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Einleitung

Allgemeiner Teil

1 Einleitung

1.1 Vorwort

Die Tuberkulose oder Schwindsucht ist eine sehr alte Krankheit, von der bereits in der Antike
die Rede war. Keine Epoche oder Hochkultur blieb seither davor verschont, sei es im alten
Agypten, bei den Griechen, im rémischen Reich oder im Mittelalter. Bis hin zur Neuzeit und
unserer globalisierten Welt hat sie uns begleitet. Erst mit der Aufkldrung von
Ubertragungswegen, der Entdeckung des Erregers, Verbesserung der hygienischen
Verhiltnisse und vor allem mit der Entwicklung effektiv wirksamer Chemotherapeutika war
man in der Lage, sich erfolgreich gegen die Krankheit zu wehren.!!! Das erfolgreiche
Ausmerzen des Erregers korrelierte dabei mit der Entwicklung von Wohlstand und
Verbesserung der d@uBleren Lebensumstinde. Es ist daher leicht auszumachen, welchem Teil
der Erde dieses Privileg im Zuge des Fortschritts nicht vergéonnt war und ist. Wihrend die
Krankheit in Entwicklungslindern noch immer ein schwerwiegendes tddliches
gesamtgesellschaftliches Problem darstellt, wiegte man sich in den westlichen
Industrienationen in der vermeintlichen Sicherheit, die Tuberkulose besiegt zu haben. Sowohl
die Forschung nach neuen Wirkstoffen, als auch stringente Versuche, die Tuberkulose
weltweit in den Griff zu bekommen, wurden fiir lange Zeit strédflich vernachléssigt. Diese in
der zweiten Hilfte des 20.Jahrhunderts iiberhebliche und ohne Weitblick herrschende
Stagnation im Willen der Krankheit als weltweitem Problem den Kampf anzusagen, wurde
erst mit groBer Verspitung in den 1990er Jahren durch global organisierte und effektiv
durchdachte Strategien und Programme der WHO nachgeholt. So konnte seit Einfiihrung des
DOTS-Therapieschemas (siehe Kapitel 1.3.3) und dem kurz darauf ins Leben gerufenen Stop-
TB-Programm die weltweite TB-Sterberate um 45 % gesenkt werden.>?! Die Schaffung der
infrastrukturellen Voraussetzungen fiir Diagnostik, Behandlung und Privention der
Tuberkulose, ermdglicht in betroffenen Gebieten einen verbesserten Zugang zu medizinischer
Versorgung und bestmoglicher Therapie. Dariiber hinaus wird die Erforschung und
Entwicklung neuer Diagnosemethoden, neuer Antituberkulotika und PridventionsmaBnahmen
stark gefordert, wodurch das definierte Milleniumsziel der WHO, die TB-Sterberate bis 2015
zu halbieren, augenscheinlich in greifbare Nihe geriickt ist. Ein Blick auf die von der WHO
fiir das Jahr 2012 veroffentlichten Daten zum status quo der Tuberkulose,! insbesondere die
sehr bedenkliche Entwicklung der Resistenzsituation und Co-Infektionen mit dem HI-Virus

machen aber deutlich, dass von Kontrolle oder gar Sieg iiber die Krankheit keineswegs die
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Einleitung

Rede sein kann (siehe Kapitel 1.3.1). Vielmehr belegen sie das zeitliche Versdumnis, die
Tuberkulose als globales Problem rechtzeitig erkannt und reagiert zu haben. Statt das im
medizinischen, pharmazeutischen und verwaltungstechnischen Bereich vorhandene Wissen
iiber den Umgang mit Erreger und Krankheit, das letztlich zur erfolgreichen Ausrottung des
Erregers in Deutschland und dariiber hinaus gefiihrt hat, frithzeitig zu exportieren und die
Krankheit womdoglich im Handstreich unter Kontrolle zu bringen, iiberlie3 man die Regionen
der Erde, die weder iiber das notwendige Know-How, noch iiber die wirtschaftlichen Mittel
und erst recht iiber keine Infrastruktur zur Bewiltigung einer derartigen Aufgabe verfiigten,
wie bei vielen anderen Problemen einfach sich selbst. Ob aus politischen, wirtschaftlichen
oder schlicht unwissenden Griinden sei dahingestellt. Fakt aber ist, dass der Wissenstand der
mikrobiologischen Forschung zum damaligen Zeitpunkt ausreichend war, die mittel- bis
langfristigen Folgen dieser Tatenlosigkeit und Ignoranz sowie das daraus resultierende
Gefahrenpotenzial fiir die Menschheit prognostizieren zu konnen und zu miissen. Wihrend in
den entwickelten wohlhabenden Staaten aber das Kapital akkumulierte, geriet die einst
gefiirchtete Tuberkulose als todbringende Volkskrankheit in Vergessenheit. Gleichzeitig wie
a priori absehbar war, fiihrte das Fehlen einer gut ausgestatteten und organisierten
Gesundheitsversorgung in den betroffenen  Entwicklungslindern  weiterhin  zur
unkontrollierten Ausbreitung der Tuberkulose. Tragischerweise kam es, sofern man Gliick
und iiberhaupt Zugang zu einer medizinischen Versorgungseinrichtung hatte, nicht selten zu
folgenreichen Behandlungsfehlern, die auf die unzureichende medizinische Austattung
zuriickzufiihren waren. Sofern iiberhaupt vorhanden war beispielsweise der mikroskopische
Erregernachweis im Sputum die einzige diagnostische Methode zur Bestitigung einer
Verdachtsdiagnose oder zur Uberpriifung des Therapiefortschritts.[*l Zwar ldsst sie sich mit
etwas Ubung iiberall, schnell und billig durchfithren, benétigt allerdings ausreichend
kontaminiertes Sputum und fiihrt daher zu fehlerbehafteten Ergebnissen. Die hohe Spezifitit
bzw. die vernachlissigbar kleine Wahrscheinlichkeit einen falsch positiven Erregernachweis
zu erhalten, macht die Methode ideal zur sicheren Diagnose einer Lungentuberkulose. Die
niedrige Sensitivitit oder das Auftreten falsch negativer Diagnosen ist einleuchtend, bedenkt
man beispielsweise das bei den extrapulmonalen Verlaufsformen, die in stark durchseuchten
Gebieten im Verhiltnis zur Lungentuberkulose wesentlich hdufiger als in Europa auftreten,
keine Erreger im Sputum anzutreffen sind. Analog miissen falsch negative Diagnosen bei
Kleinkindern (wenig Sputum, kleine Erregeranzahl) oder bei latenten, geschlossenen
Infektionen beriicksichtigt werden. Die Methode des mikroskopischen Erregernachweises

miisste fiir eine gesicherte Diagnose folglich mit weiteren diagnostischen Verfahren ergénzt
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und kombiniert werden (siehe Kapitel 1.3.3). Die Realitit sah und sieht teilweise auch heute
noch so aus, dass die tuberkulosespezifische Erfahrung des behandelnden Arztes die
fehlenden diagnostischen Maoglichkeiten kompensieren muss. Neben den erlduterten
Komplikationen bei Diagnosestellung und Uberwachung des Therapiefortschritts war ebenso
die Versorgung mit antituberkuldsen Arzneimitteln unzureichend. Es lieBen sich zahlreiche
weitere Fakten auch auBerhalb des medizinisch/pharmazeutischen Bereichs fiir gravierende
Missstinde bei der Tuberkulosebekdmpfung nennen. Die angefiihrten Beispiele geniigen
allerdings hinreichend, die schwerwiegenden Folgen und deren Auswirkung auf die
Entwicklung der epidemiologischen Situation nachvollziehen zu konnen.¥ Die erfolgreiche
Eliminierung des Erregers und Heilung des Patienten gelingt nur durch eine aufwindige,
langwierige und anstrengende Therapie mit antimykobakteriellen Arzneistoffen (siehe Kapitel
1.3.3).5) Fiir deren Erfolg ist die Verfiigbarkeit von Antituberkulotika gleichermaBen
essenziell wie die konsequente Durchfiihrung und Uberwachung durch kompetentes und
ausreichend ausgestattetes medizinisches Fachpersonal, welches wiederum durch intensive
Aufkliarung und Betreuung die zwingend notwendige Compliance des Patienten gewihrleisten
muss. Jede denkbare Verdnderung des Therapieschemas kann einen inaddquaten Einsatz von
antimykobakteriellen Arzneimitteln, eine Unterbrechung oder sogar einen Abbruch der
Therapie zur Folge haben. Abgesehen von den schlimmen Konsequenzen fiir die Schicksale
eines weiterhin leidenden und infektiosen Patienten mit schlechten Heilungschancen und
seines sozialen Umfelds, wire es nicht verwunderlich, wenn das Ausbleiben -eines
Erfolgserlebnisses bei unverschuldetem Therapieversagen und die Hilflosigkeit, wenn man
wider besseren Wissens aber ohne die notwendigen Ressorcen ohnmaéchtig ist, zu Frustration
und Resignation des Arztes fithrt. Eine Storung im Therapieverlauf stellt hingegen einen
wahrlich schicksalhaften Gliicksfall fiir das anpassungsfihige Mykobakterium dar. Ein
inaddquater oder falscher Einsatz von Antituberkulotika fiihrt nicht mehr zur notwendigen
quantitativen Abtotung der Erreger im Wirtsorganismus, d.h. die Mykobakterien sind
lediglich einem gewissen Selektionsdruck ausgesetzt. Letztlich war es nur eine Frage der Zeit
bis das extrem anpassungsfihige Mykobakterium mit seinem zur Entwicklung effektiver
Resistenzmechanismen hervorragend ausgestatteten Genom in der Lage war, sich auf die
verdnderten Bedingungen einzustellen (siehe Kapitel 1.3.3). Fehler im Therapieverlauf
fiihrten somit unweigerlich zur Selektion oft multiresistenter Mykobakterienstimme und die
seit den 1950er Jahren eingesetzten und einst lebensrettenden Antituberkulotika verloren ihre
Wirkung. Um diese resistenten Stimme wirksam bekdmpfen zu konnen, war man gezwungen,

die aufwindige antituberkulose Therapie weiterzuentwickeln.l®! Die Entwicklung und



Einleitung

Verfiigbarkeit effektiver Reserveantibiotika und neuer diagnostischer Testverfahren wurden
zur Abkldarung der Resistenzsituation fiir jeden Einzelfall notwendig und essenzielle
Voraussetzung fiir eine addquate Therapie. Mit dem Hintergrund ohnehin unzureichender
medizinischer Versorgungszustinde war die konsequente Umsetzung dieser stark
verkomplizierten therapeutischen MalBnahmen nicht realisierbar und die zwingend
notwendige Anpassung an diese Resistenzsituation aus pharmazeutischer und therapeutischer
Sicht nicht moglich. Der bis dahin herrschende Vorteil, die Erkrankung bei korrektem Einsatz
von bewihrten Chemotherapeutika erfolgreich behandeln zu konnen und die damit
einhergehende Moglichkeit der progredienten weltweiten epidemiologischen Entwicklung
entgegenzuwirken und moglicherweise zu kontrollieren, wurde nicht ausgenutzt und wider
besseren Wissens iiber die folgenschweren Konsequenzen leichtfertig verspielt. Statt
rechtzeitig die notwendigen logistischen und strukturellen Voraussetzungen fiir eine
ausreichend effektive medizinische Versorgung zu etablieren, fiihrten fortwihrende
Versorgungsmissstinde und die daraus resultierende fehlerhafte Therapie geradewegs in einen
gefdhrlichen circulus vitiosus. Die mangelhaften Versorgungsstrukturen, die bereits fiir die
Bekdmpfung von nicht-resistenten und gegeniiber traditionellen Antituberkulotika
empfindlichen Mykobakterienstimmen nicht ausreichten, waren logischerweise fiir die
wesentlich aufwindigere Therapie resistenter Erreger vollig ungeniigend. Noch hiufigere
Fehltherapien und falscher Einsatz von Reserveantituberkulotika als Folge, ermdglichten die
Entstehung multiresistenter Mykobakterien und verschlimmerten die Therapiesituation
wiederum betrichtlich. Die ohnehin giinstigen Voraussetzungen fiir die Erregerausbreitung
wie hohe Bevolkerungsdichte, schlechte Erndhrungslage und mangelhafter Hygiene wurden
nahezu ideal mit Auftreten und Verbreitung des HI-Virus in den 1980er Jahren.”! Das
supprimierte Immunsystem durch die virale Infektion ist nicht mehr in der Lage eine
mykobakterielle Infektion einzudimmen, wodurch es zum unmittelbaren Ausbruch der
Tuberkulose bei latent und Neuinfizierten kommt. In umgekehrter Weise erleichtert das stark
beanspruchte Abwehrsystem bei mykobakterieller Infektion dem HI-Virus eine schnellere
Ausbreitung und beschleunigt dadurch den Anstieg der Viruslast, die Abnahme der
Leukozytenzahl und den Ausbruch von AIDS. Bei gleichzeitig vorliegender mykobakterieller
und viraler Infektion profitieren folglich beide Erreger einerseits von einer gegenseitig
ermoglichten Erhohung ihrer Pathogenitit, andererseits von einer betrdchtlich erschwerten
Therapierbarkeit.[®! Dass sie unter den aktuell weltweit bekannten Co-Infektionen mittlerweile
den groften Anteil mit ebenso grofter Co-Morbiditit ausmacht, verdeutlicht wie erfolgreich

und effektiv diese symbiotische Vergesselschaftung beider Erreger ist. Die gegenwirtige
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globale Situation und das wahre Ausmall der katastrophalen Negativentwicklung bei der
Tuberkulosebekdampfung kann epidemiologisch lediglich auf Grundlage national erfasster und
gemeldeter Falldaten abgeschitzt werden,®! wobei eine gewichtige Dunkelziffer auf Grund
unzuverlidssiger oder liickenhafter Datenlage bei der Extrapolierung auf die weltweite
Grundgesamtheit einkalkuliert werden muss. Insbesondere die Einschidtzungen beziiglich der
gefdhrlichen Entwicklung von Resistenzlage und TB-HIV-Co-Infektionen sind hinreichend
besorgniserregend und geben Anlass, sich mit den weitreichenden globalen Folgen zu
befassen. Die Infrastruktur einer global vernetzten Welt ermdglicht nicht nur den schnellen
Transport von Giitern und Personen an nahezu jeden beliebigen Ort, sondern schafft auch die
Voraussetzungen fiir eine rasante Entstethung von Epidemien und Pandemie. Somit ist es
hochste Zeit, sich von dem in unseren Breiten vorherrschenden Gedanken die Tuberkulose
besiegt zu haben, zu verabschieden und stattdessen Vorbereitungen zu treffen, die dem Risiko
potenziell betroffen zu sein, Rechnung tragen. Aus globaler Sicht geniigt es daher nicht nur,
endlich die strukturellen Voraussetzungen einer ausreichenden medizinischen Versorgung in
den stark betroffenen Gebieten zu schaffen und die Entwicklung neuer effektiver
antimykobakterieller Arzneimittel mit Nachdruck voranzutreiben, auch hierzulande ist es
dringend notig, verlorengegangene Kompetenzen im Umgang mit der Tuberkulose
aufzufrischen. Am Erfolg der von der WHO ins Leben gerufenen Programme!>3! ist
ersichtlich, wie effektiv eine gut geplante und strukturierte Herangehensweise funktionieren
kann und, wenn nicht so verspitet eingeleitet, noch viel besser hitte funktionieren konnen.
Unzdhlbare Menschenleben hitten gerettet werden konnen und mit gro3er Wahrscheinlichkeit
wiren Resistenzsituation und die TB-HIV-Problematik besser kontrollierbar gewesen, hitte
man das globale Bedrohungspotenzial der Tuberkulose rechtzeitig ernstgenommen. Als
gebildeter und aufgekldrter Mensch muss man sich also fragen, warum vorhandene
Ressourcen dermalen fiir die Entwicklung einer endlos erscheinenden Anzahl von Me-too-
Préaparaten gegen westliche Wohlstandskrankheiten mit zudem fragwiirdigem medizinischem
Nutzen verschwendet wurden. Allein mit dem Hintergrund kurzfristiger wirtschaftlicher
Interessen ist die Frage zwar einfach zu beantworten und wurde tragischerweise ebenso
beantwortet, bedenkt man allerdings die resultierenden Opportunitdtskosten dieser gierigen
und nicht nachhaltigen Denkweise, wird der unausweichliche Denkfehler offensichtlich, dass
die Frage selbst bei lediglich vorhandenen Gewinnmaximierungsinteressen ungeniigend
formuliert wurde. Vor allem vom angehenden Wissenschaftler, der noch nicht als Zahnrad im
System funktionieren muss und dessen Geist daher frei und nicht beschrinkt sein sollte, ist zu

erwarten, dass er im Stande ist, sich die richtigen Fragen zu stellen, diese in Frage zu stellen
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und wenn noétig umzuformulieren oder zu ergdnzen hat. Hiufig gestellte Fragen nach dem
Einstiegsgehalt, nach der Vermeidung von Intimitédten durch zwei Buchstaben mit Punkt vor
dem Namen oder nach Opportunismus, wenn man als Neoliberalist Entwicklungshilfeminister
wird, obwohl man diesen Posten eigentlich wegrationalisieren wollte, sind nur wenige und
zugegeben leicht polemische Beispiele dafiir, dass diese kindliche, kreative Eigenschaft bei
der sogenannten Elite viel zu oft verkiimmert ist. Schlussendlich ist festzustellen, dass man
ohne die richtige Frage keine ausreichende Antwort erhalten kann und die Tatsache, dass die
gestellte Frage neue Fragen aufwirft und somit aufrecht erhalten wird, ist eine Art Indikator
dafiir, dass man noch Kind und kreativ genug ist, richtig fragen zu konnen. Ich hoffe, das ist

mir mit der vorliegenden Arbeit zumindest teilweise gelungen.
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1.2 Mpykobakterien

Die Gattung Mycobacterium gehort zur Familie der Mycobacteriaceae und zur Ordnung der
Actinomycetales. Mykobakterien sind grampositive, sdurefeste, aerobe und unbewegliche
Stiabchenbakterien, die mit der Gramfarbung nur schwer anfirbbar sind. Mit Hilfe spezieller
basischer Farbstoffe lassen sich Mykobakterien zuverldssig anfarben, aber im Unterschied zu
nicht-sdurefesten Bakterien mit ethanolischer Salzsdure bei Raumtemperatur nicht wieder
entfirben.>!%! Bei der Ziehl-Neelsen-Methode erfolgt die Anfirbung mit Carbolfuchsin in der
Hitze, bei einer neueren fluoreszenzmikroskopischen Kaltfirbungsmethode verwendet man
eine Auramin O-Rhodamin B-Firbelosung.!'!] Das séurebestindige Anfirbeverhalten liegt im
auBergewohnlichen Aufbau der wachsartigen, undurchldssigen Zellwand begriindet (siehe

Kapitel 1.4).

Mittlerweile sind weit iiber hundert Mykobakterien-Arten bekannt. Die meisten Arten dieser
Gattung sind nicht-pathogene freilebende Saprophyten, die sich durch die Zersetzung
organischer Stoffe erndhren und nicht auf einen Wirt angewiesen sind. Zu den obligat
pathogenen Mykobakterien, die Erkrankungen bei Mensch und Tier auslosen kdonnen, gehdren
M. leprae (Lepra), M. tuberculosis (humane Tuberkulose), M. bovis (Rindertuberkulose) und
M. avium (Gefliigeltuberkulose). In der Regel gehoren die obligat pathogenen Keime zu den
langsam wachsenden Arten. Die sieben obligat pathogenen Erreger (M. tuberculosis, M.
africanum, M. caprae, M. bovis, M. canetti, M. microti, M. pinnipedii), die Tuberkulose im
Menschen auslosen konnen, werden im sogenannten Mycobacterium-tuberculosis-Komplex
zusammengefasst. Manchmal zdhlt man hierzu zusitzlich den fakultativ pathogenen
Impfstamm M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin). Atypische Mykobakterien oder
MOTT (mycobacteria other than tuberculosis) sind fakultativ pathogen und konnen
tuberkulosedhnliche Erkrankungen auslésen, werden in der Regel aber nicht von Mensch zu
Mensch iibertragen. Wichtige Beispiele hierfiir sind M. avium, M. intracellulare, M.
smegmatis, M. ulcerans und M. marinum. Infektionen mit atypischen Mykobakterien treten

hiiufig bei HIV-Patienten auf.[®-1!

1.2.1 Mpycobacterium tuberculosis

Der Haupterreger der menschlichen Tuberkulose ist das M. tuberculosis und wurde im Jahre
1882 von Robert Koch erstmals beschrieben (siehe Abbildung 1).1'?! Das stibchenformige
Bacterium ist bis zu 4 um lang und bis zu 0.6 um breit und ein fakultativ intrazelluldrer

Parasit. Der spezielle Aufbau der Zellwand (siehe Kapitel 1.4) ermoglicht das Uberleben und
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die Vermehrung in Makrophagen. Das Wachstum bzw. die Zellteilung sind duBerst langsam.
Bis zu 24 Stunden bei optimalen Bedingungen nimmt eine Zellteilung in Anspruch. Dies
macht wiederum die schwierige Kultivierbarkeit von M. tuberculosis verstindlich. Im
Gegensatz zu avirulenten Stimmen besitzen virulente ein Glycolipid (Cord-Faktor), das zu

schnurartigen Wachstumsformen auf Kulturmedium fiihrt.'!
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Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme des Mycobacterium tuberculosis. (Quelle: CDC Public Health
Image Library, Dr. Ray Butler; Janice Carr, PHIL #8438, 2006.)

