
klinischer Studien befinden sich derzeit neue Kombinationstherapien sowie auch BDQ, DMD und PMD

zwecks medizinsicher Indikation und Untersuchung moglicher Langzeitfolgen 135144
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Abbildung 8: Strukturen einiger ausgewdhlter Kandidaten der TB-Wirkstoffentwicklung. TBAJ-587 und TBI-223 befinden sich
in Phase I klinischer Studien. BTZ-043 und Q203 befinden sich in Phase Il. Bedaquilin (BDQ), Delamanid (DMD) und Pretomanid
(PMD) werden in Phase Il Langzeitstudien unterzogen.35144
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Im Kampf gegen TB werden neben neuen Wirkstoffen und Wirkmechanismen ebenfalls (1) neue
Kombinationstherapien, (2) die Umfunktionierung etablierter Wirkstoffe, (3) neue Impfstoffe,

(4) Wirts-bezogene Therapien sowie (5) Nanopartikel erforscht.’>®

(1) Neue Kombinationstherapien

Die Entdeckung neuer Wirkstoffe ist nur ein Teil der TB-Wirkstoffentwicklung. Zusatzlich missen
bestehende und neu entdeckte Wirkstoffe in einer synergistischen Kombinationstherapie erprobt sein,
um gute Ergebnisse zu erzielen. Durch addquate Anpassung der Therapien kénnen Erfolgschancen und

Adhérenz gesteigert werden, wiahrend Nebenwirkungen und Dauer verringert werden.%

Derzeit sind besonders zwei Kombinationstherapien zur Behandlung einer XDR- oder MDR-TB im Fokus
klinischer Studien: BPaL und BPaMZ. Erstere setzt sich aus Bedaquilin (B), Pretomanid (Pa) und
Linezolid (L) zusammen und wird Uber einen Zeitraum von 6 Monaten auf Wirksamkeit und
Vertraglichkeit getestet. Bisher wurden Heilungserfolge in 90 % der Falle erzielt. Die BPaMZ-Therapie
sieht im Vergleich dazu die Behandlung mit Bedaquilin, Pretomanid, Moxifloxacin (M) und Pyrazinamid

(Z) vor und konnte im Verlauf einer 14-tagigen Studie bereits 99 % der Bakterien abtdten. 33135

(2) Umfunktionierung bekannter Wirkstoffe

Die konventionelle Entwicklung eines Wirkstoffkandidaten von der Identifizierung der Leitstruktur bis
zu klinischen Studien dauert rund 10 — 15 Jahre und benétigt intensive Finanzierung.'¥’ Um diesen
essenziellen Prozess zu erganzen, werden etablierte Wirkstoffe oder Kandidaten der Phasen Il und IlI
umfunktioniert und neue klinische Anwendungen identifiziert (drug repurposing). Dieses Vorgehen hat
im letzten Jahrzehnt viel Aufmerksamkeit erregt, da nicht nur Zeit und Geld gespart, sondern auch
hohe Erfolgsquoten erzielt und niedrige Sicherheitsrisiken eingegangen wurden.'*”1* Battah et al.
testeten 3000 von der FDA zugelassene Wirkstoffe auf ihre Aktivitat gegeniber M. tuberculosis H37Rv
und zwei weitere klinische Isolate (resistente Phanotypen) und identifizierten Eltrombopag
(Thrombopoietin-Rezeptor-Agonist) und Arotinolol (a- und PB-Blocker) als potente Inhibitoren

mykobakteriellen Wachstums.#®
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(3) Neue Impfstoffe

Das Mycobacterium bovis bacillus CALMETTE-GUERIN (BCG) ist seit (iber einem Jahrhundert der einzige
bekannte Impfstoff mit nachgewiesener Wirksamkeit und der Mechanismus der Impfstoff-induzierten
Resistenz istimmer noch nicht vollstandig verstanden. Der BCG-Impfstoff ist zwar kostenglinstig, sicher
und effektiv gegen schwere Formen der TB bei Kindern, weist allerdings stark eingeschrankte

Wirksamkeit gegeniiber pulmonaler TB bei Erwachsenen auf (s. Kapitel 1.1.3, S. 6).%°

Fortschritte im Bereich der Immunologie und molekularen Genetik des M. tuberculosis sowie
erhebliche technische Weiterentwicklungen in der Molekularbiologie trugen zur rationalen
Entwicklung neuer Impfstoff-Kandidaten bei. Dabei wurden drei Ansatze verfolgt: Totimpfstoffe
(gereinigte Antigene oder DNS), lebendige mykobakterielle Impfstoffe (rational attenuierte Stamme
des M. tuberculosis oder rekombinantes BCG) und virale Vektoren (Adenovirus oder Vacciniavirus).**®
Diverse Impfstoffe befinden sich derzeit in Phasen | und Il klinischer Studien am Menschen — darunter

vier adjuvantierte Totimpfstoffe, drei rekombinante BCG und zwei Vektor-basierte Impfstoffe 15152

(4) Wirts-bezogene Therapien

Bisherige Therapien zur Behandlung einer TB adressieren primar bakterielle Uberlebensmechanismen
im internalisierten Zustand. Wirts-bezogene Therapien hingegen haben das Ziel, zelluldare Vorgange
des Wirtes, die das Wachstum von Bakterien einddmmen, zu unterstitzen und somit konventionelle,
Pathogen-bezogene Therapien zu komplementieren. Diese Therapieform umfasst meist die
Immunmodulation zur Starkung der zellularen Abwehrmechanismen oder die Wiederherstellung
verschiedener, durch Mykobakterien gestérten, Signaltransduktionen.®* > Ein beliebtes Ziel einer
solchen Therapie ist das Granulom, dessen Zerfall durch Inhibition der TNF-a Produktion eingeleitet
wird, sodass anwesende Antituberkulotika ihre Wirkung voll entfalten kdnnen. Bekannte TNF-a
Inhibitoren, deren Einsatz im Zusammenhang mit TB erforscht wird, sind Etanercept und Enbrel, 26157
Auch die Aktivierung von Autophagozytose ist ein geeigneter Mechanismus fiir eine Wirts-bezogene
Therapie. Durch Wiederherstellung der entsprechenden Signaltransduktion kénnten phagosomale
Reifung und Eliminierung des Bakteriums unterstiitzt werden.’® Zu den untersuchten
Wirkstoffkandidaten zihlen Rapamycin, Gefitinib und Metformin.>>1¢° Ein weiterer Ansatz — die
Zell-basierte Therapie — stammt aus dem Bereich der Krebsforschung.® Durch Modulierung der

zellularen Immunabwehr kdnnte die Rekrutierung spezifischer T- und B-Zellen reguliert werden und zu

einer Eliminierung des Pathogens beitragen.'>
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(5) Nanopartikel

Nanopartikel mit einer GréBe von 1 bis 100 nm umfassen diverse Materialien auf atomarem bzw.
molekularem Level, die als Kapsel oder Trager fiir Wirkstoffe fungieren kénnen.®! Sie erméglichen eine
verbesserte Bioverfligbarkeit mit erhohter Stabilitdat und Loslichkeit und kdnnen zusatzlich den
Membrantransport hydrophober sowie hydrophiler Substanzen verbessern.'®? Wirkstoffbeladene
Nanopartikel kénnen ihr Ziel entweder passiv erreichen oder aktiv gesteuert werden.'%® Im ersteren
Fall wird der Partikel unspezifisch von Makrophagen, Monozyten oder dendritischen Zellen
phagozytiert und nach Fusion des Phagosoms mit einem Lysosom wird der Wirkstoff im Zellinneren
freigesetzt. Da Makrophagen kontinuierlich in den Bereich der TB-Infektion rekrutiert werden, steigt
passiv die Zahl der internalisierten Wirkstoffe und somit auch der therapeutische Effekt.164165
CARRERA et al. berichten am Beispiel von Bedaquilin von einer Steigerung der antimykobakteriellen
in vitro Aktivitat durch passiven Transport wirkstoffbeladener Nanopartikel im Vergleich zum freien
Wirkstoff.’%® Eine aktive Steuerung bedarf der Markierung eines Nanopartikels mit spezifischen
Liganden. Diese Liganden werden von entsprechenden Rezeptoren am Wirkort erkannt und
infolgedessen wird der Nanopartikel zielgerichtet und schnell aufgenommen. %116 Costa et al. konnten
zeigen, dass die Mannosylierung von Nanopartikeln zu einer beschleunigten und zielgerichteten

Internalisierung durch Alveolarmakrophagen fiihrt.26”

Die Zulassungen von Bedaquilin und Delamanid haben die TB-Wirkstoffentwicklung 50 Jahre nach der
Entdeckung von Rifampicin endlich erneut aufblithen lassen.’* Dieser Trend muss nun weitergefiihrt
und die komplementaren Ansdtze ausgebaut werden, da XDR- und MDR-TB weiterhin eine
zunehmende Gefahr fir das 6ffentliche Leben darstellen. Kombinierte Anstrengungen industrieller
und akademischer Forschung sind unverzichtbar, um zundchst die Ziele der WHO End TB Strategy zu

erreichen und letztendlich die globale TB-Epidemie zu beenden #10.22:129

26



Einleitung

1.4.1 Entdeckung der a-Aminooxyessigsaure-basierten Leitstrukturen

Im Jahr 2017 wurden 100 Inhibitoren der Substanzbibliothek der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Kurz
durch die kooperierende Arbeitsgruppe von Prof. Dr. KALSCHEUER im Rahmen eines phanotypischen
Ganzzell-basierten Aktivitats-Assays auf ihre antimykobakterielle in vitro Aktivitdit gegen
M. tuberculosis  H37Rv  untersucht. Bei diesen  Untersuchungen Uberzeugte eine
a-Aminooxyessigsdure-basierte Verbindungsklasse, hergestellt von Dr. KATHARINA STENZEL, durch
eindrucksvolle inhibitorische in vitro Aktivitat mit minimalen Hemmkonzentrationen bis in den
submikromolaren Bereich. Die beiden vielversprechendsten Vertreter aus dieser Verbindungsklasse —
KSK 104 (1a) und KSK 106 (1b) — hemmen das mykobakterielle Wachstum (MHKg) selbst bei
Konzentrationen von 0.78 um bzw. 0.39 um (Abbildung 9) und sind somit von vergleichbarer Aktivitat

wie Rifampicin (MHKgo = 0.19 um).168

Ly O Ay
‘ N/O\)J\N/O /©)LN/O\)J\N/O
\/\/\o

H H H H
O 1a 1b
KSK 104 KSK 106
MHKgg = 0.78 pM MHKgg = 0.39 uM

Abbildung 9: Lewis-Strukturen und MHKqo-Werte der Leitstrukturen KSK 104 (1a) und KSK 106 (1b).163

Beide Leitstrukturen wurden in weiteren Experimenten auf Zytotoxizitdt gegeniiber den humanen
Zelllinien THP-1, MRC-5 und HepG2 untersucht. Mit einem hervorragenden Selektivitdtsindex von
SI > 100 konnten bis zur hochsten getesteten Konzentration von 100 um keine zytotoxischen Effekte

festgestellt werden.1®®

In einer Monotherapie zeigten sie einen starken bakteriziden Effekt innerhalb der ersten 10 Tage mit
einer 2.5-log Reduktion der bakteriellen Lebensfahigkeit. AuBerdem konnten additive Effekte in

Kombination mit Isoniazid, Ethambutol, Rifampicin und Delamanid nachgewiesen werden.®

Die Leitstrukturen KSK 104 (1a) und KSK 106 (1b) zeigten ebenfalls mikromolare in vitro Aktivitat gegen
klinische, extensiv resistente M. tuberculosis KZN-Isolate aus der Kwazulu-Natal Region in Siidafrika.
Auch gegen internalisierte Mykobakterien in Makrophagen (THP-1) wiesen beide Leitstrukturen eine
vergleichsweise starke Wachstumsinhibition auf. Sie fiihrten bei einer Konzentration von 0.5 um zu
einer 100- bzw. 1000-fachen Reduktion internalisierter, bakterieller Last, wohingegen Rifampicin bzw.

Streptomycin bei Konzentrationen von 3 um bzw. 20 um lediglich eine 50-fache Reduktion erzielten.
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In weiteren in vitro Aktivitats-Assays gegen eng verwandte Mykobakterien (bspw. M.smegmatis und
M.marinum) und andere Gram-positive sowie Gram-negative Bakterien (bspw. Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis und Pseudomonas aeruginosa) konnte darliber hinaus eine hohe Selektivitat

gegeniiber M. tuberculosis demonstriert werden.%°

Durch Gesamtgenomsequenzierung von spontan KSK-resistenten Mutanten
(Resistenzrate 108 —101% konnte gezeigt werden, dass Einzelnukleotid-Polymorphismen in den
Genen Rv0552 sowie AmiC vorliegen. Diese Gene sind nicht essenziell fiir in vitro Wachstum und
codieren fir Proteine mit bisher unbekannten Funktionen. Auf Basis der Aminosduresequenz konnte
in beiden Fallen eine Aktivitdt als Amidohydrolase prognostiziert werden. Diese Enzymklasse ist
blicherweise verantwortlich fiir die katalysierte Hydrolyse von Amid-Bindungen.'’® Es ist also
anzunehmen, dass eine mutierte Amidohydrolase die Ursache fiir die Ausbildung eines KSK-resistenten
M. tuberculosis Phanotyps darstellt. Die beobachteten Einzelnukleotid-Polymorphismen fiihren,
neben dem Austausch von Aminosauren, auch zu einer Verschiebung des Leserasters
(frameshift-mutation), wodurch sich ein Stopcodon ergibt. Dieses flihrt zu einem frithzeitigen Abbruch
der Proteinsequenz und das entstehende Protein ist vermutlich nicht funktional. Basierend auf diesen
Entdeckungen postulierte die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. KALSCHEUER eine vorlaufige Hypothese zum
Wirkmechanismus. Demnach kénnten die KSK-Leitstrukturen Prodrugs sein und durch intrazellulare,

enzymatische Hydrolyse in eine aktive Wirkform tberfiihrt werden (Prodrug-Theorie).t®°

KSK 104 (1a) und KSK 106 (1b) sind also in der Lage, mykobakterielles Wachstum sensitiver und
extensiv resistenter Stamme selbst bei submikromolarer Konzentration zu inhibieren, weisen keine
Zytotoxizitat gegeniliber menschlichen Zelllinien bis zu Konzentrationen von iber 100 um auf, zeigen
additive Effekte mit bekannten Wirkstoffen erster und zweiter Wahl und besitzen eine duRerst hohe
Selektivitat gegenliber M. tuberculosis. Zudem verstoBen sie gegen keine der Bedingungen von
LIPINSKIS Rule of Five: Die Molekulargewichte liegen unter 500 g/mol, es sind in beiden Féllen nicht mehr
als funf Wasserstoffbriicken-Donoren und nicht mehr als zehn Wasserstoffbriicken-Akzeptoren
vorhanden und die Verteilungskoeffizienten zwischen n-Octanol und Wasser liegen fiir beide
Verbindungen unter fiinf. Die Berechnung des log P.,w nach Swiss ADME ergibt fiir KSK 104 (1a) einen
Wert von 3.10 und fur KSK 106 (1b) einen Wert von 3.06.

Beide KSK-Leitstrukturen sind damit vielversprechende Kandidaten fir die weitere
Wirkstoffentwicklung, um eine neue Klasse von Antituberkulotika bereitzustellen, die bestehende

Chemotherapien fiir sensitive, aber auch MDR- und XDR-TB ergdnzen kdnnte.
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1.4.2 Antimykobakterielle Eigenschaften von a-Aminooxyessigsdaure-Derivaten

Seit Mitte des 20. Jahrhunderts sind die bakteriostatischen Eigenschaften von a-Aminooxyessigsaure
gegeniber verschiedenen Gram-positiven sowie Gram-negativen Bakterien und auch gegeniiber
M. tuberculosis bekannt. FAVOUR deutete sie 1948 als metabolischen Inhibitor, der mit entscheidenden
zelluldren Metaboliten wie a-Ketocarbonsduren interagiert. Der wichtigste Vertreter in lebenden
Organismen sei dabei die Brenztraubensdure (2) — ein essenzieller Bestandteil des Citratzyklus — die
durch intrazelluldre Kondensation mit a-Aminooxyessigsdure (3) in das entsprechende Ketoxim 4

tberfihrt wird (Schema 1).17*

0 o 0
Ho\ﬂ)l\ . oL Ho\ﬂ)\\N/o\)J\OH
I H,N” OH  -H,0

2 3 4

Schema 1: Kondensationsreaktion von Brenztraubensdure (2) und a-Aminooxyessigsdure (3).17

Nur wenige Jahre spater veroffentlichten MCHALE et al. Ergebnisse zu a-Aminooxycarbonsauren und
a-Aminooxyhydraziden. Sie beschrieben schwache antibakterielle in vitro Aktivitat der Carbonsauren
gegenliber Staph. aureus und E. coli jedoch eine starkere Aktivitdt gegeniliber M. tuberculosis. Die
Hydrazide waren in der Regel aktiver als die entsprechenden Carbonsiuren.'”? TESTA et al. konnten die
Ergebnisse zur antimykobakteriellen invitro Aktivitit von oa-Aminooxycarbonsduren gegen
M. tuberculosis H37Rv bestatigen.”® Aufbauend auf diesen Publikationen konnten KISFALUDY et al. im
Jahr 1971 schlieRlich rund 100 Derivate von a-Aminooxyalkoxyamiden, -aniliden und -hydraziden

darstellen und deren antimykobakterielle in vitro Aktivitat evaluieren (Abbildung 10).

a-Aminooxyalkoxyamide a-Aminooxyanilide o-Aminooxyhydrazide
i e q
.0 .0 .0 -NH
H2N \)J\N W HZN/O\)J\N H2N \)J\N 2
H " H H
5a 6a 7a
(0]
2 o 2 :
.0 0 0 o N
H H 0
5b 6b 7b
Cl Z "N
0 0 0 Oy
|
-0 /O\/©/ )J\ /O\)J\ /© H N/o\)J\N/N ~
H,N N N N 2 b
H H H o}
5¢c 6¢c 7c

Abbildung 10: Ausgewdhlte Vertreter der von KisFALUDY et al. dargestellten a-Aminooxyessigsédure-Derivate.174
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Die potenteste Verbindung, das a-Aminooxyhydrazid 7¢ (MHKgo = 0.33 uM), wurde zusatzlich in einem
dreimonatigen in vivo Modell an Meerschweinchen und Mausen getestet. Hier konnte gezeigt werden,
dass Hydrazid 7c in der Lage war, die Auspragung einer M. tuberculosis Infektion ohne signifikante

Toxizitat zu verhindern.'’*

In den Jahren 1971 und 1974 berichteten KISFALUDY et al. aulerdem von der Synthese weiterer
a-Aminooxycarbonsaure-Derivate, die antimykobakterielle in vitro und in vivo Aktivitat gegeniber
M. tuberculosis H37Rv, aber auch gegeniiber Streptomycin- und INH-resistenten Stammen des
M. tuberculosis aufwiesen. Sie entdeckten dariiber hinaus neue Strukturmotive wie z.B. die
a-Aldoxim-substituierten Amide 8 und 9, die sehr vielversprechende antimykobakterielle

) 175,176

Eigenschaften zeigten (Abbildung 11

g ) R 7
NPo) X, .0
OZN\@/\N \)J\’il OZN\4<\Cj/\N \)J\H

8 9

Abbildung 11: Potente Vertreter der a-Aldoxim-substituierten Amid-Derivate aus einem Patent von KisFALUDY et al.176

Fir die Substanzen aus Abbildung 10 und Abbildung 11 wurden weder potenzielle Wirkmechanismen
diskutiert noch Untersuchungen zu moglichen biomolekularen Zielstrukturen durchgefiihrt. Es wurden
keine weiteren Ergebnisse vertffentlicht und die Forschung an den gezeigten Derivaten der

a-Aminooxyessigsdure nicht weiterverfolgt.
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1.4.3 Synthese und Derivatisierung der KSK-Leitstrukturen

Die initiale Syntheseroute wurde von Dr. KATHARINA STENZEL (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Kurz) etabliert und
beginnt mit einer Isobutylchloroformiat (IBCF) und N-Methylmorpholin (NMM) mediierten
Kupplungsreaktion von Bromessigsaure (10) mit O-Benzylhydroxylamin Uber ein gemischtes Anhydrid
als acylierendes Zwischenprodukt. Nachfolgende nucleophile Substitution mit N-Hydroxyphthalimid
(NHPI) lieferte das Phthaloyl-geschiitzte Hydroxylamin 12 und die abschliefende Freisetzung des
O-substituierten Hydroxylamins 13 erfolgte hydrazinolytisch durch Methylhydrazin (Schema 2). Uber

drei Schritte konnte eine Gesamtausbeute von 45 % erzielt werden.%®

i) 1.00 Ag. IBCF, 1.00 Ag. NMM 1.15 Aq. NHPI
0 ii) 1.00 Aq. O-Benzylhydroxylamin 0] \/@ 1.15 Aq. NEt3
B Br .0
r\)J\OH THF, -20 °C - RT \)LH MeCN, Reflux
74 % 85 %
10 1
o o) \/@ i) 4.00 Ag. Methylhydrazin
0 0 ii) 4.00 Aq. HCI in Dioxan (4M) 0
N Oy o o
H CH,Cl, -10 °C HCI « HoN N
O 71 %
12 13

Schema 2: Darstellung des O-substituierten Hydroxylamins 13 nach Vorschrift von Dr. KATHARINA STENZEL.168

Zur Darstellung der a-Aminooxyessigsaure-basierten Verbindungen 1a-g wurde das O-substituierte
Hydroxylamin 13 (Schliisselintermediat 1) einer abschlieRenden Kupplungsreaktion mit den
Carbonsduren 14a-g unterzogen. Dazu wurden die jeweiligen Carbonsduren mit
1,1-Carbonyldiimidazol (CDI) oder im Sinne einer STEGLICH-Veresterung mit 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) in Kombination mit 4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP)

aktiviert und anschlieBend mit Schliisselintermediat 1 (13) umgesetzt (Schema 3).168

i) 1.10 Aq. CDI/EDC, 0.25 Aq. DMAP

(o) ii) 1.00 Aqg. Schlisselintermediat | (0] (0]
I J o M o
R™ °N N
H H

R™ "OH CHyCly RT
33-64 %

14a R = 1,1'-Biphenyl 1a R = 1,1'-Biphenyl
14b R = 4-(Pentyloxy)benzol 1b R = 4-(Pentyloxy)benzol
14c R = 2-Furan 1c R = 2-Furan
14d R = 3,5-Dimethylbenzol 1d R = 3,5-Dimethylbenzol
14e R = 1-Naphtyl 1e R = 1-Naphtyl
14f R = 4-(tert-Butyl)benzol 1f R = 4-(tert-Butyl)benzol
149 R = 4-(4-Methoxyphenoxy)benzol 19 R = 4-(4-Methoxyphenoxy)benzol

Schema 3: Darstellung der KSK-Verbindungen 1a-g nach Vorschrift von Dr. KATHARINA STENZEL.168
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Dr. ALEXANDER BERGER (Arbeitsgruppe Prof. Dr. KURz) befasste sich intensiv mit der Derivatisierung der
o-Aminooxyessigsdure-basierten KSK-Leitstrukturen — speziell KSK 104 (1a) — und der Optimierung

entsprechender Synthesen.

Er konnte beispielsweise die Hydrazinolyse von 12 durch Einsatz von Hydrazin Monohydrat und
Reaktionsfiihrung in Tetrahydrofuran (THF) bei 0 °C optimieren und steigerte so die Ausbeute des
Schliisselintermediates | (13) um 12 % (Schema 4). Nach dem Vorbild von Dr. KATHARINA STENZEL

(Schema 3) nutzte er dieses zur Modifikation der Benzoyl-Struktur der KSK-Leitstrukturen.”’

THF, 0 °C
O 83 %

12 13

o 0 \/@ i) 4.00 Ag. HoNNH, « H,0
0 0 ii) 4.00 Ag. HCI in Dioxan (4M) 0
N Oy o M o
H HCI « HoN N

Schema 4: Reaktionsoptimierung der Synthese des O-substituierten Hydroxylamins 13 (Schliisselintermediat 1) nach Vorschrift
von Dr. ALEXANDER BERGER.Y77

Zur effizienten Modifikation der entgegengesetzten Molekilregion (O-Benzylhydroxylamin-Einheit)
synthetisierte er aulerdem Carbonsaure 17 (Schema 5). Dazu wurde 1,1°-Biphenylcarbonsaure (15)
mit Oxalylchlorid in situ zum entsprechenden Carbonsaurechlorid umgesetzt, welches durch Zugabe
von Hydroxylamin-Hydrochlorid und Triethylamin abgefangen wurde. Die resultierende
Hydroxamsaure 16 wurde anschlieBend mit Bromessigsdure in Gegenwart von Natriumhydroxid
O-alkyliert, um die Carbonsaure 17 zu erhalten. Eine abschlieRende Kupplungsreaktion mit diversen

N-Nucleophilen 18a-ap unter Verwendung von EDC lieferte die KSK-Analoga 19a-ap.'”’

Q i) 1.00 Aq. DMF, 2.25 Aq. (COCI), Q 1.00 Aq. Bromessigséaure
O OH i) 4.00 Aq. NH,OH * HCI, 6.00 Aq. NEts O N-OM 2,00 Aq. NaOH
H
CH,Cl; 0°C —» RT EtOH, Reflux
87 % 80 %
15 16
X
H,N"" "R

18a-ap

H H

CHyCl, RT
17 17 -87 % 19a-ap

X=C, CH; O,NH
R = (Hetero-) Aromat, Aliphat

o) 0 " 0 o)
1.10 Aq. EDC « HCI
O H/O\)J\OH 0.25 Aq. DMAP O N/O\)J\N/X\R

Schema 5: Synthese der Carbonsdure 17 und der KSK-Analoga 19a-ap nach Vorschrift von Dr. ALEXANDER BERGER. 177
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1.4.4 Erste Struktur-Aktivitats-Beziehungen

Im Rahmen seiner Promotionsarbeit war Dr. ALEXANDER BERGER in der Lage Uber 80 Analoga der
Leitstruktur KSK 104 (1a) zu synthetisieren. Zur effektiven Strukturoptimierung von KSK 104 (1a)
erfolgte die Einteilung der Struktur in die Regionen A, B und C sowie die Benennung der verbriickenden

Teilstrukturen (Abbildung 12).17

A C
para-(Phenyl)benzoyl- O-Benzylhydroxylamin-
Einheit Einheit

L
N
H
1a \
KSK 104
Alkoxyamid Benzyloxyamid

Abbildung 12: Einteilung der Leitstruktur KSK 104 (1a) in die Regionen A, B und C.

Die Strukturmodifikationen wurden in den Regionen A, B und C unabhangig voneinander durchgefiihrt
und die minimale Hemmkonzentration (MHKs) der resultierenden Analoga wurde in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. KALSCHEUER bestimmt. Anhand der Hemmbkonzentrationen der
KSK-Leitstrukturen  sowie  der  zusatzlich  entwickelten  KSK-Analoga  konnten erste

Struktur-Aktivitats-Beziehungen (structure-activity-relationship, kurz: SAR) abgeleitet werden.

Region A

Fiir Region A hat sich herausgestellt, dass eine para-substituierte Benzoyl-Struktur entscheidend fir
die antimykobakterielle invitro Aktivitdt ist (Abbildung 13). Substitutionen in ortho- oder
meta-Stellung (20) flhrten, ebenso wie das Einflihren von Stickstoff-Heteroaromaten, zu einer
Verringerung der antimykobakteriellen in vitro Aktivitdt. GroRe und rigide Substituenten wie
1-Naphthyl (1e) oder 9H-Fluoren in Region A wurden schlecht bis gar nicht toleriert und fiihrten zum
Verlust der invitro Aktivitdt. Auch die Einfihrung basischer Funktionalititen wie Piperazin oder
unsubstituierter Ringsysteme (Benzol, Furan) fihrte zu einer drastischen Verringerung bzw. zum

Verlust der antimykobakteriellen in vitro Aktivitit.’”
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Abbildung 13: Strukturen und antimykobakterielle in vitro Aktivitéten einiger KSK-Analoga mit modifizierter Benzoyl-Einheit
(Region A).177

Region B

Die a-Aminooxyacetyl-Einheit der KSK-Leitstrukturen zeigte flir nur wenige Strukturmodifikationen
Toleranz (Abbildung 14). Die Methylierung in a-Stellung wurde gut toleriert (21), wohingegen die
N-Methylierung der Alkoxyamid-Struktur zur Reduktion der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat
fiihrte (22). Die Einfihrung von Substituenten mit groRerem sterischen Anspruch fiihrte zum Verlust
der antimykobakteriellen invitro Aktivitdit (23) und auch der bioisostere Austausch der
Alkoxyamid-Struktur gegen ein Trifluormethyl-substituiertes Ketoxim (24) lieferte keinen aktiven
Inhibitor. Die a-Aminooxyacetyl-Einheit in Region B scheint ein essenzielles Strukturmotiv fiir die

inharente antimykobakterielle in vitro Aktivitat der KSK-Leitstrukturen zu sein.’’

o} o) o) CF,
BN A X e

21 22 23 24
MHKgo = 0.78 uM MHKgg = 6.25 uM MHKgg > 100 uM MHKgo > 100 pM

Abbildung 14: Strukturen und antimykobakterielle in vitro Aktivitdten einiger KSK-Analoga mit modifizierter
a-Aminooxyacetyl-Einheit (Region B).Y77
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Region C

Strukturmodifikationen der O-Benzylhydroxylamin-Einheit (Region C) wurden gut toleriert und
konnten die antimykobakterielle in vitro Aktivitat der resultierenden KSK-Analoga in einigen Fallen
verbessern (Abbildung 15). Die Einfiihrung diverser Heteroaromaten wie Thiophen (19a), Thiazol und
Pyridin sowie deren halogenierte Aquivalente fiihrten beispielsweise zu einer Verbesserung der
Aktivitat. Unterschiedlichste Substitutionsmuster am Benzol-Ring (mono- und di-Halogenierung,
Methylierung, Methoxylierung) sowie die Einflihrung linearer (19c) oder cyclischer Aliphaten in
Region C lieferten ebenfalls Inhibitoren mit akzeptabler antimykobakterieller in vitro Aktivitat. Auch
die Verzweigung in Benzyl-Stellung und N-Alkylierung (Me, n-Pr, i-Pr) wurden toleriert. Region C bietet
sich darliber hinaus hervorragend zur Einflihrung einer Propargyl-Einheit an (19b). Diese kann zur
Synthese von Wirkstoffsonden flir mechanistische Studien bzw. zur Identifizierung einer

biomolekularen Zielstruktur genutzt werden.”’

ST
PRI /© /// NN
19a 1a 19b 19¢
MHKgo = 0.19 uM MHKgg = 0.78 uM MHKgg = 0.78 uM MHKgp = 3.125 uM

Abbildung 15: Strukturen und antimykobakterielle in vitro Aktivitdten einiger KSK-Analoga mit modifizierter
0-Benzylhydroxylamin-Einheit (Region C).177
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2 Zielsetzung

Die chemische Optimierung von Leitstrukturen hat neben der Verbesserung von Wirksamkeit und
Selektivitdt auch das Ziel, wiinschenswerte Anderungen physikochemischer Eigenschaften (z.B.
Stabilitdt und Loslichkeit) sowie pharmakokinetischer Eigenschaften (z. B. Bioverfiigbarkeit und
Metabolisierung) zu bewirken. Vor diesem Hintergrund wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. KURz
bereits Strukturoptimierungen sowie Untersuchungen zu physikochemischen Eigenschaften fiir die
Leitstruktur KSK 104 (1a) durchgefiihrt.'’” Im Rahmen dieses weiterfiihrenden Projektes sollte ein

entsprechendes Vorgehen fiir die zweite Leitstruktur KSK 106 (1b) folgen.

Zur effektiven Strukturoptimierung von KSK 106 (1b) erfolgte ebenfalls die Einteilung der Struktur in
die Regionen A, B und C sowie die Benennung der verbriickenden Teilstrukturen (Abbildung 16).
Region A besteht aus einer para-(Pentyloxy)benzoyl-Einheit, welche Uber eine Alkoxyamid-Struktur
mit der a-Aminooxyacetyl-Einheit (Region B) verbunden ist. Die Benzyloxyamid-Struktur erweitert das

bestehende Gerist aus den Regionen A und B um eine O-Benzylhydroxylamin-Einheit (Region C).

A Cc
para-(Pentyloxy)benzoyl- O-Benzylhydroxylamin-
Einheit Einheit
i \/@
.0
N
H
\/\/\O /4 1b \\
" KsK106

Alkoxyamid Benzyloxyamid

Abbildung 16: Einteilung der Leitstruktur KSK 106 (1b) in die Regionen A, B und C.

Das primare Ziel der Strukturmodifikationen war die Verbesserung der antimykobakteriellen in vitro
Aktivitat von KSK 106 (1b). Durch Synthese einer umfangreichen Substanzbibliothek, biologische
Testung im Rahmen eines Ganzzell-basierten Aktivitats-Assays und anschlieBender Analyse der
resultierenden SAR sollten die Inhibitoren sukzessive optimiert werden. Im Hinblick auf in vivo Studien
im Tiermodell sollten die Strukturmodifikationen unter zusatzlicher Berlicksichtigung der

metabolischen Stabilitat sowie der Wasserloslichkeit durchgefiihrt werden.
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Region A

Der nicht-substituierte Phenolether der para-(Pentyloxy)benzoyl-Einheit stellt eine potenzielle
metabolische Schwachstelle dar. Dessen Phase | Metabolisierung durch oxidative O-Desalkylierung
und nachfolgende Phase Il Konjugation an der entstandenen phenolischen Hydroxylgruppe kénnten
Griinde flr einen Aktivitatsverlust und die frithzeitige Eliminierung sein. Mit dem Ziel diese potenzielle
Schwachstelle zu eliminieren und die Aktivitdt von KSK 106 (1b) zu verbessern, sollte die Toleranz
gegeniber Funktionalisierung (Alkylkette und Benzenkern) und der Einfluss des verbriickenden
Heteroatoms ermittelt werden (Abbildung 17). Zusatzlich sollte die optimale Kettenlange evaluiert und

der Benzenkern gegen Heteroaromaten sowie Aliphaten ausgetauscht werden.

Region B

Aus Vorarbeiten von Dr. ALEXANDER BERGER war bekannt, dass die a-Aminooxyacetyl-Einheit von
KSK 104 (1a) nur geringe Toleranz fir Modifikationen zeigt. Aus diesem Grund sollte fiir KSK 106 (1b)
lediglich die Bedeutung der Alkoxyamid-Struktur fir die antimykobakterielle in vitro Aktivitat, im

Hinblick auf deren Hydrolyse und Wasserstoffbriickenbindungen, untersucht werden (Abbildung 17).

Region C

Analog zur Alkoxyamid-Struktur sollte auch die Bedeutung der Benzyloxyamid-Struktur fur die
antimykobakterielle in vitro Aktivitat untersucht werden. AuRerdem sollte die Benzyloxyamid-Struktur
nach dem Vorbild von KISFALUDY et al. durch Anilid- sowie Hydrazid-Strukturen ersetzt werden

(Abbildung 17).

Der nicht-substituierte Benzenkern der O-Benzylhydroxylamin-Einheit kdnnte im Zuge der Phase |
Metabolisierung einer aromatischen Oxidation sowie nachfolgender Phase Il Konjugation unterliegen
und stellt damit eine weitere potenzielle metabolische Schwachstelle dar. Zur Erhéhung der
metabolischen Stabilitat sollte der Benzenkern funktionalisiert und durch verschiedene Aliphaten bzw.

bioisostere fuinf- oder sechsgliedrige Heteroaromaten ersetzt werden.

Mit Bezug auf die postulierte Hypothese zum Wirkmechanismus (Prodrug-Theorie, s. Kapitel 1.4.1,
S. 27) sollte die Leitstruktur KSK 106 (1b) in hydrolysierbare, potenzielle Prodrugs tiberfihrt werden.
Ziel war es, den ionischen Charakter der involvierten Hydrolysefragmente bei physiologischem
pH-Wert zu maskieren und lipophilere Derivate zu entwickeln. Um die Prodrug-Theorie zusatzlich zu
starken, sollte die Benzyloxyamid-Struktur durch bioisostere Heteroaromaten ersetzt werden, die

nicht das Ziel hydrolytischer Bioaktivierung sein kénnen.
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Modifikation Austausch der Benzyloxyamid-Struktur
der Benzoyl-Struktur

L J Einflihrung bioisosterer
( h Heteroaromaten:
Austausch der A ¢ /
Ether-Struktur o NN, /<
N C N H SN
H Hy H
R ) R ) \/\/\O
s’ s! S"’ Modifikation der
O O KSK 106 O-Benzylhydroxylamin-Einheit
[ S
Funktionalisierung der Alkylkette \
o) A

FBC\/\/\O/ - ///\/\O/ - N \/O

Abbildung 17: Auswahl geplanter Strukturmodifikationen fiir die Leitstruktur KSK 106 (1b) in den Regionen A, B und C.
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Identifizierung des Wirkstoffziels und der aktiven Wirkform

Zur lIdentifizierung des Wirkstoffziels sowie der aktiven Wirkform von KSK 106 (1b) sollte die
Leitstruktur sowohl mit Biotin als auch fluoreszierend markiert werden. Die synthetisierten
Wirkstoffsonden werden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. KALSCHEUER im Rahmen eines

Pulldown- bzw. Lokalisierungs-Assays eingesetzt.

Untersuchung der Stabilitct

Sowohl die chemische Stabilitdit unter Nachahmung physiologischer Bedingungen als auch die
Plasmastabilitdt von KSK 104 (1a) und KSK 106 (1b) sollten untersucht werden, um deren Eignung fur

die weitere praklinische Entwicklung zu prifen.

Wasserldslichkeit und préklinische Formulierung

Im Hinblick auf in vivo Studien im Tiermodell sollte die Wasserloslichkeit von KSK 104 (1a) und von
KSK 106 (1b) ermittelt werden wund in Abhdngigkeit davon verschiedene Vehikel zur

Loslichkeitsvermittlung erprobt werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Strukturmodifikationen und SAR

Die Generierung von Struktur-Aktivitats-Beziehungen (SAR) und deren ausfiihrliche Analyse ist von
essenzieller Bedeutung fiir die praklinische Optimierung von Leitstrukturen. Aus diesem Grund wurde
eine umfangreiche Substanzbibliothek von tGber 100 KSK-Analoga dargestellt, die Auskiinfte tber den
Einfluss vielfaltiger Strukturmodifikationen auf die antimykobakterielle Aktivitat liefert. Aufgrund
mangelnder Kenntnis Gber eine biomolekulare Zielstruktur bzw. einen Wirkmechanismus, wurden die
Analoga Liganden-basiert, ergdnzt durch die bestehenden SAR der Leitstruktur KSK 104 (1a),

entwickelt. Die Molekilregionen A, B und C wurden dabei separat behandelt und ausgewertet.

Neben der Verbesserung der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat adressierten einige Modifikationen
zusatzlich die metabolische Stabilitdt sowie die Wasserloslichkeit von KSK 106 (1b) mit dem Ziel,

dessen pharmakokinetisches Profil bewerten und verbessern zu kénnen.

Im Folgenden werden samtliche Strukturmodifikationen der Leitstruktur KSK 106 (1b) in den Regionen
A, Bund Cvorgestellt. Alle dargestellten Analoga wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. KALSCHEUER
im Rahmen eines phadnotypischen Ganzzell-Assays auf ihre antimykobakterielle in vitro Aktivitat
gegenlber M. tuberculosis H37Rv  untersucht. Dabei handelt es sich um einen
Mikrobouillonverdiinnungs-Assay, welcher von Dr. LASSE VAN GEELEN und M. Sc. ANNA-LENE KIFFE-DELF
mit drei Replika (n=3) und einer sequenziellen Verdinnungsreihe von 100-0.048 um
(Verdlinnungsfaktor: 2) entsprechend der Richtlinien des Clinical & Laboratory Standards Institute

(CLSI) durchgefiihrt wurde.'’®

Die Auswertung der biologischen Aktivitdt (MHKg) ermoglichte die Erhebung der dargestellten SAR.
Ohne das Wissen Uber eine biomolekulare Zielstruktur sind keine konkreten Wechselwirkungen

bekannt und daher basieren die SAR auf der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat.

Die Lipophilie der Inhibitoren wurde anhand des Verteilungskoeffizienten P zwischen n-Octanol und
Wasser eingeordnet (log Poiw) — je groRer der log Pow ist, desto hoher ist die Lipophilie. Die
angegebenen Werte wurden nicht experimentell bestimmt, sondern computergestiitzt berechnet

(SwissADME).*"®
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3.1.1 Synthese und biologische Evaluation der KSK-Analoga: Region A

Zur effizienten Modifikation der para-(Pentyloxy)benzoyl-Einheit (Region A) von KSK 106 (1b) wurde
zunachst die Synthese des Schlisselintermediates| (13) optimiert. Durch EDC-Kupplung von
Boc-geschiitzter Aminooxyessigsaure (25) mit O-Benzylhydroxylamin und anschlieRender Freisetzung
des O-substituierten Hydroxylamins 13 durch Chlorwasserstoff in Dioxan konnte die bestehende
Synthese um einen Reaktionsschritt verkiirzt werden (Schema 6). Nach sdulenchromatographischer
Reinigung und Umbkristallisation wurde das Schllsselintermediat | (13) mit einer Reinheit von

299.9 % (HPLC) und mit 35 % mehr Gesamtausbeute erhalten (vgl. Kapitel 1.4.3, S. 31).

i) 1.20 Aq. EDC « HCI,
1.20 Aq. NEt3, 0.01 Aq. DMAP

0 o i) 1.20 Ag. O-Benzylhydroxylamin o o) \/@
>L o) >L
H H

CH,Cly RT
16 h
25 93 % 26
4.00 Aq. HCl in Dioxan (4M) J.L \/@
0 .0
Dioxan, RT HCI « H,N N
H
Th
85 % 13

Schema 6: Optimierte Synthese von Schliisselintermediat I (13).

