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1. Einleitung

Es ist nun Uber 70 Jahre her, dass Streptomycin (1946) als erstes Mittel seit Entdeckung der
Tuberkulose 1882 durch den Bakteriologen Robert Koch gegen die bakterielle Erkrankung eingesetzt
wird 2, Trotz der Einfiihrung weiterer Substanzen und Verbesserungen von Diagnose und Therapie
ist es nicht gelungen, die Infektionsraten zurlickzudrangen. Tuberkulose findet sich im Jahr 2015 noch
immer auf der Liste der haufigsten Todesursachen in allen Altersklassen weltweit. Reduziert man die
Todesfalle auf iibertragbare Krankheiten, so befindet sie sich in dem genannten Jahr weltweit auf Rang
3, nur Lungenentziindungen und die Folgen von Durchfallerkrankungen fordern jahrlich mehr Opfer B,
Alleine im Jahr 2015 gab es 10,4 Millionen Neuinfektionen mit Tuberkulose, davon starben etwa 1,8
Millionen Menschen. Gerade fiir Patienten mit einem geschwachten Immunsystem wie z.B. dltere
Personen oder Patienten, die mit dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV) infiziert sind stellt
Tuberkulose eine groRere Gefahr dar. Schatzungen der Welt-Gesundheits-Organisation (WHO)
zufolge, sind weltweit etwa ein Drittel aller Menschen mit Tuberkuloseerregern infiziert ¥, wobei die
Erkrankung im europdischen Raum und hierzulande immer noch vergleichsweise selten anzutreffen ist

(Abbildung 1).
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Abbildung 1: Geschatzte Tuberkulose Inzidenzrate 2015

Quelle: WHO, global tuberculosis report (2016), S. 27 1
Die Zahlen des Robert-Koch-Institutes (RKI) der letzten Jahre belegen jedoch, dass auch in Deutschland
immer mehr Félle auftreten. Erreichte die Inzidenzrate in den Jahren 2008 bis 2012 von 5,5 bis 5,2 pro
100 000 Einwohnern einen Tiefpunkt, so stieg die Neuerkrankungsrate im Jahr 2015 schon auf 7,3 pro
100000 Einwohnern. Diese Entwicklung wird insbesondere durch die aktuellen Migrations-

bewegungen beeinflusst. Wahrend die Fallzahlen fiir in Deutschland geborene Personen weiter sinken,

1



steigen sie auf die gesamte deutsche Bevolkerung betrachtet an. Dies lasst sich auf die Tatsache
zurlickflihren, dass viele Asylsuchende und Fliichtlinge aus Landern mit hohen Tuberkuloseinzidenzen
stammen ®!. Von den 5865 an Tuberkulose Neuerkrankten in Deutschland (Jahr 2015) wurden 77,3 %
Falle einer pulmonaler Auspragung registriert, was die Lunge zu dem am haufigsten betroffenem Organ
macht 7). Problematisch ist die zunehmende Resistenzsituation, so wurden im selben Jahr weltweit
480 000 multiresistente Tuberkulosen (MDR-TB) gesichtet, welche sich gegen die prominenten beiden
antituberkuldsen Mittel lIsoniazid und Rifampicin richten . Neben der intensiveren und
langwierigeren Therapie der MDR-TB von mindestens 18 Monaten im Vergleich zur Standardtherapie
von ca. 6 Monaten, gibt es auch Formen, die zusatzlich gegen weitere Medikamente Resistenzen
ausbilden. Eine solche nicht mehr seltene , extensively-drug-resistant“-Tuberkulose (XDR-TB) ist nicht
aussichtlos, erfordert jedoch aufgrund des Einsatzes einer Vielzahl von Substanzen und den damit nicht
unerheblichen Nebenwirkungen eine strenge Uberwachung in einer Facheinrichtung. Neben der
finanziellen Belastung des Gesundheitssystems speziell dieser antituberkulésen Therapie, muss auch
bericksichtigt werden, dass die Patienten aufgrund ihrer Isolation mehrere Monate nicht am sozialen
Leben ihrer Umwelt teilhaben koénnen. So ist es verstandlich, dass sich im Rahmen der
Nebenwirkungen auch psychische Veranderungen bis hin zur Depression und suizidalen Absichten
entwickeln kénnen . Durch die einerseits steigende Resistenzlage des Erregers gegen gingige
Antibiotika mit Hinderung eines schnellen Therapieerfolgs und die andererseits oftmals fehlende
Langzeitmotivation des Patienten mit folgendem Therapieabbruch, muss es ein dringendes Anliegen
sein, neue Mittel und Wege in der Behandlung der Tuberkulose zu finden, um die Effizienz zu erhéhen.
In der vorliegenden Arbeit sollen bekannte Strategien in der Bekdampfung der Tuberkulose zunachst
diskutiert werden, um neue Optionen aufzuzeigen. In nachfolgenden Abschnitten soll ein Uberblick
Uber die Ausléser der Tuberkulose, das allgemeine Krankheitsbild und den gegenwartigen Stand der
diagnostischen und therapeutischen Entwicklungen gegeben werden. Anschlieend werden neue, im
Rahmen dieser Arbeit entwickelte Substanzen vorgestellt und charakterisiert, die vielversprechende
Ansatzpunkte liefern, bekannte therapeutische Behandlungsschemata insbesondere im Bereich der

resistenten Bakterienstimme zu erweitern.



2. Grundlagen

2.1. Tuberkulose — Ein Uberblick

2.1.1. Bakterielle Erreger und das Krankheitsbild der Tuberkulose

Robert Koch war der Erste, der das Mycobacterium (M.) tuberculosis als Krankheitserreger der
Tuberkulose (TB) beschrieb. In einem Zeitungsausschnitt der Berliner klinischen Wochenschrift (1882)
beschreibt er eine zu jener Zeit neue Nachweismethode, mit der es ihm gelang, den Erreger
nachzuweisen . In der Familie der Mykobakterien ist das M. tuberculosis nur einer der Ausléser
schwerwiegender Krankheitsbilder. Als weitere Beispiele seien hier die Arten M. leprae und M.
ulcerans genannt. Bei Lepra, welche durch M. leprae hervorgerufen wird, sorgt unter anderem der
Befall und das resultierende Absterben von Nervenzellen fiir oftmals unbemerkte Verletzungen bei
den Betroffenen. Bei ausbleibender Behandlung und damit Ausbreitung des Erregers im Organismus
kénnen zusatzlich opportunistische Infektionen zu einem folgenschweren Krankheitsbild fiihren 1%, pm.
ulcerans bedingt nekrotische Hautverdnderungen und kann zu teils irreversiblen Behinderungen
flhren. Verbreitet ist die Erkrankung insbesondere in bestimmten Teilen Afrikas, wobei fast die Halfte
der betroffenen Personen Kinder unter 15 Jahren sind [**. Daneben gibt es noch weitere, hier nicht
aufgefiihrte Arten, die hauptsachlich als Ausléser opportunistischer Erkrankungen zu betrachten sind.
Die zum Krankheitsbild der Tuberkulose flihrenden Bakterien werden unter dem Begriff des
Mycobacterium-tuberculosis-Komplex zusammengefasst. Dazu zdhlen nach gegenwartigem
Kenntnisstand der Hauptvertreter M. tuberculosis, daneben M. bovis, M. africanum, M. microti, M.
caprae, M. canetti und M. pinnipedii. Der Impfstoff aus M. bovis, Bacille Calmuette-Guérin (BCG), der
beginnend 1908 als erster Ansatz einer Praventivmallnahme entwickelt wurde, wird auch
dazugerechnet, verursacht jedoch keine Tuberkulose 2. Nach dem Infektionsschutzgesetz (IfSG)
besteht fir den feststellenden Arzt die Pflicht, die Erkrankung als auch den Tod an Tuberkulose zu
melden ™). Im Folgenden soll nur auf den statistisch hiufigsten Erreger der Tuberkulose M.

tuberculosis eingegangen werden.



Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis ist ein aerob wachsendes, stabchenférmiges (Abbildung 2), grampositives
Bakterium. Es ist unbeweglich, saureresistent und nicht wie anfangs angenommen zur Sporenbildung
befiahigt [*°. Ebenso ist entgegen der friiheren
Meinung der natirliche Wirt des M. tuberculosis der
Mensch. Andere Arten des Tuberkulose-Komplexes
haben sich sukzessive aus dem humanen Strang
entwickelt, wie jlingste genomische Sequenzierungen
zeigen > %1 Die in besonderer Weise ausgeprigte

lipophile Zellwand bedingt natirliche Resistenzen

gegen die meisten Umwelteinfliisse. Dies sorgt unter

anderem fir eine verlangsamte Aufnahme von ™
Lok

Desinfektionsmittel und gingige antimikrobielle Abbildung 2: Mycobacterium tuberculosis.
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nachsten Abschnitt. Ebenso verknipft sind die langen Quelle: Muhsin Gzel, Gudrun Holland/RKk1 4
Generationszeiten, d.h. die Zeit, in der sich die Bakterienkultur verdoppelt. Bei M. tuberculosis sind es
15 - 20 Stunden, wahrend eine Verdopplung bei Escherichia coli im Vergleich ca. 20 Minuten dauert
(15}, 17191 ' Aych diese Tatsache erschwert die Entwicklung von antituberkulésen Medikamenten und
bedingt die langen Therapiezeiten. Aufgrund der verlangsamten Stoffwechselvorgange in den
Mykobakterien sind konstante Arzneistoffspiegel in Form einer regelmaRigen und ausreichenden
Arzneimittelgabe lber den Zeitraum der Behandlung essentiell. Ein glinstiges Nebenwirkungsprofil der

eingesetzten Wirkstoffe hat in diesem Fall hohe Prioritat, wird jedoch oft gerade bei unglinstiger

Resistenzlage und dem damit erfolgenden Einsatz mehrerer Arzneimittel nicht erreicht.

Aufbau der Zellwand

Eine Genom-Sequenzierung zeigte, dass ca. 250 Gene fiir Enzyme kodieren, die im Lipid-Stoffwechsel
tatig sind, und damit mafRgeblich am Aufbau der Zellhiille beteiligt sind. Bei Escherichia coli sind es im
Vergleich ca. 50 Gene [*®!, Allein diese Tatsache betont die besonderen Eigenschaften der Zellwand bei
Mycobacterium tuberculosis. Das grundsatzliche Unterscheidungsmerkmal verschiedener Bakterien-
Arten wird mit der Gramfarbung bestimmt. Mykobakterien lassen sich jedoch mit den Ublichen
Farbemethoden nicht anfirben, sodass eine alternative Methode, die Zieh/-Neelsen-Firbung,
entwickelt wurde. Durch Erhitzen des Prédparats kann der Farbstoff Fuchsin aufgenommen werden,

und wird auch durch Saurebehandlung nicht wieder abgegeben. Aufgrund dieses Verhaltens werden
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die Bakterien zu den grampositiven, saurefesten Bakterien gezihlt > 7). Der schematische Aufbau der

Zellumhillung wird in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau der Zellhiille von Mycobacterium tuberculosis
Beschreibung siehe zugehoriger Abschnitt.

In Anlehnung an: CHAN, SHERMAN et al., bacterial genomes and infectious diseases (2006), S. 162 ¢!
Die Zellhille von Mycobacterium tuberculosis besteht von Inenn nach Aullen betrachtet aus einer
Zellmembran, auf die eine bakterientypische Peptidoglykan (PG) Schicht aufgelagert ist. Kovalent tber
Phosphodiestergruppen verbunden schliefen sich Polysaccharide an, die Arabinogalaktane (AG).
Dabei handelt es sich um Galaktose-Strange (Galaf) und davon abgehende verzweigte Arabinose-
Ketten (Araf), jeweils in der Furanose Form. Die Auslaufer der Arabinogalaktane bilden die tGber Ester
gebundenen charakteristischen Mykolsduren, die den Zell-zugewandten Teil des dulReren Bilayers
ausmachen. Chemisch betrachtet handelt es sich um a-alkyl, B-Hydroxy-Fettsduren. Der alpha-Teil ist
mit ca. 20 bis 25 Kohlenstoffatomen der kiirzere Abschnitt der Mykolsauren, der beta-Teil bildet mit
Cro- bis Coo-Ketten die langsten ihrer Art im Vergleich zu anderen Bakterien (1711201 Doppelbindungen
und Cyclopropan-Elemente sorgen fiir eine zusatzliche Verzweigung in diesem Bereich. Sogenannte
extrahierbare, freie Lipide sowie ungebundene Mykolsduren und Proteine fiillen die Zwischenrdume

auf und bilden den duReren Teil des Bilayers 2%, Die sonst bekannte horizontale und vertikale Fluiditat



in Zellwanden ist bei M. tuberculosis durch den kovalenten Bindungsmodus der Mykolsduren (iber das
Arabinogalaktan bis in die Zellmembran hin stark eingeschrankt. Die verminderte Fluiditat und die
verzweigten lipophilen Ketten erschweren das Eindringen hydrophiler Stoffe und bedingen die
nattrlichen Umweltresistenzen, aber auch den verlangsamten Stoffwechsel und die damit
verbundenen langen Generationszeiten *°V 7). 20,21 '|m Rechten Teil der Abbildung ist eine Struktur
dargestellt, die als Lipoarabinomannan (LAM) bezeichnet wird. Es ist bekannt, dass er Uber einen
Phosphatidyl-Inositol-Anker in der Zellmembran, als auch in der duBeren Zellwand verankert sein kann
(201, 122 pje Polysaccharide bestehen aus Mannose in der Pyranose-Form (Manp), daran kovalent
gebundenen Arabinose-Ketten, die bei M. tuberculosis in endstandige sogenannte Mannose-Caps
(Man-caps) auslaufen. Daher bezeichnet man die Lipoarabinomannane dieser Bakterienart auch als
ManLAM. Die freien Mykolsauren, insbesondere der ,Cord-Faktor” (Trehalose 6,6'-Dimykolat) und das
zuletzt genannte Polysaccharid sind unter anderem fiir die Pathogenitat des Bakteriums essentiell, wie

[15-17], 20221 "gq f{jhrten isolierte ManLAM und Mykols3uren in-

im nachsten Abschnitt klar werden soll
vitro zu immunologischen Reaktionen der Wirts-Zellen, entsprechend dem Krankheitsbild der
Tuberkulose 2%, Kiirzlich wurden weitere potentiell pathogene Protein-Strukturen benannt, die zur
sogenannten PE und PPE Familie gehoren. Die Expression der unter anderem in der Zellwand
auftretenden Proteine scheint durch wechselndes Mikromilieu im Wirtsorganismus beeinflusst zu

werden (611231,

Pathophysiologie und klinisches Bild der Tuberkulose

Die Infektion mit Mycobacterium tuberculosis geschieht in der Regel iber das Einatmen erregerhaltiger
Aerosole von Patienten mit einer offenen, infektiosen Lungentuberkulose, seltener durch
extrapulmonale Tuberkulosen 31, Von einer offenen Tuberkulose wird gesprochen, wenn die
Mykobakterien aus dem Wirtsorganismus an die Umwelt abgegeben werden kénnen 1%, Eine
Ubertragung durch nicht pasteurisierte Milch von erkrankten Rindern oder Wildtieren ist grundsétzlich
moglich, in Mitteleuropa jedoch nicht mehr von Bedeutung, da der Rinderbestand weitgehend

tuberkulosefrei ist [24,

Insbesondere bei Lungentuberkulose besteht die Gefahr, dass die
Infektionsherde Anschluss an die Luftwege erhalten haben und dann durch Husten, Niesen aber auch

Singen und Sprechen freigesetzt werden kénnen 2> 261 (Abbildung 4, Folgeseite).
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Abbildung 4: Infektionszyklus der Tuberkulose
Beschreibung siehe Abschnitt.
In Anlehnung an: CAMBIER et al., Cell, 159 (7), 2014, S. 1499 261

Die GroRe eines infektidosen Tropfens ist hierbei unter 5 um, oft zwischen 1-3 um und enthalt zwischen
1-3 Bakterien. Dabei ist bekannt, dass schon diese wenigen Erreger eine Infektion verursachen kénnen
271" Je nach PartikelgroRBe gelangen sie iiber die Atemwege bis in die Alveolen, wo sie von lokalen
Alveolarmakrophagen aufgenommen werden konnen. Unter normalen Bedingungen wirden die
Makrophagen bei Phagozytose von beschiadigtem Gewebe oder fremden Organismen die
Verschmelzung des Phagosoms mit dem Lysosom einleiten. Dadurch wiirden die Bestandteile durch
den niedrigen pH-Wert und proto- und lipolytische Enzyme abgebaut und unschadlich gemacht
werden. Bei einer Infektion mit Tuberkulose-Bakterien wird die Fusion der zwei Kompartimente jedoch
gehemmt 28 2] Hierfiir wird die charakteristische lipidreiche Zellwand, unter anderem die enthaltenen
Mykolsduren und mykolsdurehaltigen Glykolipide, darunter der ,Cordfaktor®, verantwortlich gemacht
(171 Weiterhin schiitzt sich das Bakterium durch die Katalase-Peroxidase (katG) vor dem in den
Phagozyten gebildeten Wasserstoffperoxid (H.0,). Der sogenannte ,Makrophagen-Kolonisations-
Faktor” (mce) ermoglicht es ihm in die Wirtszelle einzudringen und mit Hilfe zahlreicher Enzyme die
Zell- und Vakuolenmembranen zu zerstéren 16 17 281 130 " Fine nachgewiesene Hemmung der
lipolytischen Aktivitat lasst Lipide in den Makrophagen kumulieren, welche das Bakterium wiederum
als Ressourcen fiir seinen Stoffwechsel beziehen kann 28\, Der Erreger kann sich vermehren bis die
Wirts-Zellen schliefllich daran zugrunde gehen und die Mykobakterien freisetzen. Vom

Entzindungsgeschehen angelockt, kdnnen sie von weiteren Makrophagen und undifferenzierten
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Monozyten phagozytiert und in tiefere Organregionen getragen werden *° 2| Diese scheitern
ebenfalls in der Bekampfung des Erregers und verteilen ihn dadurch in den ersten Wochen der
Infektion in beliebige Korperregionen. Bei Streuung des Primaraffektes zu den regionalen
Lymphknoten wird dann von einem Primar- oder Ghon-Komplex gesprochen. Bei hdamatogener
Ausbreitung in eine oder beide Lungenfliigel, bezeichnet man die dort entstehenden Herde als Simon-
Spitzenherde 1. Nach ca. drei Wochen kann das Immunsystem die ungehemmte Vermehrung
einddmmen. An den Infektionsherden entstehen aufgrund der zellvermittelten Immunantwort durch
Lymphozyten zentral verkdsende nekrotische Granulome, die den Erreger einkapseln. Durch die lokale
Hemmung der Lipolyse durch die Mykobakterien wird unter anderem ein Substrat geschaffen, dass sie
tiber Jahre am Leben hélt und ernihrt 28], Die Granulome sind als Folge einer priméren, oft symptomlos
verlaufenden Tuberkulose im Réntgenbild des Patienten erkennbar *°!. Je nach Fortschreiten der
Krankheit und der individuellen Abwehrlage sind dann auch sog. Kavernen sichtbar. Sie bilden sich als
Hohlrdume aus den Granulomen aufgrund des Zelluntergangs, Erweichen und AbflieRen des kasigen
Materials und bieten optimale Wachstumsbedingungen fir die Bakterien. Nur ca. 10% der
Betroffenen erkranken nach der primaren Infektion an dem eigentlichen Krankheitsbild der
Tuberkulose, dies betrifft insbesondere Kinder und immungeschwachte Personen wie HIV-Patienten
oder altere Menschen. Weitere Risikofaktoren im geringerem Malle sind Diabetes, Kopf- und
Halskrebs, Dialyse-abhingige chronische Nierenerkrankung und erheblicher Gewichtsverlust 2 [25],
Immunsuppressiva, wie sie z.B. nach Organtransplantationen nétig sind, beglinstigen ebenso die
Entwicklung. In diesen Fallen kann die primare Tuberkulose auch direkt in eine postprimare
Tuberkulose ibergehen. Bei 90 % der Infizierten konnen die Granulome die Bakterien jahrzehntelang
konservieren (latente Tuberkulose) oder in wenigen Fallen (< 10 %) je nach individueller Abwehrlage
ausheilen und durch Kalzium Ablagerungen verkalken 1'% 13 1251 Als postprimare oder sekundire
Tuberkulose werden alle Erkrankungen der Tuberkulose bezeichnet, die in Folge der Streuung der
Bakterien iiber Lymphsystem oder Blutbahn in verschiedene Organe auftreten [ 5 Sje kann
unmittelbar aus einer primaren Tuberkulose entstehen, nach Reaktivierung persistierender, latenter
Bakterien (endogen) oder nach einer Neuinfektion (exogen). Die haufigste Form ist die eingangs
erwdhnte Lungentuberkulose, grundsatzlich kann aber jedes Organ betroffen sein. So kann es auch die
Lymphknoten, Knochen und Gelenke, Haut, den Urogenitaltrakt und die Meningen treffen. Infektion
letzterer kann unbehandelt schnell tédlich enden. Ist der ganze Organismus massenhaft betroffen, so
spricht man von einer Miliartuberkulose °!. Die latente Tuberkulose verlduft ohne spezifische
Symptomatik. Die postprimare Erkrankung gestaltet sich vielseitig, da sie alle Kérperregionen befallen
kann, sodass es keine charakteristischen Beschwerden gibt. Dennoch kdnnen Leitsymptome
ausgemacht werden, insbesondere da haufig die Lunge betroffen ist. So kénnen lang andauerndes

Husten, Brustschmerzen und Atemnot, sowie vermehrtes nachtliches Schwitzen, Gewichtsabnahme



und allgemeine Schwache Anzeichen fiir eine Infektion sein. Kinder sind Uberdies in tGber der Halfte

der Fille asymptomatisch oder zeigen lediglich eine verzégerte Entwicklung (23! (15 251,

2.1.2. Gegenwartige diagnostische und therapeutische MaRnahmen

Fiir eine erfolgreiche Behandlung der Erkrankung ist eine frithe Entdeckung erkrankter und infektioser
Personen essentiell, daher sind auch effiziente diagnostische Methoden immer wieder Gegenstand der
Forschung 2. Insbesondere die Empfindlichkeitspriifung der Erreger in Bezug auf die Resistenzlage
gegen gingige antituberkulotische Mittel ist entscheidend fiir eine zielgerechte Therapie . Die
Impfung mit dem momentan einzigen Impfstoff BCG wird aufgrund der geringen Tuberkulose-Inzidenz
und der relativen Haufigkeit der damit zusammenhdngenden Komplikationen von der standigen
Impfkommission (STIKO) in Deutschland seit 1998 nicht mehr empfohlen. Sie wird in Léndern mit einer
hohen Inzidenz jedoch immer noch durchgefiihrt 2. Zum Repertoire der diagnostischen Methoden
zdhlen bildgebende, mikrobiologische und immunologische Verfahren, wobei ein einzelnes Ergebnis in
der Regel nicht ausreicht, um eine Infektion zu bestatigen oder den Erreger geniigend zu
charakterisieren 71, Die nachfolgende Auflistung erfiillt keinen Anspruch an Vollstandigkeit und soll

lediglich einen Uberblick Giber gédngige Verfahren bieten.

Diagnostische Methoden

Durch Réntgenaufnahmen kann bei Routineuntersuchungen oder bei Auftreten charakteristischer
Symptome der Verdacht auf eine Infektion mit Tuberkulose-Erregern erhoben werden, insbesondere
wenn verkalkte Primdaraffekte, Narben oder je nach Fortschreiten der Krankheit auch Kavernen
sichtbar werden %) 171 23] "\Wenn sich die Gefahr einer Infektion andeutet, kénnen weitere Tests
veranlasst werden. Zu den klassischen immunologischen Verfahren zahlt der Tuberkulin-Test, dabei
unterscheidet man in den heute nicht mehr angewendeten Tine-Test und den relevanteren Test nach
Mendel-Mantoux 2 1718 Mittels einer feinen Nadel werden standardisierte Proteinmengen (PPD:
purified protein derivative) aus der Zellwand von M. tuberculosis intradermal injiziert > 72 2], Dabei
findet eine allergische Hautreaktion vom verzogerten, zellvermittelten Typ IV statt (DTH: delayed-type
hypersensitivity), dessen Ergebnis zwischen 48 und 72 Stunden abgelesen wird. Hat eine Infektion mit
Mykobakterien stattgefunden, reagiert das Immunsystem mit der Ausbildung von tastbaren, geroteten
Hautverdickungen. Die Bestimmung der Morphologie der Bakterien kann nicht erfolgen und eine
Kreuzreaktion mit BCG-Geimpften ist grundsatzlich moglich, sodass der Test allein eine geringe
Aussagekraft hat. Bei negativen Ergebnissen ist zu berticksichtigen, dass eine positive Reaktion nach
Erstinfektion aufgrund der spaten Immunreaktion des Wirtes bis zu 12 Wochen dauern kann 2251 0171,
Einen schnelleren Hinweis auf eine Infektion bieten sogenannte Lymphozytentransformationstests

(LTT) oder auch Interferon-Gamma Release Assays (IGRA), hier sind unter anderem weniger



Kreuzreaktionen zu erwarten. Aus dem Venenblut der Patienten gewonnene sensibilisierte
Lymphozyten werden in-vitro mit spezifischen Antigenen des Erregers versetzt. Die stimulierte
Interferon-y-Freisetzung wird nach etwa 24 Stunden abgelesen. Solche Tests sind unter dem Namen
Quantiferon®- oder T-Spot-TB-Test erhiltlich [ (7} 251 7y den mikrobiologischen Verfahren zdhlen
unter anderem die mikroskopische Untersuchung, die Anlegung einer Kultur sowie Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) basierende Verfahren. Die Mikroskopie von z.B. Sputum oder Bronchialsekret
des Patienten kann lichtmikroskopisch mittels Ziehl-Neelsen- und Auramin-Farbung oder
fluoreszenzmikroskopisch mit Fluorochrom stattfinden 17 [ Da der Nachweis auf der
Saurebestdndigkeit des Erregers beruht, ist auch hier die Aussagekraft auf ,sdureresistente Stabchen”
begrenzt und lasst nicht direkt auf ein Bakterium aus dem Mpycobacterium-tuberculosis-Komplex
schlieBen. Die Anzahl der Erreger lasst jedoch Riickschliisse ziehen, ob es sich um einen potentiell
infektisen Patient handelt [*" 7], Das umfangreichste, aber auch langwierigste Verfahren bildet die
Kultivierung der aus dem Untersuchungsmaterial erhaltenen Erregern. Zur Anzucht werden
Nahrmedien wie z.B. Glycerol-Eier-Agar nach Léwenstein-Jensen verwendet, aber sie gelingt auch in
flissigen Medien. Eine Analyse der Kulturmorphologie, Wachstumsgeschwindigkeit und
Resistenzbestimmung kann bis zu 3 Monate in Anspruch nehmen 12 151 251 Damit bei Verdacht auf
eine Infektion auch friihzeitig eine therapiegerechte Behandlung eingeleitet werden kann, gibt es nicht
zuletzt die Nukleinsdure-Amplifikations-Tests (NAT). Zur Durchfiihrung ist eine hohe Erregerdichte im
Untersuchungsmaterial erforderlich, friihe Aussagen zur Resistenzlage bei gangigen antituberkulésen

Medikamenten sind jedoch zu treffen und kénnen die beginnende Therapie bestimmen 12} [151. [171. [25],

Therapeutische MafsSnahmen

Die Uberwachung und Begleitung des Patienten bei seiner Behandlung iiber den kompletten Zeitraum
ist von entscheidender Bedeutung fiir den Therapieerfolg 217112 Djes soll in Form von regelméaRiger
Beratung, Diagnostik des Heilungsverlaufes und Abklaren von Nebenwirkungen zur Motivation des
Patienten beitragen. Das subjektive Empfinden einer friihzeitigen Genesung aufgrund der
anschlagenden Medikamente kann zu Therapieabbriichen fiihren und ist unter anderem einer der
Hauptgrinde fir das Entstehen resistenter Keime, die eine erneute Behandlung nétig machen und
erschweren. 216111211151 Dje Therapie kann ambulant erfolgen, erfordert jedoch besonders zu Beginn
und bei anderen Faktoren wie multiresistente Erreger, schwerwiegende Begleiterkrankungen und
einem noch nicht bestatigtem Verdacht der Infektion einen verlangerten stationdren Aufenthalt. Dabei
werden vor Beginn jeder Behandlung routinemaRig Laborwerte wie z.B. Blutbild, Nieren- und
Leberfunktionswerte erhoben, welche in regelmaRigen Abstdnden Uberprift werden. Diese Werte
sind wichtig fiir die Beurteilung des Ansprechens der Erreger auf die Therapie, Abklarung eventueller

Nebenwirkungen und fir die Bewertung, ob eine ambulante Weiterbehandlung aufgrund des
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Infektionsrisikos méglich ist & 72121 |n der Regel kénnen bei einer effizienten Therapie nach ca. 3-4
Wochen keine lebensfihigen Erreger mehr im Auswurf gefunden werden 7], Die medikamentése
Behandlung der Tuberkulose erfolgt immer als Kombinationstherapie, um die Selektion spontan
resistenter Mutanten zu verhindern. Weiterhin sind aufgrund der Verteilung des Erregers in
unterschiedlichen biochemischen Milieus des Wirts-Organismus mehrere Angriffspunkte fir die
Eradikation notig. Sie unterteilt sich grundsatzlich in 2 Phasen, wobei in eine Inital- und eine
Kontinuitatsphase unterteilt wird. Die einleitende Initalphase wird bei sensiblen Bakterienstimmen in
der Regel mit den vier Wirkstoffen Isoniazid, Rifampicin, Pyrazinamid und Ethambutol (iber 2 Monate
durchgefiihrt. Diese sogenannten Erstrangmedikamente oder Standardtherapie ist in Bezug auf ihre
Wirksamkeit und Vertraglichkeit in randomisierten, placebo-kontrollierten Studien im Therapieschema
langjahrig etabliert. Daran anschlieRend erfolgt die viermonatige Kontinuitdtsphase, wobei die zwei
letztgenannten Wirkstoffe weggelassen werden und lediglich mit Isoniazid und Rifampicin therapiert
wird 21671131 Dje Dosierung erfolgt nach Kérpergewicht, bei Kindern beruht sie auf der Messung der
Korperoberflache. Es sei darauf hingewiesen, dass das Behandlungsschema bei Unvertraglichkeiten
oder z.B. bei Vorerkrankungen wie Niereninsuffizienz, Leberfunktionsstérungen, eine stattgefundene
Organtransplantation oder Krankheiten, die eine verminderte enterale Resorption bedingen,
angepasst werden muss [® 7!, Bei Einhaltung der Therapie ist die Tuberkulose eine langwierige, aber
dennoch heilbare Krankheit. In Deutschland konnten 76,7 % der an Tuberkulose erkrankten Patienten
im Jahr 2014 erfolgreich behandelt werden P!, Die Standardtherapie soll an dieser Stelle beziiglich ihres
Wirkmechanismus kurz vorgestellt werden, eine allgemeinere Ubersicht soll Abbildung 5 (Folgeseite)
geben B2, Die komplexere, langere Therapie der resistenten Formen der Tuberkulose soll hier lediglich
erwdhnt bleiben, aber nicht im Detail besprochen werden. Dabei werden eine Vielzahl an etablierten,
aber auch neuen Medikamenten verwendet, welche je nach Fachliteratur oder Leitlinie als Zweitrang-

oder Reservemedikamente oder neuer als Nicht-Standardtherapie bezeichnet werden 2! 3],
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Wirkprinzipien von Tuberkulose-Medikamenten

Tuberkulose-
Bakterium
. . Dihydrofolat- Para-Aminosalicylsdure
hMOXllilg)fE([:)lRZ Reduktase , hemmt die Bildung von
emmt die DNA- @) o) T Tl ! DNA- und RNA-Bausteinen
Verdoppelung ‘ iy \
B Ribosom
HL . .l Protein
‘ —>Pp Rifampicin ‘
Pyrazinamid und Rifabutin Streptomycin, Linezolid*
s?ﬁsdgﬁéguunfth Emgig Sr]]e RVA 5 Sutezolid* und AZD-5847*
8 & hemmen die Proteinbildung
Chromosom Bedaquilin stért die
aus DNA Energiegewinnung
Zellmembran ATP-Synz‘haseQ
” Zellwand ‘
Delamanid, Pretomanid*, SQ109%,
Isoniacid, Ethambutol und Cycloserin * Wirkstoff in Erprobung oder im Zulassungsverfahren

storen auf verschiedene Art die
Zellwandbildung

Abbildung 5: Angriffspunkte der antituberkul6sen Medikamente an Mycobacterium tuberculosis

Quelle: Abbildungen zu Tuberkulose, Stand Mdrz 2016, © vfa 2%

2.1.3. Medikamentdse Behandlung

Im Rahmen der kirzeren, 6-monatigen Therapie der Tuberkulose werden die vier Medikamente
Isoniazid, Rifampicin, Ethambutol und Pyrazinamid eingesetzt. Auf die grundlegenden Eigenschaften
dieser Wirkstoffe soll in diesem Kapitel eingegangen werden. Anschliefend werden weitere,

insbesondere bei den resistenten Formen eingesetzte Medikamente kurz vorgestellt.

2.1.3.a. Isoniazid

Isoniazid (INH) ist ein Isonicotinsdurehydrazid (Abbildung 6, Folgeseite, rechts oben), erstmals 1952 als
effektiver Hemmstoff insbesondere von M. tuberculosis und M. bovis beschrieben 231 und hat sich als
Standard in der Therapie der Tuberkulose etabliert. Es wird angenommen, dass es als kleines,
hydrophiles Molekil mittels Porine der Zellumhillung in das Bakterium gelangt. Eine Diffusion ist
aufgrund der stark lipophilen Zellwand der Mykobakterien unwahrscheinlich B4, Im Zielorganismus
angelangt, wird INH durch die bakterielle Katalase-Peroxidase (KatG) aktiviert und reagiert als
Isonicotinsdure-Acylradikal spontan mit NAD* (Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid) und NADP*
(Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat) zu den entsprechenden Addukten (Abbildung 6,

Folgeseite).
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Abbildung 6: Schematischer Wirkungsmechanismus von Isoniazid
Isoniazid wird durch die KatG in ein Radikal umgewandelt und reagiert anschliefend mit einem Molekil
NAD* (R = -OH) oder NADP* (R = -Phosphat) zum entsprechendem Addukt %3],

Das Isonicotinsdure-NAD-Addukt ist ein Inhibitor der InhA (eine enoyl-acyl-carrier-protein Reduktase),
ein NADH abhéangiges Enzym im Mykolsdure-Synthese-Weg. Das Isonicotinsdure-NADP-Addukt
wiederum hemmt die Dihydrofolsdure-Reduktase (DHFR) und stort damit die DNA-Synthese. Die
Selektivitat der Verbindung erklart sich durch Aktivierung des Prodrugs durch die bakterielle Katalase-
Peroxidase, die im humanen Wirtsorganismus nicht vorkommt 1*, Dieser Mechanismus ist ebenso eine
der Schwachstellen von Isoniazid, da bei geringer Katalase-Peroxidase-Aktivitdt auch die Umsetzung
zum aktiven Addukt vermindert ist. So zeigen z.B. die Mykobakterien, die keine Tuberkulose auslosen
kénnen (MOTT: mycobacteria other than tuberculosis) eine natirliche Resistenz gegeniber Isoniazid
35,361 ‘\Weiterhin kann unter einer nicht adidquat gefiihrten Therapie eine Selektion von Mutanten mit
geringer KatG-Aktivitdt stattfinden und zu Resistenzen fithren ' ¥ 7y den zweithdufigsten
Resistenzfillen zahlen Mutationen des Gens inhA und damit Veranderung der exprimierten Target-
Struktur® B7) Neben der Entwicklung zahlreicher Isoniazid-Analoga sind auch Isoniazid-NAD-Addukt
Abwandlungen Gegenstand aktueller Forschung, um der Prodrug-Aktivierung durch die KatG aus dem
Weg zu gehen 238401 Nach gegenwiértigem Kenntnisstand hat es jedoch noch kein solches Produkt
zur Marktreife geschafft. In Deutschland wurde in den Gbermittelten Resistenzfallen im Jahr 2015 bei

anteilig 8,9 % der Betroffenen eine Resistenz zumindest gegeniiber Isoniazid festgestellt .
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2.13hb: Rifampicin

Als Naturstoff erstmals 1957 aus Streptomyces mediterranei isoliert, gehoéren die Rifamycine
strukturell zu den Ansa-Verbindungen. Hier wird ein aromatischer Strukturteil von einer aliphatischen
Kette wie ein Henkel Giberbriickt (Abbildung 7) ¥, Zuerst wurden die Rifamycine A - E, spéter O, S
und SV entdeckt und kategorisiert, in den darauffolgenden Jahren sind noch mehr Strukturen bekannt
geworden 3, Eine chemisch strukturelle Abwandlung von Rifamycin SV fiihrte zu dem heute gingigen
Rifampicin (RMP), welches international auch als Rifampin bekannt ist (Abbildung 8) 1V 43441 |m
Vergleich zum kleinen hydrophilen Isoniazid wird angenommen, dass RMP die Zellwand durch
Diffusion passiert. Damit ldsst sich auch die synergistische Wirkung mit dem Zellwand
destabilisierenden Ethambutol erklaren B34, In der Bakterienzelle wird die Proteinsynthese durch
Bindung an die B-Untereinheit der DNA-abhéngigen RNA-Polymerase gechemmt 12/ 191, Zudem ist es ein
Substrat des Membranproteins und prominenten Transporters P-GP (Permeabilitats-Glykoprotein)
und induziert CYP-1IIA4 (Cytochrom P450), ein Enzym, welches fir die Verstoffwechselung vieler

gangiger Arzneistoffe relevant ist 119 131} [45],

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Abbildung 8: Rifampicin in konformer Darstellung
Rifamycine zu Abbildung 7

Reste ,R“ je nach Rifamycin-Derivat Rifampicin, Der schwarz gefarbte Abschnitt zeigt die chemisch
Rifabutin oder Rifapentin. Hier nicht weiter definiert.  strukturellen Anderungen zum Naturstoff Rifamycin

In Anlehnung an: PRELOG et al., Helv. Chim. Acta 56 (7), SV, siehe zugehdriger Absatz.

1973, S. 2280 43

Es ist als einziges antituberkuldses Mittel gegen nahezu ruhende Erreger in verkdsenden Granulomen

wirksam [,

Neben Rifampicin sind weitere Rifamycine im Gebrauch, darunter Rifabutin und
Rifapentin. Ersteres wird insbesondere in der antiretroviralen Therapie als Alternative zu RMP
eingesetzt, da die zuvor angesprochenen stoffwechsel-induktiven Eigenschaften von RMP die
Behandlung ungiinstig beeinflussen B ¥ Weiterhin hat es Anwendung bei gesicherten Resistenzen
gegeniiber Rifampicin BY. Rifapentin verfiigt (iber eine verlangerte Halbwertszeit und wird bislang in
den USA in der praventiven Therapie der latenten Tuberkulose angewendet, hat jedoch kein besseres

Wirkprofil als RMP 2 31 Resistenzen bei Rifampicin resultieren in 96 % der Bakterien-Stringe aus

Mutationen in einem 81 bp langen Abschnitt des rpoB-Gens “”). Dieses Gen codiert fiir die B-
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Untereinheit der RNA-Polymerase, Verdanderungen an dieser Stelle fihren zu
Konformationsinderungen der Einheit und vermindern die Effektivitit von Rifampicin B 57, Ein
vermindertes Ansprechen dieses Wirkstoffs wird von den gangigen Guidelines aufgrund des Wegfalls
eines der effektivsten Mittel vorwiegend als multiresistente Tuberkulose (MDR-Tb) tituliert 3% 7], Ein
Blick in die Statistik zeigt, dass in Deutschland im Jahr 2015 in 3,6 % der Gbermittelten Falle mindestens

eine Resistenz gegeniiber Rifampicin vorlag, Tendenz weiter steigend ©°'.

2.1.3.c. Ethambutol

Wie bei Isoniazid wird bei Ethambutol (EMB, Abbildung 9)
H3C

angenommen, dass es aufgrund seiner GréRe die Porin-Kandle \ H

HO . N
der Zellumhiillung passiert um in das Zellinnere zu gelangen 4. \/\H/\/ \;_/\OH
Obwohl die Einflihrung des Wirkstoffes in die Therapie der \CH3

Tuberkulose lange zuriick liegt (1966), ist das Target nicht genau  Abbildung 9: Ethambutol

bekannt ¥”), Eine Hemmung der Arabinosyl-Transferase, die in der Das 5,5-Isomer wird therapeutisch

genutzt.

Biosynthese der Arabinogalaktane involviert ist, wird postuliert.

Als essentieller Zellwandbestandteil wird dadurch die Stabilitat Giber verknlpftes Peptidoglykan und
veresterte Mykolsduren gestort 12 #8491 weiterhin sind Effekte auf Lipoarabinomananne beschrieben
34 491 " Als wichtiges resistenzvermittelndes Gen wird somit embCAB bezeichnet, da es fiir die
Arabinosyl-Transferase codiert und daher bei Mutationen die Sensitivitdt von Ethambutol
erwiesenermaRen herabsetzt 7).  Die verdnderte Zellwand-Integritit filhrt zu einer
oberflichenreduzierten, spharischen Form der Erreger % und steigert zusatzlich die Effektivitit der
gangigen aber auch der ineffektiven Chemotherapeutika wie Clarithromycin 137!, Ethambutol z3hlt zu
den Standardtherapeutika in der Behandlung der Tuberkulose. Die Dreifachtherapie mit Isoniazid,
Rifampicin und Pyrazinamid wird heute nicht mehr empfohlen, da selbst bei nachgewiesener
Sensibilitdt der genannten Wirkstoffe auf das Bakterium eine Gefahr eines falsch-positiven Ergebnisses
zu hoch ist. Um der Resistenzentwicklung aus dem Weg zu gehen, werden alle vier Medikamente
zusammen eingesetzt *Y. Eine weitere Anwendung findet EMB als PraventivmaRBnahme nach Kontakt

U Aufgrund der

mit MDR/XDR-Tb Patienten, hat hierzulande jedoch nur geringe Bedeutung
moglichen Sehkraft einschrankenden Nebenwirkung werden regelmaRige Augenuntersuchungen
wahrend der Therapie durchgefiihrt *), Kinder unter 5 Jahren werden demnach in der Regel nicht mit
Ethambutol therapiert, da keine ausreichende Visus-Kontrolle gewahrleistet werden kann “®!. Auch an
dieser Stelle soll erwahnt sein, dass in Deutschland im Jahr 2015 bei 2,5 % der registrierten Falle

mindestens eine Resistenz gegeniiber Ethambutol vorlag ©*'.
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2.1.3.d. Pyrazinamid

Mit der Einfiihrung von Pyrazinamid (PZA) in den friihen
0

0
1950-ern konnte die Behandlung der Tuberkulose auf 6 N
XX N/NH2 X NH,
Monate reduziert werden 7. Als strukturverwandte || H | P

N

N~
Verbindung von Isoniazid (Abbildung 10) wird Isoniazid (INH) Pyrazinamid (PZA)

angenommen, dass es das Bakterium tiber Porine #* oder Abbildung 10: Struktureller Vergleich von

wie eine andere Arbeit berichtet, durch passive Diffusion 'soniazid (INH) und Pyrazinamid (PZA)

erreicht ¥7), Ungeachtet der strukturellen Ahnlichkeit zu INH, ist der genaue Wirkmechanismus hier
nicht vollstandig geklart, eine Umwandlung von PZA in Pyrazincarbonsdure durch die bakterielle
Pyrazinamidase gilt jedoch als gesichert und bildet den ersten Schritt > 3”). Das genannte Enzym wird
durch pncA codiert, dessen Mutation wiederum fiir eine der Resistenzen verantwortlich gemacht wird
34 Nach Desaminierung zur Siure soll eine Azidifizierung des Ziel-Organismus stattfinden 34, dessen
Wirkung in sauren Umgebungen wie phagozytierten Bakterien *°! und den fast ruhenden Erregern in
Gewebsldsionen besonders effektiv ist 71, Dass die Sdure das therapeutische Agens ist, wird durch die
Tatsache bekraftigt, dass Bakterien-Strange mit pncA-Gen Mutationen immer noch sensitiv auf
Pyrazincarbonséure sind 2!, Daneben wird eine Hemmung der bakteriellen Mykolsduresynthese durch
Inhibition der Fettsduresynthase | (FAS 1) als potentieller Wirkmechanismus beschrieben 1% 371,
Natirliche Resistenzen existieren in verwandten Mykobakterien wie M. avium, M. bovis, M. smegmatis
und M. kansaii aufgrund fehlender Pyrazinamidase und/oder spezifischen Effluxpumpen zum
Ausschleusen des Prodrugs, was diesen Wirkstoff spezifisch fiir die Therapie von Mycobacterium
tuberculosis macht B>, Damit die Reihe zur regionalen Resistenzentwicklung vollstandig wird, seien
hier die 3,8 % Falle in Deutschland im Jahr 2015 genannt, die zumindest eine Resistenz gegeniber

Pyrazinamid aufwiesen ©°,

2.1.3.e. Zweitrang- oder Reservemedikamente, Nicht-Standardtherapie

Die in den vorangegangenen Abschnitten vorgestellten Wirkstoffe zdhlen zu den
Erstrangmedikamenten oder neuer, zur Standardtherapie. Hier soll ein kurzer Uberblick iiber die je
nach Fachliteratur unterschiedlich bezeichneten Zweitrang- oder Reservemedikamente oder der

Nicht-Standardtherapie gegeben werden 1% 3% 52 Fiir Deutschland bildet momentan die Leitlinie zur
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Tabelle 1: Wirkstoffe in der Therapie einer
multiresistenten Tuberkulose nach neuer
WHO-Einteilung (2016)

Adaptiert aus: WHO, treatment guidelines

Therapie der Tuberkulose im Erwachsenenalter von
SCHABERG et al. ein umfangreiches Nachschlagewerk B,

International sind die aktuellen WHO-Empfehlungen mit

120’6‘1[2‘;]9"95"““”‘”t“be’C“/OSis""g(3)' 2017, | der neuen Einteilung der therapeutisch wichtigen
- - - Medikamente in die Gruppen A - D zu nennen, welche
Gruppe Medikamentose Option
A Levofioxacin, Moxifloxacin aufgrund des spateren Erscheinens erst teilweise in die
Gatifloxacin deutschen Leitlinien (ibernommen wurden (siehe auch
B Amikaci ] . . .
mikacin, Capreomycm,' Tabelle 1). Sie soll jedoch als Grundlage weiterer
Kanamycin, (Streptomycin)
C Ethionamidy/Protionamid, Ausfiihrungen zu Therapieoptionen herangezogen werden
Cycloserin/Terizidon, (521 Neben der besprochenen Standardtherapie wird in
Linezolid, Clofazimin
5 1 Pyrazinamid, Ethambutol, beiden Veroffentlichungen ein schrittweises Herangehen
hochdosiertes Isoniazid an resistente Formen vorgeschlagen, welche die
2 Bedaquilin, Delamanid molekulare Charakterisierung der Resistenzen

3 Paraaminosalicylsdure,
Imipenem-Cilastatin,
Meropenem, Amoxicillin-
Clavulansdure, Thioacetazon

miteinschlieRt. Ein erwdahnenswerter Punkt ist, dass die

Zweitrangmedikamente auch aus anderen Griinden, wie

Unvertraglichkeiten angewendet werden und nicht immer

ein vermindertes Ansprechen des Erregers auf die Erstrangmedikamente voraussetzen Y1, Bej starken
Nebenwirkungen oder Monoresistenzen wird die Standardtherapie um Fluorchinolone wie
Levofloxacin, Moxifloxacin und Gatifloxacin ergdnzt (Gruppe A)®2. Die WHO betont in diesem
Zusammenhang noch einmal, dass eine Rifampicin/Rifampin-Monoresistenz einer MDR-Tb
gleichzusetzen ist und als solche behandelt werden soll. Bei Polyresistenzen gegen mehrere Standard-
therapeutika wird hier der zusatzliche Einsatz von Aminoglykosiden wie Kanamycin, Capreomycin (in
Deutschland nicht im Handel %) und Amikacin empfohlen, welche falls nétig durch Streptomycin
substituiert werden kénnen (Gruppe B) 2. Neu im Vergleich zur &lteren Leitlinie der WHO aus dem
Jahre 2014 ist die Einteilung von Paraaminosalicylsaure (PAS) als Reserve (Gruppe D3), dafiir wurden
Clofazimin und Linezolid in Gruppe C, frither Gruppe IV, aufgenommen B 32 Clarithromycin und
andere Makrolide sind ebenso in der Therapie der Tuberkulose nicht mehr vorgesehen. Die letzte
Kategorie D beinhaltet zum einen bekannte Medikamente, wie Ethambutol, Pyrazinamid und
hochdosiertes Isoniazid (Gruppe D1), als auch die neueren Wirkstoffe Bedaquilin und Delamanid
(Gruppe D2). Als Reserve ist hier die Gruppe D3 anzusehen, in welcher sich dann die PAS und B-Lactam
Antibiotika wie Meropenem in Kombination mit B-Lactamase-Inhibitoren befinden 2. Die Reihe der
B-Lactam-Antibiotika schien fiir lange Zeit uninteressant flr die Behandlung der Tuberkulose zu sein,
da Mycobacterium tuberculosis eine ausgepragte B-Lactamase Aktivitat mit sich bringt und somit die
Wirkstoffe unschadlich macht ®3. Insbesondere durch die Kombination mit Clavulansiure als B-