Bemerkenswert ist auch die extreme Anpassungsfihigkeit des mykobakteriellen
Stoffwechsels. Sowohl fiir eine sauerstoffreiche Umgebung wie das Lungengewebe als auch
fir die annidhernd anaeroben Bereiche der Granulome, in denen die Keime iiber Jahre
persistieren konnen, konnten Stoffwechselwege gefunden werden. Abhidngig vom
vorliegenden Wirtsgewebe kann ein aerober Kohlenhydrat-Metabolismus oder ein
mikroaerophiler Lipid-Metabolismus mit Lipiden als Haupt-Kohlenstoffquelle vorliegen. Eine
groBe Anzahl an Genen im mykobakteriellen Genom codiert Enzyme, die an Auf- und Abbau
von verschiedenartigsten Lipiden beteiligt sind. Dies erklért auch die im Vergleich zu anderen

Mikroorganismen viel groBere Diversitiit von lipophilen Molekiilen.[!?!
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1.3 Die Tuberkulose

1.3.1 Epidemiologie

Die Tuberkulose ist nach HIV/AIDS die Infektionskrankheit der Welt, die die meisten
Todesopfer fordert. Die meisten Fille werden aus Afrika, Stidostasien, den GUS-Staaten und
Regionen im westlichen Pazifik gemeldet. Schitzungsweise sind 1.9 Milliarden Menschen
weltweit infiziert, was ungefdhr einem Drittel der Weltbevolkerung entspricht. Laut WHO
gab es im Jahre 2012 schitzungsweise 8.6 Millionen Neuerkrankungen und 1.3 Millionen
Menschen, die an Tuberkulose gestorben sind. Unter den Verstorbenen litten 320 000
Menschen an einer TB-HIV-Coinfektion. Der grote Anteil der knapp neun Millionen
Neuerkrankungen im Jahr 2012 betraf Patienten minnlichen Geschlechts. Bei weiblichen
Patientinnen wird die Inzidenz mit 2.9 Millionen neuen Fillen beziffert und von insgesamt
410 000 todlichen Ausgédngen berichtet. Unter den Verstorbenen waren wiederum 160 000
Frauen zusitzlich HIV-positiv. Sie machen somit die Hélfte aller Todesfélle durch TB-HIV-
Coinfektionen aus. Vor allem fiir Frauen im gebédhrfihigem Alter zdhlt die Tuberkulose zu
den héufigsten Todesursachen. Bei geschitzten 530 000 an TB neuerkrankten Kindern starben
allein 74 000 ohne vorliegende Coinfektion mit HIV. Zwar konnte seit Einfiihrung der DOTS-
Therapie (siehe Kapitel 1.3.3) und der Stop-TB-Strategie in den neunziger Jahren durch die
WHO die weltweite TB-Sterberate um 45 % gesenkt werden, von Kontrolle oder Sieg iiber
die Krankheit kann aber keineswegs die Rede sein. Die WHO nimmt an, dass im Jahr 2012
immer noch ungefihr drei Millionen Tuberkulosepatienten medizinisch nicht versorgt werden
konnten. Im selben Jahr wurden 450000 neue TB-Fille mit mehrfach resistenten
Tuberkelbakterien bei insgesamt 170000 Todesfillen gemeldet. Uber 50 % dieser

Resistenzfille traten in China, Indien, Russland und den GUS-Staaten auf.[?

1.3.2 Pathogenese und Symptomatik

Die Ansteckung erfolgt in der Regel iiber aerogene Tropcheninfektion, z.B. durch Husten und
Auswurf von erregerhaltigen Tropfchen eines Erkrankten, die durch den sich Ansteckenden
inhaliert werden. Nach der Aufnahme in die Lunge des Wirts kommt es zu einer vor allem
durch Makrophagen und T-Zellen vermittelten zelluliren Immunantwort. In den Alveolen
werden die Erreger durch Lungenmakrophagen phagozytiert, konnen aber wegen ihrer
widerstandsfihigen Zellwand nicht lysiert werden. Von den Makrophagen freigesetzte
Signalstoffe stimulieren Fibroblasten aus der Umgebung zum Einkapseln des Infektionsorts,

wodurch es zur Bildung von Granulomen oder Tuberkeln kommt. Ein funktionsfihiges
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Abwehrsystem kann die Infektion dadurch lokal eindimmen, eine vollstindige Eliminierung
des Erregers findet jedoch nicht statt. Versteckt und eingekapselt in fibrotischen Lisionen
konnen die Mykobakterien fiir viele Jahre persistieren, um dann plotzlich wieder
aufzutauchen und zum aktiven Krankheitsausbruch zu fiihren. Es verwundert daher nicht, dass
ungefihr ein Drittel der Weltbevilkerung zu den latent Infizierten, die symptomfrei und nicht
infektios sind, zdhlt. Ob es bereits kurz nach der Infektion, erst zu einem spéteren Zeitpunkt
oder nach erfolgreicher Eliminierung des Erregers durch das Wirtsimmunsystem zu iiberhaupt
keinem Krankheitsausbruch kommt, ist abhidngig von zahlreichen Faktoren, vor allem aber
vom Zustand des Immunsystems. Ist dieses arzneimittelbedingt oder im Zuge einer HIV-
Coinfektion supprimiert, geschwidcht durch Alter, Mangelerndhrung und schlechten
Lebensbedingungen oder wie im Kleinkindalter noch nicht vollstindig ausgeprigt, fiihrt dies
zum Verlust der Erregerkontrolle. Daraus resultiert eine lokale Erkrankung, die auf
lymphogenem oder hdmatogenem Weg zu einer extrapulmonalen Manifestation der

Tuberkulose fiihren kann.[®:14-13]

Zu den allgemeinen Symptomen dieser zdhrenden, schleichenden Erkrankung zidhlen
Abgeschlagenheit, Miidigkeit, Appetit- und Gewichtsverlust sowie insbesondere nachmittags
bzw. abendlich erhohte Temperatur. Bei der am hédufigsten auftretenden Lungentuberkulose
tritt zudem anhaltender Husten mit und ohne Auswurf auf. Ist das Sputum durch
fortschreitende Nekrotisierung und Arrosion des Bronchial- bzw. Lungengewebes gar blutig
und der Erreger darin nachweisbar, spricht man von einer offenen Tuberkulose. Der Befall
von Lymphknoten und die tuberkulose Pleuritis zdhlen zu den am héufigsten auftretenden
extrapulmonalen Organtuberkulosen, gefolgt von den weniger oft beobachteten, aber meist
komplizierteren Verlaufsformen der Urogenital- und Knochentuberkulose, der tuberkulésen
Perikarditis und Meningitis und der Hauttuberkulose. Neben den beschriebenen
Allgemeinsymptomen treten bei den extrapulmonalen Verlaufsformen vielgestaltige
organbezogene Symptome auf. Allen Verlaufsformen gemeinsam ist der verkisende,
nekrotische Gewebsuntergang. Durch die himatogene Erregerstreuung kann sich ebenfalls
eine tuberkulose Sepsis entwickeln. Diese akut lebensbedrohliche Form nennt man
Milliartuberkulose. In Deutschland macht die Lungentuberkulose mit ca. 80 % der Erkrankten
den deutlich grofiten Anteil aus, der allerdings insbesondere in Landern mit hoher HIV-TB-
Koinfektionsrate weniger deutlich ausfillt. Schitzungsweise 40-75 % aller Coinfizierten

leiden an der extrapulmonalen Form.[14.15:16.17]
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1.3.3 Diagnostik und Therapie der Tuberkulose

Das Ziel der Therapie ist neben der Heilung und Wiederherstellung des Erkrankten das
Verhindern von Spitschidden, Resistenzentwicklung und weiterer Verbreitung. Fiir eine
addquate und erfolgreiche Pharmakotherapie sind zuvor der Erregernachweis und die Testung

auf Antibiotika-Resistenz notwendig.

Mit dem klassischen Tuberkulin-Hauttest (THT) lédsst sich nach intrakutaner Applikation
von mykobakteriellen Antigenen (Tuberkulin) nachweisen, ob im Organismus bereits
immunkompetente T-Zellen vorhanden sind. Der Test ist mit einer niedrigen Spezifitit
behaftet. Beispielsweise konnen eine frithere BCG-Impfung oder Kontakt mit anderen
Mycobakterien in der Umwelt zu falsch positiven Ergebnissen fiithren. Der Interferon-
Gamma-Release-Assay (IGRAs) hat zwar eine groflere Spezifitit, ist aber auch mit groflerem
experimentellem Aufwand verbunden. Das Prinzip beruht auf dem Nachweis der Interferon
Gamma-Produktion von kultivierten Lymphozyten nach Antigenkontakt.!*!8] Weiterhin
konnen durch Rontgenaufnahmen der Lunge Tuberkulose-spezifische Verdnderungen sichtbar

gemacht werden.

Die Erregerkultivierung ist die empfindlichste Nachweismethode. Sie bedarf ausreichend
kontaminierten Probenmaterials und nimmt, bedingt durch langsames Wachstum und
abhingig vom Kulturmedium, relativ viel Zeit in Anspruch (~10-30 Tage). Die
Erregerkulturen ermoglichen einen zuverlidssigen Erregernachweis durch Anfarbung und
Mikroskopie (siehe Kapitel 1.2) und die Bestimmung von Resistenzen. Sofern ausreichend
Erreger im Probenmaterial vorhanden sind, konnen diese auch direkt einer der
mikroskopischen Untersuchungsmethoden unterworfen werden. Fiir eine effektive Therapie
der multiresistenten Tuberkulose sind Resistenztestungen mit Antituberkulotika
Voraussetzungen. Allerdings koénnen in vielen Hochprivalenzlindern nicht einmal

ausreichende Resistenztestungen von Standardantituberkulotika gewihrleistet werden.[+1°]

Bei der Xpert MTB/RIF-Methode!?*2!! werden bestimmte Gen-Sequenzen, die spezifisch
fiir das M. tuberculosis und die Rifampicin-Resistenz sind, mittels PCR (Polymerase Chain
Reaction) amplifiziert und detektiert. Die Nucleinsdureamplifikationstechnik stellt somit eine
schnelle (wenige Stunden) und zuverlidssige Nachweismethode dar und es sollte technisch
kein Problem darstellen, auch weitere resistenzcodierende Gene detektierbar zu machen.
Gleichfalls konnen mit dieser molekularbiologischen Methode atypische Mykobakterien

identifiziert werden. Ein zusétzlicher HIV-Test sollte obligatorisch durchgefiihrt werden.
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Um die Entwicklung von Resistenzen moglichst zu verhindern, beginnt man die
Standardtherapie>!4?? mit einer Kombination aus vier Antituberkulotika. Gibt es keine
Annahme einer Resistenz besteht diese initiale Kombinationstherapie einer unkomplizierten,
empfindlichen Tuberkulose bei Erwachsenen aus den oralen Erstrang-Antituberkulotika

Rifampicin, Isoniazid, Pyrazinamid und Ethambutol (siehe Abbildung 2).

OH 0
N N
N/\/ | N NH,
H =
HO N
Rifampicin Isoniazid Ethambutol Pyrazinamid

Abbildung 2: Orale Erstrang-Antituberkulotika.

Diese werden einmal tédglich iiber zwei Monate eingenommen (4 Arzneistoffe x 2 Monate)
und weitergefiihrt bis das Ergebnis der Resistenztestung vorliegt. An diese Intensivtherapie
schlieft sich eine Kontinuititstherapie an, bei der iiber weitere vier Monate zwei
Antituberkulotika (2 Arzneistoffe x 4 Monate), in der Regel Rifampicin und Isoniazid,
appliziert werden. Unter Voraussetzung der Compliance des Patienten sowie konsequenter
Umsetzung des Therapieschemas werden bei unkomplizierten Féllen, die keine Resistenzen
aufweisen, Heilungsraten von iiber 85 % erreicht. Im Falle von Non-Compliance sollte laut
WHO die Einnahme der Arzneimittel nur unter Aufsicht stattfinden. Man spricht hierbei von
der sogenannten DOTS-Therapie (Directly Observed Treatment Short-Course).*! Bei
Vorliegen einer offenen Tuberkulose, schwerem Krankheitsverlauf oder sonstigen
Therapieproblemen ist eine initiale stationire Behandlung in Betracht zu ziehen.”*! Die
extrapulmonale Tuberkulose wird nach demselben Schema behandelt. Bei der
mykobakteriellen Meningitis ist zudem die ZNS-Gingigkeit der Wirkstoffe zu
beriicksichtigen und eine verlingerte Therapiedauer indiziert.>'*??) Bei einer TB-HIV-
Coinfektion und zusitzlicher antiretroviraler Therapie muss das Wechselwirkungspotenzial
der eingesetzten Antituberkulotika, insbesondere von Rifampicin und HIV-
Proteaseinhibitoren, bedacht werden.>!#2*1 Nachfolgend werden die oralen Erstrang-

Antituberkulotika besprochen.

Rifampicin und Rifabutin sind sogenannte Rifamycine oder Ansamycine, die halbsynthetisch
aus Rifamycin B, das aus Amycolatopsis rifamycinica isoliert wird,[>>! darstellbar sind und

bakterizide FEigenschaften haben. Die Grundstruktur besteht aus einem planaren
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Naphtochinon bzw. Hydronaphtochinon, das von einer Polyketidkette in Form eines Henkels
tiberspannt wird (lat.: ansa = Henkel). Die Sauerstoffe der Hydroxyl- bzw. Ketogruppe an
Position 5 und 6 des planaren Ringsystems sowie die zwei Hydroxylfunktionen an Position 17
und 19 des Polyketids sind fiir die Wirksamkeit essenzielle Strukturelemente.?%?’! Durch
Bindung an die B-Untereinheit der DNA-abhingigen RNA-Polymerase wird ein Kanal des
Enzyms, den die wachsende RNA-Kette zur Freisetzung passieren muss, teilweise blockiert
und fiihrt letztlich zum Abbruch der RNA-Synthese.[??°l Resistenzen gegen Rifamycine
bilden sich durch Mutationen im robB-Gen, das fiir die B-Untereinheit codiert.3%3! Das
Rifampicin besitzt in Position 8 des Hydronaphtochinons einen mit 4-Methyl-N-
aminopiperazin zum Hydrazon kondensierten Formylrest.?%?”l Bei der hepatischen
Biotransformation werden das Hydrazon wie auch die Acetylgruppe in Position 21
hydrolysiert und biliédr eliminiert. Das Furanonaphtochinon-Chromophor fiihrt zur Rotfarbung
von Korperfliissigkeiten.[%32] Weitere Vertreter sind Rifapentin, das anstatt der Methylgruppe
am Piperazin einen Cyclopentylrest besitzt,*3! sowie das Spiroimidazorifamycin Rifabutan,
welches hidufig noch moderate Wirkungen gegen Rifampicin-resistente M. tuberculosis-
Stammen zeigt. Alle Rifamycine sind Induktoren von CYP3A4 und diverser Glucuronyl-
Transferasen. Dies birgt ein groBes Interaktionspotenzial, insbesondere mit vielen Wirkstoffen

der HIV-Therapie.!?627]

Das Prodrug Isoniazid (Isonicotinsdurehydrazid, INH) wird seit den 1950er Jahren
erfolgreich als Antituberkulotikum eingesetzt (siehe Kapitel 1.5).6) Nachdem INH ins
Mykobakterium gelangt, wird es durch die mykobakterielle Katalase/Peroxidase KatG zum
Isonicotinoylradikal oxidiert und bildet nach nicht-enzymatischer Reaktion mit NAD* die
eigentliche Wirkform, das kovalente Isonicotinoyl-NAD-Addukt INH-NAD (siehe Abbildung
3).134351 Dieses bindet nicht-kovalent, mit groBer Affinitdt (K; = 0.75 nM) und slow-onset-
Charakteristik an die Enoyl-Reduktase InhA und hemmt dadurch ein Schliisselenzym der
Biosynthese von Mykolséuren.[*S! Zudem werden zahlreiche weitere mykobakterielle Proteine
gehemmt, was die Effizienz der antibiotischen Wirkung weiter steigert.’7:1341 Resistenzen
gegen INH bilden sich vor allem durch Mutationen im katG-Gen, d.h. die Aktivierung des
Prodrugs wird verhindert. Mutationen im inhA-Gen und dessen Promotorregion fithren zum
einen zu einer herabgesetzten Affinitit von InhA zum NAD-Teil des INH-NAD-Addukts,
zum anderen wird die Biosynthese von InhA gesteigert. Weiterhin existieren noch zusitzliche
Resistenzmechanismen, die allerdings eine untergeordnete Rolle spielen.*8 INH wird
entweder nach Hydrolyse des Hydrazids an Glycin gekoppelt und als Isonicotinursidure

ausgeschieden oder durch eine Acetyltransferase acetyliert. Nach  weiteren
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Biotransformationsschritten entsteht das hepatotoxische Acetylradikal. Die Acetyltransferase
unterliegt einem  Polymorphismus, d.h. die Acetylierungsgeschwindigkeit kann
interindividuell stark schwanken, was sich wiederum in pharmakokinetischen Parametern wie
z.B. der Halbwertszeit bemerkbar macht. Das Hydrazid bzw. das nach Hydrolyse entstandene
Hydrazin bildet leicht Hydrazone mit Carbonylverbindungen wie Pyruvat, a-Ketoglutarat und
Pyridoxal (Vit. B6). Insbesondere letztere Reaktion kann zu neurotoxischem Pyridoxalmangel

fithren. Wihrend der Behandlung sollte daher eine Substitution mit Pyridoxin erfolgen.!?6:7)

o _N
“NH,
KatG
—_—

N NAD*

~
N |

Ribose-ADP

Isoniazid INH-NAD

Abbildung 3: Aktivierung von Isoniazid durch die Katalase/Peroxidase KatG.

Das Ethylendiamin-Derivat Ethambutol wirkt bakteriostatisch gegen proliferierende
Mykobakterien. Es besitzt zwei Stereozentren, wobei das §,5-(+)-Enantiomer aktiv ist, das
R,R-(-)-Enantiomer inaktiv und die meso-Form schwach wirksam ist.[?®) Man nimmt an, dass
S,S-Ethambutol  eine  Arabinosyltransferase = hemmt, wodurch der Aufbau der
Arabinogalactanschicht gestort wird.[*33°! Dies fiihrt wiederum zu einer Erhohung der
Zellwanddurchlissigkeit, wodurch der synergistische Effekt mit anderen Antituberkulotika
erklart werden kann. Ethambutol wird zu 60 % unveridndert ausgeschieden oder nach
Oxidation zum Di-Aldehyd bzw. zur Di-Sdure, die dann als Di-Glucuronid ausgeschieden
wird. Nebenwirkungen sind Schddigungen des Sehnervs wund Erhohung des

Harnséurespiegels.[26-27]

Der Wirkmechanismus von Pyrazinamid ist nicht vollstindig verstanden. Es wird
angenommen, dass Pyrazinamid durch passive Diffusion in das Mykobakterium gelangt und
dort durch eine Amidase zur Pyrazinsdure (pks 2.9) hydrolysiert wird. Die Sdure akkumuliert
im Zellinneren und senkt den pH-Wert. Dies beeintriachtigt den zur ATP-Synthese
notwendigen Protonengradienten iiber die Zellmembran. Pyrazinsidure kann wiederum durch
passive Diffusion oder durch aktiven Transport das Zellinnere verlassen. Herrscht im
ZellduBeren ein saures Milieu, wie dies in Makrophagen und Phagolysosomen der Fall ist, so
ist der protonierte ungeladene Anteil der Pyrazinsdure erneut in der Lage in das

Mykobakterium zu diffundieren. Pyrazinamid ist hochwirksam gegen persistierende
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Mykobakterien, die sich in saurer Umgebung unter einem pH-Wert von 5.5 befinden.[40:2627]
Resistenzen kommen durch Mutationen im pncA-Gen, das fiir die Amidase codiert, zustande.
Dadurch wird die Aktivierung von Pyrazinamid zur Siure verhindert.*!! Gegen die
Pyrazinsdure selbst sind keine Resistenzen bekannt. In der Leber findet schnelle
Amidhydrolyse und Hydroxylierung in Position 5 durch die Xanthinoxidase und die
Aldehyddehydrogenase statt. Als unerwiinschte Nebenwirkung kommt es zur Erhéhung des

Harnséurespiegels.[26-27-3

Die effektive Therapie der resistenten Tuberkulose ist ohne Kenntnis des Resistenztyps
unmoglich. Es wird zwischen drei Resistenzsituationen unterschieden. Ist der Erreger resistent
gegen die zwei effektivsten Erstrang-Antituberkulotika Isoniazid und Rifampicin, spricht man
von einer multiresistenten Tuberkulose (Multidrug-resistant-TB, MDR-TB). Werden
zusitzlich Resistenzen gegen die Fluorchinolone und gegen die parenteral zu applizierenden
Zweitrang-Antituberkulotika (Amikacin, Kanamycin, Capreomycin) festgestellt, handelt es
sich um eine extrem resistente Form (Extensively drug-resistant-TB, XDR-TB). Rifampicin-
resistente Erreger sind ausschlieBlich gegen Rifampicin resistent (Rifampicin-resistant-TB,
RR-TB)."?1 Die Therapie ist kompliziert, muss individuell abgestimmt werden und kann
langer als zwei Jahre dauern. Fiir die initiale Pharmakotherapie sollte idealerweise eine
Kombination aus fiinf wirksamen Antituberkulotika der Substanzgruppen 1-5 zum Einsatz

kommen (sieche Tabelle 1).15-6:14.22.27]

Tabelle 1: Enteilung der Antituberkulotika.

Gruppe Beschreibung Substanz

Rifampicin
Isoniazid

1 Orale-Erstrang-Antituberkulotika Ethambutol

Pyrazinamid

Rifabutin

Streptomycin
Capreomycin
2 Injizierbare Antituberkulotika
Amikacin

Kanamycin

Ofloxacin
3 Fluorchinolone Levofloxacin

Moxifloxacin
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Gruppe Beschreibung Substanz
Ethionamid
Protionamid
4 Orale-Zweitrang- Antituberkulotika Cycloserin
Terizidon

p-Aminosalicylsidure

Clofazimin
Linezolid
Substanzen mit unklarer Wirksamkeit bzw. Stellenwert fiir die | Amoxicillin/Clavulansiure
Tuberkulosetherapie Thiocetazon
Clarithromycin

Imipenem

Substanzen der Gruppe 5 werden derzeit nicht von der WHO zur Routinebehandlung empfohlen.

Die aktuell verwendeten Erstrang-Antituberkulotika sind allesamt um die fiinfzig Jahre alt.
Die zwingend notwendige Reaktion auf die globale TB-Situation erfolgte mit dem Stop-TB-
Programm gegen Ende des letzten Jahrtausends. Im Zuge dessen wurde auch das Interesse der
pharmazeutischen Industrie wiedererweckt, sodass sich mittlerweile insgesamt zehn neue oder
bereits anderweitig bekannte Antibiotika in der Pipeline (Phase II/III) sowie viele weitere in

der Priklinik oder Entwicklung befinden (siehe Kapitel 1.5).143

Die aus dem attenuierten M. bovis-Stamm Bacille-Calmette-Guérin (BCG) hergestellten
Impfstoffe sind beziiglich der Risiko-Nutzen-Abwégung kritisch zu betrachten und werden
immer seltener eingesetzt. Die Routine-Impfung wird von der STIKO (Stindige
Impfkomission) des Robert-Koch-Instituts fiir Deutschland seit 1981 nicht mehr empfohlen.
Einige neuartige oder modifizierte BCG-Impstoffe befinden sich aktuell in der

Entwicklung.[4+4]

Einleuchtenderweise gibt es auch auf diesem Forschungsfeld dringenden Nachholbedarf.