AbschlieBend wurde Schliisselintermediat | (13) EDC-vermittelt mit den Carbonsduren 27a-ag
gekuppelt (Schema 7). Nach sdulenchromatographischer Reinigung und Umkristallisation wurden die

KSK-Analoga 28a-ag mit modifizierter Benzoyl-Einheit in einer Reinheit von > 95 % (HPLC) erhalten.

1.20 Ag. EDC « HCI

1.20 Aq. NEt;
o) 0 \/@ 0.10 Aq. DMAP 0 0 \/@
+ .0 .0 JU o .0
RJ\OH HCI « HyN \)J\N CH,Cly, RT RN \)J\N
H : H H
16 h
27a-ag 13 19-66 % 28a-ag

R = (Hetero-) Aromat, Aliphat

Schema 7: EDC-mediierte Kupplung zur Darstellung der KSK-Analoga 28a-ag mit modifizierter Benzoyl-Einheit (Region A).

Mit Ausnahme der kommerziell erhéltlichen Carbonsduren 27h, 27w-z, 27ac, 27ae und 27af wurden

die Carbonsauren 27a-ag nach Literaturvorschriften synthetisiert (s. Kapitel 3.1.1.1 — 3.1.1.4).
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3.1.1.1 Variation der Kettenldnge

Die Lange der Alkylkette in Region A von KSK 106 (1b) kann neben einem Einfluss auf die Lipophilie des
Inhibitors auch Einfluss auf potenzielle (hydrophobe) Wechselwirkungen mit einer biomolekularen
Zielstruktur haben. Zur Ermittlung der optimalen Lange wurden KSK-Analoga mit Kettenlangen von

Cy— Cyp dargestellt (Abbildung 18).

i \/@
/@)‘L N/O
H
\/\/\O
1b

C4-Coo

Abbildung 18: Variation der Kettenldnge in Region A von KSK 106 (1b).

Unter FINKELSTEIN-Bedingungen wurde Ethyl-4-hydroxybenzoat (29) mit den Bromalkanen 30a-e im
Sinne der WILLIAMSON-Synthese verethert. Durch anschlieRende alkalische Esterhydrolyse wurden die
Alkyloxybenzoesaduren 27a-e erhalten (Schema 8) und nach Schema 7 zu den KSK-Analoga 28a-e mit

unterschiedlichen Kettenldngen in Region A umgesetzt (s. Kapitel 3.1.1, S. 40).180181

WBr

30a-e
0 0.10 Aq. KI (0] O
3.00 Ag. K,CO4 5.00 Aq. LiOH
Aceton, Reflux M\ THF/H,0, RT M/\
HO 8h O 16 h O
65-98 % 32-95%

29 31lan=2 27an=2
31bn=4 27bn=4
31cn=5 27¢cn=5
31dn=6 27dn=6
31en=38 27en=8

Schema 8: Darstellung der Alkyloxybenzoescuren 32a-e mit Kettenldngen zwischen C4 und Cyp.180.181

Die FINKELSTEIN-Reaktion wird in der organischen Synthese zur in situ Generierung eines Alkyliodids
genutzt, da dessen Reaktivitat im Vergleich zum entsprechenden Chlorid bzw. Bromid gesteigert
ist.182183 Es handelt sich um eine konzertierte Reaktion, die nach einem Sy2-Mechanismus unter

Inversion der Konfiguration (WALDEN-Umkehr) verlduft (Schema 9).
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Durch Reaktionsfiihrung in Aceton wird das Gleichgewicht aufgrund der schlechteren Loslichkeit von

Chlorid- und Bromid-Salzen im Vergleich zu lodid-Salzen auf Seiten des Alkyliodids verschoben.'®

R RS R3
o | | o
1o+ sz-/c\x — | FCooX — S X
R R* R R

Schema 9: Reaktionsmechanismus der FINKELSTEIN-Reaktion unter Inversion der Konfiguration.

Anhand der minimalen Hemmkonzentrationen (MHKso) der KSK-Analoga 28a-e ist ein deutlicher Trend
zu erkennen (Tabelle 3). Sowohl die Verlangerung der Kohlenstoffkette (Ce — Cio) als auch deren
Verkiirzung (Ca) liefern sukzessive Inhibitoren mit geringerer antimykobakterieller in vitro Aktivitat im
Vergleich zur Leitstruktur KSK 106 (1b). In Gegenwart eines Phenolether-Sauerstoffs ist die optimale

Lange der Alkylkette in Region A mit fiinf Kohlenstoffatomen erreicht.

Tabelle 3: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKgo) von KSK 106 (1b) und den KSK-Analoga 28a-e mit unterschiedlichen
Kettenldngen in Region A gegentiber M. tuberculosis H37Rv (erhoben von M. Sc. ANNA-LENE KiFFe-DELF).185

Struktur Cs Ca Ce Cr Ce Cio
1b 28a 28b 28c 28d 28e
MHKago [uM] 0.39 0.78 1.56 1.56 1.56 3.125
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3.1.1.2 Austausch der Ether-Struktur

Der Sauerstoff des Phenolethers in Region A kodnnte eine entscheidende Rolle fiir die
antimykobakterielle in vitro Aktivitat, aber auch fir die physikochemischen Eigenschaften sowie die
metabolische  Stabilitit von KSK106 (1b) spielen. Neben seiner Fahigkeit als
Wasserstoffbriicken-Akzeptor zu fungieren, hat er Einfluss auf die Lipophilie des Inhibitors und stellt

eine potenzielle metabolische Schwachstelle durch oxidative O-Desalkylierung dar.

Verglichen mit der Ether-Struktur kann die Fahigkeit zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken durch
Einfihrung eines basischen sekunddren Amins (Aza-Analogon) invertiert oder die Lipophilie durch
Einfihrung eines Thioethers (Thia-Analogon) gesteigert werden (Abbildung 19). Ein reines
Carba-Analogon kdnnte neben gesteigerter Lipophilie zusatzlich verbesserte metabolische Stabilitat

zeigen, da es keiner oxidativen Desalkylierung unterliegen wirde.

Iz

QA e

Abbildung 19: Austausch der Ether-Struktur in Region A von KSK 106 (1b).

Durch Alkylierung von Benzocain (32) bzw. Ethyl-4-mercaptobenzoat (33) mit 1-Brompentan unter
FINKELSTEIN-Bedingungen und anschlieBRender alkalischer Hydrolyse konnten 4-(Pentylamino)-

benzoesiure (27f) bzw. 4-(Pentylthio)benzoesiure (27g) erhalten werden (Schema 10).186187

i) 1.30 Aq. 1-Brompentan
o 0.10 Aq. KI, 3.00 Aq. K,CO4 o

Aceton, Reflux, 8 h, 66 - 82 %
o™ - OH
ii) 5.00 Aqg. LiOH
HX \/\/\x

THF/H,O, RT, 16 h, 76 - 82 %

32X =NH 27f X =NH
33X=8 27gX =8

Schema 10: Darstellung der Carbonsduren 27f und 27g durch Alkylierung von Benzocain (32) bzw.
Ethyl-4-mercaptobenzoat (33) und anschliefsender alkalischer Hydrolyse.186:187
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Durch Oxidation mit meta-Chlorperbenzoesdure (mCPBA) konnte 4-(Pentylthio)benzoesaure (27g)

zusatzlich in das entsprechende Sulfon 27i Giberfiihrt werden (Schema 11).188

o (e}
3.00 Aq. mCPBA
/@)‘\OH /@)‘\OH
CH,Cl, RT AP
\/\/\S 16 h C;/S\b
55 %
27g 27i

Schema 11: Darstellung von 4-(Pentylsulfonyl)benzoesdure (27i).188

Zur Darstellung eines analogen Sulfonamids wurde das Thiol 34 nach einer Vorschrift von Xu et al.*®
mit N-Chlorosuccinimid (NCS) in Acetonitril/Wasser (7:1) oxidativ chloriert. Das entstandene
Sulfonylchlorid konnte in situ mit n-Butylamin abgefangen werden, um Sulfonamid 35 zu erhalten. Die

abschlieBende alkalische Hydrolyse des Methylesters lieferte Carbonsiure 27j (Schema 12).1%

0 i) 4.00 Aq. NCS 0 o
o ii) 6.00 Aq. n-Butylamin ! /@)J\o/ 5.00 Aq LiOH y /@)\oH
MeCN/H,0, 40 °C \/\/N\S THF/H,0, RT \/\/N\S
HS 45 min O// \\O 16 h O// \b
91 % 91 %
34 35 27j

Schema 12: Darstellung der Carbonsdure 27j.18°

Die synthetisierten Carbonsduren 27f, 27g, 27i und 27j sowie die kommerziell verflighare
4-(Hexyl)benzoesdure (27h) wurden nach Schema 7 zu den KSK-Analoga 28f-j mit modifizierter

Ether-Struktur in Region A umgesetzt (s. Kapitel 3.1.1, S. 40).
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In Bezug auf den Austausch der Ether-Struktur in Region A von KSK 106 (1b) ist ein Zusammenhang

zwischen Lipophilie und antimykobakterieller in vitro Aktivitat zu beobachten (Tabelle 4).

Tabelle 4: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKgo) von KSK 106 (1b) und den KSK-Analoga 28f-j mit modifizierter
Ether-Struktur in Region A gegeniiber M. tuberculosis H37Rv (erhoben von M. Sc. ANNA-LENE KiFFe-DELF) sowie berechneter
Lipophilie (log Posw) der Inhibitoren.&

Iz

Struktur CH, S 0] NH SO, SO;NH
28h 28g 1b 28f 28i 28j
MHKgo [um] 0.19 0.19 0.39 1.56 25 50
log Poyw™ 3.92 3.61 3.06 2.94 2.81 1.90

*berechnet nach SwissADME®

Durch Steigerung der Lipophilie (Carba- und Thia-Analogon, 28h und 28g) konnten Inhibitoren mit
leicht verbesserter antimykobakterieller in vitro Aktivitdt erhalten werden (MHKgo =0.19 um). Im
Vergleich dazu sinkt die Aktivitdt der Inhibitoren sukzessive durch Verringerung der Lipophilie (28f, 28i
und 28j).

Die verbesserte invitro Aktivitit des Carba-Analogons 28h (MHKg =0.19 uM) zeigt, dass die
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen in dieser Region keine essenzielle Rolle fir die

antimykobakterielle Wirksamkeit spielt.
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3.1.1.3 Funktionalisierung der Alkylkette

Die unsubstituierte Alkylkette in Region A von KSK 106 (1b) stellt eine weitere potenzielle metabolische
Schwachstelle dar (Hydroxylierung durch Oxidoreduktasen). Die Funktionalisierung der Alkylkette
kénnte somit nicht nur die antimykobakterielle invitro Aktivitat und die physikochemischen
Eigenschaften der resultierenden auch deren

Inhibitoren beeinflussen, sondern potenziell

metabolische Stabilitat (Abbildung 20).

i 9
\/\/\O 1b
|
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Abbildung 20: Funktionalisierung der Alkylkette in Region A von KSK 106 (1b).
Die Synthese der benétigten  Carbonsduren  erfolgte  durch  Veretherung von

Ethyl-4-hydroxybenzoat (29) mit den Alkylbromiden 36k-r (WILLIAMSON-Synthese) und nachfolgender
alkalischer Hydrolyse (Schema 13).1%° Die Carbonsduren 27k-r wurden anschlieBend nach Schema 7 zu

den KSK-Analoga 28k-r mit funktionalisierter Alkylkette in Region A umgesetzt (s. Kapitel 3.1.1, S. 40).

Methode A/B
o) 1.30 Ag. Alkylbromid o] ) (o]
36k-r 5.00 Aq. LiOH
o o™ OH
62 -98 % R THF/H50, RT R
HO Ko} 16 h Ne)
77 - 98 %
29 37k R = (CH,)sCCH 27k R = (CH,);CCH

371 R = (CH,),CCH
3TmR = CH2)4CN

37n R= CH2)3OCH3
370 R= CH,),0CH,CH3

37q R = (CH,)3S0,CH,

271 R = (CH,),CCH
2TmR = (CH2)4CN

27n R= CH2)3OCH3
270 R= CHz)ZOCH2CH3

27q R = (CH,)3S0,CH,

(
z z
37p R = (CH,),CF; 27p R =(CH,)4CF3
( (
( (

37r R = (CHy),NHSO,CHj 27r R = (CH,),NHSO,CHj

Schema 13: Veretherung von Ethyl-4-hydroxybenzoat (29) und anschliefSende alkalische Hydrolyse zur Darstellung der
Carbonsduren 27k-r. Methode A: K,CO3, DMF, 80 °C, 16 h; Methode B: K;COs3, KI, Aceton, Reflux, 8 h.190.191

Die Alkylbromide 36k-p waren kommerziell erhiltlich und wurden ohne weitere Aufreinigung zur

Synthese der Carbonsauren 27k-p genutzt.
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Das Alkylsulfon 36q konnte durch Methylthiolierung von 1-Brom-3-chlorpropan (38) mit dem
Natriumsalz des Methylmercaptans und anschlieBender Oxidation mit meta-Chlorperbenzoesdure

(mCPBA) erhalten werden (Schema 14).18

~ /\/\

s cl

PN 1.00 Aq. NaSMe g 3.00 Ag. mCPBA do
Br Cl
DMF, 70 °C CH,Cl, RT

16 h RS- 25 S

68 % 25 9, 0o
38 39 36q

Schema 14: Darstellung des Alkylsulfons 36q nach Li et al.88

Das entsprechende Alkylsulfonamid 36r wurde durch Mesylierung von 2-Bromoethylamin-

Hydrobromid (40) erhalten (Schema 15).1?

1.00 Ag. Mesylchlorid

2.00 Aq. NEtg H
HBr+ HoN_~p, SeNg,
CH,Cl, 0 °C - RT 3o
16 h
40 40 % 36r

Schema 15: Darstellung des Alkylsulfonamids 36r nach Lee et al.1%?

Die minimalen Hemmkonzentrationen (MHKq) der KSK-Analoga 28k-r (Tabelle 5) bestdtigen den
bisher beobachteten Trend: Die Verringerung der Lipophilie durch terminale Funktionalisierung der
Alkylkette (Region A) mit polaren Strukturmotiven fiihrt zur Reduktion der antimykobakteriellen

in vitro Aktivitat (vgl. KSK 106 (1b) mit log Pow = 3.06).

Tabelle 5: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKgo) von KSK 106 (1b) und den KSK-Analoga 28k-r mit funktionalisierter
Alkylkette in Region A gegeniiber M. tuberculosis H37Rv (erhoben von M. Sc. ANNA-LENE KiFFe-DELF).185

i \/@
/@)‘L N/O
R H
o)

Struktur z SN N R o
28k 1b 28l 28p 28n
MHKgo [m] 0.19 0.39 0.39 0.78 3.125
H
Struktur Ol N\\\/\/\\ (\)//S\g\/\\ ;,,S%N\/\\
280 28m 28q 28r
MHKgo [uM] 12.5 12.5 > 100 > 100
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Diesem Trend entsprechend sind die Sulfon- bzw. Sulfonamid-basierten Inhibitoren 28q und 28r
(log Poyw < 2) mit einer MHKgqo von Gber 100 um als inaktiv anzusehen. Im Vergleich dazu liefert die
EinfUhrung von Ether-Strukturen zumindest Inhibitoren mit geringfligiger (280, MHKgo = 12.5 um) bis
moderater (28n, MHKg = 3.125 um) Aktivitat bei einem log Po/w = 2. Der direkte Vergleich von Nitril
28m (log Posw = 2.35, MHKg = 12.5 uM) und dem entsprechenden terminalen Alkin 28l (log Po/w = 3.08,
MHKsgo = 0.39 um) in Bezug auf Lipophilie und antimykobakterielle in vitro Aktivitat veranschaulicht den
beobachteten Trend deutlich. Das Cs-Propargyl-Analogon 28k ist mit einer MHKg von 0.19 um sogar
aktiver (Faktor 2) als KSK 106 (1b) und eignet sich zur bioorthogonalen Markierung der KSK-Leitstruktur
in Region A zur Darstellung von Wirkstoffsonden (s. Kapitel 3.2, S. 84). Das Trifluormethyl-Analogon
28p konnte neben guter in vitro Aktivitdit (MHKgo = 0.78 uM) zusatzlich verbesserte metabolische

Stabilitat zeigen.
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3.1.1.4 Modifikation der Benzoyl-Struktur

Ein weiteres Ziel struktureller Optimierung in Region A von KSK 106 (1b) war die para-substituierte
Benzoyl-Struktur. Dabei wurde die Funktionalisierung des Benzenkerns sowie dessen Austausch gegen
Heteroaromaten und Alkylketten vorgenommen, um die Toleranz gegeniiber diversen
Strukturelementen zu evaluieren und damit die Bedeutung der Benzoyl-Struktur fir

antimykobakterielle in vitro Aktivitat zu bewerten (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Modifikation der Benzoyl-Struktur in Region A von KSK 106 (1b).

Im Rahmen der Strukturmodifikationen wurde der Benzenkern gegen fluorierte Aquivalente
ausgetauscht. Die kommerziell erhiltlichen fluorierten Methyl-4-hydroxybenzoate 41 und 42 wurden
durch die WILLIAMSON-Synthese mit 1-Brompentan verethert. Nach alkalischer Hydrolyse wurden die
Carbonsaduren 27s-t erhalten (Schema 16)'*'%* und gemiR Schema 7 zu den KSK-Analoga 28s-t mit

fluorierter Benzoyl-Struktur in Region A umgesetzt (s. Kapitel 3.1.1, S. 40).

0 1.30 Aq. 1-Brompentan

a 0 )
R 3.00 Ag. K,CO4 R 5.00 Aqg. LiOH R
|\ X o7 |\ X o7 ——M |\ Ny~ TOH
DMF, 80 °C THF/H,0, RT
HO™ 7 16 h SN 8h SN0
90-92 % 80-94 %
41 R = ortho-F 43a R = ortho-F 27s R = ortho-F
42 R = meta-F 44a R = meta-F 27t R = meta-F

Schema 16: Darstellung der fluorierten Carbonséuren 27s-t nach WEel bzw. Hiral et al. 193,194

49



Ergebnisse und Diskussion

Fluorierte Verbindungen haben einen bemerkenswerten Ruf im Bereich der medizinischen Chemie und
spielen eine bedeutende Rolle fiir Leitstrukturen in der therapeutischen Anwendung. Fluor ist das
elektronegativste aller Elemente und (bt einen stark negativen induktiven (—I) Effekt aus. Wahrend
sich C—F und C—H Bindungen bezogen auf den sterischen Anspruch nur geringfligig unterscheiden,
ist deren Reaktionsverhalten hingegen in vielen Belangen kontrar. Der Austausch einer schwachen C -
H Bindung (411 kJ/mol)* durch eine stiarkere C — F Bindung (485 kJ/mol)}®> kann der oxidativen
Metabolisierung entgegenwirken und die einhergehende Umkehr der Bindungspolaritat kann
zusatzliche Wechselwirkungen mit einer biomolekularen Zielstruktur ermoglichen, bei denen Fluor als
Wasserstoffbriicken-Akzeptor fungiert. Erganzt durch einen Einfluss auf Lipophilie und pKs kann die
Einflhrung eines Fluoratoms einen positiven Einfluss auf die orale Bioverfiigbarkeit und die Aktivitat

eines Wirkstoffkandidaten haben %619

Neben der Toleranz gegeniiber aromatischer Fluorierung wurde ebenfalls der Austausch der
Benzoyl-Struktur gegen eine Phenylacetyl-Struktur untersucht. Die Synthese der zugrundliegenden
Phenylessigsdure 27u erfolgte durch Alkylierung von Methyl-4-(hydroxy)phenylacetat (45) und
nachfolgender Hydrolyse des Methylesters (Schema 17). Die erhaltene Carbonsaure 27u wurde nach

Schema 7 zum KSK-Analogon 28u umgesetzt (s. Kapitel 3.1.1, S. 40).

i) 1.30 Ag. 1-Brompentan
3.00 Ag. K,CO3, 0.10 Ag. KI

HO\@\)OJ\ Aceton, Reflux, 8 h, 91 % /\/\/O\Q\/ﬁ\
o~  ii)5.00 Aq. LiOH oH

THF/H,O, RT, 16 h, 91 %
45 27u

Schema 17: Darstellung der para-substituierten Phenylessigsdure 27u.

Nach diesem Vorbild wurde zusatzlich das Alkoxy-Harnstoff-Analogon 46 ausgehend von
4-(Pentyloxy)benzoesiure (14b) nach der Vorschrift von SIT et al. dargestellt (Schema 18).2%° Der
Einsatz von Diphenylphosphorylazid (DPPA) ermoéglichte die insitu Generierung des
korrespondierenden Isocyanats, welches durch Zugabe von Schlisselintermediat | (13) zum

Alkoxy-Harnstoff-Analogon 46 abreagierte.

i) 1.40 Aq. DPPA
o) 2.00 Ag. DIPEA

ii) 2.00 Ag. Schliisselintermediat | /\/\/O\©\ i i
OH M o 0
NN Toluol, 105 °C — 80 °C o
0 oh H H H
41 %
14b 46

Schema 18: Darstellung des Alkoxy-Harnstoff-Analogons 46 durch in situ Generierung eines Isocyanats nach Sit et al.2
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Mit Hilfe von DPPA kdnnen Carbonsauren (l) in die entsprechenden Azide (ll) umgewandelt werden
und die nachfolgende Curtius-Reaktion zum korrespondierenden Isocyanat Il ermdoglicht die

Erzeugung von primadren Aminen, Carbamaten oder auch Harnstoffen (Schema 19).201:202

o) DPPA 0 . 0 e Qo N A N
> — )J\ _N* D )J\ o_N~ —> R Cxs
R” “OH R™ N3 RN RN Nz ©

Schema 19: Darstellung eines Carbonsdure-Azids (ll) und Curtius-Umlagerung zum entsprechenden Isocyanat 111,201,202

Der Ring-zu-Ring-Austausch des Benzenkerns in Region A ermoglichte Riickschlisse Uber die
Notwendigkeit eines sechsgliedrigen, carbocyclischen Aromaten fiir die antimykobakterielle in vitro
Aktivitdt. Zu diesem Zweck eignete sich der flinfgliedrige Heteroaromat Furan aufgrund seiner
Bioisosterie zu Benzol.?®® Zur Kompensation der leicht erhéhten Hydrophilie durch Furan wurde die

verbriickende Ether-Struktur durch einen starker lipophilen Thioether ersetzt.

Die Synthese der Carbonsaure 27v gelang durch Kupplung von Bromofuran 47 und 1-Pentanthiol im
Sinne einer modifizierten ULLMANN-Reaktion?®® und nachfolgender Hydrolyse des Methylesters
(Schema 20). Durch anschlieBende Kupplungsreaktion mit Schlisselintermediat 1 (13) unter

Verwendung von EDC wurde das KSK-Analogon 28v erhalten (Schema 7, s. Kapitel 3.1.1, S. 40).

i) 3.00 Aq. 1-Pentanthiol
0.15 Ag. Cu(OAc),, 0.15 Ag. 2,2"-Biimidazol

o 2.00 Aq. Cs,CO4 o
DMSO, 150 °C, 16 h, 73 % o
o o s ] OH
Br—\ | i) 5.00 Ag. LiOH
THF/H,0, RT, 8 h, 72 %
a7 27v

Schema 20: Darstellung der Carbonsdure 27v im Sinne einer modifizierten ULLMANN-Reaktion.2%4

Unter der ULLMANN-Reaktion versteht man die Kupfer-katalysierte Kupplung von zwei Arylhalogeniden
zum entsprechenden Biaryl. Allerdings existieren auch diverse Varianten, wie z.B. die
JOURDAN-ULLMANN-Reaktion, bei der ein Arylhalogenid mit einem Anilin-Derivat zum entsprechenden
Biarylamin umgesetzt wird. In der Literatur werden hauptsachlich zwei mogliche Mechanismen fir
Reaktionen des ULLMANN-Typs beschrieben: Katalysezyklen, die entweder auf oxidativer Addition

sowie reduktiver Eliminierung oder auf Bildung eines aktivierenden n-Komplexes basieren.?%
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Die Synthese der Carbonsaure 27v basiert auf einer modernen Variante der ULLMANN-Reaktion. Im Jahr
2014 beschrieben ZENG et al. die C—S Kreuzkupplung von aliphatischen Thiolen mit Arylhalogeniden
als Reaktion des ULLMANN-Typs.?** Sie postulierten dabei einen homogenen Katalysezyklus, der auf

oxidativer Addition und reduktiver Eliminierung basiert (Schema 21).

CUH
Ar cu' ArX
reduktive oxidative
Eliminierung Addition
/Cu\”' /Cu\”‘
Ar X Ar
>_< Cs,CO3

Transmetallierung

Schema 21: Reaktionsmechanismus der C — S Kreuzkupplung des ULLMANN-Typs nach ZenG et al.20%

Um die Bedeutung der Benzoyl-Struktur in Region A fiir die antimykobakterielle in vitro Aktivitat von
KSK 106 (1b) weiter zu untersuchen, wurde diese im Rahmen der Strukturmodifikationen zusatzlich

gegen gesattigte Aliphaten ausgetauscht.

Die Synthese der entsprechenden KSK-Analoga 28w-z mit rein aliphatischer Struktur in Region A
erfolgte durch EDC-Kupplung der kommerziell erhaltlichen Monocarbonsauren Pentansaure (27w),
2-Propylpentansaure (27x), Nonansaure (27y) und Decansaure (27z) mit Schlisselintermediat | (13)

(Schema 7, s. Kapitel 3.1.1, S. 40).

In Abwesenheit der Benzoyl-Struktur ist die Ausbildung von m,m-Wechselwirkungen in Region A nicht
moglich. Diese Wechselwirkungen treten zwischen m-Systemen von Molekilen auf und kénnen
beispielsweise verantwortlich fur die Ausbildung eines Enzym-Substrat-Komplexes sein, sofern eine

aromatische Aminosaureseitenkette (Phe, Trp, Tyr, His) im aktiven Zentrum vorhanden ist.206-207

Um mogliche m,m-Wechselwirkungen zu maximieren wurden nach dem Vorbild der Leitstruktur
KSK 104 (1a) verschiedene KSK-Analoga mit Biaryl-Struktur in Region A dargestellt. Dazu wurde die
Benzoyl-Struktur in para-Stellung mit flinfgliedrigen Heterocyclen (28aa-ac), Morpholin (28ad) oder

Phenol (28ae) substituiert bzw. gegen 1H-Indol (28af) ausgetauscht.
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Die bendtigten Carbonsduren waren entweder kommerziell erhéltlich (27ac, 27ae und 27af) oder

wurden nach etablierten Literaturvorschriften synthetisiert (27aa, 27ab und 27ad, Schema 22).208-210

i) 1.00 Ag. CaH,
HSAc, 80 °C, 1 h, 49 %

0 i) 1.00 Aqg. 2-Brom-1,1-diethoxyethan 0
EtOH, Reflux, 16 h, 21 % OH
o
iii) 5.00 Ag. LiOH S
NC THF/H,0, RT, 16 h, 86 % <\/}\l
48 27aa
i) 2.00 Aq Pyrrol 0

CN
/@ DMF, Reflux, 2 h, 58 % /©)‘\OH
F ii) 5.00 Aq. LiOH />N
THF/H,0, RT, 16 h, 66 % N

49 27ab

10 i) 3.30 Aq. Morpholin 9
120 °C, 16 h, 12 % /@J\OH
O/
ii) 5.00 Aq. LiOH (\N
F THF/H,O, RT, 16 h, 79 % o\)
50 27ad

Schema 22: Darstellungen der Carbonséuren 27aa, 27ab und 27ad.208-210

Ein weiteres KSK-Analogon mit Biaryl-Struktur in Region A wurde ausgehend von Thiobenzamid (51)
durch die HANTzSCH-Thiazolsynthese dargestellt. Nach N-Alkylierung mit Ethyl-3-Bromopyruvat (52),
intramolekularer Cyclokondensation zum 2-Phenylthiazol und abschlieRender Hydrolyse des

Ethylesters konnte die Thiazol-4-Carbonsiure 27ag erhalten werden (Schema 23).21

S
o 1,4-Dioxan, Reflux, 3 h, 49 % N
NHy * Br/\H)J\O/\ - % OH
ii) 5.00 Aq. LiOH |
o)
51

THF/H,0, RT, 16 h, 90 % S
52

Schema 23: Darstellung der Thiazol-4-Carbonsdure 27ag.?!!

Die EDC-vermittelte Kupplungsreaktion der Carbonsauren 27aa-ag und Schliisselintermediat 1 (13)

liefere die KSK-Analoga 28aa-ag mit Biaryl-Struktur in Region A (Schema 7, s. Kapitel 3.1.1, S. 40).
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Die antimykobakterielle in vitro Aktivitat der KSK-Analoga 28w-z mit rein aliphatischer Struktur in
Region A bestatigt, dass hydrophobe Wechselwirkungen fiir eine ausgepragte antimykobakterielle
in vitro Aktivitat notwendig sind (Tabelle 6). Sofern die Lipophilie der Leitstruktur KSK 106 (1b,
log Poyw = 3.06) nicht verringert wurde, lieferte der Austausch der Benzoyl-Struktur gegen lineare
Alkylketten (Co und Cio) potente Inhibitoren mit MHKgo von 0.39 um (28y, log Po/w =3.05 und 28z,
log Posw = 3.36). Die Einfihrung einer kiirzeren Alkylkette (Cs, 28w, log Po/w = 1.48) flihrte bereits zu
einer deutlichen Reduktion der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat (MHKg = 6.25 uM) und eine

Kettenverzweigung (28x, log Po/w = 2.50) fihrte letztlich zum Aktivitatsverlust (MHKgo > 100 um).

Tabelle 6: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKso) von KSK 106 (1b) und den KSK-Analoga 28s-ag mit modifizierter
Benzoyl-Struktur in Region A gegeniiber M. tuberculosis H37Rv (erhoben von M. Sc. ANNA-LENE KiFFe-DELF).185

N
H
F
e P - F -
Struktur PPN /@ Mn/\ N N j@
o 28y n=5 © ©
1b 28z n=6 28s 28t
MHKoo 0.39 0.39 0.78 1.56
[um]
7 s
- N (0]

Struktur ©\ Q /\/\/ ﬁ F3C\</ , N \©\
(@] O’N -
28ae 28v 28ac 28u

MHKso 1.56 3.125 3.125 3.125
[um]
S /@ /\/\/O
Struktur </, SN C'/\l \©\
\ N =N N’/
28aa 28w 28ab 46 H
MHKso 6.25 6.25 25 > 100
[um]
- Q Y - N -~

Struktur \ij o(\) N SJ
28x 28ad 28af 28ag

Ll > 100 >100 > 100 > 100
[um]
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Der Austausch der Benzoyl-Struktur in Region A von KSK 106 (1b) gegen eine homologe
Phenylacetyl-Struktur (28u) resultierte in einer Verringerung der Aktivitit um den Faktor 8
(MHKgo =3.125 uM) und das entsprechende Alkoxy-Harnstoff-Analogon 46 zeigte keinerlei

antimykobakterielle in vitro Aktivitat (MHKgo > 100 pum).

Auch der bioisostere Austausch des Benzenkerns gegen Furan fiihrte zu einer Reduktion der
antimykobakteriellen in vitro Aktivitat (28v, MHKg = 3.125 um), wohingegen dessen Fluorsubstitution
gut toleriert wurde und nur zur geringfligigen Reduktion der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat

fihrte (28s, MHKgo = 0.78 puM und 28t, MHKgo = 1.56 pm).

Die Inhibitoren 28aa-ag, die nach dem Vorbild der Leitstruktur KSK 104 (1a) mit einer Biaryl-Struktur
in Region A entwickelt wurden, konnten nicht durch die Verbesserung der antimykobakteriellen
in vitro Aktivitat (iberzeugen. Einzig das Diphenylether-Analogon (28ae, MHKg = 1.56 uM) und das
Trifluormethyloxadiazol (TFMO)-Analogon (28ac, MHKg =3.125 um) zeigten moderate in vitro
Aktivitdt, wohingegen alle weiteren Biaryl-Analoga als wenig aktiv bis inaktiv anzusehen sind

(MHKso = 6.25 — 100 pm).
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3.1.2 Synthese und biologische Evaluation der KSK-Analoga: Region B

Aus der Dissertation von Dr. ALEXANDER BERGER geht hervor, dass die a-Aminooxyacetyl-Einheit
(Region B) der KSK-Leitstrukturen ein entscheidendes Strukturmotiv fir die Inhibition
mykobakteriellen Wachstums ist und wenig Raum fir strukturelle Modifikationen bietet. Fir ein
tiefgreifenderes Verstandnis der SAR in Region B wurden dennoch ausgewdhlte Modifikationen der

a-Aminooxyacetyl-Einheit von KSK 106 (1b) durchgefiihrt (Abbildung 22).
o] o] o)
AL P R

i 0
d N/O
H
\/\/\O 1b

Abbildung 22: Strukturmodifikationen der a-Aminooxyacetyl-Einheit (Region B) von KSK 106 (1b).

Zunachst wurde die Alkoxyamid-Struktur von KSK 106 (1b) durch Amid-Strukturen ersetzt. Durch die
Kupplungsreaktion (HATU) von Boc-geschiitztem Glycin (53a) bzw. Boc-geschiitztem B-Alanin (53b) mit
O-Benzylhydroxylamin und anschlieender Entschiitzung durch Chlorwasserstoff in Dioxan konnten
die Amine 54a bzw. 54b als Hydrochloride erhalten werden. Diese wurden durch erneute
HATU-Kupplung mit 4-(Pentyloxy)benzoesaure in die KSK-Analoga 55a-b mit Amid-Struktur in Region B
Uberfiihrt (Schema 24).

i) 1.20 Ag. O-Benzylhydroxylamin
1.20 Aq. HATU, 3.00 Aqg. DIPEA

H Q ii) 4.00 Ag. HCI in Dioxan (4M) 9]
OTNWJ\OH HCI-HZNWJ\ .0
h DMF, RT h N
0 16 h H
_ 0
53an=1 40-75% 54an=1
53bn=2 54bn =2

1.00 Aq. 4-(Pentyloxy)benzoesiure

1.20 Aq. HATU e ~_O
3.00 Aq. DIPEA \©\”/H 0 \/@
NWJ\ .0
DMF, RT A ”
o)

16 h
21-75%

55an=1
55bn=2

Schema 24: Darstellung der KSK-Analoga 55a-b mit Amid-Struktur in Region B ausgehend von Boc-Glycin (53a) und
Boc-B-Alanin (53b).
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Um die Bedeutung der Alkoxyamid-Struktur fiir antimykobakterielle in vitro Aktivitat weiter zu
untersuchen, wurde zusatzlich das KSK-Analogon 59 mit Keton-Struktur in Region B dargestellt.
Ausgehend von Phenol (56) wurde es (ber drei Schritte synthetisiert (Schema 25). Nach der

212 wurde der Phenolether 57 im Sinne einer

Veretherung mit 1-Brompentan (WILLIAMSON-Synthese)
FRIEDEL-CRAFTS-Acylierung mit Glutarsaureanhydrid umgesetzt. Die entstandene 6-Ketocarbonsaure 58
wurde abschlieend einer Kupplungsreaktion mit O-Benzylhydroxylamin unter Verwendung von HATU

unterzogen, um das KSK-Analogon 59 mit Keton-Struktur in Region B zu erhalten.

1.20 Ag. 1-Brompentan

HO Aceton, 65 °C "0

16 h
56 53 % 57
1.50 Aq. Glutarsaureanhydrid 0 0
1.50 Ag. AICI;
OH
CH,ClI, 0 °C — Reflux
35 % 58
1.20 Aq. O-Benzylhydroxylamin
1.20 Aq. HATU o o
3.00 Aq. DIPEA o
N
DMF, RT H
16 h "0
45 % 59

Schema 25: Darstellung des KSK-Analogons 59 mit Keton-Struktur in Region B.?'2

Das KSK-Analogon 59 sollte im Vergleich zu KSK 106 (1b) und auch zu den KSK-Analoga 55a-b mit
Amid-Struktur in Region B ein zunehmend eingeschrdnktes Verhalten in Bezug auf die Ausbildung
intermolekularer Wechselwirkungen zeigen. Durch Abwesenheit der beiden Alkoxyamid-Heteroatome
(Stickstoff und Sauerstoff) mangelt es 59 an potenziell bedeutsamen Wasserstoffbriicken-Donoren
bzw. -Akzeptoren, die verantwortlich fir Interaktionen mit einer biomolekularen Zielstruktur sein
konnten. Auch vor dem Hintergrund des postulierten Wirkmechanismus (s. Kapitel 1.4.1, S. 27) ist der
Austausch der Alkoxyamid-Struktur gegen eine Keton-Struktur von Interesse, da eine

Biotransformation durch Amidohydrolasen an dieser Stelle unterbunden ist.
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Es folgte die Darstellung von KSK-Analoga mit Kettenverzweigung durch Einfliihrung einer
Methylgruppe in a-Stellung zur Benzyloxyamid-Struktur (Region B, 63a) sowie einer zusétzlichen
Methylgruppe in Benzyl-Stellung (Region C, 63b). Die HATU-basierte Kupplungsreaktion von
4-(Pentyloxy)benzoesaure (14b) und Hydroxylamin-Hydrochlorid lieferte zunachst Hydroxamséaure 60.
Nach O-Alkylierung mit 2-Brompropansdure und erneuter Kupplungsreaktion (HATU) mit den
O-substituierten Hydroxylaminen 62a-b konnten die KSK-Analoga 63a-b mit Kettenverzweigung in den

Regionen B und C erhalten werden (Schema 26).

1.20 Ag. NH,OH « HCI

o 1.20 Aq. HATU o
3.00 Aq. DIPEA _OH
OH N
DMF, RT H
\/\/\o 16 h \/\/\O
65 %
14b 60

1.00 Aq. 2-Brompropanséure

A O (e}
1.00 Ag. NaH (60 % in Mineraldl) o
N~ OH
THF, -10 °C — Reflux PPN H
()
61

8h
17 %

H2N'OY :

R
62a-b
3.00 Aq. DIPEA
NS NS
DMF, RT H Ho &
16 h N0

45 -46 % 63aR=H
63b R = Me

Schema 26: Darstellung der KSK-Analoga 63a-b mit Kettenverzweigung in den Regionen B und C.

In der Fachliteratur wird die a-Methylierung und ihr Einfluss auf die metabolische Stabilitat von
Amiden und verwandten Stoffklassen vielfaltig diskutiert. So zeigten beispielsweise einige methylierte
Derivate von Anandamid, einem endogenen Cannabinoid-Rezeptor Ligand, eine gesteigerte Stabilitat
gegeniiber der Degradierung durch Amidasen.?’® Im Bereich der Malaria-Forschung entdeckten
STRAUSS et al. die erhdhte Stabilitat des a-Methyl-Derivates von Pantothenamid gegeniber
Amidohydrolasen.?* Die Einfiihrung einer Methylgruppe in rdumlicher Ndhe zu einer enzymatisch
hydrolysierbaren Funktionalitdt kann deren Metabolisierung also verlangsamen und somit die in vivo
Halbwertszeit steigern. Mit Bezug auf die postulierte Prodrug-Theorie ist also eine Verringerung der

antimykobakteriellen in vitro Aktivitat fiir 63a und 63b zu erwarten.
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Mit MHKg > 100 um betonen die biologischen Aktivitaten von 55a und 55b die Wichtigkeit des
Alkoxyamid-Sauerstoffs in Region B als Wasserstoffbriicken-Akzeptor bzw. zur Bindungspolarisierung
und Steigerung der N — H Aziditdt (Tabelle 7). Auch die fehlende biologische Aktivitat des
Keton-Analogons 59 (MHKg, > 100 um), dem es dariiber hinaus an einem Wasserstoffbriicken-Donor
mangelt, untermalt die Bedeutung der Alkoxyamid-Struktur als essenzielles Strukturmotiv fir
antimykobakterielle in vitro Aktivitat. Diese Ergebnisse legen nicht-kovalente Interaktionen mit einer

biomolekularen Zielstruktur nahe.

Die Methylierung in a-Stellung zur Benzyloxyamid-Struktur (Region B) fiihrte erwartungsgemaR zu
einer Reduktion der Aktivitdt (63a, MHKg =3.125 um) und eine zusatzliche Methylgruppe in
Benzyl-Stellung (Region C) verschlechterte diese weiter (63b, MHKgo = 12.5 um). Diese Beobachtung
unterstitzt die Hypothese zum Wirkmechanismus: Die KSK-Leitstrukturen sind vermutlich Prodrugs,
die einer hydrolytischen Bioaktivierung bedirfen (Prodrug-Theorie, s. Kapitel 1.4.1, S. 27). Umgebende
Methylgruppen, vor allem die Kombination aus a- und Benzyl-Stellung, schirmen die
Benzyloxyamid-Struktur sterisch ab, wodurch eine Hydrolyse durch Amidohydrolasen und die damit

einhergehende Bioaktivierung eingeschrankt ablauft.