Lactamase-Hemmer ist die Therapie mit dieser Gruppe an Chemotherapeutika wieder interessant
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geworden und Gegenstand aktueller Forschung ®* >3, Weiterhin nimmt die WHO eine chirurgische
Entfernung medikament6s schwer zugdnglicher Infektionsherde in bestimmten individuellen

Situationen als Therapieoption neu in ihren MaRnahmenkatalog auf 2.,
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2.2. Resistenzmechanismen und der Einfluss von Effluxpumpen

Die ausgepragt lipophile Zellwand von Mycobacterium tuberculosis stellt eine natiirliche Barriere fiir
unterschiedliche Umwelteinfliisse dar > 629 (siehe auch Kapitel 2.1.1). Weiterhin reduziert die hohe
B-Laktamase Aktivitit des Erregers die Wirksamkeit gingiger B-Laktam-Antibiotika 3! und die langen
Generationszeiten *> ! bedingen eine ebenso lange Therapiedauer, da viele Arzneistoffe in den
aktiven Stoffwechsel der Zellteilung eingreifen und dadurch das Zeitfenster fir die Wirkung begrenzt
ist %, Diese und weitere erregerspezifischen Eigenschaften sind jedoch nicht fiir alle Resistenzen

verantwortlich. Mycobacterium tuberculosis verflgt nach gegenwartigem Kenntnisstand Uber keine

Plasmide, die den horizontalen Tabelle 2: Auflistung bekannter resistenzvermittelnder Gene
ausgewadhlter Wirkstoffe bei Mycobacterium tuberculosis ohne
Gentransfer erlauben wiirden, d.h. es | Anspruch an Vollstindigkeit

kann kein Austausch von resistenz- | Wirkstoff(e)  Gen Funktion des Gens Referenz

vermittelnder DNA stattfinden [6% 62 Isoniazid inhA Katalase-Peroxidase [31], [37]
KatG Enoyl-ACP-Reduktase

Die spontane Mutation bestimmter Rifampicin e RNA-Polymerase [47]

Gene wird daher als Hauptgrund fiir (Untereinheit B)

Ethambutol embCAB Arabinosyl-Transferase [37]
die Resistenzentwicklung angesehen

Pyrazinamid pncA Pyrazinamidase [2, 34]
631 ynd kann sich z.B. bei
. . Levofloxacin, GyrA DNA-Gyrase [37, 56]
ungenugender Therapie oder Moxifloxacin, (Untereinheit A)
Therapieabbruch aus zuvor sensiblen | Gatifloxacin GyrB DNA-Gyrase
(Untereinheit B)
Stimmen entwickeln 2. Mittlerweile | Kanamycin, rrs 16S rRNA [57]
Amikacin,

ist eine ganze Reihe an Genen .
Capreomycin

bekannt, deren Veranderung eine Streptomycin  rrs 165 rRNA [57]
Resistenz bedingen kann. In der Regel et 512 ribosomales Protein

handelt es sich hierbei um Abschnitte, l?ioc,:sic;::i:ir;’ EthA Monoxygenase 2l

die far Targets der Wirkstoffe Cycloserin alr Alanin Racemase [58, 59]
kodieren oder fir solche, die fir die | Bedaqualin atpE ATP Synthase [58]
Aktivierung der Prodrugs nétig sind | Delamanid Rv0407  Dehydrogenase [58]

Rv3547  Nitroreduktase

B8l |n Abschnitt 2.1.3 wurde ein

Einblick in die resistenzvermittelnden Prozesse der Standardtherapeutika gegeben, die Auflistung aller
weiteren bekannten Mutationen ist hier nicht angedacht. In einer tabellarischen Ubersicht (Tabelle 2)
sollen verantwortliche Gene ausgewahlter Standard und Nicht-Standardtherapeutika dargestellt
werden, damit ein grober Uberblick gewonnen werden kann. Fiir mehr Informationen sei fiir den
interessierten Leser auf ein detailliertes, aktuelles Review von NASIRI et al. (2017) hingewiesen 8. Da
nicht alle Resistenzen auf die natirliche Beschaffenheit des Erregers und Target-Gen-Mutationen

zurickzufihren sind, muss es andere Mechanismen geben, darunter spielen Effluxpumpen eine
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bedeutende Rolle %3, Neben einer hohen intrinsischen Aktivitit der Pumpen bei Mycobacterium
tuberculosis '*¥, kdnnen Mutationen in den Regulator-Genen fiir eine Uberexpression verantwortlich
sein . Ebenso ist eine Induktion durch Gabe von Medikamenten beschrieben, die zur

Resistenzentwicklung beitragt (6> 6],

Effluxpumpen - Entdeckung, Einteilung und Bedeutung fiir die Therapie

Transporter, die Substanzen aktiv aus der Zelle ausschleusen und so fiir ein geringeres Ansprechen von
Wirkstoffen auf Erreger sorgen, wurden schon friih entdeckt. So beschreibt MCMURRY et al. 1980 den
aktiven Efflux von Tetracyclin in Escherichia coli [°7). NIKAIDO postuliert in seinem Artikel aus dem Jahre
1994, dass trotz der Verfligbarkeit immer gezielterer und effizienterer neuer Medikamente gerade
weniger substanzspezifische Resistenzmechanismen wie z.B. Effluxpumpen in der kiinftigen Klinik an
Bedeutung gewinnen werden 8. Mittlerweile wird das Auftreten von Efflux-Systemen, deren
Klassifizierung und Substratspezifidt als auch potentiellen Inhibitoren im Zusammenhang mit der
Therapie der Tuberkulose ausgiebig untersucht [*73!, Bakterielle Effluxpumpen werden in 5 Kategorien
eingeteilt, darunter ATP-binding cassete (ABC) family, Major facilitator superfamily (MFS), Multidrug
toxic compound extrusion (MATE) family, Small multidrug resistance (SMR) family und Resistance-
nodulation-division (RND) family 74, wobei die MATE Familie fiir Mycobacterium tuberculosis eine
untergeordnete Rolle spielt und hier nicht weiter beschrieben wird. Die Einteilung von Transportern
zu den einzelnen Familien wird grundsatzlich nach Funktion und Phylogenetik getroffen. Im Vergleich
werden Enzyme nur nach ihren katalysierenden Prozessen kategorisiert 7>, Die Familien sollen im
Folgenden vorgestellt werden und dabei der Bezug zu den jeweiligen Transportsystemen in den

Mykobakterien hergestellt werden.
2.2.1. Transporter Familien

2.2.1.a. ATP-binding cassette (ABC)

Diese Transporter-Familie bezieht ihre Energie fiir den Im- oder Export von Substrat aus der Hydrolyse
von Adenosintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat (ADP) [7®! und z&hlt damit zu den primaren
Transportern, die aktiv gegen einen Konzentrationsgradienten arbeiten . Wahrend prokaryotische
Formen Substanzen aus der Zelle hinaus und hinein transportieren kénnen, ist bei Eukaryoten, sowie
bei den humanen ABC-Transportern nur der Export bekannt 8. Grundsitzlich bestehen ABC-
Transporter aus 4 Proteindomanen, wobei in 2 transmembranare, hydrophobe Doméanen (TMD1 und

TMD2) und 2 Nukleotid-bindende, hydrophile Domanen (NBD1 und NBD2) unterschieden wird.
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Importer Importer Exporter
Typ: Gramnegativ Typ: Grampositiv

Periplasmatischer Lipid-

Cytoplasma-
membran

Cytoplasma

BP: Bindeprotein; BLP: Bindelipoprotein; TMD: Transmembranare Doméane; NBD: Nukleotid-bindende Doméne; @: Substrat

Abbildung 11: Schematische Darstellung der verschiedenen ABC-Transporter Typen

Prokaryoten verfliigen Uber Im- als auch Exporter, bei Eukaryoten sind nur Exporter bekannt. Beim
gramnegativen Bakterium bindet ein Bindeprotein (BP) im periplasmatischen Raum an das Substrat und
entlasst es anschlieBend am passenden Importer. Grampositive Bakterien bendtigen dafiir in der
Cytoplasmamebran verankerte Bindelipoproteine (BLP). Bei Eukaryoten sind die einzelnen Domanen oft als
komplettes Polypeptid kodiert, wahrend bei Prokaryoten meist einzelne Proteindomadnen zum Transporter
zusammengefiigt werden.

In Anlehnung an: BRAIBANT et al., FEMS microbiology reviews, 24 (4), 2000, S. 450 U]

Die 4 Domanen kénnen unterschiedlich verknipft sein, so kann TMD und NBD als ein Polypeptid
auftreten, welches zusammen mit einem weiteren Peptid dieser Art einen Transporter bildet.
Andererseits konnen TMD1 und TMD2 als auch NBD1 und NBD2 ein Polypeptid bilden, die in ahnlicher
Weise mit ihrem Gegenstiick ein funktionales Protein schaffen . Das humane, gut untersuchte Efflux-
Protein P-GP besteht im Gegensatz aus einem einzigen Polypeptid, in dem alle 4 Domé&nen vereint sind
801 - Bakterielle Import-Systeme vom ABC-Typ benétigen zudem ein Binde-Protein, welches das
Substrat im Fall von gramnegativen Bakterien im periplasmatischem Raum aufnimmt und an den
zugehorigen Transporter entldsst (Bindeprotein-abhangige Transportsysteme; BP). Im Fall von
grampositiven Bakterien werden in der Cytoplasmamembran verankerte Lipoproteine beschrieben,
die diese Funktion Gbernehmen (Bindelipoprotein-abhadngige Transportsysteme; BLP) (Abbildung 11)
7] Die beiden TMD’s bestehen i.d.R. aus 6 - 10 transmembranéaren a-Helices, welche die Pore fiir den
Substrattransport bilden. Je nach Konformation und Art des Transporters, kann sie extrazellular oder
intrazellular von zu transportierenden Molekiilen erreicht werden 77:8%, |m Vergleich zu den Nukleotid-
bindenden Doménen sind diese Proteindoméanen nicht stark konserviert, d.h. sie zeigen artspezifische
Unterschiede in ihrer Struktur, die aus der Entwicklung substanzspezifischer Transporter resultieren
71 Fir den Transport bindet das Substrat vermutlich an spezifische Reste der transmembranéren
Doménen, welche nicht fir alle Proteine aufgeklart sind. Als Beispiel sei hier wieder P-GP genannt, bei
dem viele, strukturell unterschiedliche Substrate einem Efflux ausgesetzt sind, sodass lediglich von
einer Binde-Region gesprochen wird und das Protein auch als MDR-Pumpe bezeichnet wird 7).

Eventuell sind hier substanzspezifische Sequenzen fir die Bindung beschrieben. Die Nukleotid-
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bindende Domine ist ca. 200 Aminosauren lang % und enthilt mehrere stark bis weniger stark
konservierte Regionen Y. Darunter befinden sich das Walker-A-Motiv (auch P-Loop genannt), der Q-
Loop, das C-Motiv, Walker-B-Motiv sowie das H-Motiv, auf deren Strukturen hier nicht weiter
eingegangen werden soll. Walker-A und -B-Motiv sind 90 - 120 Aminosaurereste voneinander entfernt,
was sie von Kinasen unterscheidet und ein Charakteristikum eines ABC-Transporters darstellt. Alle
genannten Sequenzen erfiillen Teilaufgaben, die mit der Bindung von ATP, der koordinativen Bindung
von Magnesium-lonen und Wasser Molekiilen sowie der Hydrolyse zu ADP verkniipft sind 2. Da dieser
Energiegewinnungsprozess flr alle Transporter dieser Art gleich ist, besteht auch eine hohe Homologie
in den NBD‘s 8%, Der eigentliche Prozess des Stoffiibergangs vom intra- zum extrazelluldrem Raum und
umgekehrt ist bislang nicht endgiiltig geklart, es werden verschiedene Modelle diskutiert 77882, Allen
ist gemeinsam, dass die Dimerisierung der beiden NBD unter Bindung zweier Molekiile ATP stattfindet
und damit ein katalytisches Zentrum zur Hydrolyse entsteht. Dadurch soll eine Konformations-
anderung der TMD bewirkt werden, die im Resultat das Substrat transportiert. Dabei ist nicht bekannt,
ob beide oder nur ein Molekiil ATP hydrolysiert werden "7 82, Ebenso ist die Energie, die aus der
Hydrolyse von ATP entsteht laut computer-gestitzten Berechnungen um ein Vielfaches geringer, als

fiir eine theoretische Konformationsidnderung des Proteins nétig wire [7°,

ABC-Transporter in Mycobacterium tuberculosis

Im Jahr 2000 beschrieben BRAIBANT et al. nach umfangreicher Analyse des im Jahre 1998 &3
sequenzierten Genoms von Mycobacterium tuberculosis 26 rekonstituierte und 11 unvollstandige ABC-
Transporter 7% 83, Sje zeigten damit unter anderem, dass diese Familie ca. 2,5 % des gesamten Genoms
ausmacht, dazu sind es im Vergleich bei Escherichia colica. 5 % °. Lediglich die Gene Rv0194, Rc1819c
und Rc1747 kodieren fiir einen vollwertigen Transporter, bestehend aus 2 transmembrandren und

2 nukleotid-bindenden Domaéanen. Die

Tabelle 3: Beispiele fiir zusammengesetzte ABC-Transporter
Anderen  kodieren  flr  einzelne | nach BRaiBaNT et al. 179

Bestandteile, in etwa einer TMD, einer | Gen-Name Mégliche Expressionsprodukte

NBD oder Kombinationen daraus, | Rv1218c-Rvi217c (NBD), - (TMD1, TMD2)

sodass mehrere Genprodukte zur Rv1273c—Rv1272c (TMD1, NBD1) — (TMD2, NBD2)
drrA—drrB—drrC (NBD),—TMD1 - TMD2

Ausbildung eines funktionalen
L Rv1458c—Rv1457c—Rv1456¢c (NBD),— TMD1 - TMD2
Transporters notig sind 7°). BRAIBANT et
Rv2688c—Rv2687c—Rv2686¢c  (NBD),— TMD1 - TMD2

al. fanden heraus, dass die dafir

verantwortlichen, zusammengehdérigen Abschnitte nur wenige Aminosdure-Sequenzen entfernt im
Genom verankert sind 7%, ein paar Beispiele dazu sind in nebenstehender Tabelle gelistet (Tabelle 3).
Fir die eingangs erwahnten 11 unvollstandigen ABC-Transporter befinden sich keine passenden

Gegenstiicke in der direkten Nachbarschaft °!. Fiir ein paar der Transporter sind Regulator-Gene
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bekannt, welche die Expression einer Reihe von Transporter und anderen Proteinen beeinflussen
kénnen. So ist fiir whiB7 bekannt, dass es fiir eine Reihe von Resistenzen sorgt, welche die Wirkung
von Clarithromycin, Erythromycin, Lincomycin, Spectinomycin und Streptomycin betreffen [,
Eventuell werden die Expressionsraten der Transporter-Gene Rv1258c, Rvi473c und die ribosomale
Methyltransferase Rv1988 durch diesen Regulator modifiziert ®*. Ahnliches gilt fiir Rv1219c, welches
die Expression der Gene Rv1218c—Rv1217c beeinflussen soll ®. Von den 26 beschriebenen Ex- und
Importern sind fur die Betrachtung der Resistenzmechanismen nur die Exporter von Interesse, da diese
wirksame Substanzen aktiv aus der Zelle hinausbeférdern. Mehrere dieser Transporter sind im
Zusammenhang mit resistenzvermittelnden Prozessen bei gangigen antituberkulésen Medikamenten
beschrieben. Rv0194 z3hlt zu einem der besser untersuchten Transportern der ABC-Familie. In M.
smegmatis exprimiert, stellten DANILCHANKA et al. fest, dass dieser Exporter fiir eine erhéhte minimale
Hemmkonzentration (MHK) bei Ampicillin, Vancomycin, Novobiocin und Erythromycin sorgte und
postulieren, dass Rv0194 eine MDR-Pumpe in Mycobacterium Tuberculosis darstellt’®. Eine andere
Quelle bestatigt zudem eine erhdhte Resistenz gegeniiber Isoniazid im Zusammenhang mit diesem
Transporter 72, Dieselbe Arbeit von NARANG et al. zeigt, dass ein vermindertes Ansprechen von
Isoniazid auf M. tuberculosis Stamme ohne eine der bekannten Gen-Mutationen auf eine
Hochregulation spezifischer Effluxpumpen zuriickzufiihren ist 2, was die Rolle von MDR-Pumpen fiir
die Resistenzentwicklung betont. Rv1218c—-Rv1217c exprimieren einen Transporter, welcher sich aus
den in Tabelle 3 genannten Bestandteilen zusammensetzen kénnte. Eine Uberexpression dieser Gene
in klinischen Mycobacterium tuberculosis Isolaten aus China, welche mindestens fiir zwei der
Standardtherapeutika Resistenzen aufwiesen, zeigten einen Zusammenhang zwischen der Aktivitat
dieses Effluxpumpen Komplexes und der verminderten Wirksamkeit von Rifampicin und Isoniazid ©7..
Rv1218c alleine scheint zudem fiir den Export von chemisch unterschiedlichen Substanzklassen wie
Novobiocinen, Biarylpiperazine, Pyridine, Bisanilinopyrimidine, Pyrazole und zum Teil fiir Pyrazolone
eine Rolle zu spielen 8. In dem Zusammenhang sei nochmal auf das zuvor erwdhnte, zugehéorige
Regulator-Gen Rv1219c hingewiesen. Weitere Untersuchungen wurden unter anderem fiir das Operon
drrA—drrB—drrC getatigt, wobei fiir drrA und drrB z.B. eine Resistenz durch den Efflux von Tetracyclin,
Streptomycin, Ethambutol und Chloramphenicol vermutet wird . Da die Proteine der ABC-Familie
nicht die einzigen relevanten Transportsysteme in Mycobacterium tuberculosis darstellen, wird auf

eine Auflistung der restlichen bekannten Mitglieder verzichtet.

2.2.1.b. Major facilitator superfamily (MFS)

Diese Familie stellt die groBte und mannigfaltigste Superfamilie der sekundéren Transporter dar,
welche im Gegensatz zur ABC-Familie ihre Energie aus dem Protonengradienten beziehen ©% %1,

Ungefahr ein Viertel aller bekannten Membran-Transport Proteine der Prokaryoten gehéren zu dieser
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Familie ®?. Grundsétzlich kann in 3 verschiedene Arten von Mechaniken unterschieden werden, dazu
zahlen Uniporter, Antiporter und Symporter. Letzterer transportiert ein Substrat und ein Co-Substrat,
z.B. Protonen in dieselbe Richtung, das Gegenstiick dazu bildet der Antiporter. Bei einem Uniporter

passiert ein Substrat das Transport-Protein alleine (Abbildung 12) 9% 93941,

Antiporter Symporter Uniporter

Cytoplasma- ; ; ; i

membran

@: Substrat; @: Co-Substrat
Abbildung 12: Schematische Darstellung von Antiporter, Symporter und Uniporter
Der Mechanismus impliziert, dass bei einem Uniport nur entlang des Konzentrationsgefalle des
Substrats transportiert werden kann, wahrend die anderen beiden Pumpen die Protonen-motorische
Kraft (PMF: proton-motive-force) ausnutzen kénnen, um entgegen des Gefille zu arbeiten 4. Die
raumliche Proteinstruktur scheint fur alle 3 Transporter-Arten dhnlich zu sein, sodass grundlegende
Eigenschaften der MFS-Familie formuliert werden kénnen 4. In der Regel bestehen die Proteine aus
12 - 14 transmembrandren a-Helices (TMS: transmembrandre Segmente), wobei diese in zwei
Domanen dhnlicher GréRe organisiert sind % % %1, Wie bei den anderen Familien, verfiigen auch die
Transporter vom MFS-Typ Uber bestimmte konservierte Abschnitte, die sie charakterisieren und
identifizieren lassen, aber hier nicht weiter spezifiziert werden sollen . Ein ilteres, akzeptiertes
Modell des eigentlichen Transportmechanismus ist das , Rocker-Switch” - Modell (Abbildung 13,
Folgeseite).Es geht von einem Protein aus, welches auf der einen Membranseite in einer offenen
Konformation vorliegt, wahrend die andere Seite verschlossen ist. Durch Bindung des Substrats an
spezifische Aminosdurereste in der offenen Region wird eine Konformationsdanderung bewirkt, welche
eine Rotation der starren, porenbildenden Domanen auslost und den gebundenen Stoff auf der

anderen Seite freigibt °°.
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Rocker-Switch Mechanismus

Cytoplasma

TMD's: Transmembrandre Doméanen; @: Substrat

Abbildung 13: Schematischer Ablauf des Rocker-Switch Mechanismus
Substratbindung soll durch Substrat-Aminosaurereste-Interaktion und Salzbriicken-Bildung zur
Konformationsanderung (Rotation) fiihren, die den Stofftransport ermoglicht.

In Anlehnung an: SLoTBOOM, nature reviews microbiology, 12 (2), 2014, S. 84 °®, mit freundlicher Genehmigung
von Macmillan Publishers Ltd.

Bestatigung des Mechanismus wird in der nachgewiesenen Interaktion von Substrat und Binde-Region
und in der Ausbildung spezifischer Salzbriicken gesehen ¥, Réntgenstrukturen einiger bekannter
Transport-Proteine zeigen jedoch auch einen Zwischenzustand, in dem eine beidseitig geschlossene
Konformation mit Einschluss des Substrats auftritt, welche dieses starre Modell nicht vorsieht 4.
Neuere Erkenntnisse anhand dieser Rontgenaufnahmen postulieren ein anderes, flexibleres Modell,

welches sich besser an die beobachteten Ereignisse angleicht (Abbildung 14).

Clamp-and-Switch Mechanismus

Cytoplasma-
membran

Cytopl .
ytoplasma Clamping

Switching

Cytoplasma-
membran

Cytoplasma

TMD's: Transmembrandre Doméanen; @: Substrat

Abbildung 14: Schematischer Ablauf des Clamp-and-Switch Mechanismus

Substratbindung 16st die Anderung in eine geschlossene, zu einer Seite ausgerichteten Konformation aus
(,,clamping”). Nach Rotation der Domane (,,switching”) wird das Substrat entlassen und der Prozess kehrt sich
um. Das Modell ist vereinfacht fiir einen Uniporter mit symmetrischen Proteinanteilen beschrieben. Die
Ubertragung auf Sym- und Antiporter ist jedoch méglich, wobei zu beachten ist, dass eine
Konformationsanderung nur durch Bindung des Substrats und eines Co-Substrats moglich ist.

In Anlehnung an: QUISTGAARD et al., nature reviews molecular cell biology, 17 (2), 2016, S. 129 4,
mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd.

QUISTGAARD et al. stellen dieses als , Clamp-and-Switch“-Mechanismus bezeichnete Modell in ihrer

veroffentlichten Arbeit (Jahr 2016) vor. Demnach werden 4 Konformationen beschrieben, welche die
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Zwischenzustande miteinschlieSen, in dem sich die porenbildenden Helices zu einer geschlossenen

Struktur verbiegen (,,clamp“) und denen sich die Rotation der Domanen anschlieRt (,,switch*) B4

MFS-Transporter in Mycobacterium tuberculosis

In einer dhnlichen Weise wie die Arbeitsgruppe um BRAIBANT et al., unternahmen Ross! et al. im Jahr
2002 den Versuch, die heute bekannten Effluxpumpen vom MFS-Typ anhand des Genoms von
Mycobacterium tuberculosis zu identifizieren °1, Sie beschrieben nach ihren Analysen 16 potentielle
MFS-Transporter, welche auch Proteine aufweisen, die aus 9 - 11 und 15 TMS aufgebaut sind °>'. Motiv
C, eine der konservierten Sequenzen, stellt ein Charakteristikum fiir Antiporter dar und konnte in allen
gefundenen Pumpen zugeordnet werden. Sie postulierten, dass dieses Motiv daher fir die Protonen-
Bindung essentiell zu sein scheint > Nach gegenwirtigem Kenntnisstand sind fiir 10 der 16
Transporter erhohte MHK bei gangigen antituberkulésen Mitteln beschrieben, sodass sie relevante
Effluxpumpen darstellen. Die Expressionsprodukte der Gene rpoB und gyrA stehen in einem
gesicherten Zusammenhang mit Resistenzentwicklungen bei Rifampicin und manchen Fluorchinolonen
(vgl. Tabelle 2). Bei einem isoliertem MDR-Bakterien-Stamm konnte trotz vorliegender Mutationen
dieser beiden Gene unter Einwirken von Rifampicin und Ofloxacin eine erhdhte Expression des Gens
Rv1258c beobachtet werden, welches fiir eine Efflux-pumpe codiert °”). Ahnliche Ergebnisse erzielten
JIANG et al., wobei ein Stamm mit denselben Mutationen die Uberexpression von Rv1258c und Rv1410c
bei Isoniazid und Rifampicin Stress ausloste °8. Auch in der Resistenz gegeniiber B-Laktamen und
Tetracyclin soll Rv1258c involviert sein > 1% Friih wurde entdeckt, dass dieses Protein seine Energie
aus der protonenmotorischen Kraft bezieht, da der Entkoppler Carbonylcyanid-m-chlorpenylhydrazon
(kurz: CCCP) die Funktion durch Stérung des Protonengradienten einschrinkte [, Rv1410c, ein
weiteres Mitglied der MFS-Familie, férdert Resistenzen gegeniiber Isoniazid und Rifampicin 7% %8,
sowie Streptomycin und Tetracyclin *°, Es konnte gezeigt werden, dass zur vollen Funktionalitét ein
Oberflachen-lipoprotein LprG nétig ist %2, Beide sollen zusétzlich fiir das Uberleben des Organismus
wahrend der Infektion essentiell sein [1°2), Eine Gruppe um ZHANGA et al. fand heraus, dass Rv0191 und
3 weitere Transportproteine anderer Familien Pyrazincarbonsaure, die aktive Form von Pyrazinamid,
binden %, Bei Uberexpression dieser Gene konnte die Wirkung von PZA durch Hemmung mit

Reserpin und Verapamil wieder hergestellt werden (103,
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2.2.1.c. Small multidrug resistance (SMR) family

Die Vertreter werden wegen der Aminosauren von ca. 100 - 140 Kettenldange in der small multidrug
resistance family zusammengefasst [1°4, Sie bestehen i.d.R. aus 4 transmembraniren a-Helices mit
kurzen hydrophoben Loops, weswegen auch angenommen wird, dass die Proteine nur in oligomeren
Strukturen als funktionelle Transporter fungieren kénnen 1%, Im Vergleich mit den anderen
genannten Familien, ist das natlrliche Substratspektrum auf lipophile Substanzen, hauptsachlich
quartire Ammoniumverbindungen begrenzt [1°4, Wie die Mitglieder der MFS-Familie, beziehen jedoch
auch sie ihre Energie aus dem Protonengradienten, was sie zu sekundar aktiven Transportern macht
[104-106] Der Mechanismus der Substrattranslation ist hier nicht vollends geklart, BAY et al. (2008) fassen
in ihrem umfangreichen Review Uber die SMR-Familie 8 verschiedene etablierte Modelle zusammen,

deren Beschreibungen nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit sein soll [1%,

SMR-Transporter in Mycobacterium tuberculosis

Im Zusammenhang mit Resistenzentwicklungen bei Mycobacterium tuberculosis spielt diese Protein-
Familie eine untergeordnete Rolle. Lediglich ein Transporter ist immer wieder im Fokus diverser
Arbeiten, dabei handelt es sich um Rv3065, welcher auch unter der Bezeichnung mmr des codierenden

Gens bekannt ist [105-108]

Eine frihe Veroffentlichung (1998) untersuchte dieses Gen im
Zusammenhang mit dem Efflux verschiedener Substanzen und deckte unter anderem fir
Tetraphenylphosphonium (TTP), Ethidiumbromid, Erythromycin, Acriflavin und Safranin O einen
Export-Mechanismus auf %!, Die Hemmung dieses Transporters durch CCCP bestitigt wieder die
Zugehdrigkeit zu einer Familie, welche die protonenmotorische Kraft als Energiequelle nutzt %8, |n
den letzten Jahren war mmr immer wieder in der Resistenzvermittlung gegeniiber antituberkuldsen
Mitteln beschrieben worden. Dabei zeigten sich teilweise gegensitzliche Beobachtungen (vgl. 105 107]
mit (%)), die jedoch MutmaRungen iiber die Funktion dieses Gens anstellen lassen. So wurde in den
ersten beiden Quellen eine Uberexpression im Zusammenhang mit anderen Genen nach Einwirken von
Isoniazid beschrieben und mmr als potentielle Effluxpumpe beschrieben 1> 1971 Eine jiingere Arbeit
von RODRIGUES et al. testete die Wirksamkeit von INH auf Bakterien-Stimme mit Uberexpression,
keiner Expression des Gens und dem Wild-Typ H37Rv von Mpycobacterium tuberculosis und
beobachtete keine nennenswerten Unterschiede in den genannten Gruppen 1% Vielmehr wird
angenommen, dass der allgemein medikamenteninduzierte Stress auf einen Organismus spezifische

t 1% Griinde fur solche

Kompensationsmechanismen je nach individuellem Genotyp einleite
Regulationsprozesse werden fiir Isoniazid z.B. in den zellwandschadigenden Eigenschaften und der
Entstehung toxischer Metabolite gesehen, welche eine erhthte(n) Aktivitat/Stress verschiedenster
Gene in Tuberkulose Bakterien ausldsen. In diesem Zusammenhang ist fir das Verstandnis von

Resistenzphdanomenen unerldsslich, zu unterscheiden, ob ein potentieller Efflux-Transporter
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tatsachlich aufgrund des Wirkstoffs oder der begleitenden, oft Zell-schadigenden Effekte hochreguliert
wird. Natirlich kann ebenso die Hemmung einer Pumpe, die toxische Nebenprodukte oder
entstandene Defekte zum Selbstschutz entfernt, die Wirkung des urspriinglich verabreichten Agens

somit verstarken.

2.2.1.4d. Resistance-nodulation-division (RND) family

lhrem hauptsachlichen Vorkommen in gramnegativen Bakterien Rechnung tragend, treten die
Transporter der RND-Familie immer gepaart mit zwei weiteren Proteinen auf 1%, Durch ein outer
membran factor (OMF) und ein periplasmatisches Protein (membran fusion protein: MFP) wird der
Export von Substanzen vom Cytosol bis lber die duRere Zellwand erméglicht . Fiir einige
Modellorganismen, wie z.B. Escherichia coli, ist eines dieser drei Komponenten-Systeme, AcrAB/TolC,
aufgekldrt worden 1+ 110 So bildet AcrB den eigentlichen RND-Transporter, wihrend AcrA das MFP
und TolC das OMF bildet ¥ 119 Versuche mit inaktivierten Genen, welche die beiden zusatzlichen
Proteine kodieren, zeigten, dass das System durch Ausfall einer dieser Proteine seine Funktion verliert
(1091 Es wird diskutiert, dass das Transportsystem seine Substrate sowohl aus dem Zellinneren als auch
aus dem Periplasma aufnehmen und ausschleusen kann 1%, Die Struktur des RND-Proteins wird i.d.R.
aus 12 transmembrandren Abschnitten gebildet, als sekundar aktive Systeme, beziehen auch sie ihre
Energie aus dem Protonengradienten 71097111l Dje Substrate sind haufig lipophile Substanzen 1], die
mit der Funktion der Zellwand assoziiert werden [*Y, Eine Arbeitsgruppe um PEREZ et al. fand heraus,
dass das Transporter-Protein zumindest in Mycobacterium tuberculosis erst durch Phosphorylierung
funktionstilichtig wird, in dem sie in Mutanten, welche die Kinase PknD nicht enthielten, keine Aktivitat

der Pumpen messen konnten 1,

RND-Transporter bei Mycobacterium tuberculosis

In genannter Art sind ca. 13 potentielle Transporter beschrieben % 8110 dabei werden sie alle mit
dem Namen ,mmpl” (mycobacterial membrane proteins, large) und einer nachstehenden Ziffer
benannt. Sie spielen ebenso wie die SMR-Transporter eine untergeordnete Rolle in der
Resistenzvermittlung bei Mycobacterium tuberculosis **°. MmpL7 (Rv2942) konnte als potentieller
Isoniazid Transporter nach Uberexpression in M. smegmatis erkannt werden, wahrend in gleichem
Versuch Ethambutol, Ciprofloxacin, Ofloxacin, Tetracyclin, Rifampin, Ethidiumbromid, Doxorubicin und
Tetraphenylphosphonium nicht beeinflusst wurden 7%, Weiterhin wurde von derselben Arbeitsgruppe
der Effekt von 3 Effluxpumpen-Inhibitoren getestet, wobei Reserpin und CCCP eine hemmende
Wirkung auf die Pumpenaktivitat zeigten, wihrend Verapamil wirkungslos blieb 7. Um Isoniazid als
Substrat des Transporters nachzuweisen, wurde mit Cis-markierter Substanz gearbeitet und der

Beweis erbracht "%, Diese Ergebnisse stehen auf dem ersten Blick im Widerspruch mit denen von
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DOMENECH et al., welche diese Effekte fiir Isoniazid nicht feststellen konnten [ Hier muss
differenziert werden, dass letztgenannter Arbeitskreis fir die Untersuchung den Modell-Organismus
H37Rv nutzte, wihrend PASCA et al. ihre Versuche in M. smegmatis durchfiihrten 7% |m Gegensatz
zu H37Rv, liegt in M. smegmatis das untersuchte Gen und damit auch das natirliche Substrat
Phthiocerol-Dimycocerosat der Pumpe nicht vor, sodass keine konkurrierenden Transportprozesse
ausgewertet werden koénnen %, Die Beurteilung, ob mmpl7 ein wichtiger Faktor in der
Resistenzvermittlung gegeniiber Isoniazid in klinisch relevanten pathogenen Stammen darstellt, ist

somit nicht einfach zu treffen.

2.2.2. AbschlieBende Betrachtung und Zusammenfassung

Wie in den vorangegangenen Abschnitten deutlich geworden ist, kann eine Bezug einer Resistenz zu
einer Transporter-Aktivitdt nicht immer korrekt hergestellt werden. Oft sind die beschriebenen
Pumpen in vielerlei Prozesse involviert, welche von der eigentlichen Wirkstoff-Ausschleusung, der
Entfernung toxischer Metabolite, kompensatorischen Mechanismen, bis hin zum Export von
geschadigtem Zellmaterial durch den Einfluss der antibiotischen Therapie reichen 7% 1061101 Bej der
Frage nach den resistenzvermittelnden Prozessen durch den Einfluss spezifischer Transporter muss
zudem bericksichtigt werden, ob die Methode fiir die Klarung der Problemstellung geeignet ist und
ob der untersuchte Stamm genligend Rickschllsse fiir eine Verallgemeinerung zuldsst. Um einen
Uberblick iiber die erwdhnten und weiteren, nicht genannten Effluxpumpen zu gewinnen, ist
nachfolgende Tabelle bestimmt (Tabelle 4, Folgeseite). Anhand der zitierten Quellen wurde eine
Ubersicht erstellt, welche die Grundlange fiir die spitere Beurteilung der Ergebnisse und der
Diskussion bieten soll. Dabei soll noch einmal darauf hingewiesen werden, dass die genannten
Wirkstoffe und Transporter in den meisten Fallen lediglich im Zusammenhang mit dem Phianomen

einer Resistenz beschrieben wurden.
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Tabelle 4: Tabellarische Zusammenfassung beschriebener und weiterer Effluxpumpen

Familie

ABC

MFS

SMR

RND

Rv-Nummer (Gen-Name)
Rv0194

Rv0933 (pstB)
Rv1218c—-Rv1217c
Rv1458c—Rv1457c—Rv1456¢
Rv2688c—Rv2687c—Rv2686¢

Rv2936-Rv2937-Rv2938
(drrA-drrB-drrC)

Rv1819c (bacA)
Rv1273c—-Rv1272c
Rv2136¢

Rv1634

Rv1250

Rv1258c (Tap-like)
Rv1410c (P55)
Rv2846c (efpA)
Rv0849

Rv2333c (stp)
Rv0191

Rv1877

Rv2459 (jefA)

Rv3065 (Mmr)

Rv2942 (mmpl7)

Im Zusammenhang mit einer Resistenz beobachtete Wirkstoffe
Isoniazid 72, B-Laktame 8%, Streptomycin %), Ampicillin[®®!
Isoniazid 72, Rifampicin (217

Isoniazid 7% Rifampicin 7}, B-Laktame !

Isoniazid ¢, Rifampicin %€, Streptomycin ¢!, Ethambutol 1!
Ciprofloxacin (%]

Tetracyclin %, Streptomycin %, Ethambutol ], Rifampicin [212],
Isoniazid (drrA) 112

Isoniazid %8
Isoniazid 72

Isoniazid ©°!

Isoniazid 72112, Rifampicin 1%, Ciprofloxacin !

Isoniazid 72!

Isoniazid 8!, Rifampicin %7 %81 Ofloxacin ©7, Tetracyclin [
Isoniazid 7% %8 Rifampicin 8, Streptomycin*®Y, Tetracyclin 10U
Isoniazid [7% 112, 114]

B-Laktame 1

Tetracyclin
Pyrazincarbonsaure/Pyrazinamid %!

Tetracyclin ', Erythromycin 4, Novobiocin ***, Kanamycin 14

Isoniazid 112 1131 Ethambutol 113!
Isoniazid 10571981 Erythromycin('®®!, Acriflavin [108]

Isoniazid 7%

Bekannte Inhibitoren

Reserpin [

Reserpini**®!, cCCP1*®] Verapamil**!

Reserpin!®!, Verapamil &

CCCP 12991 yerapamil ¢!

Verapamil 72, cccp’?

Verapamil 18

Verapamil®] Reserpin!*®3!

Verapamil 1181, cccp!toe!

Reserpin [, cccp 70

Abkiirzungen: CCCP: Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon
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2.3. Inhibitoren von Effluxpumpen und deren Entwicklungsstand

In diesem Kapitel sollen die Ansdtze der Hemmung, die derzeit diskutierten Substanzen im
Zusammenhang mit der erganzenden Therapie der Tuberkulose, sowie der Bezug zur vorliegenden

Arbeit vermittelt werden.

2.3.1. Ansatze der Effluxpumpen-Hemmung und der Einsatz von Inhibitoren

Inhibitoren bezeichnen grundsatzlich Substanzen, die ganz oder teilweise hemmend auf einen Prozess
wirken 1%, Dabei kénnen im biochemischen Sinne enzymatische Reaktionen, Rezeptoren und
Transportsysteme reversibel oder irreversibel beeinflusst werden 12!, Besonders die Hemmung der

Pumpenaktivitdt soll hier im Vordergrund stehen und dabei werden folgende, in Abbildung 15

genannten Ansatze diskutiert 1211221,

Ansatzpunkte inhibitorischer Substanzen
an bakteriellen Transportern

<—| (Antibiotika Modifikation) |
<—| Energiestoffwechsel |

- Trans-
Cytoplasma <—| Transporter Zusammenbaul

membran porter
<—| Expressionsratenmodulation |

AB: Antibiotikum <—| kompetitive Substrathemmung |

Abbildung 15: Ansatzpunkte inhibitorischer Substanzen an bakteriellen Transportern

Die Modifikation von bereits etablierten Wirkstoffen mit dem Ziel, Effluxpumpen zu umgehen, seien
hier erwahnt, stellen aber keine direkten Inhibitoren dar und sind daher nicht Gegenstand der
Diskussion. Der Mechanismus der unter anderem in dem vorangegangenen Kapitel und der in Tabelle
4 genannten Inhibitoren ist nicht endgtltig geklart und da ein Effluxpumpen-Inhibitor implizieren
wirde, dass hier konkurrierende und nicht-konkurrierende Substratbindungsprozesse am Transporter
stattfinden, sollte besser allgemein von Effluxpumpen-Modulatoren gesprochen werden. Die

Bezeichnung Effluxpumpen-Inhibitor (EPI) hat sich jedoch durchgesetzt.
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Thioridazin

H3C\O .
Verapamil

Abbildung 16: Diskutierte Inhibitoren Verapamil, Thioridazin und Reserpin

Derzeit diskutierte Inhibitoren im Zusammenhang mit der Therapie der Tuberkulose sind Verapamil &

115, 1231 Reserpin [11% 123, 1241 ynd die Phenothiazine, darunter insbesondere Thioridazin 25712
(Abbildung 16). Das in der vorangegangenen Tabelle erwdhnte Carbonylcyanid-m-
Chlorophenylhydrazon (CCCP) stellt eine Substanz dar, welche aufgrund der zytotoxischen
Eigenschaften ausschlieRlich im Labor genutzt wird und voraussichtlich keine klinische Verwendung
erfahren wird 23, Als Entkoppler der protonenmotorischen Kraft (PMF) kann sie zu den Stoffen gezihlt
werden, die den Energiestoffwechsel und damit die Funktion verschiedener davon abhangiger
Transporter negativ beeinflussen, ebenso sind direkte Effluxpumpen-hemmende Eigenschaften
berichtet worden ], Da die toxischen Effekte mit Schadigung der Zellwand bis hin zum Zelltod die
Vitalitat des zu testenden Organismus beeintrachtigen, ist eine qualitative Aussage zu synergistischen
Effekten in Kombination mit Antibiotika schwer zu treffen 2. Das Phenylalkylamin Verapamil ist ein
Calcium-Kanal-Blocker, der in der Behandlung von Herz-Kreislauf Erkrankungen wie der Hypertonie
eingesetzt wird 3%, Es ist ein bekannter Inhibitor von humanem P-GP [?! und zeigt auch bei
Mykobakterien eine Wirkung in der Hemmung von Effluxpumpen, was nicht zuletzt durch die
Verwandtschaft prokaryotischer und eukaryotischer Transporter erklart werden kann 3!, Eine Arbeit
von AMARAL et al. vergleicht bakterielle und humane MDR-Transporter und nennt die partielle
Homologie der Membranproteine als Griinde fiir vergleichbare Hemmstoff- und Substratprofile 34, In
einer Versuchsreihe von MACHADO et al. wurde in einem Ethidiumbromid-Essay, welcher zur
Beurteilung der Effluxpumpen-Aktivitdat dient, nachgewiesen, dass sowohl Verapamil, als auch
Flupenthixol, Thioridazin, Chlorpromazin und Haloperidol die Akkumulation von Ethidiumbromid in der
mykobakteriellen Zelle férdern, was einer Hemmung bestimmter Transporter gleichkommt 132, Wie
die Literatur aus Tabelle 4 belegt, existieren eine Reihe Nachweise flr eine inhibitorische oder

modulierende Wirkung von Verapamil [6% 789,103,106, 115,118] 'Fina andere, praxisnahere Arbeit von GUPTA
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et al. untersuchte die Therapie der Lungentuberkulose in einem Mausmodell (C3HeB/Fel) unter der
Standardmedikation und unter Hinzunahme von Verapamil !, In einem microplate Alamar blue assay
bestimmten die Autoren zunichst die minimale Hemmkonzentration des Calcium-Kanal Blockers ),
Um die Eigenwirkung gering halten zu koénnen, wurde die Halfte der MHK von Verapamil in
Kombination mit den Standards eingesetzt. Hier konnte beispielsweise fiir Rifampicin im Vergleich mit
der alleinigen Gabe der doppelte Wirkstoffspiegel im Bakterium beobachtet werden, der auf den
synergistischen Effekt mit Verapamil zuriickgefiihrt wird ©°. In der Zusammenfassung wird
beschrieben, dass im Vergleich mit der Standardtherapie die Gesamttherapiedauer bei kombinierter
Verabreichung um 2 Monate von 6 auf 4 Monate reduziert werden konnte *°!. Wie vorangegangene
zitierte Arbeiten belegen, sind neben den Effluxpumpen hemmenden Eigenschaften auch bakterizide
Wirkungen erreichbar, welche jedoch auBerhalb jeglicher therapeutischen Dosierung liegen und mit
toxischen Nebenwirkungen verbunden sind. Worin genau die inhibitorischen oder modulierenden
Effekte von Verapamil, Thioridazin und auch anderen lonen-Kanal-Blockern liegen, versuchte im
Weiteren die Arbeitsgruppe um MACHADO et al. zu ergriinden 32, In niedrigeren Konzentrationen
hemmen diese Substanzen unter anderem durch die Calcium-Kanal Modulation davon abhadngige ATP-
Syntheseprozesse, welche als Energielieferanten fir die Funktion bestimmter Proteine, darunter
Transporter, essentiell sind [12>132] |n ihrer Versuchsanordnung konnte im Mykobakterium nach einem
Tag ein Absinken der ATP-Konzentration unter Einfluss der Inhibitoren gemessen werden 32, |n einem
weiteren Essay untersuchten sie den Effekt der Stoffe auf intrazellulare, phagozytierte Bakterien und
stellten fest, dass die lonen-Kanal blockierenden Eigenschaften zu einer Azidifizierung des Lysosoms
flhrte und damit indirekt eine immunmodulierende Wirkung bei Makrophagen ausloste. Die vorher
nicht dazu befihigten Immunzellen konnten dadurch den Erreger erfolgreich abtéten 1321, Es kann
zusammengefasst werden, dass von den betrachteten Substanzen Verapamil und das Phenothiazin
Thioridazin durch ihre lonen-Kanal-beeinflussenden Effekte den Energiestoffwechsel stéren, eine
inhibitorische Wirkung am Transporter selbst kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. In einer
weiteren Arbeit wurde das bezlglich der Calcium-Kanal blockenden Eigenschaften weniger aktive
Isomer R-Verapamil und der Metabolit Norverapamil in &hnlicher Weise getestet und kein
nennenswerter Unterschied zum Verapamil festgestellt 33, Die zu erwartenden geringeren
Nebenwirkungen solcher Abwandlungen sollten den Therapieverlauf begilinstigen und in Betracht
gezogen werden. Reserpin zdhlt zur Gruppe der Antisymphathotonika und wird in Ausnahmefallen
aufgrund seiner Noradrenalinspeicher-modulierenden Wirkung als blutdrucksenkendes Mittel
eingesetzt, wobei die Wirkung auf der Hemmung einer humanen Mg?* abhéngigen ATPase beruht 3%,
Wie auch Verapamil hemmt es das humane P-GP ?°l. |m Zusammenhang mit Mycobacterium
tuberculosis sind vergleichbare inhibitorische und immunmodulierende Ereignisse beschrieben

worden, welche hier nicht weiter diskutiert werden sollen 7% 889,103, 1151 ‘\Weijterhin wird versucht, die
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Expression der verantwortlichen Transporter zu hemmen, in dem z.B. spezifische Regulatorproteine
ins Visier genommen werden 1222 Dje Idee der Stérung der Transporter Zusammensetzung hat ihren
Ursprung in gramnegativen Bakterien, bei denen Mehrkomponenten-Proteine ein Kanal-System tber
die ganze Zellumhiillung ausbilden, z.B. AcrAB/TolC vom RND-Typ 1101211341 | etztere beiden Ansitze
sind bei Mykobakterien nach aktuellem Kenntnisstand nicht im Fokus der Forschung. Es kann fest-
gehalten werden, dass die Effektivitat von Antituberkulotika durch Effluxpumpen beeinflusst wird und
diese eine Rolle in der Resistenzentwicklung spielen. Der positive Einfluss von Hemmstoffen ist in
vielen Arbeiten belegt, muss aber noch durch praxisndhere Studien unterstiitzt werden und die
Anwendung in eine Form gelangen, die klinisch nutzbar ist. Damit eine Therapie von einem kiinftigen
Einsatz der EPI’s profitieren kann, muss weiter erdrtert werden, zu welchem Grad die einzelnen
Medikamente von Efflux betroffen sind. Das Nebenwirkungsprofil der Inhibitoren sollte, falls moglich,
geringgehalten werden und der Mehrwert einer Ko-Administration z.B. in der Reduzierung der

Therapiedauer belegt sein.

2.3.2. Der Einsatz von Dihydropyridinen (DHP)

Zunéchst stehen Dihydropyridine nicht im Vordergrund der Forschung neuartiger Wirkstoffe, die eine
Therapie der Tuberkulose unterstiitzen kénnten. Als Calcium-Antagonisten oder treffender Calcium-
lonen-Kanal Blocker wird zumindest die Verbindung zum wirkungsverwandten, im vorherigen
Abschnitt diskutiertem Verapamil hergestellt > 3% Nach der allgemeinen Charakterisierung von
Dihydropyridinen soll in den darauffolgenden Abschnitten der Zusammenhang zum (ibergeordneten

Thema hergestellt werden.