Aktuell befinden sich zwdlf neue Impfstoffe in der klinischen Phase.
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1.4 Die mykobakterielle Zellwand als potenzielles Ziel von Antituberkulotika

1.4.1 Aufbau der mykobakteriellen Zellwand

Die mykobakterielle Zellwand besteht aus einer inneren Plasmamembran, die von einer lipid-
und kohlenhydratreichen Schicht umgeben ist, welche ihrerseits wiederum von einer Art
Kapsel aus Polysacchariden, Proteinen und Lipiden umgeben ist. Die Plasmamembran besitzt
dhnlich der Zellwand Gram-positiver Bakterien eine Peptidoglykanschicht bestehend aus N-
Acetyl-f-D-glucosaminyl-(1—4)-N-acetylmuraminsidure-Einheiten, die durch an die Séaure-
Gruppen der Muraminsiduren gekniipfte und wiederum iiber Peptidlinker quervernetzte
Peptidketten miteinander verbunden sind. Der Kern der Zellwand ist chemisch gesehen aus
drei kovalent miteinander verbundenen Makromolekiilen aufgebaut: stark quervernetztem
Peptidoglykan, Arabinogalactan (AG) und Mykolsduren. Die Arabinan-Kette des
Arabinogalactans verankert hierbei die duflere Lipidschicht aus Mykolsduren und verbindet
diese iiber eine Galactan-Kette mit der darunter liegenden Peptidoglykanschicht. Dieser
Mykolyl-Arabinogalactan-Peptidoglykan-Komplex (mAGP) bildet das Riickgrat der
mykobakteriellen Zellwand. In die Mykolsdureschicht sind wiederum weitere Glycolipide

eingebettet, die eine duBere Lipidschicht bilden (siche Abbildung 4).[46:47:48]

\

Mykolsauren
Mykolsauren

Mykolyl-
Arabinogalactan-
Peptidoglykan
(mAGP)

Arabinan

Arabinogalactan
(AG)

Galactan

Peptidoglykan

Plasmamembran

Abbildung 4: Schema zum Aufbau der mykobakteriellen Zellwand (duBere Lipidschicht und Kapselbestandteile
sind nicht dargestellt).

Mykolsduren sind verzweigte a-Alkyl-f-hydroxy-Fettsduren mit einer Kettenldnge bis zu 90

Kohlenstoffatomen und hauptsidchlich verantwortlich fiir die wachsartige Lipidstruktur der
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Zellwand. Der Grofteil liegt hierbei verestert mit Arabinogalactan, ein kleinerer Teil als
Trehalose-6,6‘-dimykolat, dem sogenannten Cord-Faktor (siehe Kapitel 1.2.1), vor. Man
unterscheidet a-Mykolsduren, Kefo-Mykolsduren und Methoxy-Mykolsduren (siehe
Abbildung 5).[4%3% Allen gemeinsam sind die Chiralititszentren in a- und S-Position zur
Carboxylgruppe mit R,R-Konfiguration. Die Cyclopropan-Ringe sind entweder cis
konfiguriert oder liegen wie bei den Keto- und Methoxy-Mykolsduren als a-Methyl-trans-
cyclopropan vor, wobei sich die Methyl-Gruppe in distaler Position zur Hydroxysidure-Gruppe
befindet.>!! Der Aufbau und die genaue Zusammensetzung der Mykolséuren variiert nicht nur
zwischen den jeweiligen Arten von Mykobakterien, sondern auch zwischen verschiedenen
Zelllinien von M. tuberculosis. Es wurden Mykolsduren variierender Kettenldnge mit
Doppelbindungen, zusitzlichen Cyclopropan-Ringen oder gebunden als Wachs-Ether
gefunden.’?73  Interessanterweise zeigen langsam wachsende Mykobakterien wie M.
tuberculosis ein Cyclopropan-Substitutionsmuster, wohingegen das schnell wachsende M.
smegmatis ein Doppelbindungsmuster besitzt. Die Bestimmung des Mykolsduremusters, d.h.
des Aufbaus und der genauen Zusammensetzung der Mykolsduren z.B. mittels NMR-
Spektroskopie und Massenspektrometrie, ergibt somit eine Art Fingerabdruck eines Stammes

und ermdglicht dadurch dessen Zuordnung.>!!

a-Mykols&uren: OH

R
ois ois B (CH3)21CH3

17 10 17

CO,H

Keto-Mykolsauren:

= OH
S ois A R_ (CH3)21CH3
17 10 17
o CO,H
Methoxy-Mykolsauren:
OH

R
ois (CH2)21CH3

0
CH3; COzH

3
W)y
Oiwn
3
Py

Abbildung 5: Beispiele von a-, Keto- und Methoxy-Mykolsauren.

Als wesentlicher Bestandteil der hydrophoben Zellwand machen die Mykolsduren zusammen
mit den Peptidoglykanen und Arabinangalactanen iiber 60 % des Zelltrockengewichts aus.
Diese auBerordentlich dicke und wachsartige Zellwand ist fiir das Mycobacterium
lebensnotwendig. Sie bietet Schutz vor mechanischer Krafteinwirkung, Austrocknung,
Kilteeinwirkung, Alkohol, Sduren und Laugen. Zudem emdoglicht sie die Vermehrung in
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Makrophagen und stellt eine effektive Barriere fiir Antibiotika dar. Auch Desinfektionsmittel
wirken nur bedingt und erst nach stark verldngerter Einwirkzeit. Diese Fakten machen
verstdndlich, dass es sich bei Mykobakterien um extrem widerstandsfihige und robuste
Mikroorganismen handelt, die unter extremen &dufleren Bedingungen iiberleben konnen.
Gleichfalls geht daraus aber hervor, dass eine gezielte Storung des Zellwandaufbaus zu nicht

tiberlebensfihigen Mykobakterien fiihrt,[50->455]

1.4.2 Biosynthese von Mykolsduren

a) Der Fettsiuresyntheseweg I
Die Fettsduresynthese ist ein lebenswichtiger Vorgang aller Organismen z.B. fiir den Aufbau
von Membranen. Im Fettsdurezyklus I werden Fettsduren mit einer Kettenlinge von 16 bis 18
Kohlenstoffatomen synthetisiert. Die Fettsduresynthase 1 (FAS-I) ist ein grofler
multifunktioneller Enzymkomplex, durch den die anabolen Stoffwechselvorginge katalysiert
werden.%7] Zwar ist der Aufbau der FAS-T von Organismus zu Organismus unterschiedlich,
die dabei ablaufenden Reaktionsschritte sind aber gleich. Acyl-Reste, die iiber einen Linker
mit endstidndiger Thiol-Gruppe kovalent an das Acyl-Carrier-Protein (ACP) gebunden sind,
durchlaufen einen enzymatischen Kreislaufprozess, bei dem der an das ACP gebundene Acyl-
Rest von einem enzymatischen Schritt zum néchsten innerhalb des Multienzymkomplexes
weitergegeben wird. Dabei erfolgt pro Zyklus eine Kettenverldngerung von zwei Kohlenstoff-

Atomen durch die Einfiihrung eines Acetyl-Rests.[>3->]

Im ersten Schritt wird Acetyl-CoA mit Hilfe der Acetyl-CoA-Carboxylase (1. ACC) zu
Malonyl-CoA umgesetzt. Dieses wird durch die Malonyl-Acetyl-Transferase (2. MAT) in
Schritt 2 auf den Thiol-Linker des ACP iibertragen. Im Anschluss findet eine durch die f-
Ketoacylsynthase (3. KS) katalysierte Claisen-Kondensation von Malonyl-ACP mit Acetyl-
CoA zum f-Keto-Acyl-ACP statt. Es folgt die Reduktion des Ketons zum Alkohol durch die
Ketoreduktase (4. KR), Elimination von H>O durch die Dehydratase (5. DH) und schlielich
die Hydrierung der zuvor entstandenen Doppelbindung durch die Enoylreduktase (6. ER). Das
entstandene gesittigte Butanoat-ACP ist gegeniiber dem Substrat Acetyl-CoA um zwei
Kohlenstoffatome verldngert und wird erneut dem Elongationszyklus zugefiihrt. Dieser
Prozess wiederholt sich so lange, bis Fettsduren mit einer Kettenlinge von Cis—Cis, bei

Mykobakterien bis Ca, entstanden sind (siche Abbildung 6).16-57-381
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Abbildung 6: Reaktionen des FAS-I-Zyklus.

b) Der Fettsiiuresyntheseweg Il von Mykobakterien
Mykobakterien besitzen die besondere Fahigkeit, die im FAS-I synthetisierten Fettsduren
anschlieBend bis auf eine Kettenldnge von 56 Kohlenstoffatome zu verlidngern. Dies findet im
sogenannten Fettsduresyntheseweg-1I (FAS-II) statt (sieche Abbildung 7). Die einzelnen
Reaktionen des Elongationsprozess® sind analog des FAS-I, werden aber im Unterschied zum
FAS-I nicht durch ein groes Multifunktionsenzym katalysiert. Die jeweiligen Teilschritte
werden durch einzelne kleine Enzyme katalysiert, wobei die Intermediate wiederum als
Thioester an ACP gebunden vorliegen.’®%% Eine p-Ketoacylsynthase (FabH, KasA, KasB)
katalysiert die Claisen-Kondensation von Malonyl-ACP mit der aus dem FAS-I stammenden
und mit CoA veresterten Fettsdure. Durch die Ketoreduktase MabA findet anschlieBend die

Reduktion der Ketofunktion zur Hydroxylfunktion statt. Nach Eliminierung von H>O durch
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eine Dehydratase (HadAB, HadBC) wird die entstandene Doppelbindung durch die
Enoylreduktase InhA zum gesittigten und um zwei Kohlenstoffatome verlingerten Acyl-
ACP-Intermediat hydriert. Wiederholtes Durchlaufen des Elongationskreislaufs ermoglicht
dem Mycobakterium die Synthese von Fettsduren mit einer Kettenldnge von bis zu 56 C-
Atomen, die auch Meromykolsduren genannt werden. Durch anschlieBende enzymatische
Kondensationsreaktionen sowie durch Einfithrung diverser funktioneller Gruppen entstehen
letztlich die eigentlichen Mykolsduren mit Kettenldngen bis zu 90 C-Atomen (siche Kapitel
1.4.1).161

(o] 0 (o]
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2
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Abbildung 7: Der mykobakterielle FAS-1I-Zyklus.
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1.5 Die Enoylreduktase InhA des FAS-II-Wegs von Mykobakterien als
potenzielles Ziel neuer Antituberkulotika
Wie bereits ausgefiihrt sind die Mykolsduren als essenzieller Baustein seiner Zellwand fiir das
Mycobacterium tiberlebenswichtig (siehe Kapitel 1.4). Die gezielte Storung der Biosynthese
von Mykolsduren resultiert daher in nicht iiberlebensfihigen Mykobakterien. Im Gegensatz
zum FAS-I-Kreislauf, der von humanen wie auch von mykobakteriellen Zellen zur Synthese
kurzkettiger Fettsduren verwendet wird, liegt der FAS-II-Zyklus mit seiner hierfiir
notwendigen Enzymausstattung nur im Mycobacterium vor. Die am FAS-II-Zyklus
beteiligten Enzyme (siehe Kapitel 1.4.2.b)) unterscheiden sich zudem strukturell deutlich von
denen des FAS-I-Komplexes. Die Entwicklung selektiver Antibiotika, die gezielt das FAS-II-
System und damit die Biosynthese von Mykolsduren inhibieren, macht es also moglich, den
Zellwandaufbau des Mycobacteriums zu unterbinden, ohne mit den physiologischen

Stoffwechselvorgingen zu interferrieren.[6263]

Die Dehydrogenase InhA ist die Enoyl-ACP-Reduktase des FAS-II-Systems in
Mykobakterien. Sie katalysiert die Hydrierung der trans-konfigurierten Doppelbindung an
Position 2 der an ACP gebundenen Fettsiure mit Hilfe von NADH als Cofaktor.[64! In der
aktiven Form liegt InhA als Homotetramer vor, wobei die Grenzflichen der Monomere durch
a-Helices bzw. B-Faltblitter stabilisiert sind. Jedes Monomer besteht aus sieben B-Faltblatt-
Stringen, die zusammen ein parallel angeordnetes P-Faltblatt bilden, sowie aus acht a-
Helices. Zusammen mit sechs o-Helices bildet das B-Faltblatt wiederum die sogenannte
Rossmann-Faltung aus. Hierunter versteht man eine Sekundarstruktur, die Dinucleotide wie
NADH binden kann.[®! Zwei der drei a-Helices, die eine tiefe hydrophobe Tasche formen,
bilden die flexible Substratbindeschleife. Anders als bei anderen Enoylreduktasen ist die
Substratbindeschleife von InhA lidnger und bildet eine tiefere Tasche. Dieses strukturelle
Merkmal erkldrt wiederum die Spezifitit von InhA gegeniiber lingerkettigen Fettsduren als
Substrat.[”l Die Hemmung von InhA als essenziellem Enzym des FAS-II-Systems fiihrt zu

einer Storung des mykobakteriellen Zellwandaufbaus und schlieBlich zur Zelllyse.[®!

Altbekannte Hemmstoffe der Enoylreduktase InhA, die therapeutisch eingesetzt werden, sind
Isoniazid (INH) (siehe Kapitel 1.3.3) und das strukturell verwandte Ethionamid (ETH). Die
aktiven Formen beider Prodrugs besitzen denselben Wirkmechanismus, der
Aktivierungsschritt unterscheidet sich hingegen. Wihrend INH durch die Katalase/Peroxidase
KatG oxidiert bzw. aktiviert wird, erfolgt die Aktivierung von Ethionamid iiber die

Monooxygenase EthA.B%9701 Die meisten INH-Resistenzen beruhen auf Mutationen von
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KatG, wodurch die Bildung des aktiven INH-NAD-Addukts ausbleibt.[’!! Analog fiihren
Mutationen im ethA-Gen zum Ausbleiben der Ethionamid-Aktivierung, wodurch das aktive
ETH-NAD-Addukt nicht gebildet werden kann.[”?! Die Suche nach neuartigen InhA-
Inhibitoren konzentriert sich daher auf die Entwicklung direkter Hemmstoffe, die keiner
vorangehenden enzymatischen Aktivierung bediirfen und somit auch gegen KatG-mutierte
INH-resistente und EthA-mutierte ETH-resistente Mykobakterien wirksam sind. FEinige
vielversprechende Verbindungen befinden sich aktuell in der Optimierungsphase. Hierzu
gehoren die vom antibakteriell wirksamen Triclosan abgeleiteten Diphenylether-
Derivate,[’>7¥ die in der vorliegenden Arbeit zu Validierungszwecken verwendet wurden und
dort ausfiihrlicher besprochen werden (siehe Kapitel 2.3.3.d)). Im Zuge eines Hochdurchsatz-
Screenings wurde die Strukturklasse der Arylamide ausfindig gemacht und optimiert (z. B.
Genz-10850).1°1  Vielversprechende Ergebnisse bei in vitro Testungen beider
Verbindungsklassen konnten allerdings bei in vivo-Testungen nicht reproduziert werden.
Diese Tatsache verdeutlicht die Komplexitit bei der Entwicklung neuer Antituberkulotika.
Die erforderlichen lipophilen Eigenschaften fiir die Penetration durch die mykobakterielle
Zellwand machen es sehr schwer, auch den pharmakokinetischen Anforderungen beziiglich
Loslichkeit, Absorption, Verteilung und Plasmaproteinbindung zu geniigen. Seitens der
pharmazeutischen Industrie wurde im Jahre 2010 von GlaxoSmithKline eine Verbindung (I)
mit guten inhibitorischen in vitro Eigenschaften zum Patent angemeldet.’! Weiterhin
befinden sich Derivate von Pyrrolidincarboxamiden als Leitstruktur in der Optimierungsphase

(siehe Abbildung 8).177]

Sy Hz OH cl OH Ry
o . o
A —,
N cl cl R

Ethionamid Triclosan Biphyenylether
(0]
C@A
: .
H
Genz- 10850 Pyrrolidincarboxamide |

Abbildung 8: Das orale Zweitrang-Antituberkulotikum Ethionamid und eine Ubersicht neuer InhA-Inhibitoren in
der Entwicklung.
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In dieser Arbeit wird die Strukturklasse der Thiazolidindione und verwandter

Fiinfringheterozyklen als potenzielle Hemmstoffe der Enoylreduktase InhA untersucht.
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1.6 Ausgangssituation und Zielsetzung

Die vorangegangenen Ausfiihrungen machen deutlich, wie wichtig und dringend die
Entwicklung neuer Wirkstoffe gegen Mykobakterien ist. Als Grundlage dieser Arbeit dienten
Vorarbeiten, die im Arbeitskreis von Prof. Dr. C. Sotriffer an der Universitit Wiirzburg
geleistet wurden.!”8! Im Rahmen des strukturbasierten Wirkstoffdesigns wurde ein virtuelles
Screening nach neuen direkten InhA-Inhibitoren durchgefiihrt. Hierbei konnte eine Reihe
potenzieller Inhibitoren der InhA identifiziert werden, von denen neun kommerziell erworben
wurden. Drei dieser Substanzen wiesen eine moderate Hemmung des Enzyms von bis zu

25 % bei eingesetzten Konzentrationen von 30-50 uM auf (sieche Abbildung 9).

o S
)k )k O\\ //O
5 ) HN™ N SN
) SORA®
o F /
Br
Thiazolidindion Thiohydantoin Sulfonamid

Abbildung 9: Verbindungen mit moderaten InhA-Hemmeigenschaften.

Ziel dieser Arbeit war zum einen der Aufbau und die Validierung eines Testsystems, das es
ermoglichen soll, die bisherigen Ergebnisse zu bestitigen und die Moglichkeit bietet, weitere

Verbindung zuverlissig und schnell testen zu konnen.

AuBlerdem sollten Derivate der Thiazolidindione und verwandter Fiinfringheterozyklen
synthetisiert und in einem iterativen Prozess in Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prof.

Dr. C. Sotriffer optimiert werden (Testung—Docking—Synthese neuer Derivate).

Mit der aufgebauten Substanzbibliothek sollten parallel in-vitro-Testungen an den Erregern
sowie mit guten Inhibitoren  Cokristallisationsversuche  durchgefithrt  werden.
Enzymkinetische Experimente sollten zudem Aufschluss iiber den Inhibitionsmechanismus

geben.

Die Problematik, dass die in dieser Arbeit untersuchte Leitstruktur mit Thiazolidin-Fragment
in der Literatur als hdufig auftretendes falsch positives Ergebniss von Screening-Kampagnien
bekannt ist,[’*8% sollte ebenfalls niher untersucht werden. Die Frage, ob lediglich promiskes
Verhalten oder spezifische Bindungsmodalititen fiir die beobachteten Hemmungen von InhA

verantwortlich sind, sollte geklidrt werden.

Zusitzlich sollten Testungen an Proteasen und Erregern, die Bestandteil der Forschung im

Arbeitskreis von Prof. Dr. Tanja Schirmeister sind, durchgefiihrt werden. Neben der
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Beriicksichtigung von Zufillen bei wissenschaftlichen Arbeiten sollten hierdurch weitere
Informationen beziiglich der Promiskuitit der untersuchten Verbindungsklasse erhalten

werden.
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2 Etablierung eines InhA-Testsystems

Vor der praktischen Umsetzung bzw. Etablierung eines enzymatischen Testverfahrens wurde
das Substrat 2toCoA synthetisiert und das Enzym InhA isoliert und aufgereinigt. Nachstehend
werden die hierzu durchgefiihrten Experimente erldutert. Im Anschluss werden die
theoretischen Grundlagen der Enzymkinetik und -inhibition besprochen, um dann detailliert

den Aufbau und die Validierung des enzymatischen Assays aufzuzeigen.

2.1 Darstellung des Substrats 2-trans-Octenoyl-Coenzym A (2toCoA)

Fiir die enzymatischen Testungen der Inhibitoren wurde das Substrat 2-trans-Octenoyl-
Coenzym A aus der entsprechenden aktivierten 2-trans-Octensdure und dem Coenzym A
synthetisiert. Bevor die Synthesewege niher erldutert werden, soll das Coenzym A (CoA)
bzw. das 2-trans-Octenoyl-Coenzym A (2toCoA) beziiglich seiner strukturellen

Eigenschaften und der damit einhergehenden Stabilitdtsproblematik betrachtet werden (siehe

Abbildung 10).

i i i i i NH,
E 0 o . go 0 /N SN
LS J\A N L otb-o-pio < | |
! ) | —P—Q—P—+ —
h e gy N L N7
| H. H. ' OH HO (@]
oF I . OH I I
| | | L oo
| | | - lo=ton
1 : 2 : 3 : 4 b5 OH 6

2-trans-Octenséure Y

Coenzym A

Abbildung 10: Ubersicht der Struktur von 2toCoA.

Die Struktur des Coenzym A wurde von Lipman et al. erstmals aufgeklirt.®!! Es besteht aus
Cysteamin (2), p-Alanin (3), 2,4-Dihydroxy-3,3-dimethylbutansidure (Pantoinsdure, 4),
Pyrophosphat (5) und 3°-phosphoryliertem Adenosin (6). Die 2-trans-Octensdure (1) liegt im
Produkt 2toCoA als Thioester gebunden an das Cysteamin des CoA vor.!8?l Hieraus ergeben

sich folgende Probleme fiir die Stabilitit und Synthese:

e Die als Thioester gebundene 2-trans-Octensdure (1) besitzt ein Michael-System und

ist somit am f-C-Atom nucleophil angreifbar.
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¢ Die energiereiche Thioesterbindung von 2toCoA ist stark hydrolyseempfindlich.

¢ Die freie Thiolgruppe des CoA wird durch Luftsauerstoff rasch zum Disulfid oxidiert.

¢ Die Pyrophosphatgruppe (5) ist im Sauren hydrolyseempfindlich.

e Die Vielzahl von hydrophilen Gruppen erklért die gute Wasserloslichkeit sowie die
sehr schlechte Loslichkeit in organischen Losemitteln.

¢ Eine Vielzahl von nucleophilen Gruppierungen des CoA erschwert die regioselektive

Acylierung des Thiols zum Thioester 2toCoA.

Nacheinander und unter Beriicksichtigung der genannten Schwierigkeiten werden nun die
sich daraus ergebenden  Syntheserouten  besprochen.  Zuerst werden  die
Synthesemoglichkeiten zur Aktivierung von 2-frans-Octensdure, anschlieBend die
Kondensation der aktivierten Sédure mit CoA zum Thioester und zum Schluss die

Aufreinigungsmethoden diskutiert.

2.1.1 Aktivierung von 2-trans-QOctensiure

Vor Umsetzung der 2-trans-Octensdure mit CoA musste diese aktiviert werden. Hierbei muss
beriicksichtigt werden, dass die Uberfithrung der Siure in eine zu reaktive Form unter
Umstinden in einer Uberacylierung von CoA resultiert, da neben der Thiol- auch andere
nucleophile Gruppen des Molekiils bedient werden konnen. Da die spitere Kondensation zum
Thioester im wissrigen Milieu stattfindet, besteht ebenso die Gefahr einer raschen
Inaktivierung durch Hydrolyse. Andererseits muss die Reaktivitit gro genug sein, sodass
eine moglichst kurze Reaktionszeit gewihrleistet ist (vgl. Stabilitdt CoA). Auf Grund von
diesen Uberlegungen fiel die Entscheidung auf eine Aktivierung als gemischter Anhydrid (a))
und als N-Hydroxysuccinimidester (b)).

a) Umsetzung von 2-trans-Octensdure mit Chlorameisensdureethylester zum
gemischten Anhydrid

Zur Aktivierung wurde die Sdure klassisch mit Chlorameisensdureethylester zum gemischten
Anhydrid aus 2-trans-Octensdure und Kohlensiureethylester umgesetzt (siehe Kapitel
8.2.8).183 Hierfiir wurde die Siure (1.0 Aq.) unter Argonschutzatmosphire in trockenem THF
oder Diethylether gelost und mit Hilfe eines Eisbades auf 0 °C abgekiihlt. Welches der beiden
Losemittel verwendet wird, ist prinzipiell egal, wichtig aber ist, dass diese absolut trocken
sind. Fiir befriedigende Ausbeuten sind ebenfalls ausschlieBlich durch vorhergehendes
Ausglithen im Vakuum getrocknete ReaktionsgefiBle zu verwenden. Nach Zusatz von
Triethylamin (1.5 Aq.) als nicht nucleophile Base zur Deprotonierung der Siure wurde die

Reaktionslosung mit Chlorameisensiureethylester (1.5 Aq.) versetzt. Binnen weniger Minuten
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ist die Prézipitation von Triethylammoniumchlorid in Form eines weiflen Niederschlags zu

beobachten (sieche Abbildung 11).