Tabelle 7: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKgo) von KSK 106 (1b) und den KSK-Analoga mit modifizierter
a-Aminooxyacetyl-Einheit (Region B) gegeniiber M. tuberculosis H37Rv (erhoben von M. Sc. ANNA-LENE KiFFe-DELF).185

i Y@
/©)j\ ~.. .0
> N
H

Struktur
1b 63a 63b
R=H R=H R = Me
MHKgo [uMm] 0.39 3.125 12.5
Struktur
55a 55b 59
R=H R=H R=H
MHKgo [pm] > 100 > 100 > 100
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3.1.3 Synthese und biologische Evaluation der KSK-Analoga: Region C

Zur effizienten Modifikation der O-Benzylhydroxylamin-Einheit (Region C) von KSK 106 (1b) wurde die
Carbonsdure 65 als zweites Schlisselintermediat im groRen Malstab hergestellt. Sie konnte in guter
Ausbeute durch Kupplungsreaktion von 4-(Pentyloxy)benzoesaure (14b) und a-Aminooxyessigsaure-

Hemihydrochlorid (64) unter Verwendung von HATU erhalten werden (Schema 27).

o) 1.20 Aq. HATU o) 1)
0 3.00 Aq. DIPEA
OH + Lo M N oMo
1/, HCl « HoN OH DMF, RT H
\/\/\o 16 h \/\/\o
89 %
14b 64 65

Schema 27: Darstellung von Schliisselintermediat Il (65) durch HATU-mediierte Kupplungsreaktion.

Die Aufarbeitung konnte durch Uberfiihrung des Reaktionsansatzes in kalte 1 M Salzsiure bedeutend
vereinfacht werden. Nur die Carbonsaduren 14b und 65 (Schlisselintermediat Il) bildeten einen
Niederschlag, welcher durch Vakuumfiltration und Waschen mit entmineralisiertem Wasser sowie
n-Hexan isoliert werden konnte. Nach Umkristallisation konnte das Schlisselintermediat Il (65) mit

einer Reinheit von 99.3 % (HPLC) erhalten werden.

AbschlieBend wurde Schlisselintermediat Il (65) HATU-vermittelt mit verschiedenen N-Nucleophilen
66a-z gekuppelt (Schema 28). Nach sdulenchromatographischer Reinigung und Umbkristallisation
konnten die KSK-Analoga 67a-z mit modifizierter O-Benzylhydroxylamin-Einheit (Region C) in einer

Reinheit von > 95 % (HPLC) erhalten werden.

o) 10) 1.20 Ag. HATU 0 0
3.00 Aq. DIPEA
o) .0 X
N JLOH * HNTOR N \)J\N R
H DMF, RT H H
65 66a-z 17-93 % 67a-z

X =C, CHy, O, NH
R = (Hetero-) Aromat, Aliphat

Schema 28: HATU-mediierte Kupplung zur Darstellung der KSK-Analoga 67a-z mit modifizierter O-Benzylhydroxylamin-Einheit
(Region C).

Die bendtigten Amine, Hydroxylamine bzw. Hydrazide 66a-z wurden kauflich erworben bzw. der

Substanzbibliothek der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. KURZ entnommen.

60



Ergebnisse und Diskussion

3.1.3.1 Modifikation der Benzyl-Struktur

Nach Schema 28 (s. Kapitel 3.1.3, S. 60) erfolgte die Synthese der KSK-Analoga 67a-0 mit modifizierter
Benzyl-Struktur durch HATU-Kupplung von Schliisselintermediat 1l (65) und den (Hydroxyl-) Aminen
66a-0 aus der Substanzbibliothek der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Kurz (Abbildung 23).

. T
e

Abbildung 23: Modifikation der Benzyl-Struktur in Region C von KSK 106 (1b).

\

Zur ldentifizierung der optimalen endstandigen Funktionalitdit in Region C wurden zundchst
die KSK-Analoga 67a-j mit funktionalisiertem Benzenkern, Heteroaromaten oder Aliphaten dargestellt.
Eines davon tragt eine Propargyl-Einheit, die zur bioorthogonalen Darstellung von Wirkstoffsonden

genutzt werden kann (s. Kapitel 3.2, S. 84).

Einige Modifikationen wurden analog zu denen der a-Aminooxyacetyl-Einheit (Region B) durchgefiihrt.
Um den Einfluss einer Verzweigung auf die Hydrolysierbarkeit zu untersuchen, wurde eine
Methylgruppe in Benzyl-Stellung eingefiihrt (67k) und die F&higkeit zur Ausbildung von
Wasserstoffbriicken-Bindungen wurde durch Entfernung des Benzyloxyamid-Sauerstoffs beeinflusst
(Phenylethylamid 67m und Benzylamid 67n). Durch die Abwesenheit des Sauerstoffs (67m) fehlt ein
Wasserstoffbriicken-Akzeptor und die N —H Bindung erfdhrt eine weniger starke Polarisierung. Als
Resultat konnte die Interaktion mit biomolekularen Zielstrukturen verhindert bzw. das
Reaktionsverhalten gegeniiber einer Hydrolyse verandert sein. Die zusatzliche Verringerung der
Kettenlange (67n) konnte durch geringere Flexibilitdt zu einem héheren sterischen Anspruch und einer

damit einhergehenden Abschirmung der Amid-Struktur flhren.

Das Motiv der Abschirmung wurde dartber hinaus durch N-Methylierung der Benzyloxyamid-Struktur

(670) und dessen Uberfiihrung in Phenyl-Stellung (671) bedient.
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Mit herausragender antimykobakterieller invitro Aktivitdit (MHKg =0.048 um) kann das
KSK-Analogon 67h mit Hexyloxyamid-Struktur in Region C liberzeugen (Tabelle 8). Im Vergleich zur
Leitstruktur KSK 106 (1b) besitzt es eine deutlich flexiblere Gestalt und erhdhte Lipophilie
(log Pow = 3.53). Beide Eigenschaften kdnnten die ausgepragte Aktivitat von 67h, im Einklang mit der
Hypothese zum Wirkmechanismus (Prodrug-Theorie, s.Kapitel1.4.1, S.27), erkldren: Die
enzymatische Hydrolyse der Hexyloxyamid-Struktur kénnte aufgrund des geringeren sterischen
Anspruchs der flexiblen n-Hexyl-Kette erleichtert sein und zudem ist moglicherweise die Permeabilitat

durch erhohte Lipophilie gesteigert.

Als weiteres KSK-Analogon mit aliphatischer Struktur in Region C zeigt auch 67f (MHKgy = 0.19 um)
gesteigerte Aktivitdt im Vergleich zur Leitstruktur KSK 106 (1b). Die antimykobakterielle in vitro
Aktivitdt dieser Inhibitoren korreliert erneut mit deren Lipophilie: 1b, log Poyw=3.06; 67f,
log Poyw = 3.48; 67h, log Poyw = 3.53.17°

Tabelle 8: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKso) von KSK 106 (1b) und den KSK-Analoga 67a-o mit modifizierter
Benzyl-Struktur gegentiber M. tuberculosis H37Rv (erhoben von M. Sc. ANNA-LENE KIFFE-DELF).185

O

gz
- Z4
Struktur S~ /O\/\/\/ ‘\N/O\/O \\N/O\/© \N/O\/
H H H
67f 1b

N
H
67h 67
MHKso [um] 0.048 0.19 0.39 0.78
O ~_ .0 ~.. .0
K N N N \© <. .0
Struktur H H 7< H H
67g 67i 671 67k
MHKso [um] 0.78 0.78 0.78 0.78
i > \/©/F \/©/O\ \/(j\l
Struktur \N/O S \N/O \‘N/O \‘N/O Z
H H H H
67c 67a 67b 67d
MHKgo [UM] 0.78 0.78 1.56 3.125
Struktur N O N” O N H@
H | H
67e 670 67m 67n
MHKgo [um] 6.25 6.25 6.25 6.25
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Die KSK-Analoga 67g (log Po/w = 2.40) und 67i (log Pow = 2.71) mit kurzkettiger Methyloxyamid- bzw.
tert-Butyloxyamid-Struktur in Region C zeigen mit einer MHKg von 0.78 uM verringerte Aktivitat im
Vergleich zum Hexyloxyamid-Analogon 67h (MHKq = 0.048 um) und bestdtigen damit ebenfalls die
beobachtete Korrelation zwischen Lipophilie und in vitro Aktivitat. Der unterschiedliche sterische

Anspruch hat hier keinen Einfluss auf die antimykobakterielle in vitro Aktivitat.

Fluorierung (67a, MHKg = 0.78 uM) oder die Einfihrung einer Methoxygruppe (67b, MHKq = 1.56 um)
in para-Stellung des Benzenkerns haben nur wenig Einfluss auf die antimykobakterielle in vitro
Aktivitat. Auch der Austausch gegen Heteroaromaten wie Thiophen (67c) und Pyridin (67d) wurde
ohne drastischen Aktivitatsverlust toleriert (MHKgo = 0.78 — 3.125 um). Diese Strukturmodifikationen
konnten einen positiven Einfluss auf die Wasserloslichkeit (Pyridin) oder die metabolische Stabilitat

(Fluorbenzol und Thiophen) des Inhibitors haben.

Die Methylierung in Benzyl-Stellung (Region C, 67k, MHKgo =0.78 um) wurde im Vergleich zur
a-Stellung (Region B, 63a, MHKgo = 3.125 um, Tabelle 7) besser toleriert; vermutlich aufgrund der
groReren Entfernung zum Ort der hydrolytischen Bindungstrennung. Die N-Methylierung der
Benzyloxyamid-Struktur fiihrte schlielich zur deutlichen Reduktion der in vitro Aktivitdt (670,
MHKgo = 6.25 um). Neben sterischer Hinderung kommt dabei auch ein ausgepragter elektronischer
Einfluss in Form des positiven induktiven (+1) Effektes auf die C — N Bindung hinzu, der zu deren

Stabilisierung gegeniiber einer enzymatischen Hydrolyse beitragt.

Die deutlich verringerten in vitro Aktivitditen beider Amid-Analoga 67m und 67n (MHKgo = 6.25 pum)
betonen die Bedeutung der Benzyloxyamid-Struktur fir die Wirksamkeit der KSK-Inhibitoren. Der
Benzyloxyamid-Sauerstoff steigert die N — H Aciditdt durch seine starke Elektronegativitat sowie die
damit einhergehende Bindungspolarisierung und beglinstigt vermutlich die Freisetzung einer aktiven
Wirkform durch enzymatische Hydrolyse. AuBerdem koénnte der Benzyloxyamid-Sauerstoff als
Wasserstoffbriicken-Akzeptor fungieren und intermolekulare Wechselwirkungen mit einer

biomolekularen Zielstruktur ermoglichen.

Die Uberfithrung der Benzyloxyamid-Struktur in Phenyl-Stellung sowie die damit einhergehende
sterische Abschirmung haben nur einen geringen Einfluss auf die antimykobakterielle in vitro Aktivitat

(671, MHKg = 0.78 pm).

Die Einflihrung einer Propargyl-Struktur in Region C von KSK 106 (1b) wurde ebenfalls gut toleriert (67j,
MHKgo = 0.78 um) und bietet eine weitere Funktionalitat, mit der die bioorthogonale Markierung der

Leitstruktur zur Darstellung von Wirkstoffsonden maoglich ist (s. Kapitel 3.2, S. 84).
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3.1.3.2 EinfGhrung von Anilid-Strukturen

Bereits im Jahr 1971 konnten KISFALUDY et al. zeigen, dass auch a-Aminooxyanilide ausgepragte
antimykobakterielle Eigenschaften besitzen (s. Kapitel 1.4.2, S. 29).17% Nach diesem Vorbild wurden

verschiedene KSK-Analoga mit Anilid-Struktur in Region C dargestellt (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Einfiihrung von Anilid-Strukturen in Region C von KSK 106 (1b).

Zur Synthese der Anilid-Analoga 67p-x wurde sich der kommerziell erhéltlichen Anilin-Derivate 66p-x
bedient, welche HATU-mediiert nach Schema 28 (s. Kapitel 3.1.3, S. 60) mit Schliisselintermediat Il (65)
gekuppelt wurden. Die Elektronendichte des unsubstituierten Aromaten (67p) wurde dabei durch
0-, m-, p-Fluorierung gesenkt (67qg-s) bzw. durch o-, m-, p-Methoxylierung gesteigert (67t-v). Die
Einfihrung eines Heteroaromaten wie Pyridin (67w) kdnnte einen positiven Einfluss auf die
Wasserl6slichkeit haben und die N-Methylierung des Anilid-Stickstoffs (67x) sorgt fiir sterische

Abschirmung, wodurch eine enzymatische Hydrolyse beeintrachtigt sein konnte.

Einige Anilid-Analoga Uberzeugten mit exzellenter Wachstumsinhibition (Tabelle 9). Sowohl das
meta- als auch das para-fluorierte Anilid (67r und 67s) zeigten mit einer MHKgo von 0.048 um eine
bemerkenswerte antimykobakterielle in vitro Aktivitdt und sind um den Faktor 8 aktiver als KSK 106
(1b). Auch das ortho-fluorierte sowie das nicht-substituierte Anilid (67q und 67p, MHKgo = 0.097 um)

Uberzeugten mit deutlich gesteigerter in vitro Aktivitat (Faktor 4) im Vergleich zur Leitstruktur.

Die Steigerung der Elektronendichte am Aromaten durch Methoxylierung in meta- bzw. para-Stellung
(67u und 67v, MHKgo = 0.19 um) fihrte zu einer geringfligigen Verringerung der in vitro Aktivitat im
Vergleich zu den fluorierten bzw. dem nicht-substituierten Anilid. Die Aktivitdt von 67u und 67v
entspricht dennoch der von Rifampicin (MHKgo = 0.19 um) und libersteigt die von KSK 106 (1b) um den
Faktor 2. Sowohl die Verringerung als auch die Erhdhung der Elektronendichte am Aromaten zeigten
einen kongruenten Trend: Substitutionen in meta- und para-Stellung waren einer Substitution in

ortho-Stellung (67q und 67t) gleichermalien bevorzugt.
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Tabelle 9: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKgg) von KSK 106 (1b) und den Anilid-Analoga 67p-x gegeniiber
M. tuberculosis H37Rv (erhoben von M. Sc. ANNA-LENE KiFFe-DELF).185

O

\/\/\o/©)k
F BN
Struktur \\N/©/ \N/©\F H . /© . [ j
H H F
67q

N N
67s 67r 67p 67v
MHKgo [m] 0.048 0.048 0.097 0.097 0.19
2, . .0 JO o
Struktur TN o7 \W° NN N N
H N H Ho oL I
67u 1b 67w 67t 67x
MHKsgo [uM] 0.19 0.39 0.78 3.125 > 100

Die Einflihrung von Pyridin (67w) wurde gut toleriert (MHKg = 0.78 um) und kdnnte sich positiv auf die

Wasserloslichkeit des Inhibitors auswirken.

Einzig die N-Methylierung des Anilid-Stickstoffs (67x) fiihrte zum Verlust der antimykobakteriellen
in vitro Aktivitat (MHKso > 100 um). Moglicherweise wird die Anilid-Bindung durch die Kombination aus
N-Methylierung und rdumlicher Nahe zum Aromaten so stark abgeschirmt, dass keine enzymatische

Hydrolyse stattfinden kann.

Moglicherweise sind KSK-Analoga mit Anilid- statt Benzyloxyamid-Struktur in Region C bevorzugte

Substrate fiir die bioaktivierende Amidohydrolase.
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3.1.3.3 EinfUhrung von Hydrazid-Strukturen

In ihrer Publikation aus dem Jahr 1971 beschrieben KIsFALUDY et al. neben a-Aminooxyalkoxyamiden
und -aniliden auRerdem die exzellente antimykobakterielle in vitro sowie in vivo Aktivitat von
a-Aminooxyhydraziden (s. Kapitel 1.4.2, S.29).7* Zur Darstellung analoger Inhibitoren wurden

Hydrazid-Strukturen in Region C der Leitstruktur KSK 106 (1b) eingefiihrt (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Einfiihrung von Hydrazid-Strukturen in Region C von KSK 106 (1b).

Nach Schema 28 (s. Kapitel 3.1.3, S. 60) erfolgte die Synthese der Hydrazid-Analoga 67y-z durch eine
HATU-Kupplung von Schliisselintermediat Il (65) und kommerziell erhaltlichen Hydraziden:
Phenylessigsdurehydrazid (66y) und Isonicotinsdurehydrazid (INH, 66z). In Untersuchungen der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. KALSCHEUER konnten additive Effekte der KSK-Leitstrukturen mit Isoniazid
(INH, 662z) nachgewiesen werden (s. Kapitel 1.4.1, S. 27). Das INH-Analogon 67z kdnnte also eine Art
Codrug darstellen, welches nach enzymatischer Hydrolyse nicht nur eine potenziell aktive Wirkform

(65, Schliisselintermediat Il), sondern auch INH freisetzen kdnnte.

Ein weiteres Hydrazid-Analogon wurde nach einer Vorschrift von ZAREI und NAKHLI dargestellt.?’> Sie
beschrieben die Synthese symmetrischer (R! = R?) und asymmetrischer (R # R?) Hydrazide VII durch

Umsetzung von Carbonsauren | mit Vilsmeier-Reagenz Il und Hydrazin Monohydrat IV (Schema 29).

cl o)
NIr o Rzlko \EI/
~eo CI 1) ° H2N_NH2 o |® (o)
0 I cl v VI H
L e R1ll\o/§N/ 111\ ~NH, R1J]\N’N\H/R2
R SO0 ° -DMF R* N -DMF Rl
I n v Vil

Schema 29: Mechanismus der Hydrazid-Synthese mithilfe des Vilsmeier-Reagenz (Il) nach ZArer und NAKHLI.?>'>
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Nach diesem Vorbild wurde Schlisselintermediat Il (65) zusammen mit Triethylamin,
Vilsmeier-Reagenz und Hydrazin Monohydrat bei Raumtemperatur gerihrt, um das dimere

Hydrazid-Analogon 68 zu erhalten (Schema 30).

3.00 Ag. NEt3
1.00 Aq. Vilsmeier-Reagenz

0O 0]
0.50 Ag. HoN-NH, * H,0
/©)J\N/O\)J\OH
CH,CI, RT
NN 22

6h
65 8 %
O~
Q@ H H
.0 _N -
\V/M\N \H/A\O N
H H
SN @) (@)
68

Schema 30: Darstellung des dimeren Hydrazid-Analogons 68 mithilfe des Vilsmeyer-Reagenzes.

Keines der Hydrazid-Analoga zeigt nennenswerte antimykobakterielle in vitro Aktivitat; mit minimalen
Hemmkonzentrationen (MHKgs) von 50— 100 uMm sind sie als inaktiv anzusehen (Tabelle 10).

KSK-Analoga mit Hydrazid-Struktur in Region C werden mdglicherweise nicht als Substrate der

bioaktivierenden Amidohydrolase toleriert.

Tabelle 10: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKqo) von KSK 106 (1b) sowie den Hydrazid-Analoga 67y-z und 68 gegeniiber
M. tuberculosis H37Rv (erhoben von M. Sc. ANNA-LENE KiFFe-DELF).185

O

H Z >N
~_ _N H |
<0 N ~o-N XN
Struktur N7 H o N
H 0]
67y 67z

1b
MHKgo [uM] 0.39 50 50
O\v/\\//\\
Struktur N \n/\o/
o o)
68
MHKso [m] > 100
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3.1.3.4 Maskierung der Hydrolysefragmente

Die Identifizierung von Einzelnukleotid-Polymorphismen, die zur Mutation einer Amidohydrolase
fihren und die daraus resultierende Ausbildung von KSK 106-Resistenz erlaubte es der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. KALSCHEUER, eine vorldaufige Hypothese zum potenziellen Wirkmechanismus zu
postulieren. Die Leitstruktur KSK 106 (1b) kdnnte demnach ein Prodrug sein und die entsprechende
Amidohydrolase ware dabei verantwortlich fiir die intrazelluldare Biotransformation in eine aktive
Wirkform (Prodrug-Theorie, s. Kapitel 1.4.1, S.27). Diese Biotransformation durch enzymatische
Hydrolyse kann dabei sowohl die Alkoxyamid- als auch die Benzyloxyamid-Struktur von KSK 106 (1b)
betreffen. Dabei ist die Entstehung von finf verschiedenen Metaboliten moglich und der

Prodrug-Theorie zufolge stellt mindestens einer davon die aktive Wirkform dar (Schema 31).

vollstandige Hydrolyse

;
;
:

MHKgo = 100 uM

14b 3 62a
MHKQO =50 MM MHKgO =50 MM MHKQO =100 HM
A

- Col ol

] ~ O NT T

coH ol

\/\/\O ,’I
; 1b Y
KSK 106
/I( MHKgO =0.39 }J.M ‘\\
4 \

Hydrolyse der Alkoxyamid-Struktur Hydrolyse der Benzyloxyamid-Struktur
: o i 9 E
E \/\/\o E ! \/\/\O E
! 14b D 65 5
! MHKg = 50 uM P (Schlisselintermediat 1l) i
: C MHKgo = 25 uM ;
5 L i
, N b O\/@ :
| H D H,N”~ '
E 13 L E
: (Schliisselintermediat I) b 62a |

MHKg = 50 uM

Schema 31: Fragmentierung der Leitstruktur KSK 106 (1b) durch enzymatische Hydrolyse und zugehérige minimale
Hemmbkonzentrationen (MHKg).
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Mit minimalen Hemmbkonzentrationen (MHKg) von 25—100 um sind die einzelnen Metabolite als
schwach aktiv bis inaktiv anzusehen. Die Ursache liegt vermutlich in der Natur des Ganzzell-basierten
Assays bzw. der inhdarenten Relevanz von Permeabilitdt. Die getesteten Metabolite tragen Carboxyl-
und Hydroxylamingruppen, die unter physiologischen Bedingungen meist geladen vorliegen und
angesichts der hohen Lipophilie der mykobakteriellen Zellwand vermutlich geringe Permeabilitat

zeigen.

Ziel war es daher, den ionischen Charakter der Metabolite (Carboxylat- und Hydroxylammonium-
lonen) zu maskieren und leicht hydrolysierbare Analoga mit gesteigerter Lipophilie zu entwickeln.
Dabei wurde die Carbonsdure 65 mit intakter Alkoxyamid-Struktur (Schliisselintermediat Il) aufgrund

ihrer vergleichsweise vielversprechenden Aktivitat priorisiert (MHKgg = 25 pum).

Potenzielle Ester-Prodrugs

Eine effektive Methode zur Maskierung von Carboxylgruppen ist die Darstellung von Ester-Prodrugs.
Dazu wurden zunachst die Methylester-Analoga 71a-e durch Kupplungsreaktion der (halogenierten)
Carbonsauren 14b, 27s-t und 69a-b mit a-Aminooxyessigsduremethylester (70) unter Verwendung

von HATU als Kupplungsreagenz dargestellt (Schema 32).

1.20 Aq. HATU
R o) 3.00 Aq. DIPEA R
YNy ToH + o N - U N/O\)J\o/

| HoN” 0 DMF, RT | J H

N0 16 h "0
49 -86 %
14bR =H 70 71aR=H

27s R = ortho-F  69a R = ortho-ClI 71b R = ortho-F  71d R = ortho-Cl
27t R = meta-F  69b R = meta-Cl 71c R = meta-F  71e R = meta-Cl

Schema 32: Darstellung der Methylester-Analoga 71a-e durch HATU-mediierte Kupplungsreaktion.

Die Biotransformation in die potenziell aktive Wirkform 65 (Schliisselintermediat Il) wiirde fir die
Methylester-Analoga 71a-e durch Esterasen unter Freisetzung von Methanol erfolgen. Im Kérper wird
Methanol zunachst durch die Alkoholdehydrogenase (ADH) zu Formaldehyd und anschlieSend durch
die Aldehyddehydrogenase (ALDH) weiter zu Ameisensdure metabolisiert. Letztere interferiert mit der
mitochondrialen Atmungskette durch Inhibierung der Cytochrom-c-Oxidase (COX) und fihrt u. a. zu
Hypoxie und Azidose.?’®?'” Dje Methylester-Analoga 71a-e wurden dennoch synthetisiert, da sie

aufgrund guter Verfiigbarkeit die initiale Uberpriifung des Ester-Prodrug-Konzeptes ermdglichten.
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Zur Vermeidung der inhdarenten Toxizitat von Methanol und zur Steigerung der Lipophilie des Inhibitors
wurde zusatzlich das Pentylester-Analogon 72 durch O-Alkylierung der Hydroxamsaure 60 mit

Bromessigsaurepentylester dargestellt (Schema 33).

0 1.00 Aq NaH (60% in Mineraldl) 0 0
/@)‘\”/OH 1.00 Aq. Bromessigsaurepentylester /@)]\H/O\)j\o/\/\/
SN0 DMF, 0 :Cé;) Reflux SN0
60 40 % 72

Schema 33: Darstellung des Pentylester-Analogons 72 durch O-Alkylierung der Hydroxamsdure 60.

Nach dem Vorbild des Keton-Analogons 59 (s. Kapitel 3.1.2, S. 57) wurde das Methylester-Analogon 73
mit Keton-Struktur in Region B dargestellt (Schema 34). Dazu wurde die Carbonsaure 58 in Methanol

gelost und bei Raumtemperatur in Gegenwart katalytischer Mengen konzentrierter Schwefelsdure

gerihrt.
0 o) ) 0 0
/©)J\/\/U\OH /©)J\/\/u\o
MeOH, RT
58 99 % 73

Schema 34: Darstellung des Methylester-Analogons 73 durch Veresterung der Carbonséure 58.

Um zusatzlich die Bedeutung der 4-(Pentyloxy)benzoesaure (14b) fiir die antimykobakterielle in vitro
Aktivitdt zu identifizieren, wurde sie ebenfalls durch sdurekatalysierte Veresterung in den

entsprechenden Methylester 74 Gberfihrt (Schema 35).

0] 0]

OH O
MeOH, Reflux

86 %
14b 74

Schema 35: Darstellung des Methylesters 74 durch sdurekatalysierte Veresterung von 4-Pentyloxybenzoesdure (14b).
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Auch in Bezug auf die potenziellen Ester-Prodrugs ist eine Korrelation zwischen antimykobakterieller
in vitro Aktivitdt und Lipophilie der Inhibitoren zu beobachten (Tabelle 11). Die Aktivitdt der
Carbonsdure 65 mit intakter Alkoxyamid-Struktur (Schlisselintermediat 1l, MHKgy = 25 um,
log Poyw = 1.78) konnte durch Veresterung mit Methanol (71a, MHKgo = 0.78 uMm, log Po/w = 2.39) um
den Faktor 32 gesteigert werden. Darilber hinaus ist deren Pentylester (72, MHKg = 0.048 um,
log Po/w = 3.84) sogar um den Faktor 8 aktiver als die Leitstruktur KSK 106 (1b, MHKgo = 0.39 um).

Anhand des Methylesters 71a wurde die Toleranz der Ester-Analoga gegenliber aromatischer
Halogenierung getestet. Fluorierung in ortho-Stellung wurde unter Beibehalt der in vitro Aktivitat
toleriert (71b, MHKgo = 0.78 um), wahrend die Fluorierung in meta-Stellung zu einer Reduktion der
Aktivitat fihrte (71c, MHKgo = 3.125 um). Chlorierung fiihrte sowohl in ortho- als auch in meta-Stellung
gleichermallen zu einer geringfliigigen Verringerung der invitro Aktivitit (71d und 71e,

MHKg9 = 1.56 |J.M).

Die ausgepragte in vitro Aktivitit des Pentylesters 72 gegenlber M. tuberculosis H37Rv
(MHKgo = 0.048 uM) unterstitzt die Prodrug-Theorie und schafft Raum fiir neue Strukturmotive zur

Optimierung der Inhibitoren.

Tabelle 11: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKsg) von KSK 106 (1b), Schliisselintermediat Il (65) sowie den potenziellen
Ester-Prodrugs 71a-e und 72 gegeniiber M. tuberculosis H37Rv (erhoben von M. Sc. ANNA-LENE KIFFE-DELF).185

N /O\/©
0 N o~ o~

Struktur H
72 1b 71a 71b
R=H R=H R=H R = ortho-F
MHKgo [pM] 0.048 0.39 0.78 0.78
Struktur o~ o~ o~ OH
71d 71e 71c 65
R = ortho-Cl R = meta-Cl R = meta-F R=H
MHKgo [uM] 1.56 1.56 3.125 25
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Die sehr geringe in vitro Aktivitat des Methylesters 73 mit Keton-Struktur in Region B (MHKgo = 50 pum)
sowie die fehlende Aktivitat der zugrundeliegenden Carbonsaure 58 (MHKg > 100 um) betonen erneut

die Bedeutung der Alkoxyamid-Struktur flr antimykobakterielle in vitro Aktivitat (Tabelle 12).

Auch der Methylester 74 zeigte keine antimykobakterielle in vitro Aktivitat (MHKg > 100 um), wéhrend
die Veresterung der Carbonsaure 65 (s. Tabelle 11, S. 71) mit intakter Alkoxyamid-Struktur zu einer
deutlichen Verbesserung der Aktivitat fihrte (71a, MHKg =0.78 uM). Aufgrund dieser groRen
Diskrepanz ist davon auszugehen, dass es sich bei Carbonsaure 65 (Schliisselintermediat Il) tatsdchlich

um die aktive Wirkform handelt.

Tabelle 12: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKsg) von KSK 106 (1b), 6-Ketocarbonséure 58 sowie den potenziellen
Ester-Prodrugs 73 und 74 gegeniiber M. tuberculosis H37Rv (erhoben von M. Sc. ANNA-LENE KiFFe-DELF).185

Lot o
.0
Struktur y N
\/\/\o
1b

MHKgo [1M] 0.39
(6] (0]
e
Struktur Q)k © Q)k OH
N N0
73 58
MHKgo [p™] 50 > 100
(6]
Struktur d
\/\/\O
74

MHKgo [pm] > 100
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Potenzielle Carbamat-Prodrugs

Carbamate eignen sich zur Erzeugung von Prodrugs aufgrund der Verbesserung der Permeabilitat
unter Beibehalt der bendétigten Labilitat zur Freisetzung der zugrundeliegenden funktionellen Gruppe.
In der Fachliteratur wird die Einflihrung von Carbamaten auch zur Steigerung der first-pass Stabilitat

diskutiert.?*®

Um die Bedeutung des O-substituierten Hydroxylamins 13 (Schlisselintermediat 1) flr die
antimykobakterielle invitro Aktivitdat zu identifizieren, wurde es durch Reaktion mit

Methylchloroformiat (75) in das entsprechende Carbamat 76 lberfiihrt (Schema 36).

1
o al
75
0 \/@ 2.00 Aq. NaHCO,4 o) 0 \/@
e .0 Mo 0
HCI  H,N \)J\N THF/H,0, RT 0" °N \)J\N
H H H
16 h
13 63 % 76

Schema 36: Darstellung des Carbamates 76 durch Acylierung von Schliisselintermediat 1 (13).

Auch die kommerziell erhéltliche Boc-Aminooxyessigsdure (25) wurde auf ihre in vitro Aktivitat
gegenlber M. tuberculosis H37Rv getestet (Tabelle 13). Weder 76 noch 25 als potenzielle
Carbamat-Prodrugs von Schliisselintermediat | (13) bzw. der freien a-Aminooxyessigsdure (3) zeigten
antimykobakterielle invitro Aktivitait (MHKg > 100 um). Auch diese Beobachtung festigt die

Vermutung, dass es sich bei Carbonsaure 65 (Schllsselintermediat 1) um die aktive Wirkform handelt.

Tabelle 13: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKg) von KSK 106 (1b) sowie den potenziellen Carbamat-Prodrugs 25
und 76 gegeniiber M. tuberculosis H37Rv (erhoben von M. Sc. ANNA-LENE KiFFe-DELF). 185

Lot o
.0
Struktur ﬁ N
\/\/\O

1b
MHKgo [uM] 0.39
i i \/@
Struktur >L0A \o)k H/O
25 76
MHKgo [pM] > 100 > 100
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3.1.3.5 Bioisosterer Austausch

In den frithen 1950er Jahren definierte FRIEDMAN Bioisostere als Struktureinheiten, die im weitesten
Sinne ein isosteres Verhaltnis (gleiche Anzahl und Anordnung von Atomen) zueinander besitzen und
dabei die gleiche Art biologischer Aktivitat zeigen. THORNBER erweiterte diese Definition 1979, indem
er den Begriff der Bioisosterie als das Phanomen zwischen verschiedenen chemischen Funktionalitaten
mit dhnlichen physikochemischen Eigenschaften und vergleichbaren biologischen Effekten beschrieb.
Durch diese Definition konnte zwischen zwei Gruppen differenziert werden: den klassischen und den
nicht-klassischen Bioisosteren. Klassische Bioisostere zeichnen sich durch den Austausch Mono-, Di-,
Tri- bzw. Tetra-Valenter Gruppen oder einen Ring-zu-Ring-Austausch aus. Der Austausch bei
nicht-klassischen Bioisosteren kann deutlich komplexer sein und ganze funktionelle Gruppen oder

sogar den Austausch eines offenkettigen Restes gegen ein Ringsystem (vice versa) umfassen.?9220

THORNBER definierte auRerdem acht Parameter, die zur Erzeugung eines bioisosteren Verhaltnisses in

Betracht gezogen werden kdnnen:

1 GroRe (Molekulargewicht)

Chemische Reaktivitat

2 Form (Bindungswinkel und Hybridisierungen)

3 Elektronenverteilung (Polarisierbarkeit, induktive Effekte, Ladung, Dipole)
4  Lipophilie

5 Hydrophilie

6 pKs-Wert

7

8

Wasserstoffbriicken-Bindungen

Durch Veranderung eines oder mehrerer Parameter konnen neben der Struktur (1 und 2) auch
Interaktionen mit Biomolekilen (1, 2, 3, 6, 7 und 8), Pharmakokinetik (4, 5, 6 und 8) und

Metabolisierung (4, 5 und 7) beeinflusst werden.??°

Seit seiner Entdeckung bzw. Charakterisierung ist das Prinzip der Bioisosterie eine gangige und beliebte
Strategie zur rationalen Entwicklung und Optimierung von Wirkstoffkandidaten in der medizinischen

Chemie.
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Carbonsdure-Bioisostere

Zundchst wurde der bioisostere Austausch der Carboxylgruppe von Schlisselintermediat Il (65)
vorgenommen. Aufgrund ihrer physikochemischen Ahnlichkeit sind Tetrazole die wohl verbreitetsten
und meist genutzten Bioisostere von Carbonsauren. Neben vergleichbarer Aziditdt (pKs = 4 - 5) sind
beide Strukturmotive von planarer raumlicher Anordnung, wobei Tetrazole sterisch anspruchsvoller
sind. AuBerdem sind Tetrazolat-Anionen im Vergleich zu den entsprechenden Carboxylaten lipophiler
und zeigen verandertes elektrostatisches Potential aufgrund der Delokalisierung der negativen Ladung

im fiinfgliedrigen Ringsystem.??!

Durch O-Alkylierung der Hydroxamsaure 60 mit Bromacetonitril (77a) konnte zunachst das Nitril 78a
erhalten werden (Schema 37). Der Einsatz von Propargylbromid (77b) unter gleichen Bedingungen

lieferte das Alkin 78b.

R
Br\///
77a-b
7 1.00 A (60 % ) 0 R
.00 Ag. NaH % in Mineraldl ~
_OH e z
DMF, Reflux
60 70-77% 78aR =N

Schema 37: Darstellung von Nitril 78a und Alkin 78b durch O-Alkylierung der Hydroxamsdure 60.

Die Kupfer-katalysierte Click-Reaktion (CuAAC, s. Kapitel 3.2, S.85) zwischen Nitril 78a und

Natriumazid lieferte anschlieRend das Tetrazol-Analogon 79 (Schema 38).

1.00 Aq. Natriumazid

(e} N 0.10 Aq CuSOy [o) N—N
P 0.20 Ag. Natriumascorbat | N
e o
H DMF/H,0, RT H H
SN 24 h )
60 %
78a 79

Schema 38: Darstellung des Tetrazol-Analogons 79.
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Der bioisostere Austausch der Carboxylgruppe von Schlisselintermediat Il (65) gegen 1H-Tetrazol

(79, MHKgo > 100 pMm) flihrte zum Verlust der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat (Tabelle 14).

Tabelle 14: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKqo) von KSK 106 (1b), Schliisselintermediat Il (65) und dem
Tetrazol-Analogon 79 gegeniiber M. tuberculosis H37Rv (erhoben von M. Sc. ANNA-LENE KiFFe-DELF).185

(0]

g

,N\
\/@ \IN
Struktur N-° ”
H
1b 65 79
MHKsgo [uM] 0.39 25 > 100

Diese Beobachtung steht im Einklang mit der postulierten Hypothese zum Wirkmechanismus
(Prodrug-Theorie, s. Kapitel 1.4.1, S. 27): Demnach ware das Tetrazol-Analogon 79 inaktiv, da eine
hydrolytische Bioaktivierung, unter Freisetzung von Carbonsidure 65, nicht moglich ist. Der
Aktivitatsverlust konnte auSerdem durch geringe Permeabilitdat oder reduzierte Bindungsaffinitat zur

potenziellen biomolekularen Zielstruktur erklart werden.

Benzyloxyamid-Bioisostere

Um die Argumentation hinsichtlich der Prodrug-Theorie weiter zu stdrken, wurde zusatzlich die
Benzyloxyamid-Struktur der Leitstruktur KSK 106 (1b) gegen cyclische Bioisostere ausgetauscht. Die
(hydrolytische) Freisetzung von Carbonsdure 65 (Schlisselintermediat Il) ist durch diesen Austausch

ebenfalls unterbunden, weshalb keine in vitro Aktivitat der resultierenden Analoga zu erwarten ist.

Zunachst wurde das Triazol-Analogon 80 durch die Kupfer-katalysierte Click-Reaktion (CuAAC,
s. Kapitel 3.2, S. 85) von Alkin 78b mit Benzylazid dargestellt (Schema 39).

1.00 Aq. Benzylazid
o 0.10 Aq. CuSO,
gz 0.20 Aq. Natriumascorbat N
o t o

DMF/H,0, RT N~ N

\/\/\O 24 h /@J\H

\/\/\
© 80

74 %

Schema 39: Darstellung des Triazol-Analogons 80.
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BURGESS und ANGELL beschrieben 2007 den Einsatz von 1,4-disubstituierten 1,2,3-Triazolen als
bioisostere  Amid-Funktionalitat. Einerseits dhneln sich die molekularen Dimensionen dieser
Funktionalititen in Bezug auf Ausdehnung (4 - 5 A) sowie Planaritit und andererseits sind etwaige
Triazole durch ihr starkes Dipolmoment auch vergleichbare Wasserstoffbriicken-Donoren (C5-H)

und -Akzeptoren (N2).22

Neben 1,2,3-Triazolen werden in der Fachliteratur auch 1,2,4- und 1,3,4-Oxadiazole als geeignete

heterocyclische Bioisostere fiir den Austausch der Benzyloxyamid-Struktur beschrieben.?23-225

Die Darstellung des bioisosteren 1,2,4-Oxadiazol-Analogons 82 erfolgte nach Vorschrift von
LOBERA et al. ausgehend von Nitril 78a (Schema 40).2® In Anwesenheit von Hydroxylamin-
Hydrochlorid, Kaliumcarbonat und katalytischen Mengen 8-Hydroxychinolins konnte es zunachst in
das entsprechende Z-konfigurierte Amidoxim 81 Uberfiihrt werden. AnschlieRende HATU-Kupplung
mit Phenylessigsdure und intramolekulare Cyclokondensation unter dehydratisierenden Bedingungen

lieferten das gewlinschte bioisostere KSK-Analogon 82.

0.04 Aq. 8-Hydroxychinolin

0 2.00 Ag. NH,OH « HCI o \-OH
N 2.00 Aq. K,CO
/O\/// i s (0] l
/Q)L” EtOH, Reflux /©)\” \)\NHZ
"0 16 h SN0
78a 60 % 81

i) 1.00 Ag. Phenylessigséure
1.20 Ag. HATU, 3.00 Aq. DIPEA
DMF, RT, 16 h (0} N=
S /O
ii) Xylol, 130 °C, 8 h, 85 % /@)LN/O\/LN
H
\/\/\O

Schema 40: Darstellung des 1,2,4-Oxadiazol-Analogons 82.226

Das entsprechende 1,3,4-Oxadiazol-Analogon 83 konnte durch intramolekulare Cyclokondensation

des Hydrazid-Analogons 67y erhalten werden (Schema 41).

BuRGEss- /(’®

Reagenz

O\)J\ 0 0 N

THF Reflux /©)J\N/O\/L\N'

H
66 % SN0

67y 83

Schema 41: Darstellung des 1,3,4-Oxadiazol-Analogons 83.
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Die dehydratisierenden Eigenschaften des BURGESS-Reagenzes Il ermoglichen die intramolekulare
Cyclokondensation geeigneter Hydrazide | (Schema 42). Nach intramolekularem Ringschluss durch
Amidresonanz (ll) erfolgt die Bildung des Sulfamatesters V. Dieser reagiert im Anschluss durch
Erwdrmung im Zuge einer stereoselektiven syn-Eliminierung unter Abspaltung von Sulfamat VI zum

gewdunschten 1,3,4-Oxadiazol V11227228

2 5
®\ S
2 (E)sN7 N7 07
(0] Oe OH
H m
1”\ _N R2<—> J\\® H R2 e XNH
R N \n/ R1 N/ \n/ —
H o H o R N
®
I I HN(Et);
v
2 M R2
R O—S\/o A /<
(0] O™\
T ONH é\'\[éo \ Jo N
R N o) r" N
~N
\Y P jl)\ Vil
°0" SN N0~
H
VI

Schema 42: Reaktionsmechanismus der BUrGEss-Wasserabspaltung zur Synthese von 1,3,4-Oxadiazolen (VII).227.228

Die Abwesenheit einer hydrolysierbaren Teilstruktur in Region C fihrte tatsdchlich erneut zur
Reduktion (80, MHKg=12.5puM) bzw. zum Verlust (82 und 83, MHKg >100 um) der
antimykobakteriellen in vitro Aktivitat (Tabelle 15). Die enzymatische Hydrolyse unter Freisetzung von
Carbonsaure 65 (Schliisselintermediat Il) ist demnach als essenziell fir die Inhibition mykobakteriellen

Wachstums anzusehen und die Prodrug-Theorie scheint zunehmend plausibel.