Charakterisierung von Dihydropyridinen und deren therapeutischer Einsatz

Grundstruktur der nach ihr benannten Klasse von Wirkstoffen bildet der zentrale 1,4-Dihydropyridin-

Ring. Erstes bekanntes Derivat mit therapeutischem Nutzen ist das Nifedipin (Abbildung 17) 2% 491301,

NO,
H-N
o H
— HﬁCC —{C0,CHs,
3 CO,CH,

Abbildung 17: Nifedipin mit Hervorhebung der markanten 1,4-DHP Grundstruktur
Der zentrale Ring liegt in der Wannenkonformation vor (Abbildung 17, rechts), der Aryl-Rest an C-4 in
einer axialen Stellung, die unter anderem durch die Ester an C-3 und -5 und den Substituenten am
Phenylrest bedingt wird 3% 135 Wie die Arbeit von GOLDMANN et al. 1991 hervorhebt, sind es die

sterischen Anordnungen, die mafigeblich zum therapeutischen Effekt beitragen, weniger der zentrale
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namensgebende Kérper 135, Durch Inversion am DHP-Ring kann der 4-Aryl-Ring in einer axialen oder
dquatorialen Stellung vorliegen. Bei Einfihrung asymmetrischer Ester-Gruppen entsteht ein
Chiralitatszentrum am C-4. Frithe Untersuchungen flihrten zu der Erkenntnis, dass die Stellung des
Aryl-Restes und die gebildeten Enantiomere durch verschiedene Ester maRgeblich die Aktivitdat am
Kanal beeinflussen (3%, So fiihrten Variationen des oben dargestellten Grundkdrpers zu Derivaten, die
umgekehrt Calcium-agonistische Effekte aufwiesen, welche aber keine therapeutische Verwendung
fanden 3%, Alle Dihydropyridin-Derivate, die derzeit verwendet werden, sind mit Ausnahme des
Nifedipins chiral “°l, Wie eingangs erwéhnt, gehéren die DHP’s neben den Phenylalkylaminen wie
Verapamil und dem Benzothiazethin Diltiazem zu den Calcium-lonen-Kanal Blockern, was ihrem
Einsatz in der Behandlung von Herz-Kreislauf Erkrankungen, insbesondere der Hypertonie gerecht wird

(19, 45, 130] ' pje drei genannten Typen unterscheiden sich neben der chemischen Struktur in ihren

Priferenzen fir unterschiedliche Calcium-Kanéale 2% 1301,

Die Dihydropyridine weisen eine hohere
Beteiligung bei der Hemmung von Transportern des L-Typs als die Nicht-Dihydropyridine auf 3%, Durch
den Einstrom von Calcium-lonen in die Zelle, welche unter physiologischen Umstdanden nur einen
Bruchteil der extrazellularen Konzentration ausmachen, werden davon abhadngige Prozesse aktiviert
(19, 491 " Darunter leistet die Verringerung der Kontraktilitit glatter GefiRmuskelzellen einen
wesentlichen Beitrag zur dilatierenden, blutdrucksenkenden Wirkung und begriindet den Einsatz der
Wirkstoffe [1 49130 'Alle Dihydropyridine werden {iber das Cyp-111A4 System verstoffwechselt, was bei
der Behandlung bzgl. potentieller Arzneimittelinteraktionen beriicksichtigt werden muss “°!. So
missen DHP-Dosen unter Therapie mit Rifampicin, einem Cyp-llIA4 Induktor, angepasst werden, da
sonst subtherapeutische Wirkstoffspiegel den blutdrucksenkenden Effekt gefahrden [“°!. Die Wirkung
und der Bindungsmodus der Dihydropyridine an Kanalen vom L-Typ ist weitestgehend aufgeklart. Der
Calcium Transporter besteht aus mehreren Einheiten, welche als as, a3, B, y und 6 bezeichnet werden,
wobei alle aktiven Substanzen an der aj-Untereinheit angreifen % 3%, Die Bindung sorgt fiir eine
Verminderung der Offnungswahrscheinlichkeit und infolgedessen zu einem geringeren Calcium-
Einstrom [1% 4% 1301 Als wichtige Struktur Merkmale fiir die Anlagerung an die Untereinheit sind eine
freie NH-Gruppe und eine strukturell kleinere Ester Funktion aufgrund der Interaktion mit bestimmten
Aminosauren der Bindungstasche und einer variableren. Daneben sind Elektronenakzeptoren am 4-
Phenylring aus sterischen Griinden in ortho- oder meta-Stellung préferiert 3%, Die aus dem
Bindungsmodus gewonnenen Erkenntnisse fiihrten zu der Entwicklung weiterer Dihydropyridine nach
dem Vorbild des Nifedipins mit verbesserten Wirkeigenschaften. Darunter seien beispielhaft
Nitrendipin, Felodipin und Isradipin der sogenannten zweiten mit asymmetrischen Ester-Funktionen

und Amlodipin sowie Lercanidipin der dritten Generation mit zusatzlich basischem Charakter in den

Seitenketten genannt % 4% 13% (Abbildung 18).
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Nitrendipin Amlodipin

Abbildung 18: Nitrendipin und Amlodipin als Vertreter der 2. und 3. Generation

Zusammenhang zum libergeordneten Thema - Modulation von Effluxpumpen

Wie auch fiir Verapamil, sind fiir Dihydropyridine verschiedenster Struktur P-GP modulierende
Eigenschaften beschrieben. So untersuchte schon friih ein Arbeitskreis um YOSHINARI et al. (1989) den
Effekt von Dihydropyridinen auf resistente murine Leukdamie-Zellen (P388) und beobachtete eine
Wiederherstellung der Wirkung der Zytostatika Adriamycin und Vincristin (3¢, was auf die Modulation
von Effluxpumpen schlieRen lasst. Ausgehend von Niludipin wurden hier Modifikationen an der 2,6-
Position des Rings durchgefiihrt (3¢, Im Jahr 1998 erfolgte eine Studie mit Strukturabwandlungen des
C-4 Restes, wobei die Ester-Funktion als Konstante durch einen 3,5-bispyridyl Propylester ersetzt
wurde 37!, Neben des ebenso begiinstigenden Effektes auf die Wirkung von Vincristin und Doxyrubicin
an resistenten P388-Zellen wurden Calcium-Kanal betreffende Eigenschaften der Derivate analysiert,
worin eine zunehmende strukturelle Entfernung von der Aryl-Struktur an Position 4 und die komplexe
Ester-Struktur mit einer Abnahme der lonen-Kanal Sensitivitit einhergehen 37, Diese Beobachtungen
sind im Einklang mit den eingangs erwdhnten Struktur-Wirkungs Beziehungen 3%, ZHou et al.
entwickelten 6 Jahre spater weitere Dihydropyridin- und Pyridin-Derivate und testeten ihre Effekte auf
die P-GP iiberexprimierende, resistente Zell-Linie MCF-7/adr 1*38, Asymmetrische Ester-Funktionen,
eine 2,6-Dimethyl-Struktur und verschieden substituierte 4-Phenyl-Reste charakterisieren diese
Verbindungen 38, Alle diese Arbeiten betonen, dass die Calcium-Kanal-Aktivitat nicht an der P-GP
modulierenden Wirkung beteiligt zu sein scheint, eine Reduzierung dieses Nebeneffektes ist aus
therapeutischer Sicht jedoch wiinschenswert (3639 Der Zusammenhang zwischen lonen-Kanal
beeinflussenden Therapeutika wie Verapamil und Thioridazin und einer mdglichen immun-
modulierenden und nicht auszuschlieBenden Effluxpumpen hemmenden Eigenschaft auf
Mykobakterien wurde im vorherigen Abschnitt diskutiert. Ebenso ist es anerkannt, dass Homologien
in Proteinsequenzen der Transportsysteme Riickschliisse auf vergleichbare Hemm- und Substratprofile
zwischen Eukaryoten und Prokaryoten ziehen lassen. Der Gedankengang, Dihydropyridine bei
resistenten Mykobakterien zu testen ist nicht neu und zum Einstieg in diese Thematik sollen bereits

vorhandene Arbeiten dazu kurz zusammengefasst werden.
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Dihydropyridine als antituberkulése Mittel?

Im Jahre 2001 entwickelte ein Arbeitskreis um DESAI et al. Derivate von Dihydropyridinen mit
Veranderungen in Position 3 und 5 des zentralen Ringes und zeigte antituberkuldse Aktivitdt dieser
Verbindungen auf %%, Statt der Carboxylester wurden hier Carboxamide mit verschiedenen Phenyl-
Substituenten eingefithrt 4%, Elektronenziehende Gruppen an der aromatischen Endgruppe
beeinflussen die Stabilitat der Sdaureamide, deren enzymatische Hydrolyse im Bakterium zum
eigentlichen Agens fiihren soll. Ebenso wird die Calcium-Kanal-Aktivitdt durch die Verdanderung der
Ester verringert 1% 141 Djeses Grundgeriist griffen spater noch weitere Arbeiten auf, wobei zusatzlich
eine Reihe neuer Substituenten an Position 4 des DHP-Ringes vorgestellt wurden 4172461 MAHNAM et
al. (2012) postulierten ein potentielles Target, in dem sie aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der
synthetisierten Dihydropyridine mit NADH den Enoyl-Acyl-Carrier InhA ins Visier nahmen 144, |m
Affinitats-Essay erzielten deren Carboxamide und zugehorige Ester sowie die Carbonsduren
miteinander vergleichbare Hemmeffekte. Dabei betonten sie, dass dieses Enzym nur der Anfang einer
Reihe von Testungen darstellt, und daneben durchaus andere Zielstrukturen vorliegen kénnen 41, Bei
den Substitutionen der Position 4 haben sich neben unterschiedlichen Arylen auch Heteroaryl-
Strukturen durchgesetzt 14% 143, 1451481 "qarunter das 1,3-Diphenyl-1H-pyrazol **8. Wohingegen alle
genannten Arbeiten NH-unsubstituierte Verbindungen thematisieren, gibt es auch wenige, welche die
Synthese und antimykobakterielle Eigenschaften von N-Aryl substituierten Dihydropyridinen
beschreiben. Dazu zdhlen eine Arbeit von MANVAR et al. (2010) und SONALI et al. (2013) (144149 | etztere
Arbeit beschreibt Ethyl-, die andere Methyl-Ester in Position 3 bzw. 5, dazu bei beiden verschieden
substituierte Phenyl und N-Phenyl-Reste. Die Darstellung erfolgte durch eine , Eintopfsynthese” aus
aromatischem Aldehyd, Anilin und Ethyl- bzw. Methylacetoacetat ' 14!, Wie all diese Arbeiten nahe-
legen sollen, gibt es Hinweise und Belege fir eine antituberkuldse Wirkung von Dihydropyridinen,
wobei ein bestimmtes Target bislang nicht identifiziert werden konnte. Eine Zusammenfassung der

erwdhnten Referenzen und deren Substanzen liefert Abbildung 19 auf der Folgeseite.
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Abbildung 19: Beschriebene Dihydropyridine mit antituberkulotischem Potential
Dihydropyridine, welche bisher auf ihre antituberkulotische Aktivitdt getestet wurden, ohne Anspruch auf
Vollstandigkeit. Es wurden iberwiegend symmetrische Ester-Funktionen (R*) verwendet.

Quellen in alphabetischer Reihenfolge: Amini et al. (2008) 4%, Desai et al. (2001) %%, Fassihi et al. (2009) 12431,
Iman et al. (2015) #5], Khoshneviszadeh et al. (2009) 471, Mahnam et al. (2012) **¥, Manvar et al. (2010) %44,
Sonali et al. (2013) *°, Trivedi et al. (2011) **¢], Zandhaghighi et al. (2017) 1461,
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2.4. Zielstellung der Arbeit

In der Therapie bakterieller Infektionen spielt die Resistenzentwicklung eine an Bedeutung
zunehmende Rolle fiir das Versagen gangiger Antibiotika [ (58], Das Entwickeln von Inhibitoren oder
Modulatoren der unter anderem dafiir verantwortlichen Effluxpumpen bietet hierbei einen
vielversprechenden Ansatzpunkt in der Behandlung mit bereits etablierten und effektiven
Medikamenten 911501 vijele Arbeitskreise beschaftigen sich derzeit mit mykobakteriellen EPI‘s, wobei
deren Angriffspunkte und Spezifititen nicht genau bekannt sind (7% [86l 1511531 - Ayfgrund von
Homologien bakterieller und humaner Transportproteine und der Erkenntnis, dass Inhibitoren des
humanen P-GP (ABCB1) auch artverwandte prokaryotische Pumpen hemmen kdnnen, ist der Gedanke
gereift, ihren Einsatz in der Therapie der resistenten Formen der Tuberkulose zu evaluieren 3%, Der
Einsatz von Verapamil, Thioridazin, Reserpin und anderen Vertretern als strukturell nicht verwandte
ABCB1-Hemmer und deren ebenso erwiesene Eigenschaft als antibakteriell wirkende Substanzen
begriindet eine Beteiligung von Effluxpumpen. Wie die vorangegangenen Abschnitte dargelegt haben,
zeigen Calcium-lonen-Kanal Blocker wie die Dihydropyridine ebenfalls eine P-GP Hemmung. Durch
Ersetzen der Ester-Gruppierung an Position 3 und 5 mit Carboxamiden unterschiedlichster Struktur
gelang man zu vielversprechenden Verbindungen, darunter haben sich vom Pyrazol abgeleitete
Grundkorper an C-4 bewahrt. Durch die Modifikationen konnte eine Minderung der Calcium-Kanal
Aktivitat erzielt werden, welche aus therapeutischer Sicht wichtig fiir die Reduktion von
Nebenwirkungen ist. Fir Dihydropyridine, die am Stickstoff des zentralen Ringes substituiert sind,
liegen nur wenige Daten vor. Nach derzeitigem Kenntnisstand beschreiben zwei Arbeiten die
antimykobakterielle Aktivitdit von N-Aryl-Verbindungen mit Ethyl- und Methyl-Estern an Position
3und 5 am Tuberkulose Laborkeim H37Rv. An diesem Punkt soll die vorliegende Arbeit mit der
Synthese von zwei Reihen neuartiger 1,4-Dihydropyridine abgebildeter Substitutionsmuster
anknlpfen (Abbildung 20). Die Aktivitdt der Verbindungen soll alleine und in Kombination mit
antituberkuldsen Wirkstoffen getestet und ausgewertet werden. Dazu soll vorab das Ausmald ihrer

Effluxpumpen-modulierenden Eigenschaften bei P-GP bestimmt werden.

o) Ry O o) Ry O
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Abbildung 20: Zielverbindungen der vorliegenden Arbeit
2,6-unsubstituierte (1 - 24) und 2,6-dimethylsubstituierte (25 - 48) 1,4-Dihydropyridine, wobei
R:1 und R, unterschiedliche, hier nicht weiter aufgefiihrte, aromatische Reste darstellen.
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3. Synthese und Strukturaufklarung der Verbindungen

3.1. Darstellung der 2,6-unsubstituiertenl,4-Dihydropyridine

3.1.1. Diskussion zum Mechanismus der Synthese

Die HANTzSCH-Dihydropyridin-Synthese geht von der Reaktion einer C-H-aziden Verbindung wie
Ethylacetoacetat mit einem Amin und Aldehyd aus. Diese Reaktionen fiihren jedoch zu
2,6-substituierten 1,4-Dihydropyridinen >* %51 Ziel dieser Arbeit bestand darin, sowohl 2,6-
Dimethylsubstituierte, als auch 2,6-unsubstituierte Derivate als Testkandidaten herzustellen.
CHEKAVICHUS et al. (1982) beschreibt in einer seiner Arbeiten eine Synthese, die Ethylpropiolat, eine
a,B-ungesattigte Carbonyl-Verbindung, mit Arylamin und aromatischem Aldehyd in Eisessig umsetzt
um die gewiinschten unsubstituierten 1,4-Dihydropyridine zu erhalten [, Folgender Reaktionsweg

(Abbildung 21) kann angenommen werden.
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Abbildung 21: Méglicher Reaktionsweg zur Synthese der 2,6-unsubstituierten 1,4-Dihydropyridine
Nachfolgende Abbildungen zum Reaktionsmechanismus zeigen vereinfachend die Umsetzung von
Benzaldehyd und Anilin mit Ethylpropiolat. CHENNAT et al. (1975) postulierte, dass die Reaktion mit
einer Addition des Amins an Ethylpropiolat beginnt um das resultierende Aminoacrylat A zu bilden 7],
Der Carbonsdureester als elektronenziehende Gruppe férdert den elektrophilen Charakter der
Dreifachbindung und lasst einen sdurekatalysierten nukleophilen Angriff des Arylamins wie in

Abbildung 22 gezeigt zu. Das intermediar gebildete Allen wird unter Delokalisierung der positiven
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Ladung hin zur Carbonyl-Gruppe zum stabileren, konjugiertem Enamin isomerisieren. Durch

nachfolgende Deprotonierung kann Verbindung A dargestellt werden.
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Abbildung 22: Reaktionsmechanismus zur Bildung von Aminoacrylat A
AnschlieBend reagiert das Enamin A mit einem Molekiil aromatischen Aldehyds zur Struktur B 1157158,
Das freie Elektronenpaar des Stickstoffs im Enamin ist delokalisiert, sodass die in Abbildung 23 (oben
rechts) gezeigten mesomeren Grenzstrukturen denkbar sind. Hieraus wird ersichtlich, dass der
a-Kohlenstoff in Nachbarschaft zur Carbonyl-Gruppe als Nukleophil am elektrophilen Aldehyd
angreifen kann. Dem Bestreben nach Ladungsausgleich folgend wird das gebildete Zwischenprodukt
Uber Umlagerung eines Wasserstoffatoms zur Hydroxyl-funktion letztlich Wasser abspalten. Nach

weiterer Abgabe eines Protons und Ausbildung einer Doppelbindung lasst sich Verbindung B

darstellen.
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Abbildung 23: Reaktionsmechanismus der Reaktion von Enamin A mit Benzaldehyd zu Verbindung B
Im néchsten Schritt wird ein weiteres Molekiil A nukleophil iber den a-Kohlenstoff die soeben

gebildete Verbindung B an der elektrophilen Doppelbindung angreifen (Abbildung 24). Durch

Delokalisierung der negativen Ladung hin zum Imin-Stickstoff und Protonenibertragung findet ein
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Ladungsausgleich statt. Das verbleibende Imin kann ebenso zum Enamin isomerisieren und es wird das

Divinylmethan-Derivat C erhalten %8,

Abbildung 24: Reaktion von Enamin A mit B zu Verbindung C
YANG et al. (2010) beschreiben die Bildung von Verbindungen des Typs C als Schliisselschritt in der
Synthese dieser 1,4-Dihydropyridine. In einem separaten Versuch setzten sie ein isoliertes

Divinylmethan analog C mit und ohne aromatischen Aldehyd um. Im Vergleich zu der Reaktion ohne

Aldehyd, erhéhte sich die Ausbeute des 1,4-Dihydropyridins 18, Es /@
. . X
wird angenommen, dass das nach dem Ringschluss abgespaltene @/\N
Arylamin (Abbildung 26, Folgeseite) durch Reaktion mit dem Uber-
schiissigen Aldehyd unter Bildung des in Abbildung 25 gezeigten Imins  Abbildung 25: Zwischenstufe
des Imin

abgefangen wird und das Gleichgewicht zu Gunsten des Endproduktes
verschiebt. Der Ringschluss findet unter nukleophilem Angriff eines der Stickstoff-Atome an eine im
Molekiil gegenliberliegende Doppelbindung statt (Abbildung 26, Folgeseite). Aus dem intermediar

gebildeten Aminal D geht unter Abspaltung eines Anilinderivates das gewiinschte Produkt hervor 8

(15 \Wihrend den praktischen Arbeiten konnten bei routinemiRiger massenspektrometrischer
Verlaufskontrolle des Reaktionsansatzes die Verbindungen A, B und das Imin (Abbildung 25) bei allen

Synthesen zugeordnet werden, was den Reaktionsverlauf in der Form bestatigt.
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Abbildung 26: Ringschluss zu Verbindung D und Eliminierung des Arylamins zum 1,4-Dihydropyridin

Ziel der Synthese (2,6-unsubstituierte Dihydropyridine)

Es sollte eine reprasentative, strukturell vergleichbare Reihe der 2,6-unsubstituierten 1,4-
Dihydropyridine erstellt werden. Als Modellsubstanz wurde die Reaktion aus Benzaldehyd,
Ethylpropiolat und Anilin ausgewahlt, aus der sich alle anderen Verbindungen dieser
2,6-unsubstituierten Klasse ableiten. Modifizierungen fanden demnach nur im N-Phenyl und Phenyl-
Abschnitt des Molekiils statt, was sich durch die Verwendung verschiedener Aniline und aromatischer
Aldehyde realisieren lieR. Zum Einsatz kamen 3-und 4-Methoxyanilin, 2- und 3-Toluidin und
2- und 3-Chloranilin. Neben Benzaldehyd wurde bei den Aldehyden 3-, 4-Methoxybenzaldehyd,
3,4-Dimethoxybenzaldehyd, 3-Benzyloxybenzaldehyd und ein Diphenyl-substituierter Pyrazolaldehyd

verwendet. Folgende Tabelle soll eine Ubersicht des Syntheseplans darstellen.

Tabelle 5: Synthetisierte 2,6-unsubstituierte 1,4-Dihydropyridine

S ULt o5 °
e =oat =t
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Die Synthese mit den meta-substituierten Anilinen 3-Methoxyanilin, 3-Toluidin und 3-Chloranilin blieb

erfolglos, auf die Schwierigkeiten wird im nachsten Abschnitt eingegangen.

3.1.2. Synthese der Zielverbindungen, Problemstellungen und Losungen

Die ,Eintopfsynthese” aus aromatischem Aldehyd, substituiertem Anilin und Ethylpropiolat mit Eis-
essig als Katalysator war schnell und unkompliziert durchfiihrbar. Die Reaktionszeiten beliefen sich auf
wenige Stunden bis wenige Tage. In Abhadngigkeit von den verwendeten aromatischen Aldehyden und
Anilinen ergaben sich jedoch groRe Differenzen in den Ausbeuten bis hin zur Erfolgslosigkeit bei
meta-substituierten Anilinen. Verantwortlich hierfir sind elektrochemische Besonderheiten der
Tabelle 6: Vergleich der Aniline Edukte. Die Methoxy-Gruppe im 4-Methoxyanilin erhéht
(2,6-unsubstituiert, Synthese)
durchihren +M-Effekt die Elektronendichte im Aromaten,
insbesondere in ortho- und para-Position, sodass hier die

Nukleophilie des Stickstoffes erhoht und die Reaktion

beglinstigt wird (Tabelle 6). Mit durchschnittlichen

Ausbeuten (ber 50% fiur die Derivate mit ortho-

Methoxyanilin grenzt sich diese Verbindungsklasse

R

deutlich von den Anderen ab. Aufgrund des
Nr. -R Ausbeute [%]  desaktivierenden Effektes des Chlor-Substituenten auf
> -H 31,66 den Anilin-Stickstoff sind hier erwartungsgemald
6 SAE0E) 52,86 geringere Ausbeuten zu verzeichnen, der Effekt der
7 -2-Methyl 40,00

Methyl-Gruppe in den Toluidinen ist vernachlassigbar.
8 -2-Chlor 19,63

Flr das Scheitern der Darstellung von meta-substituierten Anilinen konnen ebenfalls elektrochemische
Eigenschaften verantwortlich sein, der Hauptgrund muss jedoch woanders gesucht werden. In der
Kontrolle des Reaktionsverlaufes konnte mittels massenspektrometrischer Untersuchung eine Masse
gefunden werden, die weder dem Produkt, den Edukten oder etwaigen
Zwischenprodukten zugeordnet werden konnte. Allerdings lasst sich die
Masse mit dem aus Ethylpropiolat, aromatischen Aldehyd und
substituiertem Anilin gebildetem Chinolin-Derivat zuordnen (Abbildung

27). Eine Arbeit von S. KIKUCHI et al. (2007) beschreibt eine neuartige

Synthese zur Herstellung von 2,3-disubstituierten Chinolinen mittels

Drei-Komponenten Eintopfsynthese unter Verwendung von meta- und  Abbildung  27:  Médgliche
Struktur eines der Chinoline

para-substituierten Anilinen, aromatischem Aldehyd und

Ethylpropiolat. Zuerst soll eine Kondensationsreaktion aus Anilin und aromatischem Aldehyd zum Imin

(Abbildung 25) stattfinden, woraus sich im Anschluss in einer Art Diels-Alder-Reaktion das

Ethylpropiolat an das Imin mit Bildung des Dihydrochinolins anlagert. Nach Oxidation gelangen wir zum
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aromatischen Chinolin (Abbildung 28). Die Stereoselektivitdat der Anlagerung kann von den Autoren

nicht erklart werden (1601,
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Abbildung 28: Moglicher Reaktionsweg zur Ausbildung des Chinolins

Es ist durchaus denkbar, dass das Chinolin bei meta-substituierten Anilinen ein praferierter
Reaktionsschritt ist, da z.B. die Methoxy-Gruppe ortho und para dirigiert und somit eine Reaktion vom
Typ Diels-Alder in direkter Nachbarschaft des Stickstoffes beglinstigt ist. Ein Versuch, die Bildung des
1,4-Dihydropyridins unter Sauerstoffausschluss in Argon-Atmosphdre zu fordern, um damit die
Oxidation zum stabilen aromatischen Chinolin zurlickzudriangen, gelang nicht. In der
massenspektrometrischen Untersuchung des Reaktionsansatzes konnten dann Massen gefunden
werden, die sowohl dem Dihydrochinolin als auch dem oxidiertem, aromatischen Chinolin zugeordnet
werden konnten. Es ergeben sich die nachfolgenden 4 moglichen Reaktionsprodukte aufgrund der

unterschiedlichen Anlagerung des Dienophils Ethylpropiolat an das Imin (Abbildung 29, Folgeseite).
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Abbildung 29: Mesomere Effekte am Imin und Maoglichkeiten der Ausbildung der Chinoline
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3.2. Darstellung der 2,6-dimethylsubstituierten 1,4-Dihydropyridine

3.2.1. Diskussion zum Mechanismus der Synthese

Die Synthese der 2,6-dimethylsubstituierten Verbindungen erfolgte in Anlehnung an die
Synthesevorschrift von A. E. SAUSIN' et al. (1980), bei der Aldehyd und Anilin mit dem doppelten
Aquivalent an B-Ketonsaureester in einer ,Eintopfreaktion” umgesetzt werden Y. In Abbildung 30 ist
der mogliche Reaktionsweg schematisch dargestellt, der zu den 2,6-dimethylsubstituierten 1,4-

Dihydropyridinen fihrt.
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Abbildung 30: Moglicher Reaktionsweg zur Synthese der 2,6-dimethylsubstituierten 1,4-Dihydropyridine

Nachfolgende Abbildungen zum Reaktionsmechanismus beschreiben vereinfacht die Reaktion von
Benzaldehyd und Anilin mit Ethylacetoacetat, sodass die Reste R und R’ nicht weiter aufgefiihrt

werden. Der Arbeit von KATRITZKY et al. (1986) zufolge, die den Reaktionsmechanismus der Hantzsch-
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Dihydropyridin-Synthese mittels Kernresonanz-Spektroskopie (NMR) untersucht hat, werden zu
Beginn die Verbindungen A und B gebildet *%2!. Der Anilin-Stickstoff greift dazu als Nukleophil am
elektrophilen Carbonyl-Kohlenstoff des B-Ketonsdureesters unter Ausbildung eines intermedidren

Halbaminals an. Durch Eliminierung von Wasser entsteht im Anschluss das Enamin A (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Intermedidre Halbaminalstruktur und Bildung von Enamin A
In derselben Arbeit wird beschrieben, dass das Chalkon B sich weder aus dem B-Ketonsdureester
Methylacetoacetat und Benzaldehyd, noch aus dem daraus analog zu A gebildetem Enamin und
Benzaldehyd synthetisieren lieR. Es wird postuliert, dass es lber die Zwischenstufe des Imins C aus

dem Aldehyd und dem Amin zustande kommen muss (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Bildung des Imins C
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Eine weitere Arbeit nennt Verbindung D als Zwischenstufe, dabei wird von einer Michael-Addition des
CH-aziden Ketonsadureesters an das Imin C ausgegangen und es ist dokumentiert, dass Verbindungen
vom Typ D in der Lage sind, ihren Anilin-Rest unter Bildung des Chalkons B abzuspalten (%3], Der

mogliche Weg ist in Abbildung 33 dargestellt.

48



Abbildung 33: Reaktion von Imin C liber Verbindung D zu Chalkon B
Laut den Untersuchungen von KATRITZKY et al. (1986) ist die Reaktion von A und B zur Zwischenstufe F
der langsamere, geschwindigkeitsbestimmende Schritt (Abbildung 34, Folgeseite), wahrend der sich
anschliefende Ringschluss und die Elimination von Wasser zum Dihydropyridin schneller ablaufen
(Abbildung 35, Folgeseite) [*2], Dabei lagern sich Enamin A und Chalkon B so aneinander an, dass zuerst
das ringoffene Produkt F entsteht. Davon ausgehend kann der nukleophile Stickstoff am
gegenlberliegenden a-Carbonyl-Kohlenstoff angreifen. Nach einer Protonenumverteilung kann dann
die intermedidre Halbaminalstruktur ausgebildet werden, die nach Wassereliminierung zum

gewlinschten 2,6-dimethylsubstituiertem 1,4-Dihydropyridin fiihrt (Abbildung 35, Folgeseite).
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Abbildung 34: Reaktion von Verbindung A mit Verbindung B zum ringoffenem Produkt F

Abbildung 35: Ringschluss (iber erneute Halbaminalstruktur mit Wasser-
eliminierung zum 1,4-Dihydropyridin

Wadhrend der praktischen Arbeiten konnten die Verbindungen A, B und C bei routinemaRiger

massenspektrometrischer Kontrolle des Reaktionsverlaufs zugeordnet werden, wonach sich sowohl
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die geschwindigkeitsbestimmende Reaktion von A und B, als auch die Bildung von B iiber C und D
nachvollziehen lasst. Es konnte im selben Versuch bei routinemaRBiger Verlaufskontrolle eine Masse
gefunden werden, die der Verbindung E zugeordnet werden kann. In letztgenannter Arbeit wurde auch
ein Weg liber dieses Molekil als moglicher Reaktionsverlauf beschrieben, wobei anschlieRend tber
eine weitere Michael-Addition mit dem B-Ketonsaureester die Zwischenstufe F und nach Ringschluss
und Wasserelimination das gewiinschte Dihydropyridin entsteht. Den Autoren zu Folge spielt dieser
Reaktionsweg jedoch im Vergleich zur Hauptroute Uber die Anlagerung von A an B eine

untergeordnete Rolle [162],

Ziel der Synthese (2,6-dimethylsubstituierte Dihydropyridine)

Auch aus der Reihe der 2,6-dimethylsubstituierten 1,4-Dihydropyridine wurden reprasentative,
strukturell vergleichbare Verbindungen synthetisiert. Dabei wurde als Modellsubstanz das Produkt aus
Benzaldehyd, Ethylacetoacetat und Anilin hergestellt, das den Grundtyp aller weiteren Verbindungen
darstellt. Modifizierungen wurden wie auch schon bei den 2,6-unsubstituierten 1,4-Dihydropyridinen
ausnahmslos im Phenyl- und N-Phenyl-Teil des Molekiils vorgenommen, sodass hier mit verschiedenen
Anilinen und Benzaldehyden variiert wurde. Als Aniline wurden 2-Chloranilin, 3-Chloranilin, 2-Toluidin
und 3-Toluidin verwendet. Im Bereich der Aldehyde wurden 3-Methoxybenzaldehyd,
3,4-Dimethoxybenzaldehyd, 3-Nitrobenzaldehyd und ein Diphenyl-substituierter Pyrazolaldehyd

eingesetzt. Einen Uberblick tiber die Zielverbindungen soll nachfolgende Tabelle geben.

Tabelle 7: Synthetisierte 2,6-dimethylsubstituierte 1,4-Dihydropyridine

\O
| N2 o o N_NS
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R, = : , , ,

v HelogsNogon

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird hier auf die Auflistung aller Einzelbezeichnungen mit Verweis
auf den experimentellen Teil verzichtet (siehe dazu Abschnitt 6.1.4). Werden einzelne Verbindungen

im Text besprochen, sind Abbildungen eingefiigt.
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3.2.2. Synthese der Zielverbindungen, Problemstellungen und Lésungen

Wie eingangs beschrieben, handelt es sich bei der Synthese der Verbindungen um eine
,Eintopfreaktion” aus aromatischem Aldehyd, Anilin und Ethylacetoacetat. Ausgehend von der sich gut
darstellbaren Modellsubstanz Nr. 25, hat sich die Synthese der anderen Molekiile teilweise schwieriger
gestaltet. Eine Rolle spielen hier sterische Einflisse der Substituenten im N-Phenyl-Rest und
elektrochemische Besonderheiten sowohl im N-Phenyl- als auch im 4-Phenyl-Rest. Die verwendeten
Aniline mit ortho-Substitution wie 2-Chloranilin und 2-Toluidin behindern womaoglich eine Anlagerung
von Zwischenstufe A an B und den Ringschluss zum 1,4-Dihydropyridin, sodass hier die Ausbeuten der
Endprodukte im Vergleich zu denen mit meta-Substitution grofltenteils vermindert sind. Auch
elektrochemische Effekte lassen sich hier diskutieren, so hat die Methyl-Gruppe im 2- oder 3-Toluidin
wenig Einfluss auf die Nukleophilie des Anilin-Stickstoffes. Der Chlor-Substituent mindert durch seine
hohere Elektronegativitat die Reaktivitat des Anilins (Tabelle 8).

Tabelle 8: Vergleich Aniline Tabelle 9: Vergleich Aldehyde
(2,6-dimethylsubstituiert, Synthese) (2,6-dimethylsubstituiert, Synthese)

R
Nr. -R Ausbeute [%] Nr. -R Ausbeute [%]
25 -H 23,37 41 -3-Nitro 21,43
26 -2-Methyl 11,76 32 -3-Methoxy 14,25
27 -3-Methyl 13,74 37 -3,4-Dimethoxy 15,10
28 -2-Chlor 2,64
29 -3-Chlor 5,78

Neben Benzaldehyd wurden nur meta- oder para- substituierte Aldehyde eingesetzt, sodass sterische
Einfllisse zu vernachlassigen sind. Elektrochemisch jedoch unterscheidet sich 3-Nitrobenzaldheyd von
3-Methoxybenzaldehyd und 3,4-Dimethoxybenzaldehyd. Glinstig flr die Reaktion des elektrophilen
Aldehyds sind Substituenten, welche die Elektronendichte im Bereich des Carbonyl-Kohlenstoffs
reduzieren, sodass ein nukleophiler Angriff beglinstigt ist. Bei der Nitroverbindung sorgt der -M-Effekt
fir eine verminderte Elektronendichte, wahrend sie bei den Methoxybenzaldehyden durch den
+M-Effekt erhéht wird und somit die Reaktivitat des Aldehyds abnimmt. In der Praxis wurden fir die
Derivate aus 3-Nitrobenzaldehyd hohere Ausbeuten erzielt, als fir die Derivate der

Methoxybenzaldehyde (Tabelle 9, vorherige Seite).
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Abbildung 36: Verbindung 45a in cis- und trans-Form
Im Fall des Diphenyl-substituierten Aldehyds mit Pyrazol-Grundstruktur konnte bei den Verbindungen
45 und 47 unter den normalen Reaktionsbedingungen (zum Rickfluss in trockenem Ethanol erhitzt)
kein Produkt gewonnen werden. Bei Kontrolle des Reaktionsverlaufes wurde die Bildung des Imins (vgl.
Abbildung 32) mit zeitlich versetzter Reaktion zum Chalkon (vgl. Abbildung 33) beobachtet. Die
Ausbildung des Enamins (vgl. Abbildung 31) konnte im Ansatz massenspektrometrisch nicht
nachgewiesen werden, sodass die Synthese auf dieser Stufe verblieb. Nach Abbruch der Reaktion und
Aufarbeitung wurde das Chalkon 45a (Tabelle 10) isoliert und mittels *H-NMR-Spektroskopie
identifiziert. Aufgrund der Doppelbindung zwischen den beiden Carbonyl-Funktionen in Richtung
Pyrazol-Geriist ergeben sich cis-trans-lsomere (Abbildung 36). Die Signale im H-NMR erscheinen
teilweise versetzt doppelt, falls sich die magnetische Umgebung der Wasserstoffatome in beiden
Isomeren durch die unterschiedliche rdumliche Koordination des Molekdils stark unterscheidet. Im
anderen Fall verschmelzen die Peaks der korrespondierenden Protonen und zeigen eine hohere

Intensitat.

Tabelle 10: Verbindung 45a mit *H-NMR-Daten
'H-NMR (500 MHz, DMSO-D6): & = 8,45 (2 s, 1H, 5-H v. Pyrazol v. cis u.

trans); 7,89 - 7,86 (m, 4H, 2-H u. 6-H v. N-Phenyl oder 2-H u. 6-H v.
Q Phenyl v. cis u. trans); 7,70 - 7,67 u. 7,63 - 7,61 (m, 4H, 2-H u. 6-H v. N-

'}I_N Phenyl oder 2-H u. 6-H v. Phenyl v. cis u. trans); 7,59 - 7,49 u. 7,44 - 7,40
P
Q/U 0 (m, 14H, 3-H, 4-H, 5-H v. N-Phenyl, 3-H, 4-H, 5-H v. Phenyl und C-CH-C
AN N i X
0 v. cis u. trans); 4,32 (g, 2H, O-CH,-CHs v. cis o. trans); 4,23 (q, 2H,
@)

O-CH,-CHs . cis o. trans); 2,44 (s, 3H, C-CHs v. cis o. trans); 2,37 (s, 3H,
C-CHs v. cis o. trans); 1,24 (2 t, 3H, O-CH,-CHzs v. cis u. trans)

Nachfolgende Abbildung zeigt das 'H-NMR Spektrum der Verbindung 45a und dient zur

Veranschaulichung und Erkldrung der Isomerie (Abbildung 37). Fiir die Auswertung der *H-NMR
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Spektren der im Zusammenhang mit dieser Arbeit gezeigten Molekile wurde das Programm

MestReNova in der Programmversion 8.0.2-11021 verwendet 164,
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Abbildung 37: *H-NMR der Verbindung 45a mit Angabe der Integrale zum Verstindnis der cis-trans-lsomerie
Durch Multiplikation des FIDs (free induction decay) mit einer mathematischen Funktion kann die
Auflésung erhoht oder das Signal-Rausch-Verhéltnis des Spektrums gesenkt werden. Bei Verwendung
der in der Software implementierten Exponential- und GauR-Funktion mit den in der Grafik

angegebenen Parametern kann das vorherige Singulett bei

8.45
—8.45
—8.45

8,45 ppm als 2 benachbarte Singuletts aufgelost werden. Dadurch
wird erkennbar, dass das Proton Nr. 5 im Pyrazol-Geriist dem cis-
und dem trans-lsomer zugeordnet werden kann (siehe
nebenstehende Abbildung 38). Das Verhiltnis beider Singulett
Peaks zueinander ist ca. 0,5. Die endstdndige Methylgruppe des

Abbildung 38: Vergleich des
Ethylesters erscheint als doppeltes Triplett fir beide Isomere bei  Singuletts mit (rechts) und ohne

. . . (links) Modifikation des FIDs
1,24 ppm. Die benachbarte Methylengruppe tritt zweifach als
Quartett bei 4,32 und 4,23 ppm auf. Die Methyl-Gruppe in Nachbarschaft zur Carbonyl-Funktion
kommt flr das cis- und trans-lsomer als Singulett bei 2,44 und 2,37 ppm vor. Bei allen genannten Peaks

wird ein Verhéltnis von ungefahr 0,5 gewahrt, sodass die Theorie der cis-trans-lsomerie gestitzt wird.
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Im aromatischen Abschnitt des *H-NMR Spektrums von 7,89 - 7,40 ppm lassen sich nur noch bedingt
Zuordnungen treffen. Durch Vergleich mit anderen Spektren der 1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-
carbaldehyde lasst sich voraussagen, dass das Multiplett bei 7,89 - 7,86 ppm dem H-2 und H-6 des N-
Phenyl- oder des Phenyl-Ringes zuzuordnen ist. Das Integral von ca. 3 bedeutet, dass hier bei einem
Verhéltnis von 0,5 genau 4 Wasserstoffatome vorliegen, sodass es sich hier wieder um die cis- und

trans-Protonen handelt. Von der Struktur her ist der nachste Signalabschnitt mit der Intensitat von
ca. 2 bei 7,70 - 7,67 ppm und von ca. 1 bei 7,63 - 7,61 ppm dem letzten dhnlich und lasst sich ebenfalls
dem H-2 und H-6 des jeweils anderen Ringsystems zuordnen. Dadurch dass hier die beiden
aquivalenten cis- und trans-Signale verschoben sind, missen es diese sein, die starker durch die
Isomerie beeinflusst werden. Das Wasserstoffatom an Position 4 an einem der beiden Phenyl-Ringe
wird durch das tiberndchste Multiplett bei 7,44 - 7,40 ppm beschrieben. Auch hier liegen 2 Protonen
vor, die beiden Isomeren zugeschrieben werden kdnnen. Das breite Multiplett bei 7,59 - 7,49 ppm
beinhaltet die verbleibenden aromatischen und das Methin-Proton von cis- und trans-Form. Hier ist
eine genauere Zuordnung aufgrund der engen Lage der Signale nicht mehr moglich. Im gezeigten
Spektrum ist zum besseren Verstdandnis die Summe der Integrale unter dem Signalabschnitt von
7,89-7,40ppm mit ca. 16,5Protonen dargestellt. Dieser Wert ergibt sich aus den
10 Wasserstoffatomen der beiden Phenyl-Ringe und dem Methin-Proton. Bei dem angesprochenen

Verhialtnis von cis/trans oder trans/cis von 0,5 ergeben sich die 11 + 5,5 = 16,5 Protonen.

Cl

45 47
Abbildung 39: Verbindung 45 und 47

Da die Synthese von Verbindung 45 und 47 (Abbildung 39) unter diesen Bedingungen nicht in
ausreichender Ausbeute stattfinden konnte, wurde nach alternativen Synthesemaglichkeiten gesucht.
An viele Stellen des Reaktionsverlaufes ist eine Hilfsbase oder -sdure denkbar. Beispielsweise kann die
Reaktivitat des Aldehyds als auch des Ketons im Ethylacetoacetat durch Einsatz von Saure gesteigert
werden, sodass der nukleophile Angriff des Anilins beglinstigt wird. In einem nachsten Versuch wurden
geringe Mengen Eisessig verwendet um die Ausbeuten des Endproduktes in dem MalRe zu erhéhen,

dass es isolierbar wird. In einem parallel ablaufenden Ansatz wurde das Chalkon als Ausgangsstoff mit
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stéchiometrischen Mengen Anilin und Ethylacetoacetat mit Essigsdure als Katalysator umgesetzt. In
beiden Ansatzen gelang es, Verbindung 45 und 47 in ausreichender Ausbeute zu gewinnen. Die
Reaktionszeiten verkirzten sich durch den Einsatz von Essigsaure auf wenige Stunden, die Anzahl der
in der DUnnschichtchromatographie sichtbaren Nebenprodukte stieg jedoch in gleichem MaRe an. Im
Anschluss an die Reaktion folgte im Vergleich zu der (blichen Methode ein weiterer
Aufreinigungsschritt, in dem die Uberschiissige Sdure ausgeschittelt werden musste. Durch die
vermehrte Bildung nicht identifizierter Nebenprodukte wurde zudem die saulenchromatographische
Trennung des Gemisches erschwert, sodass sich diese Methode fir die Ubrigen 2,6-

dimethylsubstituierten Verbindungen nicht durchgesetzt hat.
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3.3. Strukturaufklarung der synthetisierten 1,4-Dihydropyridine und

deren Eigenschaften

3.3.1. Identifizierung der Grundstruktur mittels *H-NMR-Spektroskopie

Allen Verbindungen ist das charakteristische Wasserstoffatom an Position 4 des Dihydropyridin-Ringes
gemeinsam. Aufgrund seiner isolierten Stellung eignet es sich als Startpunkt fiir die weiterfiihrende
Auswertung der Spektren. Die 2,6-dimethyl-substituierten Derivate geben ein Signal der beiden
Methyl-Gruppen bei niedrigen ppm, dagegen erscheinen die Protonen der 2,6-unsubstituierten
Strukturen im Bereich der Aromaten bei hohen ppm. Im 3C-NMR-Spektrum treten die
Kohlenstoffatome der Ethylester-Gruppe aufgrund der Symmetrie des Molekiils als chemisch und
magnetisch dquivalent auf, dies gilt jedoch nicht fiir die zugehdrigen Wasserstoffatome. Im *H-NMR-
Spektrum aller Strukturen lasst sich wider Erwarten kein reines Quartett oder Triplett fir die Methylen-
oder Methyl-Gruppe finden, es handelt sich hierbei um ein Spektrum hoherer Ordnung. Das ABXs-
System mit diastereotoper Methylengruppe wurde beispielhaft fiir die Verbindungen 34 und 39
aufgeklart. Zur Veranschaulichung wird nachfolgend Verbindung 34 (Tabelle 11) vorgestellt. Mit Hilfe
der Software PERCH (Version 2008.1 SA) wurde iterativ ein simuliertes ABX3-System berechnet, dessen

Ubereinstimmung mit dem experimentellen System nachfolgend gezeigt wird.

Tabelle 11: Verbindung 34 und deren *H-NMR-Daten

H-NMR (500 MHz, DMSO-D6): & = 7,59 - 7,54 (m, 2H, 5-H, 6-H v.
3-CI-Ph); 7,42 (s, 1H, 2-H v. 3-CI-Ph); 7,25 - 7,24 (m, 1H, 4-H v.
3-CI-Ph); 7,23 ("t", 3/ = 7,8 Hz, 1H, 5-H v. 3-CHs-O-Ph); 6,87 (d"t",
3e/s =7,7Hz, =1,2Hz, 1H, 6-H v. 3-CHs;-O-Ph); 6,78 ("t",
4)=2,0Hz, 1H, 2-H v. 3-CHs-O-Ph); 6,77 (ddd, 3Jus=8,0 Hz,
“Jas2 = 2,7 Hz, “Jajs = 0,9 Hz, 1H, 4-H v. 3-CH3-O-Ph); 5,02 (s, 1H, 4-H);
4,08 (ABXs, Uas = -10,9 Hz, 3Jaxs = 7,1 Hz, 2H, COOCHaHsCHxs); 4,07
| (ABXs, YJga = -10,9 Hz, 3Jaxs = 7,0 Hz, 2H, COOCHAHsCHxs); 3,73 (s,

cl 3H, 3-CHs-O-Ph); 1,98 (s, 6H, CH3-C-2 u. -C-6); 1,16 ppm (ABXs,

3Jxan = 7,1 Hz, 3Jxss = 7,0 Hz, 6H, COOCH,CHyxs)
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Abbildung 40: *H-NMR-Spektrum der Verbindung 34, reduziert auf die relevanten Bereiche
In Abbildung 40 wird das *H-NMR Spektrum von 34 gezeigt. In der Detailansicht des AB- und des
Xs-Abschnittes ist das mit der Software simulierte Spektrum in blau, oberhalb des Originales
wiedergegeben. Auffillig ist, dass das Xs-System bei 1,16 ppm keine Aufspaltung gemaR seiner beiden
magnetisch verschiedenen Kopplungspartner A und B aufweist und als Triplett erscheint. Das
AB-System bei 4,07 ppm und 4,08 ppm zeigt jedoch eine charakteristische Aufspaltung fiir Systeme
hoherer Ordnung, hier koppeln die zwei magnetisch unterschiedlichen Protonen der beiden
symmetrischen Methylen-Gruppen mit den Wasserstoffatomen der beiden endstdndigen ebenfalls
symmetrischen Methyl-Gruppen. Zusatzlich liegt eine geminale Kopplung vor, erkennbar durch die
negative Kopplungskonstante von 2/, =-10,91 Hz, die durch die Wechselwirkung der beiden
Methylen-Protonen untereinander hervorgerufen wird. Alle anderen Verbindungen verfiigen ebenfalls
Uber diastereotope Methylen-Gruppen, die genauso ein ABX5-System ergeben. Da die exakte Analyse
jedoch nur fir die beiden genannten Verbindungen vorgenommen wurde, wird in den anderen Fallen

lediglich von Multipletts gesprochen.
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Exemplarische Zuordnungen der H-NMR Spektren

Exemplarisch sollen hier die weiteren Signale der Verbindung 34 erldutert werden. Wie einleitend
beschrieben, tritt die 2,6-Dimethyl-Gruppe in diesem Beispiel als Singulett bei 1,98 ppm auf. Das
Wasserstoffatom an Position 4 erscheint bei 5,02 ppm und die Methyl-Protonen der Methoxyphenyl-
Gruppe bei 3,73 ppm. Durch den +M-Effekt der letztgenannten Gruppe lassen sich die Signale der

zugehorigen aromatischen Wasserstoffkerne differenzieren.
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Abbildung 41: Mesomere Grenzstrukturen des 3-Methoxyphenyl-Rests
Wie Abbildung 41 verdeutlichen soll, sind erwartungsgemaR ortho- und para-Stellung zur Methylether-
Gruppe durch die hohere Elektronendichte hochfeld verschoben. Im Spektrum zeigt sich, dass sich das
Resonanzsignal von H-5 mit 7,23 ppm von den Signallagen der anderen Protonen bei 6,87 - 6,77 ppm
so weit unterscheidet, dass eine Auswertung nach 1.Ordnung moglich ist. Das Signal des
Wasserstoffkerns H-5 in meta-Stellung ergibt sich aus der Kopplung mit den zwei unterschiedlichen
Kernen H-4 und H-6, sodass hier genau genommen von einem Duplett von Dupletts gesprochen
werden muss, im Spektrum erscheint es jedoch als Triplett und wird daher in Anflhrungszeichen
gesetzt. Die Kopplungskonstante von 3/ = 7,8 Hz muss daher als Mittel aus der Kopplung mit H-4 und
H-6 angesehen werden. Gleiches gilt fiir die Protonen H-4 und H-2. Durch die raumliche Trennung des
letztgenannten Atoms ergibt sich die geringe Kopplungskonstante von #/ = 2,0 Hz {iber 4 Bindungen,
auch hier wiirden wir ein Duplett von Dupletts erwarten, erhalten jedoch ein Triplett. Das Proton an
Position 6 zeigt ein Duplett von Tripletts mit 3J¢/s = 7,7 Hz und %/ = 1,2 Hz, wobei letztere wieder das
Mittel aus der Kopplung mit H-2 und H-4 darstellt und als Duplett von Dupletts von Dupletts (ddd)
erscheinen musste. Nur bei H-4 lasst sich das Signal eindeutig mit all seinen Kopplungskonstanten

(3Jays = 8,0 Hz, *Jaj2 = 2,7 Hz, *Jass = 0,9 Hz) als Duplett von Dupletts von Dupletts (ddd) bestimmen.