(0] 0]
+ NEt +
N 3 )k
/\/\/\)J\OH cl O/\
1.0 Aq. 1.5 Aq. 1.5 Aq.
THF oder Et,0

0°C — (HNEt;)*CI

4h

0] (0]
W )J\
o” S0
gemischter Anhydrid
> 90%

Abbildung 11: Darstellung des gemischten Anhydrids aus 2-trans-Octensaure und Kohlensaureethylester.

Die durch Kiihlung forcierte Fillung des im unpolaren organischen Losemittel unldslichen
Salzes bildet letztlich die Triebkraft der Reaktion. Nach Filtration unter Schutzgas mittels
einer zuvor im Vakuum ausgeglithten Umkehrfritte kann das Filtrat entweder im Vakuum
eingeengt und anschlieBend in frischem Losemittel wieder gelost (Methode H1, siehe Kapitel
8.2.8.a)) oder im Scheidetrichter mit etwas kaltem diethylethergesittigtem Wasser gewaschen
werden (Methode H2, siehe Kapitel 8.2.8.b)).””! Beide Methoden fiihren zu vergleichbaren
Ergebnissen beziiglich Qualitit und Ausbeute des gemischten Anhydrids. Praktischerweise
empfiehlt sich aber Methode HI1, da das Produkt nicht wie bei Methode H2 unmittelbar
weiterverwendet werden muss, sondern unter Schutzgas und Lichtausschluss auf Eis bis zu

24 h gelagert werden kann.

b) Umsetzung von 2-trans-Octensdure mit N-Hydroxysuccinimid/DCC zum 2-trans-
Octenoyl-N-Hydroxysuccinimidester
Um zufriedenstellende Ausbeuten an 2-trans-Octensdure-N-hydroxysuccinimidester zu
erreichen, wurde fiir die Veresterung die Variante mit Dicyclocarbodiimid (DCC, 1) in
trockenem Ethylacetat gewihlt (siche Abbildung 12 und Kapitel 8.2.9).34 Hierbei greift die
deprotonierte Sdure am elektrophilen Kohlenstoff des DCC an und bildet den reaktiven O-
Acylisoharnstoff (2). Dieser ist in der Lage die Acylgruppe bzw. die Sdure auf die OH-
Gruppe des N-Hydroxysuccinimid (NHS, 1-Hydroxy-2,5-pyrrolidindion, 3) zu iibertragen.
Neben dem 2-trans-Octensdure-N-Hydroxysuccinimidester (SVO7) entsteht der N, N*-
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Dicyclohexylharnstoff (4), der formal das bei der Esterkondensation freiwerdende H>O
enthélt und, da in Essigsdureethylester unloslich, durch Prizipitation aus dem Gleichgewicht
entfernt wird. Nach Entfernung des Niederschlags durch Filtration, Einengung des Filtrats
unter vermindertem Druck, Aufreinigung des Rohprodukts durch Umkristallisation aus
Ethanol und Saulenchromatographie wurde das Produkt SVO7 mit einer Ausbeute von 73 %
erhalten. Diese ordentliche Ausbeute deutet auch darauf hin, dass die Konkurrenzreaktion
einer irreversiblen 1,3-Umlagerung des O-Acylisoharnstoff zum N-Acylharnstoff und der
damit einhergehende Verlust des Acylgruppeniibertragungspotentials, vernachldssigbar sind.
Durch Einsatz von Sdure:DCC:NHS im Verhiltnis 1:1:1 wird ebenso die theoretisch denkbare
Entstehung des symmetrischen Anhydrids der 2-frans-Octensdure unterdriickt. Vorteilhaft
gegeniiber dem gemischten Anhydrid ist die Lagerfdhigkeit des Aktivesters, er muss also

nicht unmittelbar weiterverarbeitet werden.

- O O
+NHS (1.0 Aq.)
M roeetote) > /\/\/\)J\O—N
X" “0oH EtOAC
RT-0°C
) sVo7
1.0 Aq. ~60h 73% ©

Mechanismus /O /O
(@] N

§/‘
/§‘

- =2
N

Abbildung 12: Darstellung von 2-trans-Octensaure-N-hydroxysuccinimidester.
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¢) Detektionsmaoglichkeiten fiir die DC-Analytik
Fiir die DC-Analytik zur Reaktionskontrolle und Aufreinigung der aktivierten Sdure wurde
ein Sprithreagenz verwendet, das in der Lage ist Carbonsdureester qualitativ
nachzuweisen.®831 Das Spriihreagenz 1 enthilt Hydroxylamin in alkalischem Medium. Unter
diesen Bedingungen reagiert der Aktivester (R=—Succinimid) bzw. der gemischte Anhydrid
(R=—-CO2Et) zur Hydroxamsdure, die mit Eisen-(III)-chlorid (Sprithreagenz 2) zum roten
Chelat-Komplex reagiert. Die Farbgebung ermoglicht somit eine schnelle und einfache
Identifizierung der gewiinschten Produkte (siehe Abbildung 13). Zur genauen

Zusammensetzung der Reagenzien und zur Durchfiihrung der Detektion siehe Kapitel 8.1.6.

Reagenz 1) Reaktion zur Hydroxamséaure

0 + Ho,N-OH o)

WO/R —-HO-R /\/\/\)J\NH—OH

Reagenz 2) Bildung eines roten Chelat-Komplexes mit Fe3* /

(e} 3+ H
W L \OO
3 NH—oH  —3H’ O/Fe\ />_\\_\_L
N

Abbildung 13: Detektion der aktivierten Saure in der DC-Analytik mit HoN—-OH/Fe3*-Spriihreagenz (R=-—
Succinimid bzw. —CO2Et).
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2.1.2 Umsetzung der aktivierten Siuren mit CoA zum Thioester 2toCoA

Im Hinblick auf die strukturellen Eigenschaften und Stabilitidtsoptima von Edukten und
Produkt mussten fiir die Syntheseplanung von 2toCoA mehrere Punkte bedacht werden.
Wiissrige Losungen von CoA sind im pH-Bereich von 2-6 fiir einen Tag stabil, wobei es in
neutralen Losungen oder Exposition an der Luft zur raschen Inaktivierung kommt.3?!
Losungsversuche in polaren nicht nucleophilen organischen Losemitteln wie DMF oder
DMSO waren negativ. Folglich musste auf wissrige und andere polar protische
Losemittelsysteme zuriickgegriffen werden, obwohl weder das CoA noch die aktivierte Sdure
sonderlich stabil darin sind. Das Losen und die Reaktion sollten grundsitzlich unter
Schutzgasatmosphire stattfinden, da die Oxidation von CoA zum Disulfid verhindert werden
muss. Weiterhin ist es wichtig die Nebenreaktion zum symmetrischen Anhydrid der 2-trans-
Octensédure zu verhindern. Da dieser thermodynamisch stabiler als der Thioester 2toCoA ist,
muss die Reaktion kinetisch kontrolliert werden. Um also das kinetisch kontrollierte Produkt
2toCoA zu erhalten, muss die Reaktionsdauer moglichst kurz gewihlt werden und eine
Abkiihlung der Reaktionslosung erfolgen. Dies erhoht gleichzeitig die Stabilitit von Edukten
und Produkt, weil dadurch Hydrolysereaktionen vermindert werden. Zusitzlich kann die
Nucleophilie der Thiol-Gruppe durch teilweise Deprotonierung zum Thiolat-Anion erhoht
werden. Hierbei ist allerdings zu beachten, dass man sich durch Alkalisierung des Milieus
vom Stabilititsoptimum des CoA entfernt. Der pH-Wert muss also so gewdhlt werden, dass
die daraus resultierende Beschleunigung der Reaktion die Stabilitdtsproblematik mindestens
kompensiert. Die Mercapto-Gruppe des CoA besitzt einen pKs-Wert 9.6.3%! Stellt man also
einen pH-Wert von acht ein, so liegen weniger als fiinf Prozent des CoA als Thiolat vor,
gleichzeitig fiihrt dies aber zu einer solchen Beschleunigung der Reaktion, dass Instabilitdten
ob des leicht alkalischen Milieus zu vernachldssigen sind. AuBBerdem wird die regioselektive
Acylierung der Thiol-Gruppe begiinstigt, da das Thiolat-Anion als bestes Nucleophil des CoA
schneller mit der aktivierten Siure reagieren wird als andere acylierbare Gruppierungen des
CoA (siehe Kapitelanfang 2.1). Bei den Aufreinigungs- und Aufarbeitungsmethoden (Kapitel
2.1.5) wird die Abhingigkeit der Reaktion vom pH-Wert nidher betrachtet. Dies steht auch im
Einklang mit in der Literatur beschriebenen Methoden,[77-83:86.87.831 die iiberwiegend einen pH-
Wert von acht beschreiben. Diese Uberlegungen gelten allgemein fiir alle nun angefiihrten

Syntheserouten.
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a) Umsetzung des gemischten Anhydrid aus 2-trans-Octensiure und
Kohlensdureethylester mit Coenzym A zu 2toCoA

Es wurden 2 ml des in situ hergestellten und in frischem THF gelosten gemischten Anhydrid
aus 2-trans-Octensiure und Kohlensiureethylester zu 2 ml (1.0 Aq.) einer auf einem Eisbad
gekiihlten wissrigen Losung von CoA der Konzentration 10 mg/ml, die mit 0.1 M
Natronlauge auf pH 8 eingestellt wurde, binnen 5 min unter Argon zugetropft (siche Kapitel
8.2.10.a)). Unter Abspaltung von Ethanol und CO> bildet sich der Thioester 2toCoA. Ein
Volumen von 2ml der THF-Losung sollte ungefihr 1.6 Aq. des gemischten Anhydrids
entsprechen. Insgesamt erhilt man damit ein Gesamtvolumen der Reaktionslésung von 4 ml
bestehend aus THF:H>O bzw. Et;O:H>O im Verhiltnis 1:1. Nach 10-15 min wird die
Reaktion gestoppt und die Reaktionslosung zur Aufreinigung unmittelbar in die préiparative

HPLC eingespritzt (siche Abbildung 14).

Fir die Aufreinigung per HPLC sollten die genannten Volumina und Konzentrationen
moglichst exakt eingehalten werden, denn nur auf diese Weise ist eine Uberladung der
Trennsdule und folglich eine reproduzierbare Aufreinigung moglich. Die Verwendung eines
Losemittelgemisches aus Na,COs-Puffer/ 50 mM/ pH 8, Ethanol und Essigsdureethylester im
Verhiltnis 1:1:1 erweist sich bei dieser Reaktion nicht als iiberlegen. Eine stark verlidngerte
Losungsdauer des CoA sowie eine schlechtere Auftrennung bei der anschlieBenden
Aufreinigung sind hierbei sogar hinderlich. Diese Syntheseroute des CoA funktioniert
zuverldssig und reproduzierbar. Idealerweise 16st man den gemischten Anhydrid zuvor in so
viel frischem THF oder Diethylether, dass sich Aliquote zu je 2 ml 4 1.6 Aq. ergeben
(Methode H1, siehe Kapitel 8.2.8.a)). Diese ermoglicht eine sukzessive Synthese von 2toCoA,
indem die Aliquote des gemischten Anhydrids nacheinander mit CoA umgesetzt und
aufgereinigt werden. Bei Verwendung des nach Methode H2 (siehe Kapitel 8.2.8.b))
hergestellten gemischten Anhydrid muss auf Grund des vorangegangenen Waschvorgangs mit
ethergesittigtem H>O die Umsetzung mit CoA unverziiglich erfolgen. Fiir die Herstellung von
2toCoA im groBeren Mafstab eignet sich diese Methode daher nicht, weil eine sukzessive

Synthese bzw. Aufreinigung hier nicht moglich ist.

b) Umsetzung von 2-trans-Octenoyl-N-hydroxysuccinimidester (SV07) mit Coenzym

A zu 2toCoA
Die Umsetzung von 2-frans-Octenoyl-N-hydroxysuccinimidester (SV07) mit Coenzym A zu
2toCoA erfolgt prinzipiell analog zur Synthese mit einem gemischten Anhydrid (siehe Kapitel
8.2.10.b)).187881 Vorteilhaft hierbei ist die leichtere Handhabbarkeit des 2-trans-Octenoyl-N-

hydroxysuccinimidesters. So musste dieser auf Grund seiner Lagerfahigkeit nicht vor jeder
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Synthese von 2toCoA neu hergestellt werden. Nachteilig sind allerdings eine lidngere
Reaktionsdauer (~1h) und eine erschwerte Aufreinigung, da als Nebenprodukt N-
Hydroxysuccinimid entsteht, das im Gegensatz zu CO2 und Ethanol als Nebenprodukte der
Synthese via gemischtem Anhydrid die Gefahr erhoht, die semiprédparative Trennsdule der

HPLC zu iiberladen.

HS—CoA
1.0Aq./2ml
H,O /0.1 M NaOH / pH 8
oder
Na,CO3-Puffer 50 mM, pH 8/EtOH/EtOAc 1:1:1
0°C
\ /
o o o) Q
+M )‘J\ +/\/\/\)’J\
N0 o™ 0—N
1.6 Ag./2ml 1.6 Aq./2ml
THF/Et,0O THF/Et,0O )

- CO,

— EtOH —NHS

O

~ 25% WS—COA ~10%

Abbildung 14: Syntheserouten von 2toCoA.
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2.1.3 Alternative Varianten der Synthese von 2toCoA

a) Umsetzung des 2-trans-Octenoyl-N-hydroxysuccinimidesters mit Coenzym A zu 2-
trans-Octenoyl-Coenzym A in Gegenwart von Thioglykolsdure

Bereits im kommerziell erworbenen CoA liegt ein groBer Teil als Disulfid-Oxidationsprodukt

vor. Al-Arif und Blecher berichten iiber eine Methode, das unerwiinschte Disulfid durch

Zusatz von Thioglykolsdure (Mercaptoessigsidure) -analog der Priparation von Dauerwellen-

zu reduzieren (siche Abbildung 15).187!
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Abbildung 15: Die Oxidation von CoA zum Disulfid kann durch Zugabe von Thioglykolsaure verhindert werden.

Durch die Uberfithrung in die zu acylierende freie Thiol-Form konnte man teures CoA
einsparen. Allerdings empfiehlt sich die Zugabe eines sehr groBen Uberschusses (~30 Aq.) an
Acylierungsreagenz, da logischerweise auch freie Thiol-Gruppen der Thioglykolsidure mit der
aktivierten Sédure reagieren (siche Kapitel 8.2.10.c)). Die Reaktionskontrolle erfolgte mit
Ellmans-Reagenz (siehe Kapitel 2.1.4), womit nach ca. dreieinhalb Stunden keine freien
Thiol-Gruppen mehr detektiert werden konnten. Da eine Aufreinigung mittels HPLC
unbefriedigend war, wurde eine Fiéllung von 2toCoA mit Perchlorsidure durchgefiihrt. Selbst
nach intensiver Kiihlung, Lagerung und Zentrifugation mittels Ultrazentrifuge konnten nur
sehr geringe und daher nur sehr schwer handhabbare Mengen des Niederschlags isoliert
werden (Ausbeuten <4 %). Zu beriicksichtigen ist allerdings, dass nur 50 mg an CoA
eingesetzt wurden. Eine Vergroerung des Ansatzes wiirde unter Umstinden zu wesentlich
besser zu isolierenden Niederschldgen fiihren. Ebenso ist denkbar, dass Thioester mit grof3erer
Kettenlidnge besser prizipitieren. Wirtschaftliche Aspekte wie der sehr hohe Preis von CoA
und die Fragestellung, ob das Perchlorat-Salz von 2toCoA als Substrat im enzymatischen
Assay in gleicher Weise funktioniert wie die freie Form, fiihrten dazu, diese Strategie nicht

weiter zu verfolgen.

b) Umsetzung des 2-trans-Octenoyl-N-hydroxysuccinimidesters mit polysilyliertem
Coenzym A zu 2-trans-Octenoyl-Coenzym A
Ein groBes Problem der bisher aufgefiihrten Synthesen ist die Verwendung eines bindren

Gemisches aus Wasser und einem organischen Losemittel wie THF oder Diethylether bei der
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Reaktion der aktivierten Sdure mit CoA. Da dies sich negativ auf die Stabilitit vom
Acylierungsreagenz und von CoA auswirkt, das CoA gleichzeitig aber stark hydrophil ist,
liegt der Gedanke nahe die Lipophilie von CoA durch geeignete Derivatisierung so stark zu
erhohen, dass dieses in organischen Losemitteln in Losung geht. Lucet-Levannier et al.
beschreiben hierfiir eine Methode, bei der die hydrophilen Gruppen von CoA (1) durch 1-
Methoxy-2-methyl-1-trimethylsiloxypropen (2, 25 Aq.) silyliert und dadurch geschiitzt
werden (siche Kapitel 8.2.10.d)).18°1 Somit sind auch die nucleophilen Gruppen am CoA
durch Trimethylsilyl-Gruppierungen geschiitzt.®!! Daraus resultiert die Loslichkeit des
polysilylierten CoA (3) in organischen Losemitteln wie Acetonitril und THF, die Vermeidung
einer Uberacylierung von CoA und die Unterdriickung der Oxidation zum Disulfid. Nach dem
Silylierungsschritt wurde das Acetonitril im Vakuum entfernt. Uberschiissiges 1-Methoxy-2-
methyl-1-trimethylsiloxypropen  (2) sowie die fliichtigen  Nebenprodukte  der
Silylierungsreaktion wie Hexamethyldisiloxan(4) und Methylisobutyrat (5) wurden hierbei
entfernt. Nach Losen in frischem trockenen THF erfolgte in situ-Entschiitzung durch Fest-
Fliissig-Phasentransferkatalyse mit CsF und Dicyclohexyl-18-Krone-6 (DCH-18-C-6) zum
polyanionischen CoA (6) und konzertiertem Umsatz mit der aktivierten Sdure zu 2toCoA (8).
Die Reaktionslosung wurde filtriert und mit Hilfe der HPLC aufgereinigt (siehe Kapitel
2.1.5). Da die geringen Ausbeuten auf Grund der kleinen Ansatzgroe (13 umol, 10.84 mg,
NazCoA) nicht iiber die Masse bestimmbar waren, wurden diese iiber Flichenvergleiche des
Produktpeaks mit den bereits beschriebenen Methoden abgeschitzt. Obwohl die Ausbeuten
meist deutlich unter vier Prozent und somit unbefriedigend ausfielen, stellt diese interessante

Syntheseroute eine elegante und ausbauféhige Alternative dar (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16:Trimethylsilyl-Schutzgruppen ermdéglichen die Umsetzung von CoA im wasserfreien Medium.
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2.1.4 Moglichkeiten der Reaktionskontrolle

Die Reaktionskontrolle der Thioesterbildung erfolgte auf nasschemischem Wege oder mit
Hilfe der HPLC. Ersteres wurde auf Tiipfelplatten mit Ellmans-Reagenz (DTNB, 5,5°-
Dithiobis-2-nitrobenzoesiure, 2) durchgefiihrt.[®”! Freie Thiole wie das CoA (1) reagieren mit
DTNB unter Spaltung dessen Disulfidbindung zur 2-Nitro-5-thiobenzoesidure (NTB, 3), die
unter den gewihlten leicht alkalischen Bedingungen bei pH 8 als gelbes Dianion NTB?*
vorliegt. Folglich kann davon ausgegangen werden, dass bei keiner weiteren Zunahme der
Gelbfarbung alle Mercapto-Gruppen aufgebraucht sind (sieche Abbildung 17). Vorteilhaft ist
die leichte Handhabung und Durchfiihrbarkeit, nachteilig ist allerdings, dass im Allgemeinen
die Reaktionsgeschwindigkeit der Thioesterbildung zum 2toCoA sehr groB ist und die
Reaktion abhingig von den Bedingungen innerhalb von Minuten vollzogen ist. Somit ist es
sehr schwer auszumachen, ob es sich bei einem positiven Ergebnis um einen Zeitpunkt vor
oder nach vollstindig abgelaufener Reaktion handelt, da durch Hydrolyse des Thioesters
erneut freie Thiolgruppen freigesetzt werden. Besser eignet sich daher die Reaktionskontrolle

mittels HPLC (Kapitel 2.1.5).