Tabelle 15: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKgg) von KSK 106 (1b) und den bioisosteren KSK-Analoga 80, 82 und 83
gegeniiber M. tuberculosis H37Rv (erhoben von M. Sc. ANNA-LENE KIFFE-DELF). 185

o}

_N /</ A
Struktur /o\/© N Ny
N

H N

1b 80 82 83
MHKso [um] 0.39 12.5 >100 >100
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3.1.4 Zusammenfassung der SAR

Die Auswertung der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat von Uber 100 Analoga der Leitstruktur

KSK 106 (1b, Abbildung 26) ermdglichte das Verstandnis der zugrundeliegenden SAR.

A (o]
para-(Pentyloxy)benzoyl- 0O-Benzylhydroxylamin-
Einheit Einheit
i \/@
0
N
H
\/\/\O Pl 1b .
" Ksk106

Alkoxyamid Benzyloxyamid

Abbildung 26: Einteilung der Leitstruktur KSK 106 (1b) in die Regionen A, B und C.

Aufgrund mangelnder Kenntnis Uber eine biomolekulare Zielstruktur bzw. einen prazisen
Wirkmechanismus wurden die Inhibitoren Liganden-basiert, ergdnzt durch die SAR zu KSK 104 (1a),
entwickelt. Im Einklang mit der Vorarbeit von Dr. ALEXANDER BERGER konnte die bestehende SAR

bestatigt und erweitert werden.

Region A

In Bezug auf die antimykobakterielle in vitro Aktivitdt haben sich eine para-(Pentylthio)benzoyl-Einheit
(28g, MHKsgo = 0.19 uMm) sowie eine para-(Hexyl)benzoyl-Einheit (28h, MHKso = 0.19 uMm) als bevorzugte
Strukturelemente fiir Region A herausgestellt (Abbildung 27). Die optimale Lange der Alkylkette ist fiir
KSK 106 (1b) sowie das Thia-Analogon 28g mit flinf Kohlenstoffatomen und fir das Carba-Analogon

28h mit sechs Kohlenstoffatomen erreicht.

ot e e

28g 28h
MHKgo = 0.19 M MHKgg = 0.19 uM

Abbildung 27: Thia- (28g) und Carba-Analogon (28h) von KSK 106 (1b).
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Allgemein hat sich die Steigerung der Lipophilie (berechnet nach SwissADME) gilinstig auf die
antimykobakterielle in vitro Aktivitat ausgewirkt. Im Gegensatz dazu fiihrte die Funktionalisierung der
Alkylkette mit polaren Strukturelementen zu einer deutlichen Reduktion bzw. zum Verlust der
antimykobakteriellen in vitro Aktivitat: Ether (280, MHKgo = 12.5 um), Nitril (28m, MHKge = 12.5 um),
Sulfon (28q, MHKg > 100 um), Sulfonamid (28r, MHKgo > 100 um).

Der Austausch der para-(Pentyloxy)benzoyl-Einheit (Region A) gegen lineare gesattigte Alkylketten
lieferte aktive Inhibitoren (Abbildung 28). Mit Kettenldngen von Cy (28y, MHKgo = 0.39 um,
log Po/w = 3.05) und Cio (282, MHKgo = 0.39 uMm, log Po,w = 3.36) entsprechen Lipophilie sowie in vitro
Aktivitat in etwa der von KSK 106 (1b, MHKgo = 0.39 uMm, log Po/w = 3.06). Unter diesen Bedingungen ist

die Benzoyl-Struktur in Region A nicht essenziell fiir gute antimykobakterielle in vitro Aktivitat.

NS

28yn=5
28zn=6
MHKgo = 0.39 um

Abbildung 28: KSK-Analoga 28y und 28z mit linearen, gesdttigten Kohlenstoffketten (Co und Cy0) in Region A.

Verzweigte Alkylketten wurden wiederum nicht toleriert (28x, MHKgo > 100 um) und KSK-Analoga mit
Biaryl-Struktur in Region A zeigten ebenfalls nur geringe oder keine in vitro Aktivitdt (28aa-ag,

MHKgo = 3.125 — 100 pm).

Die Fluorierung der Alkylkette (terminal, 28p) sowie des Benzenkerns (ortho-Stellung, 28s) wurden
unter geringfiigiger Reduktion der Aktivitat toleriert (MHKgo = 0.78 uM) und die Einflihrung eines
terminalen Alkins (28k, MHKgqo = 0.19 um) fiihrte sogar zur Verbesserung der antimykobakteriellen
in vitro Aktivitat (Abbildung 29). Diese Funktionalitat ist von besonderer Bedeutung fiir die Synthese

von Wirkstoffsonden, da sie bioorthogonale Reaktionsfiihrung zur chemischen Markierung ermdglicht.

/@)OL N/O\/©
=" :

28k
MHKgo = 0.19 M

Abbildung 29: KSK-Analogon 28k mit terminaler Alkin-Funktionalitéit in Region A zur Darstellung von Wirkstoffsonden.

80



Ergebnisse und Diskussion

Region B

Die Bedeutung der Alkoxyamid-Struktur von KSK 106 (1b) als essenzielles Strukturmotiv fir die

antimykobakterielle in vitro Aktivitat hat sich im Zuge der Region B Strukturmodifikationen gefestigt.

Ilhr Austausch gegen eine Amid- (55b, MHKgo > 100 pum) bzw. eine Keton-Struktur (59, MHKgo > 100 um)

fliihrte zum Verlust der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat (Abbildung 30).

55b
MHKgo > 100 pM MHKgg > 100 M

i \/@ i \/@
\/\/\O \/\/\O
59

Abbildung 30: KSK-Analoga 55b und 59 mit Amid- bzw. Keton-Struktur in Region B.

Auch eine Kettenverzweigung durch Methylierung in a-Stellung (Region B, 63a, MHKgo = 3.125 um)
flihrte zur Reduktion der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat und die zusatzliche Methylierung in
Benzyl-Stellung (Region C, 63b, MHKg = 12.5 um) senkte die Aktivitdt weiter (Abbildung 31). Diese
Beobachtung unterstitzt die Prodrug-Theorie, da das Mal3 sterischer Hinderung stark mit der Eignung

als Substrat fur Hydrolasen korreliert.

i \/@ i
H H
\/\/\O \/\/\O

63a 63b
MHKgq = 3.125 um MHKgo = 12.5 uMm

Abbildung 31: KSK-Analoga 63a und 63b mit Kettenverzweigung in den Regionen B und C.

Die geringe Toleranz fiir Strukturmodifikationen und deren starker Einfluss auf die in vitro Aktivitat der
resultierenden Inhibitoren machen die a-Aminooxyacetyl-Einheit (Region B) der KSK-Leistrukturen

vergleichsweise unattraktiv fiir weitere Optimierungen.
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Region C

Die O-Benzylhydroxylamin-Einheit in Region C der Leitstruktur KSK 106 (1b) zeigte die groRte Toleranz
gegendiber vielfaltigen Strukturmodifikationen. Der Austausch des Benzenkerns gegen Thiophen (67c)
oder dessen Fluorierung in para-Stellung (67a) lieferten Inhibitoren mit guter in vitro Aktivitat
(MHKgo = 0.78 uM) und durch die Einfihrung cyclischer sowie linearer Alkoxyamid-Strukturen
(67f, MHKgp = 0.19 um und 67h, MHKg = 0.048 um) lielR sich die Aktivitat sogar deutlich verbessern
(Abbildung 32).

et g O o
ﬁ .0 /@)k O~~~
N N
H H
SN 676 SN

67h
MHKgo = 0.19 um MHKgg = 0.048 pm

Abbildung 32: KSK-Analoga 67f und 67h mit aliphatischer Alkoxyamid-Struktur in Region C.

Wahrend Hydrazid-Strukturen in Region C der Leitstruktur KSK 106 (1b) zur starken Reduktion der
antimykobakteriellen invitro Aktivitdt flhrten (67y-z, MHKg =50 uM), wurden Anilid- sowie
Ester-Strukturen sehr gut toleriert. Mit besonders ausgepragter in vitro Aktivitat (MHKgo = 0.048 um)
Uberzeugten dabei die Anilide 67r-s und der Pentylester 72 (Abbildung 33). Die
Benzyloxyamid-Struktur ist demnach nicht essenziell fiir gute antimykobakterielle in vitro Aktivitat und
KSK-Analoga mit Hexyloxyamid- oder Anilid-Strukturen sind moglicherweise sogar bessere Substrate

fiir die bioaktivierende Amidohydrolase.

|
/@)‘L H NS /@)k O/\/\/

67r R=m-F 72
67s R = p-F MHKgg = 0.048 pm
MHKgg = 0.048 pm

Abbildung 33: KSK-Analoga 67r-s und 72 mit Anilid- bzw. Ester-Struktur in Region C.

Sowohl der Austausch der Benzyloxyamid-Struktur gegen heterocyclische Bioisostere (80, 82 und 83)
als auch der bioisostere Austausch der Carboxylgruppe von Schlisselintermediat Il (65) gegen

1H-Tetrazol (79) fihrten zur deutlichen Reduktion bzw. zum Verlust der antimykobakteriellen in vitro
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Aktivitdt (MHKgo = 12.5 — 100 um). In Kombination mit der ausgepragten Aktivitat des Pentylesters 72
unterstitzt auch diese Beobachtung einen Wirkmechanismus basierend auf hydrolytischer Freisetzung
der Carbonsaure 65 mit intakter Alkoxyamid-Struktur (Schlisselintermediat Il, Abbildung 34) als aktive
Wirkform (Prodrug-Theorie).

0]

T

65
(Schlusselintermediat II)
MHKQO =25 um

Abbildung 34: Carbonsdure 65 (Schliisselintermediat Il) als potenziell aktive Wirkform nach hydrolytischer Bioaktivierung.

Die Einflihrung einer Propargyl-Struktur (67j, MHKg = 0.78 um) wurde gut toleriert und ermaoglicht die
chemische Markierung der Leitstruktur in Region C (Abbildung 35). Im Hinblick auf den postulierten
Wirkmechanismus (Prodrug-Theorie, s. Kapitel 1.4.1, S. 27) ist es von Vorteil, eine Markierung in
mehreren Molekilregionen durchzufiihren, da sich durch den Vergleich entstehender

Hydrolysefragmente potenziell die aktive Wirkform identifizieren bzw. verifizieren lasst.

67j
MHKQO =0.78 um

Abbildung 35: KSK-Analogon 67 mit Propargyl-Struktur in Region C.
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3.2 lIdentifizierung des Wirkstoffziels und der aktiven Wirkform

Zur Entdeckung und Entwicklung von Wirkstoffen existieren im Bereich der pharmazeutischen

Forschung zwei methodisch kontrare Herangehensweisen: Struktur- oder Liganden-basiert.

Die Struktur-basierte Wirkstoffentwicklung beginnt mit der Validierung einer pathologisch relevanten
biomolekularen Zielstruktur, woraufhin in vitro Assays durchgefiihrt werden, um passende
Leitstrukturen zu identifizieren.??® Im Kontrast dazu werden im Rahmen der Liganden-basierten
Wirkstoffentwicklung potenzielle Kandidaten zunéachst in vitro und spater in vivo auf Eigenschaften
untersucht, die eine wiinschenswerte Verdanderung des zellularen Phanotyps verursachen. Erst
nachdem eine solche Leitstruktur entdeckt wurde, werden Anstrengungen unternommen, die

biomolekularen Zielstrukturen zu bestimmen und den Mechanismus aufzukliren.?3°

Das Wissen Uber Ziel und Mechanismus ist von groRer Bedeutung fir die weitere praklinische
Optimierung des Wirkstoffs. So kann beispielsweise die Affinitdt zu einer bekannten biomolekularen
Zielstruktur durch strukturelle Veranderungen des Wirkstoffs gezielt verbessert werden. Auch
unerwinschte Interaktionen mit anderen Biomolekiilen kdnnen adressiert werden, um eine
Steigerung der Selektivitat zu bewirken. Letztlich kann dieses Wissen auch Uber den Erfolg von spaten
Entwicklungsstadien entscheiden, da Dosierung und Nebenwirkungen besser prognostiziert werden

kdénnen.?31.232

Die Identifizierung einer Zielstruktur kann auf drei komplementiren Wegen erfolgen: 32

Genetische Interaktion — gezielte Modifikation bzw. Ausschalten bestimmter Gensequenzen, wodurch
Rickschlisse auf die Relevanz entsprechender Proteinstrukturen gezogen werden kdnnen

(knockout-strains)?33234

Rechnerische Interferenz — Simulation der Interaktion von Wirkstoffkandidaten mit Proteinen durch

Erkennung von Mustern und iterative Naherung an die realen Bindungsverhiltnisse (in silico Modell)?*

Biochemische Methoden — chemische Markierung eines Kandidaten (Wirkstoffsonde) sowie dessen

Einsatz in Bioassays zur Identifizierung von Protein-Wirkstoff-Komplexen.23¢

Im Rahmen dieses Projektes werden biochemische Methoden (Pulldown- und Fluoreszenz-Assay) zur

Identifizierung des Wirkstoffziels und der aktiven Wirkform genutzt.
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Die Darstellung der benétigten Wirkstoffsonden erfolgte nach dem Prinzip der bioorthogonalen
Markierung. Dieses basiert auf der Verwendung physiologisch vertraglicher, hoch selektiver,
chemischer Reaktionen, die idealerweise nicht mit zelluldaren Prozessen interferieren und kaum
Nebenreaktionen aufweisen.3”23¢ Dije 1,3-dipolare Cycloaddition (Click-Reaktion) von Aziden und
terminalen Alkinen — auch als HuisGEN-Reaktion bekannt — erflllt diese Kriterien. Sie dient der
Darstellung von 1,4-disubstituierten 1,2,3-Triazolen durch die konzertierte, pericyclische Verschiebung
von Tni-Elektronen zwischen einem Dipol (Azid) und einem Dipolarophil (Alkin). Unter
Normalbedingungen verlduft diese Reaktion langsam und selbst hohe Driicke und Temperaturen
haben keinen nennenswerten Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit.?** Erst durch Anwesenheit
von Kupfer(l)-lonen kann die Reaktion schnell und regioselektiv erfolgen — Kupfer(l)-katalysierte Azid-

Alkin 1,3-dipolare Cycloaddition (CuUAAC) — da die Dipolarophilie des Alkins massiv gesteigert wird.?*

Der Mechanismus der CUAAC wurde 2012 von WORRELL et al. neu postuliert. Sie fanden einen Beweis
fiir die Anwesenheit eines binuklearen o,n-Kupferintermediates, wohingegen zuvor lediglich die Rolle

eines o-Intermediates beschrieben wurde (Schema 43).24!
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Schema 43: Postulierter Katalysezyklus der CUAAC liber das binukleare Kupferintermediat Ill nach WoRREeLL et al.?*!
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Der Katalysezyklus beginnt mit der Bildung des m-Acetylids Il durch Koordinierung des Kupfer(l)-lons
an das terminale Alkin I. Durch die gesteigerte Aziditat des sp-hybridisierten Kohlenstoffs kann im
Folgenden eine o-Substitution mit einem weiteren Kupfer(l)-lon stattfinden, wobei das binukleare
o,m-Kupferacetylid lll entsteht. Durch Wechselwirkung mit einem organischen Azid IV wird ein tertidrer
Azid-Alkin-Kupfer(l)-Komplex V  gebildet. Die konzertierte, pericyclische Verschiebung von
ni-Elektronen liefert den Metallacyclus VI und durch nachfolgende reduktive Ringkontraktion entsteht
das Kupfer(l)-triazolid VIl unter Abspaltung eines Kupfer(l)-lons. Abschliefende Protonierung setzt das

1,4-disubstituierte 1,2,3-Triazol VIl unter Riickgewinnung des Kupfer(l)-Katalysators frei.?*2

Aufgrund der inhdrenten Instabilitdt von Kupfer(l)-Spezies und deren Neigung zur Disproportionierung
wird die Reaktion in der Regel mit Kupfer(ll)-Salzen durchgefiihrt, welche in situ durch milde
Reduktionsmittel wie Natriumascorbat in die katalytisch aktiven Kupfer(l)-Spezies utberfiihrt

werden.?*

Auch wenn Click-Reaktionen durch die Anwesenheit von Kupfer stark beschleunigt und ihre Selektivitat
gesteigert werden, ist ihr Einsatz im Bereich der bioorthogonalen Chemie nicht unbedenklich.?*?
Kupfer(l)-lonen sind fir ihre ausgepragte Toxizitdt gegeniiber lebenden Zellen bekannt 238240242243 |y
der Fachliteratur wird besonders die Kupfer-mediierte Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
diskutiert (Schema 44), welche physiologischen Prozessen sowie empfindlichen biomolekularen

Strukturen schadet.?*® Dabei wird von beeintrachtigter Zellteilung, gestértem zelluldren Metabolismus

und sogar vom Absterben der Zellen berichtet.?3®

cu + 0, —— cu' + 0y I

202‘ + 2HJr I H202 + 02 I}
cd + H0p, —— cu' + 'OH + TOH ]

Schema 44: Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) durch die Kupfer-mediierte Fenton-Reaktion (11).%*3

Die Oxidation von Kupfer(l) durch Sauerstoff liefert zunachst ein Superoxid-Radikal (1), welches durch
Protonierung weiter zu Wasserstoffperoxid reagiert (ll). Die Fenton-Reaktion zwischen Kupfer(l) und

Wasserstoffperoxid (Ill) resultiert zusatzlich in der Bildung eines Hydroxyl-Radikals.?*

Durch geeignete Extraktionsverfahren lasst sich der inharenten Toxizitat von Kupfer(l)-lonen allerdings
entgegenwirken. So werden beispielsweise wassrige Losungen organischer Komplexbildner wie
Dinatriumethylendiamintetraacetat (Na,EDTA)?** oder auch einfache anorganische Salze wie

Ammoniumchlorid®*® genutzt, um Kupfer(l)-lonen auszuwaschen.
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3.2.1 Affinitatsmarkierung

Heutzutage existiert eine Vielzahl an Methoden zur Identifizierung des Wirkstoffziels, wobei die
Affinitatsmarkierung eine der geldufigsten ist.2*® Dabei werden die nicht-essenziellen Regionen eines
zuvor identifizierten Wirkstoffs genutzt, um eine Markierung (bspw. mit Biotin oder einer
Festphasenmatrix) durchzufiihren. Die resultierende Wirkstoffsonde wird mit einem Proteinlysat
inkubiert, wobei sowohl unspezifische Wechselwirkungen zwischen Proteinen und der Sonde als auch
stirkere, spezifische Wechselwirkungen (Protein-Wirkstoff-komplex) auftreten.?” Im Falle einer
Biotin-Markierung wird dem Proteinlysat zur Inkubation ebenfalls ein perlenférmiges Tragermaterial
aus Agarose oder Kunstharz zugegeben, auf dem die Proteine Streptavidin oder Avidin immobilisiert
wurden. Durch die auBBerordentlich grolRe Affinitdt von Biotin gegenlber Avidin und Streptavidin
konnen die markierten Wirkstoffsonden an diesem Trdagermaterial nicht-kovalent angereichert

2% In einem ersten Reinigungsschritt werden die unspezifisch gebundenen Proteine

werden.
ausgewaschen. AnschlieBend werden im zweiten Reinigungsschritt die spezifisch gebundenen
Zielproteine entweder durch einen Uberschuss an freiem Wirkstoff oder unter denaturierenden
Bedingungen eluiert und gesammelt (Pulldown-Assay). Diese Proteinfraktion kann durch analytische
Verfahren wie LC-MS zunachst aufgetrennt und im Anschluss massenspektrometrisch untersucht

werden (Abbildung 36).237:247

’ immobilisierter

Wirkstoff-Protein-Komplex

i )
Proteinlysat Inkubation . 1. Reinigung . 2. Reinigung
¢! T’ (S — |
i )

\ 1 k 4 Wirkstoff-Protein-Komplex
immobilisierte L
Wirkstoffsonde spezifische und unspezifische

Wechselwirkungen
Wirkstoffiiberschuss LC-MS

Abbildung 36: Schematische Darstellung eines Pulldown-Assays zur Identifizierung eines Zielproteins.
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Zur Darstellung der Wirkstoffsonden wurde nach Absprache mit der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. KALSCHEUER ein Polyethylenglykol (PEGs)-verbriicktes Biotin-Azid (84) genutzt (Abbildung 37).
Dieses ist lang und flexibel genug, um sterische Hinderungen zu vermeiden und um der Zielstruktur

diverse Orientierungsmoglichkeiten im dreidimensionalen Raum zu bieten.

OYNH H 0
HN)@,A\/\)J\N/\/O\/\O/\/O\/\N = GN3
N 3
H S

84

Abbildung 37: Struktur von Biotin-PEGs-Azid (84) und dessen schematische Darstellung.

Nach der Vorschrift von HAMILL et al.?** wurden die KSK-Analoga 28k und 67j mit Biotin-PEGs-Azid (84)
in Anwesenheit von Kupfer(ll)sulfat und Natriumascorbat in einem Gemisch aus Dimethylformamid

und entmineralisiertem Wasser unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur geriihrt (Schema 45).
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84 DMF/H,0, RT
16 h

0.10 Aq CUSO4 5 HQO
0.20 Aqg. Natriumascorbat

‘ 78 % 92 % J

0 o) \/@ 0 0 N=N
N
oS oS o D0
H H H H
Qi N
-
N 85 86

Schema 45: Darstellung der Biotin-KSK-Konjugate 85 und 86 nach Vorschrift von Hamill et al.?**

Nach Extraktion der Kupfer(l)-lonen durch wassrige Na,EDTA-Losung (0.3 M, pH 8) und weiteren
Reinigungsschritten (s. Kapitel 5.2.5, S. 113) wurden die Wirkstoffsonden 85 und 86 via ESI-HRMS lber
deren Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis charakterisiert. Mit einer Reinheit > 95 % (HPLC) kdnnen sie im

Rahmen eines Pulldown-Assays zur ldentifizierung des potenziellen Wirkstoffziels genutzt werden.
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3.2.2 Fluoreszenzmarkierung

Die Fluoreszenzmarkierung ist eine Methode zur Detektion und zellularen Lokalisierung von
Wirkstoffmolekilen, welche haufig auf der Einfihrung von Fluoreszenzfarbstoffen (Fluorochrome)
durch chemische Modifikation beruht. Eine Markierung mit Fluorochromen wird in der Regel an nicht-
essenziellen Regionen einer zuvor identifizierten Leitstruktur durchgefiihrt. Die erhaltenen
Wirkstoffsonden kdnnen nach Inkubation mit fluoreszierenden Zellen und geeigneter Reinigung
fluoreszenzmikroskopisch lokalisiert werden (Lokalisierungs-Assay). Dazu werden spezielle bakterielle
Reporter-Stamme genutzt, die idealerweise eine orthogonal differenzierbare Fluoreszenz zu den
entsprechenden Sonden aufweisen. So kann durch Anderung der Lichtwellenldinge A im
Fluoreszenzmikroskop Uber verschiedene Kanéle (von 380 nm bis 690 nm) zwischen Betrachtung der
Sonden und der Zellen gewechselt werden. Halt man die jeweiligen Fluoreszenzmuster fotografisch
fest, kdnnen durch Uberlagerung der Bilder Lokalitdt und Dichte der nachzuweisenden Substanzen
ermittelt werden. Die Markierung verschiedener Molekiilregionen und der Vergleich der erhaltenen
Fluoreszenzaufnahmen sowie der in vitro Aktivitdten kann zusatzlich Rickschliisse Uber die Gestalt

einer aktiven Wirkform erméglichen.

Im Rahmen dieses Projektes flihrte die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. KALSCHEUER ein Ganzzell-basiertes
in vitro Lokalisierungs-Assay durch, wobei sie standardmaRig den M. tuberculosis mCherry
Reporter-Stamm zur Detektion der fluoreszierenden Wirkstoffsonden nutzen. Mit einem Anregungs—
bzw. Absorptionsmaximum Aaps. bei 587 nm und einem Emissionsmaximum Agm. bei 610 nm zeigt
dieser eine Fluoreszenz im roten Bereich des sichtbaren Lichtes.?*® Zur optimalen Detektion von
potenziell internalisierten Wirkstoffsonden sollten diese ein Emissionsmaximum Agm. zwischen 500 und
540 nm aufweisen und somit eine Fluoreszenz im griinen Bereich des sichtbaren Lichtes zeigen. In
Tabelle 16 ist eine Auswahl entsprechender Farbstoffe samt Absorptions- und Emissionsmaxima

aufgelistet.?°

Tabelle 16: Absorptions- und Emissionsmaxima von ausgewdhlten etablierten Fluoreszenzfarbstoffen.2>0

Fluorophor Aabs. [nm] Aem. [nm]
Cy2 489 506
BODIPY® FL 503 512
6-FAM 492 517
Alexa Fluor® 488 495 519
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Zunachst wurden fluoreszierende Wirkstoffsonden durch Markierung der Leitstruktur mit 6-FAM-Azid
(87) — einem Azid-Konjugat von 6-Carboxyfluorescein — dargestellt (Abbildung 38). 6-FAM-Azid ist ein
Hybrid aus einem Triphenylmethan- und einem Xanthenfarbstoff, der durch Kondensation mit einem

Azid-Linker fir Click-Reaktionen zuganglich gemacht wurde.

N3

Abbildung 38: Struktur von 6-FAM-Azid (87) und dessen schematische Darstellung.

Die CuAAC der KSK-Analoga 28k und 67j mit 6-FAM-Azid (87) fand nach Vorschrift von HAMILL et al.%**
in Anwesenheit von Kupfer(ll)sulfat und Natriumascorbat in einem Gemisch aus Dimethylformamid

und entmineralisiertem Wasser unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur statt (Schema 46).
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Schema 46: Darstellung der (6-FAM)-KSK-Konjugate 88 und 89 nach Vorschrift von HamiLL et al.?4*
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Aufgrund der freien Carbonsaure-Funktionalitdt von 6-FAM ist es nicht zielfliihrend, die Extraktion der
Kupfer(l)-lonen mit basischer Na,EDTA-Losung durchzufiihren, da ein Ausbeuteverlust zu erwarten ist.
SEO et al.?*® beschrieben hingegen das Extraktionsverfahren mit gesattigter Ammoniumchlorid-Lésung
als zuverlassige und leistungsfahige Methode zur Entfernung von Kupfer(l)-lonen in Anwesenheit von
sauren chemischen Funktionalitdten. Nach geeigneter Extraktion und weiteren Reinigungsschritten
(s. Kapitel 5.2.5, S.113) wurden die Reaktionsprodukte massenspektrometrisch Uber deren

Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis charakterisiert.

Neben den Fluorescein-basierten Wirkstoffsonden 88 und 89 wurde auch die Darstellung einer
weiteren Sonde verfolgt. Im Jahr 2019 stellten FENG et al. die Synthese des griin fluoreszierenden

Aminophthalimid-Farbstoffs 92 vor (Schema 47).%!

N 9 - OoN Q ':2 HoN 0
3.00 Ag. Glycin /\H/OH 5 mol% Pd/C /\]/OH
o} N N
AcOH, 120 °C 0 MeOH, 60 °C o)
o) 6 h o) 24 h e}
93 % 96 %
90 91 92

Schema 47: Darstellung des Phthalimid-basierten Farbstoffs 92 nach Feng et al.>>1

Sie machten sich die Entstehung der Fluoreszenz durch Reduktion der Nitro-Gruppe von 91 zunutze,
um Substanzen mit reduzierenden Eigenschaften detektieren zu kénnen. Nach diesem Prinzip konnten
sie Reduktionsmittel in wassriger Losung, in Zellen und sogar in komplexeren lebenden Organismen

nachweisen und quantifizieren.

Die Fluoreszenz beruht bei Aminophthalimid 92 auf dem intramolekularen Protonentransfer im
angeregten Zustand (excited-state intramolecular proton transfer, kurz ESIPT). In einem vierstufigen
photochemischen Prozess erfolgt die Relaxation angeregter ESIPT-Fluorophore durch

Keto-Enol-Tautomerisierung (Schema 48).

(0] Keto-Enol- OH

H2N Tautomerie HN
OH OH
SONTY T —— 7N
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Schema 48: ESIPT-induzierte Keto-Enol-Tautomerisierung von Aminophthalimid 92.
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Bei Anregung der Keto-Form (92) ist die Neuverteilung von Ladungsverhaltnissen moglich, die zur
Tautomerisierung in die Enol-Form (93) fiihrt. Die Relaxation des angeregten Zustandes der Enol-Form
in den Grundzustand ist als Fluoreszenz zu erkennen (Enol-Emission). Der Grundzustand der Enol-Form
wird durch umgekehrten Protonentransfer zuriick in die Keto-Form Uberfiihrt und der Prozess kann
erneut beginnen. Auch die Relaxation der angeregten Keto-Form ist als Fluoreszenz wahrzunehmen
(Keto-Emission), wobei sich die Wellenldngen beider Emissionen unterscheiden.?>? ESIPT-Fluorophore
weisen aufgrund der erheblichen strukturellen Veranderung wahrend des Protonentransfers eine
ungewohnlich hohe Stokes-Verschiebung von ca.200 nm auf. Im Vergleich zu traditionellen
Fluorophoren treten folglich seltener Selbstabsorption und innere Filtereffekte auf, weshalb sie im

Bereich der Wirkstoffmarkierung an Beliebtheit zunehmen.?*22%3

Die Carboxylgruppe des Farbstoffs 92 eignet sich zur Verknlipfung mit Wirkstoffen und somit zur
Erzeugung von fluoreszierenden Wirkstoffsonden. Um sterische Hinderung und Interaktionen mit dem
verknlpften Wirkstoff zu minimieren, wurde die Synthese mit e-Aminocapronsaure anstatt Glycin
durchgefiuhrt. Nach abschlieBender Reduktion der Nitro-Gruppe konnte der kettenverlangerte

Farbstoff 95 erhalten werden (Schema 49).%!
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Schema 49: Synthese des kettenverldngerten Phthalimid-Farbstoffs 95 in Anlehnung an die Vorschrift von FEnG et al. 25!

Eine HATU-mediierte Kupplungsreaktion zwischen dem kettenverlangerten Farbstoff 95 und

Schlisselintermediat | (13) lieferte die fluoreszierende ESIPT-Wirkstoffsonde 96 (Schema 50).
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Schema 50: Kupplungsreaktion von Farbstoff 95 und Schliisselintermediat I (13) zur Darstellung der ESIPT-Sonde 96.
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Die minimale Hemmkonzentration (MHKs) der Wirkstoffsonden entspricht der bendtigten

Konzentration fiir den Lokalisierungs-Assay (Tabelle 17).

Tabelle 17: Minimale Hemmkonzentrationen (MHKqo) der Farbstoffe 87 und 95 sowie der fluoreszierenden Wirkstoffsonden
88, 89 und 96 gegeniiber M. tuberculosis H37Rv (erhoben von M. Sc. ANNA-LENE KIFFE-DELF).185

NH,
o)
0
Struktur N~~~ /o\/©
z N
96
MHKso [UM] 12.5
O N:N\N
o) =~
Struktur y N A
\/\/\O
89
MHKso [UM] 25
i \/@
.0
N
Struktur O)L H
NS
N=N 88
MHKgo [pum] > 100
HN o ©
OH
N/\/\/\n/ Ns
Struktur @ 0
o) 87
95
MHKgo [pum] > 100 > 100

Die Wirkstoffsonde 88 sowie beide Farbstoffe 87 und 95 sind als inaktiv anzusehen (MHKgo > 100 pum).
Die Fluoreszenzmarkierung in Region C der Leitstruktur (89) wurde mit einer MHKgo von 25 um etwas
besser toleriert. Im Gegensatz zur Wirkstoffsonde 88 ist die Biotransformation von 89 in die potenziell
aktive Carbonsdure 65 (Schliisselintermediatll) moglich. Die ESIPT-Sonde 96 ist mit einer

MHKgo von 12.5 pum als schwach aktiv anzusehen.

In diesen Konzentrationen wurden die jeweiligen Sonden fiir zwei Tage bei 37 °C mit Zellen des
M. tuberculosis mCherry Reporter-Stamms inkubiert. Nach Aufarbeitung und Fixierung mit
para-Formaldehyd (PFA) wurde das Zellpellet umfangreich gewaschen, um nicht-internalisierte
Fragmente zu entfernen. Das gewaschene Zellpellet wurde in PFA suspendiert und auf einen
Objekttrager Uberfihrt. Die Betrachtung sowie Dokumentation erfolgte mit einem

Fluoreszenzmikroskop (Zeiss — Axioskop 40) und einer Mikroskopkamera (Jenoptig — Progres Gryphax).
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Die Uberlagerung der Aufnahmen erméglichte die Lokalisierung der Wirkstoffsonden (Abbildung 39).
Aufgrund der kurzen Lebensdauer konnte die Fluoreszenz der ESIPT-Sonde 96 nicht festgehalten

werden, weshalb lediglich Dimethylsulfoxid (DMSO) und 6-FAM-Azid (87) als Referenz dienen.

mcCherry Wirkstoffsonde
(A=530nm) (A =450 nm)

Uberlagerung

DMSO

87
(6-FAM-Azid)

89

n (Region C)

88
(Region A)

Abbildung 39: Gefilterte und liberlagerte Aufnahmen des Lokalisierungs-Assays der Wirkstoffsonden 88 und 89 sowie DMSO
und 6-FAM-Azid (87) als Referenz (erhoben von M. Sc. ANNA-LENE KiFFe-DELF).185

Fir DMSO ist erwartungsgemal} keine Fluoreszenz zu beobachten (l). Auch 6-FAM-Azid (87) zeigt
nahezu keine Fluoreszenz bei Betrachtung mit Licht der Wellenlange A =450 nm (ll). Diese
Beobachtung lasst sich durch mangelhafte Internalisierung des Fluorophors und damit einhergehende
Auswaschung erkldaren. Gleiches gilt fir die in Region A markierte Wirkstoffsonde 88, deren
Fluoreszenz nach Reinigung der Zellen kaum zu beobachten ist (V). Signifikante Internalisierung ist nur
fiir die in Region C markierte Wirkstoffsonde 89 zu beobachten, deren griine Fluoreszenz deutlich und
klar abgegrenzt zu erkennen ist (lll). Auch die Uberlagerung mit der entsprechenden Aufnahme der

Zellen des mCherry Reporter-Stamms deutet auf erfolgreiche Internalisierung der Wirkstoffsonde hin.

Weder die invitro Aktivitaten (Tabelle 17) noch die Fluoreszenzaufnahmen (Abbildung 39) der
Wirkstoffsonden ermdoglichten die eindeutige Identifizierung der aktiven Wirkform. Zur Steigerung der
Aussagekraft des Lokalisierungs-Assays konnten sowohl die Sonden in Bezug auf Molekulargewicht
und in vitro Aktivitat als auch die Fluoreszenzaufnahmen in Bezug auf Auflosung, Belichtungszeit und

VergrofRerung optimiert werden.
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3.3 Untersuchung der Stabilitat

Pharmazeutische  Forschungseinrichtungen lassen  der  Stabilitit eines  potenziellen
Wirkstoffkandidaten viel Aufmerksamkeit zukommen, da sie schon friih GUber den Verlauf und den
Erfolg seiner Entwicklung entscheiden kann. Je friiher Probleme erkannt und behoben werden, desto
groRer ist die Erfolgschance des Wirkstoffkandidaten in spateren Entwicklungsphasen.?*
VAN DE WATERBEEMD  beschreibt dieses Vorgehen als property-based design. Erhobene
structure-property relationships (SPR) konnen die bestehenden SAR um wertvolle Erkenntnisse

erganzen.”>

Stabilitatsprobleme erhéhen sowohl die Zeit als auch die Kosten, die zur Strukturoptimierung sowie
zur Entwicklung einer Applikationsform des Wirkstoffs nétig sind. Durch Zersetzung eines Wirkstoffs
in lebenden Organismen wird die Menge reduziert, die zum therapeutischen Ziel transportiert wird

und Abbauprodukte kénnen Nebenwirkungen oder sogar Toxizitit hervorrufen.?®

Neben dem Wissen Uber das Vorhandensein von Instabilitat eines Wirkstoffkandidaten ist auch der
Grund der Zersetzung von bedeutendem Interesse. So kénnen beispielsweise pH-Wert,%’ Licht,?®
Temperatur und Feuchtigkeit®®® einen maRgeblichen Einfluss auf die chemische Stabilitit einer
Substanz haben. Typische Zersetzungsreaktionen, die unter den genannten Bedingungen ablaufen,

sind Hydrolysen, Oxidationen oder Umlagerungen.?®

Fiir potenzielle Wirkstoffkandidaten,
insbesondere fir Prodrugs, wird zusatzlich die Plasmastabilitdt untersucht, da im Plasma enthaltene
Enzyme verantwortlich fir die Degradierung des Wirkstoffs sein kdnnen. Substanzen, die in Plasma
nicht stabil sind, weisen haufig eine hohe Clearance, eine kurze Halbwertszeit und damit insgesamt

eine geringe in vivo Aktivitat auf.2°

Letztendlich ist auch die Rate, mit der eine Zersetzung stattfindet, von Bedeutung. Im Bereich von
Minuten bis Stunden hat sie beispielsweise einen Einfluss auf die in vitro als auch auf die in vivo
Aktivitat (pharmacological timescale). Im Vergleich dazu beeinflusst eine Zersetzung nach Monaten
oder Jahren eher die Art der Formulierung oder die Lagerungsbedingungen (pharmaceutical

timescale).?®!

Sowohl die chemische Stabilitdit unter Nachahmung physiologischer Bedingungen als auch die
Plasmastabilitdt von KSK 104 (1a) und KSK 106 (1b) wurden untersucht, um die Eignung beider

Leitstrukturen flr die weitere praklinische Entwicklung sowie fiir in vivo Studien beurteilen zu kénnen.
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3.3.1 Chemische Stabilitat

Zur Bestimmung der chemischen Stabilitat nach LEVEN et al. wurden die Leitstrukturen KSK 104 (1a)
und KSK 106 (1b) zunachst in einem Vehikel aus 7 % Tween®80, 3 % Ethanol und 90 % Phosphatpuffer
(v/v) formuliert (0.5 mg/mL) und kontinuierlich bei 37 °C inkubiert.2®2 Die verwendeten Phosphatpuffer
wurden nach der Vorschrift des Europdischen Arzneibuchs (EAB) mit pH 2 bzw. pH 7.4 hergestellt, um
die physiologischen pH-Werte des Magens und des Blutkreislaufes zu simulieren. Zu den Zeitpunkten
t=0, 1, 3, 6, 24, 48 [h] wurden Proben entnommen und HPLC-analytisch untersucht (n = 2). Durch
Vergleich der Peakflache (Area under curve, kurz: AUC) zum Zeitpunkt t mit der initialen Peakflache

(t = 0) konnte die prozentuale Zersetzung der Leitstrukturen erschlossen werden.

Fir beide Leitstrukturen erfolgte im Verlauf von 48 Stunden bei pH 2 eine Zersetzung von etwa 3 %
und im gleichen Zeitraum bei pH 7.4 konnte sogar nur eine Zersetzung von etwa 1.5 % beobachtet

werden (Abbildung 40).

S pH 2 : pH 7.4
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Abbildung 40: Prozentuale Zersetzung der Leitstrukturen KSK 104 (blau) und KSK 106 (orange) in Phosphatpuffer mit pH 2 bzw.
pH 7.4 im Verlauf von 48 Stunden bei 37 °C. Angegeben sind Mittelwerte (n = 2) samt Standardabweichungen.