Im aromatischen 3-Chlorphenyl-Rest lassen sich die Signale nur bedingt zuordnen. So wurde im
Vergleich mit anderen synthetisierten Derivaten mit gleichem Rest das Multiplett bei 7,25 — 7,24 ppm
H-4 zugeordnet, das breite Singulett bei 7,42 ppm dem isolierten Wasserstoffatom an Position 2. Bei

7,59 — 7,54 ppm erscheint ein Multiplett fir die verbleibenden Protonen H-5 und H-6.

3.3.2. Strukturelle und stereochemische Eigenschaften

Bei Betrachtung der Verbindungen 17 — 20 und 44 — 48 (Abbildung 42) lasst sich feststellen, dass sich

die Signale der beiden Methylen-Gruppen von denen bei Verbindung 34 unterscheiden. Abbildung 43
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(Folgeseite) zeigt die relevanten *H-NMR-Signale der Methylen-Gruppen von Verbindung 34 und 46.
Dabei ist auffallig, dass das Signal der Substanz 46 im Vergleich zu 34 aus zwei voneinander getrennten
Multipletts besteht, die sich bei genauerer Betrachtung aus jeweils zwei Quartetts zusammensetzen.
Rontgenstrukturanalysen verwandter Substanzen belegen, dass der 1,4-Dihydropyridin-Ring eine
Boot-Konformation einnimmt und der 4-Phenyl-Rest nahezu senkrecht zur Ringebene des Pyridins
angeordnet ist 1®571%8 Aufgrund dessen kann man davon ausgehen, dass die Methylengruppen in
Verbindung 34 minimal durch den Rest in Position 4 beeinflusst werden und daher die jeweiligen
A- und B-Teile des ABX3-Systems identische Signale ergeben. Der 1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl-Rest in
dieser Position bei Verbindung 46 stort die Symmetrie, der AB-Teil ist aufgespalten. Die klare Struktur
der resultierenden Quartett-Paare einerseits und der nur minimal ausgepragte Dach-Effekt
andererseits ldsst vermuten, dass es sich hier um zwei Multipletts mit der Zuordnung AA* und BB’
handeln muss und schlieRt eine Zuordnung als AB- und einen A'B"-Teil aus. Das bedeutet, dass sich die
magnetische Umgebung der beiden Methylen-Protonen durch die Einfihrung eines voluminéseren
Rests an Position 4 maligeblich verandert hat. Hervorzuheben ist, dass der hier nicht dargestellte Xs-

Abschnitt seine Triplett-dhnliche Signalstruktur wie bei Verbindung 34 behilt.

= | Ri
R2 X Rz
17-20 44 - 48

Abbildung 42: Ubersicht iiber die Verbindungen 17-20 und 44-48
Reste der Derivate hier nicht weiter spezifziert.
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Abbildung 43: Vergleich der 'H-NMR Signale der Methylengruppen der Verbindungen 34 und 46 (Ausschnitt)

Als Sonderfille seien hier die 2,6-dimethylsubstituierten Verbindungen mit solchen N-Phenyl-Resten
erwdhnt, die in ortho-Stellung substituiert sind. HILGEROTH (1994) hat gezeigt, dass die freie Drehbarkeit
der N-Phenyl-Bindung durch sterische Hinderung eines solchen Restes beeintrachtigt wird und hat die
nétige Energiedifferenz zur Uberwindung der Rotationsbarriere mittels Aufnahme von
Hochtemperatur-Spektren bestimmt 1%, Es handelt sich bei diesen Verbindungen um
Rotationsisomere, die sowohl in den 'H-NMR- als auch in den *C-NMR-Spektren bei Raumtemperatur
gedoppelte Signale zeigen und dadurch ihre Zuordnung erschweren. Durch die freie Drehbarkeit der

N-Phenyl-Bindung bei den 2,6-unsubstituierten Derivaten lassen sich hier keine Rotamere beobachten.
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3.3.3. Fluoreszenzeigenschaften

Wie im letzten Abschnitt thematisiert, sind auch

Tabelle 12: Verbindungen 6,10 und 14
Fluoreszenzerscheinungen an die Struktur der Verbindung
gekoppelt. Das 1,4-Dihydropyridin-Grundgerist scheint fiir
das Auftreten essentiell, da verwandte Pyridin-Geriste
keine Fluoreszenz aufweisen 7%, Das freie Elektronenpaar

am Stickstoff ist delokalisiert und kann zur Anregung des

aromatischen Gerilists mobilisiert werden. Zusatzlich
erweitert die Carbonyl-Funktion an 3,5-Position das

konjugierte m-Elektronensystem. CHEKAVICHUS et al. (1983)

machte die Beobachtung, dass die Einfiihrung eines Aryl- ~

Nr -R -R
Substituenten an Position 1 in 2,6-unsubstituierten ! ?

6 -Methoxy -H
1,4-Dihydropyridinen im Vergleich zu Analoga, welche (iber 10 H “Methoxy
keinen Substituenten am Stickstoff verfiigen, eine 14 Methoxy Methoxy

bathochrome Verschiebung des UV-Langwellen-Maximum

zur Folge hat. Jedoch konnte auch gezeigt werden, dass in 2,6-dimethylierten 1,4-Dihydropyridinen
eine Aryl-Gruppe am Stickstoff fiir eine hypsochrome Verschiebung sorgt. Es wird davon ausgegangen,
dass die Aryl-Gruppe die Methyl-Gruppen sterisch so beeinflusst, sodass diese wiederum die Ester-
Gruppen aus ihrer Ebene driangen!®®. Das planare Geriist, was fiir Fluoreszenzerscheinungen
forderlich ist, wird so vermutlich gestort. Eine weitere Arbeit, welche die Fluoreszenz in 1,4-
Dihydropyridinen thematisiert, deutet darauf hin, dass die Methyl-Gruppen in Position 2 und 6 fiir die
veranderten Fluoreszenzeigenschaften verantwortlich sind und fihren dies auf die freie Drehbarkeit

zuriick, da sie dadurch fir eine strahlungslose innere Umwandlung der absorbierten Strahlung sorgen

[170]

Wahrend der praktischen Arbeiten konnte bei routinemaRiger Reaktionsverlaufskontrolle mittels
Dinnschichtchromatographie fiir alle 2,6-unsubstituierten Verbindungen bei eingestrahltem UV-Licht
von 254 nm Wellenldange blaue Fluoreszenz beobachtet werden. Bei den Derivaten 6, 10 und 14, in
Tabelle 12 gezeigt, konnte zusatzlich bei Tageslicht eine gelbliche Fluoreszenz des kristallinen
Produktes festgestellt werden. Hier stirken die elektronenspendenden Methoxy-Gruppen das
ni-Elektronensystem. Die 2,6-dimethylsubstituierten 1,4-Dihydropyridine zeigten keine dieser zuletzt

erwdhnten Eigenschaften.
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3.3.4. Reaktivitat der 3,5-Diethylester-Funktion

In derselben Arbeit von CHEKAVICHUS et al. (1983) wurde die Reaktivitdt der Ester-Gruppen in 1,4-
Dihydropyridinen untersucht. Wahrend die Hydrolyse von entsprechenden Gruppierungen bei Pyridin-

Analoga ohne Schwierigkeiten stattfinden kann, ist sie hier durch

(@) nnrgeonr
die vinyloge Carbamid Struktur erschwert (Abbildung 44). Es " AL "5\
- R
konnte jedoch gezeigt werden, dass die Einfihrung eines | ,:J
N
Substituenten wie einem Aryl- oder Alkyl-Rest in Position 1 die e

Esterhydrolyse erleichtert °®). Dabei konnte kein Unterschied in Abbildung 44: Hervorhebung des
vinylogen Strukturelements

der Reaktivitdat zwischen 2,6-unsubstituierten Verbindungen und

deren 2,6-dimethylsubstituierten Analoga festgestellt werden ', Die beeintrichtigte Konjugation

der vinylogen Struktur bei zwei Methylgruppen in Position 2 und 6 erhéht zwar die Reaktivitdt des

Esters, die sterische Hinderung dieser Gruppen aber erschwert wiederum den Angriff eines Agens am

Carbonyl-Kohlenstoff 1°¢!, Wird zusitzlich ein Aryl-Substituent in Position 4 eingefiihrt, wird die

Reaktivitat aus gleichem Grund erniedrigt '°¢!,
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4. Ergebnisse und Diskussion der bioanalytischen Essays

Mit der Kenntnis, dass gangige Antibiotika wie Rifampicin, Isoniazid und Ethambutol einem aktiven
Efflux aus der Erregerzelle unterliegen und Calcium-Kanal Blocker der Dihydropyridin-Struktur
potentielle Hemmstoffe dieses Prozesses darstellen, soll vorab die Effluxpumpen modulierende
Eigenschaft der synthetisierten Verbindungen untersucht werden. Dazu wird ein Modell genutzt,
welches Aussagen (ber inhibitorische Eigenschaften der Substanzen am ABC-Transporter
Permeabilitits-Glykoprotein (P-GP oder ABCB1) erlaubt. In einem weiteren Experiment soll dann die
Wirkung der hier beschriebenen Verbindungen auf den Laborkeim H37Rv alleine, und in Kombination
mit ausgewadhlten Antituberkulotika untersucht werden. Das Ausmall der P-GP Hemmung und
mogliche Effekte einer kombinatorischen Anwendung am Laborkeim soll anschliefend in einen
Zusammenhang gebracht und im Vergleich mit Ergebnissen bereits vorhandener Literatur diskutiert

werden.

4.1. P-GP Hemmwirkung am Zellmodell des murinen T-Lymphoms
(L5178Y)

4.1.1. Methodenbeschreibung

Zur Charakterisierung der inhibitorischen Effekte an P-GP diente das Zellmodell des murinen T-
Lymphoms L5178Y und deren durch Gen-Transfektion mit humanem P-GP (ABCB1) erhaltenen Sub-
Linie L5178Y-mdr, welche vermehrt P-GP exprimiert und wahrend der Kultivierung mit dem
Zytostatikum Colchicin selektiert wird. Eine detailliertere Beschreibung der Methode und der
zugrundeliegenden Statistik findet sich im experimentellen Teil (6.2.2), hier in Kiirze. Nach Anzucht und
Entnahme einer definierten Zellpopulation beider Linien in Eppendorf-Gefdle wurden die zu
testenden Verbindungen (1 puM) zugefligt. Nach einer 10-minitigen Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurde der Fluoreszenz-Indikator fiir P-GP Aktivitat Rhodamin 123 hinzugefiigt und
weiter flr 40 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Zentrifugation und zweimaligen Waschen mit einer
phosphatgepufferten Salzlosung wurde die verbleibende Fluoreszenz von Rhodamin 123 in der Zelle
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Aus den resultierenden Fluoreszenzwerten fir L5178Y und
L5178Y-mdr jeweils mit und ohne potentiellem Effluxpumpen Inhibitor (EPI) wurde das fluorescence-

activity-ratio (FAR) mit folgender Formel berechnet.

FZelle—mdr—EPI /FZelle—mdr
FAR = F=Fluoreszenz der im Index beschriebenen Zelle

FZelle—EPI /FZelle

Demnach bedeutet ein FAR-Wert von (iber 1,0 eine inhibitorische Wirkung an P-GP der Modell-Zelle,
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wobei Werte von 1,0 oder weniger keinen Effekt haben. Um einen Testreihen (bergreifenden
Vergleich zu ermoglichen, wurde Verapamil als bekannter P-GP Inhibitor eingesetzt und die FAR-Werte

der getesteten Verbindungen in Relation gesetzt, wie in folgender Formel angegeben.

F ARVerb indung

Effverp, = FAR = fluorescence-activity-ratio

FARVerapamil

Bei einem Ef fy.,p, Uber 1,0 kann somit davon ausgegangen werden, dass die betrachtete Substanz
eine starkere P-GP-Affinitat aufweist als die Referenz Verapamil. Ebenso liegen bei Werten von 1,0

oder geringer vergleichbare Hemmungen vor oder es ist kein Mehrwert ersichtlich.

4.1.2. Der P-GP Essay

Von den insgesamt 48 in dieser Arbeit synthetisierten Dihydropyridinen erfolgte die Testung von 21
Substanzen. Die Auswahl resultiert aus der nicht zeitgleichen Fertigstellung aller Verbindungen und
stellt keine Willkiir dar. Im Folgenden soll auf die Ergebnisse und Beobachtungen beider
Substanzgruppen im P-GP-Essay eingegangen werden. Dabei wird zuerst auf die 2,6-unsubstituierten

Verbindungen eingegangen, anschlieRend auf die 2,6-dimethylsubstituierten.

4.1.2.a. Ergebnisse der 2,6-unsubstituierten Dihydropyridine

Ein Uberblick (iber die getesteten Substanzen dieser Klasse und deren FAR-Werte bietet Tabelle 13
(Folgeseite). Es handelt sich hierbei um Dihydropyridine, die mit Ausnahme von 17 und 18
verschiedene Methoxy-Substitutionsmuster an beiden variierten Molekiilabschnitten aufweisen. Alle
Verbindungen und der Standard wurden bei einer Konzentration von 1 pM vermessen, wie in der

Methodenbeschreibung angegeben.
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Tabelle 13: Uberblick der 2,6-unsubstituierten Dihydropyridine im P-GP-Essay (n = 3)

Rz
R4
O 0
/\o) ) o
N
Rs Rs
1,2,5,6,9,10,13,14 17,18
Nr. -R: -R; -Rs FAR-Wert (x + SD) Effvers,
1 -H -H -H 43+0,7 2,9
2 -H -H -Methoxy 3,9+0,6 2,6
5 -Methoxy -H -H 1,11+ 0,08 0,7
6 -Methoxy -H -Methoxy 3/4+0,4 2,3
9 -H -Methoxy -H 58+0,9 3,9
10 -H -Methoxy -Methoxy 1,19+ 0,09 0,8
13 -Methoxy -Methoxy -H 7,3+1,5 4,9
14 -Methoxy -Methoxy -Methoxy 52+0,7 3,5
17 - - -H 3504 2,3
18 - - -Methoxy 3,5+0,5 2,3
Konzentration 1 uM Standard Verapamil 1,5+0,2 1

Alle Verbindungen dieser Reihe zeigen eine Aktivitdt an P-GP und fast alle mindestens eine um den
Faktor 2,3 hohere als Verapamil. Lediglich zwei (5 und 10) weisen niedrigere Werte als der Standard
auf. Verbindung 13 stellt mit einem FAR-Wert von 7,3 die aktivste Verbindung dar und erreicht eine
fast 5-fache Wirkung des Standards wahrend Substanz 5 mit einem FAR-Wert von 1,11 die schwachste

dieser Reihe bildet.

Auswertung der Substituenten Effekte der 2,6-unsubstituierten Dihydropyridine

Wie der Vergleich der Paare 1 und 2, 9 und 10 sowie 13 und 14 zeigt, sorgt die Einflihrung einer 4-
Methoxy-Gruppe am N-Phenyl-Abschnitt bei diesen Verbindungen fir eine Reduktion der Aktivitat. Bei
Verbindung 17 und 18 Iasst sich dieser Effekt nicht beobachten, ebenso erhalten wir fiir 5 und 6 ein
umgekehrtes Verhaltnis. Die Einfihrung einer Methoxy-Gruppe an Position 3 des 4-Phenyl-Ringes
flhrt bei Verbindung 1 und 5 sowie 2 und 6 zu einer Reduktion der Aktivitat von 4,3 auf 1,11 bzw. 3,9

auf 3,4. Wahrend ein 4-Methoxy-Rest am 4-Phenyl-Ring bei Verbindung 9 im Vergleich zu 1 eine
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Erhohung von 4,3 auf 5,8 bedeutet, sorgt er bei 10 zu 2 fiir eine Senkung von 3,9 auf 1,19, sodass sich
an dieser Stelle keine eindeutige Tendenz beziiglich der Methoxy-Substituenten abbildet. Ebenso
wiirde man aus den gemachten Beobachtungen bei 5, 6, 9 und 10 ein nur maliges, gemischtes
Potential fir die 3,4-Dimethoxy-Gruppen bei 13 und 14 vermuten, welche wider Erwarten die hochste
(13) und dritt hochste (14) Hemmwirkung mit 7,3 und 5,2 aufweisen. Aufgrund nur zweier
Verbindungen vom Typ 17 und 18 in dieser Reihe lassen sich nur wenige Riickschliisse auf den Effekt
von 1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd ziehen. Mit FAR-Werten von jeweils 3,5 erzielen diese
Substanzen Hemmwerte, die mehr als die doppelte Wirkung von Verapamil erreichen. Im Vergleich
dieser mit den Verbindungen 1 und 2, welche sich nur durch den Aldehyd unterscheiden, schneiden
sie jedoch schlechter ab. Der eingangs beobachtete abschwachende Effekt der N-(4-Methoxyphenyl)-

Gruppe ist hier jedoch nicht zu beobachten.

4.1.2.b. Ergebnisse der 2,6-dimethylsubstituierten Dihydropyridine

Auch hier bietet Tabelle 14 der Folgeseite einen Uberblick iiber die getesteten Substanzen, gepaart
mit ihren FAR-Werten. Mit Ausnahme der Verbindungen 41, 45 und 46, die (iber eine Nitro-Gruppe
bzw. den komplexeren 1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl-Rest verfligen, handelt es sich um strukturell sehr
dhnliche Derivate. Im Vergleich mit den zuvor an P-GP getesteten Substanzen stellt das
Charakteristikum die Einflihrung zweier Methyl-Gruppen an Position 2 und 6 des Dihydropyridin-
Grundgeristes dar, sodass hier teilweise im direkten Vergleich die Auswirkungen dieser Verdanderung

beobachtet werden kann.

Tabelle 14: Uberblick der 2,6-dimethylsubstituierten Dihydropyridine im P-GP-Essay (n = 3)

R3 Rs3
26-32,34,41 45,46
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Tabelle 14 (Fortfiihrung): Uberblick der 2,6-dimethylsubstituierten Dihydropyridine im P-GP-Essay (n = 3)

Nr.  -Ry -R2 -Rs FAR-Wert Effvers,
26 -H -Methyl -H 1,45 0,36
27 -H -H -Methyl 1,57 0,39
28 -H -Chlorid -H 2,59 0,65
29 -H -H -Chlorid 3,61 0,9
30 -Methoxy -H -H 2,21 0,55
31 -Methoxy -Methyl -H 1,53 0,38
32 -Methoxy -H -Methyl 1,48 0,37
34 -Methoxy -H -Chlorid 1,57 0,39
41  -Nitro -H -Methyl 4,05 1,01
45 - -Methyl -H 13,21 3,29
46 - -H -Methyl 20,24 5,05
Konzentration 1 uM Standard Verapamil 4,01 1

Auch hier zeigen alle getesteten Verbindungen eine Aktivitat an P-GP, wobei jedoch lediglich 45 und
46 eine ca. 3-fache bzw. 5-fache Wirkung von Verapamil erzielen. Die anderen Derivate zeigen
Hemmwirkungen, die von einer dhnlichen Wirkung bis hin zu einem Drittel des Standards reichen.
Demnach fiihrt 46 die Reihe mit einem FAR-Wert von 20,24 an, wahrend 26 den geringsten Effekt mit

1,45 aufweist.

Auswertung der Substituenten Effekte der 2,6-dimethylsubstituierten Dihydropyridine

Bei Betrachtung der Reihe 26 - 29, welche sich nur im N-Phenyl-Abschnitt unterscheiden, lassen sich
zwei Beobachtungen machen. Zum einen zeigen 28 und 29 mit einem Chlorid-Substituent mit FAR-
Werten von 2,59 bzw. 3,61 eine hohere Aktivitat als 26 und 27 mit FAR-Werten von 1,45und 1,57. Zum
zweiten lasst sich hier eine Praferenz fur die meta- gegenliber der ortho-Position ableiten, da die
beiden Verbindungen, welche aus 3-Chloranilin (29) und 3-Methylanilin (27) resultieren, ihren
Gegenstiicken aus 2-Chloranilin (28) und 2-Methylanilin (26) iberlegen sind. In der nachsten Reihe sind
die Dihydropyridine 30-32 und 34 vertreten, welche sich zu ihren Vorgiangern in der
3-Methoxy-Funktion unterscheiden und die mit Ausnahme von 30 am N-Phenyl-Abschnitt dieselben
Substitutionsmuster zeigen. Die Einflihrung der Methoxy-Gruppe fihrt bei 34 von einem FAR-Wert von
3,61 (29) zu einer Senkung auf 1,57. Im Falle von 26 (1,45) zu 31 (1,53) und 27 (1,57) zu 32 (1,48) konnte
nur ein schwacher, teils umgekehrter Effekt beobachtet werden. Ebenfalls in dieser Reihe befindet sich
Dihydropyridin 30, welches als Alleinstellungsmerkmal aus einem Anilin resultiert. Der zuldssige
Vergleich mit 31, 32 und 34 lasst darauf schliefRen, dass bei Vorhandensein einer Methoxy-Gruppe ein
Fehlen der Substitution im N-Phenyl-Abschnitt aktivitatssteigernd ist (FAR-Wert von 2,21 fiir 30). Die

Nitro-Gruppierung bei Dihydropyridin 41 zeigt in Kombination mit der 3-Methyl-Gruppe des N-Phenyl-
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Abschnittes eine Hemmwirkung mit einem FAR-Wert von 4,05, welche gerade beim Standard
Verapamil liegt. Das Fehlen zusatzlicher Nitro-Verbindungen in dieser Reihe ldsst keine weiteren
Schlussfolgerungen zu. Lediglich der Vergleich von 27 (1,57), 32 (1,48) und 41 (4,05) ist moglich und es
lasst sich ableiten, dass die Einflihrung der stark elektronenziehenden Gruppe einen positiven Effekt
auf die Wirksamkeit hat. Die beiden letzten getesteten Verbindungen 45 und 46 resultieren aus einem
1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd. Sie bilden die beiden einzigen Dihydropyridine dieser Reihe,
welche mit FAR-Werten von 13,21 (45) und 20,24 (46) einen deutlich starkeren Effekt auf P-GP
aufweisen als Verapamil. Der Pyrazol-Aldehyd fiihrt bei 45 im Vergleich mit 26 und 31, sowie 46 im
Vergleich mit 27 und 32 zu einer deutlichen Aktivitatssteigerung. Auch hier lasst sich das
Substitutionsmuster der N-Phenyl-Abschnitts wie eingangs erwahnt deuten, sodass die meta-Position

im Vorteil ist.

Anhand der Ergebnisse lassen sich grundlegende Eigenschaften formulieren, die eine Hemmwirkung
an P-GP beziglich der 2,6-dimethylsubstituierten Substanzen charakterisieren. Zum einen hat sich
herausgestellt, dass eine meta-Substitution im N-Phenyl-Abschnitt einer ortho-Substitution
vorzuziehen ist, wobei die Rolle von Verbindungen ohne jegliche Derivatisierung wie Verbindung 30
nicht endgiiltig geklart werden kann. Weiterhin hat die Substitution am 4-Phenyl-Abschnitt Einfluss auf
die Affinitdt, wie die Paare 29/34, 27/32/46 sowie 26/31/45 nahelegen. Im Vergleich mit einem
unsubstituierten Phenyl-Rest kann bei Einfihrung einer Methoxy-Gruppe eine tendenzielle
Aktivitatsminderung verzeichnet werden, wahrend der Austausch mit 1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl
eine Steigerung bedeutet. Bei Betrachtung der Substitutionsmuster im N-Phenyl-Abschnitt sticht
hervor, dass die Derivatisierung mit einem Chlor-Substituent bessere Ergebnisse erzielt als die mit
einer Methyl-Gruppe. Der elektronenziehende Effekt von Chlor und Halogenen allgemein kdnnte
neben der unterschiedlichen relativen AtomgrofRe fiir eine bessere Bindung an der Zielstruktur
verantwortlich sein. Eine Testung weiterer Halogen-substituierter Verbindungen koénnte hier
aufschlussreiche Informationen liefern, war im Zusammenhang der vorliegenden Arbeit jedoch nicht

geplant und durchgefiihrt worden, da nur eine Abschatzung der P-GP Effekte beabsichtigt wurde.

4.1.2.c. Vergleich beider Reihen und Bezug zum Target

Damit eine vergleichende Diskussion geflihrt werden kann, wurden die FAR-Werte in Relation zum
Standard Verapamil gesetzt. Bei Betrachtung beider Reihen, welche sich grundlegend in der
Substitution an Position 2 und 6 des Grundgeriistes unterscheiden fallt auf, dass die
2,6-unsubstituierte Reihe (nachfolgend 1. Reihe genannt) im Mittel eine héhere Affinitat an P-GP
aufweist als die 2,6-dimethylsubstituierte (nachfolgend 2. Reihe genannt). Fir einen sinnvollen

Vergleich sollte jedoch immer nur ein Parameter gedandert werden, sodass hier nicht verallgemeinert
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werden kann. Da die Verbindungen mit Ausnahme eines Paares strukturell zu unterschiedlich sind,

kann nur eine Tendenz formuliert werden.

Die Substanzen 5 und 30 lassen einen direkten Vergleich zu (Tabelle 15), sie unterscheiden sich nur am
Dihydropyridin-Grundgerist. Hier zeigt sich eine verminderte Aktivitdt fiir die 2,6-dimethyl-
substituierte Verbindung 30 (0,55) gegeniiber 5 (0,7), die nur in Bezug auf den Standard Verapamil

ersichtlich wird.

Tabelle 15: Vergleich der P-GP-Hemmwerte von Verbindung 5 und 30

=
S
5 30
Effvers, 0,7 0,55
FAR-Wert 1,11 2,21

Ungeachtet des Unterschieds der zwei Methyl-Gruppen am Grundgerist koénnen weitere
Vermutungen Uber Substituenten-Effekte beider Substanz-Reihen angestellt werden. Daher soll ein
moglicher Einfluss der Derivatisierung der N-Phenyl-Gruppe diskutiert, anschlieBend dasselbe fir die

4-Phenyle durchgefiihrt werden.

Auswertung der N-Phenyl-Substitutionsmuster

Der Effekt der unsubstituierten N-Phenyl-Gruppierung in der zweiten Test-Reihe lief} sich nicht mit
Sicherheit einordnen, da nur eine Verbindung vorlag. Bei Miteinbeziehen der ersten Reihe wird
ersichtlich, dass die Einfiihrung einer Methoxy-, Methyl- oder Chlor-Gruppe bei gleichbleibendem 4-
Phenyl-Rest mit Ausnahme des Paares 5/6 und 17/18 zu einer verminderten Affinitat fihrt (Tabelle
16). Innerhalb der Substituenten wird ein elektronenziehender Effekt wie Chlor gegeniiber einer eher
elektronenspendenden Methyl-Gruppe praferiert. Weder die Rolle der Methoxy-Gruppe, noch eine
Abstufung beziiglich der Stellung kann in dieser Versuchsreihe endgiiltig geklart werden. Ein Ansatz flr
die Erklarung der geringeren Wirkung von ortho-substituierten gegeniber den meta-substituierten
Derivaten bietet die Stereochemie. Durch die raumliche Nahe der Methyl- oder Chlor-Gruppe zur 2,6-
dimethyl-Gruppe des Grundgeriistes bei ortho-Position, kommt es zu einer Einschrankung der
Drehbarkeit des N-Phenyl-Ringes, so wie schon in Abschnitt 3.3.2 beschrieben. Dieser Verlust der

Flexibilitat kénnte fiir eine eingeschrankte Wirksamkeit dieser Verbindungsklasse ausschlaggebend
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sein. In meta-Position wird die raumliche Hinderung weniger, bei para vernachlassigbar gering sein. Im
Vergleich dazu sind die Verbindungen der ersten Reihe nicht von dieser Einschrankung betroffen, da

die beiden Methyl-Gruppen an Position 2 und 6 nicht vorhanden sind.

Tabelle 16: Effekt der N-Phenyl-Substitutionsmuster beider Reihen (P-GP, n = 3)

0O R O 0O R O
| 1] | 2 |
N N
Ry R
Reihe -R; Nr -R; FAR-Wert Effekt
1 - 1 -
Phenyl H 4,3 9%
2 -4-Methoxy 3,9
1 -3- - 1,11
3-Methoxyphenyl 5 -H , 2 206 %
6 -4-Methoxy 3,4
1 -4-Methoxyphenyl 9 -H 5,8
ypheny 3 79%
10 -4-Methoxy 1,19
1 -3,4-Dimethoxyphenyl 13 -H 7,3 d29%
14 -4-Methoxy 5,2
1 -1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl 17 -H 3,5 0%
18 -4-Methoxy 3,5 ’
2 -3-Methoxyphenyl 30 -H 2,21 4 31%
31 -2-Methyl 1,53
2 -3-Methoxyphenyl 30 -H 2,21
4 33%
32 -3-Methyl 1,48
2 -3-Methoxyphenyl 30 -H 2,21 d29%
34 -3-Chlor 1,57

Auswertung der 4-Phenyl-Substitutionsmuster

Ausgehend von einer unsubstituierten 4-Phenyl-Verbindung birgt der Austausch zu einem 4-(1,3-
Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)-Rest in der Hélfte der beschriebenen Fille einen Mehrwert beziglich der
Affinitat an P-GP (Tabelle 17). Ein Wasserstoff-Briicken-Akzeptor wie eine Methoxy-Gruppe kann eine
Rolle in der Bindung am Target spielen. Da die Ergebnisse von 4-Phenyl tber 4-(3-Methoxyphenyl), 4-

(4-Methoxyphenyl) bis 4-(3,4-Dimethoxyphenyl) keine eindeutige Linie vorgeben, kann hier kein klarer
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Effekt ausgemacht werden. Eher scheint ein sterisch anspruchsvoller Substituent wie 4-(1,3-Diphenyl-

1H-pyrazol-4-yl) oder 4-(3,4-Dimethoxyphenyl) die Hemmwirkung zu beginstigen.

Tabelle 17: Effekt der 4-Phenyl-Substitutionsmuster beider Reihen (P-GP, n = 3)

o} Ry O 0 Ry O
| 1] | 2 |
N N
Ry R
Reihe -Rz Nr -R1 EffVerb,
1 -H 1 -Phenyl 2,9
-H 5 -(3-Methoxyphenyl) 0,7
-H 9 -(4-Methoxyphenyl) 3,9
-H 13 -(3,4-Dimethoxyphenyl) 4,9
-H 17 -(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) 2,3
1 -4-Methoxy 2 -Phenyl 2,6
-4-Methoxy 6 -(3-Methoxyphenyl) 2,3
-4-Methoxy 10 -(4-Methoxyphenyl) 0,8
-4-Methoxy 14 -(3,4-Dimethoxyphenyl) 3,5
-4-Methoxy 18 -(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) 2,3
2 -2-Methyl 26 -Phenyl 0,36
-2-Methyl 31 -(3-Methoxyphenyl) 0,38
-2-Methyl 45 -(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) 3,29
2 -3-Methyl 27 -Phenyl 0,39
-3-Methyl 32 -(3-Methoxyphenyl) 0,37
-3-Methyl 46 -(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) 5,05

Target-spezifische Besonderheiten an P-GP

Bislang ist keine hochauflésende Struktur des humanen P-GP verfiigbar 7% 78, Studien und
mathematische Berechnungen werden vorwiegend mit vorhandenen Modellen von Maus "¢ oder
beispielsweise Hamster durchgefiihrt 7Y, Ebenso wenig ist eine detaillierte Vorstellung des
Bindungsmodus, noch der Bindungsregion von Substraten gereift ’® Y1, Fiir die Region der Bindung
wird jedoch angenommen, dass sie im neutralen, membrandurchdringenden Abschnitt liegt 76 78 173,

Es wird vermutet, dass hier mehrere Bindungstaschen vorliegen, welche die Mdglichkeit haben,

miteinander zu interagieren %, Weiterhin werden sie bzgl. ihrer raumlichen Ausprigung als flexibel
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beschrieben 78, woher auch die Tatsache rithren soll, dass je nach Substrat inhibierende oder
induzierende Effekte beobachtet werden kénnen 7% 71 Die Vielfalt der bindenden, strukturell
unterschiedlichen Substanzen wird aus demselben Grund als polyspezifisch und nicht als unspezifisch
bezeichnet 178, SHARON ET AL. versuchen in ihrer Arbeit Eigenschaften von P-GP-Substraten aus den von
ihnen gemachten Erkenntnissen abzuleiten, weisen jedoch darauf hin, dass sich bislang keine
allgemein giiltigen Regeln formulieren lassen 7%, Zum einem besteht ein tiberwiegender Teil der fiir
die Bindungsregion verantwortlichen transmembrandren Domdne aus Aminosduren, welche
Wasserstoff-Briicken-Donatoren darstellen U8, Daher wird angenommen, dass zwei bis drei
Wasserstoff-Briicken-Akzeptoren in einem Substrat fiir eine bessere Bindung vorliegen sollten 78,
Ebenso sind vermehrt Seitenketten mit der Aminosdure Tryptophan beschrieben, welche in der

Fixierung hydrophober aromatischer Reste zum Einsatz kommen sollen 78],

Ableitung potentiell giinstiger Strukturelemente der synthetisierten Dihydropyridine

Frih konnte gezeigt werden, dass die raumliche Struktur der Dihydropyridine einen entscheidenden
Einfluss auf die Wirksamkeit an Calcium-Kanilen darstellt ***!, daher muss man grundlegend die
Annahme formulieren, dass sie auch Einfluss auf die Wirkung an anderen Targets bedeutet. Der Ring
des Grundkorpers liegt in einer flachen Wannen-Konformation vor (siehe auch Abschnitt 2.3.2),
wahrend der 4-Phenyl-Rest eine pseudoaxiale Stellung bevorzugt 1%l Diese Grundform ist durch
Ringinversion und Drehbarkeit flexibel, wird jedoch durch unterschiedliche Substitutionsmuster
zunehmend starrer 3%, Bei den 2,6-dimethylsubstituierten Dihydropyridinen ist zusitzlich eine
dquatoriale Stellung der Ester-Gruppen bevorzugt [*! und der N-Phenyl-Rest ist dadurch ebenso in

seiner Drehung eingeschrankt 6%,
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1 bedingt frei drehbar

O frei drehbar
,O pot. H-Briicken-Akzeptoren

Abbildung 45: Flexibilitat des DHP-Grundkorpers und mégliche Wasserstoff-Briicken
Relativ flexibel hingeben zeigen sich die 2,6-unsubstituierten Verbindungen durch das Fehlen der
beiden Methyl-Gruppen 3 (Abbildung 45). Die synthetisierten Verbindungen der ersten Reihe zeigten
im Mittel bessere Werte als die der zweiten Reihe, sodass man postulieren kann, dass eine gegebene
Flexibilitat der Struktur einen glinstigen Einfluss auf die Wirkung hat. Daneben weisen alle Substanzen
dieselben potentiellen Gruppen im Grundgeriist auf, die als Wasserstoff-Briicken-Akzeptoren
fungieren konnen. Dazu zdhlen die Sauerstoff-Atome der beiden Ester als auch der Stickstoff des
zentralen 1,4-Dihydropyridin Ringes, dessen Elektronenpaar nicht in eine Aromatizitat eingebunden
ist. Der Effekt zusatzlicher Wasserstoff-Briicken hat sich in der P-GP Testreihe nur bedingt
nachvollziehen kénnen, so wiesen die Derivate mit 4-(3,4-Dimethoxyphenyl) mit zwei weiteren
Akzeptoren die hochste Wirkung auf, wahrend nur eine Methoxy-Substitution wechselnde Wirkung im
Vergleich mit dem unsubstituierten 4-Phenyl zeigte. Fir 4-(1,3-Diphenyl-1H-Pyrazol-4-yl) ergaben sich
konstant mittelmaRige bis gute Werte, was den Effekt eines sterisch anspruchsvolleren und

hydrophoben Restes an Position 4 des DHP-Grundgeristes beschreibt.

4.1.2.d. Bezug zur Effluxpumpen-Affinitat bei Mycobacterium tuberculosis

Aufgrund des Fehlens detaillierter Informationen (ber die strukturellen Besonderheiten der
Effluxpumpen im gefragtem Erreger, kann vom humanen P-GP im Maus-Modell nicht direkt auf einen
Effekt beim Bakterium geschlossen werden. Da jedoch bestimmte Merkmale von Transporter-
Systemen gleichbleibend sind und daher diese Proteine auch zurecht nach tcdb (transporter-
classification-database) in Gruppen eingeteilt werden, kommt man zu der Annahme, dass eine
Praferenz fiir eine bestimmte Familie Gibergreifend existiert. Uber die Beschreibung der Effekte an P-
GP kdnnen also allgemein Mutmallungen tber deren Aktivitdt an ABC-Transportern getroffen werden,
sodass hier folgende Annahmen erlaubt sind. Zum einen kann postuliert werden, dass die
synthetisierten Verbindungen, die sich im Maus-Essay vielversprechend zeigten ebenso eine giinstige
Wirkung an Transportern der ABC-Familie in Mycobacterium tuberculosis versprechen. Im
Umbkehrschluss missen die synthetisierten Verbindungen, die keine oder nur eine geringe Aktivitat
zeigten nicht zwangsweise unwirksam sein, da die strukturellen Besonderheiten der mykobakteriellen

ABC-Transporter, sowie auch der anderen im Detail nicht bekannt sind. Zusammengefasst heiflt das,
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dass grundsatzlich alle Effluxpumpen (Tabelle 4) fiir eine Hemmung in Frage kommen. Eine Préferenz
fiir ausgewahlte Verbindungen an ABC-Transportern kann jedoch vorliegen und soll spater untersucht
werden. Demnach soll im Folgenden versucht werden diese Ergebnisse mit Hilfe von Testungen der
Verbindungen am Laborkeim H37Rv alleine und in Kombination mit gangigen Antituberkulotika
einzugrenzen. Mit Hilfe dieser Daten soll die Frage beantwortet werden, inwieweit die synthetisierten
Dihydropyridine Effluxpumpen-Hemmer bei Mycobacterium tuberculosis darstellen und es soll eine

Abschatzung beteiligter Transporter nach dem Ausschluss-Prinzip vorgenommen werden.
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4.2. GFP-H37Rv Aktivitatsbestimmungen

4.2.1. Methodenbeschreibung

Zur Beschreibung der antimykobakteriellen Effekte wurden die synthetisierten Dihydropyridine am
Laborkeim H37Rv getestet. Die Versuche wurden extern im Forschungszentrum Borstel unter der
Leitung von PD Dr. Norbert Reiling durchgefiihrt. Fir die Beurteilung des Wachstums wurden green-
fluorescent-protein (GFP) exprimierende M. Tuberculosis H37Rv Bakterien mit Hilfe von Plasmiden
hergestellt, welche sich nach Inkubation mit den zu testenden Verbindungen durch Messung der
relativen Licht Absorption bei 528 nm auswerten lassen. Eine detailliertere Versuchsbeschreibung und

deren Auswertungsmethode findet sich im Anhang (6.2.3.a).

4.2.2. Der GFP-H37Rv-Wachstums-Essay

Von den insgesamt 48 synthetisierten Verbindungen wurden 37 auf ihre antimykobakterielle Aktivitat
am Laborkeim H37Rv getestet. Neben der Ermittlung der Wachstumshemmung auf den Erreger
alleine, wurde fir ausgewahlte Verbindungen eine Hemmung in Kombination mit den
Referenzwirkstoffen Rifampicin, Isoniazid, Ethambutol, Ciprofloxacin und Clofazimin durchgefiihrt, um

Effluxpumpen-modulierende Effekte untersuchen zu kénnen.

4.2.2.a. Ergebnisse der 2,6-unsubstituierten Dihydropyridine

Eine Zusammenfassung aller ermittelten Messwerte bieten Tabelle 18 (sortiert nach 4-Phenyl-
Substitutionsmustern) und Tabelle 19 (sortiert nach N-Phenyl-Substitutionsmustern), die eingesetzte
Konzentration lag bei 1 ug/ml. Bei der Messung zeigten 10 Dihydropyridine Aktivitat am Erreger mit
Gber 30 % Hemmwirkung, von denen die Verbindungen 2, 5 und 14 Werte von Uber 60 % erzielten. Bei
8 Substanzen kdnnen weniger als 10 % Aktivitdt verzeichnet werden, drei davon zeigen nahezu keine
Aktivitat (15, 19 und 24). Wie auch bei der Beschreibung der Ergebnisse des P-GP Essays, sollen hier

die 4-Phenyl- und N-Phenyl-Substitutionsmuster zuerst getrennt voneinander diskutiert werden.

Auswertung der 4-Phenyl-Substitutionsmuster

In Tabelle 18 (Folgeseite) sind die Verbindungen 1 - 24 in Gruppen aufgelistet. Die Sortierung nach dem
jeweils konstanten N-Phenyl-Substituent macht die Auswirkungen der Derivatisierung an Position 4
des Dihydropyridin-Grundgeristes sichtbar. Weiterhin wird ein Wert in Prozent dargestellt, der den
Effekt des jeweiligen Derivates in der Gruppe beziglich der einfachen 4-Phenyl-Substitution darstellt.
Dabei wird eine Aktivitatssteigerung durch einen Pfeil nach Oben, ein -Verlust durch einen Pfeil nach

Unten symbolisiert.
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Tabelle 18: Effekt der 4-Phenyl-Substitutionsmuster auf die Wachstumshemmung (bei 1 pug/ml, n = 3)

O R O
~A A
N

Ry
Wachstumshemmung Effekt bezogen

-R; Nr -R; (X + SEM) [%] auf R; = Phenyl
-H 1 -Phenyl 56,5+ 21,9
-H -(3-Methoxyphenyl) 60,51 + 4,82 M7 %
-H 9 -(4-Methoxyphenyl) 24,91+ 3,79 4 56 %
-H 13 -(3,4-Dimethoxyphenyl) 29,55 + 10,16 J 48 %
-H 17 -(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) 20,22 £+ 6,92 4 64 %
-H 21 -(3-Benzyloxyphenyl) 19,96 + 11,57 4 65%
-4-Methoxy 2 -Phenyl 59,75 + 1,59
-4-Methoxy 6 -(3-Methoxyphenyl) 40,52 +7,17 v 32%
-4-Methoxy 10 -(4-Methoxyphenyl) 34,94 +9,84 b 42%
-4-Methoxy 14 -(3,4-Dimethoxyphenyl) 59,26 + 7,32 v1%
-4-Methoxy 18 -(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) 4,95 + 21,08 4 92%
-4-Methoxy 22 -(3-Benzyloxyphenyl) 7,37 £ 13,28 4 88%
-2-Methyl 3  -Phenyl 33,58 +0,77
-2-Methyl 7  -(3-Methoxyphenyl) 405 M19%
-2-Methyl 11 -(4-Methoxyphenyl) 2,43 + 6,96 4 93%
-2-Methyl 15 -(3,4-Dimethoxyphenyl) 0,36+ 8,49 4 99%
-2-Methyl 19 -(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) <0 4 2100 %
-2-Methyl 23 -(3-Benzyloxyphenyl) 14,41 £ 10,92 4 57
-2-Chlor 4  -Phenyl 9,07 £ 2,65
-2-Chlor -(3-Methoxyphenyl) 36,71 £ 0,44 ™ 305%
-2-Chlor 12 -(4-Methoxyphenyl) 24,16 £ 5,57 ™ 166 %
-2-Chlor 16 -(3,4-Dimethoxyphenyl) 8,67+7,71 4 4%
-2-Chlor 20 -(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) 12,36 £ 15,69 4 36%
-2-Chlor 24  -(3-Benzyloxyphenyl) 0,47 £ 4,18 4 95 %
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Bei Betrachtung der einzelnen Gruppen wird ersichtlich, dass eine Derivatisierung des 4-Phenyl-Restes
in der Regel mit einem Aktivitatsverlust einhergeht. Eine Ausnahme bildet Verbindung 12 mit einer
4-Methoxyphenyl-Substitution mit einer ca. anderthalbfachen Steigerung gegeniiber Nr 4. Ebenso
fliihren die Strukturen 5, 7 und 8 mit einer 3-Methoxy-Substitution zu 7 %, 19 % bzw. der ca. dreifachen
Aktivitatssteigerung. Hier zeigt sich, dass die Einfiihrung einer Methoxy-Gruppe in der betrachteten
Messreihe als einziges Substitutionsmuster einen Mehrwert gegeniiber der Phenyl-Substitution bietet.
Bei Auswertung der Stellung ist eine Methoxy-Funktion an Position 3 der an Position 4 vorzuziehen,
was die Paare 5/9, 6/10, 7/11 und 8/12 nahelegen. Im Gegensatz sind bei einer 3,4-Dimethoxy-
Substitution wechselnde Effekte beobachtbar. So weist Nr 14 vergleichbare Hemmwerte mit dem
Phenyl-Derivat 2 von 59 % auf, wdhrend in allen anderen Fillen eine teilweise deutliche
Aktivitdtsminderung zu verzeichnen ist (13: | 48 %, 15: J 99%; 16: | 4 %). Der sterisch
anspruchsvolle 1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl-Rest fiihrt wie der ebenso volumindsere 3-Benzyloxy-
phenyl-Rest zu einer Wirkungsminderung bis hin zum Aktivitatsverlust bei Nr 19. Allgemein lasst die
Gruppenauswertung erkennen, dass ein Dihydropyridin mit N-Phenyl- oder N-(4-Methoxyphenyl)-Rest

im Mittel bessere Hemmwirkungen erzielt als mit N-(2-Methylphenyl)- oder N-(2-Chlorphenyl)-Rest.

Auswertung der N-Phenyl-Substitutionsmuster

Die abschlieRend formulierte Tendenz lasst sich bei der Auswertung der N-Phenyl-Substitutionsmuster
bestdtigen (Tabelle 19, Folgeseite). Bei gleichbleibendem 4-Phenyl-Rest zeigt sich, dass die N-(4-
Methoxyphenyl)-Substitution einen Mehrwert zum einfachen N-Phenyl-Rest darstellen kann. Dies wird
durch die Paare 1/2, 9/10 und 13/14 bestatigt, bei denen eine Steigerung der Wirkung von 6 %, 40 %
und 101 % ermittelt wird. Weiterhin wird aus der Darstellung ersichtlich, dass mit Ausnahme der
Verbindungen 20 und 23 die Einfihrung einer N-(2-Chlorphenyl)- und N-(2-Methylphenyl)-Substitution
mit einer Aktivitdtsminderung gegeniiber der N-Phenyl oder N-(-4-Methoxyphenyl)-Derivatisierung

einhergeht.
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Tabelle 19: Effekt der N-Phenyl-Substitutionsmuster auf die Wachstumshemmung (bei 1 ug/ml, n = 3)

N
Effekt
Wachstumshemmung bezogen auf

R, Nr -R. (X + SEM) [%] R,=H
-Phenyl 1 -H 56,5+ 21,9
-Phenyl 2 -4-Methoxy 59,75 +1,59 ™M6%
-Phenyl 3 -2-Methyl 33,58 £0,77 v 41%
-Phenyl 4  -2-Chlor 9,07 £ 2,65 4 84 %
-(3-Methoxyphenyl) 5 -H 60,51 + 4,82
-(3-Methoxyphenyl) 6 -4-Methoxy 40,52 +7,17 ¥ 33%
-(3-Methoxyphenyl) 7  -2-Methyl 405 434 %
-(3-Methoxyphenyl) 8 -2-Chlor 36,71+£0,44 4 39%
-(4-Methoxyphenyl) 9 -H 24,91 +3,79
-(4-Methoxyphenyl) 10  -4-Methoxy 34,94 +9,84 T 40%
-(4-Methoxyphenyl) 11  -2-Methyl 2,43 +6,96 4 90 %
-(4-Methoxyphenyl) 12 -2-Chlor 24,16 £ 5,57 3%
-(3,4-Dimethoxyphenyl) 13 -H 29,55+ 10,16
-(3,4-Dimethoxyphenyl) 14  -4-Methoxy 59,26 +7,32 T 101%
-(3,4-Dimethoxyphenyl) 15 -2-Methyl 0,36 + 8,49 4 99 %
-(3,4-Dimethoxyphenyl) 16 -2-Chlor 8,67+7,71 $71%
-(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) 17 -H 20,22 £ 6,92
-(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) 18 -4-Methoxy 4,95 + 21,08 476 %
-(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) 19 -2-Methyl <0 4 >100%
-(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) 20 -2-Chlor 12,36 + 15,69 4 39%
-(3-Benzyloxyphenyl) 21 -H 19,96 + 11,57
-(3-Benzyloxyphenyl) 22 -4-Methoxy 7,37 +13,28 4 63%
-(3-Benzyloxyphenyl) 23 -2-Methyl 14,41 + 10,92 4 28%
-(3-Benzyloxyphenyl) 24 -2-Chlor 0,47 + 4,18 4 98 %
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Zusammenfassung und Ableitung potentiell giinstiger Struktur-Elemente

Beim Vergleich der Tabelle 18 und Tabelle 19 kristallisiert sich heraus, dass fiir die im Rahmen dieser
Arbeit entwickelte Grundstruktur bestimmte Substitutionsmuster fiir eine gesteigerte Aktivitdt am
Erreger M. tuberculosis vorteilhaft sind. Dazu zdhlen an Position 4 des Grundgeristes die Einfihrung
eines Phenyl- oder 3-Methoxyphenyl-Restes, wahrend sich am Stickstoff der Phenyl- und
4-Methoxyphenyl-Rest bewahrt haben. Hochste Aktivitat erzielte dabei eine Kombination aus
4-(3-Methoxyphenyl)- und N-Phenyl-Rest mit ca. 61 % bei Verbindung 5 (1 ug/ml). Wechselnde
Effekte wurden bei der Einfiihrung von 4-(4-Methoxyphenyl)- und 4-(3,4-Dimethoxyphenyl)-Rest
beobachtet, wahrend sowohl N-(2-Methlylphenyl), N-(2-Chlorphenyl) als auch 4-(1,3-Diphenyl-1H-
pyrazol-4-yl) und 4-(3-Benzyloxyphenyl) zu Aktivitdtsminderung bis hin zur Wirkungslosigkeit bei
Verbindung 19 fiihren.