o NO,
CoA—SH + o S\S/O;(OH
]
N 2

Oz

NO, NO,

OH S OH
HS T coA” s

Abbildung 17: Freie Mercapto-Gruppen kdénnen mit Ellmans-Reagenz detektiert werden.
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2.1.5 Aufreinigungs- und Aufarbeitungsmethoden

a) Aufreinigung mittels priparativer HPLC
Die am besten durchfiihrbare und reproduzierbare Aufreinigung von 2toCoA gelang mit Hilfe
einer praparativen HPLC, wobei mit einer semipréiparativen Trennsiule die beste Auftrennung
erzielt wurde (siehe Kapitel 8.2.10.e)). Wie in Kapitel 2.1.2.a) beschrieben ist hierbei so zu
verfahren, dass sukzessive kleine Ansdtze synthetisiert und diese nach Reaktionsende
unmittelbar zur Aufreinigung als Ganzes in das HPLC-System injiziert werden. Die
relevanten gesammelten Fraktionen werden dann vereinigt, mit fliissigem Stickstoff
tiefgefroren und lyophilisiert. Das Lyophilisat eines jeden Ansatzes wird darauthin vereint
und erneut gefriergetrocknet. Auf diese Weise ldsst sich das aus dem FlieBmittel stammende
Ammoniumacetat entfernen und das Substrat 2toCoA zuverldssig und reproduzierbar in
handhabbaren Mengen isolieren. Weiterhin bietet dieses Verfahren eine gute Moglichkeit zur
Reaktionskontrolle, da sdmtliche Verdnderungen von Parametern der Reaktionsbedingungen
sich unmittelbar im resultierenden Chromatogramm bemerkbar machen. Somit lieBen sich die
Reaktionsbedingungen bei jeder Syntheserunde von 2toCoA anpassen und optimieren.
Upscale-Versuche waren nicht zufriedenstellend, da die Verwendung von grofleren
praparativen Trennsdulen trotz Methodenanpassung keine ausreichende Trennung lieferte.
Weiterhin ist zu beriicksichtigen, dass maximal 10 ml in die Injektionsschleife des HPLC-
Systems injiziert werden konnen. Dies bildet insofern einen limitierenden Faktor, als dass bei
einem Ansatzvolumen von iiber 10 ml eine Einengung des Losemittelvolumens vor der
Injektion in die HPLC zu viel Zeit in Anspruch nehmen wiirde (vgl. Stabilitdatsproblematik)
und nur unter vermindertem Druck und ohne jegliche Zufuhr von Energie durchfiihrbar wire.
In Abbildung 18 sind exemplarisch drei aus der Synthese mit dem gemischten Anhydrid und
durch Aufreinigung mit einer semipriparativen Sdule sowie photometrischer Detektion bei
260 nm (rot) und 285 nm (schwarz) hervorgegangene Chromatogramme dargestellt. Die drei
Hauptsignale sind mit den Buchstaben a, b und ¢ gekennzeichnet. Peak a mit einer
Retentionszeit von 1-5 min entspricht dem freien, nicht umgesetzten CoA, dem zum Disulfid
oxidierten CoA und der freien 2-trans-Octensdure. Peak b mit einer Retentionszeit im
Bereich von 22-28 min entspricht dem Produkt 2toCoA und Peak ¢ (Retentionszeit ca.
53 min) beinhaltet den symmetrischen Anhydrid der 2-frans-Octensdure. Die
Signalzuordnung erfolgte durch NMR-Analytik sowie durch Einzelinjektionen der jeweiligen
Edukte. Das obere Chromatogramm resultiert aus der Synthese in neutralem Milieu, das
mittlere entstand nach einer Synthese bei pH 8 und das untere bei pH 9. Vergleicht man die

Flachen von Produktpeak b in den jeweiligen Chromatogrammen, so erkennt man deutlich,
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dass sich mit steigendem pH-Wert die Peakflidche vergroBert und damit auch die Ausbeute an
2toCoA. Allerdings erhilt man bei pH 8 eine schonere Peaksymmetrie und die im Bereich
von 9-20 min nicht identifizierten Nebenproduktsignale sind weniger stark ausgeprigt. Die
besten Ausbeuten von 2toCoA (20-30 %) und die grofite Reinheit wurden demzufolge bei
pH-Werten zwischen acht und neun erzielt. Die Chromatogramme zeigen aber auch, dass
2toCoA ungefihr bei der Hilfte der Gesamtretentionszeit eluiert wird und der Produktpeak b
viel Platz nach links und rechts zeigt. Mit dieser Aufreinigungsmethode sollte es also moglich
sein, Thioester des CoA mit groBerer oder kleinerer Kettenlinge ebenso erfolgreich

auftrennen zu konnen (siehe Kapitel 5).
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Chromatogramme der Aufreinigung von 2toCoA mittels semipraparativer HPLC.
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b) Aufreinigungsmethode Fillung mit Perchlorsdiure
Die Fillung von 2toCoA mit HCIO4 (siehe Kapitel 8.2.10.e)) bietet nur fiir sehr groe Ansitze

und bei optionalem Einsatz von Thioglykolsiure eine Alternative.!’!
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2.1.6 NMR-Analytik

Die Identifizierung und Strukturaufkldrung vom synthetisierten 2toCoA erfolgte mittels MS-
und NMR-Analytik (siehe Kapitel 8.1.4). Im Loop-ESI-MS wurde eine Masse von [M+H]*
892.3 gefunden, die mit der berechneten Masse von 891.20 iibereinstimmt. In Abbildung 19
sind die Strukturformel und das zugehorige 'H-NMR-Spektrum von 2toCoA abgebildet.
Wichtige zugeordnete Multipletts sind in einem magentafarbenen Kasten iiber dem jeweiligen
aufgespalteten  Signal eingezeichnet. Die zur Uberpriifung einer erfolgreichen
Thioesterbildung zu betrachtenden Feld- bzw. Verschiebungsbereiche sind griin umrahmt und
werden anschlieBend im Tieffeld beginnend nacheinander abgehandelt. Hierzu wird als

Vergleich das Spektrum vom freien Thiol Coenzym A herangezogen.
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2-trans-Octenoyl-Coenzym A
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Abbildung 19: Strukturformel und 'H-NMR-Spektrum von 2toCoA. Griin gerahmt:  Wichtige
Verschiebungsbereiche zur Uberprifung der erfolgreichen Entstehung des Thioesters.

Die Zuordnung der einzelnen Signale erfolgte wie in Kapitel 8 beschrieben.

TH-NMR: (D0, 400.13 MHz), & [ppm] = 8.63 (s, 1H, 4-H), 8.35 (s, 1H, 1-H), 6.98 (dt, *Jirans
= 15.4 Hz, 3] = 6.9 Hz, 1H, 24-H), 6.22 (d, 3J = 4.7 Hz, 1H, 6-H), 6.20 (d, *Jirans = 15.4 Hz,
1H, 23-H), 4.89-4.84 (m, 2H, 7-H, 8-H), 4.63 (s, 1H, 9-H), 4.30 (s, 2H, 10-H>), 4.06 (s, 1H,
15-H), 3.90-3.85 (m, 1H, 11-Ha), 3.63-3.59 (m, 1H, 11-Hg), 3.48 (t, *J = 6.4 Hz, 2H, 17-H>),
3.39 (t, 3J = 6.2 Hz, 2H, 20-H>), 3.08 (t, J = 6.2 Hz, 2H, 21-H>), 2.47 (t, *J = 6.4 Hz, 2H, 18-
H>), 2.21 (dd, 3J = 13.8 Hz, 3J = 6.9 Hz, 2H, 25-H>), 1.45 (dt, 3J = 13.8 Hz, 3J = 7.1 Hz, 2H,
26-H>), 1.33-1.25 (m, 4H, 27-H,, 28-H>), 0.95 (s, 3H, 12-CH3a), 0.87 (t, *J = 6.9 Hz, 3H, 29-
H3), 0.82 (s, 3H, 12-CH3g).

Im Bereich von 7.3-6.0 ppm liegt im Spektrum von CoA nur ein Dublett des Protons am
Kohlenstoffatom C-6 der Ribose (kurz: 6-H) bei 6.20 ppm mit der Kopplungskonstanten
3J = 4.7 Hz vor. Nach erfolgreicher Kondensation zum Thioester 2toCoA wird dieses Dublett
von ebenfalls einem Dublett vom Proton 23-H der trans-konfigurierten Doppelbindung der

kondensierten Siure 2tO mit der Kopplungskonstanten 3Jiuns = 15.4 Hz iiberlagert. Die
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Gesamtfliche der beiden Dubletts entspricht somit zwei Protonen. Weiterhin wird bei

6.98 ppm ein Dublett vom Triplett vom Proton 24-H der trans-konfigurierten Doppelbindung

der kondensierten Siure 2tO mit den Kopplungskonstanten 3Jyqns = 15.4 Hz und 3J = 6.9 Hz

sichtbar. Alle genannten in diesem Feldbereich auftretenden Signale miissen bei einer

erfolgreichen Entstehung des Thioesters im Flidchenverhiltnis 1:1:1 vorliegen (siehe

Abbildung 20).
Coenzym A
6-H (d)
6.20
=
¥4
g
7.0 6.8 6.6 6.4 6.2
f1 (ppm)

Abbildung 20: Spektrenvergleich von CoA und 2toCoA im Tieffeld.
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Im Feldbereich von 3.5-2.4 ppm liegen im Spektrum von CoA wie auch von 2toCoA jeweils

vier Tripletts der Protonen 17-H», 20-H2, 21-H> und 18-H: der Cysteamin- und f-Alanin-

Methylenprotonen vor. Im Falle der erfolgreichen Veresterung und der daraus resultierenden

Entschirmung wird das Triplett der 21-H> Methylenprotonen in a-Position des Thiols der

Cysteamin-Partialstruktur um 0.44 ppm von 2.64 ppm im CoA nach 3.08 ppm im 2toCoA ins

Tieffeld verschoben (3J = 6.2 Hz) (siche Abbildung 21).
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Abbildung 21: Spektrenvergleich von CoA und 2toCoA fur den Feldbereich der Cysteamin- und B-Alanin-
Methylenprotonen.

Im Feldbereich von 2.3-0.0 ppm liegen beim Edukt CoA nur zwei Singuletts vor. Diese sind
die Protonen der diastereotopen Methylgruppen am C-12 der Pantoinsdre-Partialstruktur, die
chemisch aber nicht magnetisch dquivalent sind und mit dem Stereozentrum an C-15 mit (R)-
Konformation benachbart sind. Bei erfolgreicher Esterbildung liegt das Triplett der
endstindigen Methylgruppe der kondensierten Sdure 29-Hs mit der Kopplungskonstante
3/=6.9Hz bei 0.87 ppm genau zwischen den Singulettsignalen der diastereotopen
Methylgruppen der Pantoinsdure. Logischerweise entsprechen die Flichen unter den
jeweiligen Signalen jeweils drei Protonen und liegen im Verhiltnis 1:1:1 vor. Weitere
Signale, die bei erfolgreicher Veresterung entstehen, sind die zu den Methylenprotonen der
Alkylkette der kondensierten Sdure gehorenden Multipletts. Bei vorliegender Messmethode
erscheint 25-H, als Dublett vom Dublett mit 3/ = 13.8 Hz und 3/ = 6.9 Hz bei 2.21 ppm, 26-
Hb resultiert in einem Dublett vom Triplett mit 3/ = 13.8 Hz und 3/ = 7.1 Hz bei 1.45 ppm und
die Protonen der beiden Methylengruppen 27-H> und 28-H> erscheinen als Multiplett bei
1.33-1.25 ppm (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22: Spektrenvergleich von CoA und 2toCoA im Hochfeld.
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2.2 Expression, Aufreinigung und Charakterisierung von InhA

Die molekularbiologischen Arbeiten wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. Dr.
C. Kisker am Institut fiir Strukturbiologie des Rudolph-Virchow-Zentrums an der Universitit
Wiirzburg durchgefiihrt. FEine detaillierte Beschreibung der verwendeten Methoden,

Arbeitsgerite, Puffer und Reagenzien befindet sich in Kapitel 8.4.186-93]

2.2.1 Transformation von kompetenten E.coli-Bakterien mit dem Plasmids pET15b

Fiir die gezielte, induzierte Uberexpression von InhA wurde ein Plasmidvektor mit einer Gen-
bzw. Expressionskassette fiir InhA, Markierungs- und Regulationseinheiten in kompetente
E.coli-Zellen transformiert (siehe Kapitel 8.4.1). Unter Transformation versteht man die
gezielte Aufnahme von DNA aus der Umgebung durch kompetente Akzeptorzellen. E.coli-
Zellen werden durch Behandlung mit eiskalter CaCly-Losung wihrend der exponentiellen
Wachstumsphase chemisch kompetent gemacht. AnschlieBend wird durch abwechselnde
Hitze- und Kilteschockbehandlungen der E.coli-Zellen die Aufnahme der DNA ermdglicht.
Das Plasmid pET15b, das neben dem Gen fiir Mycobacterium tuberculosis InhA mit N-
terminalem His-Tag ein Ampicillin-Resistenzgen enthilt, wurde durch

Hitzeschockbehandlung in den E.coli-Expressionsstamm BL21(DE3)pLysS transformiert.

2.2.2 Expression von InhA in E.coli

Das Plasmid petl5b enthilt zusitzlich einen T7 RNA Polymerase Promotor und eine Lac-
Operator Region upstream des Zielgens. Der konstitutiv exprimierte Lac-Repressor Lacl
verhindert die Expression der T7 RNA Polymerase im Genom des Expressionsstammes E.coli
(BL21) und folglich die Transkription des Zielgens InhA. In Gegenwart des chemischen
Induktors Isopropyl-f-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) 16st sich Lacl von der DNA, T7 RNA
Polymerase wird exprimiert und beginnt mit der Transkription des Zielgens. Um nach der
Zellernte die Aufreinigung von InhA zu erleichtern, wurde das Protein mit einer N-terminalen

Hexahistidinkette (Hiss-tag) exprimiert (siehe Kapitel 8.4.2).

2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) werden Proteine unter
denaturierenden Bedingungen nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. SDS (Sodium
Dodecylsulfate) ist ein starkes anionisches Detergenz, welches sich an Proteine anlagert und
diese denaturiert. Die negative Ladung des SDS-Protein-Komplexes ist hierbei ungefihr
proportional zum Molekulargewicht des Proteins. Die Proteinprobe wird erhitzt um die
Tertidr- und Quartdrstrukturen zu brechen. Zusitzlich wird das Reduktionsmittel

Dithiothreitol (DTT) zugesetzt um Disulfidbriicken zu 16sen. Auf diese Weise lassen sich
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Proteine unabhingig ihrer natiirlichen Ladung und Konformation im elektrischen Feld

auftrennen (siehe Kapitel 8.4.5).194

2.2.4 Aufreinigung der InhA mittels Nickel-Affinitiatschromatographie

Die Nickel-Affinitdtschromatographie (Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography,
IMAC) beruht auf der reversiblen Komplexbindung von Histidin und Ni**-Ionen (His-Trap),
die wiederum iiber starke Chelatkomplexbindungen gebunden an einer stationdren Phase
immobilisiert vorliegen. Da das Protein InhA mit einer N-terminalen Hexahistidin-Kette
(Hise-tag) exprimiert wurde, konnte es spezifisch an die Ni**-Ionen der stationiren Matrix
binden und durch einen Imidazol-Gradienten kompetitiv aus dieser Bindung verdrédngt
werden. Fiir die Nickel-Affinitdtschromatographie wurde eine HisTrap HP 5 ml Siule (GE
Healthcare) mit einer Nickel-Sepharose-Matrix verwendet. Zur Elution wurde ein Gradient
von 60-500 mM Imidazol verwendet (sieche Kapitel 8.4.3). Das Chromatogramm in
Abbildung 23 zeigt die photometrische Detektion bei Wellenldngen von 260 und 280 nm,
sowie den Gradienten an Imidazol bzw. den Anteil des Elutionspuffers in Prozent. Man
erkennt deutlich, dass InhA bei etwa der Hilfte des Gradienten (50% Elutionspuffer, ca. 250

mM Imidazol, ca. 55 ml) und mit stark getailter Peakform eluiert.
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Abbildung 23: Aufreinigung von InhA mit Nickel-Affinitdtschromatographie. Rot: Absorption bei 260 nm. Blau:
Absorption bei 280 nm. Griin: prozentualer Anteil an Elutionspuffer (Gradient). InhA eluiert bei etwa der Halfte des
Gradienten (Elutionsvolumen ca. 55 ml) in Form eines getailten Peaks.
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Die Uberpriifung des Reinheitsgrades der gesammelten Fraktionen erfolgte durch eine SDS-
PAGE. Hierzu wurden Proben des Durchfluss-, Wasch- und Elutionsschrittes auf ein 15 %
SDS-Gel geladen und entwickelt (sieche Abbildung 24). Nur sehr wenig InhA ist in der
Durchflussfraktion enthalten, was an Hand der schwachen Bande bei 28.5 kDa, die dem
Molekulargewicht von InhA entspricht, deutlich wird. Dies beweist, dass das aufzureinigende
Protein mit ausreichender Stédrke an die stationédre Phase bindet. Beim Waschvorgang wurde
ebenso eine geringe Menge InhA eluiert. Dieser Verlust an Protein ist mit einer moderaten
Uberladung der Trennsiule zu erkliren. Unterstiitzt wird diese Annahme durch das starke
Tailing des Hauptpeaks. Die Proben des Elutionsschrittes (1-11) weisen eine sehr deutliche
Hauptbande bei 28.5 kDa auf, wohingegen die Nebenbanden nur sehr schwach ausgeprigt

sind. Das Protein liegt also nahezu in reiner Form vor.

28.5 kDa
(InhA Monomer)

Abbildung 24: SDS-PAGE nach IMAC. Std: Standardproteinmarker, D: Durchflussfraktion, W: Waschfraktion, 1—-
12: Elutionsfraktionen.

Die entsprechenden Elutionsfraktionen wurden vereinigt und nach Umpufferung auf den
GroBenausschlusspuffer und Aufkonzentrierung weiter mit Hilfe der

GroBenausschlusschromatographie aufgereinigt.

2.2.5 Aufreinigung der InhA mittels GroBenausschlusschromatographie

Unter der GroBBenausschlusschromatographie (Size Exclusion Chromatography, SEC) versteht
man die Auftrennung von Proteinen nach der Grofe bzw. nach ihrem hydrodynamischen
Volumen. Die Siulenmatrix besteht hierbei aus pordsen, polymeren, hydrophilen und
quervernetzten Dextran- oder Agarosepartikeln mit einem durchschnittlichen Durchmesser
von ca. 32 um. Je groBer ein Protein, desto weniger kann es in die Poren der Matrix

diffundieren und wird daher schneller eluiert. Kleinere Molekiile hingegen kénnen gut in die
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Partikelporen diffundieren, haben somit eine ldngere Verweildauer auf der Sédule und werden
dadurch langsamer eluiert (siehe Kapitel 8.4.4). Das Chromatogramm in Abbildung 25 zeigt
deren photometrische Detektion bei Wellenldngen von 260 und 280 nm. Das Elutionsprofil
von InhA weist einen homogenen Peak bei einem Elutionsvolumen von ca. 200 ml auf, was

dem Tetramer von InhA entspricht.
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Abbildung 25: Aufreinigung von InhA durch GréBenausschlusschromatographie. Rot: Absorption bei 260 nm.
Blau: Absorption bei 280 nm.

Das entwickelte 15 % SDS-Gel in Abbildung 26 zeigt, dass die Fraktionen des Peaks reines
InhA enthalten. Folglich wurden diese vereinigt, aufkonzentriert, aliquotiert und mit

fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —80 °C eingelagert.
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28.5 kDa
(InhA Monomer)

IC sd 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101

Abbildung 26: SDS-PAGE nach SEC. Std: Standardproteinmarker, LC: Ladekontrolle, 1-11: Elutionsfraktionen.
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2.3 Aufbau und Validierung des InhA-Testsystems
2.3.1 Theoretische Betrachtungen der Enzymkinetik und Enzymhemmung

a) Enzymkinetik
Enzyme sind Biokatalysatoren. Durch Senkung der Aktivierungsenergie vermogen sie
Reaktionen zu beschleunigen, ohne dabei selbst umgesetzt zu werden. Die Aktivitit eines
Enzyms ist von dufleren Bedingungen wie z.B. Temperatur, pH-Wert, usw. abhiingig. Das

kinetische Verhalten vieler Enzyme kann durch folgendes Modell beschrieben werden.

K4 ko
ES _— E+P

K_4

Hierbei steht E fiir Enzym, S fiir Substrat und P fiir das entstehende Produkt. ES stellt den
Komplex aus Enzym und Substrat dar, der vor der eigentlichen katalytischen Reaktion
gebildet wird. Die Geschwindigkeitskonstante fiir die Bildung des ES-Komplexes ist ki und
fir die Rickreaktion bzw. die Dissoziation des ES-Komplexes k.. Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Gesamtreaktion ist die Umsetzung vom ES-
Komplex zum Produkt, der mit der Geschwindigkeitskonstante k> beschrieben ist und als
irreversibel angenommen wird. Unter gleichzeitiger Annahme einer schnellen
Gleichgewichtseinstellung zwischen Enzym, Substrat und ES-Komplex (ki ~ k-1 >> k»), kann
die Konzentration des ES-Komplexes fiir eine bestimmte Zeitdauer als nahezu konstant
angesehen werden (FlieBgleichgewicht/Steady-State). Henri, Brown, Briggs, Haldane,
Michaelis und Menten leiteten daraus folgenden mathematischen Zusammenhang des

kinetischen Verhaltens eines Enzyms in Abhingigkeit von der Substratkonzentration
her195.96.97.98]

[S] Vmax

V= IST + Kn

Die Gleichung enthilt die Substratkonzentration [S], die Reaktionsgeschwindigkeit v und die
Konstanten vmax (maximale Reaktionsgeschwindigkeit) und die Michaelis-Menten-Konstante
K. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit vmax beschreibt hierbei den substratabhingigen
Sattigungswert der Umsatzgeschwindigkeit, die durch weitere Substraterhohung folglich nicht
weiter erhoht werden kann. Die Michaelis-Menten-Konstante Ky, ist die Substratkonzentration
bei halbmaximaler Reaktionsgeschwindigkeit (v =0.5 - vimax). Abhingig vom verwendeten
Substrat ist sie als charakteristisch fiir ein Enzym anzusehen. Aus dem Quotienten vmax und
der anfanglichen Enzymkonzentration [E]; ergibt sich die Wechselzahl oder katalytische

Konstante kea. Sie beschreibt den maximalen Enzymumsatz pro Zeit mit der Einheit s~! Durch
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Bildung des Quotienten ke./Km erhélt man als weiteren Parameter die sogenannte katalytische
Effizienz a. Sie ist ein Mal} dafiir, wie schnell ein Enzym Edukt zu Produkt umsetzen kann

und wird in der Einheit mol/s angegeben.

K Vmax
cat= T
[E]i

kcat

a= ——

Km

Die Auftragung der reziproken Werte der Geschwindigkeit gegen die reziproken
Substratkonzentrationen (doppelt-reziproke Auftragung) ergibt eine Gerade. Diese lineare
Transformation der Michaelis-Menten-Gleichung wurde von Lineweaver und Burk durch

folgende Gleichung beschrieben.

Km 1 1

Vmax [ ] Vmax

1
_—

Nach linearer Regression der Datenpunkte einer Messreihe konnen die relevanten Parameter
somit durch die Ermittlung des Schnittpunkts mit der Abszisse (—1/Kn) und aus dem
Ordinatenabschnitt (1/vmax) ermittelt werden. Diese Methode hat allerdings den Nachteil, dass
die Fehlergrenzen zum Koordinatenursprung hin komprimiert, zur anderen Seite hin, also bei
kleinen Substratkonzentrationen, stark aufgeweitet werden. Ohne die Einfiihrung von
Gewichtungsfaktoren kann dies zu grolen Abweichungen bei den ermittelten Parametern vimax

und K, fithren.

Ein weiteres Linearisierungsverfahren der Michaelis-Menten-Gleichung wurde von Eadie und

Hofstee beschrieben.

\%
V= Vmax — Km*—

[S]

Bei Auftragung von v gegen v/[S] kann vmax aus dem Ordinatenschnittpunkt und -Kn, aus der
Steigung ermittelt werden. Die Verzerrung der Fehlergrenzen ist hierbei weniger drastisch als
bei der doppelt-reziproken Auftragung nach Lineweaver-Burk. Die Fehlergrenzen werden
ausgehend von der Diagramm-Mitte nach beiden Seiten hin zu niederen und zu hohen

Substratkonzentrationen aufgeweitet.