Das geringe AusmaR der Zersetzung im Verlauf von 48 Stunden betont die chemische Stabilitat beider
Leitstrukturen in wassriger Losung unter Nachahmung relevanter physiologischer Bedingungen und
damit deren Eignung fiir die weitere praklinische Entwicklung. AuBerdem sind diese Daten von akuter

Relevanz fiir geplante in vivo Studien am Forschungsinstitut Borstel Leibniz Lungenzentrum.
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3.3.2 Plasmastabilitat

Die Plasmastabilitdt der Leistrukturen wurde im Institut fiir Klinische Pharmazie und Pharmakotherapie
der Heinrich-Heine-Universitit Disseldorf von Dr. BJORN BURCKHARDT und ALENA MORITZ bestimmt.53
Dazu wurden Lésungen von KSK 104 (1a) und KSK 106 (1b) in humanem EDTA-Plasma mit einer
Konzentration von 50 ng/mL angesetzt und bei 37 °C inkubiert. Zu den Zeitpunkten t =0, 2, 4, 24 [h]
erfolgten Probenentnahmen (n=3) und die Quantifizierung erfolgte via LC-MS/MS durch den

Vergleich der initialen Signalintensitat (t = 0) mit der Intensitdt zum Zeitpunkt t (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Prozentuale Wiederfindung der Leitstrukturen KSK 104 (blau) und KSK 106 (orange) in humanem EDTA-Plasma

im Verlauf von 24 Stunden bei 37 °C. Angegeben sind Mittelwerte (n=3) samt Standardabweichungen (erhoben und
bereitgestellt von Dr. BI6RN BURCKHARDT und ALENA MORITz).%63

Beide Leitstrukturen sind unter den gegebenen Bedingungen Uber mindestens 24 Stunden
massenspektrometrisch in voller Intensitat zu detektieren und kdnnen daher als stabil in humanem
EDTA-Plasma angesehen werden. Ergdnzend zur ausgepragten chemischen Stabilitat ist die hohe
Plasmastabilitdt der Leitstrukturen KSK 104 (1a) und KSK 106 (1b) ein bedeutender Faktor fur in vivo

Studien im Hinblick auf die Anwendung verschiedener Applikationsformen.
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3.4 Wasserloslichkeit und praklinische Formulierung

Auf die Identifizierung eines Wirkstoffkandidaten folgt dessen praklinische Entwicklung. Dabei werden
Strukturmodifikationen sowie in vitro Studien und spater auch invivo Studien in Tiermodellen
durchgefiihrt, um den Kandidaten zu optimieren und Erkenntnisse (iber Toxizitdat, Pharmakokinetik
und Pharmakodynamik zu erhalten. Speziell fir in vivo Studien muss in Abhadngigkeit vom
Applikationsweg eine effektive praklinische Formulierung gefunden werden, die erfolgreich die

Wasserloslichkeit des Wirkstoffkandidaten vermittelt.?6*

Bei der Loslichkeitsvermittlung werden schnell die charakterisierten physiologischen Grenzen
organischer Losungsmittel oder Hilfsstoffe Uberschritten, weshalb der Einsatz des Kandidaten in
Tierversuchen oder gar klinischen Studien scheitert.?®> Daher werden bereits im Rahmen der
synthetischen Strukturoptimierung eines Wirkstoffkandidaten Anstrengungen unternommen, dessen
Wasserloslichkeit zu verbessern, um den Erfolg einer Formulierung und der weiteren Entwicklung zu

gewihrleisten.?%®

Das Ziel einer Formulierung flr invivo Studien im Tiermodell ist die Maximierung der
Wirkstoffexposition sowie deren Vereinheitlichung unter verschiedenen Spezies. Die diverse
Physiologie der Tiere sowie unterschiedliche Applikationswege stellen dabei besondere
Herausforderungen dar. Daraus ergeben sich Anforderungen wie z. B. eine geeignete Konzentration
der finalen Formulierung, der Einsatz geeigneter Hilfsstoffe im Hinblick auf tierspezifische Toxizitat und

auch die Beriicksichtigung des applizierbaren Volumens fiir verschiedene Spezies.25>2¢7

Die perorale Applikation zahlt zu den gangigsten Applikationswegen im Bereich der pharmazeutischen
Wirkstoffentwicklung sowie fiir zugelassene Arzneistoffe und bietet ein breites Spektrum an méglichen
Vehikeln fiir verschiedene Darreichungsformen.?* Allerdings kann mangelnde orale Bioverfiigbarkeit
durch schlechte Absorption, first-pass Metabolisierung oder Abbau im Verdauungstrakt dazu fiihren,

dass ein anderer Applikationsweg gewahlt werden muss.2%®

Durch parenterale Applikation kénnen genannte Barrieren umgangen werden. Beispielsweise wird der
Wirkstoff im Falle einer intravendsen Applikation direkt in den Blutkreislauf injiziert und ist somit
keiner Absorptionsproblematik oder first-pass Metabolisierung ausgesetzt.?®® Hier miissen allerdings
Faktoren wie Volumen der Dosis, Stabilitat der Formulierung, pH-Wert, Viskositat und Osmolalitat

beriicksichtigt werden, um eine Wirkung und physiologische Vertriglichkeit zu gewéahrleisten.25527°
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In Vorbereitung auf geplante in vivo Studien im Tiermodell musste sowohl die Wasserloslichkeit der
Leitstrukturen KSK 104 (1a) und KSK 106 (1b) ermittelt als auch notigenfalls eine préaklinische

Formulierung zur Loslichkeitsvermittlung etabliert werden.

Die Ermittlung der thermodynamischen Wasserl6slichkeit beider Leitstrukturen erfolgte in Anlehnung
an die Literaturvorschrift von ALSENZ und KANSY (thermodynamic equilibrium solubility assay, kurz:
THESA).?’t Dabei wurde die absolute Peakfliche des HPLC-Chromatogramms einer Priiflésung durch

Vergleich mit einer Kalibriergeraden in Relation zur Loslichkeit im gegebenen Medium gesetzt.

Zunachst wurden Kalibrierlésungen von KSK 104 (1a) und KSK 106 (1b) in Acetonitril mit bekannten,
dquidistanten Konzentrationen vermessen. Die erhaltenen Peakflaichen [AU-s] wurden gegen die
verwendeten Konzentrationen [ug/mL] aufgetragen und durch lineare Regression konnten

Kalibriergeraden erhalten werden (Abbildung 42 und Abbildung 43).
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Abbildung 42: Kalibriergerade zur Ermittlung der Wasserléslichkeit von KSK 104 (1a).
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Abbildung 43: Kalibriergerade zur Ermittlung der Wasserloslichkeit von KSK 106 (1b).
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Die Priiflésungen wurden mit einer theoretischen Konzentration von 1 mg/mL in PBS-Puffer (pH 7.4)
angesetzt und bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten im Ultraschallbad und anschlieBend fiir 24 Stunden
in einem automatischen Schiittler geschwenkt (n=2). Nach Zentrifugation und Filtration der
vorliegenden Suspensionen wurden die Priflosungen an der HPLC vermessen. Die erhaltenen
Peakflachen [AU-s] konnten mithilfe der Regressionsgeradengleichungen (Gl. 1 und ) in die Loslichkeit

[ug/mL] im wassrigen Medium umgerechnet werden (Tabelle 18).

KSK 104 (1a) KSK 106 (1b)
y =0,0311x — 0,0361 (1) y = 0,0428x — 0,0103 ()
y 40,0361 y 40,0103
S x="— o x=2—""""
0,0311 0,0428

Tabelle 18: Peakfldchen (HPLC-Chromatogramme) von KSK 104 (1a) und KSK 106 (1b) und resultierende Wasserloslichkeiten
(ug/mL und um) bei pH 7.4 (n = 2). Angegeben sind Mittelwerte (M) samt Standardabweichung (SD).2*

pH 7.4
Peakflache Loslichkeit Loslichkeit
[AU-s] [ng/mL] (um]
M SD M SD M SD
KSK 104 (1a) 0.05 0.001 2.80 0.040 7.45 0.106
KSK 106 (1b) 0.02 0.002 0.68 0.041 1.77 0.107

Die Wasserloslichkeit der Leitstrukturen unter Nachahmung physiologischer Bedingungen ist mit
2.80 pg/mL fur KSK 104 (1a) bzw. mit 0.68 pug/mL fir KSK 106 (1b) als sehr gering einzuschatzen. Fir
die geplanten in vivo Experimente ist sowohl die perorale als auch die intravendse Applikation mit
einer Konzentration von 1 mg/mL beabsichtigt, weshalb praklinische Formulierungen zur
Loslichkeitsvermittlung beider Substanzen etabliert werden mussten. Zwecks toxikologischer
Unbedenklichkeit gegeniiber den Labormé&usen (BALB/c) wurden vorzuglich erprobte Vehikel, die

bereits in der Fachliteratur publiziert wurden, getestet (Tabelle 19).27
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Tabelle 19: Ubersicht der getesteten Vehikel zur Lésungsvermittlung (1 mg/mL) von KSK 104 (1a) und KSK 106 (1b).

Eintrag Vehikel KSK 104 KSK 106

Tween®80 — EtOH — PBS
1 X X
(7%-3%-90%, v/V)
Tween®80 — EtOH — Saline

(7%-3%-90%, v/v)
3 Miglyol®812 X X

Miglyol®812 — Transcutol HP v v

(80%-20%, v/v)

DMSO — PEG 400 - Saline

(10%-20%-70%, v/v)
DMSO — PEG 400 — Tween®80 — Saline
(10%-18%-4%-68%, v/v)
DMSO — Tween®80 — PG — Saline
(5%-5%-20%-70%, v/V)
PG - H,0

(80%-20%, v/V)

Die Vehikel auf Basis von Tween®80 (Eintrdge 1 und 2) und DMSO/PEG 400 (Eintrage 5 und 6) konnten
kurzfristig eine Losungsvermittlung bewirken, wobei bereits nach 5 Minuten eine Triibung der Losung
als Folge von Prazipitation beobachtet werden konnte. Das Vehikel auf Basis von Miglyol®815
(Eintrag 3) konnte beide Substanzen erst durch Zusatz von Transcutol HP (Eintrag 4) erfolgreich in
Losung bringen. Allerdings ist dieses Vehikel nicht zur intravendsen Applikation geeignet und es

mangelt an publizierter Fachliteratur, weshalb von seinem Einsatz abgesehen wurde.

Letztlich konnten zwei Vehikel auf Basis von Propylenglykol (PG) lberzeugen (Eintrdge 7 und 8). Sie
vermitteln die Loslichkeit beider Leitstrukturen fiir mindestens 24 Stunden und sind zudem
ausreichend in der Fachliteratur dokumentiert.?’>-2’® Die intravendse Applikation ist mit dem Vehikel

aus Eintrag 7 und die perorale Applikation mit dem Vehikel aus Eintrag 8 geplant (Tabelle 19).

Die in vivo Studien im Tiermodell werden in Absprache mit Dr. CHRISTOPH HOLSCHER, dem Leiter des
Programmbereichs Infektion, im Forschungszentrum Borstel Leibniz Lungenzentrum durchgefiihrt.
Zunachst sollen in vivo Toxizitat sowie Pharmakokinetik beider Leitstrukturen und weiterer potenter
Analoga evaluiert werden, worauf anschlieBend ein Infektionsmodell zur Bestimmung der

antimykobakteriellen in vivo Aktivitat aufbaut.
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4 Zusammenfassung

Die globale Ausbreitung arzneimittelresistenter Tuberkulose (MDR-/XDR-TB) stellt eine zunehmende
Bedrohung fiir Gesundheitssysteme und das 6ffentliche Leben weltweit dar. Im Jahr 2020 waren 20 %
aller TB-Infektionen auf resistente Stamme des M. tuberculosis zurlickzufihren — Tendenz steigend.
Verglichen mit der Behandlung einer sensitiven TB ist die Behandlung einer MDR-/XDR-TB nicht nur
deutlich zeit- und kostenintensiver, sondern weist auch mehr Nebenwirkungen und verringerte
Heilungsraten auf. Die WHO appelliert an die Einhaltung der vereinbarten Richtlinien (End TB Strategy)
und beschreibt die Intensivierung der Wirkstoffentwicklung als einzigen Weg, die Ausbreitung der

MDR-/XDR-TB einzuddmmen 8101422129

Die a-Aminooxyessigséure-basierte Leitstruktur KSK 106

Dieses Projekt befasste sich mit der Synthese und préaklinischen Strukturoptimierung der
a-Aminooxyessigsdure-basierten Leitstruktur KSK 106 (1b) mit ausgepragter antimykobakterieller

in vitro Aktivitat selbst gegeniiber resistenten Stammen des M. tuberculosis (Abbildung 44).

A C
para-(Pentyloxy)benzoyl- O-Benzylhydroxylamin-
Einheit Einheit
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Alkoxyamid Benzyloxyamid

Abbildung 44: Leitstruktur KSK 106 (1b) und Einteilung in die Molekiilregionen A, B und C.

Durch Gesamtgenomsequenzierung von spontan KSK 106-resistenten Mutanten konnte die
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. KALSCHEUER Einzelnukleotid-Polymorphismen im Gen AmiC nachweisen.
Dieses Gen codiert fir eine hypothetische Amidohydrolase, die mit der Biotransformation von
KSK 106 (1b) assoziiert wird. Basierend auf dieser Entdeckung formulierten sie eine vorlaufige
Hypothese zum Wirkmechanismus: Bei KSK 106 (1b) kénnte es sich um ein Prodrug handeln, welches
durch intrazelluldre, enzymatische Hydrolyse in die aktive Wirkform Gberfuhrt wird (Prodrug-Theorie,

s. Kapitel 1.4.1, S. 27).1%°
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Strukturmodifikationen und SAR

Zur Generierung umfangreicher Struktur-Aktivitdts-Beziehungen (SAR) wurde eine Substanzbibliothek
von (Uber 100 Analoga der Leitstruktur KSK106 (1b) synthetisiert. Im Rahmen der
Strukturmodifikationen in den Regionen A, B und C wurden neben antimykobakterieller in vitro

Aktivitat auch metabolische Stabilitat und Wasserloslichkeit adressiert.

Alle dargestellten KSK-Analoga wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. KALSCHEUER im Rahmen eines
phanotypischen Ganzzell-Assays auf ihre antimykobakterielle invitro Aktivitat gegeniber
M. tuberculosis H37Rv untersucht. Die Auswertung der biologischen Aktivitat (MHKg) ist die Grundlage
fir die abgeleiteten Struktur-Aktivitdts-Beziehungen (SAR). Durch gezielte Modifikationen in den
einzelnen Regionen konnte die Bedeutung der einzelnen Strukturmotive in Bezug auf die
antimykobakterielle in vitro Aktivitat bewertet werden (Abbildung 45). Die beobachteten Trends sowie

die SAR zu KSK 106 (1b) befinden sich im Einklang mit der Vorarbeit von Dr. ALEXANDER BERGER.'”’

Benzoyl-Struktur: Benzyloxyamid:

aromatische Fluorierung nicht-essenzielles Strukturmotiv

ird gut toleriert
wire gutfolerier Hexyloxyamid-, Anilid- und

Biaryl-Struktur verringert Aktivitat Ester-Strukturen bevorzugt

( A C
Ether-Struktur: Bioisosterere:
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Carba- und Thia- O\/© Tetrazol-Analogon
Analoga bevorzugt H/ inaktiv
. NN .
Sulfon- und Sulfonamid- (0] Oxadiazol-Analoga
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N KSK 106

Alkylkette: Benzyl-Struktur:
Cs optimal fiir Phenolether Aliphaten, Heteroaromaten und
lineare Aliphaten bevorzugt aromatische Fluorierung
werden gut toleriert

polare Funktionalisierung verringert Aktivitat

Abbildung 45: Zusammenfassung der wichtigsten SAR zu Leitstruktur KSK 106 (1b).

Im Zuge der Strukturoptimierung von KSK 106 (1b) wurden insgesamt zwolf Inhibitoren dargestellt,
deren antimykobakterielle invitro Aktivitat im Vergleich zur Leitstruktur verbessert ist
(MHKgo < 0.39 uMm, s. Kapitel 3.1.4, S.79). Darunter befinden sich ausschlieflich KSK-Analoga der
Regionen A und C, weshalb die Alkoxyamid-Struktur der a-Aminooxyacetyl-Einheit (Region B) als

essenzielles Strukturmotiv fur die antimykobakterielle in vitro Aktivitdt zu bewerten ist.
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Mit besonders ausgepragter in vitro Aktivitat im nanomolaren Bereich (MHKgo = 0.048 um) konnten die

KSK-Analoga 67h, 67r-s und 72 mit modifizierter Benzyloxyamid-Struktur Gberzeugen (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Leitstruktur KSK 106 (1b) und die aktivsten KSK-Analoga 67h, 67r-s und 72 (MHKg = 0.048 um).

Die SAR der aktivsten KSK-Analoga verdeutlicht, dass es sich bei der Benzyloxyamid-Struktur in
Region C um ein nicht-essenzielles Strukturmotiv handelt. Sowohl der Austausch gegen eine
Hexyloxyamid-Struktur (67h) als auch der Austausch gegen Anilid- bzw. Ester-Strukturen (67r-s bzw.

72) fuhrten zu einer deutlichen Verbesserung (Faktor 8) der antimykobakteriellen in vitro Aktivitat.

Zusatzlich wird der postulierte Wirkmechanismus tiber hydrolytische Bioaktivierung (Prodrug-Theorie)
durch die ausgepréagte in vitro Aktivitat des Pentylesters 72 unterstitzt. Ergdnzt durch die Inaktivitat
der Carbamate (25 und 76, s. Kapitel 3.1.3.4, S. 73) und der heterocyclischen Bioisostere (80, 82 und
83, s.Kapitel 3.1.3.5, S.78) lasst sich die Carbonsdure 65 mit intakter Alkoxyamid-Struktur

(Schliisselintermediat Il) vorlaufig als aktive Wirkform definieren (Abbildung 47).

hydrolytische

o Bioaktivierung o
O\/© (Amidohydrolase)
/@)L H/ /@)L
\/\/\O \ \/\/\o
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H2N/o (Schliisselintermediat II)
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Abbildung 47: Bioaktivierung der Leitstruktur KSK 106 (1b) unter Freisetzung der potenziell aktiven Wirkform 65
(Schliisselintermediat Il).
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Identifizierung des Wirkstoffziels und der aktiven Wirkform

Zur Identifizierung des Wirkstoffziels soll in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. KALSCHEUER ein
Pulldown-Assay durchgefiihrt werden. Zu diesem Zweck wurde die Leitstruktur KSK 106 (1b) sowohl in

Region A als auch in Region C mit einem Biotin-Linker markiert.

Zusatzlich wurde die Leitstruktur KSK 106 (1b) in den Regionen A und C fluoreszierend markiert, um im
Rahmen eines Lokalisierungs-Assays die Identifizierung der aktiven Wirkform zu ermdoglichen.
Aufgrund mangelnder in vitro Aktivitat sowie kurzer Fluoreszenzlebensdauer ist die Aussagekraft des

Lokalisierungs-Assays begrenzt.

Untersuchung der Stabilitct

Die Leitstrukturen KSK 104 (1a) und KSK 106 (1b) sind unter Nachahmung relevanter physiologischer
Bedingungen sowohl im wassrigen Medium (pH 2 und 7.4) als auch in humanem EDTA-Plasma lber

mindestens 24 Stunden stabil.

Wasserléslichkeit und prdklinische Formulierung

Die Wasserloslichkeit der Leitstrukturen KSK 104 (1a) und KSK 106 (1b) ist sehr gering, weshalb im
Hinblick auf invivo Studien im Tiermodell préaklinische Formulierungen auf Basis von

Propylenglykol (PG) etabliert wurden.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Material und Methoden

Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht eigens synthetisiert, kauflich erworben (Sigma
Aldrich, Acros Organics, BLDpharm, Carl Roth, TCl, Fluorochem, abcr, Alfa Aesar, Carbolution

Chemicals, Lumiprobe, Thermo Fischer Scientific) und ohne weitere Aufreinigung eingesetzt.

Losungsmittel

Alle absoluten Losungsmittel wurden von den Firmen Sigma Aldrich und Acros Organics erworben. Die
eigenstandige Trocknung von Losungsmitteln erfolgte destillativ und die erhaltenen Destillate wurden
bis zur Verwendung lichtgeschiitzt (ber aktiviertem 4 A Molsieb gelagert. Fiir Extraktionen,

Saulenchromatographien und Umkristallisationen wurden Losungsmittel technischer Qualitat benutzt.

Das Entfernen von Losungsmitteln erfolgte destillativ bei 50°C Wassertemperatur durch

Rotationsverdampfer der Firma Biichi mit angeschlossenen Vakuumpumpen der Firma Vacuubrand.

Dtinnschichtchromatographie (DC)

Reaktionen und Aufreinigungen wurden diinnschichtchromatographisch verfolgt, wobei Fertigfolien
der Firma Macherey-Nagel (ALUGRAM® Xtra SIL G/UV2s4) mit Fluoreszenzindikator verwendet wurden.
Die Auswertung erfolgte einerseits durch UV-Detektion (254 nm und 366 nm) sowie durch Anfarbung

mit verschiedenen Tauchlésungen und anschlieBender Entwicklung mithilfe eines HeiBluftfons.

Kaliumpermanganat-Loésung: 3.00 g Kaliumpermanganat, 20.0g Kaliumcarbonat und 5.00 mL

Natriumhydroxid-Lésung (5 %) in 300 mL entmineralisiertem Wasser.
Molybdatophosphorsaure-Lésung: 10.0 g Molybdatophosphorsaure in 100 mL abs. Ethanol.
Vanillin-Lésung: 15.0 g Vanillin und 2.50 mL Schwefelsdure (konz.) in 250 mL abs. Ethanol.

Bromkresolgriin-Losung: 0.04 g Bromkresolgriin in 100 mL abs. Ethanol und tropfenweise Zugabe von

0.1 m wassriger Natriumhydroxid-Losung (bis Blaufarbung eintritt).
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Sdulenchromatographie

Praparative Saulenchromatographien wurden mit Kieselgel 60 M der Firma Macherey-Nagel
(0.040 - 0.063 mm) durchgefiihrt. Als Eluentengemische dienten n-Hexan mit Essigsdureethylester
oder Dichlormethan mit Methanol in graduell veranderter Zusammensetzung — stets von geringerer

zu héherer Polaritat.

Flash-Chromatographien wurden mit dem Gerat CombiFlash® Rf 200 mit RediSep™ Rf-Kartuschen der

Firma Teledyne Isco durchgefiihrt.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

HPLC-Messungen wurden mithilfe einer Geratekombination der Firma Knauer durchgefiihrt
(Pumpe: Azura P6.1L, Autosampler: Optimas 800, UV-Detektor: K-2600), wobei bei 220 nm und
254 nm detektiert wurde. Als stationdre Phase wurde eine Umkehrphasen-Trennsaule (SN: FK36) der
Firma Knauer genutzt. Als mobile Phase diente ein Gemisch aus Wasser und Acetonitril

(gradient grade), welches mit 0.1 % Trifluoressigsaure (TFA) versetzt wurde (Tabelle 20).

Tabelle 20. Laufmittelgradient fiir HPLC-Messungen.

Zeit Wasser (+ 0.1 % TFA)  Acetonitril (+ 0.1 % TFA)

[min] [%] (%]
0 90 10
0.5 90 10
20 0 100
30 0 100
31 90 10
40 90 10

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Samtliche NMR-Spektren wurden im ,Center for Molecular and Structural Analytics an der
Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf (CeMSA@HHU)” von Herrn Aian und Frau Muth an Geraten der

Firma Bruker aufgenommen:

Bruker Avance Il — 300 (*H: 300 MHz, *3C: 75 MHz, *°F: 282 MHz)
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Bruker Avance Ill — 600 (*H: 600 MHz, *3C: 151 MHz, °F: 565 MHz)
Bruker Avance DRX — 500 (*H: 500 MHz, 13C: 126 MHz, *°F: 471 MHz)

Die Proben wurden in kommerziell erhaltlichen, deuterierten Losungsmitteln (Chloroform-d, DMSO-ds,
Methanol-d,) der Firma Sigma-Aldrich gelost und die Prozessierung der Spektren erfolgte mit einer
Software der Firma Mestrelab Research (Mnova). Die chemischen Verschiebungen 6 sind in
parts per million (ppm) angegeben und stehen in Relation zur Verschiebung des nicht vollstéandig
deuterierten Losungsmittelsignals (*H-NMR: Chloroform-d 7.26, DMSO-ds 2.50, Methanol-d; 3.31;
13C-NMR: Chloroform-d 77.16, DMSO-ds 39.52, Methanol-d, 49.00). Fur die Bezeichnung von
Multiplizitditen wurden géngige Abkirzungen verwendet: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett),
g (Quartett), quin. (Quintett), hept. (Heptett), m (Multiplett) und br s (breites Singulett).

Schmelzpunkte

Zur Bestimmung der Schmelzpunkte wurde ein Gerat der Firma Biichi benutzt (Schmelzpunkt M-565).

Die gemessenen Schmelzpunkte sind nicht korrigiert und wurden bei Normaldruck bestimmt.

Massenspektrometrie (MS)

Samtliche Massenspektren wurden im ,Center for Molecular and Structural Analytics an der
Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf (CeMSA@HHU)“ von Herrn Tommes und Herrn Biirgel an einem

Geréat der Firma Bruker (UHR-QTOF maXis 4G) aufgenommen.

Mikrowellenreaktionen

Ein Mikrowellenreaktor der Firma CEM GmbH wurde fiir die Durchfiihrung von Mikrowellenreaktionen
genutzt. Ein dickwandiges Mikrowellenrohr mit Schnappdeckelverschluss wurde dazu als

Reaktionsgefal} verwendet.

Elementaranalyse

Elementaranalysen wurden im Institut fir Pharmazeutische und Medizinische Chemie der
Heinrich-Heine-Universitdt Duisseldorf von Frau Zerta an einem Geradt der Firma PerkinElmer

(Perkin Elmer Il Analyzer 2400) durchgefiihrt.
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5.2 Allgemeine Synthesevorschriften (ASV)

5.2.1 ASV1 - Alkylierung von Ethyl-4-hydroxybenzoat (WILLIAMSON-Synthese)

X-R
1l
(0] O
K,CO3
Lsm., Temp. R
HO 16 h "0
| X=Br, | 1

Methode A

Die Alkylierung von Ethyl-4-hydroxybenzoat (I) nach Methode A (WILLIAMSON-Synthese) erfolgte in

Anlehnung an die Vorschrift von KIPPELEN & MARDER et al.?’®

1.00 Aq. Ethyl-4-hydroxybenzoat (1) und 3.00 Aq. Kaliumcarbonat wurden bei Raumtemperatur in
N,N-Dimethylformamid suspendiert. Nach Zugabe von 1.30 Aq. des Alkylhalogenids Il wurde auf 80 °C
erhitzt und fiir 16 h gerthrt. Nach vollstindigem Umsatz (DC) wurde die Suspension mit
entmineralisiertem Wasser verdiinnt und dreimal mit Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit gesattigter Natriumchlorid-L6sung gewaschen und Gber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Eluentengemisch

n-Hexan/Essigsdureethylester gereinigt.
Methode B

Die Alkylierung von Ethyl-4-hydroxybenzoat (I) nach Methode B (WILLIAMSON-Synthese unter

FINKELSTEIN-Bedingungen) erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von RampA et al.?”’

1.00 Aq. Ethyl-4-hydroxybenzoat (1), 0.100 Aq. Kaliumiodid und 3.00 Ag. Kaliumcarbonat wurden bei
Raumtemperatur in Aceton suspendiert. Nach Zugabe von 1.30 Aq. des Alkylhalogenids Il wurde zum
Reflux erhitzt und fiir 8 h gertihrt. Nach vollstandigem Umsatz (DC) wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in entmineralisiertem Wasser aufgenommen und
dreimal mit Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde erneut unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Eluentengemisch n-Hexan/Essigsdureethylester

gereinigt.

109



Experimenteller Teil

5.2.2 ASV2 — Alkalische Hydrolyse von Carbonsaureestern

0] O

LiOH
_R?
o) OH
THF/H,0, RT
R! R’

4-16h

Die alkalische Hydrolyse von Carbonsdureestern erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von

KLEIN et al.?"®

1.00 Aq. des Carbonsidureesters| wurden bei Raumtemperatur in Tetrahydrofuran/Wasser (2:1)
geldst. Nach Zugabe von 5.00 Ag. Lithiumhydroxid wurde fiir 4 — 16 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach vollstandigem Umsatz (DC) wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck groBtenteils
entfernt. Das Rohprodukt wurde in entmineralisiertem Wasser aufgenommen, mit 1™
Salzsdure (pH 1) geféllt und anschlieRend abfiltriert. Der entstandene Feststoff wurde mehrmals mit
entmineralisiertem Wasser gewaschen und unter Hochvakuum getrocknet. Abschliefend wurde das
Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Eluentengemisch

n-Hexan/Essigsaureethylester gereinigt und aus diesem Gemisch umkristallisiert.

110



Experimenteller Teil

5.2.3 ASV3 — Kupplungsreaktion mit EDC

EDC - HCI
o o NEt;, DMAP o
+ N2 _— (0]
HCl+« H,N" R JoN
R on 2 CH,Cly, RT RTNTTR?
16 h

Kupplungsreaktionen unter Verwendung von EDC als Kupplungsreagenz erfolgten in Anlehnung an die

Vorschrift von WEISENBURGER et al.?’®

1.20 Aq. des N-Nucleophils Il wurden bei Raumtemperatur zusammen mit 1.20 Aq. Triethylamin und
0.100 Aq. N, N-Dimethylpyridin-4-amin in abs. Dichlormethan geldst (0.200 M). Nach 10 min Riihren
wurden 1.00 Aq. der Carbonsdurel und 1.20 Ag. 3-(Ethyliminomethylidenamino)-N,N-dimethyl-
propan-1-amin-Hydrochlorid (EDC - HCI) zugegeben und weitere 16 h bei Raumtemperatur gerihrt.
Nach vollstandigem Umsatz (DC) wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der
Rickstand in Essigsdureethylester aufgenommen. Der geloste Rickstand wurde dreimal mit
gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung, einmal mit Zitronensadure-Lésung (10 %) und einmal
mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Eluentengemisch

n-Hexan/Essigsdureethylester gereinigt und anschlieRend aus diesem Gemisch umkristallisiert.
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5.2.4 ASV4 — Kupplungsreaktion mit HATU

(0] HATU, DIPEA 9]
X. L
+ - 2 X
HCl+ H,N 7R X
R1JJ\OH 2 DMF, RT RTNTUR?
16 h

I I m
X =C, CHp, O, NH

Kupplungsreaktionen unter Verwendung von HATU als Kupplungsreagenz erfolgten in Anlehnung an

die Vorschrift von WEISENBURGER et al.?”®

1.00Aq. der Carbonsdurel wurden bei Raumtemperatur zusammen mit 1.20Aq.
O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N"-tetramethyluronium-hexafluorphosphat (HATU) und 3.00 Aq.
N,N-Diisopropylethylamin in abs. N,N-Dimethylformamid (0.200 m) geldst. Nach 10 min Rihren

wurden 1.20 Ag. des N-Nucleophils Il zugegeben und fiir weitere 16 h bei Raumtemperatur geriihrt.

Aufarbeitung A

Der Reaktionsansatz wurde nach vollstdandigem Umsatz (DC) in das 4-fache Volumen 1 m Salzsaure
Uberfiihrt. Die entstandene Suspension wurde nach flinfminttigem Aufenthalt im Ultraschallbad
filtriert und mit entmineralisiertem Wasser sowie n-Hexan gewaschen. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Eluentengemisch n-Hexan/Essigsdureethylester

gereinigt und anschlieRend aus diesem Gemisch umkristallisiert.

Aufarbeitung B

Das Losungsmittel wurde nach vollstindigem Umsatz (DC) unter vermindertem Druck entfernt, der
Riickstand in entmineralisiertem Wasser aufgenommen und dreimal mit Essigsdureethylester
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung
gewaschen und (ber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels
wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Eluentengemisch

n-Hexan/Essigsdureethylester gereinigt und anschlieRend aus diesem Gemisch umkristallisiert.
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5.2.5 ASV5 — Kupfer(l)-katalysierte Azid-Alkin 1,3-dipolare Cycloaddition (CUAAC)

CUSO4 5 H20

: N
Natriumascorbat AR\
= N“ N 2
R1// + N3/\R2 R
DMF, RT R
24 h

Kupfer(l)-katalysierte Azid-Alkin 1,3-dipolare Cycloadditionen (CuAAC) erfolgten in Anlehnung an die

Vorschriften von HAMILL et al.** bzw. SEO et al.?*
Methode A

In einem MikroreaktionsgefdR wurden 1.00 Ag. des Alkinsl und 1.00 Aq. des Azidsll bei
Raumtemperatur in abs. N,N-Dimethylformamid gelést. Nach Zugabe von 0.100 Aq. einer
Kupfer(ll)sulfat-Lésung (0.200 M) sowie 0.200 Aq. einer Natriumascorbat-Lésung (0.200 M) wurde der
Reaktionsansatz bei Raumtemperatur fiir 24 h unter Schutzgasatmosphare und Lichtausschluss

gerihrt.

Der Reaktionsansatz wurde nach vollstindigem Umsatz (DC) mit dem dreifachen Volumen
Dichlormethan verdiinnt und anschliefend dreimal mit Ethylendiamintetraessigsaure-Dinatriumsalz-
Losung (0.300 M, pH 8) gewaschen. Die organische Phase wurde abschlieBend mit gesattigter
Natriumchlorid-L6sung gewaschen und liber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen

des Losungsmittels wurde das Rohprodukt Ill ohne weitere Reinigungsschritte verwendet.

Methode B

In einem MikroreaktionsgefdR wurden 1.00 Ag. des Alkins] und 1.00 Aq. des Azidsll bei
Raumtemperatur in abs. N,N-Dimethylformamid gelést. Nach Zugabe von 1.10Aq. einer
Kupfer(ll)sulfat-Lésung (0.200 M) sowie 0.200 Aq. einer Natriumascorbat-Lésung (0.200 M) wurde der
Reaktionsansatz bei Raumtemperatur fiir 24 h unter Schutzgasatmosphare und Lichtausschluss

inkubiert.

Der Reaktionsansatz wurde nach vollstandigem Umsatz (DC) mit dem dreifachen Volumen
Dichlormethan verdiinnt und anschlieRend dreimal mit einer gesattigten Ammoniumchlorid-Lésung
gewaschen. Die organische Phase wurde abschlieBend mit gesattigter Natriumchlorid-Losung
gewaschen und (ber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels

wurde das Rohprodukt Ill ohne weitere Reinigungsschritte verwendet.
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5.3 Synthesevorschriften

5.3.1 Carbonsaureester

Ethyl-4-(hexyloxy)benzoat (31b)

/\/\/\O

C45H2203
M = 250,34

Die Synthese erfolgte gemaR ASV1-B und das Produkt 31b konnte als farbloses Ol (2.46 g, 9.82 mmol,
66 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

Uberein.t®0

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.92 —7.85 (m, 2H), 7.05 — 6.98 (m, 2H), 4.26 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 4.03
(t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.72 (dq, J = 6.6, 8.1 Hz, 2H), 1.39 (g, J = 6.2, 7.0 Hz, 2H), 1.30 (ddt, J = 2.1, 5.8, 7.2
Hz, 7H), 0.92 — 0.81 (m, 3H)

HPLC tz=19.11 min, Area (AUC) =99.6 %

Ethyl-4-(heptyloxy)benzoat (31c)

\/\/\/\o

C16H2403
M = 264,37

Die Synthese erfolgte gemaR ASV1-B und das Produkt 31c konnte als farbloses Ol (2.57 g, 9.73 mmol,
65 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

tberein.'®

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 7.89 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.02 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 4.27 (q, J = 7.1 Hz, 2H),
4.03 (t,J = 6.5 Hz, 2H), 1.78 — 1.66 (m, 2H), 1.46 — 1.22 (m, 11H), 0.90 — 0.82 (m, 3H)

HPLC tz=20.15 min, Area (AUC) =99.0 %
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Ethyl-4-(octyloxy)benzoat (31d)

O
/©)}\O/\
NN
C17H2603
M = 278,39

Die Synthese erfolgte gemaR ASV1-B und das Produkt 31d konnte als farbloses Ol (4.09 g, 14.7 mmol,
98 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

Uberein.'®

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.89 (d,J = 8.9 Hz, 2H), 7.01 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 4.26 (q, J = 7.1 Hz, 2H),
4.02 (t,J = 6.5 Hz, 2H), 1.79 - 1.63 (m, 2H), 1.39 (g, / = 6.7 Hz, 2H), 1.34— 1.21 (m, 11H), 0.89 — 0.81 (m,
3H)

HPLC tz=21.07 min, Area (AUC) =99.5 %

Ethyl-4-(decyloxy)benzoat (31e)

O
/@)\O/\
SN TN
(6]
C19H3003
M = 306,45

Die Synthese erfolgte gemaR ASV1-B und das Produkt 31e konnte als farbloses Ol (4.32 g, 14.1 mmol,
94 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

tberein.!®!

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.95— 7.82 (m, 2H), 7.01 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.26 (q, J = 7.1 Hz, 2H),
4.03 (t,J=6.5Hz, 2H), 1.71 (p, J = 6.7 Hz, 2H), 1.28 (dd, / = 8.1, 15.3 Hz, 17H), 0.90 — 0.79 (m, 3H)

HPLC tz=22.46 min, Area (AUC) 2 99.9 %
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Ethyl-4-(pentylamino)benzoat (97)

0]

\/\/\N
H

C14H21NO,

M = 235,33
Die Synthese erfolgte nach Vorschrift von CHEN et al.?®° und das Produkt 97 konnte als weiRer Feststoff
(0.781 g, 3.32 mmol, 66 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der

Literatur angegebenen Uberein.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 7.67 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.56 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.47 (t, J = 5.4
Hz, 1H), 4.19 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 3.04 (td, J = 7.0, 5.4 Hz, 2H), 1.61 — 1.47 (m, 2H), 1.32 (td, J = 4.0, 2.2
Hz, 4H), 1.26 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 0.93 — 0.83 (m, 3H)

HPLC tz=6.08 min, Area (AUC) =99.4 %

Methyl-4-(N-butylsulfamoyl)benzoat (35)

7\

C12H47NO,4S
M = 271,33

189

Die Synthese erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von Xu et al.**® und das Rohprodukt wurde ohne

weitere Aufreinigung im nachsten Schritt gemal ASV2 eingesetzt.

Ethyl-4-(pent-4-yn-1-yloxy)benzoat (37k)

C14H1603
M = 232,28

Die Synthese erfolgte gemaR ASV1-A und das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung im

nachsten Schritt gemaR ASV2 eingesetzt.
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Ethyl-4-(hex-5-yn-1-yloxy)benzoat (371)

(0]
o™
\/\/\
(6]

C45H1803
M = 246,31

Die Synthese erfolgte gemaR ASV1-A und das Produkt 371 konnte als farbloses Ol (1.10 g, 4.47 mmol,
89 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

tberein.1®®

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 7.94 — 7.85 (m, 2H), 7.09 — 6.94 (m, 2H), 4.26 (q, J = 7.1 Hz,
2H), 4.06 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.78 (t, J = 2.6 Hz, 1H), 2.23 (td, J = 7.0, 2.7 Hz, 2H), 1.82 (dq, J = 8.6, 6.5 Hz,
2H), 1.68 — 1.52 (m, 2H), 1.30 (t, J = 7.1 Hz, 3H)

HPLC tz=15.57 min, Area (AUC) 299.9 %

Ethyl-4-(4-cyanobutoxy)benzoat (37m)

O
N
(0]
N\\\/\/\/Q)L
(0]

C14H47NO3
M = 247,29

Die Synthese erfolgte gemaR ASV1-A und das Produkt 37m konnte als gelber Feststoff (1.01 g,
4.09 mmol, 82 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen (berein.?8!

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 7.94 — 7.86 (m, 2H), 7.08 — 7.00 (m, 2H), 4.27 (q, J = 7.1 Hz,
2H), 4.09 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.58 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 1.88 — 1.68 (m, 4H), 1.30 (t, J = 7.1 Hz, 3H)

HPLC tz=13.08 min, Area (AUC) 299.9 %
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Ethyl-4-(3-methoxypropoxy)benzoat (37n)

C13H104

M = 238,28
Die Synthese erfolgte gemaR ASV1-B und das Produkt 37n konnte als farbloses Ol (1.59 g, 6.66 mmol,
95 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

tberein.??

1H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 7.98 (d, /= 9.0 Hz, 2H), 6.91 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 4.34 (q, /= 7.1
Hz, 2H), 4.11 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.56 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.36 (s, 3H), 2.06 (p, J = 6.2 Hz, 2H), 1.38 (t, J =
7.1 Hz, 3H)

HPLC tzr=14.51 min, Area (AUC)=99 %

Ethyl-4-(2-ethoxyethoxy)benzoat (370)

0

O

C13H1504

M = 238,28
Die Synthese erfolgte gemaR ASV1-B und das Produkt 370 konnte als farbloses Ol (1.32 g, 5.54 mmol,
79 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

tberein.?®3

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 8.09 —7.82 (m, 2H), 7.05 - 6.77 (m, 2H), 4.34 (q, /] = 7.1 Hz,
2H), 4.22 — 4.15 (m, 2H), 3.84 — 3.76 (m, 2H), 3.61 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 1.38 (t, J = 7.1 Hz, 3H),
1.25 (t, J = 7.0 Hz, 3H)

HPLC tz=14.17 min, Area (AUC)=99 %
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Ethyl-4-[(5,5,5-trifluoropentyl)oxy]benzoat (37p)
(0]

/@)\O/\
F3C\/\/\O

C14H47F303
M = 290,28

Die Synthese erfolgte gemaR ASV1-A und das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung im

nachsten Schritt gemaR ASV2 eingesetzt.

Ethyl-4-[3-(methylsulfonyl)propoxy]benzoat (37q)

C13H1805S
M = 286,34

Die Synthese erfolgte gemidR ASV1-B und das Produkt 37q konnte als farbloses Ol (0.150 g,
0.524 mmol, 39 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen (berein.?®

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.98 — 7.86 (m, 2H), 7.10 — 7.00 (m, 2H), 4.27 (q, J = 7.1 Hz, 2H),
4.17 (t,J = 6.2 Hz, 2H), 3.31 — 3.23 (m, 2H), 3.02 (s, 3H), 2.24 — 2.09 (m, 2H), 1.30 (t, J = 7.1 Hz, 3H)

HPLC tz=11.09 min, Area (AUC) 299.9 %
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Ethyl-4-[2-(methylsulfonamido)ethoxy]benzoat (37r)

C12H17NO5S
M = 287,33

Die Synthese erfolgte gemaR ASV1-A und das Produkt 37r konnte als farbloses Ol (0.342 g, 1.19 mmol,

62 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

Uberein.?®*

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.96 — 7.88 (m, 2H), 7.31 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.14 — 6.99 (m, 2H),
4.27(q,J = 7.1 Hz, 2H), 4.11 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 3.36 (q, J = 5.6 Hz, 2H), 2.95 (s, 3H), 1.30 (t, J = 7.1 Hz,
3H)

HPLC tz=10.53 min, Area (AUC) 299.9 %

Methyl-2-fluoro-4-(pentyloxy)benzoat (43a)

J@/‘ko/
\/\/\O

C13H17F O3
M = 240,27

Die Synthese erfolgte gemaR ASV1-A und das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung im

nachsten Schritt gemaR ASV2 eingesetzt.