Tabelle 20: Abstufung der Struktur-Wirkungsbeziehungen (Bezug der Reste auf Tabelle 18/20)

Ri:  4-(3-Methoxyphenyl) > 4-Phenyl > 4-(4-Methoxyphenyl) = 4-(3,4-Dimethoxyphenyl)
> 4-(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)

n

4-(3-Benzyloxyphenyl)

Ra:  N-(4-Methoxyphenyl) > N-Phenyl > N-(2-Methylphenyl) = N-(2-Chlorphenyl)

4.2.2.b. Ergebnisse der 2,6-dimethylsubstituierten Dihydropyridine

Auch hier bietet Tabelle 21 der Folgeseite eine Zusammenfassung der erzielten Hemmwerte, die
eingesetzte Konzentration lag im Gegensatz zur vorherigen Messreihe bei 10 pug/ml. Aufgrund der
Testung von nur 13 der 24 synthetisierten Verbindungen lassen sich keine Reihen kompletter
Substitutionsmuster wie bei den 2,6-unsubstituierten Verbindungen aufstellen. Alle Ergebnisse sollen
daher gleichzeitig einer Betrachtung unterzogen werden. Die ermittelten Messwerte stellen eine
Mittelung aller erhaltenen Werte der Daten aus dem Inhibitions-Essay dar (4.2.3.a), wobei dort in jeder
Messung neben den synergistischen Effekten mit den Referenzwirkstoffen die Einzelwirkung

untersucht wurde.
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Tabelle 21: Antimykobakterielle Effekte der 2,6-dimethylsubstituierten Verbindungen (bei 10 pg/ml)

O R O
TN Y
N
RZ
Wachstumshemmung

-R; Nr -R; (X + SEM) [%]
-Phenyl 251 -H <0
-Phenyl 26" -2-Methyl <0
-Phenyl 279 -3-Methyl 9,07 + 3,35
-Phenyl 281 _2-Chlor <0
-Phenyl 291 -3-Chlor <0
-(3-Methoxyphenyl) 30 -H 19,75 + 6,44
-(3-Methoxyphenyl) 31R  _2-Methyl <0
-(3-Methoxyphenyl) 328 _3-Methyl <0
-(3-Methoxyphenyl) 34 _3-Chlor <0
-(3-Nitrophenyl) 41"®1  -3-Methyl 16,14 + 4,47
-(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) 4501 _2_Methyl 2,69 +8,51
-(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) 461 -3-Methyl 9,95 + 5,54
-(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) 478 _2-Chlor <0

Lln=6;PIn=9n=12

Dabei fallt auf, dass die aktivste Substanz hier lediglich eine Hemmwirkung von ca. 20 % erzielte (Nr
30). Neben 8 Substanzen, die auf den Erreger keine Wirkung zeigten, erhalten wir lediglich fir die
verbleibenden 5 Verbindungen Werte zwischen 3 % und 20 %. Als Tendenz lasst sich formulieren, dass
ein N-(2-Chlorphenyl)- oder N-(3-Chlorphenyl)-Rest zur Wirkungslosigkeit fihrt. Die Einfihrung einer
Nitrophenyl Gruppierung an Position 4 des Grundgeriistes (Nr 41) bildet mit ca. 16 % die zweite
Substanz, welche {iber 10% Hemmung erreichte. Es kann vermutet werden, dass eine
elektronenziehende Komponente einen positiven Effekt auf die Wirksamkeit ausiibt. Wie auch schon
bei den P-GP Ergebnissen diskutiert, konnten hier die sterisch-strukturellen Besonderheiten eine Rolle
spielen. Durch die 2,6-dimethyl-Substitution wird das Grundgertist bei ortho-Derivatisierung der N-
Phenyl-Gruppe zunehmend starrer und unflexibel. So weisen ebenso Verbindung 26, 28, 31 und 47

keine oder eine vernachlassigbar geringe Aktivitdt wie bei 45 mit ca. 3 % auf. Zur Ableitung potentiell
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glinstiger Strukturelemente sind die vorhandenen Daten nicht ausreichend, sodass darauf an dieser

Stelle verzichtet werden soll.

4.2.2.c. Vergleich beider Dihydropyridin Reihen

Bei Betrachtung beider Dihydropyridin Reihen lassen sich 7 Paare strukturell vergleichbarer
Verbindungen gegenlberstellen, welche sich nur in der Substitution an Position 2 und 6 unterscheiden.

Die Daten sind in Tabelle 22 dargestellt.

Tabelle 22: Vergleich der antimykobakteriellen Effekte beider Dihydropyridin-Reihen

R2
Nr -R; -R: -Rs Wachstumshemmung Minderung
(X + SEM) [%] um

L e " -H 56,5+ 21,9 .
25 T -Methyl <0 v 100%
3 -H 33,58 +0,77

- -2-Methyl ! ! )
26 Thenv! -Methyl <0 A
4 Phenvl -2-Chlor H 9,07£2,65 0
28 T -Methyl <0 v 100%
5 . Methoxvahenyi " -H 60,51 + 4,82 .
3o > Methoxypheny “Methy 19,75 + 6,44 Ve
/ 3-Methoxyphenyl -2-Methyl " 40%53 J 100 %
31 ~>"Methoxypheny -Methyl <0 °
19 (1,3-Diphenyl-1H l-4-yl)  -2-Methyl " <0
gy e A A “Methyl 2,69 48,51 -
20 L 3-Diohenvi-1H anhy -2-Chlor -H 12,36 + 15,69 .
47 ~(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) Methyl <0 J 100 %

Bei Berlicksichtigung, dass die 2,6-unsubstituierten Verbindungen in einer 10-fach geringeren
Konzentration vermessen wurden (1 pg/ml zu 10 ug/ml), kann aus den Messwerten geschlossen
werden, dass die 2,6-dimethylsubstituierten Derivate keine oder nur eine unwesentliche
Hemmwirkung am Keim M. tuberculosis aufweisen. Mit Ausnahme einer betrachteten
Gegeniberstellung (Nr 19/45) fuhrt die 2,6-Substitution zu einem Aktivitatsverlust der zuvor aktiven

Verbindungen. Griinde konnten in der starren Molekdilstruktur der 2,6-dimethylsubstitutierten
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Dihydropyridine gesucht werden, da insbesondere hier die in ihrer Drehung eingeschrankten ortho-

substituierten N-Phenyl-Derivate verglichen wurden.

4.2.2.d. Mogliche Targets der aktiven Verbindungen am Erreger M. tuberculosis

Die Untersuchung der Wirkung von unterschiedlich substituierten Dihydropyridinen am Erreger M.
tuberculosis ist nicht neu, es sind jedoch nur wenige Informationen (iber moégliche Angriffspunkte der
Substanzen vorhanden. Die synthetisierte Reihen 2,6-unsubstituierter und 2,6-dimethylsubstituierter
Verbindungen, die zusatzlich aromatische Substituenten am Stickstoff des Grundgeriistes tragen,
wurde zudem nach gegenwartigem Kenntnisstand nahezu nicht untersucht. Bezugnehmend auf
Abschnitt 2.3.2, gibt es zwei Arbeiten, die strukturell dhnliche Verbindungen behandeln, MANVAR et al.
(2010) ™4 und SonAL et al. (2013) 49 (Tabelle 23). In der ersten Referenz werden 2,6-
dimethylsubstituierte Dihydropyridine mit Methylestern an Position 3 und 5 betrachtet, welche
verschiedene Substitutionsmuster an 4-Phenyl und N-Phenyl aufweisen *4, Fiir die 13 beschriebenen
DHP’s werden vergleichbar geringe Aktivititen am Testkeim H37Rv erhalten %4, Der Arbeitskreis um
SONALI ldsst 6 verschiedene 2,6-dimethylsubstituierte Dihydropyridine mit Ethylestern an Position 3
und 5 am Erreger testen und erhalt mit Ausnahme einer Verbindung mit MANVAR vergleichbare geringe

Hemmuwirkungen [144149],

Tabelle 23: Struktureller Vergleich der DHP's zwischen Sonali et al., Manvar et al. und den im Rahmen dieser
Arbeit synthetisieren Verbindungen 25 - 28

R2 Rz R

Sonali et al. Manvar et al. Nr 25 -48

Im Gegensatz liegen keine Informationen fiir 2,6-unsubstituierte DHP’s vor, die sich im Rahmen der
vorliegenden Arbeit als vielversprechend herausgestellt haben. Zwei Arbeiten, die in Abschnitt 2.3.2
genannt wurden benennen ein potentielles Target ihrer spezifischen Dihydropyridine und bestatigen
ihre Vermutung durch Testung am vermeintlichen Zielenzym InhA 4% 1411 'welches in der Mykolsdure-
Synthese eine Rolle spielt. Beide Autoren distanzieren sich von der Annahme, dass dies die alleinige
Target-Struktur bildet, es soll lediglich ein Ansatzpunkt fiir weitere Versuche darstellen 4% 141, Da diese

Dihydropyridine nur entfernt strukturverwandt mit den synthetisierten 2,6-unsubstituierten
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Verbindungen sind, kann abschlieRend nicht geklart werden, welche Ziel-Struktur fiir die

antimykobakterielle Wirkung in Frage kommen kénnte (Tabelle 24).

Tabelle 24: Struktureller Vergleich der DHP's zwischen Desai et al., Manvar et al. und den im Rahmen dieser
Arbeit synthetisieren Verbindungen 1 - 24

R1
0 0 0 Ri 0
R2 R2 )
N N -0 o
H || || H |
N N
H
Rz
Desai et al. Nrl-24

Manvar et al.

Im Anschluss an die Messung der Eigenwirkung der synthetisierten Dihydropyridine sollte ihr Verhalten
in Kombination mit den gangigen Referenzsubstanzen wie Rifampicin und lIsoniazid untersucht

werden. Dadurch soll das Ausmal der Modulation von Effluxpumpen bestimmt werden.

4.2.3. Der GFP-H37Rv-Inhibitions-Essay

Um moglichst nur Effluxpumpen-modulierende Effekte beobachten zu kdnnen, sollte die eigene
Hemmwirkung der Testsubstanz auf den Erreger minimiert sein. Gleichzeitig ist es notwendig,
Bruchteile der MHK der Referenzsubstanz einzusetzen, da ein Zusatznutzen bei zu hoher Eigenwirkung
nicht mehr messbar wird. Ziel folgender Versuchsanordnungen war es daher, nicht oder kaum aktive
Verbindungen im GFP-H37Rv-Essay mit geringen Konzentrationen an gangigen Wirkstoffen zu
kombinieren, um die Auswirkungen zu untersuchen. Hierbei handelte es sich um dieselbe Methodik
wie im Wachstums-Essay (siehe 6.2.3.a), nur dass zu Beginn der Inkubationszeit sowohl mit der zu
testenden Substanz als auch mit der Referenz inkubiert wurde. Da die 2,6-unsubstituierten
Dihydropyridine bei 1 pug/ml deutlich bessere Hemmwirkungen erzielten als die 2,6-
dimethylsubstituierten, wurde aus der ersten Reihe lediglich eine schwach hemmende aber im
Vergleich mit dem Standard Verapamil deutlich P-GP-aktive Substanz ausgewahlt (Nr 13). Aus der
zweiten Reihe wurden insgesamt 13 DHP’s getestet, welche allesamt nur schwach P-GP-aktiv waren,

dafiir nahezu keine Hemmwirkung auf den Erreger aufwiesen.
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4.2.3.a. Effluxpumpen-modulierende Effekte des 2,6-unsubstituierten

Dihydropyridins Nr 13

Um bei Verbindung 13 eine Konzentration wahlen zu kénnen, bei der die eigene Hemmwirkung auf

den Erreger minimiert wird, wurde eine weitere Testreihe an GFP-H37Rv durchgefihrt (siehe Abschnitt

6.2.3.a, Tabelle 25).

Tabelle 25: Antimykobakterielle Effekte unter verschiedenen Konzentrationen (Nr 13, n = 3)

13
Wachstumshemmung P-GP Aktivitat
Konzentration (x + SEM) [%] FAR-Wert (X £ SD)/ Effyer,
5 pg/ml 46,11 +12,4 -
1,5 pg/ml 37,45 £ 30,2 -
0,5 pg/ml 8,76+ 19,4 -

Zuvor getestete Konzentration und P-GP Aktivitat

1 pg/mi 29,55+ 10,6
1uMm -

73+15/49

Von der hochsten getesteten Konzentration von 5 ug/ml ist im Mittel eine Tendenz zu geringerer

Hemmwirkung mit weniger als 10 % bei 0,5 ug/ml am Erreger M. tuberculosis zu erkennen. Fir die

Messung der Effluxpumpen-modulierenden Effekte wurde daher 0,3 pg/ml als Richtwert genutzt.

Verbindung 13 wurde in Kombination mit suboptimalen Konzentrationen von Isoniazid, Ciprofloxacin

und Clofazimin inkubiert und die Ergebnisse nach 7 Tagen ausgewertet (Tabelle 26, Folgeseite).
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Tabelle 26: Effluxpumpen-modulierende Effekte von Nr 13 (n = 3)

Wachstumshemmung  Effekt-Steigerung durch

Verbindung (Konzentration) (x + SEM) [%] Nr 13 um
Isoniazid (0,08 pg/ml) 49,76 + 9,01 \
Isoniazid (0,08 pg/ml) + 13 (0,3 pg/ml) 69,79 +5,2 T 40%
Ciprofloxacin (0,4 pg/ml) 18,42 + 16,53 .
Ciprofloxacin (0,4 pg/ml) + 13 (0,3 pg/ml) 45,68 + 5,63 T33%
Clofazimin (0,3 ug/ml) 38,88 + 7,25 .
Clofazimin (0,3 ug/ml) + 13 (0,3 ug/ml) 603 T35%

In Kombination mit Isoniazid sind die starksten synergistischen Effekte von ca. 40 % erkennbar,
wahrend sich Ciprofloxacin und Clofazimin knapp dahinter mit 33 % und 35 % einreihen. Neben der in
hoheren Konzentrationen beobachteten eigenen Hemmwirkung von Verbindung 13, kdnnen an dieser
Stelle unter Vernachlassigung dieser Wirkung auch Effluxpumpen-modulierende Eigenschaften
angenommen werden. Eine Diskussion dieser Ergebnisse soll im Anschluss an die Betrachtung der 2,6-

dimethylsubstituierten Verbindungen stattfinden.

4.2.3.a. Effluxpumpen-modulierende Effekte der 2,6-dimethylsubstituierten
Dihydropyridine

Insgesamt 13 Verbindungen wurden aus der Reihe der 2,6-dimethylsubstituierten Gruppe auf ihre
Effluxpumpen-modulierenden Effekte getestet, die Richtkonzentration blieb dabei bei 10 pg/ml. Dabei
fand die Kombination mit Rifampicin (% der MHK), Isoniazid (% und % der MHK) und Ethambutol (% der
MHK, nur 10 Verbindungen) als Referenzsubstanzen statt. Nachfolgend sollen die einzelnen
Messreihen und deren Ergebnisse vorgestellt werden. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sollen am
Ende dieses Abschnittes die getesteten Verbindungen und deren Substitutionsmuster nochmals

dargestellt werden (Tabelle 30).

Messreihe mit Rifampicin

Die eigenen Hemmwirkungen der Verbindungen sind wichtig fur die Beurteilung des Mehrwerts bei
betrachteter Referenz in der Messreihe. Daher finden sie sich mit in der nachfolgenden Tabelle 40. Hat
eine Substanz in der Testreihe eine zu hohe Eigenwirkung, kann ein positiver Effekt nicht nur auf die
Hemmung von Effluxpumpen zurtickgefiihrt werden. Folgende Daten konnten mit Rifampicin bei % der

MHK erhoben werden.
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Tabelle 27: Effluxpumpen modulierende Effekte der 2,6-dimethylsubstituierten Verbindungen, Rifampicin

(RIFA) (n = 3)
Wachstum Wachstum Wachstum
Keim + RIFA Keim + Nr Keim + RIFA + Nr Effekt Steigerung
Nr Reihe (x + SEM) [%] (X + SEM) [%] (X + SEM) [%] RIFA durch Nrum
25 MHKssy% 83,06 +7,91 2100 90,9+4,8 -
26 MHK3sy 83,47 £6,42 2100 84,09 +7,17 -
27 MHK3sy 74,14 + 2,04 2100 76,95 + 7,56 -
28  MHKasy 74,14 2,04 73,25 +7,15 57,04 + 4,62 M23%
29 MHKasy 74,14 + 2,04 >100 76,76 + 7,56 -
30 MHKas% 83,06 + 7,91 83,3+10,8 60,48 + 3,46 M27%
31 MHKasy 77,49 £2,51 99,57 £ 1,59 72,11 +£11,23 M7%
32 MHKzs% 83,47 £ 6,42 >100 96 16 -
34 MHKzs% 83,47 £ 6,42 >100 56+ 11 ™M33%
41 MHKas% 81,04 +7,84 67,86 £ 9,57 69,03 + 11,02 M15%
45 MHKas% 81,04 £7,84 >100 62,07 + 3,98 ™M23%

46 MHK;s%
47  MHKzs%

77,49 £ 2,51
81,04 £7,84

85,15 £ 6,56
=100

88,19 £ 27,24
100,35 + 16,39

Bei Betrachtung der Reihe mit Rifampicin als Referenzsubstanz sind fir die Kombination mit der
jeweiligen Verbindung nur geringe Effekte beobachtbar. Am starksten ist bei Berlicksichtigung der
Eigenwirkung Nr 34 mit einer Steigerung von 33 % und Nr 45 mit 23 %, zuletzt Nr 31 mit 7 %. Sowohl
Nr 28, Nr 30, als auch Nr 41 haben eine synergistische Wirkung, deren Effekt von der Verbindung
und/oder Referenzsubstanz Rifampicin abzuleiten ist und nicht als Effluxpumpen-modulierend
interpretiert werden kann. Ebenso wenig lassen sich klare Strukturmerkmale ausmachen, welche die
wirkungsvollen Substanzen beschreiben wirden. Die aussichtsreichste Substanz Nr 34 ist ein
Dihydropyridin mit einem N-(2-Chlorphenyl)- und einem 4-(3-Methoxyphenyl)-Rest. Verwandte
Verbindungen wie Nr 28 und Nr 29, welche sich in Stellung des Chlor- bzw. eines 4-Phenyl-
Substituenten unterscheiden, zeigen dagegen nur einen geringen bis keinen Effekt. Bei Nr 45 mit einer
Steigerung der Wirksamkeit von Rifampicin um 23 % stellt der 4-(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)-Rest
das Charakteristikum dar. Auch hier zeigen die strukturverwandten Substanzen 46 und 47 keine

Effektsteigerung in Kombination mit der Referenz.
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Messreihe mit Isoniazid

Bei der Testung mit Isoniazid ergaben sich in nachfolgender Tabelle 28 erhaltene Daten.

Tabelle 28: Effluxpumpen modulierende Effekte der 2,6-dimethylsubstituierten Verbindungen, Isoniazid

(INH) (n=3)
Wachstum Wachstum Wachstum
Keim + INH Keim + Nr Keim + INH + Nr Effekt Steigerung
Nr Reihe (x + SEM) [%] (X + SEM) [%] (X + SEM) [%] INH durch Nr um
- MHK2s9 71,01 +0,84 99,34 +16,17 17,8+ 2,5 M75%
MHKsgs 41,35+1,51 >100 37,61 +£0,98 M9%
26 MHKs9 74,24 1,92 >100 26,25 + 2,00 P 65%
MHKso9 53,16 + 7,43 > 100 35,32 +5,78 P34 %
- MHK2s9 74,24 +1,92 74,74 £1,22 20,1+1,8 M73%
MHKso9 53,16 + 7,43 83,56 +2,72 24,24 + 3,50 M54 %
o MHK259% 74,24 £1,92 >100 19,79 +1,12 M™73%
MHKso 53,16 £ 7,43 > 100 27,56 + 3,53 M 48 %
- MHK2s9 74,24 £1,92 =100 11,57 +1,34 M 84 %
MHKso 53,16 £ 7,43 > 100 13,39+1,76 M75%
30 MHK259% 71,01 +0,84 77,16 £2,91 25,1+1,2 M 65%
MHKso 41,35+1,51 83,3+ 10,8 39,48 +1,02 M5%
31 MHK2s9 72,29 £ 0,66 =100 35+2 M52%
MHKso 33,81 +0,52 99,57 + 1,59 33,38 £ 0,46 M1 %
3 MHK2s9 72,29 £ 0,66 =100 11,4+1,1 M 84 %
MHKs09 42,1+0,5 > 100 42,14 +1,73 -
34 MHK2s9 72,29 £ 0,66 =100 15,01 +0,31 M79%
MHKso 42,1+0,5 > 100 40,8+ 1,5 M3%
a1 MHK2s9 70,99 + 2,98 =100 17,4+1,1 M™75%
MHKso9% 43,6 0,7 67,86 +9,57 42,75 £5,95 ™M2%
45 MHK2s9 70,99 £ 2,98 =100 31,34 +3,26 M 56%
MHKso 43,6 £ 0,7 > 100 36,88 + 0,39 M15%
46 MHK359 70,99 + 2,98 94,94 +4,51 26,14 £ 2,33 M63%
MHKso% 33,81+0,52 85,15 + 6,56 31,01+0,77 18%
47 MHK2s9 70,99 £ 2,98 >100 239+2,8 M 66%
MHKso9 43,6 £ 0,7 > 100 32+1 M27%
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Im Vergleich mit der Referenzsubstanz Rifampicin sind hier deutliche Aktivitatssteigerungen um bis zu
84 % (% MHK) bei Nr 29 und Nr 32 erkennbar. Im Mittel liegen bei allen Verbindungen Verbesserungen
der Wirksamkeit von lIsoniazid von Uber 52 % (% MHK) vor, wahrend die Effekte bei halber MHK
teilweise stark abfallen. Aufgrund der Aktivitat nahezu aller Verbindungen, lassen sich auch hier nur
erschwert Struktur-Wirkungsbeziehungen formulieren. Im Mittel erzielen 4-Phenyl-substituierte
Dihydropyridine marginal hohere Steigerungen der Wirksamkeit als 4-(3-Methoxyphenyl)- und 4-(1,3-
Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)-substituierte. Eine N-(2-Methylphenyl)-Derivatisierung fiihrt in allen Fallen
zu einer Senkung des Effektes (26, 31 und 45) und eine ortho-Substitution am N-Phenyl vermindert
auch hier im Mittel die Wirksamkeit gegenliber der meta-Position (vergleiche dazu die Paare 26/27,

28/29, 31/32 und 45/46).

Messreihe mit Ethambutol

Bei der Testung mit Ethambutol wurden insgesamt 10 Verbindungen vermessen, wobei die
Konzentration der Referenz bei % der MHK eingestellt wurde, um mogliche Effekte zu untersuchen.

Nachfolgende Daten konnten aus der Messreihe erhoben werden (Tabelle 29).

Tabelle 29: Effluxpumpen modulierende Effekte der 2,6-dimethylsubstituierten Verbindungen, Ethambutol
(EMB) (n=3)

Wachstum Wachstum Wachstum
Keim + EMB Keim + Nr Keim + EMB + Nr Effekt Steigerung
Nr Reihe (x + SEM) [%] (x + SEM) [%] (x + SEM) [%] EMB durch Nrum
25 MHKzs% 94,51+ 2,36 >100 78,07 £ 11,35 M7 %
26  MHKas% 72,8+ 11,17 >100 55,07 +1,99 ™24 %
27  MHKzs% 88,91+ 1,02 85,37 +2,23 90,72 +2,81 -
28 MHKzs% 88,91 +1,02 78,24 +9,89 95,85 + 3,50 -
29 MHKzs% 88,91+ 1,02 86,99 + 4,83 80,8+1,8 ™M9%
30 MHKas% 94,51 + 2,36 80,3+5,6 80,58 + 8,96 M15%
32 MHKas% 72,8 + 11,17 >100 55,34 +2,01 ™24 %
34 MHKas% 72,8+ 11,17 >100 47,65 + 8,34 M35%
41 MHKasy 94,51+ 2,36 77,71 +1,18 85,2+ 0,92 ™M10%
45  MHK2sy 94,51 + 2,36 82,71 +5,65 70,34 + 5,08 ™26%

Aufgrund der im Mittel héheren Wachstumshemmungen der 2,6-dimethylsubstituierten Dihydro-
pyridine dieser Messreihe qualifizieren sich nur 4 Verbindungen fir eine Betrachtung der
synergistischen Wirkung mit Ethambutol. Nr 34 erzielte eine Effektsteigerung von 35 %, wahrend Nr
26 und Nr 32 beide Steigerungen von 24 % und Nr 25 von 17 % aufweisen. Die unzureichende

Datenlage macht auch hier keine Aussagen zu Struktur-Wirkungsbeziehungen moglich. Der Vergleich
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von 25 und 26 lasst vermuten, dass die Einflihrung einer Methyl-Gruppe einen positiven Effekt auf die
Wirksamkeit hat, wahrend ein Chlorid-Substituent im Vergleich zum Methyl-Substituent bei dem Paar
32 und 34 eine weitere Steigerung bedeutet. Bei Betrachtung beider Paare wird zudem ersichtlich,

dass hier die 4-(3-Methoxyphenyl)-Substitution gegeniber der 4-Phenyl-Substitution bevorzugt wird.

Tabelle 30: Getestete 2,6-dimethylsubstituierte Verbindungen im GFP-H37Rv-
Inhibitions-Essay (Ubersicht)

O R O
N
R2

Nr -R; -R;

25 -Phenyl -H

26 -Phenyl -2-Methyl
27 -Phenyl -3-Methyl
28 -Phenyl -2-Chlor
29 -Phenyl -3-Chlor
30 -(3-Methoxyphenyl) -H

31 -(3-Methoxyphenyl) -2-Methyl
32 -(3-Methoxyphenyl) -3-Methyl
34 -(3-Methoxyphenyl) -3-Chlor
41 -(3-Nitrophenyl) -3-Methyl
45 -(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) -2-Methyl
46 -(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) -3-Methyl
47 -(1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl) -2-Chlor
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4.2.4. Zusammenfassung und Diskussion des GFP-H37Rv-Inhibitions-Essays

Zu Beginn der Untersuchungen wurde der Effekt der 2,6-unsubstituierten Verbindung Nr 13 in
Kombination mit Isoniazid, Ciprofloxacin und Clofazimin getestet. Bei vernachlassigbar geringer
eigener Wachstumshemmung von unter 10 % bei einer Konzentration von 0,3 pg/ml ergaben sich
mittelm&Rige Steigerungen der Wirksamkeit von 33 % (fur Ciprofloxacin), 35 % (fiir Clofazimin) und
40 % (fur Isoniazid). Unter Berlicksichtigung der moglichen Mechanismen der Transporter-Modulation
(siehe auch Abschnitt 2.3.1) sind mehrere Effekte denkbar. Neben der Hemmung des
Energiestoffwechsels ist die Minderung der Transporter-Protein-Expressionsrate denkbar. Aufgrund

der im Vergleich mit Verapamil deutlichen Effekte an P-GP (Maus-Modell), qualifiziert sich ebenso die

Inhibition einer Effluxpumpe selbst, sodass auf diesen | yipelle 31: Ubersicht in Frage kommender

Mechanismus weiter eingegangen werden soll. Daher | ABC-Transporter M. tuberculosis (Nr 13)

kommen aufgrund der Homologie bakterieller und | Familie = Rv-Nummer (Gen-Name)

eukaryotischer Proteine insbesondere die Transport- | ABC Rv0194

systeme vom ABC-Typ in Frage. Laut der im Rahmen RV0933 (pstB)

dieser Arbeit entstandenen Ubersicht {iber die mégliche
Rv1218c-Rvi217c
Beteiligung von Effluxpumpen im Zusammenhang mit
. A . L Rv1458c-Rv1457c-Rv1456¢
einer Antibiotikaresistenz (Tabelle 4, S. 30) stellen die in

nebenstehender Tabelle 31 gelisteten Proteine eine Rv2688c-Rv2687c-Rv2686¢

Option dar. Um die Auswahl weiter einzugrenzen wurde Rv2936-Rv2937-Rv2938
sich der browserbasierenden Software Blast bedient 172, (drrA-drrB-drrC)

Sie ermoglicht den Vergleich von Proteinsequenzen nach Rv1819c (bacA)
bestimmten Einschrankungen. Mit der Sequenz des Rv1273c-Rv1272¢

ABCB1-Proteins des Menschen (Homo sapiens) als Such- RvV2136¢

kriterium wurde die UniProtKB/Swiss-Prot-Database
herangezogen und nach Ahnlichkeiten bei M. tuberculosis (taxid 1773) gesucht. Der ermittelte Score
bericksichtigt Gleichheiten und Unterschiede, als auch das Auftreten von Liicken in der betrachteten
Aminosauresequenz. Die Query cover gibt in Prozent wieder, inwieweit die gesuchte Sequenz mit der
gefundenen (berlappt, wobei identity die Ubereinstimmung der in diesem Bereich liegenden
Aminosauren bestimmt. Insofern ist sowohl ein hoher Score, als auch Query cover und damit identity
bei der Beurteilung der erhaltenen Ergebnisse wiinschenswert. Als Fehler ist der E-value zu betrachten,
der die Wahrscheinlichkeit angibt, zu welchem Grad zufallig dasselbe Ergebnis in derselben Datenbank
gefunden werden kann. Um ein signifikantes Ergebnis erhalten zu kénnen, sollte dieser Wert moglichst

gering sein. Die nach moglichen Effluxpumpen gefilterten Ergebnisse sind in Tabelle 32 dargestellt.
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Tabelle 32: Blast-Ergebnisse des Vergleichs der Proteinsequenzen von P-GP (Homo sapiens) mit den
Proteinen von M. tuberculosis 172!

Protein Total Score Query Cover E-value Identity

Rv0194 835 77 % 1x10°° 32%

Rv1273c 375 77 % 2x103 28 %

Such Sequenz: ATP-binding cassette, sub-family B, member 1 [Homo sapiens]

Database: UniProtKB/Swiss-Prot

Vergleichsorganismus: Mycobacterium tuberculosis (taxid 1773)

Verwendeter Algorithmus:  blastp (Protein-Protein-Blast)

Als einzige Treffer, die mit der Liste der ABC-Transporter libereinstimmen, wurden die Proteine Rv0194
mit einer Ubereinstimmung von 32 % und Rv1273c mit 28 % der Uberlappenden Aminosiuren
gefunden. Als Effluxpumpen kommen somit insbesondere fir Verbindung 13, aber vermutlich auch fir
die anderen Dihydropyridine der 2,6-unsubstituierten Reihe die Transportproteine Rv0194 und
Rv1273c fir eine Hemmung in Frage. Dies ergibt sich aus den gesteigerten Werten aus dem P-GP Essay
gegenliber dem Standard Verapamil und dem GFP-H37Rv-Inhibitions-Essay mit den
Referenzsubstanzen. Sowohl fiir Rv1094, als auch fiir Rv1273c sind Resistenzen im Zusammenhang mit

Isoniazid beobachtet worden, was die Hypothese bekraftigt (Tabelle 4).

Weiterhin wurden insgesamt 13 Verbindungen der 2,6-dimethylsubstituierten Dihydropyridine auf
ihre synergistischen Effekte mit den Referenzsubstanzen Rifampicin, Isoniazid und Ethambutol
untersucht. Im GFP-H37Rv-Wachstums Essay erreichten die DHP’s vernachlassigbar geringe
Hemmwerte mit einem Maximalwert bei Nr 30 von 20 %. Sie eigneten sich daher fiir die Testung der
Wirkungsverstarkung der Referenzen, um davon auf Effluxpumpen-modulierende Effekte schlieSen zu
kénnen. In Kombination mit Rifampicin (% MHK) konnte ein Zugewinn von maximal 33 % bei Nr 34
beobachtet werden, wobei mit Ausnahme von Nr 45 (23 %) und Nr 31 (7 %) nahezu keine Verstarkung
mehr erzielt werden konnte. Ebenso schwach zeigten sich die Verbindungen zusammen mit
Ethambutol (% MHK), wobei Maximalwerte von 35 % (Nr 34) auftraten. Im Gegensatz zeichneten sich
flir die Kombination der 2,6-dimethylsubstituierten Dihydropyridine mit Isoniazid (4 MHK) durchweg
deutliche Effekte ab, die mit Steigerungen der Wirksamkeit von bis zu 84 % einhergingen (Nr 29 und
Nr 32). Beim Vergleich der Reihen % MHK und % MHK kann ein Absinken der Effektivitdt bei hoherer
Konzentration der Referenz beobachtet werden. Das kann damit begriindet werden, dass eine
Effluxpumpen-Modulation nur dann beobachtet werden sollte, wenn die zu beeinflussende Substanz
keine zu hohe Eigenwirkung aufweist. So kdnnen in Kombination mit % MHK deutlich starkere Effekte
als bei % MHK beobachtet werden. Diesen Sachverhalt soll Abbildung 46 (Folgeseite) anhand einiger
Beispiele noch einmal verdeutlichen, trifft aber fiir alle getesteten 2,6-dimethylsubstituierten

Dihydropyridine zu. So fiihrt die Erh6hung der beteiligten Isoniazid Konzentration bei Verbindung 29
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von 84 % auf 75 %, wahrend im Falle von Nr 32 ein vollstandiger Verlust des Effektes eintritt. Die P-GP-
Aktivitat, welche mit Verapamil vergleichbare oder schwache Ergebnisse erzielte, lasst keine
praferierte Beteiligung von Transporter des ABC-Typs vermuten, wie das bei den 2,6-unsubstituierten

Verbindungen der Fall war.
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Abbildung 46: Wirkungssteigerung unter Beriicksichtigung der eingesetzten MHK von Isoniazid

Da auf diesem Weg keine Eingrenzung liber die Effluxpumpen erreicht werden kann, soll ein anderer

Ansatz versucht werden. Aufgrund der Wirkungssteigerung von Isoniazid im GFP-H37Rv-Essay und den

nahezu ausbleibenden Effekt bei Rifampicin und Tabelle 33: Ubersicht in Frage kommender

Ethambutol, kommen nach Durchsicht von Tabelle 4 (S. | Transporter M. tuberculosis (Nr 25 - 48)

30) alle in Tabelle 33 gelisteten Transport-Proteine in
] ) ) ) Familie = Rv-Nummer (Gen-Name)
Frage. Einen weiteren Anhaltspunkt bietet eine neuere

Arbeit von GARIMA et al., welche die Expressionsraten von ABC Rv0194

ausgewahlten mykobakteriellen Effluxpumpen bei Rv1819c (bacA)
Einsatz  unterschiedlicher  Wirkstoffkonzentrationen

untersucht ©®!. Dabei kommen %, % und % der MHK von

Rv1273c-Rv1272c

Isoniazid, Streptomycin, Rifampicin und Ethambutol zum Rv2136
Einsatz. Die hochsten Expressionsraten werden bei der
MFS Rv1250
Halfte der MHK von Isoniazid und dem Viertel von
Rifampicin, Ethambutol und Streptomycin erhalten. Die Rv2846c (efpA)
einzige Pumpe, welche in der betrachteten Messreihe nur
SMR Rv3065 (mmr)
von lIsoniazid beeinflusst wird ist Rv1250, wahrend
Rv0194, Rv1273c, Rv1819c und Rv18177 ebenfalls durch | RnD Rv2942 (mmpl7)

Induktion der anderen Substanzen gesteigerte Raten
aufweisen. Demnach kénnte Rv1250 als Transporter vom MFS-Typ ein potentielles Target der 2,6-
dimethylsubstituierten Dihydropyridine darstellen. Die Arbeit von GARIMA et al. betrachtet jedoch nicht
die weiteren in Tabelle 33 gelisteten Pumpen Rv2136, Rv2846¢c, Rv3065 und Rv2942, sodass der
Kandidat nur eine Option darstellt, die es zu Gberprifen gilt. Ebenso muss beriicksichtigt werden, dass
auch Transporter betroffen sein koénnen, die toxische Stoffwechselprodukte des Isoniazid-
Metabolismus aus dem Bakterium ausschleusen. Damit wiirde nicht direkt der Efflux der eigentlichen

Substanz verhindert, in allem Mal3e aber die Wirkung verstarkt.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Einleitend wurde ein Uberblick (iber den gegenwirtigen Kenntnisstand zum Thema Mycobacterium
tuberculosis geliefert. Aufgrund der langen Generationszeiten, der natirlichen Resistenz gegen
gangige Desinfektionsmittel, der Beschaffenheit der einzigartigen Zellwand und nicht zuletzt der
pathogenen Schutzmechanismen bei Infektion stellt dieses Bakterium hohe Anspriiche an
Arzneimittel, aber insbesondere auch an Patienten und behandelnde Einrichtungen. Neben den vielen
verfligbaren diagnostischen Methoden und Therapieoptionen ist es bislang nicht gelungen, den
Erreger weltweit wirkungsvoll einzuddmmen, sodass bis zum heutigen Zeitpunkt die erhdhte Gefahr
einer Ansteckung in bestimmten Regionen der Erde besteht. Insbesondere die langen Therapiezeiten
beeintrachtigen eine adharente Behandlung, welche aus Griinden wie Motivationsverlust, Verzug des
Patienten oder Entwicklung von resistenten Erregern bei mangelnder Therapietreue und -
Uberwachung resultiert. Gerade die Resistenzentwicklung ist in den letzten Jahren immer wieder in
den Fokus der allgemeinen Forschung gerlickt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dieses Problem
recherchiert und auf die derzeitigen Entwicklungen betreffend M. tuberculosis eingegangen. Wahrend
mehrerer Formen der Resistenz vorgestellt und diskutiert wurden, stand die Untersuchung von
induzierten Effluxpumpen im Vordergrund. Neben einer Auflistung gegenwartig bekannter
Transporter und die Vorstellung der zugehorigen Familien fand eine Beurteilung der bislang
verfligbaren Inhibitoren statt. Dabei wurde die Gruppe der Dihydropyridine als vielversprechende
Grundstruktur aufgenommen und behandelt, welche wie Verapamil Calcium-Aktivitat aufweisen. Der
praktische Teil dieser Arbeit befasste sich demnach mit der Entwicklung neuartiger Dihydropyridine.
Es wurden zwei Reihen von Grundstrukturen entworfen und synthetisiert, welche sich grundlegend in
ihrer Substitution in Position 2 und 6 unterscheiden. Trotz einiger Probleme bei der Synthese und dem
resultierenden Ausschluss weniger Verbindungsklassen konnten 48 Substanzen hergestellt werden,
von denen im Rahmen dieser Arbeit insgesamt 37 einer weiteren Testung zuganglich gemacht wurden.
Die Herangehensweise sah vorab eine Bestimmung der P-GP Aktivitdt im Maus Modell vor, um
Effluxpumpen modulierende Effekte an Transportern des ABC-Typs abschatzen zu kénnen. Dabei
zeigten sich die getesteten Verbindungen der ersten Reihe (2,6-unsubstituiert) als potente Strukturen
gegenliber dem Standard Verapamil. Die Substanzen der zweiten Reihe (2,6-dimethylsubstituiert)
erbrachten dagegen keine nennenswerten Ergebnisse, wobei die Werte in wenigen Fallen gerade die
Wirkung von Verapamil erreichten. Mit diesem Wissen wurde zuvor die Wachstumshemmung beider
Reihen auf den Laborkeim H37Rv ermittelt, wobei sich wiederum die Dihydropyridine mit einer 2,6-
unsubstituierten Grundstruktur vielversprechend mit Hemmungen von bis zu 61 % (bei 1 pg/ml)
zeigten. Im Gegensatz wurden mit den 2,6-dimethylsubstituierten Substanzen nur schwache

Ergebnisse erzielt, die keinem Effekt gleichkommen. Zur Einschatzung der Wirkweise der Substanzen
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der ersten Reihe am Keim M. tuberculosis wurde vergleichend Literatur herangezogen, deren DHP-
Strukturen sich aber nur zum Teil mit den synthetisierten gegeniberstellen lassen. Aufgrund der
unzureichenden Datenlage kann keine Aussage zu einem moglichen Target im Erreger gemacht
werden, dennoch wurden Struktur-Wirkungsbeziehungen fiir diese vollstandig verfligbare Reihe der
2,6-unsubstituierten Verbindungen diskutiert. Um das MaR der Effluxpumpen-Aktivitdt auszuloten,
erfolgte die Testung ausgewahlter Dihydropyridine in Kombination mit den Referenzwirkstoffen
Isoniazid, Ciprofloxacin, Clofazimin, Rifampicin und Ethambutol. Als Vertreter der ersten Reihe wurde
aufgrund der potenten P-GP Aktivitdit Nr 13 eingesetzt und erzielte durchschnittliche
Effektivitatssteigerungen fiir Ciprofloxacin, Clofazimin und Isoniazid von bis zu 40 %. Insgesamt 13
Substanzen aus der Reihe der 2,6-dimethylsubstituierten Dihydropyridine erreichten bei der Testung
mit Rifampicin und Ethambutol nur schwache Effekte, wahrend deutliche Effekte in Kombination mit
Isoniazid beobachtet werden konnten. Spitzenwerte ergaben sich fiir Nr 29 und Nr 32 mit 81 %
Wirkungssteigerung gegeniliber dem alleinigen Einsatz der Referenz bei % MHK. Bei der Betrachtung
der verwendeten MHK’s von % und % ist ein stetes Absinken der Effektivitdt hin zu hoherer MHK
ersichtlich, was die Hypothese bestarkt, dass Effluxpumpen verantwortlich sein kénnten. Fir beide
Reihen wurden potentiell beteiligte Transporter nach dem Ausschluss- bzw. dem Homologie-Prinzip
ermittelt. Daflir wurde der Vergleich des humanem ABCB1-Proteins mit der Referenzdatenbank von
Mycobacterium tuberculosis mittels der browserbasierenden Software Blast durchgefiihrt. Es konnten
zwei Ubereinstimmungen der Aminosiduresequenzen mit mykobakteriellen ABC-Transportern
gefunden werden, Rv0194 (32 %) und Rv1273c (28 %). Demnach stellen fiir die P-GP aktiven 2,6-
unsubstituierten Dihydropyridine, insbesondere Nr 13, diese zwei Effluxpumpen ein potentielles
Target dar. Fir beide Proteine sind laut Literatur bereits Resistenzmechanismen beschrieben, die
zumindest Isoniazid betreffen. Aufgrund des Ausbleibens der Effektivitit der 2,6-
dimethylsubstituierten Dihydropyridine an Rifampicin und Ethambutol wurden nach Literaturvergleich
nach dem Ausschluss-Prinzip ein potentieller Transporter aus der MFS-Familie ermittelt, Rv1250.
Damit wurden fir beide Reihen eine Beteiligung an Effluxpumpen-Modulation vorausgesagt und

anhand theoretischer und praktischer Uberlegungen Zielstrukturen bestimmt.
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Ausblick

Die vielversprechenden Ergebnisse beider Dihydropyridin Reihen und der steigende Bedarf neuer
antituberkuloser Mittel legt nahe, diese Substanzen weiter zu charakterisieren. Konkret sollten die
verbleibenden 11 synthetisierten Verbindungen einer weiteren Testreihe zugdnglich gemacht werden,
sodass Hemmwerte am Erreger als auch Effluxpumpen beeinflussende Effekte abgeklart werden
kénnen. Damit lieRen sich in folgenden Versuchsanordnungen ebenso die potentiellen Transporter als
Zielstrukturen einschranken, wobei im Rahmen dieser Arbeit bereits Gedankenexperimente dazu
unternommen wurden. Um den kiinftigen Einsatz der neuen Dihydropyridine realisieren zu kénnen,
sollten zudem Zytotoxizitatstests durchgefiihrt werden, damit ein Einsatz am Menschen in Frage
kommen kann. In diesem Zusammenhang wadre es auch sinnvoll, die Effekte an Calcium-Kandlen
abzuklaren, da es sich bei den hergestellten Dihydropyridinen um Verbindungen handelt, die sich von
den Calciumantagonisten ableiten. Aufgrund ihrer Effluxpumpen-modulierenden Eigenschaften
konnte eine Testung im Makrophagen Modell aufschlussreich sein. Wie unter anderem eine Arbeit von
CROWLE et al. zeigt, kénnen beispielsweise die Phenothiazine Thioridazin und Chlorpromazin durch
Anreicherung in den Phagolysosomen und Inhibition der Kalium und Calcium Pumpen zu einer
Azidifizierung der Vakuole fiihren, welche fir die Auflosung der eingeschlossenen Erreger forderlich

ist 1731, Ahnliche Effekte wiren fiir die synthetisierten Dihydropyridine denkbar und tiberpriifenswert.
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6. Experimenteller Teil

6.1. Synthese und Charakterisierung der Verbindungen

6.1.1. Material und Methoden
Chromatographische Methoden
Diinnschichtchromatographie (DC)

Zur Kontrolle des Reaktionsverlaufes, der vorldaufigen Bestimmung der Reinheit und des R~-Wertes
wurde die Diinnschichtchromatographie herangezogen. Verwendet wurden mit Kieselgel 60 F;sq
beschichtete Aluminiumplatten der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland). Zur Probenvorbereitung
wurde eine geringe Menge Substanz oder eine Stichprobe des Reaktionsansatzes in einem geeigneten
Losungsmittel, meist Aceton, gelost. Die Losung wurde dann mittels ausgezogener Glaskapillare auf
der Platte diinn als Punkt aufgetragen. Als FlieRmittel wurden Gemische aus Cyclohexan und
Ethylacetat verwendet (Cyclohexan/Ethylacetat: 90-60/10-40 (v/Vv)). Zur Bestimmung des R-Wertes
fand ausschlieRlich ein Gemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat im Verhiltnis 70:30 (v/V)
Verwendung. Die Entwicklung des Chromatogramms fand in einer dafiir geeigneten, mit FlieBmittel
gesattigten Kammer statt und die Detektion erfolgte Giber UV-Strahlung mit Licht der Wellenlangen
254 nm und 366 nm. Zur Berechnung des R-Wertes wurde die Laufhéhe der Substanz mit der Héhe

der Laufmittelfront ins Verhaltnis gesetzt.

Saulenchromatographie (SC)

Die Auftrennung des Reaktionsgemisches und lIsolierung der Endverbindungen erfolgte mit der
Saulenchromatographie. Als stationdre Phase diente Kieselgel 60 (0,063 -0,2 mm) der Firma
Macherey-Nagel (Diren, Deutschland). Die Wahl des Sdulendurchmessers wird von der zu trennenden
Substanzmenge, die Lange nach dem Trennproblem ausgewahlt. Zum Einschlammen des Fillmaterials
in die Glassaule wird unter dem Abzug gearbeitet. Nach Vorlage einer geringen Menge Elutionsmittel
in der Saule wird das Kieselgel in einem Becherglas mit weiterem Elutionsmittel aufgeschlammt und
anschliefend in die mit Watte oder einer Fritte verschlossenen Saule gegossen (Nassfiillung). Bei
gedffnetem Hahn wird nun in dieser Weise solange verfahren, bis die gewilnschte Flllhohe Kieselgel
erreicht ist. Wahrenddessen wird die Sdule mit einem Korkring abgeklopft um die Packungsdichte zu
erhohen und eventuelle Luftblasen zu entfernen. Nach abgelassenem Elutionsmittel auf die oberste
Kieselgelschicht wurden fliissige Substanzproben direkt mit Hilfe einer Pipette aufgetragen und mit
einer Schicht Seesand bedeckt. Olige Substanzen wurden vorher auf Kieselgel gezogen, indem das Ol
mit einer ausreichenden Menge Kieselgel zur Trockne eingeengt und dann aufgetragen wurde. Hier
wurde vor dem Probenauftrag noch eine zusatzliche Schicht Seesand eingefiillt. Als mobile Phase im

aufgesetzten Scheidetrichter wurden Gemische aus Cyclohexan und Ethylacetat verwendet und zum
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Start der Saule vorsichtig eingetropft, um eine Aufwirbelung des Probenauftrags zu vermeiden. Die
verwendeten Mischungsverhdltnisse sind in der jeweiligen Substanzbeschreibung aufgelistet. Die in
Reagenzgldasern gesammelten Fraktionen wurden mittels DC auf ihre Zusammensetzung und Reinheit

geprift und entsprechend eingeengt.
Massenspektrometrie

Die Elektrosprayionisation-Massenspektren (ESI-MS) wurden an einem Finnigan LCQ Classic (Thermo
Electron) aufgenommen. Dazu wurde die mit der Probe je nach Loslichkeit mit Methanol oder
Chloroform hergestellte Stammlésung (ca. 1-5 mg/ml) mit Methanol im Verhaltnis 1:1000 verdiinnt.
Die Injektion erfolgte mit einer Spritzenpumpe (20 ul/min). Das Massenspektrometer verfugt Giber eine
beheizbare Kapillare mit einer Betriebstemperatur von 220 C°, die lonisierung im Elektronenspray
erfolgt wahlweise bei 5,0 kV positiv oder negativ. Das Gerat scannt zur Messung einen Massenbereich
von 50-2000 m/z.