Diese und weitere Linearisierungsverfahren, z.B. nach Hanes oder Cornish-Bowden, dienen
mittlerweile vor allem der Veranschaulichung der Untersuchung von Inhibitionsmechanismen

(siche Kapitel 2.3.1.b)). Die Moglichkeit der rechnergestiitzten Nicht-linearen
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Regressionsanalyse liefert exaktere Werte der beschriebenen Parameter. Durch Vermessung
einer Verdiinnungsreihe vom Substrat in einem Konzentrationsbereich eine Zehnerpotenz
tiber und unter dem Km-Wert erhélt man die jeweiligen Geschwindigkeiten in Abhingigkeit
der Substratkonzentration. Durch Fitting der Variablen [S] und v in die Michaelis-Menten-
Gleichung lassen sich Kn sowie vmax berechnen. Prinzipiell beinhaltet eine einzige Zeit-
Umsatz-Kurve bei einer Substratkonzentration im Séattigungsbereich alle relevanten
Parameter. Uber die Ordinatenwerte (z. B. Absorption) bei verschiedenen Zeitpunkten kann
man die aktuelle Substratkonzentration [S] berechnen und durch Tangentenbildung die
jeweilige Geschwindigkeit v. Ungenauigkeiten bei diesem Verfahren konnen allerdings durch
etwaige Produkthemmung der Reaktion sowie der Unsicherheit bei der Tangentenbildung an

sich entstehen.[®>28!

b) Enzymhemmung
Klassischerweise unterscheidet man bei der reversiblen Hemmung eines Enzyms zwischen

kompetitiver, nicht-kompetitiver und unkompetitiver Hemmung.

Ein nicht-kompetitiver Inhibitor bindet mit gleicher Affinitét an das freie Enzym E und an den
Enzym-Substrat-Komplex ES. Die Bindung erfolgt hierbei nicht direkt an der
Substratbindungsstelle. Fiir die nicht-kompetitive Hemmung lédsst sich unter Annahme einer

vollstandigen Hemmung folgender Hemm-Mechanismus annehmen.

Ky K,

E + S ES —_— E+P
k_q

+ +

| |

K_s|| ks Ko ke

Ke

El + S ESI
ks

Daraus lésst sich folgende Geschwindigkeitsgleichung herleiten.

v Vmax * [S]
Km(1 +%> + (1 +I[<I—]) [s]

Fiir die lineare Transformation nach Lineweaver-Burke mit f (é) = % gilt folglich:
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iu 1C

\% Vmax Vmax * [S]

Fiir die lineare Transformation nach Eadie-Hofstee mit f (é) = v gilt:

|
V= Vmax Km(1+l[(_1]c> v
oo m I 18]
1+K_iu 1+K_iu []

Kic ist hierbei die Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes EI und Ki, des

Enzym-Substrat-Inhibitor-Komplexes ESI.

Kic = = = ﬁ
ks [ES][]]
"7 ks [ESI]

Kiu
T Ke

Durch Bildung und Bestimmung des Quotienten o aus den Dissoziationskonstanten Kj, und
Kic lassen sich nun mathematischen Bedingungen formulieren, die eine Aussage iiber den

Inhibitionsmechanismus moglich machen.

Fiir den Fall Kiy=Kic=K;i (a=1) spricht man von nicht-kompetitiver Hemmung. Der
Inhibitor besitzt die gleiche Affinitit zum freien Enzym und zum Enzym-Substrat-Komplex.
Mit steigender Inhibitorkonzentration erniedrigt sich die scheinbare Maximalgeschwindigkeit

vmax, Wogegen K, gleich bleibt. Die Geschwindigkeitsgleichung vereinfacht sich wie folgt.

1 -Vmax' [S]
1+% Km + [S]

1

Bei Kj, = 00 (o — o) spricht man von kompetitiver Hemmung. Der Inhibitor konkurriert mit
dem Substrat um die Bindung an das freie Enzym. Kompetitive Inhibitoren zeigen alle
denselben Effekt auf die Substratbindung und Katalyse. Mit steigender Inhibitorkonzentration
erhoht sich der scheinbare Kn-Wert, wogegen vmax gleich  bleibt. Die

Geschwindigkeitsgleichung vereinfacht sich wie folgt.

Vmax * [S]

Km<1 +I[<ii]c)+ [S]

VvV =
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Bei Kic = o0 (a— 0) spricht man von unkompetitiver Hemmung. Der Inhibitor bindet
ausschlieBlich an den Enzym-Substratkomplex. Mit steigender Inhibitorkonzentration

erniedrigen sich K und vmax. Die Geschwindigkeitsgleichung vereinfacht sich wie folgt.

Vmax - [S]
Ko + [S] (1 + I[%])

VvV =

Zeigt ein Inhibitor innerhalb der mathematisch beschriebenen Grenzfille unterschiedliche
Affinitdten zum freien Enzym und zum ES-Komplex spricht man von gemischter Hemmung
(0.1<0<10). Mit steigender Inhibitorkonzentration erniedrigt sich die scheinbare
Maximalgeschwindigkeit vmax, wogegen der scheinbare Ky, in Abhédngigkeit von Kic und Ki,
steigen  oder fallen kann. Logischerweise  gilt  hierfir = die  ungekiirzte

Geschwindigkeitsgleichung fiir die nicht-kompetitive Hemmung.

Die linearen Transformationen der jeweiligen Geschwindigkeitsgleichungen vereinfachen
sich entsprechend. Die Schaubilder dieser Funktionen ermoglichen es, gewisse Hemmtypen
leicht zuordnen zu konnen. Mit Hilfe von Ordinaten-, Abszissenabschnitten, Steigungen und
unter Zuhilfenahme von Sekundirauftragungen ist zudem die direkte Ermittlung der
beschriebenen Hemmkonstanten moglich, aber wie in Kapitel 2.3.1.a) beschrieben gewissen
Ungenauigkeiten unterworfen. Ohne Inhibitor vereinfachen sich alle
Geschwindigkeitsgleichungen zur MM-Gleichung ohne Anwesenheit eines Inhibitors bzw.
deren linearen Transformationen. Idealerweise bestimmt man den Hemmtyp und die
dazugehorigen Konstanten durch Vermessung von Verdiinnungsreihen eines Inhibitors bei
verschiedenen Substratkonzentrationen und erhilt daraus die Variablen [S], [I] und die
Geschwindigkeit v. Mit Hilfe Nicht-linearer Regression ldsst sich auf Km und vmax bei
verschiedenen Inhibitorkonzentrationen und somit auf den Inhibitionsmechanismus schlie3en.
Wiederum  durch  Nicht-lineare  Regression und Fitting in die jeweilige

Geschwindigkeitsgleichung konnen schlieBlich die Ki-Werte berechnet werden.*>-8!

¢) Bestimmung und Interpretation von I1Cso-Werten
Der ICso-Wert entspricht der Inhibitorkonzentration, die eine Halbierung der Enzymaktivitit
verglichen mit der Aktivitit der ungehemmten Reaktion bewirkt. Zur Bestimmung vermisst
man bei konstanter Substratkonzentration Inhibitorkonzentrationen im Potenzbereich iiber
und unter dem angenommenen 1Cso-Wert, den man durch vorhergehende Messung einer sehr
hohen und einer kleinen Inhibitorkonzentration abschitzen kann. Fiir die Berechnung durch

Nicht-lineare-Regression kann folgende 4-Parameter-Gleichung herangezogen werden.
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Vmax — Vmin
V=——7"3 + Vmin

1+ (165)
Fiir vmax wird hierbei nidherungsweise die Geschwindigkeit, die ohne Inhibitor bzw. bei
kleinen Inhibitorkonzentrationen gemessen wurde, herangezogen. Die gemessene
Geschwindigkeit bei sehr groen Inhibitorkonzentrationen ist vmin. Der Hill-Koeffizient s ist
die Steigung des ndherungsweise linearen mittleren Abschnitts der Funktion bei
halblogarithmischer Auftragung. Durch Festlegung von vmax = vo als 100 % Enzymaktivitit
und Vmin als 0 % Enzymaktivitdt vereinfacht sich der Term zu folgender 2-Parameter-
Gleichung. Durch Nicht-lineare Regression erhédlt man daraus den ICsp-Wert und den
Steigungsfaktor s. Ist s> 1 spricht dies fiir eine unspezifische Hemmung durch

Aggregatbildung.[%89]

Vo
1+ (1)

Ungenauigkeiten ergeben sich nicht nur aus der Annahme vmax = vo. Der ICso-Wert ist zudem

abhingig vom Inhibitionsmechanismus und den Assaybedingungen. Er dient somit vor allem
zum Vergleich von Inhibitoren, die unter denselben Assaybedingungen getestet wurden. Um
eine genaue Aussage iiber Hemmtyp und Inhibitionskonstanten machen zu kénnen, miissen
die ICso-Werte in Abhingigkeit von der Konzentration des Substrats und dessen Kn-Wert
betrachtet werden. Cheng und Prusoff formulierten folgende Gleichungen fiir den
Zusammenhang von ICso- und Ki-Werten fiir die verschiedenen reversiblen Hemmtypen. Mit

ihnen kann man K;i-Werte abschitzen, wenn man den Hemmtyp kennt.['90:101]

Fiir kompetitive Hemmstoffe:

ICs0 = Kic (1 + E)
Km

Fiir Unkompetitive Inhibitoren:

ICso = K (1 + Km)
50 = RKiu -
[S]

Fiir Nicht-kompetitive bzw. gemischte Inhibitoren:

[S] + K
Ko, S

Kic a - Kic

ICs0 =
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Fiir nicht-kompetitive Inhibitoren gilt o = 1 und somit ICso = Kjc = Kju = K. Der ICso-Wert ist

also unabhingig von der Konzentration des Substrats bzw. dessen Ki,-Wert.

Bei kompetitiver Inhibition steigen die ICso-Werte mit zunehmender Substratkonzentration
und zunehmender Affinitdt des Substrats zum Enzym (Kwml), da das Substrat und der Inhibitor

um die gleiche Bindungsstelle des freien Enzyms konkurrieren.

Bei unkompetitiver Hemmung erniedrigen sich die ICso-Werte mit steigender
Substratkonzentration und zunehmender Affinitit des Substrats zum Enzym (Kn!), da der

Inhibitor nur an den gebildeten Enzym-Substrat-Komplex bindet.

Die Testung der Substanzbibliothek (siehe Kapitel 4) in der vorliegenden Arbeit wurde ohne
Kenntnisse iiber den Hemmtyp bei einer Substratkonzentration von 600 uM, die etwas kleiner
als der experimentell bestimmten Kn-Wert von 2toCoA (941 +£214 uM) ist, durchgefiihrt.
Dies hatte zum einen den bereits erwidhnten Grund, dass bei Substratkonzentrationen am bzw.
knapp unter dem Kn-Wert alle Hemmtypen beziiglich der Hemmstéirke gleich gut erfasst
werden. Zum anderen konnte das Substrat 2toCoA eingespart werden, welches wie in Kapitel

2.1 beschrieben, sehr aufwindig und teuer war herzustellen.

Insbesondere bei Inhibitoren, die im klassischen Steady-State-Modell einen nicht-
kompetitiven = oder  gemischten = Hemmtyp aufweisen, kann tatsichlich ein
FlieBungleichgewicht vorliegen. In diesem Fall muss an Hand der Umsatz-Zeit-Kurven
(linearer oder kurvenartiger Verlauf) und experimentell untersucht werden, ob eine Tight-
Binding (ICso-Wert steigt mit zunehmender Enzymkonzentration), eine zeitabhingige
und/oder irreversible (Verdiinnungsassay, kontinuierlicher Assay) Hemmung vorliegt. Dieser
Sachverhalt wird im Kapitel 2.3.3.d) an Hand der zur Validierung verwendeten

Positivkontrollen niher betrachtet.
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2.3.2 Prinzip des Testsystems

Um in-vitro Testungen der Verbindungen der Substanzbibliothek durchzufiihren, deren
inhibitorischen Eigenschaften zu vergleichen, den Bindungsmechanismus zu untersuchen und
daraus erste SAR ableiten zu konnen, wurden zwei photometrisches Testverfahren etabliert,
die -im 96-well-Format betrieben- in der Lage sind, im Hinblick auf die aufzuwendende Zeit
einen mittleren Durchsatz an Testungen zu ermoglichen. Beim UV-VIS-spektroskopischen
gekoppelten enzymatischen Testverfahren macht man sich das unterschiedliche
Absorptionsverhalten des Coenzyms und Redoxpaares NAD*/NADH bei 340 nm zu Nutze
(I). Die Elektronen der durch die Dehydrogenase InhA katalysierten Reduktion bzw.
Hydrierung der Doppelbindung des Substrates 2toCoA stammen von der reduzierten Form
NADH, die bei gegebener Wellenlinge ein Absorptionsmaximum hat (II). Der bei der
Reaktion entstehende oxidierte Zustand NAD* besitzt hierbei ein Absorptionsminimum.
Verfolgt man nun die Abnahme der Absorption bei der Wellenldnge 340 nm als Funktion der
Zeit erhilt man eine Umsatz-Zeit-Kurve (IIT) der ablaufenden enzymatischen Reaktion (siehe

Abbildung 27).
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Abbildung 27: Prinzip des gekoppelten enzymatischen Testverfahrens.

Bei der fluorimetrischen Detektionsvariante macht man sich entsprechend das
unterschiedliche Anregungs- bzw. Emissionsverhalten von NADH/NAD* zu Nutze (siehe
Kapitel 2.3.4). Im Folgenden wird auf die Einrichtung der Rahmenbedingungen sowie auf die

durchgefiihrten Validierungsschritte eingegangen.
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2.3.3 Etablierung des Testsystems mit UV-VIS-spektroskopischer Detektion
Die folgenden Experimente wurden an einem Appliscan-Microplate-Reader von

ThermoFischerScientific im 96-Well-Format durchgefiihrt.

a) Nachweis der Linearitit des Messinstruments
Die gemessenen Absorptionen sollten idealerweise im Giiltigkeitsbereich des Lambert-
Beerschen-Gesetzes liegen.'”! Dieses beschreibt den linearen Zusammenhang von

Absorption, durchstrahlter Schichtdicke und der Konzentration einer Losung.
A=c-¢e-d

A = Absorption
¢ = Konzentration
€ = Absorptionskoeffizient (Proportionaitétsfaktor)

d = Schichtdicke

Da man wihrend der Testung die Abnahme der Absorption von NADH bei 340 nm betrachtet,
wurden Konzentrationen an NADH von 250 uM bis 500 uM in Schritten von 25 uM bei
einem Endvolumen von 300 pl pro Well und gegebener Wellenldnge vermessen. Hierdurch
konnte neben der Giite der erhaltenen linearen Funktion auch die Ausgangskonzentration an

NADH fiir das Testsystem festgelegt werden (siehe Abbildung 28).

R2 = 0.9981

250 300 350 400 450 500
¢(NADH)

Abbildung 28: Linearer Absorptionsbereich von NADH.

62



Etablierung eines InhA-Testsystems

Durch lineare Regression ergibt sich ein BestimmtheitsmaB von R? = 0.9981. Die Linearit:t
des Messinstruments ist somit bei gegebener Wellenlinge und im vermessenen
Konzentrationsbereich gegeben. Das Detektionssystem erlaubt somit valide Messungen iiber
einen breiten Absorptions- bzw. Konzentrationsbereich. Fiir Messungen bei einem
Endvolumen von 300 ul pro Well wurde eine Ausgangskonzentration von 325 uM NADH
(A =0.87) gewdhlt. Zur Einsparung von Substrat wurde das Assayvolumen auf 100 pl
angepasst, was durch die Erniedrigung der Schichtdicke wiederum nach Lambert-Beer eine

Erhohung der Konzentration auf 800 uM erforderlich macht.

b) Messung der Initialgeschwindigkeit der enzymatischen Reaktion
Unter Initialgeschwindigkeit einer enzymatischen Reaktion versteht man den anfénglichen
linearen Bereich der Umsatz-Zeit-Kurve, in dem weniger als zehn Prozent Substrat bzw.
Cosubstrat umgesetzt wurden.”®°71 Bei diesen Bedingungen kann angenommen werden, dass
sich die Konzentration an Substrat nicht signifikant dndert, eine etwaige Riickreaktion wegen
vernachlidssigbarer Menge an entstandenem Produkt sowie Produktinhibition nicht stattfinden,
die Substratsittigung des Enzyms gewihrleistet ist und eine mogliche Inaktivierung des
Enzyms auf Grund von Instabilititen bei gegebener Temperatur oder gegebenem pH-Wert
verhindert wird. Nimmt man zusitzlich an, dass bei der Reaktion kein anderes
Enzymintermediat als der Enzym-Substrat-Komplex entsteht und wihlt die
Substratkonzentration um ein Vielfaches groBer als die Konzentration des Enzyms, liegt ein
FlieBgleichgewicht (steady state, siehe Kapitel 2.3.1) vor. Die Konzentration vom Cosubstrat
NADH wurde hierbei um ein Vielfaches hoher gewihlt als sein Km-Wert (Lit.: 7.6 uM).[6!
Durch Titration von Enzym- und Substratmenge wurde die Initialgeschwindigkeit so
eingestellt, dass der Umsatz von zehn Prozent Substrat bzw. Cosubstrat in eine Zeitspanne
von 40 Sekunden linear verlduft (siehe Abbildung 29). Anfangs- und Endabsorption wurden
hierbei entsprechend als Anfangspunkt bzw. als Endpunkt unter Annahme eines vollstindigen
Umsatzes der enzymatischen Reaktion herangezogen. Ein Zusatz von bis zu fiinf Prozent
DMSO als Losemittel wurde toleriert. Bis zu acht Wells einer 96-Well-Platte konnen auf
einmal vermessen werden, ohne dass die Anzahl der Messpunkte im linearen Anfangsbereich

zu gering wird.
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Abbildung 29: Umsatz-Zeit-Diagramm und die daraus bestimmte Initialgeschwindigkit vi.
Durch Berechnung des Quotienten der Initialgeschwindigkeit bei zugesetztem Inhibitor vi mit

der Initialgeschwindigkeit der enzymatischen Reaktion ohne Inhibitor (reiner DMSO-Wert,

vo) erhilt man die Restaktivitit respektive die relative Hemmung in Prozent.

Vi
Restaktivitat [%] = o 100
0
relative Hemmung [%] = 100 — Restaktivitat

Die zuverldssige Bestimmung der Initialgeschwindigkeit und die sich daraus ableitende
prozentuale Hemmung wurden zur Validierung des Testverfahrens sowie zum Vergleich der
Verbindungen der Substanzbibliothek im Hinblick auf ihre inhibitorischen Eigenschaften
herangezogen. Folgende quantitative Zusammensetzung pro Well der Assay-Bestandteile

wurde durch die beschriebenen Vorversuche evaluiert (siche Tabelle 2):

Tabelle 2: Zusammensetzung des InhA-Assays

InhA-Assay (Endvolumen 100 ul)

73 ul Puffer, 8 ul NADH 10mM, 12 ul 2toCoA 5mM, 5 ul DMSO bzw.
Inhibitor 400 uM, 2 ul InhA 25uM

Volumina

NADH 800 uM, 2toCoA 600 uM, DMSO/Inhibitor 5%/20 uM, InhA 500
Endkonzentration/well

nM
Substrat 2-trans-Octenoyl-CoA (2toCoA), Cosubstrat NADH
Enzympuffer PIPES 30 mM pH 6.8, 150 mM NaCl
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InhA-Assay (Endvolumen 100 ul)

Assaypuffer PIPES 30 mM pH 6.8, 150 mM NaCl, ImM EDTA
Temperatur 25 °C
Detektion UV/VIS 340 nm

¢) Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstanten K, und der
Maximalgeschwindigkeit vuqx fiir das Substrat 2toCoA
Zur Bestimmung der Michalis-Menten-Konstanten K, und der Maximalgeschwindigkeit vimax
von 2toCoA wurden die Initialgeschwindigkeiten bei sechs Substratkonzentrationen
bestimmt. Der Konzentrationsbereich des Substrats wurde dabei so gewdhlt, dass je drei
Konzentrationen iiber und drei Konzentrationen unter dem in der Literatur gelisteten Kn-Wert
fir das Substrat 2toCoA von 467 uM liegen.[! Durch Nicht-lineare-Regression der
Michaelis-Menten-Gleichung wurden neben einem Kun-Wert von 941 214 uM eine
Maximalgeschwindigkeit von 0.0016 + 0.0002 AE/s berechnet. Die erhaltenen Werte liegen
im Bereich der Literaturdaten und sind somit als valide anzusehen. Durch Auftragen der
Initialgeschwindigkeit als Funktion der Substratkonzentration erhilt man ein Schaubild mit

hyperbolem Kurvenverlauf (Michaelis-Menten-Plot, siche Abbildung 30).
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— @]

0,0012 —

0,001 —

. o

0,0008 —
. o

0,0006 — Km = 941 + 214 uM

7] vmax = 0,0016 £ 0,0002 dAE/s
0,0004 —

0,0002 —

—10

0 | | | | | | | | |
0 2000 4000
¢ (2toCoA) [uM]

v [dAE/s]

Abbildung 30: Michaelis-Menten-Plot von 2toCoA und InhA.