Methyl-3-fluoro-4-(pentyloxy)benzoat (44a)

C13H17FO3
M = 240,27

Die Synthese erfolgte gemalR ASV1-A und das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung im

nachsten Schritt gemaR ASV2 eingesetzt.
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Methyl-2-chloro-4-(pentyloxy)benzoat (43b)

@)LO/
\/\/\O

C13H17CIO03
M = 256,73

Die Synthese erfolgte gemaR ASV1-A und das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung im

nachsten Schritt gemaR ASV2 eingesetzt.

Methyl-3-chloro-4-(pentyloxy)benzoat (44b)

C13H17C|O3
M = 256,73

Die Synthese erfolgte gemaRR ASV1-A und das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung im

nachsten Schritt gemaR ASV2 eingesetzt.

Methyl-2-[4-(pentyloxy)phenyl]acetat (98)

O\
T T

C14H2003
M = 236,31
Die Synthese erfolgte gemall ASV1-B und das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung im

nachsten Schritt gemaR ASV2 eingesetzt.

Methyl-5-(pentylthio)furan-2-carboxylat (99)

C11H1603S
M = 228,31

204

Die Synthese erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von ZeNG et al.”°* und das Rohprodukt wurde ohne

weitere Aufreinigung im nachsten Schritt gemal ASV2 eingesetzt.
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Ethyl-4-(thiazol-2-yl)benzoat (100)

O
o
S
W
C12H14NO,S
M = 233,28

Die Synthese erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von Lu et al.?® und das Produkt 100 konnte als
gelber Feststoff (0.192 g, 0.877 mmol, 71 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen

mit den in der Literatur angegebenen lberein.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.14 — 8.03 (m, 4H), 8.01 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 3.2 Hz, 1H),
4.34(q,J=7.1Hz, 2H), 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 3H)

HPLC tz=14.50 min, Area (AUC)=93.2 %

Methyl-4-(morpholino)benzoat (101)

/©)J\O/
N
o/

C12H4sNO3

M = 221,26
Die Synthese erfolgte nach Vorschrift von QiAo et a/.2°® und das Produkt 101 konnte als weiRer Feststoff

(0.789 g, 3.57 mmol, 12 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der

Literatur angegebenen Uberein.

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 (ppm) 7.95 (d, J =9.0 Hz, 2H), 6.90 (d, / = 9.0 Hz, 2H), 3.91 -
3.84 (m, 7H), 3.32 —3.27 (m, 4H)

HPLC tz=10.43 min, Area (AUC)=96 %
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Ethyl-2-(phenylthiazol)-4-carboxylat (102)

(0]
N
O™
S
C1oH1{NO,S
M = 233,28

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift von YANG et a/.?%® und das Produkt 102 konnte als farbloses Ol
(0.576 g, 2.47 mmol, 49 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der

Literatur angegebenen Uberein.

1H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) & (ppm) 8.16 (s, 1H), 8.05 — 7.97 (m, 2H), 7.49 — 7.42 (m, 3H),
4.45 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 1.43 (t, J = 7.1 Hz, 3H)

HPLC tz=13.13 min, Area (AUC) =99.8 %
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5.3.2 Carbonsauren

4-(Hexyloxy)benzoesdure (27b)

O
/@J\OH
/\/\/\O
C13H1803
M = 222,28

Die Synthese erfolgte gemaR ASV2 und das Produkt 27b konnte als weiller Feststoff (0.565 g,
2.54 mmol, 32 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen lberein.'®

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.59 (s, 1H), 7.96 — 7.76 (m, 2H), 7.08 — 6.90 (m, 2H), 4.03 (t, /= 6.5
Hz, 2H), 1.71 (dt, J = 6.5, 8.1 Hz, 2H), 1.47 — 1.22 (m, 6H), 0.94 — 0.78 (m, 3H)

HPLC tz=15.49 min, Area (AUC) 2 99.9 %

4-(Heptyloxy)benzoesdure (27c)

0]

o
\/\/\/\O

C14H2003

M = 236,31
Die Synthese erfolgte gemaR ASV2 und das Produkt 27c konnte als weiRer Feststoff (1.7 g, 7.19 mmol,
95 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

tiberein.'®0

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.93 —7.80 (m, 2H), 7.05 — 6.93 (m, 2H), 4.02 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.79
—1.64 (m, 2H), 1.48 —1.19 (m, 8H), 0.94 — 0.79 (m, 3H)

HPLC tzr=16.32 min, Area (AUC) 299.9 %
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4-(Octyloxy)benzoesdure (27d)

(0]
o
NN
C15H2203
M = 250,34

Die Synthese erfolgte gemaR ASV2 und das Produkt 27d konnte als weiRer Feststoff (0.485 g,

1.94 mmol, 27 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen iiberein.'®

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 12.58 (s, 1H), 7.89 — 7.85 (m, 2H), 7.02 — 6.97 (m, 2H), 4.03 (t, J = 6.5
Hz, 2H), 1.75 — 1.68 (m, 2H), 1.44 — 1.37 (m, 2H), 1.34 — 1.22 (m, 8H), 0.88 — 0.83 (m, 3H)

HPLC tz=17.52 min, Area (AUC) =98.4 %

4-(Decyloxy)benzoesdiure (27¢)

(0]
/©)‘\OH
NN
C17H2603
M = 278,39

Die Synthese erfolgte gemall ASV2 und das Produkt 27e konnte als weilRer Feststoff (3.33 g, 12 mmol,
91 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

tberein.!®!

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.59 (s, 1H), 7.90 — 7.84 (m, 2H), 7.03 — 6.96 (m, 2H), 4.02 (t, J = 6.5
Hz, 2H), 1.71 (p, J = 6.7 Hz, 2H), 1.45 — 1.20 (m, 14H), 0.91 — 0.79 (m, 3H)

HPLC tz=19.57 min, Area (AUC) 2 99.9 %
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4-(Pentylamino)benzoesdure (27f)

0]

/©)\OH
SN

H

C12H17NO2
M = 207,27

Die Synthese erfolgte gemadB ASV2 und das Produkt 27f konnte als weiBer Feststoff (0.079 g,
0.381 mmol, 76 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen iiberein.1®

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.94 (s, 1H), 7.65 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.54 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.39 (t,
J=5.4 Hz, 1H), 3.04 (td, J = 7.0, 5.4 Hz, 2H), 1.61 — 1.47 (m, 2H), 1.39 — 1.26 (m, 4H), 0.96 — 0.80 (m,
3H)

HPLC tz=11.56 min, Area (AUC) =99.2 %

4-(Pentylthio)benzoesdure (27g)
(0]

/©)J\OH
\/\/\S

C12H1602S
M = 224,32

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift von ARAKAWA et al.*¥” und das Produkt 27g konnte als weiRer
Feststoff (1.85 g, 8.23 mmol, 82 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in

der Literatur angegebenen liberein.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.83 (s, 1H), 7.88 —7.79 (m, 2H), 7.41 —7.31 (m, 2H), 3.08 = 2.97 (m,
2H), 1.70 — 1.53 (m, 2H), 1.46 — 1.21 (m, 4H), 0.86 (t, J = 7.1 Hz, 3H)

HPLC tzr=14.65 min, Area (AUC) =98.7 %
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4-(Pentylsulfonyl)benzoeséure (27i)

0O

/@J\OH
\/\/\S

/7 \\

C12H1604S
M = 256,32

Die Synthese erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von Li et a/.¥ und das Produkt 27i konnte als

weiller Feststoff (0.562 g, 2.19 mmol, 55 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 13.56 (s, 1H), 8.22 —8.12 (m, 2H), 8.01 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.39-3.34
(m, 2H), 1.60 - 1.46 (m, 2H), 1.36 — 1.14 (m, 4H), 0.85—0.74 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 166.14, 142.67, 135.34, 130.19, 128.04, 54.28, 29.52, 21.85, 21.50,
13.59

HPLC tz=11.17 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =178.2°C

4-(N-Butylsulfamoyl)benzoesdure (27j)

(0]

H OH
\/\/N‘

7\
C11H4sNO,4S
M = 257,30

Die Synthese erfolgte gemadR ASV2 und das Produkt 27j konnte als weiller Feststoff (0.155 g,

0.602 mmol, 91 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 13.42 (s, 1H), 8.17 — 8.07 (m, 2H), 7.94 — 7.84 (m, 2H), 7.74 (t, J = 5.8
Hz, 1H), 2.82 — 2.69 (m, 2H), 1.41 — 1.13 (m, 4H), 0.78 (t, J = 7.2 Hz, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 166.26, 144.34, 134.04, 130.10, 126.72, 42.19, 31.06, 19.15, 13.42
HPLC tz = 10.16 min, Area (AUC) > 99.9 %

Schmelzpunkt Ty =217.2°C
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4-(Pent-4-yn-1-yloxy)benzoesdure (27Kk)

(0]
0y
///\/\O
C12H1203
M = 204,23

Die Synthese erfolgte gemaR ASV2 und das Produkt 27k konnte als weiBer Feststoff (0.895 g,

4.38 mmol, 97 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.61 (s, 1H), 8.05 — 7.66 (m, 2H), 7.24 - 6.76 (m, 2H), 4.11 (t, /= 6.2
Hz, 2H), 2.82 (t, J = 2.7 Hz, 1H), 2.34 (td, /= 7.1, 2.7 Hz, 2H), 1.92 (q, / = 6.6 Hz, 2H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 166.98, 162.09, 131.37, 123.01, 114.23, 83.54, 71.72, 66.26, 27.57,
14.44

HPLC tz=11.13 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =143.0°C

4-(Hex-5-yn-1-yloxy)benzoesdure (271)

(0]
OH
\/\/\
(0]
C13H1403
M = 218,25

Die Synthese erfolgte gemaR ASV2 und das Produkt 271 konnte als weiBer Feststoff (0.414 g, 1.9 mmol,
95 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen

tiberein.*°

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 12.59 (s, 1H), 7.87 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.03 = 6.97 (m, 2H), 4.06 (t, J =
6.4 Hz, 2H), 2.78 (t, J = 2.7 Hz, 1H), 2.24 (td, J = 2.7, 7.1 Hz, 2H), 1.81 (dq, J = 6.5, 8.7 Hz, 2H), 1.64 —
1.56 (m, 2H)

HPLC tz=11.69 min, Area (AUC)=99.0%
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4-(4-Cyanobutoxy)benzoesdure (27m)

O
OH
N\\\/\/\ /@J\
(6]
C12H13NO3
M = 219,24

Die Synthese erfolgte gemaRR ASV2 und das Produkt 27m konnte als weiller Feststoff (0.168 g,
0.768 mmol, 77 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen iiberein.'*!

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 12.60 (s, 1H), 7.91 — 7.84 (m, 2H), 7.04 — 6.97 (m, 2H), 4.08 (t, J = 6.2
Hz, 2H), 2.58 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 1.82 (dq, J = 6.4, 8.6 Hz, 2H), 1.72 (dq, J = 7.1, 9.6 Hz, 2H)

HPLC tzr=9.14 min, Area (AUC) =96.1 %

4-(3-Methoxypropoxy)benzoesdure (27n)

0]

@* or
\O/\/\O

C11H1404
M = 210,23

Die Synthese erfolgte gemaR ASV2 und das Produkt 27n konnte als weiRer Feststoff (1.3 g, 6.18 mmol,

98 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.60 (s, 1H), 7.87 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.00 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 4.08 (t,
J=6.4 Hz, 2H), 3.47 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.24 (s, 3H), 1.96 (p, J = 6.4 Hz, 2H)

13C.NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 166.99, 162.18, 131.36, 122.90, 114.21, 68.36, 64.92, 57.96, 28.81
HPLC tz=9.45 min, Area (AUC) =99.0 %

Schmelzpunkt Ty =114.8°C
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4-(2-Ethoxyethoxy)benzoesdure (270)

0]

/@J\OH
O

C11H1404
M =210,23

Die Synthese erfolgte gemall ASV2 und das Produkt 270 konnte als weilRer Feststoff (1.06 g,

5.06 mmol, 93 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 12.61 (s, 1H), 7.94—7.79 (m, 2H), 7.08 — 6.95 (m, 2H), 4.21 - 4.10 (m,
2H), 3.75-3.65 (m, 2H), 3.50 (q, / = 7.0 Hz, 2H), 1.12 (t, / = 7.0 Hz, 3H)

13C.NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 166.98, 162.11, 131.33, 122.99, 114.26, 68.16, 67.47, 65.71, 15.08
HPLC tzr=9.27 min, Area (AUC) =99.0 %

Schmelzpunkt Ty =130.7 °C

4-[(5,5,5-Trifluoropentyl)oxy]benzoesdure (27p)

(0]
joR
F3C\/\/\O
C12H43F303
M = 262,23

Die Synthese erfolgte gemaR ASV2 und das Produkt 27p konnte als weiRer Feststoff (0.306 g,

1.17 mmol, 84 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.61 (s, 1H), 7.98 — 7.77 (m, 2H), 7.11 — 6.88 (m, 2H), 4.07 (t, /= 6.3
Hz, 2H), 2.44 —2.20 (m, 2H), 1.90 — 1.73 (m, 2H), 1.72 — 1.56 (m, 2H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 166.99, 162.15, 131.34, 127.70 (d, J = 276.5 Hz), 122.93, 114.23,
67.16,32.11 (d, /= 27.3 Hz), 27.41, 18.25

HPLC tz=12.93 min, Area (AUC)=95.2%

Schmelzpunkt Ty =127.5°C
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4-[3-(Methylsulfonyl)propoxy]benzoesdure (27q)

0]

/@J\OH
SNe N0

/7

C11H1405S
M = 258,29

Die Synthese erfolgte gemaR ASV2 und das Produkt 27q konnte als weiRer Feststoff (0.126 g,

0.486 mmol, 93 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.64 (s, 1H), 7.93 — 7.85 (m, 2H), 7.08 — 6.97 (m, 2H), 4.16 (t, /= 6.2
Hz, 2H), 3.29 (dd, /= 6.2, 4.0 Hz, 2H), 3.02 (s, 3H), 2.24 — 2.09 (m, 2H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 168.98, 163.79, 132.86, 124.53, 115.40, 67.22, 52.05, 40.94, 23.53
HPLC tz=6.89 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =223.5°C

4-[2-(Methylsulfonamido)ethoxy]benzoesdure (27r)

o

H O)LOH
g N ~ 0

7\

C10H13N058
M = 259,28

Die Synthese erfolgte gemaR ASV2 und das Produkt27r konnte als weilRer Feststoff (0.250 g,

0.966 mmol, 81 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.63 (s, 1H), 7.95 — 7.84 (m, 2H), 7.31 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 7.08 — 6.98
(m, 2H), 4.10 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 3.35 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 2.95 (s, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) 6 166.95, 161.83, 131.38, 123.20, 114.30, 67.20, 41.74, 39.94
HPLC tz=6.45 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =194.4°C
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2-Fluoro-4-(pentyloxy)benzoesdure (27s)

F O

J@)LOH
DN

C12H15F O3

M = 226,25
Die Synthese erfolgte gemall ASV2 und das Produkt 27s konnte als weiler Feststoff (0.966 g,
4.27 mmol, 93 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen iberein.'*3

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.84 (s, 1H), 7.80 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 6.96 — 6.75 (m, 2H), 4.04 (t, J =
6.5 Hz, 2H), 1.71 (td, J = 9.2, 8.1, 5.6 Hz, 2H), 1.48 — 1.24 (m, 4H), 0.96 — 0.83 (m, 3H)

HPLC tzr=14.22 min, Area (AUC) 299.9 %

3-Fluoro-4-(pentyloxy)benzoesdure (27t)

o]
\/\/\O
C12H15F O3
M = 226,25
Die Synthese erfolgte gemall ASV2 und das Produkt 27t konnte als weiler Feststoff (0.813 g,
3.59 mmol, 80 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen tberein.'%*

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.91 (s, 1H), 7.74 (ddd, J = 8.5, 2.1, 1.1 Hz, 1H), 7.65 (dd, J = 11.9,
2.1Hz, 1H), 7.25 (t,J = 8.6 Hz, 1H), 4.11 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.85 — 1.66 (m, 2H), 1.50 — 1.24 (m, 4H), 0.97
—0.81(m, 3H)

HPLC tz=14.19 min, Area (AUC) =98.2 %
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2-[4-(Pentyloxy)phenyl]essigsédure (27u)

OH
\/\/\Om

C13H1803
M = 222,28

Die Synthese erfolgte gemall ASV2 und das Produkt27u konnte als weilRer Feststoff (1.48 g,

6.67 mmol, 91 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.21 (s, 1H), 7.20 — 7.09 (m, 2H), 6.90 — 6.79 (m, 2H), 3.92 (t, /= 6.5
Hz, 2H), 3.47 (s, 2H), 1.69 (dq, J = 8.5, 6.7 Hz, 2H), 1.47 — 1.24 (m, 4H), 0.96 — 0.84 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 172.99, 157.44, 130.33, 126.78, 114.17, 67.33, 40.36, 28.39, 27.73,
21.89, 13.92

HPLC tzr=14.02 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =85.1°C

5-(Pentylthio)furan-2-carbonséure (27v)

C10H1403S
M = 214,28

Die Synthese erfolgte gemadBR ASV2 und das Produkt 27v konnte als gelber Feststoff (0.135 g,

0.629 mmol, 72 %) erhalten werden.

1H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 13.06 (s, 1H), 7.21 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 6.69 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 2.92 (t,
J=7.3Hz, 2H), 1.57 (p, J = 7.3 Hz, 2H), 1.38 — 1.22 (m, 4H), 0.85 (t, J = 7.2 Hz, 3H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 158.98, 151.57, 146.68, 119.62, 115.78, 34.36, 30.22, 29.16, 21.87,
14.08

HPLC tg=13.75 min, Area (AUC) >299.9 %

Schmelzpunkt Ty =83.7 °C
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4-(Thiazol-2-yl)benzoescure (27aa)

OH
S

W

C4oH;NO,S
M = 205,23

Die Synthese erfolgte gemafR ASV2 und das Produkt 27aa konnte als weiBer Feststoff (0.146 g,
0.71 mmol, 86 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen iiberein.?%

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 13.15 (s, 1H), 8.12 — 8.02 (m, 4H), 8.01 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.90 (d, J =
3.2 Hz, 1H)

HPLC tz=9.05 min, Area (AUC) 299.9 %

4-(1H-Pyrazol-1-yl)benzoesdure (27ab)

C10HgN202
M = 188,19

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift von loANNIDIS et al.?*® und das Produkt 27ab konnte (iber zwei
Stufen als weiller Feststoff (1 g, 5.31 mmol, 66 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten

stimmen mit den in der Literatur angegebenen lberein.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 13.01 (s, 1H), 8.62 (dd, J = 2.6, 0.6 Hz, 1H), 8.08 — 8.02 (m, 2H), 8.01
—7.95 (m, 2H), 7.81 (dd, J = 1.7, 0.5 Hz, 1H), 6.60 (dd, J = 2.6, 1.7 Hz, 1H)

HPLC tz=8.04 min, Area (AUC) 299.9 %
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4-(Morpholino)benzoesdure (27ad)

O

- J@)LOH

o/

C11H13NO3
M = 207,23

Die Synthese erfolgte gemall ASV2 und das Produkt 27ad konnte als weiRer Feststoff (0.556 g,
2.68 mmol, 79 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen iiberein.2%

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.48 (s, 1H), 7.78 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.96 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.73 (t,
J= 4.8 Hz, 4H), 3.24 (t, J = 4.9 Hz, 4H)

HPLC tz=7.23 min, Area (AUC) 299.9 %

2-Phenylthiazol-4-carbonsdure (27ag)

@NﬁOH

S

C1oH7NO,S
M = 205,23

Die Synthese erfolgte gemaR ASV2 und das Produkt 27ag konnte als weilRer Feststoff (0.454 g,
2.21 mmol, 90 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen (berein.?1!
1H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.29 (s, 1H), 8.04 — 7.94 (m, 2H), 7.53 — 7.44 (m, 3H)

HPLC tzr=9.20 min, Area (AUC) >99.9 %
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2-Chloro-4-(pentyloxy)benzoesdure (69a)
Cl O

Jij)LOH
DN

C42H45CIO03
M =242,70

Die Synthese erfolgte gemaR ASV2 und das Produkt 69a konnte als weiBer Feststoff (0.894 g,
3.68 mmol, 78 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen iberein.?®’

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.97 (s, 1H), 7.82 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.97 (dd,
J=8.8,2.5Hz, 1H), 4.04 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.83 — 1.59 (m, 2H), 1.47 — 1.24 (m, 4H), 0.97 — 0.81 (m, 3H)

HPLC tz=15.11 min, Area (AUC) =97.9%

3-Chloro-4-(pentyloxy)benzoesdure (69b)

0
bea
\/\/\O
C12H15CI0;
M = 242,70
Die Synthese erfolgte gemaR ASV2 und das Produkt 69b konnte als weiRer Feststoff (0.869 g,
3.58 mmol, 74 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur

angegebenen tberein.?®

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.93 (s, 1H), 8.04 — 7.69 (m, 2H), 7.23 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.13 (t, J =
6.4 Hz, 2H), 1.86 — 1.66 (m, 2H), 1.51 — 1.25 (m, 4H), 0.89 (t, J = 7.1 Hz, 3H)

HPLC tz=15.29 min, Area (AUC) 2 99.9 %
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5.3.3 KSK-Analoga: Region A

tert-Butyl-[2-((benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]carbamat (26)

S R e R o
H H

C14H20N205
M = 296,32

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit O-Benzylhydroxylamin (62a) als N-Nucleophil und das

Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung im nachsten Schritt eingesetzt.

2-(Aminooxy)-N-(benzyloxy)acetamid-Hydrochlorid (13) — Schlisselintermediat |

Lo
HCI + H2N/O\)J\H/O

CgH43CIN,O3
M = 232,66

1.00 Aq. des geschiitzten Hydroxylamins 26 wurden in Dioxan gelést (0.2 M). Zu dieser Lésung wurden
4.00 Aq. einer Losung von Chlorwasserstoff in Dioxan (4 M) zugegeben und fiir 1 h bei Raumtemperatur
gerihrt. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert, mehrmals mit Diethylether gewaschen und
unter Hochvakuum getrocknet. Das Produkt 13 konnte als weilRer Feststoff (4.58 g, 19.9 mmol, 85 %)

erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.05 —10.15 (m, 4H), 7.55 — 7.22 (m, 5H), 4.84 (s, 2H), 4.47 (s, 2H)
13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) 6 163.91, 133.71, 129.23, 128.79, 128.36, 77.16, 75.67

HPLC tz=5.06 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =183.8 °C
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5.3.3.1 Variation der Kettenldnge
N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-butoxybenzamid (28a)

C2oH24N205
M = 372,42

/\/\O

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das

Produkt 28a konnte als weilRer Feststoff (0.228 g, 0.612 mmol, 61 %) erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.93 (s, 1H), 11.51 (s, 1H), 7.78 — 7.65 (m, 2H), 7.49 — 7.25 (m, 5H),
7.08 — 6.89 (m, 2H), 4.84 (s, 2H), 4.35 (s, 2H), 4.02 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.70 (dq, J = 8.3, 6.6 Hz, 2H), 1.52
—1.34 (m, 2H), 0.93 (t, J = 7.4 Hz, 3H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 165.11, 164.84, 161.53, 135.72, 129.12, 128.83, 128.30, 114.19,
77.02,73.32,67.43, 30.58, 18.66, 13.66

HPLC tz=13.45 min, Area (AUC) =98.8 %

Schmelzpunkt Ty =138.5°C

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(hexyloxy)benzamid (28b)

/@)‘\N/O\)J\N/O
H H
/\/\/\O

C22H2N205
M =400,47

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28b konnte als weiller Feststoff (0.092 g, 0.228 mmol, 46 %) erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.93 (s, 1H), 11.51 (s, 1H), 7.72 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.46 — 7.28 (m,
5H), 6.99 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.84 (s, 2H), 4.35 (s, 2H), 4.02 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.71 (p, J = 6.7 Hz, 2H),
1.48 - 1.19 (m, 6H), 0.95 — 0.78 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, Chloroform-d) 6 168.24, 166.32, 163.06, 135.15, 129.42, 129.21, 128.74,
128.57,121.95, 114.65, 78.38, 75.65, 68.44, 31.66, 29.17, 25.77, 22.70, 14.14

HPLC tg=15.46 min, Area (AUC) =96.1 %

Schmelzpunkt Ty =129.1°C
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N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(heptyloxy)benzamid (28c)

C23H30N205
M = 414,50

\/\/\/\O

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das

Produkt 28c konnte als weiRer Feststoff (0.101 g, 0.244 mmol, 49 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 11.42 (s, 1H), 9.43 (s, 1H), 7.70 — 7.62 (m, 2H), 7.35 (ddd, J =
2.0, 5.9, 33.2 Hz, 5H), 6.93 — 6.86 (m, 2H), 4.95 (s, 2H), 4.48 (s, 2H), 3.98 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.78 (dt, J =
6.5, 8.0 Hz, 2H), 1.51 — 1.24 (m, 8H), 0.95 — 0.84 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, Chloroform-d) 6 168.23, 166.34, 163.06, 135.12, 129.43, 129.21, 128.75,
128.57,121.90, 114.64, 78.38, 75.62, 68.43, 31.88, 29.20, 29.15, 26.05, 22.72, 14.21

HPLC tz=17.29 min, Area (AUC) =97.9 %

Schmelzpunkt Ty =134.3°C

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(octyloxy)benzamid (28d)

oo
/©)‘\N/O\)J\N/O
H H

C24H32N205
M = 428,53

/\/\/\/\O

Die Synthese erfolgte gemdf ASV3 mit Schliisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28d konnte als weiler Feststoff (0.040 g, 0.093 mmol, 19 %) erhalten werden.

1H-NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 11.53 (s, 1H), 9.91 (s, 1H), 7.70 — 7.64 (m, 2H), 7.42 — 7.37
(m, 2H), 7.33 — 7.23 (m, 3H), 6.90 — 6.84 (m, 2H), 4.93 (s, 2H), 4.46 (s, 2H), 3.96 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.81
—1.74 (m, 2H), 1.48 — 1.41 (m, 2H), 1.37 — 1.24 (m, 8H), 0.89 (t, J = 6.9 Hz, 3H)

13C-NMR (75 MHz, Chloroform-d) 6 170.94, 165.87, 163.19, 129.38, 129.24, 128.74, 128.60,
121.84, 114.76, 78.40, 75.22, 68.33, 31.93, 29.45, 29.35, 29.21, 26.11, 22.79, 14.22

HPLC tz=18.42 min, Area (AUC)=97.6 %

Schmelzpunkt Ty =132.4°C
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N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(decyloxy)benzamid (28e)

i i \/@
/@)\N/O\)J\N/O
H H
/\/\/\/\/\O

C26H36N205
M = 456,58

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das

Produkt 28e konnte als weiRRer Feststoff (0.120 g, 0.263 mmol, 53 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 11.34 (s, 1H), 8.85 (s, 1H), 7.64 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.38 (dd, J
=36.4, 7.0 Hz, 5H), 6.92 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.98 (s, 2H), 4.52 (s, 2H), 4.00 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.80 (p, J =
6.6 Hz, 2H), 1.27 (s, 14H), 0.96 — 0.82 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, Chloroform-d) 6 168.31, 166.30, 163.09, 135.14, 129.43, 129.22, 128.75,
128.58, 121.86, 114.66, 78.39, 75.53, 68.46, 32.02, 29.68, 29.50, 29.45, 29.21, 26.10, 22.81, 14.25

HPLC tz=20.56 min, Area (AUC) =96.2 %

Schmelzpunkt Ty =122.4°C

140



Experimenteller Teil

5.3.3.2 Austausch der Ether-Struktur

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(pentylamino)benzamid (28f)

C21H27N304
M = 385,46

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28f konnte als farbloses Ol (0.056 g, 0.145 mmol, 39 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.65 (s, 2H), 7.58 — 7.48 (m, 2H), 7.45 = 7.27 (m, 5H), 6.59 — 6.49 (m,
2H), 6.31 (s, 1H), 4.84 (s, 2H), 4.34 (s, 2H), 3.03 (td, J = 7.0, 5.5 Hz, 2H), 1.52 (g, J = 6.9 Hz, 2H), 1.40 —
1.21 (m, 4H), 0.96 — 0.79 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 166.36, 165.18, 152.39, 135.76, 128.84, 128.30, 116.62, 110.69,
77.02,42.27, 28.80, 28.18, 21.95, 13.95

HPLC tz=13.26 min, Area (AUC) =97.6 %

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(pentylthio)benzamid (28g)

o Ty O
/©)J\N/O\)J\N/O
H H

C21H26N204S
M = 402,51

\/\/\S

Die Synthese erfolgte gemdf ASV3 mit Schliisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28g konnte als weier Feststoff (0.078 g, 0.195 mmol, 39 %) erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.03 (s, 1H), 11.47 (s, 1H), 7.73 — 7.63 (m, 2H), 7.46 — 7.26 (m, 7H),
4.84 (s, 2H), 4.36 (s, 2H), 3.03 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.68 — 1.52 (m, 2H), 1.46 — 1.20 (m, 4H), 0.86 (t, J = 7.1
Hz, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 164.69, 135.78, 135.47, 128.81, 128.27, 127.67, 126.26, 76.97,
73.05, 30.82, 30.30, 27.94, 21.62, 13.81

HPLC tz=15.76 min, Area (AUC)=97.1%

Schmelzpunkt Ty =111.8°C

141



Experimenteller Teil

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-hexylbenzamid (28h)

8 o o
\/\/v©)LN/O\)LN/O
H H

C22H2gN204
M = 384,48

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das

Produkt 28h konnte als weilRer Feststoff (0.121 g, 0.315 mmol, 63 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) &6 11.99 (s, 1H), 11.48 (s, 1H), 7.74 — 7.60 (m, 2H), 7.45 — 7.22 (m, 7H),
4.84 (s, 2H), 4.36 (s, 2H), 2.62 (t, /= 7.6 Hz, 2H), 1.56 (t, /= 7.4 Hz, 2H), 1.33 - 1.21 (m, 6H), 0.93 - 0.74
(m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, Chloroform-d) 6 169.64, 166.18, 148.79, 135.00, 129.21, 128.99, 128.76,
128.59, 127.46, 78.40, 75.74, 36.06, 31.76, 31.19, 29.02, 22.70, 14.19

HPLC tz=16.57 min, Area (AUC)=97.9%

Schmelzpunkt Ty =91.7 °C

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(pentylsulfonyl)benzamid (28i)

i i \/@
/©)J\N/o\)J\N/O
H H
\/\/\S

/7 \\

(O]

C21H26N206S
M =434,51

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schliisselintermediat I (13) als N-Nucleophil und das Produkt 28i

konnte als weiRer Feststoff (0.155 g, 0.357 mmol, 36 %) erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.31 (s, 1H), 11.41 (s, 1H), 7.99 (d, J = 1.1 Hz, 4H), 7.45 — 7.25 (m,
5H), 4.85 (s, 2H), 4.39 (s, 2H), 3.35 (dd, J = 6.8, 4.5 Hz, 2H), 1.51 (p, J = 7.3 Hz, 2H), 1.35 — 1.13 (m, 4H),
0.85—0.74 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 164.47, 152.70, 141.62, 136.12, 135.75, 128.82, 128.29, 128.12,
127.90, 77.00, 72.75, 54.27, 29.50, 21.90, 21.49, 13.57

HPLC tz=12.22 min, Area (AUC) > 99.9 %

Schmelzpunkt Ty =109.3 °C
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N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(N-butylsulfamoyl)benzamid (28j)

.0 .0
N \)J\N
¥ H H
N N ~s
7\
CaoH25N306S
M = 435,49

Die Synthese erfolgte gemals ASV4-B mit Schlisselintermediat |1 (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28j konnte als weiBer Feststoff (0.076 g, 0.173 mmol, 17 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.27 (s, 1H), 11.41 (s, 1H), 7.90 (q, J = 8.5 Hz, 4H), 7.71 (t, J = 5.8 Hz,
1H), 7.50 — 7.18 (m, 5H), 4.85 (s, 2H), 4.38 (s, 2H), 2.84 — 2.64 (m, 2H), 1.44 — 1.11 (m, 4H), 0.78 (t, J =
7.2 Hz, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 191.81, 164.51, 143.43, 135.74, 128.85, 128.30, 126.61, 77.01,
73.02,42.20, 31.06, 19.17, 13.43

HPLC tz=11.37 min, Area (AUC) =98.2 %

Schmelzpunkt Ty =123.2°C
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5.3.3.3 Funktionalisierung der Alkylkette
N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(pent-4-yn-1-yloxy)benzamid (28Kk)

8 o 8 o L
/@)LN/O\)J\N/O
H H

C21H22N205
M =382,42

4/\/\0

Die Synthese erfolgte gemadR ASV4-B mit Schliisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28k konnte als weiller Feststoff (0.394 g, 1.03 mmol, 52 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.93 (s, 1H), 11.52 (s, 1H), 7.81 — 7.66 (m, 2H), 7.47 — 7.27 (m, 5H),
7.02 (d,J = 8.7 Hz, 2H), 4.84 (s, 2H), 4.36 (s, 2H), 4.09 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.82 (t, J = 2.6 Hz, 1H), 2.33 (td,
J=7.1,2.7 Hz, 2H), 1.90 (p, J = 6.6 Hz, 2H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 165.23, 161.76, 136.15, 129.47, 129.15, 128.65, 123.93, 114.64,
83.92, 77.43, 73.78, 71.92, 66.69, 27.99, 14.81

HPLC tz=12.24 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =143.8°C

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(hex-5-yn-1-yloxy)benzamid (28l)

O A0
\\\/\/\ H H
o

C22H24N205
M = 396,44

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schliisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das Produkt 28I

konnte als weiRer Feststoff (0.049 g, 0.124 mmol, 25 %) erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.94 (s, 1H), 11.51 (s, 1H), 7.79 — 7.65 (m, 2H), 7.47 — 7.26 (m, 5H),
7.09 - 6.92 (m, 2H), 4.84 (s, 2H), 4.35 (s, 2H), 4.05 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.78 (t, J = 2.6 Hz, 1H), 2.23 (td, J
=2.7,7.0 Hz, 2H), 1.81 (dq, J = 6.5, 8.7 Hz, 2H), 1.68 — 1.51 (m, 2H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 165.08, 164.81, 161.52, 135.71, 129.12, 128.82, 128.29, 123.26,
114.20, 84.24,77.04,73.32,71.44, 67.21, 27.63, 24.54, 17 .41

HPLC tz=13.09 min, Area (AUC) = 95.5 %

Schmelzpunkt Ty =133.7 °C
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N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(4-cyanobutoxy)benzamid (28m)

o 2o
N O AN, 0
N~ H H
o

C21H23N305
M = 397,43

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das

Produkt 28m konnte als weilRer Feststoff (0.080 g, 0.201 mmol, 40 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.94 (s, 1H), 11.51 (s, 1H), 7.73 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.45 — 7.28 (m,
5H), 7.06 — 6.94 (m, 2H), 4.84 (s, 2H), 4.35 (s, 2H), 4.07 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.58 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 1.88 —
1.62 (m, 4H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 165.05, 164.81, 161.40, 135.71, 129.12, 128.82, 128.30, 123.31,
120.58, 114.22, 76.92, 74.16, 66.84, 27.57, 21.65, 15.93

HPLC tz=10.96 min, Area (AUC)=95.9 %

Schmelzpunkt Ty =127.8°C

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(3-methoxypropoxy)benzamid (28n)

gy O
/©)\N/O\)J\N/O
H H

C20H24N20¢
M = 388,42

\O/\/\O

Die Synthese erfolgte gemdf ASV3 mit Schliisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28n konnte als weiler Feststoff (0.061 g, 0.156 mmol, 31 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.94 (s, 1H), 11.51 (s, 1H), 7.77 — 7.67 (m, 2H), 7.45 — 7.29 (m, 5H),
7.05—6.96 (m, 2H), 4.84 (s, 2H), 4.36 (s, 2H), 4.07 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.46 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.24 (s, 3H),
1.95 (p, J = 6.4 Hz, 2H)

3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 165.08, 164.82, 161.49, 135.73, 129.15, 128.84, 128.31, 123.35,
114.20, 77.02, 73.37, 68.35, 64.89, 57.96, 28.81

HPLC tz=10.97 min, Area (AUC)=98 %

Schmelzpunkt Ty =112.2°C
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N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(2-ethoxyethoxy)benzamid (280)

C20H24N20¢
M = 388,42

O

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das

Produkt 280 konnte als weilRer Feststoff (0.149 g, 0.383 mmol, 38 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.94 (s, 1H), 11.51 (s, 1H), 7.79 — 7.65 (m, 2H), 7.46 — 7.28 (m, 5H),
7.07 - 6.96 (m, 2H), 4.84 (s, 2H), 4.36 (s, 2H), 4.20 — 4.08 (m, 2H), 3.76 — 3.63 (m, 2H), 3.50 (g, J = 7.0
Hz, 2H), 1.12 (t, J = 7.0 Hz, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 164.99, 164.81, 161.41, 135.66, 129.10, 128.83, 128.30, 123.39,
114.23,77.01, 73.33, 68.17, 67.42, 65.69, 15.08

HPLC tz=10.89 min, Area (AUC)=99 %

Schmelzpunkt Ty =126.3°C

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-[(5,5,5-trifluoropentyl)oxy]benzamid (28p)

ot
/@)\N/o\)J\N/O
H H
F3C\/\/\O

C21H23F3N05
M = 440,42

Die Synthese erfolgte gemdf ASV3 mit Schliisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28p konnte als weiler Feststoff (0.052 g, 0.118 mmol, 16 %) erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.94 (s, 1H), 11.51 (s, 1H), 7.78 — 7.66 (m, 2H), 7.45 — 7.28 (m, 5H),
7.08—6.94 (m, 2H), 4.84 (s, 2H), 4.36 (s, 2H), 4.06 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.42 — 2.23 (m, 2H), 1.81 (p, J = 6.5
Hz, 2H), 1.64 (tt, J = 9.8, 6.0 Hz, 2H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 165.05, 164.84, 161.44, 135.72, 129.52, 129.13, 128.84, 128.30,
125.85, 123.28, 114.22, 77.02, 73.31, 67.12, 32.09 (d, J = 27.3 Hz), 27.39, 18.24

HPLC tz=13.91 min, Area (AUC)=99 %

Schmelzpunkt Ty =140.3°C
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N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-[3-(methylsulfonyl)propoxy]benzamid (28q)

g
/©)J\N/O\)J\N/O
H H

CooH24N2078
M = 436,48

/7 \\

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28q konnte als weilRer Feststoff (0.115 g, 0.263 mmol, 66 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 7.69 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.37 (dd, J = 32.7, 6.8 Hz, 5H), 6.91 (d,
J=8.7 Hz, 2H), 4.96 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 4.52 (s, 2H), 4.17 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.33 — 3.19 (m, 2H), 2.97 (s,
3H), 2.45 — 2.28 (m, 2H)

13C-NMR (75 MHz, Chloroform-d) 6 171.88, 168.19, 160.22, 129.63, 129.44, 129.24, 128.63,
114.99, 114.81, 77.16, 65.96, 51.68, 41.20, 29.85, 22.55

HPLC tzr=9.13 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =113.9°C

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-[2-(methylsulfonamido)ethoxy]benzamid (28r)

i i \/@
N/o\)LN/o
§ H H

C19H23N307S
M = 437,47

Die Synthese erfolgte gemaf ASV4-B mit Schlisselintermediat |1 (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28r konnte als weiler Feststoff (0.176 g, 0.403 mmol, 45 %) erhalten werden.