Falls Massenfragmente auftraten, wurden sie durch Vergleich mit gangiger Literatur zugeordnet und
im experimentellen Teil angegeben. Das durchgdngige Auftreten von substanzspezifischen
Fragmenten sicherte die Strukturanalytik zusatzlich ab und erleichterte die Identifizierung von
bekannten und neuen Verbindungen desselben Typs im Reaktionsgemisch. Die Masse/Ladungs-

Verhaltnisse im experimentellen Teil sind in folgender Form angegeben:
m/z-Verhiltnis (prozentualer Anteil des Fragments, [Zuordnung des Fragments])
Die einzelnen Wertepaare werden mit Semikola getrennt.

NMR-Spektroskopie

Zur ldentifizierung der Endverbindungen wurde unter anderem die NMR-Spektroskopie verwendet.
Die 'H-NMR Spektren wurden an einem Gerit der Firma Agilent Technologies (400 MHz VNMRS und
500 MHz DD2) aufgenommen. Die Proben wurden standardmaRig bei 27 °C vermessen, die
verwendete Arbeitsfrequenz ist im experimentellen Teil bei der jeweiligen Substanz angegeben. Als

Losungsmittel flr die Proben wurde d-DMSO genommen, in wenigen Fallen CDCls.

Die chemische Verschiebung 6 istin ppm angegeben und fir Signale mit definierten Multiplizitdten auf
die Symmetrieachse bezogen. Sie ist in absteigender Reihenfolge angegeben und bei solchen, die
lediglich als Multipletts (,m“) beschrieben werden koénnen, wurde der Bereich der chemischen

Verschiebung angegeben. Die Syntax der Angaben im experimentellen Teil lautet wie folgt:
chemische Verschiebung (Multiplizitat, Kopplungskonstante [Hz], Anzahl Protonen, Zuordnung).

Hierbei steht ,,s“ fir Singulett, ,,d“ fir Duplett, ,,t“ fir Triplett und ,,q“ flir Quartett, Kombinationen aus
den genannten Abkirzungen sind moglich. Einzelne Wertepaare werden durch Semikola getrennt. Ist
die Multiplizitat in Anfilhrungszeichen gesetzt, handelt es sich um eine Uberlagerung zweier oder
mehrerer Signale desselben Protons mit unterschiedlichen Kopplungspartnern, deren Signalstruktur

im Spektrum nur als ein bestimmtes Multiplett erscheint. Die Kopplungspartner kdnnen demnach nicht
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zugeordnet werden und es wird die gemittelte Kopplungskonstante angegeben. Ist die Zuordnung mit
dem angegebenen Molekiilabschnitt nicht eindeutig erkennbar, sind die betreffenden Protonen fett
markiert (z.B. -CH,-CH3). Bei der Auswertung der Rotamerenpaare wird unspezifisch von Rotamer A

und B gesprochen. Eine Zuordnung wurde hier nicht getroffen.
Analytische HPLC (High-Pressure-Liquid-Chromatography) zur Reinheitsbestimmung

Die Reinheit der Verbindungen wurde mittels analytischer HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan; LC-10AD,
SIL-HAT auto sampler) mit einer XTerra RP-18 Saule (3,5 uM; 3,9 x 100 mm) der Firma Waters (Milford,
MA, USA) durchgefiihrt. Der UV-Vis-Detektor SPD-M10A VP PDA wurde auf 254 nm eingestellt. Falls
nichts anderes angegeben, betrug die Flussrate 0,8 ml/min. Als Laufmittel wurde ein Gradient aus
Wasser und Methanol (im folgendem MeOH) verwendet. Der MeOH-Anteil wurde innerhalb von
15min von 5% auf 95% erhoht. Fir eine verbesserte Trennschdrfe wurde beiden Eluenten

0,1 % Trifluoressigsaure (TFA) zugesetzt.
Schmelzbereich Bestimmung

Die Bestimmung des Schmelzbereichs wurde mit dem Gerat apotec® Schmelzpunktbestimmer MPplus
der Firma Wepa (Messbereich 25°C-360°C; Messgenauigkeit 25°C-200°C: +0,3°C;
>200°C—-360 °C: £ 0,5 °C) durchgefiihrt. Dafiir wurde eine geringe Menge Substanz in einer dafir
geeigneten Kapillare aufgenommen und in einem ersten Durchlauf der grobe Schmelzbereich ermittelt
(Aufheizrate: 25 °C/min). In zwei folgenden, neuen Messungen wurde 10 °C unter diesem Bereich

temperiert um dann die exakte Messung zu beginnen (Aufheizrate der Messung: 1 °C/min).
Elementaranalyse

Die Bestimmung des Kohlenstoff-, Stickstoff- und Wasserstoffgehalts wurden an einem CHNS-932

Analyseautomaten (LECO) durchgefiihrt. Daflir wurde das automatische Mikroverfahren genutzt.
Verwendete Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden groRtenteils am Institut fir Pharmazie Halle(Saale) erhalten.

Kommerziell bei Sigma-Aldrich erworben wurden

3-Methoxybenzaldehyd
3,4-Dimethoxybenzaldehyd
Ethylpropiolat.
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Verwendete Chemikalien des Instituts fir Pharmazie:

2-Chloranilin Chloroform Methanol

2-Toluidin Cyclohexan Molekularsieb 3 A
3-Chloranilin Diethylether Natrium
3-Nitrobenzaldehyd Dimethylformamid Natriumchlorid
3-Toluidin Dimethylsulfoxid Natriumsulfat, wasserfrei
Aceton Eisessig Phenylhydrazin
Acetophenon Ethanol Phosphoroxychlorid
Anilin Ethylacetat Phosphorpentoxid
Benzaldehyd Kaliumcarbonat Phtalsdurediethylester
Calciumchlorid Kieselgel 60 (0,063 — 0,2 mm) Seesand

6.1.2. Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)
AAV1 - Synthese der 2,6-unsubstituierten Verbindungen

In einem Rundkolben geeigneter GréRe wurden 1 eq. des jeweiligen Aldehyds, 1 eq. des jeweiligen
Anilins und 2 eq. Ethylpropiolat unter Zusatz von Eisessig in Ethanol im Silikonélbad in Form einer
Eintopfreaktion zum Riickfluss erhitzt oder bei einer bestimmten Temperatur gerihrt. Der Verlauf der
Reaktion wurde mit Dinnschichtchromatographie und Massenspektrometrie verfolgt. Bei
Reaktionsende wurde der Eisessig durch dreimaliges Ausschiitteln mit 10 %-iger Kochsalzlésung gegen
Ethylacetat entfernt. Die vereinten Ethylacetat-Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknet und anschlieBend filtriert. Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt und es folgte, wenn
nichts anderes angegeben eine saulenchromatographische Auftrennung des Gemisches. Zur
Auskristallisation des Produkts haben sich Methanol, Ethanol oder Gemische aus Ether und Methanol

im Volumenverhaltnis 1:5 bewahrt.
AAV2 - Synthese der 2,6-dimethylsubstituierten Verbindungen

In einem Rundkolben geeigneter GrolRe wurden 1 eq. des jeweiligen Aldehyds, 1 eq. des jeweiligen
Anilins und 2 eq. Ethylacetoacetat unter Zusatz von Methanol oder Ethanol im Silikondlbad in Form
einer Eintopfreaktion zum Ruckfluss erhitzt, in manchen Fallen auch nur bei einer bestimmten
Temperatur geriihrt. Der Verlauf der Reaktion wurde mit Dinnschichtchromatographie und
Massenspektrometrie verfolgt. Wenn nichts anderes angegeben ist, erfolgte im Anschluss eine
Trennung des Reaktionsgemisches mittels Sdulenchromatographie. Um die einzelnen Fraktionen
zuordnen zu koénnen, wurde zundchst auf die gesuchte Masse mittels Massenspektrometrie
untersucht. Um den Bereich zu bestimmen, der eingeengt werden soll, wurde die Reinheit mittels
Dinnschichtchromatographie festgestellt. Zur Auskristallisation des Produkts haben sich Methanol,

Ethanol oder Gemische aus Ether und Methanol im Volumenverhaltnis 1:5 bewéhrt.
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6.1.3. Synthese der 2,6-unsubstituierten 1,4-Dihydropyridine
6.1.3.a. Derivate mit Benzaldehyd als Aldehydkomponente
(1) Diethyl 1,4-diphenyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.

1

Summenformel
C24H25NOs
Molekulargewicht
377,44 g/mol

Darstellung  Benzaldehyd (1,99 mmol; 211 mg), Anilin (1,99 mmol; 185 mg) und Ethylpropiolat
(3,97 mmol; 389 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,2 ml Eisessig und 2 ml
trockenem Ethanol zum Rickfluss erhitzt (ca. 24 h bei 80 C°). Bei Reaktionsende und
nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz des Ether/Methanol-
Gemisches Verbindung 1 im Tiefkiihlschrank auskristallisiert.

Ausbeute 12,70 %; gelbes Pulver

R+-Wert 0,46 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

Schmelzbereich 140,9 - 144,2 °C

Reinheit 100,00 % (Retentionszeit: 14,47 min; Flussrate: 0,5 ml/min)

Massenspektrum  m/z (%) = 777,68 (100, [2M + Na]*); 401,48 (14, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 378,74 (8, [M + H]’); 332,38 (4, [M - OCzHs]")

1H-NMR (500 MHz, DMSO-D6): & = 7,63 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,51 — 7,46 (m, 4H, 2-H, 3-H,
5-H, 6-H v. N-Ph); 7,35 — 7,31 (m, 1H, 4-H v. N-Ph); 7,27 — 7,24 (m, 4H, 2-H, 3-H,
5-H, 6-H v. Ph); 7,17 — 7,13 (m, 1H, 4-H v. Ph); 4,80 (s, 1H, 4-H); 4,08 — 3,96 (m,
4H, COOCH,CHs); 1,13 — 1,11 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)
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(2) Diethyl N-(3-methoxyphenyl)-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

o o Verbindung Nr.

PN O) o> 2

Darstellung

Ausbeute

R+-Wert

Schmelzbereich

Reinheit

I | Summenformel
C24H25NOs
Molekulargewicht

407,47 g/mol
/O
Benzaldehyd (4,09 mmol; 434 mg), 4-Methoxyanilin (4,09 mmol; 504 mg) und
Ethylpropiolat (8,18 mmol; 802 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,4 ml
Eisessig und 4 ml trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 3 h bei 80 C°). Bei
Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs schloss sich eine
Sdulenchromatographie mit dem Elutionsmittel Cyclohexan/Ethylacetat (80:20) an.
Unter Zusatz des Ether/Methanol-Gemisches wurde Verbindung 2 im Tiefkihlschrank
auskristallisiert.

63,00 %; gelbes Pulver
0,43 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
116,1-117,3°C

100,00 % (Retentionszeit: 12,13 min)

Elementaranalyse Ber.: C70,75; H6,18; N 3,44 %

Gef.: C70,29; H6,27; N 3,39 %

Massenspektrum  m/z (%) = 837,01 (22, [2M + Na]*); 430,91 (100, [M + Na]*); 408,64 (5, [M + H]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 362,53 (28, [M - OC;Hs]")

'H-NMR
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(400 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,50 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,42 — 7,38 (m, 2H, 3-H, 5-H v.
4-CH3-0-Ph); 7,27 = 7,23 (m, 4H, 2-H, 3-H, 5-H, 6-H v. Ph); 7,16 — 7,12 (m, 1H, 4-H
v. Ph); 7,04 — 7,00 (m, 2H, 2-H, 6-H v. 4-CH3-O-Ph); 4,78 (s, 1H, 4-H); 4,07 — 3,93
(m, 4H, COOCH,CHs); 3,77 (s, 3H, 4-CHs-O-Ph); 1,12 — 1,09 ppm (m, 6H,
COOCH,CHs)



(3) Diethyl 4-phenyl-N-(o-tolyl)-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate

Darstellung

Ausbeute

Ri-Wert

Verbindung Nr.

3

Summenformel
Ca4H2sNO4
Molekulargewicht
391,47 g/mol

Benzaldehyd (6,39 mmol; 678 mg), 2-Toluidin (6,39 mmol; 685 mg) und
Ethylpropiolat (12,77 mmol; 1253 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,5 ml
Eisessig und 6 ml trockenem Ethanol zum Rickfluss erhitzt (ca. 65 h bei 80 C°). Bei
Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs schloss sich eine
Sdulenchromatographie mit dem Elutionsmittel Cyclohexan/Ethylacetat (90:10) an.
Unter Zusatz des Ether/Methanol-Gemisches wurde Verbindung 3 im
Tiefkiihlschrank auskristallisiert.

16,45 %; weilles Pulver

0,56 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

Schmelzbereich 105,8 -106,3 C°

Reinheit

99,51 % (Retentionszeit: 12,40 min)

Elementaranalyse Ber.:C73,64; H6,44; N 3,58 %

Gef.: C72,68; H6,43; N 3,74 %

Massenspektrum  m/z (%) = 805,12 (100, [2M + Na]*); 414,54 (42, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 392,58 (37,[M + H]"); 346,47 (17, [M - OCzHs]")

'H-NMR

(500 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,40 — 7,27 (m, 8H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H v. 2-CHs-Ph
und 2-H, 3-H, 5-H, 6-H v. Ph); 7,28 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,18 — 7,14 (m, 1H, 4-H v.
Ph); 4,81 (s, 1H, 4-H); 4,05 — 3,93 (m, 4H, COOCH,CHs); 2,28 (s, 3H, 2-CH3-Ph);
1,11 - 1,08 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)
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(4) Diethyl N-(2-chlorophenyl)-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.

0 0 4
/\o) ] o™ Summenformel
N C23H2,CINO4
cl Molekulargewicht
411,88 g/mol

Darstellung Benzaldehyd (1,62 mmol; 172 mg), 2-Chloranilin (1,62 mmol; 207 mg) und
Ethylpropiolat (3,24 mmol; 318 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,2 ml
Eisessig und 2 ml trockenem Ethanol geriihrt (ca. 69 h bei 60 C°). Bei Reaktionsende
und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz des Ether/Methanol-
Gemisches Verbindung 4 im Tiefkiihlschrank auskristallisiert.

Ausbeute 18,90 %; weilles Pulver

R+-Wert 0,50 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
Schmelzbereich 138,7 —139,6 °C

Reinheit 99,32 % (Retentionszeit: 12,44 min)

Massenspektrum  m/z (%) = 845,15 (100, [2M + Nal*); 434,67 (49, [M + Nal*);
(ESI-Positiv, MeOH) 412,55 (49, [M + H]'); 366,54 (27, [M - OC;Hs]")

'H-NMR (500 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,68 — 7,67 (m, 1H, 3-H oder 6-H v. 2-CI-Ph); 7,65 -
7,64 (m, 1H, 3-H oder 6-H v. 2-CI-Ph); 7,52 — 7,45 (m, 2H, 4-H, 5-H v. 2-CI-Ph);
7,36 7,34 (m, 2H, 2-H, 6-H v. Ph); 7,34 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,29 - 7,26 (m, 2H, 3-H,
5-Hv. Ph); 7,18 = 7,14 (m, 1H, 4-H v. Ph); 4,79 (s, 1H, 4-H); 4,05 — 3,94 (m, 4H,
COOCH:CH3); 1,11 - 1,08 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)

106



61.3.b: Derivate mit 3-Methoxybenzaldehyd als Aldehydkomponente

(5) Diethyl 4-(3-methoxyphenyl)-N-phenyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Darstellung

Ausbeute
R+-Wert

Reinheit

Verbindung Nr.

5

Summenformel
C24H25NOs
Molekulargewicht
407,47 g/mol

3-Methoxybenzaldehyd (1 mmol; 136 mg), Anilin (1 mmol; 93 mg) und
Ethylpropiolat (2 mmol; 196 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,2 ml Eisessig
und 2 ml trockenem Ethanol zum Rickfluss erhitzt (ca. 6 h bei 80C°). Bei
Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz des
Ether/Methanol-Gemisches Verbindung 5 im Tiefkiihlschrank auskristallisiert.

31,66 %; gelbes Pulver
0,41 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

100,00 % (Retentionszeit: 14,44 min; Flussrate: 0,5 ml/min)

Massenspektrum  m/z (%) = 837,65 (100, [2M + Na]*); 430,31 (8, [M + Na]*); 408,26 (5, [M + H]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 363,33 (11, [M - OC;Hs]")

'H-NMR

(500 MHz, DMSO-D6): & = 7,63 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,57 - 7,46 (m, 4H, 2-H, 3-H,
5-H, 6-H v. Ph); 7,35 - 7,31 (m, 1H, 4-H v. Ph); 7,18 ("t", 3/ = 7,9 Hz, 1H, 5-H v.
3-CH3-0-Ph); 6,84 (d"t", 3Je/s = 7,9 Hz, “J = 1,2 Hz, 1H, 6-H v. 3-CH3-O-Ph); 6,77
("t", % = 2,1 Hz, 1H, 2-H v. 3-CH3-0-Ph); 6,74 (ddd, /s = 8,2 Hz, “Ja> = 2,6 Hz,
“Jaj6 = 1,0 Hz, 1H, 4-H v. 3-CH3-O-Ph); 4,77 (s, 1H, 4-H); 4,08 - 3,98 (m, 4H,
COOCH.CHs); 3,69 (s, 3H, 3-CH3-O-Ph); 1,15 - 1,12 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)
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(6) Diethyl 4-(3-methoxyphenyl)-N-(4-methoxyphenyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Darstellung

Verbindung Nr.

6

Summenformel
Ca5H27NOg
Molekulargewicht
437,49 g/mol

o)

~

3-Methoxybenzaldehyd (4,4 mmol; 599 mg), 4-Methoxyanilin (4,4 mmol; 542 mg)

und Ethylpropiolat (8,8 mmol; 863 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,4 ml
Eisessig und 5 ml trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 5 h bei 80 C°). Bei
Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz des
Ether/Methanol-Gemisches Verbindung 6 im Tiefkiihlschrank auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Elementaranalyse

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

108

52,86 %; gelbes Pulver

0,31 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
119,8 -121,2 °C

100,00 % (Retentionszeit: 12,09 min)

Ber.: C68,64; H6,22; N 3,20 %
Gef.: C68,10; H6,17; N 3,17 %

m/z (%) = 897,29 (36, [2M + Nal*); 461,19 (100, [M + Nal*);
437,44 (4, [M + H*); 393,99 (27, [M - OCHs]*)

(500 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,50 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,41 — 7,38 (m, 2H, 3-H, 5-H v.
4-CH3-0-Ph); 7,18 (,t, 3/ = 7,9 Hz, 1H, 5-H v. 3-CH3-O-Ph); 7,04 — 7,01 (m, 2H,
2-H, 6-H v. 4-CH3-O-Ph); 6,84 (d“t”, *Je/s = 7,7 Hz, J = 1,2 Hz, 1H, 6-H v.
3-CH3-0-Ph); 6,77 (dd, “J2/ = 2,6 Hz, “Jz/6 = 1,6 Hz, 1H, 2-H v. 3-CH3-O-Ph); 6,73
(ddd, 3Jas = 8,3 Hz, “Jaj2 = 2,6 Hz, “Jajs = 1,0 Hz, 1H, 4-H v. 3-CH3-O-Ph); 4,76 (s,
1H, 4-H); 4,08 — 3,96 (m, 4H, COOCH,CH); 3,77 (s, 3H, 4-CH3-O-Ph); 3,69 (s, 3H,
3-CHs-0-Ph); 1,14 — 1,11 ppm (m, 6H, COOCH-CHs)



(7) Diethyl 4-(3-methoxyphenyl)-N-(o-tolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.

7

Summenformel
CasH27NOs
Molekulargewicht
421,49 g/mol

Darstellung  3-Methoxybenzaldehyd (5,93 mmol; 807 mg), 2-Toluidin (5,93 mmol; 635 mg) und
Ethylpropiolat (11,86 mmol; 1163 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,5 ml
Eisessig und 6 ml trockenem Ethanol zum Rickfluss erhitzt (ca. 73 h bei 80 C°). Bei
Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz von
Methanol Verbindung 7 auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Elementaranalyse

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

40,00 %; weildes Pulver

0,45 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
109,6 - 110,5 °C

99,44 % (Retentionszeit: 12,36 min)

Ber.:C71,24; H6,46; N 3,32 %
Gef.: C70,27; H 6,46; N 3,49 %

m/z (%) = 865,22 (100, [2M + Na]*); 444,90 (23, [M + Na]*);
422,28 (10, [M + H]*); 376,32 (14, [M - OC;Hs]")

(500 MHz, DMSO-D6): & = 7,40 — 7,33 (m, 4H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H v. 2-CHs-Ph);
7,28 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,20 (,t, 3 = 7,9 Hz, 1H, 5-H v. 3-CH3-O-Ph); 6,90 (d“t*,
3Je/5 = 7,7 Hz, “J = 1,2 Hz, 1H, 6-H v. 3-CH3-0-Ph); 6,83 (dd, “Jo/a = 2,6 Hz, *Jo6 =
1,6 Hz, 1H, 2-H v. 3-CH3-O-Ph); 6,75 (ddd, *Ja/s = 8,2 Hz, “Ja/ = 2,7 Hz, *J2/ = 0,9
Hz, 1H, 4-H v. 3-CH3-O-Ph); 4,80 (s, 1H, 4-H); 4,06 — 3,95 (m, 4H, COOCH.CHs);
3,71 (s, 3H, 3-CH3-O-Ph); 2,28 (s, 3H, 2-CHs-Ph); 1,12 — 1,09 ppm (m, 6H,
COOCH,CHs)

109



(8) Diethyl N-(2-chlorophenyl)-4-(3-methoxyphenyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.

8

Summenformel
C24H24CINOs

cl Molekulargewicht
441,91 g/mol

Darstellung  3-Methoxybenzaldehyd (5,66 mmol; 771 mg), 2-Chloranilin (5,66 mmol; 722 mg)
und Ethylpropiolat (11,31 mmol; 1110 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von
0,5 ml Eisessig und 6 ml trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 71 h bei 80 C°).
Bei Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz von

Methanol Verbindung 8 auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Elementaranalyse

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

110

19,63 %; gelb-griines Pulver

0,40 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
127,0-128,0

99,90 % (Retentionszeit: 12,40 min)

Ber.: C65,23; H5,47; N 3,17 %
Gef.: C64,61; H5,55; N 2,90 %

m/z (%) = 905,11 (100, [2M + Na]*); 464,78 (47, [M + Na]*);
442,51 (25, [M + H]*); 396,53 (56, [M - OC,Hs]")

(500 MHz, DMSO-D6): & = 7,68 — 7,66 (m, 1H, 3-H oder 6-H v. 2-CI-Ph); 7,63 —
7,61 (m, 1H, 3-H oder 6-H v. 2-CI-Ph); 7,51 — 7,45 (m, 2H, 4-H, 5-H v. 2-CI-Ph);
7,34 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,19 (,t, 3 = 7,9 Hz, 1H, 5-H v. 3-CH3-O-Ph); 6,93 (d“t*,
3Je/5 = 7,7 Hz, “J = 1,2 Hz, 1H, 6-H v. 3-CH3-O-Ph); 6,87 (dd, “Jo/a = 2,6 Hz, “Ja6 =
1,5 Hz, 1H, 2-H v. 3-CH3-O-Ph); 6,74 (ddd, *Ja/s = 8,2 Hz, “Ja/ = 2,6 Hz, *Jass = 0,9
Hz, 1H, 4-H v. 3-CH3-0-Ph); 4,77 (s, 1H, 4-H); 4,07 — 3,95 (m, 4H, COOCHCHs);
3,70 (s, 3H, 3-CH3-O-Ph); 1,12 — 1,09 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)



6.1.3.¢.

Derivate mit 4-Methoxybenzaldehyd als Aldehydkomponente

(9) Diethyl 4-(4-methoxyphenyl)-N-phenyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.

9

Summenformel
C24H25NOs
Molekulargewicht
407,47 g/mol

Darstellung  4-Methoxybenzaldehyd (1,84 mmol; 251 mg), Anilin (1,84 mmol; 171 mg) und
Ethylpropiolat (3,68 mmol; 361 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,2 ml
Eisessig und 2 ml trockenem Ethanol zum Rickfluss erhitzt (ca. 46 h bei 80 C°). Bei
Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz des
Ether/Methanol-Gemisches Verbindung 9 im Tiefkiihlschrank auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Elementaranalyse

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

12,40 %; gelbes Pulver

0,40 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
138,1-139,9 °C

100,00 % (Retentionszeit: 12,01 min)

Ber.: C70,75; H6,18; N 3,44 %
Gef.: C69,57; H6.14; N 3,40 %

m/z (%) = 837,04 (34, [2M + Na]*); 430,92 (100, [M + Nal*);
362,62 (37, [M - OCyHs]*)

(500 MHz, DMSO-D6): & = 7,6 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,51 — 7,45 (m, 4H, 2-H, 3-H,
5-H, 6-H v. Ph); 7,34 — 7,31 (m, 1H, 4-H v. Ph); 7,17 — 7,14 (m, 2H, 2-H, 6-H v.
4-CH3-0-Ph); 6,82 — 6,79 (m, 2H, 3-H, 5-H v. 4-CH3-0-Ph); 4,73 (s, 1H, 4-H); 4,08
—3,97 (m, 4H, COOCH,CHs); 3,68 (s, 3H, 4-CH3-O-Ph); 1,14 — 1,12 ppm (m, 6H,
COOCH,CHs)
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(10) Diethyl 1,4-bis(4-methoxyphenyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.
10
Summenformel
Ca5H27NOg
Molekulargewicht
437,49 g/mol

o)

~

Darstellung  4-Methoxybenzaldehyd (1,71 mmol; 233 mg), 4-Methoxyanilin (1,71 mmol; 211 mg)
und Ethylpropiolat (3,43 mmol; 336 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,2 ml
Eisessig und 2 ml trockenem Ethanol zum Rickfluss erhitzt (ca. 45 h bei 80 C°). Bei
Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz des
Ether/Methanol-Gemisches Verbindung 10 im Tiefkihlschrank auskristallisiert.

Ausbeute 56,46 %; gelbes Pulver

R+-Wert 0,31 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
Schmelzbereich 120,5-121,1°C

Reinheit 100,00 % (Retentionszeit: 12,02 min)

Massenspektrum  m/z (%) = 896,95 (18, [2M + Nal*); 461,14 (100, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 393,80 (5, [M - OC3Hs]")

'H-NMR (500 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,48 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,41 — 7,38 (m, 2H, 3-H, 5-H v.
4-CH3-0-(N-Ph)); 7,17 — 7,14 (m, 2H, 2-H, 6-H v. 4-CH3-0O-Ph); 7,04 — 7,01 (m,
2H, 2-H, 6-H v. 4-CH3-O-(N-Ph)); 6,82 — 6,79 (m, 2H, 3-H, 5-H v. 4-CH3-O-Ph);
4,71 (s, 1H, 4-H); 4,07 — 3,95 (m, 4H, COOCH.CHs); 3,77 (s, 3H, 4-CHs-O-(N-Ph));
3,68 (s, 3H, 4-CH3-0O-Ph); 1,13 — 1,11 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)
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(11) Diethyl 4-(4-methoxyphenyl)-N-(o-tolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Darstellung

Ausbeute

R+-Wert

Verbindung Nr.
11
Summenformel
CasH27NOs
Molekulargewicht
421,49 g/mol

4-Methoxybenzaldehyd (5,93 mmol; 807 mg), 2-Toluidin (5,93 mmol; 635 mg) und
Ethylpropiolat (11,86 mmol; 1163 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,5 ml
Eisessig und 6 ml trockenem Ethanol zum Rickfluss erhitzt (ca. 20 h bei 80 C°). Bei
Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs schloss sich eine
Sdulenchromatographie mit dem Elutionsmittel Cyclohexan/Ethylacetat (80:20) an.
Unter Zusatz des Ether/Methanol-Gemisches wurde Verbindung 11 im
Tiefkiihlschrank auskristallisiert.

21,40 %; gelbes Pulver

0,45 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

Schmelzbereich 87,4-89,1°C

Reinheit

99,36 % (Retentionszeit: 12,22 min)

Massenspektrum  m/z (%) = 865,33 (100, [2M + Na]*); 444,88 (14, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 314,71 (32, [M - C7H,0]")

'H-NMR

(500 MHz, DMSO-D6): & = 7,40 — 7,31 (m, 4H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H v. 2-CHs-Ph);
7,25 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,23 = 7,20 (m, 2H, 2-H, 6-H v. 4-CH3-O-Ph); 6,85 — 6,82
(m, 2H, 3-H, 5-H v. 4-CH3-O-Ph); 4,75 (s, 1H, 4-H); 4,05 — 3,93 (m, 4H,
COOCH.CHs); 3,70 (s, 3H, 4-CHs-O-Ph); 2,28 (s, 3H, 2-CHs-Ph); 1,12 — 1,09 ppm
(m, 6H, COOCH,CHs)
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(12) Diethyl N-(2-chlorophenyl)-4-(4-methoxyphenyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.

12
Summenformel
C24H24CINOs
Molekulargewicht
441,91 g/mol

Cl

Darstellung  4-Methoxybenzaldehyd (5,66 mmol; 771 mg), 2-Chloranilin (5,66 mmol; 722 mg)
und Ethylpropiolat (11,31 mmol; 1110 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von
0,5 ml Eisessig und 6 ml trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 48 h bei 80 C°).
Bei Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz von
Ethanol Verbindung 12 im Tiefkiihlschrank auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Elementaranalyse

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

114

42,76 %; gelbes Pulver

0,40 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
134,3-135,1°C

99,85 % (Retentionszeit: 12,28 min)

Ber.: C65,23; H5,47; N 3,17 %
Gef.: C64,32; H5,46; N 3,10 %

m/z (%) = 905,38 (100, [2M + Na]*); 464,54 (24, [M + Nal");
335,23 (32, [M - C;H,0]")

(500 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,68 — 7,66 (m, 1H, 3-H oder 6-H v. 2-CI-Ph); 7,64 —
7,62 (m, 1H, 3-H oder 6-H v. 2-CI-Ph); 7,51 — 7,45 (m, 2H, 4-H, 5-H v. 2-CI-Ph);
7,31 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,26 — 7,23 (m, 2H, 2-H, 6-H v. 4-CH3-O-Ph), 6,84 — 6,81
(m, 2H, 3-H, 5-H v. 4-CH3-O-Ph); 4,72 (s, 1H, 4-H); 4,06 — 3,94 (m, 4H,
COOCH.CHs); 3,69 (s, 3H, 4-CH3-O-Ph); 1,12 — 1,09 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)



6.1.3.d. Derivate mit 3,4-Dimethoxybenzaldehyd als Aldehydkomponente

(13) Diethyl 4-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-phenyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Darstellung

Ausbeute

Ri-Wert

Verbindung Nr.

13
Summenformel
Ca5H27NOg
Molekulargewicht
437,49 g/mol

3,4-Methoxybenzaldehyd (1,71 mmol; 284 mg), Anilin (1,71 mmol; 159 mg) und
Ethylpropiolat (3,43 mmol; 336 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,2 ml
Eisessig und 2 ml trockenem Ethanol zum Rickfluss erhitzt (ca. 47 h bei 80 C°). Bei
Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz des
Ether/Methanol-Gemisches wurde Verbindung 13 im  Tiefkihlschrank
auskristallisiert.

15,97 %; gelbes Pulver

0,24 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

Schmelzbereich 107,8 - 109,8 °C

Reinheit

99,84 % (Retentionszeit: 13,73 min; Flussrate: 0,5 ml/min)

Massenspektrum  m/z (%) = 897,37 (100, [2M + Na]*); 460,84 (29, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 392,36 (4, [M - OC;Hs]")

'H-NMR

(500 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,61 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,51 — 7,45 (m, 4H, 2-H, 3-H,
5-H, 6-H v. Ph); 7,34 — 7,31 (m, 1H, 4-H v. Ph); 6,83 (d, ¥Js/s = 8,3 Hz, 1H, 5-H v.
3,4-(CH3-0),-Ph); 6,81 (d, “J2/s = 2,1 Hz, 1H, 2-H v. 3,4-(CH3-0)-Ph); 6,75 (dd,
3J6/5 = 8,3 Hz, “Js/2 = 2,1 Hz, 1H, 6-H v. 3,4-(CHs-0),-Ph); 4,73 (s, 1H, 4-H), 4,10 -
3,99 (m, 4H, COOCH,CHs); 3,68 (s, 6H, 3-CH3-O-Ph u. 4-CH3-0-Ph); 1,16 — 1,13
ppm (m, 6H, COOCH,CHs)
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(14) Diethyl 4-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-(4-methoxyphenyl)-1,4-dihydropyridine-3,5-

dicarboxylate

Verbindung Nr.
14
Summenformel
Ca6H20NOy
Molekulargewicht
467,52 g/mol

0]

~

Darstellung  3,4-Methoxybenzaldehyd (1,6 mmol; 266 mg), 4-Methoxyanilin (1,6 mmol; 197 mg)
und Ethylpropiolat (3,2 mmol; 314 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,2 ml
Eisessig und 2 ml trockenem Ethanol zum Rickfluss erhitzt (ca. 22 h bei 80 C°). Bei
Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz des
Ether/Methanol-Gemisches wurde Verbindung 14 im  Tiefkihlschrank
auskristallisiert.

Ausbeute 51,30 %; gelbes Pulver

R+-Wert 0,16 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

Schmelzbereich 138,7 - 139,3°C

Reinheit 100,00 % (Retentionszeit: 13,70 min; Flussrate: 0,5 ml/min)

Massenspektrum  m/z (%) = 957,15 (40, [2M + Nal*); 491,07 (100, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 422,32 (20, [M - OC;Hs]")

1H-NMR (500 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,49 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,41 — 7,38 (m, 2H, 3-H, 5-H v.
4-CH3-0-Ph); 7,04 — 7,01 (m, 2H, 2-H, 6-H v. 4-CH3-O-Ph); 6,83 (d, *J5/6 = 8,3 Hz,
1H, 5-H v. 3,4-(CH3-0),-Ph); 6,81 (d, “J2/6 = 2,1 Hz, 1H, 2-H v. 3,4-(CH3-0),-Ph);
6,75 (dd, *Jess = 8,3 Hz, Yes2 = 2,1 Hz, 1H, 6-H v. 3,4-(CH3-0),-Ph); 4,71 (s, 1H,
4-H); 4,08 - 3,97 (m, 4H, COOCH,CHs), 3,77 (s, 3H, 4-CHs-O-(N-Ph)); 3,68 (s, 6H,
3-CH3-O-Ph u. 4-CH3-O-Ph); 1,15 - 1,12 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)
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(15) Diethyl 4-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-(o-tolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.
15
Summenformel
C26H29NO6
Molekulargewicht
451,52 g/mol

Darstellung  3,4-Methoxybenzaldehyd (5,54 mmol; 921 mg), 2-Toluidin (5,54 mmol; 594 mg) und
Ethylpropiolat (11,07 mmol; 1086 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,5 ml
Eisessig und 6 ml trockenem Ethanol zum Rickfluss erhitzt (ca. 25 h bei 80 C°). Bei
Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs schloss sich eine
Sdulenchromatographie mit dem Elutionsmittel Cyclohexan/Ethylacetat (80:20) an.
Unter Zusatz von Ethanol wurde Verbindung 15 auskristallisiert.

Ausbeute 35,22 %; gelbes Pulver

R+-Wert 0,26 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
Schmelzbereich 109,8 - 110,6 °C

Reinheit 100,00 % (Retentionszeit: 12,02 min)

Elementaranalyse Ber.:C69,16; H6,47; N 3,10 %
Gef.: C68,38; H6,42; N 3,26 %

Massenspektrum  m/z (%) = 925,31 (100, [2M + Na]*); 475,05 (20, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 406,77 (4, [M - OC;Hs]*); 315,62 (21, [M - CsHs0>]")

1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,41 — 7,34 (m, 4H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H v. 2-CH3-Ph);
7,26 (s, 2H, 2-H, 6-H); 6,88 — 6,81 (m, 3H, 2-H, 5-H, 6-H v. 3,4-(CHs-0),-Ph); 4,76
(s, 1H, 4-H); 4,07 — 3,95 (m, 4H, COOCH,CHs); 3,71 (s, 3H, 3-CHs-O-Ph oder
4-CHs-0-Ph); 3,69 (s, 3H, 3-CH3-0O-Ph oder 4-CH3-O-Ph); 2,29 (s, 3H, 2-CHs-Ph);
1,14 -1,10 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)
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(16) Diethyl N-(2-chlorophenyl)-4-(3,4-dimethoxyphenyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.
16
Summenformel
C25H26CINOs
Molekulargewicht
471,93 g/mol

Cl

Darstellung  3,4-Methoxybenzaldehyd (5,3 mmol; 881 mg), 2-Chloranilin (5,3 mmol; 676 mg) und
Ethylpropiolat (10,59 mmol; 1039 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,5 ml
Eisessig und 6 ml trockenem Ethanol zum Rickfluss erhitzt (ca. 51 h bei 80 C°). Bei
Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz von
Methanol Verbindung 14 auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Elementaranalyse

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR
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20,30 %; weiRes Pulver

0,24 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
105,8 -107,9 °C

100,00 % (Retentionszeit: 11,89 min)

Ber.: C63,63; H 5,55; N 2,97 %
Gef.: C62,53; H5,49; N 2,91 %

m/z (%) = 965,67 (100, [2M + Na]*); 494,88 (25, [M + Na]");
335,24 (13, [M - CsHs02]")

(500 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,68 — 7,66 (m, 1H, 3-H oder 6-H v. 2-CI-Ph); 7,63 —
7,61 (m, 1H, 3-H oder 6-H v. 2-CI-Ph); 7,51 — 7,45 (m, 2H, 4-H, 5-H v. 2-CI-Ph);
7,32 (s, 2H, 2-H, 6-H); 6,88 — 6,85 (m, 3H, 2-H, 5-H, 6-H v. 3,4-(CH3-0)-Ph); 4,73
(s, 1H, 4-H); 4,07 — 3,96 (m, 4H, COOCH,CHs), 3,70 (s, 3H, 3-CH3-O-Ph oder
4-CH3-O-Ph); 3,69 (s, 3H, 3-CHs-O-Ph oder 4-CHs-O-Ph); 1,13 — 1,10 ppm (m,
6H, COOCH,CH3)



6.1.3.e. Synthese des 1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd

(17a) 1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd

Darstellung

Ausbeute

Verbindung Nr.
Q 17a

N—N Summenformel
I Y/ Ci6H12N,0
— Molekulargewicht
© 248,29 g/mol

In Anlehnung an die Vorschrift von 74 wurden 4 ml Essigsdure und 8,648 ¢g
Phenylhydrazin (80 mmol) zu einer Lésung von 11,536 g Acetophenon (96 mmol) in
360 ml Ethanol gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde unter Argon-Atmosphare fir
1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Bei Reaktionsende wurde das gebildete Prazipitat
abfiltriert und mit Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen im Vakuum dber P,0s
wurden 13,424 g (79,80 %) Acetophenon-Phenylhydrazon isoliert.

In einem nachsten Ansatz wurden 15 ml (191,4 mmol) Dimethylformamid und 18 ml
Phosphoroxychlorid (191,4 mmol) bei 0°C gekiihlt. Dann wurde 13,424¢g
(63,8 mmol) Acetophenon-Phenylhydrazon gelost in 15 ml Dimethylformamid
tropfenweise zugegeben und anschlieRend 5 h bei 80 °C gerihrt. Bei Ende der
Reaktion und nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch mit
kaltgesattigter K,COs-Losung basisch gemacht. Das gebildete Prazipitat wurde
abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Nach Umkristallisation in Ethanol resultierten
11,889 g (75 %) des 1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd.

59,85 %; beige Nadeln

Schmelzbereich 143,3 — 146,2 °C; Lit.: 142 — 146 °C 7]

'H-NMR

(500 MHz, DMSO0-D6): 6 =9,99 (s, 1H, CHO-Pyrazol); 9,32 (s, 1H, 5-H v. Pyrazol);
8,01-7,91 (m, 4H, 2-H, 6H v. 1-Ph und 3-Ph); 7,60 — 7,42 ppm (m, 6H, 3-H, 4-H,
5-H v. 1-Ph und 3-Ph)
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6.1.3.f. Derivate mit 1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd als

Aldehydkomponente

(17) Diethyl 4-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)-N-phenyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Darstellung

Ausbeute

Ri-Wert

Verbindung Nr.
17
Summenformel
C32H28N304
Molekulargewicht
519,60 g/mol

1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd (0,96 mmol; 238 mg), Anilin (0,96 mmol;
89 mg) und Ethylpropiolat (1,92 mmol; 188 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von
0,2 ml Eisessig und 2 ml trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 24 h bei 80 C°).
Bei Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz des
Ether/Methanol-Gemisches wurde Verbindung 17 im  Tiefkihlschrank
auskristallisiert.

16,10 %,; gelbes Pulver

0,45 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

Schmelzbereich 137,8 - 138,7 °C

Reinheit

100,00 % (Retentionszeit: 12,95 min)

Elementaranalyse Ber.: C73,97; H5,63; N 8,09 %

Gef.: C73,05; H5,72; N 7,94 %

Massenspektrum  m/z (%) = 1060,97 (27, [2M + Na]*); 544,66 (13, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 520,85 (100, [M + H]")

'H-NMR

(500 MHz, DMSO-D6): 6 = 8,34 (s, 1H, 5-H v. Pyrazol); 7,99 — 7,97 (m, 2H, 2-H,
6-H v. 1-Ph-Pyrazol oder 2-H, 6-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,86 — 7,84 (m, 2H, 2-H, 6-H
v. 1-Ph-Pyrazol oder 2-H, 6-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,55 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,51 - 7,43
(m, 8H, 2-H, 3-H, 5-H, 6-H v. Ph oder 3-H, 5-H v. 1-Ph- oder 3-Ph-Pyrazol ); 7,39
—7,36 (m, 1H, 4-H v. 1-Ph-Pyrazol oder 4-H v. 3-Ph-Pyrazol), 7,35 - 7,31 (m, 1H,
4-H v. Ph); 7,28 — 7,24 (m, 1H, 4-H v. 1-Ph-Pyrazol oder 3-Ph-Pyrazol); 5,10 (s,
1H, 4-H); 3,98 — 3,92 u. 3,86 — 3,79 (m, 4H, COOCH,CHs); 0,96 — 0,93 ppm (m,
6H, COOCH,CH3)

(18) Diethyl 4-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)-N-(4-methoxyphenyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-

dicarboxylat
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Darstellung

Ausbeute

Ri-Wert

Verbindung Nr.
18
Summenformel
Cs3H31N30s
Molekulargewicht
549,63 g/mol

o)

~

1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd (5,46 mmol; 1356 mg), 4-Methoxyanilin
(5,46 mmol; 672 mg) und Ethylpropiolat (10,92 mmol; 1071 mg) wurden nach AAV 1
unter Zusatz von 0,5 ml Eisessig und 6 ml trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt
(ca. 95 h bei 80 C°). Bei Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde
unter Zusatz des Ether/Methanol-Gemisches wurde Verbindung 18 im
Tiefkiihlschrank auskristallisiert.

62,82 %; gelbes Pulver

0,34 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

Schmelzbereich 144,1 - 145,2 °C

Reinheit

100,00 % (Retentionszeit: 12,97 min)

Elementaranalyse Ber.:C72,11; H5,69; N 7,65 %

Gef.: C70,99; H5,77; N 7,46 %

Massenspektrum  m/z (%) =1121,93 (9, [2M + Na]*); 572,56 (10, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 550,74 (100, [M + H]")

'H-NMR

(500 MHz, DMSO-D6): 6 = 8,32 (s, 1H, 5-H v. Pyrazol); 7,99 — 7,98 (m, 2H, 2-H,
6-H v. 1-Ph-Pyrazol oder 2-H, 6-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,87 — 7,85 (m, 2H, 2-H, 6-H
v. 1-Ph-Pyrazol oder 2-H, 6-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,47 — 7,43 (m, 6H, 3-H, 5-H v.
1-Ph-Pyrazol, 3-H, 5-H v. 3-Ph-Pyrazol und 3-H, 5-H v. 4-CH3-0-Ph); 7,43 (s, 2H,
2-H, 6-H), 7,40-7,36 (m, 1H, 4-H v. 1-Ph-Pyrazol oder 4-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,28
—7,24 (m, 1H, 4-H v. 1-Ph-Pyrazol oder 4-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,05 - 7,02 (m, 2H,
2-H, 6-H v. 4-CH3-0-Ph); 5,08 (s, 1H, 4-H); 3,97 — 3,90 u. 3,84 — 3,77 (m, 4H,
COOCH,CHs); 3,78 (s, 3H, 4-CHs-0-Ph); 0,95 — 0,92 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)
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(19) Diethyl 4-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)-N-(o-tolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.
19
Summenformel
C32H28N304
Molekulargewicht
519,60 g/mol

Darstellung  1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd (4,68 mmol; 1162 mg),  2-Toluidin
(4,68 mmol; 502 mg) und Ethylpropiolat (9,37 mmol; 919 mg) wurden nach AAV 1
unter Zusatz von 0,4 ml Eisessig und 6 ml trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt
(ca. 20 h bei 80 C°). Bei Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs schloss
sich eine S3ulenchromatographie mit dem Elutionsmittel Cyclohexan/Ethylacetat
(80:20) an. Unter Zusatz von Ethanol wurde Verbindung 19 auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

122

5,35 %; gelbes Pulver

0,45 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
182,5-185,2 °C

100,00 % (Retentionszeit: 13,21 min)

m/z (%) = 1089,05 (34, [2M + Na]*); 556,93 (23, [M + Na]*);
534,93 (100, [M + H]*)

(500 MHz, DMSO-D6): 6 = 8,34 (s, 1H, 5-H v. Pyrazol); 8,04 — 8,03 (m, 2H, 2-H,
6-H v. 1-Ph-Pyrazol oder 2-H, 6-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,87 — 7,85 (m, 2H, 2-H, 6-H
v. 1-Ph-Pyrazol oder 2-H, 6-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,50 — 7,45 (m, 5H, 3-H, 5-H v.
1-Ph-Pyrazol, 3-H, 5-H v. 3-Ph-Pyrazol und 4-H v. 1-Ph-Pyrazol oder 4-H v.
3-Ph-Pyrazol); 7,42 — 7,34 (m, 4H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H v. 2-CH3-Ph); 7,29 — 7,26
(m, 1H, 4-H v. 1-Ph-Pyrazol oder 4-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,24 (s, 2H, 2-H, 6-H);
5,11 (s, 1H, 4-H); 3,95 — 3,88 u. 3,81 — 3,74 (m, 4H, COOCH,CHs); 2,32 (s, 3H,
2-CHs-Ph); 0,93 — 0,90 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)



(20)

Darstellung

1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd

Diethyl N-(2-chlorophenyl)-4-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)-1,4-dihydropyridin-3,5-

dicarboxylat

Verbindung Nr.
20
Summenformel
C32H25CIN304
Molekulargewicht
554,04 g/mol

Cl

(1,2mmol; 298 mg),  2-Chloranilin

(1,2 mmol; 153 mg) und Ethylpropiolat (2,41 mmol; 236 mg) wurden nach AAV 1
unter Zusatz von 0,2 ml Eisessig und 2 ml trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt
(ca. 69 h bei 80 C°). Bei Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs schloss
sich eine S3ulenchromatographie mit dem Elutionsmittel Cyclohexan/Ethylacetat
(80:20) an. Unter Zusatz des Ether/Methanol-Gemisches wurde Verbindung 20 im
Tiefkiihlschrank auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

5,62 %; weiRes Pulver

0,40 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

158,5-162,3 °C

100,00 % (Retentionszeit: 15,27 min; Flussrate: 0,5 ml/min)

m/z (%) = 1128,95 (14, [2M + Na]*); 576,92 (20, [M + Na]");
556,50 (100, [M + HI)

(500 MHz, DMSO-D6): 6 = 8,32 (s, 1H, 5-H v. Pyrazol); 8,05 — 8,03 (m, 2H, 2-H,
6-H v. 1-Ph-Pyrazol oder 2-H, 6-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,81 — 7,79 (m, 2H, 2-H, 6-H
v. 1-Ph-Pyrazol oder 2-H, 6-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,76 — 7,74 (m, 1H, 3-H oder 6-H
v. 2-Cl-Ph), 7,70 - 7,68 (m, 1H, 3-H oder 6-H v. 2-CI-Ph); 7,54 — 7,46 (m, 6H, 4-H,
5-H v. 2-CI-Ph, 3-H, 5-H v. 1-Ph-Pyrazol und 3-H, 5-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,42 -
7,39 (m, 1H, 4-H v. 1-Ph-Pyrazol oder 4-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,32 (s, 2H, 2-H, 6-H);
7,30 — 7,26 (m, 1H, 4-H v. 1-Ph-Pyrazol oder 4-H v. 3-Ph-Pyrazol); 5,09 (s, 1H,
4-H); 3,96 — 3,90 u. 3,83 — 3,77 (m, 4H, COOCH,CHs); 0,93 — 0,90 ppm (m, 6H,
COOCH,CH;3)
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613¢g. Derivate mit 3-Benzyloxybenzaldehyd als Aldehydkomponente

(21) Diethyl 4-(3-(benzyloxy)phenyl)-N-phenyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.
21
Summenformel
C30H29NOs
Molekulargewicht
483,56 g/mol

Darstellung  3-Benzyloxybenzaldheyd (3,45 mmol; 732 mg), Anilin (3,45 mmol; 321 mg) und
Ethylpropiolat (6,89 mmol; 676 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,4 ml
Eisessig und 5 ml trockenem Ethanol zum Rickfluss erhitzt (ca. 82 h bei 80 C°). Bei
Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz des
Ether/Methanol-Gemisches wurde Verbindung 21 im  Tiefkihlschrank
auskristallisiert.