Zusitzlich wurde versucht, an Hand der Umsatz-Zeit-Kurve von 2toCoA bei 4000 uM den

Km-Wert und vmax mit dem Tangentenverfahren (siehe Kapitel 2.3.1) zu reproduzieren. Sollte
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dieses Verfahren valide Ergebnisse liefern, wiirde dies eine massive Einsparung von 2toCoA
im Hinblick auf die enzymkinetische Charakterisierung von Verbindungen der
Substanzbibliothek bedeuten. Es miissten dann lediglich Umsatz-Zeit-Kurven von
verschiedenen Inhibitorkonzentrationen bei einer Substratkonzentration im Séttigungsbereich
aufgenommen werden, anstatt bei mehreren Substratkonzentrationen. Mit Hilfe des Lambert-
Beerschen-Gesetzes ldsst sich aus der gemessenen Absorption auf die jeweilige Konzentration
von NADH schlieBen. Uber das Well-Volumen wurde unter Annahme eines zylindrischen
Korpers und den technischen Angaben des Mikrotiter-Platten-Herstellers die Hohe der
Fliissigkeitssdule im Well berechnet. Diese entspricht der Schichtdicke einer Kiivette.
Tatsdchlich aber hat ein Well die Form eines konischen Kegelstumpfes mit leichter
Verjlingung hin zum Plattenboden. Da die technischen Angaben des Herstellers fiir die
Berechnung eines solchen Korpers nicht ausreichend waren, wurde wie bereits erwihnt
niherungsweise die Form eines Zylinders angenommen. Mit den ermittelten Konzentrationen
von NADH in Abstdnden von je 12 s wurden unter Annahme eines 1:1 Umsatzes von Substrat
und Cosubstrat die jeweiligen Konzentrationen von 2toCoA berechnet. Hierbei stellte sich
heraus, dass selbst nach 30 miniitiger Reaktionsdauer kein vollstindiger Umsatz von 2toCoA
festzustellen war und auf Grund des assymptotischen Verhaltens der Umsatz-Zeit-Kurve auch
nicht mehr zu erwarten war. Dies ist seltsam, da eine so unvollstindige Umsetzung nicht
erwartet wurde und sich auch bei den Umsatz-Zeit-Kurven mit niedrigeren
Substratkonzentrationen nicht abzeichnete. Es ist anzunehmen, dass eventuell eine schwache
Produkthemmung durch das gebildete NAD* oder durch Octanoyl-Coenzym A (OCoA)
kombiniert mit Messfehlern vorliegt. Bei Auftragung der berechneten Geschwindigkeit v der
jeweiligen Zeitabschnitte gegen die berechneten Substratkonzentrationen resultierte dies in
einem Schaubild, welches nicht am Koordinatenursprung, sondern erst bei hoheren
Abszissenwerten begann. Die Ermittlung der enzymkinetischen Parameter war somit
unmoglich. Anders gestaltete sich dieser Fall bei einer eingesetzten Substratkonzentration von
1000 uM. Hierbei stellte sich allerdings bei Berechnung der kinetischen Parameter heraus,
dass der Sittigungsbereich von 2toCoA nicht erreicht wurde. Die Ermittlung der
enzymkinetischen Parameter war somit ebenfalls weder durch Nicht-lineare-Regression noch
durch Verwendung von Linearisierungsverfahren moglich. Die durch das Tangentenverfahren
ermittelten Schaubilder sind in Abbildung 31 dargestellt. AbschlieBend ist festzustellen, dass
diese per se viele Unsicherheiten beinhaltende alternative Methode zu Bestimmung
enzymkinetischer Parameter beziiglich des InhA-Assay-Systems nicht erfolgreich angewendet

werden konnte.
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Abbildung 31: Die durch das Tangentenverfahren erhaltenen Schaubilder bei Ausgangssubstratkonzentrationen
von 4000 pM (links) und 1000 pM (rechts).

d) Charakterisierung der Positivkontrollen Triclosan und PT04
Zur weiteren Validierung wurden die Biphenylether-Derivate Triclosan und 6PP (PT04) als
Positivkontrollen herangezogen (siehe Tabelle 3). Triclosan wird aufgrund seiner breiten
antibakteriellen Eigenschaften als Zusatzstoff fiir Kosmetika, Zahnpasta usw. verwendet und
ist kduflich zu erwerben. Tonge et al. charakterisierten es als unkompetitiven Inhibitor von

InhA mit rapid-reversible-Charakteristik und einem Ki,-Wert von 220 + 20 nM.!103]

Der Biphenylether 6PP (PT04) ist ein davon strukturell abgeleiteter unkompetitiver
Hemmstoff von InhA mit rapid-reversible-Charakteristik im unteren nanomolaren Bereich
(Kiu=9.4+0.5nM) und wurde von den kollaborierenden Arbeitsgruppen Kisker (RVZ,
Universitit Wiirzburg) bzw. Tonge (Stony Brooke University, New York) zur Verfiigung

gestellt.[104]

Zusitzlich wurde als Vergleichsprobe der Arzneistoff R,S-Pioglitazon, ein Insulinsensitizer
und Agonist am PPARy-Rezeptor herangezogen. Er besitzt ein Thiazolidindion-Grundgeriist
mit einem Substituenten an Position 5 des Fiinfrings. In Tabelle 3 sind die Strukturformeln

und Restaktivitdten bei Substanzkonzentrationen von 20 uM aufgelistet.

Tabelle 3: Die Biphenylether-Derivate Triclosan und PT04 wurden als Positivkontrolle und der Arzneistoff
Pioglitazon als Vergleichsprobe verwendet ([I] = 20 uM).

Verbindung Strukturformel Restaktivitiit InhA [%]

Cl OH

Triclosan

Cl

Cl

14+3
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Verbindung Strukturformel Restaktivitiit InhA [%]

OH
(6]
PT04 \/\/\/@/ \@ 17+2
(6]

S)J\NH
-
R,S-Pioglitazon n.i.

Die prozentualen Restaktivititen der InhA liegen fiir Triclosan bei 14 % und fiir 6PP bei
17 %. Das Assay-System ist folglich in der Lage, potenzielle Hemmstoffe zu detektieren. Die
Vergleichsprobe Pioglitazon zeigte keine hemmenden Eigenschaften beziiglich der Aktivitit
von InhA. Auf den ersten Blick mag es zum einen eigenartig erscheinen, dass die beiden in
der Literatur als potente Hemmstoffe von InhA beschriebenen Biphenylether-Derivate (vgl.
Kii-Werte) bei einer Assay-Konzentration von 20uM keine groBeren prozentualen
Hemmwerte aufzeigen. Zum anderen, dass sich die prozentualen Hemmungen von Triclosan
und 6PP quasi nicht unterscheiden. Ersteres ist durch den unkompetitiven
Inhibitionsmechanismus  dieser =~ Verbindungen  erkldarbar.  Niedrige  eingesetzte
Substratkonzentrationen unter dem Kp-Wert des Substrats wie im vorliegenden Fall (Km
(2toCoA) =941 uM, [S] =600 uM) fiihren bei unkompetitiven Inhibitoren zur Erniedrigung
der scheinbaren prozentualen Hemmung bzw. zur Erhohung der ICso-Werte. Fiir die Testung
von unkompetitiven Hemmstoffen sollte daher idealerweise [S] >> Kn gelten. Wiirde man
also eine viel grolere Konzentration von 2toCoA als sein Ky-Wert einsetzen, wiirden die
prozentualen Hemmwerte der beiden Positivkontrollen entsprechend ansteigen. Aus den
bereits angefiihrten Griinden eignen sich allerdings fiir Screening-Kampagnien ohne
Kenntnisse iiber den Hemmtyp Assay-Konzentrationen des Substrats am bzw. knapp unter
dem Kn-Wert, wie dies in der vorliegenden Arbeit umgesetzt wurde (siehe Kapitel 2.3.1).
Dass 6PP trotz sehr viel groBerer Affinitiit keine besseren Hemmwerte als Triclosan zeigt, ist
der Tatsache geschuldet, dass hierbei eine tight-binding-Charakteristik vorliegt. Die
Hemmstidrke ist somit abhingig von der Enzymkonzentration. Mit steigender
Enzymkonzentration nehmen die ICso-Werte zu bzw. die prozentuale Hemmung ab. Im

vorliegenden Testsystem ist die Enzymkonzentration mit 500 nM relativ hoch gewihlt.
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Wiirde man diese sehr stark erniedrigen, sollte sich die sehr viel hohere Potenz von 6PP
gegeniiber Triclosan wie zu erwarten in den prozentualen Hemmwerten niederschlagen. In
Abbildung 32 sind die Umsatz-Zeit-Kurven mit Triclosan 20 uM und ohne Hemmstoff
(DMSO) sowie die Ausgleichsgeraden bis zum Zeitpunkt t = 40 s dargestellt.

i —o— DMSO
» —— Triclosan 20uM
0,8
<
0,6
0,4 —
0,2 | | | | | I T
0 200 400 600

t[s]

Abbildung 32: Beispiel der Umsatz-Zeit-Kurven mit und ohne Triclosan 20 uM.

Das Umsatz-Zeit-Diagramm mit Triclosan zeigt hierbei rapid-reversible-Charakteristik. Die
Absorption sinkt nahezu linear mit der Zeit mit betragsmifig viel kleinerer Steigung als die

der Initialgeschwindigkeit der ungehemmten Reaktion mit kurvenartigem Abfall.

Als Nichstes wurde der ICso-Wert von Triclosan bestimmt und mit Literaturwerten
verglichen. Hierzu wurden die Initialgeschwindigkeiten bei acht Triclosan-Konzentrationen in
einem Bereich von 0-25 uM bestimmt. Durch Nicht-lineare-Regression unter Verwendung
der 2-Parameter-Gleichung (siehe Kapitel 2.3.1) wurde ein ICso-Wert von 2.2 + 0.5 uM
bestimmt. Durch Auftragen der Initialgeschwindigkeit als Funktion der Triclosan-
Konzentration und logarithmischer Skalierung der Abszisse erhédlt man ein Schaubild mit

sigmoidem Kurvenverlauf (sieche Abbildung 33).
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Abbildung 33: Beispiel der Bestimmung des ICso-Werts von Triclosan.

Der Steigungsfaktor oder Hill-Koeffizient des linearen Mittelbereichs betrdgt 0.97. Eine

unspezifische Hemmung durch Aggregatbildung kann daher ausgeschlossen werden.

Tonge et al. ermittelten fiir Triclosan einen IC50-Wert von 1.0 £ 0.1 pM. Sie verwendeten 2-
trans-Dodecenoyl-CoA (DD-CoA) als Substrat, welches eine sehr viel hohere Affinitdt zu
InhA (Km =29 uM) besitzt als 2toCoA, in einer Konzentration von 85 uM.I031%4 Die
eingesetzte Substratkonzentration ist also nahezu dreimal so gro3 wie der Ky-Wert von DD-
CoA, was verstindlich ist, wenn man den unkompetitiven Hemmtyp von Triclosan in
Betracht zieht. Dass der in dieser Arbeit bestimmte 1Cso-Wert von Triclosan mit 2.2 + 0.5 uM
gut doppelt so grof} ist, ldsst sich wiederum dadurch begriinden, dass die Affinitit von
2toCoA zu InhA (Kn =941 uM) wesentlich kleiner ist und eine Substratkonzentration von
600 uM und damit eine unter dem Kn,-Wert gewihlt wurde, was bei unkompetitiver Inhibition
folglich zu groBeren ICso-Werten fiihrt. Um wertvolles Substrat einzusparen, wurde auf die
Vermessung von Triclosan-Verdiinnungsreihen bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen
und der Ermittlung von Kjy, verzichtet und stattdessen nach Cheng-Prusoff abgeschitzt (siehe
Kapitel 2.3.1.c)). Hieraus ergibt sich ein geschitzter Kj,-Wert von 857 nM. Tonge et al.
bestimmten experimentell einen Ki,-Wert von 220 + 20 nM fiir Triclosan. Schitzt man aber
den Kj,-Wert mit deren ermittelten Ky von DD-CoA und ICso von Triclosan ergibt sich
daraus ein geschidtzter Wert von 746nM. Dies zeigt einerseits, dass die
Niherungsgleichungen nach Cheng-Prusoff insbesondere fiir unkompetitive Inhibitoren sehr

ungenaue Werte liefern und eine experimentelle Bestimmung von K; unumgiénglich ist.
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Andererseits bestidtigen die sehr nah beieinander liegenden Schitzwerte fir Kj, die

Funktionstiichtigkeit des etablierten Testsystems.

Die Validitit des gekoppelten enzymatischen Testsystems mit UV-Detektion kann somit als
belegt angesehen werden. Es ermdoglicht einen hohen Durchsatz an Proben bequem im 96-
Well-Format zu testen und bietet die notwendigen experimentellen Voraussetzungen zur

zuverldssigen Bestimmung von enzymkinetischen Hemmparametern.
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2.3.4 Etablierung der fluorimetrischen Variante

Zusitzlich zur UV-VIS-spektroskopischen-Detektion wurde mittels Methoden-Transfer eine
Variante mit fluorimetrischer Detektion etabliert (sieche Kapitel 8.5.1.b)). Die Experimente
hierzu wurden an einem Cary Eclipse Fluorimeter mit microplate reader der Firma Varian im
96-Well-Format durchgefiihrt. Diese bietet neben besserer Empfindlichkeit auch eine weitere
Bestitigung der Validitit des Testverfahrens. Zur fluorimetrischen Detektion des gekoppelten
enzymatischen Testverfahrens macht man sich das unterschiedliche Fluoreszenzverhalten des
Redoxpaares NADH/NAD* zu Nutze. Dieses wurde nidher untersucht, indem Losungen
verschiedener Konzentrationen an NADH bzw. NAD™* bei verschiedenen Anregungs- und
Emissionswellenlingen vermessen wurden. Die sich aus den jeweiligen Intensititswerten
ergebenden Differenzen wurden anschlieBend verglichen, um die geeignetsten Parameter
herauszufinden. Bei einer Konzentration von 500 uM NADH, einer Anregungswellenlinge
von 345nm und einer Emissionswellenlinge von 450 nm sind die Intensititswerte

ausreichend hoch und die Intensitétsdifferenz am groBten (sieche Abbildung 34).

Differenz Floureszenzintensititen NADH/NAD*
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Differenz Fluoreszenzintensitat

Wellenlange

Abbildung 34: Differenz der gemessenen Fluoreszenz-Intensitat von verschiedenen Konzentrationen von NADH
und NAD+ bei verschiedenen Anregungs- und Emissionswellenlangen.

In Tabelle 4 ist die quantitative Zusammensetzung pro Well der Assay-Bestandteile

abgebildet.

Tabelle 4: Zusammensetzung des fluorimetrischen InhA-Assays.

InhA-Assay (Endvolumen 200 ul)

142 pl Puffer, 20 ul NADH 5mM, 24 ul 2toCoA 5mM, 10 ul DMSO bzw.
Inhibitor 400 uM, 4 pl InhA 25uM

Volumina
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InhA-Assay (Endvolumen 200 ul)

NADH 500 uM, 2toCoA 600 uM, DMSO/Inhibitor 5%/20 uM, InhA 500
Endkonzentration/well
nM
Substrat 2-trans-Octenoyl-CoA (2toCoA), Cosubstrat NADH
Enzympuffer PIPES 30 mM pH 6.8, 150 mM NaCl
Assaypuffer PIPES 30 mM pH 6.8, 150 mM NaCl, ImM EDTA
Temperatur 25 °C
Detektion Ex 345 nm / Em 450 nm

Zur Validierung wurde eine Dreifachbestimmung von je 20 uM Triclosan als Positivkontrolle
durchgefiihrt. Wie bei der UV-VIS-Variante beschrieben wurden die Initialgeschwindigkeiten
bestimmt und eine daraus resultierende InhA-Restaktivitdt von 16 =5 % resp. eine Hemmung

von ~84 % berechnet (siche Abbildung 35). Potenzielle Hemmstoffe werden folglich

angezeigt.
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—— Triclosan 20 uM 100
240 — —— Aktivitat (DMSO) — 7
2
<
bS] 220 — < .
2 T 60
2 =
£ 200 < .
8
g 40
180 — _
20 —
160 S *_ |
0 20 40 DMSO Triclosan 20puM

t[min]

Abbildung 35: Beispiel einer Messung der Initialgeschwindigkeit bei 20 uM Triclosan (links). Die sich aus der
Dreifachmessung ergebende Restaktivitét (links).

Die fluorimetrische Variante kann somit als Detektionsalternative zur UV-VIS-Spektroskopie

ebenfalls als valide betrachtet werden.
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2.3.5 Assay reversed

Wie in Kapitel 2.1 beschrieben, erwies sich die Synthese des Substrats 2toCoA als sehr
aufwindig. Bis zur Losung dieses Problems wurden gleichzeitig andere Losungsstrategien fiir
die Etablierung eines Testverfahrens angestrebt. Im Gegensatz zum 2toCoA ist das Produkt
der durch InhA katalysierten Reaktion, der Octanoyl-Coenzym A-Ester (OCoA), kommerziell
erwerbbar und muss somit nicht selber hergestellt werden. Theoretisch sollte es moglich sein,
dass unter bestimmten Bedingungen die Riickreaktion von OCoA zu 2toCoA mit NAD™ als
Coenzym durch die InhA katalysiert wird (siehe Abbildung 36). Die zur Untersuchung dieser
Frage durchgefiihrten Experimente verliefen allerdings durchweg negativ und wurden nach
erfolgreicher Substratsynthese eingestellt. Die geeigneten Bedingungen wurden nicht
gefunden. Dies ist womoglich auf die fehlende thermodynamische Triebkraft der

Riickreaktion zuriickzufithren.

/\/\/\)OJ\ ) \I\n hA _ /\/\/\)OJ\
NS5 con RN S—CoA
+
2toCoA NADH NAD OCoA

Abbildung 36: Eine Umkehr der von InhA katalysierten Reaktion konnte nicht beobachtet werden.
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23.6 Versuch der Etablierung einer orthogonalen Methode (Mikroskalierte
Thermophorese)
Um das enzymatische Testverfahren weiter zu validieren, wurde versucht eine orthogonale
Messmethode zu etablieren, die auf einer anderen nicht photometrischen Messtechnik beruht.
Ebenso sollte eine Methode etabliert werden, welche die Affinitit eines Inhibitors zu InhA
substratunabhingig bestimmen kann. Die mikroskalierte Thermophorese (Microscale
Thermophoresis, MST) nutzt die physikalische Grée der Thermodiffusion oder
Thermophorese, um das Bindungsverhalten von Liganden an Zielmolekiile zu bestimmen. Die
Thermophorese beschreibt die Teilchenbewegung in einem Fluid entlang eines
Temperaturgradienten. Sie ist eine stoffspezifische Grofe, die von Parametern wie
MolekiilgroBe, Ladung oder Solvatationshiille abhingig ist. Eine Veridnderung dieser
Parameter resultiert in einer Verdnderung der Thermophorese. Diesen Umstand macht man
sich bei der MST zunutze, um tiiber die Messung des thermophoretischen Verhaltens von

Ligand oder Inhibitor und Zielprotein auf die Bindungsaffinitiit zu schlieBen.!195-106]

Vor der Messung wurde zunéchst das Zielprotein InhA mit einem Fluoreszenzfarbstoff NT-
647-NHS markiert. Der Farbstoff bindet als NHS-Ester an Aminogruppen des
Proteinkomplexes (beispielsweise iiber Seitenketten von Lysin) und ermdglicht somit die
Detektion der Fluoreszenzintensitit mit einem Maximum im Bereich von 650-670 nm
Wellenldnge. FEine ausfiihrliche Beschreibung hierfiir befindet sich in Kapitel 8.6.
AnschlieBend wurde das markierte InhA im Volumenverhiltnis 1:1 mit einer Triclosan-
Verdiinnungsreihe (1.22 nM—40 uM) gemischt. Alle Proben enthielten 5 % DMSO. Die erste
von zwei Messreihen enthielt NAD* in einer Konzentration von 500 uM, wohingegen die
zweite ohne Zusatz des Cosubstrates hergestellt wurde. Triclosan sollte nur bei Anwesenheit
des Cosubstrats an InhA binden. Nach dem Aufziehen der Proben in eine Glaskapillare,
wurden diese mit Hilfe eines Schlittens in das Messgerit eingefiihrt. In Abbildung 37 ist das

Messverfahren in einer Ubersicht dargestellt.
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Abbildung 37: Messverfahren MST. Die Fluoreszenzintensitat innerhalb der Kapillare wird gemessen und als
Funktion der Zeit aufgetragen. Zum Zeitpunkt t=5s wird der IR-Laser eingeschaltet und die
fluoreszenzmarkierten Molekiile bewegen sich vom lokal erwarmten Bereich weg. Folglich wird dort eine
Abnahme der Fluoreszenzintensitdt gemessen. Nach Ausschalten des IR-Lasers erfolgt die Ruckdiffusion der
Molekule einhergehend mit zunehmender Fluoreszenzintensitét.

(Work found at: http://en.wikipedia.org/wiki/File:MicroscaleThermophoresisSketch.png / CC BY-SA 3.0

Author: NanoTemper Technologies GmbH

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/3/3e/Microscale ThermophoresisSketch.png/800px-
MicroscaleThermophoresisSketch.png

http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/)

Zunichst wird mit Hilfe eines Infrarotlasers die jeweilige Glaskapillare punktuell erhitzt und
somit ein Temperaturgradient erzeugt. Die sich darin befindenden Molekiile, die zuvor
gleichmiBig verteilt waren (initial state der Abbildung) beginnen nun mit der Bewegung
entlang des Temperaturgradienten (thermophoresis). Diese Bewegung kann mit Hilfe eines
Fluoreszenzdetektors gemessen werden, der die konzentrationsabhédngige
Fluoreszenzintensitit an einem bestimmten Punkt des zuvor markierten Zielmolekiils misst.
Der zundchst starke Abfall der Fluoreszenzintensitit ist auf den Temperatursprung
zuriickzufiihren. Danach kommt es zu einer thermophoretischen Konzentrationsdnderung am
Messpunkt, bis die Molekiilbewegung endet und sich ein Gleichgewicht einstellt (steady
state). Nach der Deaktivierung des IR-Lasers erfolgt zunidchst der umgekehrte
Temperatursprung, anschliefend beginnt die Riickdiffusion der Molekiile (backdiffusion) und
es stellt sich der Ausgangszustand ein. Die Bestimmung der Differenz der
Fluoreszenzintensitdt zwischen dem Ausgangspunkt (initial state, nach ca. 5s) und dem
Punkt, an dem die Thermophorese ein Gleichgewicht erreicht (steady state, nach ca. 30 s)
kann durch die Messung verschiedener Konzentrationen einer Verdiinnungsreihe die
Bindungsaffinitdt bestimmt werden. Als Mal} fiir die Bindungsaffinitdt dient hierbei die
Dissoziationskonstante Kg¢ des Enzym-Inhibitor-Komplexes. Nach dem Massen-

Wirkungsgesetz ist diese ist wie folgt definiert:
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[E] ist dabei die Konzentration an freiem Enzym, [I] ist die Konzentration des freien
Inhibitors und [EI] die Konzentration des Enzym-Inhibitor-Komplexes. Je hoher die Affinitit

eines Liganden zum Protein, desto kleiner ist der Kq-Wert.

Vor dem eigentlichen Messvorgang ist es erforderlich, die Fluoreszenzintensitéit der Losung
des gelabelten InhA zu bestimmen. Dazu wurden die konzentrierte Proteinlésung sowie
Verdiinnungen im Verhiltnis 1:5, 1:10 und 1:20 hergestellt und mit Hilfe der Funktion
Capillary Scan deren Intensititen bestimmt. Idealerweise sollte die gemessene Intensitidt im
Bereich von etwa 150-500 liegen. Unter Beriicksichtigung, dass die Proteinlosung bei den
folgenden Thermophorese-Messungen im Volumenverhéltnis 1:1 mit der Triclosan-Losung
verdiinnt wird und die Fluoreszenzintensitit sich demnach halbiert, ist folglich jene
Proteinverdiinnung geeignet, die beim Capillary Scan eine Intensitdt im Bereich von 300-
1000 zeigt. Zusatzlich muss der geeignete Kapillartyp ermittelt werden. Die Kapillaren sind
unbehandelt, innen hydrophil oder innen hydrophob beschichtet erhiltlich. Die besten
Intensitdten und Peaksymmetrien ergaben sich bei einer 1:5 Verdiinnung des gelabelten InhA
und der Verwendung von hydrophob beschichteten Kapillaren (K003 Monolith™ NT.115
Hydrophobic Capillaries). Somit war aber auch die erfolgreiche Markierung von InhA mit

dem Fluoreszenzfarbstoff nachgewiesen.