1H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.92 (s, 1H), 11.48 (s, 1H), 7.77 — 7.71 (m, 2H), 7.42 — 7.32 (m, 5H),
7.27 (t,J = 6.0 Hz, 1H), 7.06 — 7.00 (m, 2H), 4.85 (s, 2H), 4.36 (s, 2H), 4.10 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 3.35 (q, J =
5.6 Hz, 2H), 2.95 (s, 3H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.55, 164.72, 161.02, 135.63, 129.02, 128.65, 128.16, 123.68,
114.21, 76.95, 73.30, 67.10, 41.64, 40.11

HPLC tr=8.79 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =129.9 °C

147



Experimenteller Teil

5.3.3.4 Modifikation der Benzoyl-Struktur

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-2-fluoro-4-(pentyloxy)benzamid (28s)

@Ao&tﬁ

C21H25FN,05
M = 404,44

Die Synthese erfolgte gemall ASV4-A mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das

Produkt 28s konnte als weilRer Feststoff (0.193 g, 0.478 mmol, 48 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.61 (s, 1H), 11.45 (s, 1H), 7.57 (t, J = 8.6 Hz, 1H), 7.49 — 7.26 (m,
5H), 7.00 — 6.74 (m, 2H), 4.84 (s, 2H), 4.36 (s, 2H), 4.03 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.71 (p, J = 7.0 Hz, 2H), 1.37
(tq,J = 7.2, 4.4, 3.7 Hz, 4H), 0.97 — 0.79 (m, 3H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 164.65, 162.34 (d, J = 41.3 Hz), 161.41, 159.75, 135.71,131.29 (d, J =
4.7 Hz), 128.83,128.32,112.15,111.14,102.23 (d, J = 25.9 Hz), 77.09, 73.16, 68.35, 28.07, 27.55, 21.82,
13.88

HPLC tz=15.11 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =70.3 °C

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-3-fluoro-4-(pentyloxy)benzamid (28t)

FD)J\N/O\)J\N/O
H H
\/\/\O

C21H25FN,05
M = 404,44

Die Synthese erfolgte gemaR ASV4-A mit Schliisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28t konnte als weiler Feststoff (0.154 g, 0.381 mmol, 38 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.03 (s, 1H), 11.45 (s, 1H), 7.69 — 7.50 (m, 2H), 7.45 — 7.30 (m, 5H),
7.26 (t, J = 8.5 Hz, 1H), 4.84 (s, 2H), 4.35 (s, 2H), 4.11 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.74 (p, J = 6.6 Hz, 2H), 1.49 —
1.26 (m, 4H), 0.98 —0.79 (m, 3H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 164.67, 151.94, 150.12, 135.73, 128.84, 128.30, 124.46, 123.62,
114.87,114.28, 77.00, 73.12, 68.80, 28.10, 27.51, 21.80, 13.88

HPLC tz=14.68 min, Area (AUC) >99.9 %

Schmelzpunkt Ty =135.8 °C
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N-(Benzyloxy)-2-[(2-(4-(pentyloxy)phenyl)acetamido)oxy]acetamid (28u)

O A0

H H
C2HgN205

M = 400,47
Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das

Produkt 28u konnte als weilRer Feststoff (0.137 g, 0.342 mmol, 34 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.46 (s, 2H), 7.42 — 7.32 (m, 5H), 7.19 — 7.08 (m, 2H), 6.89 — 6.78 (m,
2H), 4.76 (s, 2H), 4.22 (s, 2H), 3.89 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.24 (s, 2H), 1.75 — 1.60 (m, 2H), 1.35 (ddt, J= 7.7,
6.0, 4.0 Hz, 4H), 0.94 — 0.83 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 168.36, 164.85, 157.50, 135.69, 129.99, 128.76, 128.33, 126.88,
114.23,77.20, 72.76, 67.32, 38.04, 28.37, 27.70, 21.88, 13.91

HPLC tzr=12.22 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =110.8 °C

N-(Benzyloxy)-2-[(3-(4-(pentyloxy)phenyl)ureido)oxy]acetamid (46)

/\/\/O\©\ e} 0] \/@
Ay o0
H H H

C21H27N305
M = 401,46

Die Synthese erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von SIT et al.2%°

Bei Raumtemperatur wurden 1.00 Aq. 4-(Pentyloxy)benzoesaure und 2.00 Aq.
N,N-Diisopropylethylamin in Toluol vorgelegt. Nach Zugabe von 1.40 Aq. Diphenylphosphorylazid
wurde fir 10 min bei Raumtemperatur und anschlieBend fiir 1 h bei 105 °C geriihrt. Im Anschluss
wurde die Reaktion auf Raumtemperatur gekiihlt und 2.00 Aqg. des Schliisselintermediates 1 (13)
zugegeben. Nach 10 min Riihren bei Raumtemperatur wurde fir eine weitere Stunde bei 80 °C geriihrt.
Nach vollstandigem Umsatz wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Eluentengemisch
n-Hexan/Essigsdureethylester gereinigt. Das Produkt 46 konnte als weiRer Feststoff

(0.162 g,0.402 mmol, 40 %) erhalten werden.
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1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 11.47 (s, 1H), 9.53 (s, 1H), 9.26 (s, 1H), 7.43 — 7.34 (m, 7H), 6.93 —
6.81 (m, 2H), 4.84 (s, 2H), 4.25 (s, 2H), 3.91 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.68 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 1.44 — 1.27 (m,
4H), 0.95 — 0.84 (m, 3H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 166.07, 157.54, 154.43, 135.65, 131.65, 128.87, 128.37, 120.66,
114.50, 77.13, 73.13, 67.54, 28.43, 27.73, 21.90, 13.92

HPLC tzr=14.55 min, Area (AUC) =99.4 %

Schmelzpunkt Ty =139.7 °C

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-5-(pentylthio)furan-2-carboxamid (28v)

C19H24N205S
M = 392,47

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28v konnte als gelbes Ol (0.124 g, 0.316 mmol, 63 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.00 (s, 1H), 11.38 (s, 1H), 7.47 — 7.27 (m, 5H), 7.18 (d, J = 3.5 Hz,
1H), 6.71 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 4.83 (s, 2H), 4.32 (s, 2H), 2.93 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.54 (p, J = 7.1 Hz, 2H),
1.38 - 1.18 (m, 4H), 0.91 — 0.74 (m, 3H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 164.94, 156.85, 150.31, 146.93, 136.18, 129.39, 128.79, 117.04,
116.12, 77.47, 73.68, 34.50, 30.35, 29.23, 22.03, 14.27

HPLC tzr=14.69 min, Area (AUC) =98.1 %
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N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]pentanamid (28w)

0] 0]
\/\)J\N/O\)J\N/O\/Q
H H

C14H20N20,4
M = 280,32

Die Synthese erfolgte gemall ASV4-B mit Schlisselintermediat |1 (13) als N-Nucleophil und das

Produkt 28w konnte als weilRer Feststoff (0.149 g, 0.532 mmol, 53 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.38 (s, 2H), 7.38 (tdd, J = 4.1, 3.1, 1.5 Hz, 5H), 4.82 (s, 2H), 4.22 (s,
2H), 2.04 -1.90 (m, 2H), 1.54 -1.37 (m, 2H), 1.32 = 1.16 (m, 2H), 0.85 (t, /= 7.3 Hz, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 170.61, 164.87, 135.74, 128.76, 128.33, 77.03, 73.27, 31.62, 26.89,
21.59, 13.63

HPLC tzr=9.46 min, Area (AUC) =97.4%

Schmelzpunkt Ty =60.2 °C

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-2-propylpentanamid (28x)

e e

C17H26N20,4
M =322,40

Die Synthese erfolgte gemdf ASV3 mit Schliisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28x konnte als weiRer Feststoff (0.182 g, 0.565 mmol, 57 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.49 (s, 1H), 11.41 (s, 1H), 7.48 — 7.30 (m, 5H), 4.81 (s, 2H), 4.25 (s,
2H), 2.07 — 1.93 (m, 1H), 1.52 — 1.32 (m, 2H), 1.21 (ddd, J = 22.2, 13.6, 6.1 Hz, 6H), 0.82 (t, J = 7.1 Hz,
6H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 172.89, 164.87, 135.69, 128.70, 128.35, 77.16, 72.93, 41.74, 34.38,
19.97, 13.87

HPLC tz=12.71 min, Area (AUC) > 99.9 %

Schmelzpunkt Ty =84.7 °C
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N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]nonanamid (28y)

o S o
\/\/\/\)J\N/O\)J\N/O
H H
C1gH28N204
M = 336,43

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28y konnte als weiller Feststoff (0.065 g, 0.193 mmol, 39 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.38 (s, 2H), 7.38 (dqd, J = 4.3, 3.1, 1.7 Hz, 5H), 4.82 (s, 2H), 4.22 (s,
2H), 1.96 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.46 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.22 (s, 10H), 0.92 — 0.77 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 170.44, 165.18, 135.56, 128.74, 128.31, 77.04, 73.01, 31.90, 31.23,
28.65, 28.55, 28.43, 24.76, 22.06, 13.94

HPLC tz = 14.58 min, Area (AUC) = 99 %

Schmelzpunkt Ty =63.4°C

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]decanamid (28z)

P W
.0 .
/\/\/\/\)J\N \)J\N (e}
H H
C19H30N204
M = 350,46

Die Synthese erfolgte gemdf ASV3 mit Schliisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28z konnte als weiBer Feststoff (0.075 g, 0.214 mmol, 43 %) erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.38 (d, J = 40.7 Hz, 2H), 7.38 (dtt, J = 4.3, 2.9, 1.6 Hz, 5H), 4.82 (s,
2H), 4.22 (s, 2H), 1.96 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.57 — 1.37 (m, 2H), 1.22 (s, 12H), 0.93 — 0.75 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 171.25, 164.71, 135.52, 128.75, 128.31, 76.73, 72.93, 31.91, 31.26,
28.85, 28.70, 28.66, 28.42, 24.76, 22.08, 13.95

HPLC tz=15.76 min, Area (AUC)=99 %

Schmelzpunkt Ty =63.5°C
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N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(thiazol-2-yl)benzamid (28aa)
i i \/@
O 0
H H

C19H17N304S
M = 383,42

S

W

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das

Produkt 28aa konnte als weiller Feststoff (0.044 g, 0.113 mmol, 18 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 11.26 (s, 1H), 10.16 (s, 1H), 8.05 — 7.96 (m, 2H), 7.92 (d, J =
3.3 Hz, 1H), 7.86 — 7.73 (m, 2H), 7.44 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.43 — 7.27 (m, 5H), 4.96 (s, 2H), 4.52 (s, 2H)

13C-NMR (75 MHz, Chloroform-d) 6 167.10, 166.02, 157.60, 143.49, 136.52, 135.14, 131.72,
129.24, 128.83, 128.64, 128.29, 127.06, 120.54, 78.45, 77.36

HPLC tz=10.50 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =138.1°C

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(1H-pyrazol-1-yl)benzamid (28ab)

2 o R o IO
/©)‘\N/O\)J\N/O
H H

C19H1gN4O4
M = 366,38

a
=N

Die Synthese erfolgte gemdf ASV3 mit Schliisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28ab konnte als weilRer Feststoff (0.053 g, 0.144 mmol, 19 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.15 (s, 1H), 11.48 (s, 1H), 8.62 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.97 (d, J = 8.9 Hz,
2H), 7.93 - 7.85 (m, 2H), 7.81 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.45 — 7.30 (m, 5H), 6.60 (dd, J = 2.6, 1.7 Hz, 1H), 4.86
(s, 2H), 4.39 (s, 2H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 164.61, 149.98, 141.71, 135.85, 128.81, 128.27, 128.10, 117.78,
108.49, 76.99, 73.11

HPLC tz=10.13 min, Area (AUC) >99.9 %

Schmelzpunkt Ty =164.6 °C
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N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-[5-(trifluoromethyl)-1,2,4-oxadiazol-3-ylJbenzamid (28ac)

i i \/©
N/O\)J\N/o
H H
N
FSC~</ |
o-N

C19H15F3N4O05
M = 436,35

Die Synthese erfolgte gemals ASV4-B mit Schlisselintermediat |1 (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28ac konnte als weilRer Feststoff (0.154 g, 0.354 mmol, 35 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.99 (dt, J = 8.8, 1.9 Hz, 2H), 7.85 — 7.72 (m, 2H), 7.26 — 7.10
(m, 5H), 4.79 (s, 2H), 4.45 — 4.30 (m, 2H)

13C-NMR (75 MHz, Chloroform-d) 6 169.48, 167.82, 164.88, 134.93, 134.41, 133.92, 128.49,
127.92,127.82,127.56, 127.08, 77.47, 77.27

HPLC tz=13.51 min, Area (AUC) =98.6 %

Schmelzpunkt Ty =162.1°C

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-morpholinobenzamid (28ad)

C20H23N305
M = 385,42

Die Synthese erfolgte gemdf ASV3 mit Schliisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28ad konnte als weilRer Feststoff (0.086 g, 0.223 mmol, 45 %) erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.83 (s, 1H), 11.58 (s, 1H), 7.74 — 7.58 (m, 2H), 7.49 — 7.26 (m, 5H),
6.97 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.84 (s, 2H), 4.35 (s, 2H), 3.73 (t, J = 4.8 Hz, 4H), 3.23 (t, J = 4.9 Hz, 4H)

13C-NMR (75 MHz, Methanol-d,) 6 168.67, 167.41, 155.52, 136.91, 130.37, 130.00, 129.75,
129.60, 121.51, 114.88, 79.00, 75.50, 67.59, 48.79

HPLC tz=10.33 min, Area (AUC)=99 %

Schmelzpunkt Ty =156.9 °C
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N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-phenoxybenzamid (28ae)

o, o

Ca2H20N205
M = 392,41

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das

Produkt 28ae konnte als weiller Feststoff (0.222 g, 0.566 mmol, 57 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.74 (d, J = 131.3 Hz, 2H), 7.83 — 7.74 (m, 2H), 7.51 — 7.28 (m, 7H),
7.28-7.16 (m, 1H), 7.16 — 6.96 (m, 4H), 4.84 (s, 2H), 4.36 (s, 2H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 160.88, 159.81, 155.35, 135.92, 130.27, 129.41, 128.79, 128.28,
125.87,124.44, 119.61, 117.44, 76.92, 73.08

HPLC tz=13.34 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =102.4°C

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-1H-indole-5-carboxamid (28af)

i i \/@
(/D)J\N/O\)J\N/O
H H
N

H
C1gH17N304
M = 339,35

Die Synthese erfolgte gemdf ASV3 mit Schliisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 28af konnte als farbloses Ol (0.090 g, 0.265 mmol, 53 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 11.56 (s, 1H), 9.27 (s, 1H), 8.59 (s, 1H), 8.04 (dt, /= 1.6, 0.7
Hz, 1H), 7.51 (dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 1H), 7.45 — 7.39 (m, 3H), 7.34 — 7.26 (m, 4H), 6.62 (ddd, / = 3.1, 2.0,
0.9 Hz, 1H), 4.97 (s, 2H), 4.51 (s, 2H)

13C-NMR (75 MHz, Chloroform-d) 6 187.50, 166.08, 155.68, 138.38, 135.30, 129.22, 128.69,
128.58,127.73,126.27,121.19, 120.97, 111.60, 103.99, 78.39, 76.13

HPLC tz=9.60 min, Area (AUC) =97.5%

155



Experimenteller Teil

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-2-phenylthiazole-4-carboxamid (28ag)

NN
N Ao Ao
@“{SI H H

C19H17N304S
M = 383,42

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das

Produkt 28ag konnte als weilRer Feststoff (0.049 g, 0.128 mmol, 26 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d) 68.12 (s, 1H), 7.90 (dd, / = 6.7, 2.9 Hz, 2H), 7.49 - 7.39 (m, 5H),
7.30 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 4.98 (s, 2H), 4.56 (s, 2H)

13C-NMR (75 MHz, Methanol-d,) 6 170.46, 167.50, 162.00, 148.72, 136.66, 134.02, 132.01,
130.40, 130.25, 129.69, 129.45, 127.80, 126.37, 79.20, 75.44

HPLC tz=12.11 min, Area (AUC) =98.7 %

Schmelzpunkt Ty =121.8°C
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5.3.4 KSK-Analoga: Region B

tert-Butyl-[2-((benzyloxy)amino)-2-oxoethyl]Jcarbamat (103)

oo
XO\{IN\)LH/O\/Q

C14H20N204
M = 280,32

Die Synthese erfolgte gemall ASV4-B mit O-Benzylhydroxylamin (62a) als N-Nucleophil und das

Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung im nachsten Schritt eingesetzt.

2-Amino-N-(benzyloxy)acetamid-Hydrochlorid (54a)

o
HCl » HZN\)J\N/O\/©
H

CgH13CIN,O,

M = 216,66
1.00 Aq. des geschiitzten Amins 103 wurden in Dioxan gelost (0.2 M). Zu dieser Lésung wurden 4.00 Aq.
einer Losung von Chlorwasserstoff in Dioxan (4 M) zugegeben und fiir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach Kihlung auf 0 °C wurde der entstandene Niederschlag abfiltriert, mehrmals mit Diethylether
gewaschen und unter Hochvakuum getrocknet. Das Produkt 54a konnte als braunes Ol (0.345 g,

1.60 mmol, 40 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.68 (s, 1H), 8.19 (s, 3H), 7.56 — 7.19 (m, 5H), 4.83 (s, 2H), 3.39 (s,
2H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 168.86, 135.64, 128.82, 128.54, 128.40, 77.24, 75.89

HPLC tzr=4.55 min, Area (AUC) >99.9 %
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N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethyl]-4-(pentyloxy)benzamid (55a)

/\/\/O 9y 0 \/@
N0
o H

C21H26N204
M = 370,45

Die Synthese erfolgte gemall ASV4-A mit Amin 54a als N-Nucleophil und das Produkt 55a konnte als
weiller Feststoff (0.076 g, 0.206 mmol, 21 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.21 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 7.91 — 7.76 (m, 2H), 7.50 — 7.25 (m, 5H),
7.06 — 6.92 (m, 2H), 4.80 (s, 2H), 4.02 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.77 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 1.82 — 1.64 (m, 2H),
1.48 — 1.26 (m, 4H), 0.97 — 0.82 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 166.36, 166.01, 161.12, 135.99, 129.20, 128.81, 128.32, 125.98,
113.88, 76.95, 67.64, 38.69, 28.28, 27.66, 21.88, 13.92

HPLC tz=13.74 min, Area (AUC) =98.2 %

Schmelzpunkt Ty =183.3°C

tert-Butyl-[3-((benzyloxy)amino)-3-oxopropyllcarbamat (104)

C15H22N20,4
M = 294,35

Die Synthese erfolgte gemafl ASV4-B mit O-Benzylhydroxylamin (62a) als N-Nucleophil und das

Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung im nachsten Schritt eingesetzt.
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3-Amino-N-(benzyloxy)propanamid-Hydrochlorid (54b)

Lo
HCI - HzN/\)J\N/O

H

C10H45CIN,O,
M = 230,69

1.00 Aq. des geschiitzten Amins 104 wurden in Dioxan gel6st (0.2 M). Zu dieser Lésung wurden 4.00 Aq.
einer Losung von Chlorwasserstoff in Dioxan (4 M) zugegeben und fiir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert, mehrmals mit Diethylether gewaschen und unter
Hochvakuum getrocknet. Das Produkt 54b konnte als weiBer Feststoff (0.687 g, 3.01 mmol, 75 %)

erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.35 (s, 1H), 8.00 (s, 3H), 7.51 — 7.25 (m, 5H), 4.81 (s, 2H),
2.98 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 2.38 (t, J = 7.2 Hz, 2H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 166.54, 135.92, 128.72, 128.29, 128.24, 76.95, 34.91, 29.55
HPLC tz=4.75 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =154.9 °C

N-[3-((Benzyloxy)amino)-3-oxopropyl]-4-(pentyloxy)benzamid (55b)

i i \/@
/©)LN/\)J\N/O
H H
\/\/\O

C22H2gN204
M = 384,48

Die Synthese erfolgte gemall ASV4-A mit Amin 54b als N-Nucleophil und das Produkt 55b konnte als
weiBer Feststoff (0.290 g, 0.754 mmol, 75 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.04 (s, 1H), 8.41 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.87 — 7.72 (m, 2H), 7.34 (td, J =
6.7, 4.1 Hz, 5H), 7.05— 6.89 (m, 2H), 4.78 (s, 2H), 4.00 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.44 (q, J = 6.7 Hz, 2H), 2.24 (t,
J=7.0Hz, 2H), 1.72 (p, J = 6.6 Hz, 2H), 1.47 — 1.26 (m, 4H), 0.97 — 0.81 (m, 3H)

3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 167.68, 165.71, 160.94, 136.06, 128.96, 128.83, 128.26, 128.20,
126.46, 113.85, 76.80, 67.61, 35.82, 32.65, 28.28, 27.66, 21.88, 13.92

HPLC tz=13.61 min, Area (AUC) =96.9 %

Schmelzpunkt Ty =153.7 °C
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n-(Pentyloxy)benzol (57)

POwe

C11H160
M = 164,25
Die Synthese erfolgte nach Vorschrift von DIEDERICH et al.?*2 und das Produkt 57 konnte als farbloses Ol
(2.18 g, 13.3 mmol, 53 %) erhalten werden. Die spektroskopischen Daten stimmen mit den in der

Literatur angegebenen Uberein.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.32—7.21 (m, 2H), 6.96 — 6.85 (m, 3H), 3.94 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.70
(da,J=8.7,6.6 Hz, 2H), 1.47 — 1.27 (m, 4H), 0.95 - 0.84 (m, 3H)

HPLC tzr=17.97 min, Area (AUC) 299.9 %

5-Oxo-5-[4-(pentyloxy)phenyl]pentanséure (58)

0] 0O

/©)J\/\/“\OH
\/\/\O

C16H2204

M = 278,35
Bei Raumtemperatur wurden 1.00 Aq. n-(Pentyloxy)benzol (57) und 1.50 Aq. Glutarsdureanhydrid in
Dichlormethan gel6st. Bei 0°C wurden 1.50 Ag. wasserfreies Aluminiumchlorid zugegeben und
gerihrt, bis die Losung Raumtemperatur erreicht hat. Nach 1 h Reflux wurde die Reaktion erneut auf
0 °C gekihlt und mit Eiswasser abgebrochen. Die wassrige Phase wurde dreimal mit Dichlormethan
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen.
Nach Trocknung liber wasserfreiem Natriumsulfat wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt und das Rohprodukt durch Umbkristallisation aus n-Hexan und Essigsaureethylester gereinigt.

Das Produkt 58 konnte als beiger Feststoff (0.235 g, 0.843 mmol, 35 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.05 (s, 1H), 8.05 — 7.73 (m, 2H), 7.14 — 6.86 (m, 2H), 4.04 (t, J = 6.5
Hz, 2H), 2.98 (t, / = 7.2 Hz, 2H), 2.29 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.77 (dp, J = 23.1, 7.0 Hz, 4H), 1.54 - 1.18 (m,
4H), 1.00 - 0.66 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 197.92, 174.26, 162.52, 130.15, 129.39, 114.26, 67.82, 36.72, 32.88,
28.21, 27.63, 21.86, 19.43, 13.91

HPLC tz=14.21 min, Area (AUC)=95.7%

Schmelzpunkt Ty =97.7 °C
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N-(Benzyloxy)-5-oxo-5-[4-(pentyloxy)phenyl]pentanamid (59)

@M o
N

H
\/\/\O

Co3H29NOy
M = 383,49

Die Synthese erfolgte gemall ASV4-A mit O-Benzylhydroxylamin (62a) als N-Nucleophil und das

Produkt 59 konnte als weiRer Feststoff (0.079 g, 0.206 mmol, 56 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10.96 (s, 1H), 7.99 — 7.79 (m, 2H), 7.48 — 7.22 (m, 5H), 7.08 — 6.95 (m,
2H), 4.78 (s, 2H), 4.05 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.92 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.03 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.83 (q, /= 7.1
Hz, 2H), 1.72 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 1.38 (tdd, J = 9.4, 6.0, 4.3 Hz, 4H), 0.96 — 0.81 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 170.44, 169.03, 162.46, 136.09, 133.90, 130.14, 129.39, 128.74,
128.26, 114.26, 67.73, 63.96, 36.55, 31.46, 28.20, 27.62, 21.85, 19.66, 13.90

HPLC tz=15.81 min, Area (AUC)=97.6 %

Schmelzpunkt Ty =111.1°C

N-Hydroxy-4-(pentyloxy)benzamid (60)

/@)\N/OH
H
N0

C12H47NO3
M = 223,27

Die Synthese erfolgte gemaR ASV4-A mit Hydroxylamin-Hydrochlorid als N-Nucleophil und das

Produkt 60 konnte als weiller Feststoff (1.85 g, 8.28 mmol, 55 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.04 (s, 1H), 8.88 (s, 1H), 7.88 — 7.57 (m, 2H), 7.09 — 6.81 (m, 2H),
4.00 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.83 — 1.62 (m, 2H), 1.49 — 1.23 (m, 4H), 0.99 — 0.79 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 164.02, 160.92, 128.61, 124.74, 114.02, 67.61, 28.26, 27.66, 21.87,
13.91

HPLC tz=10.81 min, Area (AUC) =98.8 %

Schmelzpunkt Ty =150 °C
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2-[(4-(Pentyloxy)benzamido)oxy]propanséure (61)

(0] (0]
ISR RN
\/\/\O

C15H21NO5

M = 295,34
Bei Raumtemperatur wurden 1.00 Ag. der Hydroxamsiure 60 in Tetrahydrofuran gelést und
anschlieRend auf -10°C gekiihlt. Zu dieser Lésung wurden im Verlauf von 10 min 1.00 Aq.
Natriumhydrid zugegeben und fiir 10 min geriihrt. AbschlieBend wurden tropfenweise 1.00 Aq.
2-Bromopropansdure zugegeben und fiir weitere 8 h refluxiert. Nach vollstandigem Umsatz wurde die
Reaktion durch Zugabe von wassriger Natronlauge (1 M) abgebrochen. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in entmineralisiertem Wasser aufgenommen. Nach
Zugabe von 1 m Salzsdure (pH 1) wurde die wéssrige Phase dreimal mit Essigsdureethylester extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter Natriumchlorid-L6sung gewaschen und
Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Eluentengemisch
n-Hexan/Essigsdureethylester gereinigt. Das Produkt 61 konnte als brauner Feststoff (0.206 g,

0.697 mmol, 17 %) erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.56 (s, 1H), 7.79 — 7.65 (m, 2H), 7.04 —6.90 (m, 2H), 4.49 (g, / = 6.9
Hz, 1H), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.72 = 1.61 (m, 2H), 1.40 — 1.32 (m, 7H), 0.90 (t, J = 7.0 Hz, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 172.78, 165.06, 161.46, 129.11, 123.61, 114.08, 78.82, 67.68, 28.21,
27.61, 21.83,16.41, 13.85

HPLC tzr=12.76 min, Area (AUC) =96.8 %

Schmelzpunkt Ty =116.4°C
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N-[(1-((Benzyloxy)amino)-1-oxopropan-2-yl)oxy]-4-(pentyloxy)benzamid (63a)

o o
Q)L /O% 0
N N
H H
\/\/\O

C22H28N205
M = 400,47

Die Synthese erfolgte gemall ASV4-B mit O-Benzylhydroxylamin (62a) als N-Nucleophil und das

Produkt 63a konnte als violettes Ol (0.126 g, 0.314 mmol, 45 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.78 (s, 1H), 11.44 (s, 1H), 7.72 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.49 — 7.17 (m,
5H), 6.99 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.82 (s, 2H), 4.34 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 4.02 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.72 (p, J = 6.6
Hz, 2H), 1.48 — 1.24 (m, 7H), 0.89 (t, J = 7.0 Hz, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 167.72, 165.08, 161.52, 135.73, 129.13, 128.91, 128.26, 123.46,
114.14, 78.88, 76.85, 67.69, 28.21, 27.62, 21.84, 16.70, 13.89

HPLC tz=15.01 min, Area (AUC) =95.1 %

N-[(1-Oxo-1-((1-phenylethoxy)amino)propan-2-yl)oxy]-4-(pentyloxy)benzamid (63b)

o o
Q)L /o% 0
N N
H H
\/\/\O

Ca3H30N205
M = 414,50

Die Synthese erfolgte gemall ASV4-B mit O-(1-Phenylethyl)hydroxylamin (62b) als N-Nucleophil und
das Produkt 63b konnte als violettes Ol (0.190 g, 0.458 mmol, 46 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.74 (s, 1H), 11.19 (s, 1H), 7.80 — 7.59 (m, 2H), 7.51 — 7.14 (m, 5H),
7.09 - 6.86 (m, 2H), 4.96 (dq, J = 9.3, 6.5 Hz, 1H), 4.41 — 4.19 (m, 1H), 4.02 (td, J = 6.5, 4.9 Hz, 2H), 1.71
(ddt, J=9.5, 6.8, 2.9 Hz, 2H), 1.49 — 1.20 (m, 10H), 0.97 — 0.79 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 167.77, 165.14, 161.52, 141.25, 129.13, 128.18, 127.91, 126.76,
123.43,114.11, 81.93, 78.68, 67.70, 28.23, 27.64, 21.86, 20.69, 16.73, 13.90

HPLC tg=15.52 min, Area (AUC) =99.6 %
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5.3.5 KSK-Analoga: Region C

2-[(4-(Pentyloxy)benzamido)oxy]essigscdure (65) — Schlisselintermediat Il

o) 0O
(o he
\/\/\O

C14H19NO5
M = 281,31

Die Synthese erfolgte gemaR ASV4-A mit a-Aminooxyessigsdure-Hemihydrochlorid (64) als
N-Nucleophil und das Produkt 65 konnte als weiBer Feststoff (7.54 g, 26.8 mmol, 89 %) erhalten

werden.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 13.00 (s, 1H), 11.84 (s, 1H), 7.85 — 7.62 (m, 2H), 7.06 — 6.86 (m, 2H),
4.48 (s, 2H), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.81 — 1.62 (m, 2H), 1.36 (tdt, J = 8.0, 3.6, 2.2 Hz, 4H), 0.97 — 0.81
(m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 170.12, 164.85, 161.49, 129.12, 123.53, 114.12, 71.97, 67.68, 28.23,
27.63, 21.86, 13.90

HPLC tz=11.91 min, Area (AUC)=99.3 %

Schmelzpunkt Ty =162.6 °C
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5.3.5.1 Modifikation der Benzyl-Struktur

N-[2-(((4-Fluorobenzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67a)

F
i i \/©/
/@)‘\N/O\)J\N/O
H H
SN0

C21H25FN205
M = 404,44

Die Synthese erfolgte gemalR ASV4-A mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das
Produkt 67a konnte als beigefarbener Feststoff (0.186 g, 0.461 mmol, 46 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.94 (s, 1H), 11.50 (s, 1H), 7.80 — 7.62 (m, 2H), 7.52 — 7.38 (m, 2H),
7.15 (dd, J = 10.1, 7.6 Hz, 2H), 7.07 — 6.93 (m, 2H), 4.82 (s, 2H), 4.35 (s, 2H), 4.02 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.72
(p, J = 6.7 Hz, 2H), 1.37 (tdd, J = 10.8, 6.5, 2.3 Hz, 4H), 0.97 — 0.80 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) 6 165.11, 164.86,163.60, 161.63, 160.48, 132.05, 131.16 (d, J = 8.3 Hz),
129.13, 123.21, 115.11 (d, /= 21.3 Hz), 114.20, 76.12, 73.33, 67.72, 28.22, 27.64, 21.87, 13.91

HPLC tz=14.77 min, Area (AUC) 2 99.9 %

Schmelzpunkt Ty =133 °C

N-[2-(((4-Methoxybenzyl)oxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67b)

0
O 0
H H

\/\/\O

C22H28N206
M = 416,47

Die Synthese erfolgte gemaR ASV4-A mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das

Produkt 67b konnte als weiller Feststoff (0.213 g, 0.511 mmol, 51 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.95 (s, 1H), 11.42 (s, 1H), 7.82 — 7.61 (m, 2H), 7.41 — 7.20 (m, 2H),
7.07 - 6.90 (m, 2H), 6.86 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.76 (s, 2H), 4.35 (s, 2H), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.72 (s,
3H), 1.70 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 1.37 (dtd, J = 9.1, 6.4, 4.0 Hz, 4H), 0.94 — 0.83 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 165.07, 164.74, 161.62, 159.35, 130.71, 129.14, 127.64, 123.24,
114.19, 113.64, 76.58, 73.32, 67.72, 55.04, 28.23, 27.64, 21.86, 13.91

HPLC tr=14.47 min, Area (AUC)=99.4 %
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Schmelzpunkt Ty =125.4°C
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N-[2-Oxo-2-((thiophen-2-ylmethoxy)amino)ethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67c)

ISR RE RS
\/\/\O

C19H24N205S
M = 392,47

Die Synthese erfolgte gemaR ASV4-A mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das
Produkt 67c konnte als gelber Feststoff (0.247 g, 0.628 mmol, 63 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.93 (s, 1H), 11.52 (s, 1H), 7.81 — 7.65 (m, 2H), 7.57 (dd, J = 5.1, 1.2
Hz, 1H), 7.14 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 7.07 — 6.88 (m, 3H), 5.00 (s, 2H), 4.36 (s, 2H), 4.02 (t, J = 6.6 Hz, 2H),
1.72 (p, J = 6.7 Hz, 2H), 1.50 — 1.25 (m, 4H), 0.98 — 0.81 (m, 3H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 165.10, 164.96, 161.62, 137.44, 129.14, 128.86, 127.70, 126.86,
123.25, 114.19, 73.30, 70.81, 67.71, 28.21, 27.63, 21.85, 13.90

HPLC tz=14.28 min, Area (AUC) =98.1 %

Schmelzpunkt Ty =112.2°C

N-[2-Oxo-2-((pyridin-4-ylmethoxy)amino)ethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67d)

i i \/@1\l
N/O\)J\N/O X
H H

C20H25N305
M = 387,44

\/\/\O

Die Synthese erfolgte gemaB ASV3 mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das

Produkt 67d konnte als gelber Feststoff (0.163 g, 0.419 mmol, 10 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, Methanol-dy) 6 8.59-8.40 (m, 2H), 7.76 — 7.61 (m, 2H), 7.56 — 7.42 (m, 2H),
7.06 — 6.89 (m, 2H), 5.00 (s, 2H), 4.46 (s, 2H), 4.03 (t, /= 6.4 Hz, 2H), 1.78 (dt, / = 7.8, 6.4 Hz, 2H), 1.57
—1.27 (m, 4H), 0.95 (t, J = 7.1 Hz, 3H)

13C-NMR (75 MHz, Methanol-d,) 6 168.79, 167.87, 164.15, 150.19, 147.44, 130.29, 124.57,
123.86, 115.48, 77.05, 75.45, 69.31, 29.95, 29.32, 23.50, 14.36

HPLC tz=9.63 min, Area (AUC) =97.2 %

Schmelzpunkt Ty =124.8°C
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N-[2-Oxo-2-((pyridin-2-ylmethoxy)amino)ethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67e)

2 o %o L
/©)LN/O\)J\N/O \N
H H

C20H25N305
M = 387,44

\/\/\O

Die Synthese erfolgte gemalR ASV4-B mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das
Produkt 67e konnte als gelbes Ol (1.41 g, 3.63 mmol, 73 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.93 (s, 1H), 11.62 (s, 1H), 8.58 — 8.47 (m, 1H), 7.80 (td, J= 7.7, 1.8
Hz, 1H), 7.76 — 7.63 (m, 2H), 7.53 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.33 (ddd, J = 7.6, 4.8, 1.2 Hz, 1H), 7.08 — 6.89 (m,
2H), 4.94 (s, 2H), 4.36 (s, 2H), 4.03 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 1.72 (p, J = 6.8 Hz, 2H), 1.37 (tdd, J = 9.0, 5.7, 4.3
Hz, 4H), 0.98 — 0.80 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 165.16, 164.99, 161.63, 155.64, 149.04, 136.76, 129.13, 123.22,
122.55, 114.18, 77.89, 73.38, 67.72, 28.23, 27.63, 21.86, 13.89

HPLC tzr=9.99 min, Area (AUC) =95.3 %

N-[2-((Cyclohexylmethoxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67f)

We
/@)LN/O\)J\N/O
H H

C21H32N205
M = 392,50

\/\/\O

Die Synthese erfolgte gemaf ASV4-A mit Schliisselintermediat 1l (65) als Carbonsdure und das
Produkt 67f konnte als beigefarbener Feststoff (0.130 g, 0.331 mmol, 33 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.94 (s, 1H), 11.39 (s, 1H), 7.83 — 7.57 (m, 2H), 6.99 (d, J = 8.5 Hz,
2H), 4.34 (s, 2H), 4.01 (t, / = 6.5 Hz, 2H), 3.60 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 1.66 (dddd, J = 23.6, 14.3, 9.5, 5.4 Hz,
8H), 1.37 (dddd, J = 11.8, 9.1, 6.3, 3.9 Hz, 4H), 1.16 (t, J = 10.5 Hz, 3H), 0.98 — 0.80 (m, 5H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 165.17, 164.43, 161.65, 129.12, 123.21, 114.20, 80.65, 73.44, 67.71,
35.90, 29.12, 28.22, 27.64, 26.01, 25.17, 21.87, 13.90

HPLC tz=16.73 min, Area (AUC)=95.3%

Schmelzpunkt Ty =98.6 °C
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N-[2-(Methoxyamino)-2-oxoethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67g)

(¢} 0
/@)J\N /O\)J\N BONg
H H
SN0

C15H22N205
M = 310,35

Die Synthese erfolgte gemaR ASV4-A mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das
Produkt 67g konnte als gelber Feststoff (0.223 g, 0.720 mmol, 72 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.95 (s, 1H), 11.52 (s, 1H), 7.82 — 7.63 (m, 2H), 7.08 — 6.89 (m, 2H),
4.35 (s, 2H), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.62 (s, 3H), 1.78 — 1.63 (m, 2H), 1.45 - 1.27 (m, 4H), 0.93 - 0.81
(m, 3H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 165.09, 164.42,161.54, 128.98, 123.22, 114.14, 73.47, 67.66, 63.23,
28.09, 27.49, 21.68, 13.71

HPLC tz=11.73 min, Area (AUC) =98.8 %

Schmelzpunkt Ty =111.1°C

N-[2-((Hexyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67h)
o]

O
/@J\N/O\)LN”O\/\/\/
H H
N0

C20H32N205
M = 380,49

Die Synthese erfolgte gemaf ASV4-A mit Schliisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das
Produkt 67h konnte als weiler Feststoff (0.162 g, 0.426 mmol, 43 %) erhalten werden.