Ausbeute 32,64 %; gelbes Pulver

R+-Wert 0,51 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
Schmelzbereich 128,3 -130,5°C

Reinheit 99,45 % (Retentionszeit: 13,13 min)

Elementaranalyse Ber.: C74,52; H6,05; N 2,90 %
Gef.: C73,67; H6,18; N 2,81 %

Massenspektrum  m/z (%) = 988,99 (99, [2M + Na]*); 506,76 (94, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 484,36 (56, [M + H]’); 438,51 (100, [M - OC;Hs]")

1H-NMR (500 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,61 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,51 — 7,45 (m, 4H, 2-H, 3-H,
5-H, 6-H v. N-Ph); 7,40 — 7,38 (m, 2H, 2-H, 6-H v. Ph-CH,-0); 7,34 — 7,31 (m, 3H,
4-H v. N-Ph und 3-H, 5-H v. Ph-CH»-0); 7,30 — 7,27 (m, 1H, 4-H v. Ph-CH,-0);
7,19 - 7,16 (m, 1H, 5-H v. 3-(Ph-CH,-0)-Ph); 6,86 — 6,81 (m, 3H, 2-H, 4-H, 6-H v.
3-(Ph-CH,-0)-Ph); 5,02 (s, 2H, Ph-O-CH,-Ph); 4,77 (s, 1H, 4-H); 4,09 — 3,97 (m,
4H, COOCH.CHs); 1,14 — 1,12 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)
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(22) Diethyl 4-(3-(benzyloxy)phenyl)-N-(4-methoxyphenyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Darstellung  3-Benzyloxybenzaldheyd

o

~

Verbindung Nr.
22
Summenformel
C31H31NOg
Molekulargewicht
513,59 g/mol

(6,49 mmol; 1377 mg), 4-Methoxyanilin

(6,49 mmol;

799 mg) und Ethylpropiolat (12,98 mmol; 1273 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz
von 0,5 ml Eisessig und 6 ml trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 46 h bei
80 C°). Bei Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz

des

Ether/Methanol-Gemisches

auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Elementaranalyse

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

54,60 %; gelbes Pulver

wurde Verbindung 22

0,41 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

126,9-127,8°C

100,00 % (Retentionszeit: 13,03 min)

Ber.: C72,50; H6,08; N 2,73 %
Gef.: C71,32; H6,08; N 2,65 %

m/z (%) = 1048,88 (100, [2M + Nal*); 536,90 (63, [M + Na]*);

514,51 (45, [M + H]*); 468,40 (41, [M - OC,Hs]*)

im Tiefkihlschrank

(500 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,49 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,41 — 7,37 (m, 4H, 3-H, 5-H v.
4-CH3-0-Ph und 2-H, 6-H v. Ph-CH,-0); 7,36 — 7,32 (m, 2H, 3-H, 5-H v. Ph-CH,-0);
731 — 7,27 (m, 1H, 4-H v. Ph-CH,-0); 7,19 — 7,16 (m, 1H, 5-H v.
3-(Ph-CH,-0)-Ph); 7,04 — 7,01 (m, 2H, 2-H, 6-H v. 4-CH3-O-Ph); 6,87 — 6,80 (m,
3H, 2-H, 4-H, 6-H v. 3-(Ph-CH,-0)-Ph); 5,03 (s, 2H, Ph-O-CH,-Ph); 4,76 (s, 1H,
4-H); 4,07 — 3,96 (m, 4H, COOCH,CHs); 3,77 (s, 3H, 4-CH3-O-Ph); 1,13 — 1,11

ppm (m, 6H, COOCH,CHs)
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(23) Diethyl 4-(3-(benzyloxy)phenyl)-N-(o-tolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.
23
Summenformel
C31H31NOs
Molekulargewicht
513,59 g/mol

Darstellung  3-Benzyloxybenzaldheyd (3,35 mmol; 711 mg), 2-Anilin (3,35 mmol; 359 mg) und
Ethylpropiolat (6,7 mmol; 657 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,4 ml
Eisessig und 6 ml trockenem Ethanol zum Rickfluss erhitzt (ca. 66 h bei 80 C°). Bei
Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz des
Ether/Methanol-Gemisches wurde Verbindung 23 im  Tiefkihlschrank
auskristallisiert.

Ausbeute 49,34 %; gelbes Pulver

R+-Wert 0,48 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
Schmelzbereich 116,5-118,3 °C

Reinheit 96,43 % (Retentionszeit: 13,16 min)

Elementaranalyse Ber.: C74,83; H6,28; N 2,81 %
Gef.: C74,06; H6,36; N 2,90 %

Massenspektrum  m/z (%) = 1017,02 (100, [2M + Na]*); 520,96 (74, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 497,71 (33, [M + H]’); 453,56 (67, [M - OC;Hs]")

H-NMR (500 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,43 — 7,28 (m, 9H, 2-CHs-Ph-Rest und
Ph-CH,-O-Rest); 7,28 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,20 (,t“, 3/ = 8,1 Hz, 1H, 5-H v.
3-(Ph-CH,-0)-Ph); 6,92 — 6,91 (m, 2H, 2-H, 6-H v. 3-(Ph-CH,-0)-Ph); 6,83 (ddd,
3J4/s = 8,3 Hz, “Jaj2 = 2,4 Hz, “Jajs = 1,0 Hz, 1H, 4-H v. 3-(Ph-CH,-0)-Ph); 5,04 (s,
2H, Ph-O-CH,-Ph); 4,80 (s, 1H, 4-H); 4,06 — 3,94 (m, 4H, COOCH2CH:); 2,27 (s,
3H, 2-CHs-Ph); 1,12 — 1,09 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)
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(24) Diethyl 4-(3-(benzyloxy)phenyl)-N-(2-chlorophenyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Cl

Verbindung Nr.
24
Summenformel
C39H2sCINOs
Molekulargewicht
517,17 g/mol

Darstellung  3-Benzyloxybenzaldheyd (3,22 mmol; 683 mg), 2-Chloranilin (3,22 mmol; 411 mg)
und Ethylpropiolat (6,45 mmol; 632 mg) wurden nach AAV 1 unter Zusatz von 0,4 ml
Eisessig und 6 ml trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 145 h bei 80 C°). Bei

Reaktionsende und nach dem Entfernen des Eisessigs wurde unter Zusatz des

Ether/Methanol-Gemisches

auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Elementaranalyse

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

9,60 %; gelbes Pulver

wurde  Verbindung

0,39 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

105,7-109,5°C

100,00 % (Retentionszeit: 13,10 min)

Ber.: C69,56; H 5,45; N 2,70 %
Gef.: C68,60; H 5,43; N 2,66 %

m/z (%) = 1056,87 (51, [2M + Na]*); 542,48 (100, [M + Na]*);

519,32 (20, [M + H]%); 471,73 (34, [M - OC,Hs]*)

Tiefkthlschrank

(500 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,68 — 7,66 (m, 1H, 3-H oder 6-H v. 2-CI-Ph); 7,63 -
7,62 (m, 1H, 3-H oder 6-H v. 2-CI-Ph); 7,51 — 7,45 (m, 2H, 4-H, 5-H v. 2-Cl-Ph);
7,42 — 7,40 (m, 2H, 2-H, 6-H v. Ph-CH,-0); 7,38 — 7,34 (m, 2H, 3-H, 5-H v.
Ph-CH,-0); 7,34 (s, 2H, 2-H, 6-H); 7,32 = 7,29 (m, 1H, 4-H v. Ph-CH,-0); 7,19 ("t",
3) = 7,8 Hz, 1H, 5-H v. 3-(Ph-CH»-0)-Ph); 6,96 — 6,94 (m, 2H, 2-H, 6-H v.
3-(Ph-CH2-O)-Ph),' 6,83 (ddd, 3./4/5 = 8,3 Hz, 4./4/2 = 2,5 Hz, 4./4/5 = 1,1 Hz, 1H, 4-H
v. 3-(Ph-CH,-0)-Ph); 5,03 (s, 2H, Ph-O-CH,-Ph); 4,77 (s, 1H, 4-H); 4,06 — 3,95 (m,

4H, COOCH,CHs); 1,12 — 1,10 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)
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6.1.4. Synthese der 2,6-dimethylsubstituierten Dihydropyridine

6.1.4.a.

Derivate mit Benzaldehyd als Aldehydkomponente

(25) Diethyl 2,6-dimethyl-1,4-diphenyl-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.
25
Summenformel
CasH27NOs
Molekulargewicht
405,49 g/mol

Darstellung  Benzaldehyd (8 mmol; 849 mg), Anilin (8 mmol; 745 mg) und Ethylacetoacetat
(16 mmol; 2082 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von 5 ml trockenem Ethanol
zum Riickfluss erhitzt (ca. 20 h bei 80 C°). Bei Reaktionsende wurde Verbindung 25
aus dem abgekiihltem Ansatz mittels Methanol in der Kalte auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Elementaranalyse

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR
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23,37 %; gelbes Pulver

0,54 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
153,4 -156,8 °C

99,81 % (Retentionszeit: 12,24 min)

Ber.: C74,05;H6,71;N 3,45 %
Gef.: C73,18; H6,67; N 3,47 %

m/z (%) = 832,93 (43, [2M + Na]*); 428,50 (16, [M + Na]*);
406,63 (25, [M + H]*); 360,68 (100, [M - OC,Hs]*)

(400 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,53 — 7,44 (m, 3H, 3-H, 4-H, 5-H v. N-Ph); 7,32 —
7,26 (m, 6H, 2-H, 6-H v. N-Ph und 2-H, 3-H, 5-H, 6-H v. Ph); 7,19 — 7,14 (m, 1H,
4-H v. Ph); 5,02 (s, 1H, 4-H); 4,08 — 4,01 (m, 4H, COOCH,CHs); 1,95 (s, 6H,
CH3-C-2 u. —C-6); 1,16 — 1,12 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)



(26) Diethyl 2,6-dimethyl-4-phenyl-N-(o-tolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.
26
Summenformel
Ca6H29N O,
Molekulargewicht
419,52 g/mol

Darstellung  Benzaldehyd (9,53 mmol; 1011 mg), 2-Toluidin (9,53 mmol; 1021 mg) und Ethyl-
acetoacetat (19,07 mmol; 2482 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von 4 ml
Methanol geriihrt (ca. 70 h bei 50 C°). Die Aufarbeitung bei Reaktionsende erfolgte
sdulenchromatographisch mit dem  Elutionsmittel  Cyclohexan/Diethyl-
ether 60:40 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen wurde nach Einengen unter Zusatz
des Ether/Methanol-Gemisches Verbindung 26 im Tiefkihlschrank auskristallisiert.

Ausbeute 11,76 %; gelbes Pulver

R+-Wert 0,55 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
Schmelzbereich 90,5-91,4°C

Reinheit 100,00 % (Retentionszeit: 12,49 min)

Elementaranalyse Ber.:C74,44;H6,97; N 3,34 %
Gef.:C73,77; H7,20; N 3,15 %

Massenspektrum  m/z (%) = 861,99 (20, [2M + Nal*); 442,59 (60, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 420,73 (26, [M + H]*); 374,67 (100, [M - OC;Hs]")

1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,44 — 7,11 (m, 18H, Ph-Rest und 2-CH3-Ph-Rest v. A
und B); 5,11 u. 5,01 (s, 2H, 4-H v. A und B); 4,08 — 3,98 (m, 8H, COOCH,CH3 v. A
und B); 2,15 u. 1,93 (s, 6H, 2-CH3-Ph v. A und B); 1,88 (s, 12H, CH3-C-2 u. -C-6
v.AundB); 1,14 -1,11 ppm (m, 12H, COOCH,CHs v. A und B)
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(27) Diethyl 2,6-dimethyl-4-phenyl-N-(m-tolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Darstellung

Ausbeute

Ri-Wert

Verbindung Nr.
27
Summenformel
Ca6H29NO4
Molekulargewicht
419,52 g/mol

Benzaldehyd (3,178 mmol; 337 mg), 3-Toluidin (3,178 mmol; 341 mg) und
Ethylacetoacetat (6,356 mmol; 827 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von 1 ml
trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 23 h bei 80 C°). Die Aufarbeitung bei
Reaktionsende erfolgte sdulenchromatographisch mit dem Elutionsmittel
Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen wurde nach
Einengen unter Zusatz von Methanol Verbindung 27 in der Kalte auskristallisiert.

13,74 %; gelbes Pulver

0,56 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

Schmelzbereich 99,4-103,2 °C

Reinheit

100,00 % (Retentionszeit: 12,64 min)

Elementaranalyse Ber.:C74,44;H6,97;N 3,34 %

Gef.:C73,48,H7,12; N 3,22 %

Massenspektrum  m/z (%) = 861,01 (54, [2M + Nal*); 442,65 (92, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 420,86 (33, [M + H]’); 374,62 (100, [M - OC;Hs]")

'H-NMR
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(400 MHz, DMSO-D6): § = 7,41 7,37 (m, 1H, 5-H v. 3-CHs-Ph); 7,32 — 7,26 (m,
5H, 4-H v. 3-CHs-Ph, 2-H, 3-H, 5-H und 6-H v. Ph); 7,19 - 7,14 (m, 1H, 4-H v. Ph);
7,06 — 7,04 (m, 2H, 2-H, 6-H v. 3-CH3-Ph); 5,02 (s, 1H, 4-H); 4,07 — 4,01 (m, 4H,
COOCH,CHs); 2,34 (s, 3H, 3-CHs-Ph); 1,96 (s, 6H, CH3-C-2 u. —C-6); 1,16 — 1,12
ppm (m, 6H, COOCH,CHs)



(28)

Diethyl N-(2-chlorophenyl)-2,6-dimethyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.

o} o} 28
/\o) ] o Summenformel
N C25H26CINO4
cl Molekulargewicht
439,94 g/mol

Darstellung

Benzaldehyd (15 mmol; 1592 mg), 2-Chloranilin (15 mmol; 1914 mg) und
Ethylacetoacetat (30 mmol; 3904 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von 10 ml
trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 50 h bei 80 C°). Die Aufarbeitung bei
Reaktionsende erfolgte saulenchromatographisch mit
Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen wurde nach

dem Elutionsmittel

Einengen unter Zusatz von Methanol Verbindung 28 in der Kalte auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Elementaranalyse

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

2,64 %; weils-gelbliches Pulver

0,49 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
86,8 -88,5°C

100,00 % (Retentionszeit: 12,61 min)

Ber.: C68,25; H5,96; N 3,18 %
Gef.: C67,74; H6,13; N 3,10 %

m/z (%) = 900,89 (42, [2M + Na]*); 462,80 (100, [M + Na]*);
440,71 (32, [M + H]*); 395,36 (79, [M - OC,Hs]")

(400 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,74 — 7,35 (m, 10H, Ph-Rest oder 2-Cl-Ph-Rest v. A
oder B); 7,31-7,11 (m, 8H, Ph-Rest oder 2-Cl-Ph-Rest v. A oder B); 5,04 u. 4,99
(s, 2H, 4-H v. A und B); 4,05 - 3,96 (m, 8H, COOCH,CH3v. Aund B); 1,93 u. 1,87
(s, 12H, CH3-C-2 u. —C-6 v. Aund B); 1,14 — 1,08 ppm (m, 12H, COOCH,CHs v. A
und B)
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(29) Diethyl N-(3-chlorophenyl)-2,6-dimethyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Darstellung

Ausbeute

Ri-Wert

Verbindung Nr.
29
Summenformel
C25H26CINO,
Molekulargewicht
439,94 g/mol

Cl

Benzaldehyd (9,11 mmol; 967 mg), 3-Chloranilin (9,11 mmol; 1162 mg) und
Ethylacetoacetat (18,22 mmol; 2371 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von 4 ml
Methanol zum Rickfluss erhitzt (ca. 22h bei 70C°). Die Aufarbeitung bei
Reaktionsende erfolgte saulenchromatographisch mit dem Elutionsmittel
Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen wurde nach
Einengen unter Zusatz des Ether/Methanol-Gemisches Verbindung 29 im
Tiefkiihlschrank auskristallisiert.

5,78 %; hellgelbes Pulver

0,56 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

Schmelzbereich 123,8-124,3°C

Reinheit

99,71 % (Retentionszeit: 12,77 min)

Massenspektrum  m/z (%) = 900,87 (42, [2M + Nal*); 462,72 (100, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 440,71 (24, [M + H]*); 395,22 (93, [M - OCzHs]*)

'H-NMR
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(400 MHz, DMSO-D6): & = 7,58 — 7,51 (m, 2H, 5-H, 6-H v. 3-CI-Ph); 7,44 (s, 1H,
2-H v. 3-CI-Ph); 7,31 = 7,24 (m, 5H, 4-H v. 3-CI-Ph und 2-H, 3-H, 5-H, 6-H v. Ph);
7,18—7,14 (m, 1H, 4-H v. Ph); 5,02 (s, 1H, 4-H); 4,07 — 4,02 (m, 4H, COOCH2CHs);
1,96 (s, 6H, CHs-C-2 u. —=C-6); 1,15 — 1,12 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)



6.1.4.b. Derivate mit 3-Methoxybenzaldehyd als Aldehydkomponente

(30) Diethyl 4-(3-methoxyphenyl)-2,6-dimethyl-N-phenyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Darstellung

Ausbeute

Ri-Wert

Verbindung Nr.
30
Summenformel
C26H29NOs
Molekulargewicht
435,52 g/mol

3-Methoxybenzaldehyd (8 mmol; 1089 mg), Anilin (8 mmol; 745mg) und
Ethylacetoacetat (16 mmol; 2082 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von 5 ml
trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 19 h bei 80 C°). Die Aufarbeitung bei
Reaktionsende erfolgte sdulenchromatographisch mit dem Elutionsmittel
Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen wurde nach
Einengen unter Zusatz von Methanol Verbindung 30 in der Kalte auskristallisiert.

1,80 %; weilles Pulver

0,48 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

Schmelzbereich 115,9-116,4 °C

Reinheit

100,00 % (Retentionszeit: 12,44 min)

Elementaranalyse Ber.:C71,70; H6,71; N 3,22 %

Gef.: C70,65; H 6,57; N 3,24 %

Massenspektrum  m/z (%) = 892,95 (49, [2M + Nal*); 458,53 (27, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 436,64 (30, [M + H]*); 390,63 (100, [M - OC;Hs]")

'H-NMR

(400 MHz, DMSO-D6): & = 7,54 — 7,44 (m, 3H, 3-H, 4-H, 5-H v. Ph); 7,25 — 7,23
(m, 2H, 2-H, 6-H v. Ph); 7,22 (,t“, /= 7,8 Hz, 1H, 5-H v. 3-CH3-0-Ph); 6,87 (d“t*,
3Je/5 = 7,8 Hz, 4 = 1,2 Hz, 1H, 6-H v. 3-CH3-O-Ph); 6,80 — 6,79 (m, 1H, 2-H v.
3-CH3-0-Ph), 6,75 (ddd, 3Jas = 8,2 Hz, “Ja2 = 2,6 Hz, “Jajs = 0.9 Hz, 1H, 4-H v.
3-CHs-0-Ph); 5,01 (s, 1H, 4-H); 4,11 — 4,00 (m, 4H, COOCH2CHs); 3,71 (s, 3H,
3-CHs-0-Ph); 1,95 (s, 6H, CH3-C-2 u. —C-6); 1,17 — 1,13 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)
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(31) Diethyl 4-(3-methoxyphenyl)-2,6-dimethyl-N-(o-tolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.
31
Summenformel
C27H31NOs
Molekulargewicht
449,55 g/mol

Darstellung  3-Methoxybenzaldehyd (8,9 mmol; 1212 mg), 2-Toluidin (8,9 mmol; 954 mg) und
Ethylacetoacetat (17,8 mmol; 2317 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von 4 ml
Methanol gerihrt (ca. 283 h bei 55 C°). Die Aufarbeitung bei Reaktionsende erfolgte
sdulenchromatographisch mit dem Elutionsmittel Cyclohexan/Ethylacetat 75:25
(v/v). Aus den vereinten Fraktionen wurde nach Einengen unter Zusatz des
Ether/Methanol-Gemisches Verbindung 31 im Tiefkihlschrank auskristallisiert.

Ausbeute 10,10 %,; grauliches Pulver

R+-Wert 0,48 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
Schmelzbereich 97,9-98,5°C

Reinheit 95,73 % (Retentionszeit: 12,81 min)

Elementaranalyse Ber.:C72,14; H6,95; N 3,12 %
Gef.:C71,72; H6,89; N 3,13 %

Massenspektrum  m/z (%) = 920,91 (16, [2M + Nal*); 472,56 (28, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 450,66 (21, [M + H]*); 404,63 (100, [M - OC;Hs]")

1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,43 — 7,29 (m, 7H, 2-CHs3-Ph-Rest v. A oder B);
7,24-7,20u. 7,19-7,15 (m, 2H, 5-H v. 3-CH3-O-Ph v. A und B); 7,07 — 7,05 (m,
1H, 2-CHs-Ph-Rest v. A oder B); 6,89 — 6,87 u. 6,84 — 6,82 (m, 2H, 6-H v.
3-CH3-O-Phv. A und B); 6,79 — 6,71 (m, 4H, 2-H, 4-H v. 3-CH3-O-Ph v. A und B);
5,09 u. 4,99 (s, 2H, 4-H v. A und B); 4,08 — 3,99 (m, 8H, COOCH,CHs v. A und B);
3,72 u. 3,69 (s, 6H, 3-CH3-O-Ph v. A und B); 2,15 u. 1,97 (s, 6H, 2-CHs-Ph v. A
und B); 1,88 u. 1,87 (s, 12H, CH3-C-2 u. —C-6 v. A und B); 1,16 — 1,12 ppm (m,
12H, COOCH,CH3 v. A und B)
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(32)

Darstellung

Diethyl 4-(3-methoxyphenyl)-2,6-dimethyl-N-(m-tolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.
32
Summenformel
C27H32NOs
Molekulargewicht
449,55 g/mol

3-Methoxybenzaldehyd (15 mmol; 2042 mg), 3-Toluidin (15 mmol; 1607 mg) und

Ethylacetoacetat (30 mmol; 3904 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von 10 ml
trockenem Ethanol zum Rickfluss erhitzt (ca. 6 h bei 80 C°). Die Aufarbeitung bei

Reaktionsende

erfolgte saulenchromatographisch mit dem Elutionsmittel

Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen wurde nach
Einengen unter Zusatz von Ethanol Verbindung 32 auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

14,25 %; beiges Pulver

0,49 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
96,5-97,2°C

100,00 % (Retentionszeit: 12,75 min)

m/z (%) = 921,01 (31, [2M + Na]*); 472,72 (100, [M + Nal*);
405,26 (79, [M - OCzHs]*)

(400 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,41 - 7,37 (m, 1H, 5-H v. 3-CHs3-Ph); 7,29 - 7,26 (m,
1H, 4-H v. 3-CHs-Ph); 7,22 ("t", 3/ = 7,9 Hz, 1H, 5-H v. 3-CH3-O-Ph); 7,04 — 7,03
(m, 2H, 2-H, 6-H v. 3-CH3-Ph); 6,86 (d"t", *Je/s = 7,7 Hz, */ = 1,2 Hz, 1H, 6-H v.
3-CH3-0-Ph); 6,79 — 6,78 (m, 1H, 2-H v. 3-CH3-O-Ph); 6,75 (ddd, /45 = 8,2 Hz,
*Jaj2 = 2,6 Hz, *Jajs = 0,9 Hz, 1H, 4-H v. 3-CH3-0-Ph); 5,01 (s, 1H, 4-H); 4,09 — 4,02
(m, 4H, COOCHCHs); 3,72 (s, 3H, 3-CH3-O-Ph); 2,33 (s, 3H, 3-CHs-Ph); 1,96 (s,
6H, CH3-C-2 u. -C-6); 1,17 — 1,14 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)
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(33) Diethyl N-(2-chlorophenyl)-4-(3-methoxyphenyl)-2,6-dimethyl-1,4-dihydropyridin-3,5-

dicarboxylat

Verbindung Nr.
33
Summenformel
C26H2sCINOs

cl Molekulargewicht
469,96 g/mol

Darstellung  3-Methoxybenzaldehyd (4,27 mmol; 581 mg), 2-Chloranilin (4,27 mmol; 545 mg)
und Ethylacetoacetat (8,53 mmol; 1110 mg) wurden nach AAV2 unter Zusatz von
2,5 ml Methanol geriihrt (ca. 426 h bei 55 C°). Die Aufarbeitung bei Reaktionsende
erfolgte sdulenchromatographisch mit dem Elutionsmittel Cyclohexan/Ethylacetat
80:20 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen wurde nach Einengen unter Zusatz des
Ether/Methanol-Gemisches Verbindung 33 im Tiefkihlschrank auskristallisiert.

Ausbeute 4,00 %; beiges Pulver

R+-Wert 0,45 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
Schmelzbereich 78,0— 78,6 °C

Reinheit 97,77 % (Retentionszeit: 12,77 min)

Elementaranalyse Ber.: C66,45; H6,01; N 2,98 %
Gef.: C65,83; H6,07; N 2,96 %

Massenspektrum  m/z (%) = 960,79 (15, [2M + Nal*); 492,70 (73, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 424,53 (100, [M - OCzHs]")

1H-NMR (500 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,72 — 7,69 (m, 1H, 2-CI-Ph-Rest v. A oder B); 7,67 —
7,65 (m, 1H, 2-Cl-Ph-Rest v. A oder B); 7,60— 7,58 (m, 1H, 2-CI-Ph-Rest v. A oder
B); 7,56 — 7,52 (m, 2H, 2-CI-Ph-Rest v. A oder B); 7,52 — 7,46 (m, 2H, 2-CI-Ph-Rest
v. A oder B); 7,34 — 7,31 (m, 1H, 2-Cl-Ph-Rest v. A oder B); 7,20 u. 7,15 (,t“, 3/ =
7,9 Hz, 2H, 5-H v. 3-CHs-O-Ph v. A und B); 6,93 u. 6,87 (d“t“, 3Je/s = 7,8 Hz, *J =
1,2 Hz, 2H, 6-H v. 3-CH3-O-Ph v. A und B); 6,88 u. 6,77 (,,t“, *J = 2,1 Hz, 2H, 2-H
V. 3-CH3-O-Ph v. A und B),' 6,73 u. 6,70 (ddd, 3./4/5 = 8,2 Hz, 4./4/2 = 2,6 Hz, 4-/4/6 =
0,9 Hz, 2H, 4-H v. 3-CH3-0-Ph v. A und B); 5,02 u. 4,97 (s, 2H, 4-H v. A und B);
4,04 — 3,96 (m, 8H, COOCH,CH; v. A und B); 3,71 u. 3,68 (s, 6H, 3-CH3-O-Ph v. A
und B); 1,91 u. 1,85 (s, 12H, CH3-C-2 u. —C-6 v. A und B); 1,14 — 1,08 ppm (m,
12H, COOCH,CH3 v. A und B)
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(34) Diethyl N-(3-chlorophenyl)-4-(3-methoxyphenyl)-2,6-dimethyl-1,4-dihydropyridin-3,5-

dicarboxylat

Cl

Verbindung Nr.
34
Summenformel
C26H2sCINOs
Molekulargewicht
469,96 g/mol

Darstellung  3-Methoxybenzaldehyd (15 mmol; 2042 mg), 3-Chloranilin (15 mmol; 1914 mg) und
Ethylacetoacetat (30 mmol; 3904 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von 10 ml
trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 8 h bei 80 C°). Die Aufarbeitung bei

Reaktionsende

erfolgte

saulenchromatographisch mit

Elutionsmittel

Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen wird nach

Einengen unter Zusatz von Ethanol Verbindung 34 auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Elementaranalyse

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

3,05 %; weiRes Pulver

0,46 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

108,7 - 109,6 °C

99,80 % (Retentionszeit: 12,70 min)

Ber.: C66,45; H 6,01; N 2,98 %
Gef.: C66,23; H6,10; N 2,94 %

m/z (%) = 960,83 (9, [2M + Na]*); 492,89 (100, [M + Nal*);
425,06 (97, [M - OCzHs]*)

(500 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,59 — 7,54 (m, 2H, 5-H, 6-H v. 3-CI-Ph); 7,42 (s, 1H,
2-Hv. 3-CI-Ph); 7,25 - 7,24 (m, 1H, 4-H v. 3-CI-Ph); 7,23 (,t, 3/ = 7,8 Hz, 1H, 5-H
v. 3-CH3-0-Ph); 6,87 (d“t“, *Je/s = 7,7 Hz, *J = 1,2 Hz, 1H, 6-H v. 3-CH3-0O-Ph); 6,78
(,t“, % =2,0 Hz, 1H, 2-H v. 3-CH3-0O-Ph); 6,77 (ddd, 3Ja/s = 8,0 Hz, *Jaj> = 2,7 Hz,
*Jase = 0,9 Hz, 1H, 4-H v. 3-CH3-0-Ph); 5,02 (s, 1H, 4-H); 4,08 (ABXs, 2Jas = -10,9
HZ, 3JAxg = 7,1 HZ, 2H, COOCHAHBCHxa),' 4,07 (ABX3, 2JBA = -10,9 HZ, 3./3)(3 = 7,0 HZ,
2H, COOCHAH&CHxs); 3,73 (s, 3H, 3-CH3-O-Ph); 1,98 (s, 6H, CH3-C-2 u. —C-6); 1,16

ppm (ABX;, 3JX3A :7,1 HZ, 3Jx33 = 7,0 HZ, 6H, COOCH2CHx3)
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6.1.4.c. Derivate mit 3,4-Dimethoxybenzaldehyd als Aldehydkomponente

(35) Diethyl 4-(3,4-dimethoxyphenyl)-2,6-dimethyl-N-phenyl-1,4-dihydropyridin-3,5-
dicarboxylat

Verbindung Nr.
35
Summenformel
C27H31NOg
Molekulargewicht
465,55 g/mol

Darstellung  3,4-Dimethoxybenzaldehyd (5,37 mmol; 892 mg), Anilin (5,37 mmol; 500 mg) und
Ethylacetoacetat (10,75 mmol; 1399 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von 3 ml
trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 25 h bei 80 C°). Die Aufarbeitung bei
Reaktionsende erfolgte saulenchromatographisch mit dem Elutionsmittel
Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen wurde nach
Einengen unter Zusatz des Ether/Methanol-Gemisches Verbindung 35 im
Tiefkiihlschrank auskristallisiert.

Ausbeute 3,80 %; weils-gelbliches Pulver
R+-Wert 0,30 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
Schmelzbereich 83,2-89,3°C

Reinheit 79,86 % (Retentionszeit: 11,92 min)

Massenspektrum  m/z (%) = 953,19 (100, [2M + Na]*); 488,92 (40, [M + Na]*); 466,97
(ESI-Positiv, MeOH) (23, [M + H]"); 420,57 (23, [M - OCzHs]")

H-NMR (500 MHz, DMSO-D6): & = 7,53 — 7,50 (m, 2H, 3-H, 5-H v. Ph); 7,48 — 7,45 (m,
1H, 4-H v. Ph); 7,27 — 7,25 (m, 2H, 2-H, 6-H v. Ph); 6,90 — 6,88 (m, 1H, 5-H v.
3,4-(CH3-0)-Ph); 6,82 — 6,79 (m, 2H, 2-H, 6-H v. 3,4-(CH3-0),-Ph); 4,95 (s, 1H,
4-H); 4,10 — 4,01 (m, 4H, COOCH,CHs); 3,71 u. 3,70 (s, 6H, 3-CHs-O-Ph u.
4-CH3-0-Ph); 1,95 (s, 6H, CHs-C-2 u. —C-6); 1,18 — 1,15 ppm (m, 6H, COOCH-CHs)
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(36) Diethyl 4-(3,4-dimethoxyphenyl)-2,6-dimethyl-N-(o-tolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-

dicarboxylat

Verbindung Nr.
36
Summenformel
CasH33NOs
Molekulargewicht
479,57 g/mol

Darstellung  3,4-Dimethoxybenzaldehyd (5,21 mmol; 866 mg), 2-Toluidin (5,21 mmol; 558 mg)
und Ethylacetoacetat (10,43 mmol; 1357 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von
2 ml trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 20 h bei 80 C°). Die Aufarbeitung
bei Reaktionsende erfolgte sdulenchromatographisch mit dem Elutionsmittel
Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen wurde nach
Einengen unter Zusatz des Ether/Methanol-Gemisches Verbindung 36 im

Tiefkthlschrank auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Elementaranalyse

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

12,00 %; weiles Pulver

0,31 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
111,1-111,4°C

100,00 % (Retentionszeit: 12,24 min)

Ber.: C70,13; H6,94; N 2,92 %
Gef.: C69,51; H6,92; N 2,90 %

m/z (%) = 981,25 (100, [2M + Na]*); 503,14 (51, [M + Na]*);
480,92 (12, [M + H]*); 434,51 (16, [M - OC,Hs]")

(500 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,43 — 7,27 (m, 7H, 2-CHs-Ph-Rest v. A oder B); 7,09
(dd, 3 =7,5Hz, *J = 1,5 Hz, 1H, 2-CHs-Ph-Rest v. A oder B); 6,90 — 6,88 (m, 1H,
3,4-(CH3-0O),-Ph-Rest v. A oder B); 6,85 — 6,76 (m, 5H, 3,4-(CH3-0),-Ph-Rest v. A
oder B); 5,04 u. 4,94 (s, 2H, 4-H v. A und B); 4,08 — 3,99 (m, 8H, COOCH,CHj5 v.
AundB); 3,73 u. 3,70 u. 3,69 u. 3,68 (s, 12H, 3-CH3-0O-Ph u. 4-CH3-O-Ph v. A und
B); 2,14 u. 2,03 (s, 6H, 2-CH3-Ph v. A und B); 1,88 u. 1,86 (s, 12H, CH3-C-2 u. —
C-6v.AundB); 1,16 —1,12 ppm (m, 12H, COOCH,CHs; v. A und B)
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(37) Diethyl 4-(3,4-dimethoxyphenyl)-2,6-dimethyl-N-(m-tolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-

dicarboxylat

Verbindung Nr.
37
Summenformel
CasH33NOs
Molekulargewicht
479,57 g/mol

Darstellung  3,4-Dimethoxybenzaldehyd (8,34 mmol; 1386 mg), 3-Toluidin (8,34 mmol; 894 mg)
und Ethylacetoacetat (16,68 mmol; 2171 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von
5 ml trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 38 h bei 80 C°). Die Aufarbeitung
bei Reaktionsende erfolgte sdulenchromatographisch mit dem Elutionsmittel
Cyclohexan/Ethylacetat 50:50 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen wurde nach
Einengen unter Zusatz des Ether/Methanol-Gemisches Verbindung 37 im
Tiefkiihlschrank auskristallisiert.

Ausbeute 15,10 %; weilles Pulver

R+-Wert 0,33 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
Schmelzbereich 134,3 -135,7 °C

Reinheit 99,88 % (Retentionszeit: 12,28 min)

Elementaranalyse Ber.: C70,13; H6,94; N 2,92 %
Gef.: C69,52; H6,91; N 2,88 %

Massenspektrum  m/z (%) = 981,23 (100, [2M + Na]*); 504,03 (32, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 480,50 (13, [M + H]"); 435,10 (11, [M - OCzHs]’)

1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6): 6 =7,40—- 7,37 (m, 1H, 5-H v. 3-CHs-Ph); 7,28 — 7,26 (m,
1H, 4-H v. 3-CHs-Ph); 7,06 — 7,05 (m, 2H, 2-H, 6-H v. 3-CHs-Ph); 6,90 — 6,87 (m,
1H, 5-H v. 3,4-(CH3-0),-Ph); 6,81 — 6,79 (m, 2H, 2-H, 6-H v. 3,4-(CH3-0),-Ph);
4,95 (s, 1H, 4-H); 4,08 — 4,00 (m, 4H, COOCH,CHs); 3,72 u. 3,70 (s, 6H,
3-CH3-O-Ph u. 4-CH3-0-Ph); 2,34 (s, 3H, 3-CHs-Ph); 1,95 (s, 6H, CH3-C-2 u. ~C-6);
1,17 - 1,14 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)
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(38) Diethyl N-(2-chlorophenyl)-4-(3,4-dimethoxyphenyl)-2,6-dimethyl-1,4-dihydropyridin-3,5-

dicarboxylat

Verbindung Nr.
38
Summenformel
C27H30CINOg
Molekulargewicht
499,99 g/mol

Cl

Darstellung  3,4-Dimethoxybenzaldehyd (10 mmol; 1662 mg), 2-Chloranilin (10 mmol; 1276 mg)
und Ethylacetoacetat (20 mmol; 2603 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von 5 ml
trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 68 h bei 80 C°). Die Aufarbeitung bei
Reaktionsende erfolgte sdulenchromatographisch mit dem Elutionsmittel
Cyclohexan/Ethylacetat/Ethanol 70/25/5 (v/v/v). Aus den vereinten Fraktionen
wurde nach Einengen unter Zusatz von Methanol Verbindung 38 auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

5,00 %; weiRes Pulver

0,31 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
112,1-112,4°C

100,00 % (Retentionszeit: 12,28 min)

m/z (%) = 1021,03 (95, [2M + Na]*); 522,81 (100, [M + Na]*);
500,92 (35, [M + H]*); 454,95 (25, [M - OC,Hs]*)

(400 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,74 — 7,67 (m, 2H, 2-Cl-Ph-Rest v. A oder B); 7,60 —
7,46 (m, 5H, 2-Cl-Ph-Rest v. A oder B); 7,38 — 7,34 (m, 1H, 2-CI-Ph-Rest v. A oder
B); 6,93 — 6,80 (m, 6H, 3,4-(CH3-0)>-Ph-Rest v. A und B); 4,98 u. 4,93 (s, 2H, 4-H
v. A und B); 4,06 — 3,98 (m, 8H, COOCH,CH3 v. A und B); 3,73 u. 3,70 u. 3,69 u.
3,68 (s, 12H, 3-CH3-O-Ph u. 4-CH3-O-Phv. Aund B); 1,93 u. 1,85 (s, 12H, CHs-C-2
u.—C-6 v. AundB); 1,17 - 1,10 ppm (m, 12H, COOCH,CH3 v. A und B)
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(39)

Darstellung

Diethyl N-(3-chlorophenyl)-4-(3,4-dimethoxyphenyl)-2,6-dimethyl-1,4-dihydropyridin-3,5-

dicarboxylat

Verbindung Nr.
39
Summenformel
C27H30CINOg
Molekulargewicht
| ~ 499,99 g/mol

3,4-Dimethoxybenzaldehyd (8 mmol; 1329 mg), 3-Chloranilin (8 mmol; 1021 mg)

und Ethylacetoacetat (16 mmol; 2082 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von 5 ml
trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 24 h bei 80 C°). Bei Reaktionsende

wurde

unter Zugabe des Ether/Methanol-Gemisches Verbindung 39 im

Tiefkihlschrank auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Elementaranalyse

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

142

8,80 %; weilkes Pulver

0,33 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
120,9-121,7 °C

99,79 % (Retentionszeit: 12,26 min)

Ber.: C 64,86; H 6,05; N 2,80 %
Gef.: C64,49; H6,14; N 2,80 %

m/z (%) = 1021,10 (100, [2M + Na]*); 522,39 (85, [M + Na]*);
455,57 (21, [M - OCzHs]*)

(500 MHz, DMSO-D6): 6 = 7,58 = 7,52 (m, 2H, 5-H, 6-H v. 3-CI-Ph); 7,43 (s, 1H,
2-H v. 3-Cl-Ph); 7,26 — 7,24 (m, 1H, 4-H v. 3-Cl-Ph); 6,90 — 6,88 (m, 1H, 5-H v.
3,4-(CH3-0)2-Ph); 6,80 — 6,78 (m, 2H, 2-H, 6-H v. 3,4-(CH3-0)>-Ph); 4,95 (s, 1H,
4-H); 4,08 (ABX3, %Jas = -10,9 Hz, *Jaxs = 7,1 Hz ,2H, COOCHAHCHys3); 4,06 (ABX3,
ZJBA = -10.9 HZ, 3./3)(3 = 7,0 Hz ,2H, COOCHAHBCHx3),' 3,71 u. 3,70 (S, 6H,
3-CH3-O-Ph u. 4-CHs-O-Ph); 1,96 (s, 6H, CH3-C-2 u. —=C-6); 1,17 ppm (ABX, 3Jxaa
= 7,1 HZ, 3Jx3B = 7,0 HZ, 6H, COOCHAHBCHx3)



6.1.4.d. Derivate mit 3-Nitrobenzaldehyd als Aldehydkomponente

(40) Diethyl 2,6-dimethyl-4-(3-nitrophenyl)-N-(o-tolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Darstellung

Ausbeute

Ri-Wert

Verbindung Nr.
40
Summenformel
Ca6H2sN,06
Molekulargewicht
464,52 g/mol

3-Nitrobenzaldeyd (7,59 mmol; 1147 mg), 2-Toluidin (7,59 mmol; 813 mg) und
Ethylacetoacetat (15,18 mmol; 1976 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von 5 ml
trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 24 h bei 80 C°). Die Aufarbeitung bei
Reaktionsende erfolgte sdulenchromatographisch mit dem Elutionsmittel
Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen wurde nach
Einengen unter Zusatz des Ether/Methanol-Gemisches Verbindung 40 im
Tiefkiihlschrank auskristallisiert.

27,86 %; gelbes Pulver

0,49 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

Schmelzbereich 109,5-110,3 °C

Reinheit

61,24 % (Retentionszeit: 12,71 min)

Elementaranalyse Ber.:C67,23; H6,08; N 6,03 %

Gef.: C66,66; H 6,21; N 6,00 %

Massenspektrum  m/z (%) = 951,08 (97, [2M + Na]*); 487,86 (38, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 466,06 (66, [M + H]*); 420,64 (100, [M - OCzHs]*)

'H-NMR

(400 MHz, DMSO-D6): 6 = 8,14 —-8,13 (m, 2H, 2-H v. 3-NO»-Ph v. A und B); 8,07
— 8,03 (m, 2H, 4-H v. 3-NO2-Ph v. A und B); 7,80 — 7,77 u. 7,74 — 7,72 (m, 2H,
6-H v. 3-NO,-Ph v. A und B); 7,65 -7,61 u. 7,61 - 7,57 (m, 2H, 5-H v. 3-NO;-Ph
v.Aund B); 7,46 — 7,31 (m, 7H, 2-CHs-Ph-Rest v. A oder B); 7,24 — 7,22 (m, 1H,
2-CHs-Ph-Rest v. A oder B); 5,19 u. 5,09 (s, 2H, 4-H v. A und B); 4,10 — 3,97 (m,
8H, COOCH,CHs v. A und B); 2,16 u. 2,04 (s, 6H, 2-CH3-Ph v. A und B); 1,92 u.
1,91 (s, 12H, CH3-C-2 u.—C-6 v. Aund B); 1,14 — 1,11 ppm (m, 12H, COOCH,CH3;
v. A und B)

143



(41) Diethyl 2,6-dimethyl-4-(3-nitrophenyl)-N-(m-tolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.
41
Summenformel
C26H2sN,06
Molekulargewicht
464,52 g/mol

Darstellung  3-Nitrobenzaldehyd (0,861 mmol; 130 mg), 3-Toluidin (0,861 mmol; 92 mg) und
Ethylacetoacetat (1,72 mmol; 224 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von 0,5 ml
trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 7 h bei 80 C°). Die Aufarbeitung bei
Reaktionsende erfolgte saulenchromatographisch mit dem Elutionsmittel
Cyclohexan/Ethylacetat 80:20 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen wurde nach
Einengen unter Zusatz von Methanol Verbindung 41 in der Kalte auskristallisiert.

Ausbeute 21,43 %; gelbes Pulver

R+-Wert 0,49 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
Schmelzbereich 114,4 -115,2 °C

Reinheit 99,71 % (Retentionszeit: 12,90 min)

Elementaranalyse Ber.: C67,23; H6,08; N 6,03 %
Gef.: C66,03; H5,96; N 5,99 %

Massenspektrum  m/z (%) = 950,85 (43, [2M + Nal*); 487,55 (21, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 465,72 (67, [M + H]’); 419,60 (100, [M - OC;Hs]")

'H-NMR (400 MHz, DMSO-D6): 6 = 8,16 (,,t“, *J = 2,0 Hz, 1H, 2-H v. 3-NOs-Ph); 8,07 (ddd,
3J4/5 = 8,2 HZ, 4J4/2 = 2,4 HZ, 4]4/5 = 1,0 HZ, 1H, 4-Hv. 3-N03-Ph); 7,76 (d”t”, 3-/6/5 =
7,8 Hz, *Je2 = 1,3 Hz, 1H, 6-H v. 3-NOs-Ph); 7,63 (,t“, 3/ = 7,9 Hz, 1H, 5-H v.
3-NOs-Ph); 7,44 — 7,40 (m, 1H, 5-H v. 3-CHs-Ph); 7,32 — 7,29 (m, 1H, 4-H v.
3-CHs-Ph); 7,17 — 7,14 (m, 2H, 2-H, 6-H v. 3-CHs-Ph); 5,09 (s, 1H, 4-H); 4,10 —
3,99 (m, 4H, COOCH2CHs); 2,36 (s, 3H, 3-CH-Ph); 2,00 (s, 6H, CH3-C-2 u. —C-6);
1,16 — 1,13 ppm (m, 6H, COOCH,CH3)
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(42) Diethyl N-(2-chlorophenyl)-2,6-dimethyl-4-(3-nitrophenyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-

dicarboxylat

Cl

Verbindung Nr.
42
Summenformel
C25H25CIN2O6
Molekulargewicht
484,93 g/mol

Darstellung  3-Nitrobenzaldeyd (6,87 mmol; 1038 mg), 2-Chloranilin (6,87 mmol; 876 mg) und
Ethylacetoacetat (13,75 mmol; 1789 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von 5 ml
Methanol geriihrt (ca. 92 h bei 50 C°). Bei Reaktionsende wurde unter Zusatz des

Ether/Methanol-Gemisches Verbindung 42 im Tiefkihlschrank auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

15,50 %; gelbes Pulver

0,46 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

126,1-126,8°C

96,37 % (Retentionszeit: 12,85 min)

m/z (%) = 990,83 (39, [2M + Na]*); 507,63 (18, [M + Na]*);

486,00 (98, [M + H]*); 439,56 (100, [M - OC,Hs]*)

(500 MHz, DMSO-D6): 6 =8,31 u. 8,12 (,t“, J = 2,1 Hz, 2H, 2-H v. 3-NO3-Ph v. A
und B); 8,07 — 8,03 (m, 2H, 4-H v. 3-NOs-Ph v. A und B); 7,81 - 7,79 (m, 2H, 6-H
V. 3-NOs-Ph v. A und B); 7,75 — 7,70 (m, 2H, 2-Cl-Ph-Rest v. A oder B); 7,65 —
7,49 (m, 8H, 5-H v. 3-NOs-Ph v. A und B, 2-CI-Ph-Rest v. A oder B); 5,15 u. 5,08
(s, 2H, 4-H v. A und B); 4,05 - 3,96 (m, 8H, COOCH,CH3 v. Aund B); 1,97 u. 1,91
(s, 12H, CH3-C-2 u. —C-6 v. Aund B); 1,14 — 1,08 ppm (m, 12H, COOCH,CH; v. A

und B)
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(43) Diethyl N-(3-chlorophenyl)-2,6-dimethyl-4-(3-nitrophenyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-

dicarboxylat

Darstellung

Ausbeute

Ri-Wert

Verbindung Nr.
43
Summenformel
C25H25CIN;O6
Molekulargewicht
484,93 g/mol

Cl

3-Nitrobenzaldeyd (8,25 mmol; 1247 mg), 3-Chloranilin (8,25 mmol; 1052 mg) und
Ethylacetoacetat (16,5 mmol; 2147 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz von 5 ml
Methanol geriihrt (ca. 69 h bei 50 C°). Bei Reaktionsende wurde unter Zusatz des
Ether/Methanol-Gemisches Verbindung 43 im Tiefkihlschrank auskristallisiert.

28,40 %; weil3-gelbliches Pulver

0,48 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

Schmelzbereich 129,7 -131,0°C

Reinheit

97,37 % (Retentionszeit: 12,74 min)

Elementaranalyse Ber.:C61,98; H5,20; N5,78 %

Gef.: C60,80; H 5,23; N 5,69 %

Massenspektrum  m/z (%) = 990,68 (28, [2M + Nal*); 507,49 (24, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 485,56 (56, [M + H]*); 439,60 (100, [M - OC;Hs]")

'H-NMR

146

(400 MHz, DMSO-D6): 6 = 8,12 (,t“,*J=2,0 Hz, 1H, 2-H v. 3-NOs-Ph); 8,06 (ddd,
3J4/5 = 8,2 HZ, 4]4/2 = 2,3 HZ, 4]4/5 = 1,0 HZ, 1H, 4-Hv. 3-N03-Ph); 7,78 (d”t”, 3-/6/5 =
7,8 Hz, J = 1,3 Hz, 1H, 6-H v. 3-NOs-Ph); 7,63 (,t“, 3J = 7,9 Hz, 1H, 5-H v.
3-NOs-Ph); 7,61-7,54 (m, 3H, 2-H, 5-H, 6-H v. 3-CI-Ph); 7,35 - 7,34 (m, 1H, 4-H
v. 3-CI-Ph); 5,09 (s, 1H, 4-H); 4,10 — 3,99 (m, 4H, COOCH,CHs); 2,00 (s, 6H,
CH3-C-2 u. —C-6); 1,16 — 1,12 ppm (m, 6H, COOCH,CH3)



6.1.4.e. Derivate mit 1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd als
Aldehydkomponente

(44) Diethyl 4-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)-2,6-dimethyl-N-phenyl-1,4-dihydropyridin-3,5-

dicarboxylat

Verbindung Nr.
44
Summenformel
C34H33N304
Molekulargewicht
547,65 g/mol

Darstellung  1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd (6,09 mmol; 1512 mg), Anilin (6,09 mmol;
567 mg) und Ethylacetoacetat (12,17 mmol; 1584 mg) wurden nach AAV 2 unter
Zusatz von 5 ml trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 22 h bei 80 C°). Die
Aufarbeitung bei Reaktionsende erfolgte sdulenchromatographisch mit dem
Elutionsmittel Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen
wurde nach Einengen unter Zusatz von Methanol Verbindung 44 auskristallisiert.

Ausbeute 30,70 %; weiRes Pulver

R+-Wert 0,49 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
Schmelzbereich 174,4 -175,4 °C

Reinheit 100,00 % (Retentionszeit: 13,03 min)

Elementaranalyse Ber.:C74,57;H6,07;N7,67 %
Gef.:C73,84; H6,13; N 7,60 %

Massenspektrum m/z (%) = 1116,81 (10, [2M + Na]*); 570,56 (24, [M + Na]*);
(ESI-Positiv, MeOH) 548,56 (100, [M + HJ")

1H-NMR (500 MHz, DMSO-D6): 6 = 8,17 (s, 1H, 5-H v. Pyrazol); 7,88 — 7,82 (m, 4H, 2-H,
6-H v. 1-Ph-Pyrazol und 2-H, 6-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,54 — 7,45 (m, 7H, 2-H, 3-H,
4-H, 5-H, 6-H v. Ph und 3-H, 5-H v. 1-Ph-Pyrazol); 7,42 — 7,39 (m, 1H, 4-H v.
1-Ph-Pyrazol oder 4-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,36 — 7,34 (m, 2H, 3-H, 5-H v.
3-Ph-Pyrazol); 7,31 -7,28 (m, 1H, 4-H v. 1-Ph-Pyrazol oder 4-H v. 3-Ph-Pyrazol);
5,33 (s, 1H, 4-H); 3,91 — 3,85 u. 3,61 — 3,55 (m, 4H, COOCH,CHs); 1,90 (s, 6H,
CH3-C-2 u. —C-6); 0,97 — 0,95 ppm (m, 6H, COOCH,CH3)
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(45a) Ethyl 2-((1,3-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)methylen)-3-oxobutanoat

Q Verbindung Nr.

N—N

C22H20N,05
o Molekulargewicht

I 453
Z
W o] Summenformel
NS
o)

360,41 g/mol

Darstellung  1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd (8 mmol; 1986 mg), Anilin (8 mmol;
1021 mg) und Ethylacetoacetat (16 mmol; 2082 mg) wurden nach AAV 2 unter
Zusatz von 5 ml trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 15 h bei 80 C°). Die
Aufarbeitung bei Reaktionsende erfolgte sdulenchromatographisch mit dem
Elutionsmittel Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen
wurde nach Einengen unter Zusatz von Methanol Verbindung 45a auskristallisiert.

Ausbeute
Ri-Wert

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

148

12,30 %; weilles Pulver
0,45 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

m/z (%) = 361,45 (58, [M + H]*); 315,37 (100, [M - OC;Hs]*)

(500 MHz, DMSO0-D6): 6 = 8,45 (2 s, 1H, 5-H v. Pyrazol v. trans u. cis); 7,89 - 7,86
(m, 4H, 2-H u. 6-H v. N-Phenyl oder 2-H u. 6-H v. Phenyl v. trans u. cis);
7,70-7,67 u.7,63-7,61 (m, 4H, 2-H u. 6-H v. N-Phenyl oder 2-H u. 6-H v.
Phenyl v. trans u. cis); 7,59 -7,49 u. 7,44 - 7,40 (m, 14H, 3-H, 4-H, 5-H v. N-
Phenyl, 3-H, 4-H, 5-H v. Phenyl und C-CH-C v. trans u. cis); 4,32 (q, 2H, O-CH,-
CHs v. trans o. cis); 4,23 (q, 2H, O-CH,-CHs V. trans o. cis); 2,44 (s, 3H, C-CHs v.
trans o. cis); 2,37 (s, 3H, C-CHs v. trans o. cis); 1,24 (2 t, 3H, O-CH,-CHs v. trans
u. cis)



(45)

Darstellung

Diethyl 4-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)-2,6-dimethyl-N-(o-tolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-

dicarboxylat

Verbindung Nr.
45
Summenformel
C35H35N304
Molekulargewicht
561,68 g/mol

1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd (8 mmol; 1986 mg), 2-Toluidin (8 mmol;

857 mg) und Ethylacetoacetat (16 mmol; 2082 mg) wurden nach AAV 2 unter Zusatz
von 5 ml trockenem Ethanol und 0,1 ml Eisessig zum Riickfluss erhitzt (ca. 5,5 h bei
80 C°). Die weitere Aufreinigung erfolgte wie bei AAV 1 mit anschlieRender
Sdulenchromatographie mit dem Elutionsmittel Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (v/v).
Aus den vereinten Fraktionen wurde nach Einengen unter Zusatz von Ethanol
Verbindung 45 auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

9,94 %; weilles Pulver

0,48 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

169,2 -170,4 °C

100,00 % (Retentionszeit: 15,05 min; Flussrate: 0,5 ml/min)

m/z (%) = 1144,95 (5, [2M + Na]*); 584,50 (7, [M + Na]");
562,69 (100, [M + H]")

(400 MHz, DMSO-D6): & = 8,21 u. 8,12 (s, 2H, 5-H v. Pyrazol v. A und B);
7,90-7,77 (m, 8H, 1-Ph-,3-Ph-Pyrazol-Rest 0. 2-CHs3-Ph-Rest v. A oder B);
7,53 -7,25 (m, 20H, 1-Ph-,3-Ph-Pyrazol-Rest 0. 2-CH3-Ph-Rest v. A oder B); 5,37
u. 5,34 (s, 2H, 4-H v. A und B); 3,92 - 3,82 u. 3,59 - 3,45 (m, 8H, COOCH,CH3 v.
A und B); 2,28 u. 2,09 (s, 6H, 2-CH3-Ph v. A und B); 1,84 u. 1,82 (s, 12H, CHs-C-2
u.-C-6 v. Aund B); 0,97 - 0,92 ppm (m, 12H, COOCH,CH3; v. A und B)
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(46) Diethyl 4-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)-2,6-dimethyl-N-(m-tolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-

dicarboxylat

Verbindung Nr.
46
Summenformel
C35H35N304
Molekulargewicht
561,68 g/mol

Darstellung  1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd (1,78 mmol; 442 mg), 3-Toluidin
(1,78 mmol; 191 mg) und Ethylacetoacetat (3,56 mmol; 463 mg) wurden nach AAV 2
unter Zusatz von 5 ml trockenem Ethanol zum Rickfluss erhitzt (ca. 15 h bei 80 C°).
Die Aufarbeitung bei Reaktionsende erfolgte sdulenchromatographisch mit dem
Elutionsmittel Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen
wurde nach Einengen unter Zusatz von Ethanol Verbindung 46 auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Elementaranalyse

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

150

16,56 %; beiges Pulver

0,50 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
169,3 -170,5 °C

100,00 % (Retentionszeit: 13,20 min)

Ber.: C74,84; H6,28; N 7,48 %
Gef.: C74,18; H6,34,N 7,40 %

m/z (%) = 1145,06 (19, [2M + Na]*); 584,68 (15, [M + Nal*);
562,97 (100, [M + H]*); 516,91 (5, [M - OC,Hs]*)

(400 MHz, DMSO-D6): 6 = 8,16 (s, 1H, 5-H v. Pyrazol); 7,88 — 7,81 (m, 4H, 2-H,
6-H v. 1-Ph-Pyrazol und 2-H, 6-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,52 — 7,46 (m, 4H, 3-H, 5-H
v. 1-Ph-Pyrazol und 3-H, 5-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,43 — 7,38 (m, 2H, 4-H v.
1-Ph-Pyrazol und 4-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,32 - 7,27 (m, 2H, 4-H, 5-H v. 3-CH3-Ph);
7,17 - 7,14 (m, 1H, 6-H v. 3-CHs-Ph); 7,12 — 7,11 (m, 1H, 2-H v. 3-CH3-Ph); 5,32
(s, 1H, 4-H); 3,92 — 3,84 u. 3,63 — 3,55 (m, 4H, COOCH,CHs); 2,35 (s, 3H, 3-CHs-
-Ph); 1,92 (s, 6H, CH3-C-2 u. —C-6); 0,98 — 0,95 ppm (m, 6H, COOCH,CHs)



(47) Diethyl 4-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)-2,6-dimethyl-N-(m-tolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-

dicarboxylat

Cl

Verbindung Nr.
47
Summenformel
C34H32CIN304
Molekulargewicht
582,10 g/mol

Darstellung  1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd (8 mmol; 1986 mg), 2-Chloranilin (8 mmol;
1021 mg) und Ethylacetoacetat (16 mmol; 2082 mg) wurden nach AAV 2 unter
Zusatz von 5 ml trockenem Ethanol und 0,1 ml Eisessig zum Riickfluss erhitzt (ca. 6 h
bei 80 C°). Die weitere Aufreinigung erfolgte wie bei AAV 1 mit anschlieRender
Sdulenchromatographie mit dem Elutionsmittel Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (v/v).

Aus den vereinten Fraktionen wurde nach Einengen unter Zusatz von Methanol

Verbindung 47 auskristallisiert.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Elementaranalyse

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

19,68 %; gelbes Pulver

0,44 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)

163,3-166,5°C

100 % (Retentionszeit: 15,24 min; Flussrate: 0,5 ml/min)

Ber.: C70,16; H5,54; N 7,22 %
Gef.: C69,66; H5,70; N 6,88 %

m/z (%) = 1184,83 (1, [2M + Na]*); 604,51 (2, [M + Na]*);

583,09 (100, [M + H]*)

(400 MHz, CDCI3): 6 = 8,22 u. 7,82 (s, 2H, 5-H v. Pyrazol v. A und B); 8,04 - 8,02
(m, 2H, 1-Ph-,3-Ph-Pyrazol-Rest o. 2-CI-Ph-Rest v. A oder B); 7,89 - 7,86 (m, 2H,
1-Ph-,3-Ph-Pyrazol-Rest o. 2-Cl-Ph-Rest v. A oder B); 7,77 - 7,65 (m, 7H,
1-Ph-,3-Ph-Pyrazol-Rest o. 2-Cl-Ph-Rest v. A oder B); 7,59 - 7,34 (m, 14H,
1-Ph-,3-Ph-Pyrazol-Rest o. 2-Cl-Ph-Rest v. A oder B); 7,28 - 7,21 (m, 2H,
1-Ph-,3-Ph-Pyrazol-Rest o. 2-Cl-Ph-Rest v. A oder B); 7,05 - 7,03 (m, 1H,
1-Ph-,3-Ph-Pyrazol-Rest o. 2-CI-Ph-Rest v. A oder B); 5,49 u. 5,45 (s, 2H, 4-H v.
A und B); 4,07 - 3,94 u. 3,76 - 3,57 (m, 8H, COOCHCH5 v. Aund B); 1,98 u. 1,96
(s, 12H, CH3-C-2 u. -C-6 v. A und B); 1,11 - 1,07 u. 1,04 - 1,00 ppm (m, 12H,

COOCH;CH3 v. A und B)
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(48) Diethyl N-(3-chlorophenyl)-4-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)-2,6-dimethyl-1,4-
dihydropyridin-3,5-dicarboxylat

Verbindung Nr.
48
Summenformel
C34H32CIN304
Molekulargewicht
582,10 g/mol

Cl

Darstellung  1,3-Diphenyl-1H-pyrazol-4-carbaldehyd (8 mmol; 1986 mg), 3-Chloranilin (8 mmol;
1021 mg) und Ethylacetoacetat (16 mmol; 2082 mg) wurden nach AAV 2 unter
Zusatz von 5 ml trockenem Ethanol zum Riickfluss erhitzt (ca. 13 h bei 80 C°). Die
Aufarbeitung bei Reaktionsende erfolgte sdulenchromatographisch mit dem
Elutionsmittel Cyclohexan/Ethylacetat 75:25 (v/v). Aus den vereinten Fraktionen fiel
nach Einengen Verbindung 48 aus.

Ausbeute
R+-Wert
Schmelzbereich
Reinheit

Elementaranalyse

Massenspektrum
(ESI-Positiv, MeOH)

'H-NMR

152

14,28 %; gelbes Pulver

0,49 (Cyclohexan/Ethylacetat: 70/30)
226,9-228,4°C

96,99 % (Retentionszeit: 13,26 min)

Ber.: C70,16; H5,54; N 7,22 %
Gef.: C69,48; H5,55; N 7,14 %

m/z (%) = 1184,92 (16, [2M + Na]*); 604,99 (27, [M + Na]*);
582,99 (100, [M + H]*)

(400 MHz, CDCI3): 6 = 7,86 - 7,84 (m, 2H, 2-H, 6-H v. 1-Ph-Pyrazol oder 2-H, 6-H
v. 3-Ph-Pyrazol); 7,80 (s, 1H, 5-H v. Pyrazol); 7,72 - 7,70 (m, 2H, 2-H, 6-H v.
1-Ph-Pyrazol oder 2-H, 6-H v. 3-Ph-Pyrazol); 7,47 - 7,36 (m, 7H, 3-H, 4-H, 5-H v.
1-Ph-Pyrazol, 3-H, 4-H, 5-H v.3-Ph-Pyrazol und 4-H, 5-H oder 6-H v. 3-Cl-Ph);
7,28 - 7,24 (m, 1H, 4-H, 5-H oder 6-H v. 3-CI-Ph); 7,11 ("t", %/ = 1,7 Hz, 1H, 2-H
v. 3-Cl-Ph); 7,02 (d"t", 3/ = 7,1 Hz, *J = 1,9 Hz, 1H, 4-H, 5-H oder 6-H v. 3-CI-Ph);
5,44 (s, 1H, 4-H); 4,06 - 3,98 u. 3,79 - 3,71 (m, 4H, COOCH,CHs); 1,98 (s, 6H,
CH3-C-2 u. -C-6); 1,12 - 1,08 ppm (m, 6H, COOCH,CH3)



6.2. Bioanalytische Methoden

6.2.1. Statistische Herangehensweise an die Auswertung der Messwerte

Zur Auswertung und vergleichenden Darstellung der Messwerte wurden mehrere statistische
Parameter herangezogen und in den jeweiligen Abschnitten verwendet. Diese sollen hier in Kiirze mit

deren zu Grunde liegender mathematischer Funktion vorgestellt werden.

Der Mittelwert ist ein Lageparameter und beschreibt den Durchschnittswert einer Anzahl von n
Messungen. Zur Pradsentation der Daten wurde das arithmetische Mittel (xX) verwendet und mit

folgender Formel berechnet:

=i
[l
S|e=

n
z n = Anzahl durchgefiihrter Messungen
x.
t x;= Einzelner Messwert.
i=1

Die Standardabweichung (SD) charakterisiert die durchschnittliche Abweichung aller gemessenen
Einzelwerte in einer Stichprobe in Bezug auf deren arithmetisches Mittel und hat dieselbe Einheit wie

der Messwert. Sie wird mit folgender Formel berechnet:

n = Anzahl durchgefiihrter Messungen

x;= Einzelner Messwert

X = arithmetisches Mittel

Aus der Standardabweichung (SD) lasst sich der Standardfehler (SEM) ermitteln. Er macht eine Aussage
dariber, inwieweit der Mittelwert der Stichprobe von dem wahren Mittelwert der Grundgesamtheit
entfernt ist. Durch Division der Standardabweichung mit der Wurzel des Stichprobenumfangs wird ein
Parameter erzeugt, der von der Anzahl der Messungen unabhéangig ist. Er wird demnach mit folgender

Formel berechnet:

SD= Standardabweichung

SD
SEM = —
Vn n = Anzahl durchgefiihrter Messungen
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6.2.2. Fluoreszenz-Aktivitats-Essay zur Ermittlung inhibitorischer

Eigenschaften an P-GP

6.2.2.a. Methodenbeschreibung

Die Messungen der inhibitorischen Eigenschaften ausgewahlter Verbindungen vom 2,6-
unsubstituierten Typ wurden am Institut flir Pharmazie der Martin-Luther Universitdt Halle (Saale) von
Marc Hemmer durchgefiihrt. Die 2,6-dimethylsubstituierten Dihydropyridine wurden extern am
Institut of Medical Microbiology, Universitat Szeged, unter Leitung von Ana Martins getestet. Die

Methode und die Interpretation der resultierenden Ergebnisse soll hier in Kiirze vorgestellt werden.

Fir die Messung der P-GP Inhibition wurden die Maus-T-Lymphom Parentalzelllinie L5178Y und die
Sub-Linie L5178Y-mdr verwendet, welche aus einer retroviralen Gen-Transfektion mit humanem P-GP
resultierte und P-GP vermehrt exprimiert. Sie wurden bei 37 °C in einer Kohlenstoffdioxid-haltigen
Atmosphare (5 %) in McCoys 5A Medium (10 % fetales Kalbserum, 2 mM L-Glutamin, 5 ml Gentamicin-
Losung (5 mg/ml)) kultiviert. Fur die Kultivierung der Sub-Linie wurde das Zytostatikum Colchicin
(60 ng/ml) eingesetzt, um eine Selektion der P-GP exprimierenden Zellen zu gewd&hrleisten. Zellen
beider Linien wurden in einer eingestellten Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml in serumfreien
McCoys 5A Medium erneut aufgenommen. Proben beider Zelllinien von jeweils 0,5 ml wurden in
zentrifugierbare Eppendorf-GefaRe abgefillt und mit 5 ul der zu testenden Verbindung (1 uM in
DMSO) versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei Raumtemperatur wurde der
Fluoreszenzfarbstoff und ebenso P-GP Substrat Rhodamin 123 (5 pl einer 0,5 mM Lésung in Wasser)
hinzugefligt. Nach weiteren 40 Minuten bei 37 °C wurden die Proben zentrifugiert, zweimal mit
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) gewaschen und anschlieBend in PBS fiir die weitere Messung
aufgenommen. Dabei wurden die Referenzproben ohne die zu testende Verbindung in selber Weise
behandelt wie die soeben beschriebenen. Zur Bestimmung der P-GP inhibierenden Eigenschaften
wurde die verbleibende Fluoreszenz des Rhodamins 123 in der Zelle mittels Durchflusszytometrie bei
1x 10* Zellen bestimmt (Becton Dickinson FACScan flow cytometer). Das fluorescence-activity-ratio

(FAR) wurde dabei durch folgende Formel ermittelt.

FZelle—mdr—EPI /FZelle—mdr . .
FAR = F=Fluoreszenz der im Index beschriebenen Zelle

FZelle—EPI /FZelle

Das resultierende Aktivitatsverhaltnis gibt an, um welchen Faktor sich die Akkumulation von Rhodamin
123 inderinhibierten, P-GP-exprimierenden Zelle von der nicht-inhibierten P-GP-exprimierenden Zelle
unterscheidet (Term tiber dem Bruchstrich) und ist ein MaR fir die Hemmwirkung der verwendeten
Testsubstanz. Dabei wird der Korrekturfaktor, der aus der Messung der Parentalzelllinie L5178Y mit
und ohne Inhibitor resultiert, berlicksichtigt (Term unter dem Bruchstrich). Demnach wird ein FAR-
Wert groRRer als 1,0 als inhibitorische Wirkung der Testsubstanz auf P-GP interpretiert. Als Referenz

wurde Verapamil als P-GP-Hemmstoff in selber Weise eingesetzt.
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6.2.2.b: Tabellarische Ubersicht der getesteten Verbindungen und deren

Messwerte

Aus beiden Reihen der in der vorliegenden Arbeit synthetisierten Dihydropyridine wurden
ausgewahlte oder bis dato verfiigbare Verbindungen auf ihre inhibitorischen Eigenschaften an P-GP
nach zuvor beschriebenem Verfahren getestet. Dabei sind die in den zwei nachfolgenden Tabellen
gelisteten Messwerte erhalten worden. Fir die 2,6-unsubstituierten Verbindungen ist jeweils das
arithmetische Mittel und die Standardabweichung (SD) angegeben, fiir die 2,6-dimethylsubstituierten
liegen lediglich die arithmetischen Mittel vor. Damit ein Vergleich beider Reihen mdglich ist, wird der
erzielte inhibitorische Effekt der einzelnen Verbindungen in Relation zum Effekt des verwendeten

Standards Verapamil gesetzt (Ef fy¢,p ). Die Berechnung erfolgt mit folgender Formel.

F ARVerb indung

Effverp, = FAR = fluorescence-activity-ratio

FARVerapamil

Bezogen auf Verapamil liegt bei einem Wert (iber 1,0 demnach eine hohere Aktivitdt vor als beim
Standard. Bei gleichen oder niedrigeren Werten ist kein Mehrwert im Vergleich mit dem Standard

erzielt worden.

Tabelle 34: FAR- und Effektivwerte Tabelle 35: FAR- und Effektivwerte
2,6-unsubstituierter Derivate (n = 3) 2,6-dimethylsubstituierter Derivate (n = 3)
verbindung | ip-wert & +5D) | Effyens verbindung | e Wert @ | Effyens
[1 uM] ' [1 uM] '
Verapamil 1,5+0,2 1 Verapamil 4,01 1
1 43+0,7 2,9 26 1,45 0,36
2 3,9+0,6 2,6 27 1,57 0,39
5 1,11+ 0,08 0,7 28 2,59 0,65
6 3,4+04 2,3 29 3,61 0,9
9 58+0,9 3,9 30 2,21 0,55
10 1,19+ 0,09 0,8 31 1,53 0,38
13 73+1,5 4,9 32 1,48 0,37
14 52+0,7 3,5 34 1,57 0,39
17 35+04 2,3 41 4,05 1,01
18 3,5+0,5 2,3 45 13,21 3,29
- - - 46 20,24 5,05
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6.2.3. Messung der antituberkulotischen Aktivitat und Inhibitions-Essay

6.2.3.a. Methodenbeschreibung

Die Versuche zur antituberkulotischen Aktivitdt am GFP-exprimierendem Stamm H37Rv wurden extern
am Forschungszentrum Borstel unter der Leitung von PD Dr. Norbert Reiling durchgefiihrt. Eine

Beschreibung des Versuchsablaufes soll hier kurz abgehandelt werden.
Messung hemmender Eigenschaften auf das Wachstums GFP-exprimierender H37Rv Stimme

Green-fluorescent-protein (GFP) exprimierende M. tuberculosis H37Rv Bakterien wurden mittels
Plasmid 32362:pMN437 (Addgene), freundlicherweise bereitgestellt von M. Niederweis 7%,
hergestellt *77). Die Kultivierung von ca. 2 x 10° Bakterien erfolgte in 7H9 Medium unter Zusatz von
10 % OADC (Olsiure, Rinderalbumin, Dextrose, Katalase), 0,05 % Tween 80 und 0,2 % Glycerol in
einem Volumen von 100 ul in mit einer luftdurchlassigen Membran (Porvair Sciences) verschlossenen
clear-bottom black 96-well plate (Corning Inc.). Das Wachstum wurde durch Bestimmung der relativen
Licht Einheit (RLU: relative-light-unit) bei 528 nm unter Anregung bei 485 nm nach 7 Tagen in einer
Dreifachbestimmung gemessen (Synergy 2, Biotek) 77!, Fiir die Bestimmung des Effektes der im
Rahmen dieser Arbeit entstandenen Verbindungen wurde in gleicher Weise verfahren. Dazu wurde zu
Beginn der Kultivierung der Erreger mit der zu priifenden Substanz inkubiert und das Wachstum
ebenso nach 7 Tagen bestimmt. Als Referenzen wurden je nach Versuchsreihe Rifampicin, Isoniazid
und Ethambutol in den angegebenen Konzentrationen eingesetzt. Zur Untersuchung der Effluxpumpen
modulierenden Eigenschaften wurde der praparierte Stamm zu Beginn der Inkubationszeit mit den zu
testenden Verbindungen und einem der drei Referenzsubstanzen versetzt und das Wachstum nach 7

Tagen in derselben Weise gemessen.
Berechnung der Wachstums- und Hemmwerte mittels Standardisierung auf die Kontroll-Kultur

Die Proben wurden auf unterschiedlichen Platten mit je einer Kontroll-Kultur ausgebracht, deren
gemessene Absorption einem Wachstum von 100 % gleichzusetzen ist. Die synthetisierten
Verbindungen, deren Absorptionen 100 % der Kontrolle oder mehr aufweisen, haben demnach auf
den Erreger keine antimykobakterielle Wirkung. Bei der Beurteilung, ob Effluxpumpen modulierende
Effekte im Zusammenhang mit den Referenzsubstanzen auftreten, wurde ein Wert in Prozent
geschaffen, der ausdriickt, um wie viel potenter die Kombination aus synthetisierter Verbindung (Nr)
und Referenzwirkstoff (Referenz) gegentiber dem Referenzwirkstoff alleine ist. Die Berechnung erfolgt

mit folgender Formel.

WaChStumKeim+Nr+Referenz x 100

Effektsteigerung [%] = 100 —
WaChStumKeim+Referenz

Positive Werte kdnnen einen Effluxpumpen modulierenden Effekt haben, Werte kleiner-gleich Null

sind dahingehend als nicht aktiv zu interpretieren.
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6.2.3.b. Ubersicht Messwerte der 2,6-unsubstituierten Verbindungen

Die antimykobakterielle Wirkung der synthetisierten Verbindungen wurde auf den Erreger untersucht,
die Richtkonzentration lag bei 1 pg/ml. Als Referenz wurde bei jeder der drei Reihen Rifampicin in einer
Konzentration von 1 pg/ml eingesetzt. Aus den ermittelten Wachstumswerten aus drei technischen
Replikaten wurde zusatzlich die resultierende Hemmung berechnet, welche sich aus der Differenz
zwischen maximalem Wachstum des Keimes (100) und dem Wachstum nach Inkubation mit den

Verbindungen ergibt.

Tabelle 36: Antimykobakterielle Effekte 2,6-unsubstituierter Verbindungen (Verb.-
Nr) und der Referenzverbindung Rifampicin (RIFA) - Messreihe 1 (n = 3)
Verb.-Nr Wachstum Hemmung
(1 pg/ml) Keim + Nr Keim + Nr
(x + SEM) [%] (100 - Wachstum) [%]

3 66,42 £ 0,77 33,58 +£0,77

4 90,93 + 2,65 9,07 £ 2,65

7 60+5 405

8 63,29 £ 0,44 36,71+ 0,44

12 75,84 + 5,57 24,16 £ 5,57

21 80,04 + 11,57 19,96 + 11,57

22 92,63 + 13,28 7,37 £ 13,28
Rifampicin 3,42 + 0,66 96,58 + 0,66

Tabelle 37: Antimykobakterielle Effekte 2,6-unsubstituierter Verbindungen (Verb.-
Nr) und der Referenzverbindung Rifampicin (RIFA) - Messreihe 2 (n = 3)

Verb.-Nr Wachstum Hemmung
(1 pg/ml) Keim + Nr Keim + Nr
(X £ SEM) [%] (100 - Wachstum) [%]
11 97,57 £ 6,96 2,43 £ 6,96
15 99,64 + 8,49 <0
16 91,33+7,71 8,67+7,71
19 > 100 <0
20 87,64 + 15,69 12,36 + 15,69
23 85,59 + 10,92 14,41 + 10,92
24 99,53 +4,18 <0
Rifampicin 2,74 £ 0,37 97,26 £ 0,37




Tabelle 38: Antimykobakterielle Effekte 2,6-unsubstituierter Verbindungen (Verb.-
Nr) und der Referenzverbindung Rifampicin (RIFA) - Messreihe 3 (n = 3)
Verb.-Nr Wachstum Hemmung
(1 pg/ml) Keim + Nr Keim + Nr
(x + SEM) [%] (100 - Wachstum) [%]
1 43,5+219 56,5+21,9
2 40,25+ 1,59 59,75+ 1,59
5 39,49 + 4,82 60,51 + 4,82
6 59,48 + 7,17 40,52 + 7,17
9 75,09 + 3,79 24,91 £ 3,79
10 65,06 £ 9,84 34,94+ 9,84
13 70,45 + 10,16 29,55+ 10,16
14 40,74 £ 7,32 59,26 + 7,32
17 79,78 £ 6,92 20,22 £ 6,92
18 95,05 + 21,08 4,95 + 21,08
Rifampicin 1,86+ 0,53 98,14 + 0,53

Wegen der nur geringen Effekte auf das Bakterium und der deutlichen Effekte auf P-GP wurde

Verbindung 13 fiir eine weitere Testung ausgewahlt. Hierbei sollte der mogliche Einfluss der Substanz

auf die Effluxpumpen Aktivitdit in Kombination mit subtherapeutischen Konzentrationen der

Wirkstoffen Ciprofloxacin, Clofazimin und Isoniazid geprift werden. Die Konzentration der Verbindung

13 wurde mit 0,3 pg/ml so gewahlt, dass ein eigener antimykobakterieller Effekt vernachlassigbar

gering bleibt.

Tabelle 39: Effluxpumpen Essay der Verbindung 13 (n = 3)

Verb.-Nr Wachstum Hemmung Steigerung

(Konzentration) Keim + Verb.-Nr Keim + Verb.-Nr durch Nr
(x + SEM) [%] (100 - Wachstum) [%] um [%]

13 (5 pg/ml) 53,9+ 12,4 46,1+ 12,4 -

13 (1,5 ug/ml) 62,6 * 30,2 37,4+ 30,2 -

13 (1 pg/ml) 70,45 + 10,16 29,55 + 10,16 -

13 (0,5 ug/ml) 91,24 + 19,40 8,76 + 19,40 -

Ciprofloxacin (0,4 ug/ml) 81,49 + 16,53 18,51 + 16,53 )

Ciprofloxacin (0,4 pg/ml) + 13 (0,3 pg/ml) 54,32 + 5,36 45,68 + 5,36 33

Clofazimin (0,3 ug/ml) 61,12 £ 7,25 38,88 + 7,25 )

Clofazimin (0,3 ug/ml) + 13 (0,3 pg/ml) 40 * 3,03 60 + 3,03 35

Isoniazid (0,08 pg/ml) 50,24 £ 9,01 49,76 £ 9,01 )

Isoniazid (0,08 pug/ml) + 13 (0,3 ug/ml) 30,2 +5,2 69,8 £ 5,2 40
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6.2.3.c. Ubersicht Messwerte der 2,6-dimethylsubstituierten Verbindungen

Die Wirkung der synthetisierten Verbindungen wurde alleine (Tabelle 43, S.161) auf ihre
antimykobakterielle Aktivitat und in Kombination mit Rifampicin, Isoniazid und Ethambutol getestet.
Mit der Annahme, dass Effluxpumpen modulierende Eigenschaften am starksten zusammen mit
niedrigen Konzentrationen der Referenzsubstanzen zum Tragen kommen, wurden mehrere
Versuchsreihen gestartet. Dabei wurde bei Isoniazid im Bereich der halben und einem Viertel MHK
gearbeitet, fiir Rifampicin und Ethambutol bei einem Viertel der MHK. Die synthetisierten
Testsubstanzen wurden in einer Richtkonzentration von 10 pug/ml eingesetzt. Die Einstellung der
MHK’s erfolgte aus Stammldsungen von 0,01 pg/ml (Rifampicin), 0,08 pug/ml (Isoniazid) und 3 pg/ml
(Ethambutol). Folgende Daten konnten aus den Messungen mit drei technischen Replikaten erhoben

werden.

Rifampicin - Ziel: modulierende Effekte bei % MHK

Tabelle 40: Eigene und Effluxpumpen-modulierende Effekte 2,6-dimethylsubstituierter Verbindungen
(Verb.-Nr) mit Rifampicin (RIFA) (n = 3)
P Wachstum Wachstum Wachstum Steigerung
Reihe Keim + RIFA Keim + Nr Keim + RIFA + Nr RIFA durch Nr
(10 pg/ml) - - -
(x £ SEM) [%] (x £ SEM) [%] (x £ SEM) [%] um [%]

25 MHK>59% 83,06 £+7,91 > 100 90,9 +4,8 <0

26 MHK3s9% 83,47 £ 6,42 > 100 84,09 +7,17 <0

27 MHKg2s% 74,14 + 2,04 2100 76,95 + 7,56 <0

28 MHK32s9% 74,14 + 2,04 73,25 +7,15 57,04 + 4,62 23

29 MHK2s% 74,14 + 2,04 2100 76,76 £ 7,56 <0

30 MHK32s% 83,06 +7,91 83,3+10,8 60,48 + 3,46 27

31 MHKz2s% 77,49 2,51 99,57 + 1,59 72,11+ 11,23 7

32 MHKz2s% 83,47 £ 6,42 2100 96+ 6 <0

34 MHKz2s% 83,47 £ 6,42 > 100 56 +11 33

41 MHKz2s% 81,04 +7,84 67,86 £ 9,57 69,03 £ 11,02 15

45 MHKz2s% 81,04 +7,84 > 100 62,07 £ 3,98 23

46 MHKz2s% 77,49 + 2,51 85,15 + 6,56 88,19 + 27,24 <0

47 MHKz2s% 81,04 +7,84 > 100 100,35 + 16,39 <0
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Isoniazid - Ziel: modulierende Effekte bei % und % MHK

Tabelle 41: Eigene und Effluxpumpen-modulierende Effekte 2,6-dimethylsubstituierter Verbindungen
(Verb.-Nr) mit Isoniazid (INH) (n = 3)

NN Wachstum Wachstum Wachstum Steigerung
erb.-Nr
Reihe Keim + INH Keim + Nr Keim + INH + Nr INH durch Nr
(10 pg/ml) _ _ _
(X + SEM) [%] (X + SEM) [%] (X + SEM) [%] um [%]
. MHK25% 71,01 +0,84 99,34 £ 16,17 17,8+2,5 75
MHKso% 41,35+ 1,51 > 100 37,61+ 0,98 9
- MHK2s5% 74,24 + 1,92 >100 26,25 + 2,00 65
MHKs09% 53,16 + 7,43 > 100 35,32 +£5,78 34
57 MHK2s9 74,24 + 1,92 74,74 +£1,22 20,1+1,8 73
MHKso% 53,16+ 7,43 83,56+ 2,72 24,24 + 3,50 54
- MHKs0 74,24 + 1,92 2100 19,79 + 1,12 73
MHKs09% 53,16 + 7,43 > 100 27,56 £ 3,53 48
- MHK 359 74,24 + 1,92 >100 11,57+ 1,34 84
MHKsos 53,16 + 7,43 > 100 13,39+ 1,76 75
20 MHK2s9 71,01 + 0,84 77,16 £2,91 25,1+1,2 65
MHKsos 41,35+ 1,51 83,3 + 10,8 39,48 + 1,02 5
a1 MHK255% 72,29 + 0,66 2100 35+2 52
MHKsos 33,81 +0,52 99,57 + 1,59 33,38 + 0,46 1
- MHK255% 72,29 + 0,66 2100 11,4+1,1 84
MHKsos 42,1+0,5 > 100 42,14 + 1,73 0
2 MHK255% 72,29 + 0,66 2100 15,01 + 0,31 79
MHKso9% 42,1+0,5 > 100 40,8 +1,5 3
" MHK255% 70,99 + 2,98 2100 17,4+1,1 75
MHKso% 43,6 0,7 67,86 £ 9,57 42,75 + 5,95 2
2 MHKas9 70,99 + 2,98 2100 31,34+ 3,26 56
MHKso9% 436+0,7 > 100 36,88 + 0,39 15
46 MHK2s9 70,99 + 2,98 94,94 £ 4,51 26,14 + 2,33 63
MHKso9% 33,81+ 0,52 85,15 + 6,56 31,01+ 0,77 8
47 MHKas9 70,99 + 2,98 2100 23,9+ 2,8 66
MHKso9% 43,6+0,7 > 100 32+1 27
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Ethambutol - Ziel: modulierende Effekte bei Y% MHK

Tabelle 42: Eigene und Effluxpumpen-modulierende Effekte 2,6-dimethylsubstituierter Verbindungen
(Verb.-Nr) mit Ethambutol (EMB) (n = 3)

VT Wachstum Wachstum Wachstum Steigerung
Reihe Keim + EMB Keim + Nr Keim + EMB + Nr EMB durch Nr
(10 pg/ml) - - -
(x + SEM) [%] (x + SEM) [%] (x £ SEM) [%] um [%]

25 MHK3s9 94,51 + 2,36 >100 78,07 £ 11,35 17

26 MHK259 72,8 £11,17 > 100 55,07 £ 1,99 24

27 MHK3s9 88,91 + 1,02 85,37 £2,23 90,72 £ 2,81 <0

28 MHK3s9 88,91 + 1,02 78,24 + 9,89 95,85 + 3,50 <0

29 MHK3s9 88,91 + 1,02 86,99 + 4,83 80,8+1,8 9

30 MHK2s9 94,51 + 2,36 80,3+5,6 80,58 + 8,96 15

32 MHK3s9% 72,8 £11,17 >100 55,34 + 2,01 24

34 MHK3s9% 72,8 £11,17 >100 47,65 £ 8,34 35

41 MHK3s9% 94,51 + 2,36 77,71 £1,18 85,2 £ 0,92 10

45 MHK2s9 94,51 + 2,36 82,71 £5,65 70,34 £ 5,08 26

Tabelle 43: Gemittelte antimykobakterielle Effekte 2,6-dimethylsubstituierter Verbindungen
(Verb.-Nr) aus den einzelnen Reihen

Verb.-Nr Wachstum Hemmung
(10 pg/ml) Keim + Nr Keim + Nr
(x £ SEM) [%] (100 - Wachstum) [%]
250! >100 <0
26! >100 <0
271 90,93 + 3,35 9,07 +3,35
280 >100 <0
290 >100 <0
30" 80,25 + 6,44 19,75 + 6,44
310 >100 <0
320 >100 <0
34 >100 <0
41" 83,86 + 4,47 16,14 + 4,47
450! 97,31+ 8,51 2,69 8,51
46 90,05 + 5,54 9,95 + 5,54
47 >100 <0

Llpn=60ln=9;,n=12
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Anhang

HPLC- und *H-NMR-Spektren der Verbindungen, die auf ihre Wirksamkeit untersucht wurden

Verbindung Nr1

HPLC-Chromatogramm (Flussrate: 0,5 ml/min)

mAU
1500 PDA Multi 1 254nm,4nm
1000
500
m
— 1 1 1 T 1 T T
0 5 10 15 20 25
min
Peak-Tabelle PDA Ch1254 nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time| Area%
1 14.471 100.000
Total 100.000
'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
Lentz_1757_PROTON_2017-01-09_01 é é
52;;f5723 % % 1100
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= = = = = = = = = = = = = = = '--100
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4.0
f1 (ppm)



Verbindung Nr 2

HPLC-Chromatogramm
mAU

PDA Multi 1 254nm,4nm

12.132

T T T T !
0 5 10 15 20 25

min

Peak-Tabelle PDA Ch1254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time Area%

12.132 100.000

Total 100.000

-

'H-NMR; 400 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 3

HPLC-Chromatogramm
mAU
1250

PDA Multi 1 254nm,4nm

0 5 10 15 20 25
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak#| Ret. Time Area%
12.397 99.507
2 14.497 0.493
Total 100.000

-

'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
Lentz_1111_PROTON_2016-09-28_01
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Verbindung Nr 4

HPLC-Chromatogramm
mAU

PDA Multi 1 254nm,4nm

12.435

400
300
200
100
(F:
0 é 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm —— MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time Area%
1 7.323 0.361
2 12.435 99.318
3 14.608 0.321
Total 100.000
'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr5

HPLC-Chromatogramm (Flussrate: 0,5 ml/min)

mAU

14.

PDA Multi 1 254nm,4nm

T T
0 5 10

Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm
Peak# Ret. Time

Area%

-

14.439

100.000

Total

'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 6

HPLC-Chromatogramm

mAU

12.091

PDA Multi 1 254nm,4nm

T
10

Peak-Tabelle PDA Ch1254nm

Peak#

Ret. Time

Area%

-

12.091

100.000

Total

100.000

'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung

HPLC-Chromatogramm

mAU

Nr 7

12.362

PDA Multi 1 254nm,4nm

10

Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm
Peak:

# Ret. Time Area%

1 12.362 99.444

2 14.144 0.013

3 14.396 0.542
Total 100.000

'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 8

HPLC-Chromatogramm
mAU

PDA Multi 1 254nm,4nm

12.399

O;
0 é 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm —— MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time Area%
1 12.399 99.899
2 14.540 0.101
Total 100.000
'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr9

HPLC-Chromatogramm

mAU
i = PDA Multi 1 254nm,4nm
o
750 o
500
250
O;
0 é 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time| Area%
1 12.011 100.000
Total 100.000
'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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f1 (ppm)



Verbindung Nr 10

HPLC-Chromatogramm

mAU
i @ PDA Multi 1 254nm,4nm
: S
750
500
250
m
T T T T T
0 5 10 15 20 25
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time | Area%
1 12.019 100.000
Total 100.000
'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 11

HPLC-Chromatogramm

mAU

1500+

PDA Multi 1 254nm,4nm

500+
0
0 é 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time| Area%
1 12.222 99.364
2 13.511 0.444
3 14.344 0.193
Total 100.000
'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 12

HPLC-Chromatogramm
mAU

PDA Multi 1 254nm,4nm

12.283

T T T T !
0 5 10 15 20 25

min

Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak#| Ret. Time Area%

1 7.189 0.150

2 12.283 99.850

Total 100.000

'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 13

HPLC-Chromatogramm (Flussrate: 0,5 ml/min)

13.728

N
a1
?

15.412

PDA Multi 1 254nm,4nm

1 T T
0 5 10 15

Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm
Pea

k# Ret. Time Area%

1 13.728 99.835

2 15.412 0.165
Total 100.000

'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 14

HPLC-Chromatogramm (Flussrate 0,5 ml/min)

mAU
1500 § PDA Multi 1 256nm,4nm|
1000
500+
O;
0 é 1‘0 1‘5 2%
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 256nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time Area%
1 13.701 100.000
Total 100.000

'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C

Lentz_1790_PROTON_2017-01-12_01
2017-01-12
Lentz_1790

HiC.
\O

=—3.29 dmso

48 dmso

1400

1300

1200

1100

1000

900

800

700

600

500

400

300

200

100

0

-100

T T T T T T T
3.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

T
4.0 3.5
f1 (ppm)

T
3.0

T
2.5

T
2.0

T T T T
1.5 1.0 0.5 0.0



Verbindung Nr 15

HPLC-Chromatogramm

mAU
500 ~ PDA Multi 1 254nm,4nm
] :
400-]
300
200-]
100-|
0
0 é 1‘0 1‘5 2‘0 2%
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time Area%
1 12.017 100.000
Total 100.000
1H—NI\/IR; 400 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 16

HPLC-Chromatogramm

mAU
i % PDA Multi 1 254nm,4nm
300(%7
200(%7
100(%7
o]
0 é 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5 )
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time| Area%
1 11.892 100.000
Total 100.000
'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
e i ;
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Verbindung Nr 17

HPLC-Chromatogramm

mAU
1 3 PDA Multi 1 254nm,4nm
] S
750
50(%7
250
o]
0 é 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time| Area%
1 12.954 100.000
Total 100.000
'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 18

HPLC-Chromatogramm

mAU
1000 g PDA Multi 1 254nm,4nm
] Q3
750
500
250-
o
0 5 10 15 20 25
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time| Area%
1 12.966 100.000
Total 100.000

'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 19

HPLC-Chromatogramm

mAU
] S PDA Multi 1 254nm,4nm
N
1000
750
500-|
250
0
0 gi 1‘() 1 ;5 12&) ZZES
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time| Area%
1 13.214 100.000
Total 100.000
'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 20

HPLC-Chromatogramm
mAU

15004 PDA Multi 1 254nm,4nm

T T T T T
0 5 10 15 20 25
min

Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time Area%

15.274 100.000

Total 100.000

-

'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 21

HPLC-Chromatogramm

PDA Multi 1 254nm,4nm

©
N
e
™,

T T T T !
0 5 10 15 20 25

min

Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time Area%
11.016 0.245
2 13.126 99.448
3 26.102 0.307
Total 100.000

'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 22

HPLC-Chromatogramm
mAU

PDA Multi 1 254nm,4nm

3.028

T T T 1
0 5 10 15 20 25

min

Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time Area%

13.028 100.000
Total 100.000

-

'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 23

HPLC-Chromatogramm
mAU

PDA Multi 1 254nm,4nm

O;
0 é 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm min
Peak# Ret. Time| Area% _ ;
1 D066 3367 MeOH-Gradient
2 13.158 96.428
3 14.371 1.513
4 15.126 1.639
5 16.210 0.053
Total 100.000
'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 24

HPLC-Chromatogramm

mAU
| =] PDA Multi 1 254nm,4nm
1 b
750
500
250
O;
T T T T T
0 5 10 15 20 25
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time| Area%
1 13.100 100.000
Total 100.000
'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 25

HPLC-Chromatogramm

mAU

2500

PDA Multi 1 254nm,4nm

T
10

Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm
Peak

# Ret. Time Area%

1 12.235 99.812

2 13.240 0.188
Total 100.000

'H-NMR; 400 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 26

HPLC-Chromatogramm

1 S PDA Multi 1 254nm,4nm
1500 N
1 o
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07
T T T T T
0 5 10 15 20 25

min

Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient

Peak# Ret. Time Area%
12.491 100.000
Total 100.000

N

'H-NMR; 400 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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HPLC-Chromatogramm

mAU
1 2 PDA Multi 1 254nm,4nm)
1250+ ¥
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250
o]
\ \ \ \
0 5 10 15 20 25
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time | Area%
1 12.639 100.000
Total 100.000
'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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HPLC-Chromatogramm

mAU
7 S PDA Multi 1 254nm,4nm|
1500 8
i o
1000
500
0
0 é 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time Area%
1 12.609 100.000
Total 100.000
'H-NMR; 400 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 29

HPLC-Chromatogramm

mAU

PDA Multi 1 254nm,4nm|

10

T ! l
15 20 25

min

—— MeOH-Gradient

Peak-Tabelle PDA Ch1254nm
Pea

k# Ret. Time Area%
1 12.769 99.705
2 14.261 0.295
Total 100.000

'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 30

HPLC-Chromatogramm
mAU

PDA Multi 1 254nm,4nm

12.437

T T T T !
0 5 10 15 20 25

min

Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time Area%

12.437 100.000
Total 100.000

-

'H-NMR; 400 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 31

HPLC-Chromatogramm
mAU

50&7 § PDA Multi 1 254nm,4nm|
i o
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100
(}:
T T T T T
0 5 10 15 20 25
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time Area%
1 8.423 4.275
2 12.807 95.725
Total 100.000
'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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HPLC-Chromatogramm

mAU
B =] PDA Multi 1 254nm,4nm
3000+ S
2000
1000
0
0 é 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5
min
Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time| Area%
1 12.749 100.000
Total 100.000
'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 34

HPLC-Chromatogramm
mAU
2000+

PDA Multi 1 254nm,4nm

12.695

T T T 1 !
0 5 10 15 20 25

min

Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak#| Ret. Time Area%

12.244 0.199

2 12.695 99.801

Total 100.000

-

'H-NMR; 500 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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Verbindung Nr 41

HPLC-Chromatogramm

mAU
30004 § PDA Multi 1 240n;él(;1:;
4 o
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min
Peak-Tabelle PDA Ch1 240nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time | Area%
1 9.019 0.294
2 12.896 99.706
Total 100.000
'H-NMR; 400 MHz; DMSO-d6; 27 °C
Lentz_8324_PROTON_14Nov2014_01 8 8
Leutz_8324 § § L1100
T T
1000
900
e ™
800
700
CHy 600
500
400
300
200
100
. . . . . . . . . . . . k100
8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0

4.5 4.0
f1 (ppm)



Verbindung Nr 45

HPLC-Chromatogramm (Flussrate: 0,5 ml/min)

mAU
J PDA Multi 1 254nm,4nm
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Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm —— MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time | Area%
1 15.046 100.000
Total 100.000
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HPLC-Chromatogramm

mAU
1 < PDA Multi 1 254nm,4nm
2000 S
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.
) T T T T T
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min

Peak-Tabelle PDA Ch1 254nm — MeOH-Gradient
Peak# Ret. Time Area%
13.201 100.000

Total 100.000

-

'H-NMR; 400 MHz; DMSO-d6; 27 °C
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HPLC-Chromatogramm

PDA Multi 1 240nm,4nm

Peak-Tabelle PDA Ch1 240nm
Pea

k#

10 15

Ret. Time Area%

-

15.237 100.000

Total

100.000
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