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 11.95 (s, 1H), 11.39 (s, 1H), 7.84 — 7.62 (m, 2H), 7.08 — 6.90 (m, 2H),
4.35 (s, 2H), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.78 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.79 — 1.65 (m, 2H), 1.52 (p, J = 6.8 Hz, 2H),
1.44 — 1.15 (m, 10H), 0.87 (dt, J = 23.8, 7.2 Hz, 6H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 165.19, 164.49, 161.64, 129.10, 123.18, 114.19, 75.27, 73.47, 67.71,
30.99, 28.21, 27.62, 27.46, 24.96, 22.01, 21.85, 13.88

HPLC tz=16.75 min, Area (AUC) =99.5 %

Schmelzpunkt Ty =110.9 °C
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N-[2-(tert-Butoxyamino)-2-oxoethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67i)

(0] (0]
ISR RE RS
H H
\/\/\O

C1gH28N205
M = 352,43

Die Synthese erfolgte gemall ASV4-B mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das
Produkt 67i konnte als gelbes Ol (0.194 g, 0.550 mmol, 55 %) erhalten werden.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 11.98 (s, 1H), 10.91 (s, 1H), 7.77 — 7.69 (m, 2H), 7.03 — 6.97 (m, 2H),
4.39 (s, 2H), 4.02 (t, J= 6.5 Hz, 2H), 1.76 = 1.68 (m, 2H), 1.43 = 1.30 (m, 4H), 1.17 (s, 9H), 0.89 (t, /= 7.2
Hz, 3H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 165.60, 165.45, 161.57, 128.99, 123.11, 114.15, 80.76, 73.72, 67.66,
28.09, 27.50, 26.14, 21.69, 13.71

HPLC tz=13.95 min, Area (AUC) 299.9 %

N-[2-Oxo-2-((prop-2-yn-1-yloxy)amino)ethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67j)

(@] ()]
=
7
@Aﬂ‘“w/‘)/
\/\/\O
C17H22N205
M = 334,37

Die Synthese erfolgte gemaB ASV3 mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das

Produkt 67j konnte als weiler Feststoff (0.176 g, 0.526 mmol, 74 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.94 (s, 1H), 11.69 (s, 1H), 7.82 — 7.59 (m, 2H), 7.10 — 6.90 (m, 2H),
4.50 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 4.38 (s, 2H), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.58 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 1.83 — 1.55 (m, 2H),
1.37 (tdt, J = 8.0, 3.4, 2.2 Hz, 4H), 0.95 — 0.80 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 165.10, 161.61, 129.14, 123.22, 114.20, 78.81, 78.55, 73.29, 67.71,
62.71, 28.22, 27.63, 21.86, 13.90

HPLC tz=12.96 min, Area (AUC) =96.9 %

Schmelzpunkt Ty =113 °C
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N-[2-Oxo-2-((1-phenylethoxy)amino)ethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67k)

(0] (0]
/©)LN/O\)J\N/O
H H
\/\/\o

C22H28N205
M = 400,47

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das
Produkt 67k konnte als weilSer Feststoff (0.144 g, 0.360 mmol, 51 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.71 (s, 2H), 7.81 — 7.59 (m, 2H), 7.52 — 7.14 (m, 5H), 7.09 — 6.84 (m,
2H), 4.96 (q, J = 6.4 Hz, 1H), 4.28 (s, 2H), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.71 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 1.55 — 1.20 (m,
7H), 0.98 —0.79 (m, 3H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 164.72 (brs), 161.44, 141.15, 128.93, 128.09, 127.73, 126.48,
123.26, 114.08, 81.78, 73.22, 67.65, 28.10, 27.50, 21.69, 20.59, 13.71

HPLC tz=15.64 min, Area (AUC) =98.8 %

Schmelzpunkt Ty =72.9 °C

N-[2-Oxo-2-(phenoxyamino)ethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (671)

(0] (0]
jsaRane
H H
SN

C20H24N205
M =372,42

Die Synthese erfolgte gemaf ASV4-A mit Schliisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das

Produkt 671 konnte als beigefarbener Feststoff (0.212 g, 0.568 mmol, 57 %) erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.27 (s, 1H), 12.05 (s, 1H), 7.77 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.38 — 7.22 (m,
2H), 7.13 - 6.93 (m, 5H), 4.56 (s, 2H), 4.03 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.72 (p, J = 6.7 Hz, 2H), 1.37 (tdt, J = 8.3,
3.7, 2.2 Hz, 4H), 0.94 - 0.85 (m, 3H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 165.44, 165.22, 161.58, 159.16, 129.30, 129.03, 123.21, 122.41,
114.16, 112.86, 73.19, 67.67, 28.09, 27.50, 21.69, 13.71

HPLC tz=14.91 min, Area (AUC) 2 99.9 %

Schmelzpunkt Ty =73.9 °C
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N-[2-Oxo-2-(phenethylamino)ethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67m)

i i /\/©
e
H H

\/\/\O

C22H2gN204

M = 384,48
Die Synthese erfolgte gemalR ASV4-B mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das
Produkt 67m konnte als gelber Feststoff (0.178 g, 0.463 mmol, 46 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.83 (s, 1H), 8.58 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.78 — 7.68 (m, 2H), 7.28 — 7.13
(m, 5H), 7.05 — 6.95 (m, 2H), 4.32 (s, 2H), 4.02 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.37 (dt, J = 7.8, 6.3 Hz, 2H), 2.75 (t, J
= 8.1, 6.6 Hz, 2H), 1.78 — 1.65 (m, 2H), 1.46 — 1.26 (m, 4H), 0.94 — 0.84 (m, 3H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 168.27, 161.93, 139.60, 129.38, 128.93, 128.63, 126.43, 123.90,
114.62, 75.20, 68.15, 40.52, 35.41, 28.59, 27.99, 22.19, 14.21

HPLC tz=15.18 min, Area (AUC) =99.4 %

Schmelzpunkt Ty =128 °C

N-[2-(Benzylamino)-2-oxoethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67n)

(e} O
/@)\N/O\)J\N/\Q
H H
SN

C21H26N204
M = 370,45

Die Synthese erfolgte gemafl ASV4-B mit Schliisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das

Produkt 67n konnte als orangefarbener Feststoff (0.269 g, 0.726 mmol, 73 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.85 (s, 1H), 8.92 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 7.82 — 7.60 (m, 2H), 7.39 — 7.16
(m, 5H), 7.10 — 6.91 (m, 2H), 4.43 (s, 2H), 4.37 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 4.02 (t, / = 6.5 Hz, 2H), 1.81 - 1.61 (m,
2H), 1.37 (dddd, J = 9.1, 6.5, 5.1, 2.7 Hz, 4H), 0.97 — 0.80 (m, 3H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 167.78, 161.50, 138.86, 128.88, 128.11, 127.06, 126.67, 123.16,
114.15, 74.74, 67.66, 41.70, 28.09, 27.49, 21.69, 13.71

HPLC tz=14.68 min, Area (AUC)=98.2%

Schmelzpunkt Ty =74.1°C
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N-[2-((Benzyloxy)(methyl)amino)-2-oxoethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (670)

@*JH“@

C22H2gN205
M = 400,47

\/\/\O

Die Synthese erfolgte gemalR ASV4-B mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das
Produkt 670 konnte als gelber Feststoff (0.119 g, 0.298 mmol, 30 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.68 (s, 1H), 7.82 — 7.61 (m, 2H), 7.55 = 7.31 (m, 5H), 7.03 — 6.88 (m,
2H), 5.75 (s, 1H), 4.90 (s, 2H), 4.65 (s, 2H), 4.00 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.19 (s, 3H), 1.79 — 1.61 (m, 2H), 1.47
—1.27 (m, 4H), 0.95 — 0.80 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 169.17, 164.46, 161.38, 134.50, 129.55, 129.11, 128.82, 128.51,
123.83, 114.04, 75.42, 71.76, 67.66, 40.35, 28.24, 27.64, 21.87, 13.91

HPLC tz=15.18 min, Area (AUC) =99.5 %

Schmelzpunkt Ty =77.9 °C
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5.3.5.2 EinfGhrung von Anilid-Strukturen

N-[2-Oxo-2-(phenylamino)ethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67p)

2 o 3 10
/©)LN/O\)J\N
H H
\/\/\O

C20H24N204
M = 356,42

Die Synthese erfolgte gemadR ASV3 mit Schllsselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das

Produkt 67p konnte als weilRer Feststoff (0.173 g, 0.485 mmol, 68 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.20 (s, 1H), 10.67 (s, 1H), 7.83 = 7.73 (m, 2H), 7.73 — 7.58 (m, 2H),
7.41 = 7.27 (m, 2H), 7.15 — 7.04 (m, 1H), 7.04 — 6.90 (m, 2H), 4.56 (s, 2H), 4.02 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.72
(p, J = 6.7 Hz, 2H), 1.36 (tdd, J = 9.1, 5.8, 4.3 Hz, 4H), 0.93 — 0.84 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 166.86, 165.84, 161.78, 138.24, 129.22, 128.89, 123.73, 122.85,
119.19, 114.30, 75.53, 67.74, 28.20, 27.61, 21.85, 13.89

HPLC tz=16.52 min, Area (AUC) =95.9 %

Schmelzpunkt Ty =81°C

N-[2-((2-Fluorophenyl)amino)-2-oxoethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67q)

BN e s

CaoH23FN204
M = 374,41

Die Synthese erfolgte gemalR ASV4-B mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das
Produkt 67q konnte als gelber Feststoff (0.155 g, 0.413 mmol, 83 %) erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.15 (s, 1H), 10.42 (s, 1H), 8.05 — 7.86 (m, 1H), 7.80 — 7.70 (m, 2H),
7.36 — 7.24 (m, 1H), 7.24 — 7.11 (m, 2H), 7.07 — 6.94 (m, 2H), 4.62 (s, 2H), 4.02 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.72
(s, 2H), 1.37 (tdd, J = 9.0, 5.6, 4.2 Hz, 4H), 0.96 — 0.79 (m, 3H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 167.32, 165.64, 161.73, 158.85 (d, J = 252.1 Hz), 129.19, 125.72,
125.36, 124.44,123.79,122.97, 115.60 (d, J = 19.1 Hz), 114.27, 75.50, 67.73, 28.21, 27.62, 21.85, 13.90

HPLC tg=15.74 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =90.8 °C
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N-[2-((3-Fluorophenyl)amino)-2-oxoethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67r)

2 o 8 L
\/\/\O

CaoH23FN20,
M = 374,41

Die Synthese erfolgte gemalR ASV4-B mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das

Produkt 67r konnte als weiRer Feststoff (0.467 g, 1.25 mmol, 83 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.20 (s, 1H), 10.87 (s, 1H), 7.82 — 7.71 (m, 2H), 7.70 — 7.59 (m, 1H),
7.47 —7.32 (m, 2H), 7.07 = 6.97 (m, 2H), 6.97 — 6.88 (m, 1H), 4.58 (s, 2H), 4.02 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.72
(p, J=6.6 Hz, 2H), 1.37 (tdd, J=9.1, 5.7, 4.3 Hz, 4H), 0.95 - 0.82 (m, 3H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 167.32, 165.59, 162.94, 161.56, 139.93, 130.60, 129.22, 122.84,
115.04, 114.30, 110.25 (d, J = 20.9 Hz), 106.05 (d, J = 26.3 Hz), 75.45, 67.74, 28.20, 27.61, 21.84, 13.89

HPLC tz=16.85 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =108.4 °C

N-[2-((4-Fluorophenyl)amino)-2-oxoethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67s)

st s
H H
\/\/\O

CooH23FN204
M = 374,41

Die Synthese erfolgte gemal ASV4-B mit Schliisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das

Produkt 67s konnte als rot-brauner Feststoff (0.174 g, 0.465 mmol, 93 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.19 (s, 1H), 10.72 (s, 1H), 7.77 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.72 — 7.64 (m,
2H), 7.19 (t, J = 8.9 Hz, 2H), 7.01 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 4.56 (s, 2H), 4.02 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.72 (p, J = 6.7
Hz, 2H), 1.36 (tdd, J = 4.4, 5.8, 9.2 Hz, 4H), 0.95 — 0.80 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 166.79, 165.86, 161.80, 158.26 (d, J = 240.0 Hz), 134.67, 129.23,
122.85, 120.99 (d, J = 7.9 Hz), 115.48 (d, J = 22.3 Hz), 114.29, 75.48, 67.74, 28.21, 27.62, 21.86, 13.88

HPLC tz=16.67 min, Area (AUC) >99.9 %

Schmelzpunkt Ty =111.7°C
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N-[2-((2-Methoxyphenyl)amino)-2-oxoethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67t)

Y

C21H26N205
M = 386,45

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das
Produkt 67t konnte als weiRer Feststoff (0.108 g, 0.280 mmol, 56 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.05 (s, 1H), 9.77 (s, 1H), 8.03 (dd, J = 8.0, 1.4 Hz, 1H), 7.80 — 7.67
(m, 2H), 7.14 - 6.89 (m, 5H), 4.56 (s, 2H), 4.02 (t, / = 6.5 Hz, 2H), 3.84 (s, 3H), 1.72 (p, J = 6.6 Hz, 2H),
1.44 -1.29 (m, 4H), 0.94 — 0.84 (m, 3H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 166.43, 165.12, 161.55, 149.39, 129.00, 126.56, 124.57, 123.20,
121.09, 120.20, 114.16, 111.29, 75.39, 67.66, 55.78, 28.09, 27.49, 21.69, 13.71

HPLC tz=15.80 min, Area (AUC) =96.2 %

Schmelzpunkt Ty =98.5°C

N-[2-((3-Methoxyphenyl)amino)-2-oxoethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67u)

2 o 8
J@)LH/oQLH o
\/\/\O

C21H26N205
M = 386,45

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das

Produkt 67u konnte als weiller Feststoff (0.033 g, 0.086 mmol, 17 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.19 (s, 1H), 10.64 (s, 1H), 7.87 — 7.66 (m, 2H), 7.37 (t, J = 2.1 Hz,
1H), 7.25 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.19 (dt, J = 8.2, 1.5 Hz, 1H), 7.09 — 6.92 (m, 2H), 6.68 (ddd, J = 8.0, 2.5, 1.3
Hz, 1H), 4.55 (s, 2H), 4.02 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.74 (s, 3H), 1.72 (p, J = 6.6 Hz, 2H), 1.37 (tdd, J= 9.1, 5.8,
4.3 Hz, 4H), 0.94 — 0.83 (m, 3H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 166.74, 165.74, 161.70, 159.51, 139.27, 129.54, 129.09, 122.84,
114.23,111.50, 109.00, 105.19, 75.47, 67.69, 54.93, 28.08, 27.49, 21.68, 13.71

HPLC tgz=16.49 min, Area (AUC) =98.6 %

Schmelzpunkt Ty =62.7 °C
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N-[2-((4-Methoxyphenyl)amino)-2-oxoethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67v)

(0]
0 0 /@/ ~
O
H H

C21H26N205
M = 386,45

\/\/\O

Die Synthese erfolgte gemaR ASV3 mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das

Produkt 67v konnte als beigefarbener Feststoff (0.240 g, 0.622 mmol, 89 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.16 (s, 1H), 10.51 (s, 1H), 7.81 — 7.72 (m, 2H), 7.63 — 7.52 (m, 2H),
7.07 - 6.97 (m, 2H), 6.96 — 6.87 (m, 2H), 4.53 (s, 2H), 4.02 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.73 (s, 3H), 1.77 — 1.64
(m, 2H), 1.47 — 1.25 (m, 4H), 0.94 — 0.83 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 166.30, 165.83, 161.80, 155.54, 131.42, 129.21, 122.88, 120.70,
114.29, 113.99, 75.52, 67.74, 55.16, 28.22, 27.63, 21.86, 13.88

HPLC tz=15.73 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =106 °C

N-[2-Oxo-2-(pyridin-4-ylamino)ethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67w)

/@)\N/O\)J\N N
H H
\/\/\O

C19H23N304
M = 357,41

Die Synthese erfolgte gemalR ASV4-B mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das

Produkt 67w konnte als weiBer Feststoff (0.146 g, 0.408 mmol, 82 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.21 (s, 1H), 10.99 (s, 1H), 8.55 — 8.36 (m, 2H), 7.84 — 7.71 (m, 2H),
7.70 = 7.56 (m, 2H), 7.13 — 6.91 (m, 2H), 4.61 (s, 2H), 4.02 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.72 (p, J = 6.7 Hz, 2H),
1.36 (tdd, J = 4.2, 5.7, 9.0 Hz, 4H), 0.95 — 0.81 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 168.26, 165.83, 161.78, 150.55, 144.81, 129.22, 122.81, 114.28,
113.32, 75.40, 67.74, 28.20, 27.62, 21.85, 13.89

HPLC tz=10.44 min, Area (AUC) =99 %

Schmelzpunkt Ty =186 °C
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N-[2-((4-Fluorophenyl)(methyl)amino)-2-oxoethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67x)

J@)LH/oQLT
\/\/\O

C21H25FN2O4
M = 388,44

Die Synthese erfolgte gemalR ASV4-B mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das

Produkt 67x konnte als grauer Feststoff (0.075 g, 0.193 mmol, 39 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.65 (s, 1H), 7.68 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.42 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 7.26 (t,
J=8.5Hz, 2H), 6.96 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.26 (s, 2H), 4.00 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.17 (s, 3H), 1.70 (q, / = 6.8
Hz, 2H), 1.37 (ddt, J = 12.0, 8.8, 4.4 Hz, 4H), 0.89 (t, J = 6.9 Hz, 3H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 166.66, 164.29, 161.31, 138.91, 129.35, 128.95, 123.74, 116.48,
114.00, 72.12, 67.62, 36.78, 28.13, 27.53, 21.73, 13.76

HPLC tz=14.91 min, Area (AUC) =98.4 %

Schmelzpunkt Ty =79 °C
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5.3.5.3 EinfGhrung von Hydrazid-Strukturen

N-[2-Oxo-2-(2-(2-phenylacetyl)hydrazinyl)ethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67y)

(0] (o} H
IsaRaRee
H H
SN (0]

C22H27N305
M = 413,47

Die Synthese erfolgte gemalR ASV4-A mit Schliisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das
Produkt 67y konnte als weiller Feststoff (0.805 g, 1.95 mmol, 65 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.92 (s, 1H), 10.24 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 10.17 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.81
—7.65(m, 2H), 7.38 —7.16 (m, 5H), 7.06 — 6.91 (m, 2H), 4.48 (s, 2H), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.49 (s, 2H),
1.72 (p, J = 6.7 Hz, 2H), 1.37 (tdd, J = 8.8, 5.6, 4.2 Hz, 4H), 0.94 — 0.83 (m, 3H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 168.64, 166.42, 165.15, 161.54, 135.49, 128.98, 128.89, 128.06,
126.34, 123.23, 114.13, 73.64, 67.66, 39.52 (dp, J = 42.0, 21.0 Hz), 28.09, 27.50, 21.69, 13.71

HPLC tz=13.19 min, Area (AUC) =99.5 %

Schmelzpunkt Ty = 160.5 °C

N-[2-(2-Isonicotinoylhydrazinyl)-2-oxoethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (67z)

ettt

C20H24N405
M = 400,44

\/\/\O

Die Synthese erfolgte gemalR ASV4-B mit Schlisselintermediat Il (65) als Carbonsdure und das

Produkt 67z konnte als weiBer Feststoff (0.278 g, 0.694 mmol, 69 %) erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.21 (s, 1H), 8.76 — 8.58 (m, 2H), 7.86 — 7.62 (m, 4H), 6.95 (d, J = 8.6
Hz, 2H), 4.44 (d, J = 2.8 Hz, 2H), 4.00 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.72 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 1.36 (tq, /= 13.3, 7.4, 6.6
Hz, 4H), 0.89 (t, J = 6.8 Hz, 3H)

3C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 164.71, 162.08, 160.49, 149.45, 148.88, 128.62, 121.25, 120.94,
113.73,73.59, 67.54, 28.18, 27.55, 21.73, 13.74

MS (ESI) (m/z) berechnet fiir C;oH24N40s [M+H]*: 401.44; gefunden: 401.18
HPLC tz=9.71 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =189.1°C
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N,N'-[(Hydrazine-1,2-diylbis(2-oxoethane-2,1-diyl))bis(oxy)]bis[4-(pentyloxy)benzamid] (68)

o] 0 H H\N/Q/O\/\/\
.0 _N _N
N N (0)
SaRahe
SN 0

]

CagH3gN4Og
M = 558,63

Die Darstellung des Hydrazids 68 erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von ZAREI und NAKHLI.?*®

1.00 Aq. des Schliisselintermediates Il (65) sowie 1.00 Aq. (Chloromethylen)dimethyliminium Chlorid
(Vilsmeier-Reagenz) wurden zusammen mit 3.00 Aqg. Triethylamin in trockenem Acetonitril (0.1 M)
geldst. Nach Zugabe von 0.50 Aq. Hydrazin Monohydrat wurde fiir 6 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung abgebrochen
und die wassrige Phase dreimal mit Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und ({ber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt aus n-Hexan/Essigsdureethylester umkristallisiert. Das Produkt 68 konnte als weiller

Feststoff (0.047 g, 0.084 mmol, 8 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.96 (s, 2H), 10.34 (s, 2H), 7.73 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 7.09 — 6.91 (m,
4H), 4.51 (s, 4H), 4.02 (t, J = 6.5 Hz, 4H), 1.72 (p, J = 6.6 Hz, 4H), 1.52 — 1.22 (m, 8H), 0.89 (t, J = 6.9 Hz,
6H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 166.58, 165.30, 161.64, 129.13, 123.23, 114.21, 73.69, 67.72, 28.21,
27.62,21.85, 13.88

HPLC tz=15.64 min, Area (AUC) =97.7 %

Schmelzpunkt Ty =162.5°C
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5.3.5.4 Maskierung der Hydrolysefragmente

Methyl-2-[(4-(pentyloxy)benzamido)oxy]acetat (71a)

(0] (0]
/@)\H/O\)J\O/
\/\/\O
C15H21NO5
M = 295,34

Die Synthese erfolgte gemals ASV4-B mit a-Aminooxyessigsauremethylester (70) als N-Nucleophil und
das Produkt 71a konnte als weilRer Feststoff (0.358 g, 1.21 mmol, 81 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.81 (s, 1H), 7.71 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.03 — 6.92 (m, 2H), 4.56 (s, 2H),
4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.70 (s, 3H), 1.71 (p, J = 6.5 Hz, 2H), 1.37 (tdd, J = 8.9, 5.6, 4.2 Hz, 4H), 0.94 —
0.84 (m, 3H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.35, 165.18, 161.87, 129.48, 124.15, 114.53, 72.22, 68.12, 51.98,
28.59, 28.00, 22.18, 14.21

HPLC tz=13.16 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =93.5°C

Methyl-2-[(2-fluoro-4-(pentyloxy)benzamido)oxy]acetat (71b)

F (0] (0]
.0
/@)LH N
\/\/\O

C15H20FNO5
M = 313,33

Die Synthese erfolgte gemaR ASV4-B mit a-Aminooxyessigsdauremethylester (70) als N-Nucleophil und
das Produkt 71b konnte als weiBer Feststoff (0.536 g, 1.71 mmol, 86 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.52 (s, 1H), 7.54 (t, J = 8.5 Hz, 1H), 6.97 —6.75 (m, 2H), 4.56 (s, 2H),
4.02 (t,J = 6.5 Hz, 2H), 3.70 (s, 3H), 1.71 (p, J = 6.8 Hz, 2H), 1.37 (tq, J = 7.6, 4.6, 3.8 Hz, 4H), 0.96 — 0.82
(m, 3H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) 5 168.92, 162.30 (d, J = 11.2 Hz), 161.91, 160.52 (d, J = 250.2 Hz),
131.17 (d, J = 4.4 Hz), 112.72 (d, J = 14.4 Hz), 110.98, 102.20 (d, J = 25.9 Hz), 71.82, 68.31, 51.69, 28.07,
27.56,21.82, 13.88

HPLC tz=14.17 min, Area (AUC) =96.2 %

Schmelzpunkt Ty =71.9°C
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Methyl-2-[(3-fluoro-4-(pentyloxy)benzamido)oxy]acetat (71c)

0] O
FDA”/ULO/
\/\/\O

C15H20FNO5
M = 313,33

Die Synthese erfolgte gemald ASV4-B mit a-Aminooxyessigsauremethylester (70) als N-Nucleophil und
das Produkt 71c konnte als gelbes Ol (0.473 g, 1.51 mmol, 76 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.93 (s, 1H), 7.69 — 7.51 (m, 2H), 7.24 (t, J = 8.5 Hz, 1H), 4.57 (s, 2H),
4.09 (t,J=6.5Hz, 2H), 3.70 (s, 3H), 1.81 - 1.67 (m, 2H), 1.36 (dddd, J = 14.5, 10.2, 6.5, 2.2 Hz, 4H), 0.97
—0.79 (m, 3H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 169.02, 163.56, 150.90 (d, J = 244.7 Hz), 149.51 (d, J = 10.4 Hz),
124.47 (d, J = 3.3 Hz), 123.92, 114.81 (d, J = 19.9 Hz), 114.19, 71.77, 68.78, 51.68, 28.11, 27.52, 21.81,
13.87

HPLC tz=13.49 min, Area (AUC) =95.3 %

Methyl-2-[(2-chloro-4-(pentyloxy)benzamido)oxy]acetat (71d)

Cl O

(0]
J@ANIQLO/
\/\/\O :

C15H20CINO5
M = 329,78

Die Synthese erfolgte gemaR ASV4-B mit a-Aminooxyessigsdauremethylester (70) als N-Nucleophil und
das Produkt 71d konnte als gelber Feststoff (0.342 g, 1.04 mmol, 52 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.75 (s, 1H), 7.34 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.06 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.94 (dd,
J=8.6,2.5 Hz, 1H), 4.58 (s, 2H), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.70 (s, 3H), 1.70 (p, J = 6.8 Hz, 2H), 1.45 — 1.24
(m, 4H), 0.96 — 0.80 (m, 3H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 168.86, 163.46, 160.37, 131.78, 130.53, 125.34, 115.46, 113.29,
71.69, 68.14, 51.71, 28.10, 27.55, 21.82, 13.89

HPLC tz=14.00 min, Area (AUC) 2 99.9 %

Schmelzpunkt Ty =68.8 °C
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Methyl-2-[(3-chloro-4-(pentyloxy)benzamido)oxy]acetat (71e)

] @)
| -
c @A” o -
\/\/\O

C15H20CINO5
M = 329,78

Die Synthese erfolgte gemald ASV4-B mit a-Aminooxyessigsauremethylester (70) als N-Nucleophil und

das Produkt 71e konnte als weilRer Feststoff (0.320 g, 0.971 mmol, 49 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.96 (s, 1H), 7.82 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.73 (dd, J = 8.6, 2.2 Hz, 1H),
7.22 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.57 (s, 2H), 4.11 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.70 (s, 3H), 1.75 (p, J = 6.6 Hz, 2H), 1.38
(dddd, J=14.1,12.6, 6.9, 4.2 Hz, 4H), 0.89 (t, J = 7.0 Hz, 3H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 169.02, 163.45, 156.61, 128.81, 127.90, 124.43, 121.14, 113.21,
71.77, 68.86, 51.68, 28.06, 27.56, 21.78, 13.90

HPLC tz=14.48 min, Area (AUC) =98.9 %

Schmelzpunkt Ty =72.3°C
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Pentyl-2-[(4-(pentyloxy)benzamido)oxy]acetat (72)

0O

O
/©)J\N/O\)J\O/\/\/
\/\/\O :

C1gH29NO5
M = 351,44

1.00 Aq. der Hydroxamsaure 60 wurden in trockenem N, N-Dimethylformamid (0.2 M) gel&st. Bei 0 °C
wurden 1.00 Aq. Natriumhydrid zugegeben und fiir 10 min geriihrt. Nach tropfenweiser Zugabe von
1.00 Aqg. Bromessigsdurepentylester wurde fiir 6 h refluxiert und fiir weitere 16 h bei Raumtemperatur
gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung aufgenommen und dreimal mit Essigsaureethylester extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und (iber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt,
das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Eluentengemisch
n-Hexan/Essigsdureethylester gereinigt und aus dem gleichen Gemisch umkristallisiert. Das Produkt 72

konnte als weiRRer Feststoff (0.138 g, 0.393 mmol, 39 %) erhalten werden.

H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 11.78 (s, 1H), 7.79 — 7.63 (m, 2H), 7.04 — 6.90 (m, 2H), 4.55 (s, 2H),
4.11 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 4.00 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.79 — 1.65 (m, 2H), 1.59 (dq, J = 11.6, 6.6 Hz, 2H), 1.43
—1.22 (m, 8H), 0.87 (dt, J = 26.5, 6.9 Hz, 6H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 168.66, 164.78, 161.48, 129.11, 123.67, 114.11, 71.77, 67.70, 64.42,
28.23,27.77, 27.64, 27.46,21.87, 21.75, 13.91, 13.81

HPLC tz=17.17 min, Area (AUC)=96.1%

Schmelzpunkt Ty =71.8"°C
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Methyl-5-oxo-5-[4-(pentyloxy)phenyl]pentanoat (73)

(0] (0]
o
SV eans
C17H2404
M = 292,38

1.00 Aqg. der 8-Ketocarbonsdure 58 wurden in Methanol geldést und mit 0.200 Aq. konzentrierter
Schwefelsdure versetzt. Das Gemisch wurde fir 16 h bei Raumtemperatur gerihrt, bevor das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt wurde. Der Rickstand wurde in
Essigsdureethylester aufgenommen und erschopfend mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und abschlieBend mit geséattigter Natriumchlorid-Loésung
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde aus
n-Hexan/Essigsdureethylester umkristallisiert und das Produkt 73 konnte als orangefarbener Feststoff

(0.538 g, 0.184 mmol, 99 %) erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.97 — 7.86 (m, 2H), 7.08 — 6.97 (m, 2H), 4.05 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.59
(s, 3H), 2.99 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.38 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.84 (p, J = 7.4 Hz, 2H), 1.73 (p, J = 6.7 Hz, 2H),
1.47 —1.27 (m, 4H), 0.97 — 0.81 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 197.78, 173.15, 162.53, 130.14, 129.35, 114.25, 67.82, 51.24, 36.58,
32.55, 28.20, 27.61, 21.85, 19.34, 13.89

HPLC tz=17.35 min, Area (AUC)=97.0%

Schmelzpunkt Ty =42.9 °C
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Methyl-4-(pentyloxy)benzoat (74)

/©)J\O/
\/\/\O

C13H1g03
M = 222,28

Die Synthese erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von DE SOUsA et al.?® und das Produkt 74 konnte

als farbloses Ol (0.574 g, 2.58 mmol, 86 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.05—7.70 (m, 2H), 7.18 — 6.81 (m, 2H), 4.02 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.80
(s, 3H), 1.83 — 1.61 (m, 2H), 1.36 (tdd, J = 9.1, 5.8, 4.3 Hz, 4H), 0.99 — 0.74 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 165.87, 162.57, 131.18, 121.63, 114.36, 67.80, 51.73, 28.19, 27.60,
21.84,13.85

HPLC tz=17.91 min, Area (AUC) =98.8 %

Methyl-[2-((benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]carbamat (76)

0O 0]
\OJJ\N/O\)J\N/O\/Q
H H

C11H14N205
M = 254,24

1.00 Aq. des Schliisselintermediates | (13) wurden in Tetrahydrofuran/Wasser im Verhiltnis 5:1 (0.2 m)
geldst. Nach Zugabe von 1.30 Aq. Methylchloroformiat und 2.00 Aq. Natriumhydrogencarbonat wurde
fir 16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wurde durch Verdiinnung mit entmineralisiertem
Wasser beendet und die wassrige Phase wurde dreimal mit Essigsdaureethylester extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und Uber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt
und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Eluentengemisch
n-Hexan/Essigsdureethylester gereinigt und aus diesem Gemisch umkristallisiert. Das Produkt 76

konnte als weier Feststoff (0.160 g, 0.629 mmol, 63 %) erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10.90 (d, J = 144.8 Hz, 2H), 7.52 — 7.19 (m, 5H), 4.82 (s, 2H), 4.16 (s,
2H), 3.61 (s, 3H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 164.93, 158.09, 136.14, 129.17, 128.68, 77.92, 73.31, 52.46
HPLC tg=7.47 min, Area (AUC) 299.9 %

Schmelzpunkt Ty =88.2 °C
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5.3.5.5 Bioisosterer Austausch

N-(Cyanomethoxy)-4-(pentyloxy)benzamid (78a)

(0]
N
bz
.0 4
\/\/\O
C14H1gN203
M = 262,31

1.00 Aq. der Hydroxamsaure 60 wurden in trockenem N, N-Dimethylformamid (0.2 M) gel&st. Bei 0 °C
wurden 1.00 Aq. Natriumhydrid zugegeben und fiir 10 min geriihrt. Nach tropfenweiser Zugabe von
1.00 Aqg. Bromacetonitril wurde fiir 6 h refluxiert und fiir weitere 16 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung aufgenommen und dreimal mit Essigsdureethylester extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und (iber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt,
das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Eluentengemisch
n-Hexan/Essigsdureethylester gereinigt und aus dem gleichen Gemisch umkristallisiert. Das

Produkt 78a konnte als weiRer Feststoff (1.83 g, 6.98 mmol, 70 %) erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.10 (s, 1H), 7.92 — 7.56 (m, 2H), 7.26 — 6.79 (m, 2H), 4.90 (s, 2H),
4.02 (t,J=6.5Hz, 2H), 1.72 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 1.37 (dtt, J = 9.3, 6.7, 5.3, 2.4 Hz, 4H), 0.98 — 0.74 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 165.00, 161.72, 129.13, 123.15, 116.78, 114.27, 67.73, 60.86, 28.21,
27.63, 21.85, 13.90

HPLC tz=13.52 min, Area (AUC) =95.8 %

Schmelzpunkt Ty =136.3°C
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4-(Pentyloxy)-N-(prop-2-yn-1-yloxy)benzamid (78b)

(0]
=
.0 4
\/\/\O
C15H1gNO3
M = 261,32

1.00 Aq. der Hydroxams&ure 60 wurden in trockenem N, N-Dimethylformamid (0.2 M) gelést. Bei 0 °C
wurden 1.00 Aq. Natriumhydrid zugegeben und fiir 10 min geriihrt. Nach tropfenweiser Zugabe von
1.00 Ag. Propargylbromid (80% in Toluol) wurde fiir 6 h refluxiert und fiir weitere 16 h bei
Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der
Rickstand in gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung aufgenommen und dreimal mit
Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter
Natriumchlorid-Losung gewaschen und Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukt sdulenchromatographisch
an Kieselgel mit dem Eluentengemisch n-Hexan/Essigsdureethylester gereinigt und aus dem gleichen
Gemisch umkristallisiert. Das Produkt 78b konnte als beigefarbener Feststoff (0.400 g, 1.53 mmol,

77 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.73 (s, 1H), 7.78 — 7.65 (m, 2H), 7.04 — 6.93 (m, 2H), 4.56 (d, J = 2.4
Hz, 2H), 4.05 — 3.99 (m, 2H), 3.59 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 1.72 (p, J = 6.6 Hz, 2H), 1.37 (dddd, J = 11.8, 9.0,
6.2, 3.9 Hz, 4H), 0.89 (t, J = 7.0 Hz, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 164.25, 161.42, 128.98, 123.80, 114.14, 78.91, 78.60, 67.68, 62.47,
28.23,27.64, 21.86, 13.90

HPLC tz=13.81 min, Area (AUC)=97.8%

Schmelzpunkt Ty =71.3°C
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N-[(1H-Tetrazol-5-yl)methoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (79)

o} r\’*"!\
N
/@)\N/O\/LN
H H
DN
C14H19N503
M = 305,34

Die Synthese erfolgte gemaR ASV5-A und das Produkt 79 konnte als weiler Feststoff (0.184 g,

0.603 mmol, 60 %) erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.73 (s, 1H), 7.67 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.98 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 5.23 (s,
2H), 4.01 (t, J= 6.5 Hz, 2H), 1.71 (p, J = 6.6 Hz, 2H), 1.46 — 1.28 (m, 4H), 0.89 (t, J = 7.0 Hz, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 164.57, 161.49, 131.33, 129.06, 123.66, 114.13, 67.69, 65.02, 28.22,
27.63, 21.86, 13.90

HPLC tz=11.69 min, Area (AUC) =95.3 %

Schmelzpunkt Ty =150.4 °C

N-[(1-Benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (80)

2o
N
\/\/\O

C22H26N403
M = 394,47

Die Synthese erfolgte gemaR ASV5-A und das Produkt 80 konnte als weilRer Feststoff (0.439 g,

1.11 mmol, 74 %) erhalten werden.

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 11.57 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 7.72 — 7.65 (m, 2H), 7.42 — 7.26 (m, 5H),
7.03 — 6.89 (m, 2H), 5.61 (s, 2H), 4.96 (s, 2H), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.77 — 1.65 (m, 2H), 1.45 — 1.26
(m, 4H), 0.89 (t, J = 7.1 Hz, 3H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 164.11, 161.29, 142.07, 136.07, 128.93, 128.72, 128.07, 127.84,
125.40, 124.14, 114.08, 67.77, 67.66, 52.73, 28.23, 27.64, 21.86, 13.90

HPLC tz=14.07 min, Area (AUC) >99.9 %

Schmelzpunkt Ty =125.5°C
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(E)-N-[2-Amino-2-(hydroxyimino)ethoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (81)

JOH
2 N
.0
Iea e
\/\/\o
C14H21N30,4
M = 295,34

Die Synthese des Amidoxims 81 erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von LOBERA et al.??

1.00 Aq. des Nitrils 78a und 0.04 Aq. 8-Hydroxychinolin wurden in Ethanol gelést (0.1 M). Nach Zugabe
von 2.00Aq. Hydroxylamin-Hydrochlorid (1M in entmineralisiertem Wasser) und 2.00 Aq.
Kaliumcarbonat (0.5 M in entmineralisiertem Wasser) wurde fiir 6 h refluxiert und fiir weitere 16 h bei
Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der
Rickstand in Essigsdureethylester aufgenommen und mit geséattigter Natriumchlorid-L6sung
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch
an Kieselgel mit dem Eluentengemisch Dichlormethan/Methanol gereinigt. Nach Umkristallisation aus
n-Hexan/Essigsdureethylester konnte das Produkt 81 als beigefarbener Feststoff (0.178 g, 0.603 mmol,

60 %) erhalten werden.

H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 11.71 (s, 1H), 9.28 (s, 1H), 7.83 — 7.59 (m, 2H), 7.06 — 6.91 (m, 2H),
5.58 (s, 2H), 4.27 (s, 2H), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.71 (dt, J = 8.1, 6.5 Hz, 2H), 1.49 — 1.26 (m, 4H), 0.89
(t,J = 7.1 Hz, 3H)

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 164.57, 161.40, 149.24, 128.98, 123.78, 114.13, 73.95, 67.68, 28.23,
27.63, 21.86, 13.90

HPLC tz=9.56 min, Area (AUC) =97 %

Schmelzpunkt Ty =132.7°C
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N-[(5-Benzyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)methoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (82)

CooHasN304

M = 395,46
GemaR ASV4-B wurden zunéchst 1.20 Aqg. des Amidoxims 81 mit 1.00 Aq. Phenylessigsdure umgesetzt.
Ohne weitere Aufreinigung wurde das Gemisch anschliefend in Xylol gelést und fiir 8 h bei 130 °C
gerihrt. Nach Entfernen des Loésungsmittels unter vermindertem Druck wurde das Rohprodukt
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit dem Eluentengemisch n-Hexan/Essigsaureethylester
gereinigt. Das Produkt 82 konnte als orangefarbener Feststoff (0.134 g, 0.339 mmol, 85 %) erhalten

werden.

1H-NMR (300 MHz, Methanol-ds) §7.73=7.55 (m, 2H), 7.39 — 7.26 (m, 6H), 7.02 — 6.85 (m, 2H),
5.03 (s, 2H), 4.32 (s, 2H), 4.02 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 1.79 (p, J = 6.5 Hz, 2H), 1.44 (dddd, J = 14.0, 12.0, 6.8,
2.4 Hz, 4H), 0.95 (t, J = 7.0 Hz, 3H)

13C-NMR (151 MHz, Methanol-d) 6 180.71, 168.35, 167.51, 163.89, 135.15, 130.24, 130.10,
129.91, 129.45, 128.59, 115.37, 69.26, 68.78, 33.42, 29.97, 29.33, 23.50, 14.35

HPLC tz=15.74 min, Area (AUC) = 98.6 %

Schmelzpunkt Ty =86.6 °C
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N-[(5-Benzyl-1,3,4-oxadiazol-2-yl)methoxy]-4-(pentyloxy)benzamid (83)

et
\/\/\O

CooHa5N30,

M = 395,46
1.00Aq. des Hydrazids 67y sowie 2.00Aq. Methyl-N-(triethylammoniumsulfonyl)carbamat
(BURGESS-Reagenz) wurden in Tetrahydrofuran suspendiert und fir 8 h refluxiert. Das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in entmineralisiertem Wasser
aufgenommen und dreimal mit Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und lber wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit dem Eluentengemisch n-Hexan/Essigsaureethylester gereinigt und aus diesem Gemisch
umkristallisiert. Das Produkt 83 konnte als gelber Feststoff (0.261 g, 0.661 mmol, 66 %) erhalten

werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.76 (s, 1H), 7.72 = 7.54 (m, 2H), 7.42 — 7.22 (m, 5H), 7.08 — 6.88 (m,
2H), 5.07 (s, 2H), 4.31 (s, 2H), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.80 — 1.63 (m, 2H), 1.37 (tdt, J = 8.1, 3.8, 2.3 Hz,
4H), 0.97 —0.82 (m, 3H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 166.42, 164.51, 162.49, 161.49, 134.32, 128.98, 128.86, 128.70,
127.20, 123.60, 114.17, 67.69, 65.70, 30.67, 28.21, 27.63, 21.86, 13.90

HPLC tz=15.01 min, Area (AUC)=99.2 %

Schmelzpunkt Ty =98.2 °C
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5.3.6  Wirkstoffsonden

5.3.6.1 Affinitatsmarkierung

N-[2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]-4-[3-(1-(13-oxo-17-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-
thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)-3,6,9-trioxa-12-azaheptadecyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)propoxy]benzamid (85)

e Neg oy L0

H C39H54Ng010S
M = 826.97

Die Synthese erfolgte gemiR ASV5-A und das Produkt85 konnte als farbloses Ol (0.0036 g,
0.0044 mmol, 78 %) erhalten werden.

HRMS (ESI) (m/z) berechnet fr CasHssNgO10S [M+H]*: 827.3756; gefunden: 827.3754

HPLC tz=8.65 min, Area (AUC) =95.1 %

N-[2-Oxo-2-(((1-(13-0x0-17-((3aS,4S,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]-4-(pentyloxy)benzamid (86)

[

Die Synthese erfolgte gemiR ASV5-A und das Produkt86 konnte als farbloses Ol (0.0071g,

C35H54Ng010S
=778.93
0.0091 mmol, 92 %) erhalten werden.
HRMS (ESI) (m/z) berechnet flr C3sHsaNgO10S [M+H]*: 779.3756; gefunden: 779.3762

HPLC tz=10.09 min, Area (AUC) = 96.6 %
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5.3.6.2 Fluoreszenzmarkierung

4-[(3-(4-(3-(4-((2-((Benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy)carbamoyl)phenoxy)propyl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)propyl)carbamoyl]-2-(6-hydroxy-3-oxo-3H-xanthen-9-yl)benzoesdure (88)

yn 2y O
/@)LN/O\)J\N/O
H H

S0

C45H40N6O0 14
M = 840,85

Die Synthese erfolgte gemaR ASV5-B und das Produkt 88 konnte als gelbes Ol (0.0015 g, 0.0018 mmol,

17 %) erhalten werden.
MS (ESI) (m/z) berechnet fur C4sHaoNeO11 [M+H]*: 841.85; gefunden: 841.28

HPLC tz=10.49 min, Area (AUC) =96.2 %

4-[(3-(4-(1,5-dioxo-1-(4-(pentyloxy)phenyl)-3, 7-dioxa-2,6-diazaoctan-8-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)propyl)carbamoyl]-2-(6-hydroxy-3-oxo-3H-xanthen-9-yl)benzoesdure (89)

C41H40NgO 14
M =792,80

Die Synthese erfolgte gemaR ASV5-B und das Produkt 89 konnte als gelbes Ol (0.0051 g, 0.0064 mmol,

98 %) erhalten werden.
MS (ESI) (m/z) berechnet fur C41H4oNeO11 [M+H]*: 793.80; gefunden: 793.28

HPLC tz=11.74 min, Area (AUC) =85.7%
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6-(4-Amino-1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexansdure (95)

NH,

N\/\/\)J\
OH

(0]
C14H1gN204
M = 276,29

Die Synthese erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von FENG et al.* und das Produkt 95 konnte als

gelber Feststoff (0.803 g, 2.90 mmol, 97 %) erhalten werden.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.87 (s, 1H), 7.41 (dd, J = 8.5, 7.0 Hz, 1H), 6.95 (dd, J = 7.7, 6.0 Hz,
2H), 6.42 (s, 2H), 3.48 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.18 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.69 — 1.39 (m, 4H), 1.25 (qd, J = 9.6,
9.0, 5.9 Hz, 2H)

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 174.36, 169.46, 168.04, 146.36, 135.00, 132.31, 121.31, 110.61,
108.96, 36.67, 33.48, 27.77, 25.77, 24.05

HPLC tzr=9.24 min, Area (AUC) =97.8 %

Schmelzpunkt Ty =142.7 °C

6-(4-Amino-1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-N-[2-((benzyloxy)amino)-2-oxoethoxy]hexanamid (96)

NH,
O
i i \/@
N\/\/\)J\ - -
WO A0
0o H H

C23H26N406
M = 454,48

Die Synthese erfolgte gemaR ASV4-B mit Schlisselintermediat | (13) als N-Nucleophil und das
Produkt 96 konnte als gelbes Ol (0.462 g, 1.02 mmol, 51 %) erhalten werden.

H-NMR (300 MHz, Methanol-d.) 8 7.47 —7.30 (m, 6H), 7.00 (dd, J = 7.1, 0.7 Hz, 1H), 6.94 (dd, J
= 8.4,0.7 Hz, 1H), 4.88 (s, 2H), 4.32 (s, 2H), 3.59 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.08 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.64 (qq, J =
7.2, 3.6 Hz, 4H), 1.41 - 1.26 (m, 2H)

13C-NMR (75 MHz, Methanol-d,) 6 174.92, 173.95, 171.51, 170.46, 147.99, 136.74, 136.18,
133.96, 130.28, 129.69, 129.49, 122.45, 112.35, 111.06, 79.19, 75.17, 38.04, 33.27, 29.28, 27.27, 25.85

HPLC tz=10.62 min, Area (AUC) >99.9 %
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