Die anschlieBende Vermessung der priparierten Triclosan-Verdiinnungsreihen zeigten stark
schwankende Thermophorese-Werte bei den jeweiligen Konzentrationen. Die LED-Power
betrug bei diesen Messungen 40 %, die MST-Power 60 % bzw.40 %. Eine Auswertung bzw.
die Bestimmung des Kq-Werts war somit nicht méglich. Ebenfalls konnte kein Unterschied in

An- oder Abwesenheit des Cosubstrats NAD festgestellt werden.

Weitere Experimente mit dieser Messmethode sind somit notwendig. Hierbei muss
herausgefunden werden, ob sich InhA fiir die Labeling-Prozedur und die thermophoretische
Messung grundsitzlich eignet. Sollte dies verifiziert werden, bite die MST eine substratlose

Alternative zum photometrischen InhA-Assay.
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3 Design und Synthese der Substanzbibliothek

In diesem Kapitel wird zuerst auf die rechnergestiitzten Methoden eingegangen, die zur
Unterstiitzung fiir die Optimierung der im Anschluss besprochenen synthetisierten Derivate
der Thiazolidindione und Thiazolinone angewendet wurden. Zum Schluss wird ein Uberblick
iiber die gesamte Substanzbibliothek gegeben. Diese besteht aus den selbst synthetisierten
Vertretern, den Verbindungen, die von Kooperationspartnern bezogen wurden sowie aus

kommerziell erworbenen Substanzen.

3.1 Computerbasierte Methoden

3.1.1 Berechnung der Permeabilitits-Wahrscheinlichkeit von Liganden fiir
M.tuberculosis
Ein groBles Problem bei der Suche nach neuen Wirkstoffen gegen das Mycobacterium
tuberculosis ist die undurchlidssige Zusammensetzung der mykobakteriellen Zellwand. Merget
et al. entwickelten im Arbeitskreis von Prof. Dr. C. Sotriffer an der Universitit Wiirzburg
eine computergestiitzte Methode (MycPermCheck), um die Wahrscheinlichkeit der
Permeabilitit einer Struktur zu berechnen.'””! Durch die Analyse von bekannten
antimykobakteriell wirksamen Substanzen bis zu einer Molekiilmasse von 500 g/mol konnten
Grenzwerte verschiedener physikalisch-chemischer Deskriptoren festgesetzt werden, die es
wiederum ermoglichen auf dieser Grundlage die Wahrscheinlichkeit der Permeabilitét einer

Substanz zu berechnen. Folgende Deskriptoren sind definiert.

e FOSA: Der dem Losemittel zugingliche hydrophobe Teil der Oberfliche (gesittigte
Kohlenwasserstoffe).

¢ clogP: Logarithmus des berechneten Wasser/Octanol-Verteilungskoeffizienten.

¢ PISA: Der dem Losemittel zugidngliche Teil der Oberfldche mit n-Wechselwirkung.

e accptHB: Anzahl der H-Briicken-Akzeptoren.

¢ glob: Quotient der generierten spharischen Oberflache zur Molekiiloberflache.

Im Folgenden sind die berechneten Deskriptoren sowie die Wahrscheinlichkeiten fiir die
Permeabilitit der selbst synthetisierten Vertreter der Substanzbibliothek (siehe Kapitel 3.2
und 3.3) sowie der Positivkontrollen Triclosan und PT04 (6PP) dargestellt (siche Tabelle 5).

Tabelle 5: Ergebnisse MycPermCheck.

Wahrscheinlichkeit
Verbindung FOSA clogP PISA accptHB glob
p
SV37 0.339 89.833 2.051 184.977 3 0.8968573
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Wahrscheinlichkeit
Verbindung b FOSA clogP PISA accptHB glob

SV38 1.000 49.967 4.628 340.03 3 0.839359

SV39 1.000 49.969 4.548 340.728 3 0.8417258
SV40 0.927 317.621 4.671 190.641 3 0.812284

Sv4l 0.949 349.782 5.051 190.65 3 0.8032483
Sv42 0.100 140.796 2.332 153.465 3 0.9213747
Sv43 1.000 96.482 4.56 324.971 3 0.8510056
Sv44 1.000 96.492 4.826 315.359 3 0.8445001
Sv45 0.334 91.388 2.453 157.796 3 0.9010572
SV46 1.000 96.484 4.905 314.569 3 0.8421967
Sv47 0.844 364.139 4.949 165.147 3 0.8150897
Sv48 0.889 396.319 5.329 165.135 3 0.8057902
SVv49 1.000 47.463 4.69 329.333 3 0.8366853
SV50 1.000 47.469 4.956 319.767 3 0.8306548
SV51 1.000 47.472 5.035 319.069 3 0.8283943
SV57 1.000 49.967 4.042 388.333 3 0.852456

SV58 1.000 96.485 4319 362.876 3 0.8555445
SV59 1.000 47.465 4.45 367.368 3 0.840807

SV60 0.000 243.2745 1.418 0 3 0.92011655
SV62 0.823 198.962 3.412 209.4495 3 0.8574603
SV63 0.798 204.2045 3.683 171.452 3 0.84327345
SV65 0.829 199.033 3.9185 161.8465 3 0.84642335
SV66 0.853 198.974 3.997 161.141 3 0.8441813
SV67 0.006 466.6215 4.0415 11.736 3 0.8163329
SV68 0.010 499.6585 4.4365 11.7355 3 0.80413805
SV69 1.000 49.965 4.625 340.387 3 0.8396144
SV70 1.000 96.492 4.903 315.024 3 0.8423057
SV71 0.853 198.9675 3.995 161.486 3 0.8443985
SV75 1.000 49.964 4.283 350.341 3 0.8480914
SV77 1.000 83.60 4.4785 321.781 3 0.8566706
SV8l1 0.725 229.209 4.20775 137.749 3 0.8517424
SVI1 1.000 47.485 5.033 319.405 3 0.8286225
SVo4 0.980 302.937 4.8 210.238 2.5 0.812705

SV102 0.928 355.402 5.042 173.496 2.5 0.8191023

Triclosan 1.000 0.000 4.738 225.618 1.25 0.898
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Wahrscheinlichkeit
Verbindung FOSA clogP PISA accptHB glob
1Y
PTO04 (6PP) 1.000 260.549 5.175 297.639 1.25 0.817

Die disubstituierten Thiazolidindion-Derivate zeigen mit p = 0.8 theoretisch eine grofle
Wabhrscheinlichkeit in das Mykobakterium zu gelangen, bei den N-3-monosubstituierten
Vertretern (SV37, SV42, SV45, SV60, p < 0.35) ist dies eher unwahrscheinlich. Insbesondere
die Einfiihrung eines sec-Butyl-Rests an dieser Stelle in Kombinatin mit einem Alkyliden-
Rest an C-5 (SV67, SV68, p < 0.01) vermindert die Durchgiingigkeits-Wahrscheinlichkeit
erheblich. Einerseits ist aus den gezeigten Daten leicht zu entnehmen, dass sehr lipophile
Substanzen (clogP = 5) mit hoher theoretischer Wahrscheinlichkeit permeabel sind. Bedenkt
man die dicke, wachsartige Zellwand der Mykobakterien, die eine effektive Barriere fiir
Antibiotika darstellt, ist dies nachvollziehbar. Mittlerweile werden in virtuelle Screening-
Kampanien sogar Substanzen einbezogen, die einen clogP zwischen 5 und 6 aufweisen.!!%8!
Diese werden nach den Standard-Kriterien (Lipinsky Rule of Five, clogP < 5) normalerweise
nicht als potenzielle Arzneistoffe in Betracht gezogen.'” Die Voraussetzung hoher
Lipophilie bedingt andererseits die Schwierigkeiten der experimentellen Handhabung dieser
Verbindungen. Bei den enzymatischen und =zellbasierten Testverfahren ergeben sich
Loslichkeitsprobleme im hoheren mikromolaren Konzentrationsbereich. Zeigt eine der
Verbindungen keine validen positiven Hemmeigenschaften mindestens im niederen
mikromolaren Bereich, ist die Vermessung aussagekriftiger Verdiinnungsreihen kritisch. Im
etablierten enzymatischen InhA-Assay wurde versucht die schlechten Loseeigenschaften
durch Zugabe von 5 % DMSO zu kompensieren. Die Puffer-Loslichkeit der getesteten
Substanzen im Screening bei 20 uM konnte somit gewihrleistet werden. Fiir Messungen im
hoheren mikromolaren Bereich miisste iiber den Zusatz von Ld&sungsvermittlern und
Detergenzien wie zum Beispiel Brij nachgedacht werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
versucht, das InhA-Puffersystem so puristisch als moglich zu halten, um etwaige

Fehlinterpretationen basierend auf diesen Zusitzen zu vermeiden.

Trotz ihrer groBen theoretischen Permeabilitits-Wahrscheinlichkeit fithrten Verbindungen,
die teilweise moderate Hemmung von InhA im enzymatischen Assay-Verfahren zeigten
(SV75, Sv47, SV50, SV66, SV102), zu keiner Wachstumshemmung von attenuierten
Tuberkelbakterien (sieche Kapitel 4.3.1).
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3.1.2 Docking-Experimente

Die Docking-Simulationen wurden im Rahmen des SFB630 von Steffen Wagner im
Arbeitskreis von Prof. Dr. C. Sotriffer am Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der
Universitdit Wiirzburg durchgefiihrt. Es wurden die Programme Glide (Schrodinger) und
Autodock 3.0 verwendet. Ziel der Docking-Studien ist es, mogliche Bindemodi zu ermitteln

auf deren Basis optimierte Hemmstoffe vorgeschlagen werden konnen.

Das katalytische Zentrum von InhA besteht aus den Aminosduren Phel49, Tyr158 und
Lys165. Uber eine Wasserstoffbriickenbindung zur Carbonylfunktion des Substrats stabilisiert
Tyr158 den Ubergangszustand des Hydrid-Transfers. Die positiv geladene Anino-Gruppe von
Lys165 interagiert durch eine Wasserstoffbriickenbindung mit der Ribose-2‘-Hydroxygruppe
des Cosubstrats NADH/NAD™ und stabilisiert zusammen mit dem Dinukleotid-Binding-Loop

der Aminosiuren Gly14 bis Ala22 das Cosubstrat in der Bindetasche.[86:11°]

Nachfolgend sind der Bindemodus von Triclosan im Komplex mit der InhA laut
Rotgnestrukturanalyse sowie die Docking-Posen der Thiazolidindion-Derivate SV75, SV47
und des Thiazolinon-Deivats SV102 dargestellt. Die Liganden bzw. Inhibitoren sind alle blau,
das Protein InhA grau und NAD" in orange eingefirbt. Bei den oberen Darstellungsmethoden
mit transparenter Oberfliche werden einige Seitenketten der Bindetasche als Sticks
dargestellt. Die unteren reduzierten Darstellungen zeigen neben Ligand und Cofaktor die

Seitenketten Phenylalanin149 (Phe149) und Tyrosin158 (Tyr158) der Bindetasche.

a) Positivkontrolle Triclosan
Triclosan bindet in Gegenwart von NAD* unkompetitiv mit rapid-reversible-Charakteristik
an InhA (Ki, =220 nM).['%] Der aromatische Phenolring A interagiert hierbei iiber 7- -
stacking-Wechselwirkungen mit dem Pyridin-Ring von NAD*. Die Hydroxyl-Gruppe bildet
ebenso Wasserstoffbriickenbindungen mit Tyrl58 vom InhA und mit der Ribose-2°-
Hydroxygruppe von NAD* aus (sieche Abbildung 38). Weiter Wechselwirkungen sind
vorwiegend hydrophober Natur. Der Dichlorphenyl-Ring B liegt orthogonal zu Ring A und
einer der Chlor-Reste zeigt in Richtung NAD*, wihrend der andere dem Losungsmittel
ausgesetzt ist (solvent exposed). Die Einfithrung von Alkyl-Resten in Position 5 vom A-Ring
an Stelle von Chlor sowie Entfernung der Chlor-Reste von Ring B fithren zu stark
verbesserten Hemmeigenschaften (5-Alkyl-Biphenylether-Derivate, z.B. Positivkontrolle 5-
Hexyl-2-phenoxyphenol, 6PP, Ki, =9.4 nM).[' Abhiingig vom eingefiihrten Alkyl-Rest
konnen zusitzlich hydrophobe Wechselwirkungen mit Phel49 und Tyrl158 beobachtet

werden. Dies fiihrt zu tight-binding Inhibitoren mit rapid-reversible-Charakteristik. Durch
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Einfiilhren eines Methyl-Substituenten an C-2° des B-Rings kommt es zu hydrophoben
Wechselwirkungen mit Alal98, [1e202, Val203 und Met199, die als Bestandteil des
Substrate-Binding-Loops (o-Helix aus den Aminosiduren-Reste 195-210) zur rdumlichen
Umlagerung dieser Helix fiithren (loop-ordering). Diese Helix versperrt nun den Eingang zum
aktiven Zentrum. Hemmstoffe von InhA, die zu diesem Loop-ordering fiihren, zeigen eine
slow onset und tight-binding Charakteristik (z.B. 2-(o-Tolyloxy)-5-hexylphenol, PT70, K; =
22 pM).[74111]

Abbildung 38: Bindemodus von Triclosan an InhA laut Réntgenstruktur pdb2B35 aligned to pdb2X23.
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b) (Z)-3-Benzyl-5-(4-fluorbenzyliden)-thiazolidin-2,4-dion (SV75)
Bisher gibt es keine Co-Kiristallstrukturen von Thiazolidindion-Derivaten und InhA. Den
Docking-Simulationen zu Folge nimmt man ein dhnliches Bindungsverhalten wie bei den
Diphenylether-Derivaten an. Die Carbonyl-Funktion an Postion 2 des Fiinfrings bildet
demnach Wasserstoffbriickenbindungen mit Tyr158 und der Ribose-2‘-Hydroxygruppe des
Cosubstrats NAD™* (sieche Abbildung 39). Die C-4-Carbonyl-Funktion zeigt keine
Wechselwirkungen mit InhA. Eine m- m-stacking-Wechselwirkungen des Thiazolidindion-
Rings mit dem Nicotinamid-Ring von NAD* ist denkbar. Ahnlich der riumlichen Anordnung
von Triclosan stehen der Fiinfring und der N-Benzyl-Rest ungefihr orthogonal zueinander.
Zusitzlich nimmt man an, dass es zu hydrophoben Wechselwirkungen des N-Benzyl-Rests
mit den Aminosduren-Resten Alal98, 11202, Val203 und Met199 des Substrate-Binding-
Loops und durch den p-Fluor-Benzyliden-Rest an Position 4 des Thiazolidindion-Rings mit

Phe149 und Tyr158 kommt.
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Abbildung 39: Postulierter Bindemodus von SV75 an InhA. Fir das Docking wurde Glide und Autodock 3.0
verwendet (pdb-Struktur 2X23).

¢) (Z)-5-Heptyliden-3-(2-methylbenzyl)-thiazolidin-2,4-dion (SV47)
In Anlehnung an die 5-Alkyl-Biphenyelther-Derivate wurde versucht durch die Einfiihrung
eines Heptyliden-Rests an Position 5 die hydrophoben Wechselwirkungen mit Phe149 und
Tyr158 zu verbessern (sieche Abbildung 40). Die Einfiihrung einer Methyl-Gruppe in ortho-

Position des N-Benzyl-Rests sollte die hydrophoben Wechselwirkungen mit den Aminoséduren
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des Substrate-Binding-Loops verbessern. Beim InhA-Screening dieser Derivate zeigte sich
allerdings keine signifikante Verbesserung der Hemmeigenschaften gegeniiber den

potentesten Thiazolidindionen mit einem Benzyliden-Substituenten (siehe Kapitel 4.1.1.c)).

Abbildung 40: Postulierter Bindemodus von SV47 an InhA. Fir das Docking wurde Glide und Autodock 3.0
verwendet (pdb-Struktur 2X23).
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d) 5-Hexyl-3-(2-methylbenzyl)-thiazol-2(3H)-on (SV102)
Wie bei der Beschreibung der Docking-Simulation von SV75 angefiihrt, zeigt die C-4-
Carbonyl-Funktion keine Wechselwirkungen mit InhA. Vielmehr scheint sie sich storend fiir
Wechselwirkungen mit den hydrophoben Aminosduren des Substrate-Binding-Loops
auszuwirken. Einem Thiazolinon-Ring fehlt eben diese Carbonyl-Gruppe. Zusitzlich sollte
durch die erhohte Planaritit des Heterozyklus® die - m-stacking-Wechselwirkungen mit dem
Nicotinamid-Ring von NAD™* vergroBert werden. Ebenso wird die Nucleophilie des an
Position 2 des Fiinfrings verbleibenden Carbonylsauerstoffs erhoht, was wiederum in einer
Verbesserung der Wasserstoffbriickenbindungen mit Tyrl58 und der Ribose-2°-
Hydroxygruppe von NAD+ fithren sollte (sieche Abbildung 41). Die hydrophoben
Wechselwirkungen des 5-Hexyl- und des o-Methylbenzyl-Substituenten sind analog der
bereits beschriebenen Thiazolidindione. Leider zeigte sich durch diese Abwandlungen
ebenfalls keine Verbesserung der Hemmeigenschaft gegeniiber InhA im Screening (siehe

Kapitel 4.1.2).
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Abbildung 41: Postulierter Bindemodus von SV102 an InhA. Fir das Docking wurde Glide und Autodock 3.0
verwendet (pdb-Struktur 2X23).
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3.2 Darstellung der Thiazolidin-2,4-dione

Nachdem die aus dem virtuellen Screening bzw. aus den Docking-Studien erhaltenen und
kduflich erworbenen Verbindungen getestet wurden (siehe Kapitel 4), sollte mit Hilfe der
daraus resultierenden Informationen die Substanzbibliothek erweitert werden. Ziel war es
durch synthetische Abwandlungen von Thiazolidin-2,4-dion die inhibitorischen Eigenschaften
weiter zu verbessern. Im Vordergrund stand dabei die Einfithrung verschiedener Substituenten
Ri und R an den Positionen N-3 und C-5 des Thiazolidindions (sieche Abbildung 42). Im
ersten Schritt wurden verschiedene Substituenten Ry am Imid-Stickstoff eingefiihrt (Schritt A,

I), im zweiten Schritt erfolgte die Einfithrung verschiedener Reste R2 am C-5-Atom (Schritt

B, II/III).

s7T23NH Schritt A 23N/R1 Schritt B s7 23N/R1
5 4 \5 4{ >5 45
(0] (@] R, (0]
3-monosubstituiertes 3,5-disubstituiertes
Thiazolidin-2,4-dion Thiazolidin-2,4-dion- Thiazolidin-2,4-dion-
Derivat Derivat

| 711}

Abbildung 42: Aligemeine Struktur der Thiazolidin-2,4-dione. Derivatisierung erfolgte durch Einflhrung der
Substituenten Ri an Position 3 (Schritt A) zu 3-monosubstituierten- und Rz an Position 5 (Schritt B) zu 3,5-
disubstituierten Thiazolidindion-Derivaten.

3.2.1 Alkylierung am Imid-Stickstoff (Schritt A)
Zuerst soll die Einfilhrung eines Alkyl- bzw. Benzylrests R; an Position N-3 des
Thiazolidindions niher betrachtet werden. Dies erfolgte durch eine nucleophile Substitution

am Imid-Stickstoff mit einem Alkyl- bzw. Benzylbromid zum N-3-monosubstituierten

Thiazolidin-2,4-dion (I) (siche Abbildung 43 und Kapitel 8.2.1).

+ K,CO3 (3 Aq)

(0]
oder

)J\ +NaH (1 Aq.) )J\
s NH + R,—Br ~ s~ ONT

\_< DMF \_<

°C-RT
0 oo 0
1.0 Aq. 1.0 Aq. I

Ry

Abbildung 43: Nucleophile Substitution am Imid-Stickstoff zum N-3-monosubstituierten Thiazolidindion.

Der Stickstoff des Thiazolidindions ist Teil einer Succinimid-Partialstruktur, welche ihrerseits
wiederum Teil des Fiinfringheterozyklus® ist. Einerseits erniedrigt der —-M-Effekt der beiden
benachbarten Carbonylgruppen die Nucleophilie des Stickstoffs, andererseits wird dadurch
die NH-Aciditit erhoht. Der pks-Wert wurde mit 6.74 bei 25 °C bestimmt.!!1?]
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Mit einer starken Base sollte es also moglich sein das Thiazolidindion zu deprotonieren, um
die Nucleophilie wieder zu erhohen. In der Literatur ist die Verwendung von NaH (pks ca. 35,
1.0 Aq.) oder K>COs (pks ca. 10.5, 3.0 Aq.) als nicht nucleophile Basen beschrieben.!!!3:114]
Letztere bietet neben milderen Reaktionsbedingungen den Vorteil leichter handhabbar zu

sein.

Durch den Einsatz eines Uberschusses an K»COs (3 Aq.) wird das Gleichgewicht noch weiter
zu Gunsten der deprotonierten Form verschoben, die unmittelbar mit dem Alkylhalogenid
abreagieren kann. Zudem ist K>COs eine zu schwache Base, um die CH-azide Position 5 des
Thiazolidindion-Rings ausreichend deprotonieren zu konnen. Eine mogliche, aber
unerwiinschte Alkylierung an dieser Stelle wird somit verhindert. Da die Ausbeuten an 3-
substituierten Thiazolidindionen zufriedenstellend waren (siehe Abb. 44), wurde die

Verwendung der schwachen Base K>CO3 bevorzugt.

In dieser Arbeit wurden als elektrophile Reaktanden fiir die nucleophile Substitution
hauptsichlich Benzylbromide oder verzweigtkettige Alkylbromide verwendet. Benzylbromide
liegen nach Bromidabspaltung als stabile Benzylkationen vor und sollten daher bevorzugt
nach einem Sn1-Mechanismus reagieren. Die verzweigtkettigen Alkylbromide konnen sowohl
nach einem Sn1- als auch Sn2-Mechanismus reagieren. Durch die Verwendung eines polaren
aprotischen Losungsmittels wie DMF und die damit einhergehende fehlende Solvatation von
Anionen wird allerdings ein Mechanismus via Sn2 begiinstigt.!!>116] Auf diese Weise wurden

vier N-3-substituierte Thiazolidindionderivate synthetisiert (siche Abbildung 44).

L o A &
o g Tl &

81% 64% 45% 53%

Abbildung 44: Ubersicht der Strukturen und Ausbeuten der synthetisierten N-3-substituierten Thiazolidin-2,4-
dion-Derivate.
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3.2.2 Einfiihrung von Substituenten am C-5-Atom (Schritt B)

Als nichstes soll die Einfithrung von Substituenten R; am C-5-Atom des Fiinfrings néher
betrachtet werden. Neben Alkyliden- und Benzylidenresten (II) sollten auch Reste ohne
Doppelbindung (III) eingefiihrt werden (siehe Kapitel 8.2.2 und 8.2.3). Ersteres gelang durch
Reaktion eines Aldehyds mit dem entsprechenden N-3-substituierten Thiazolidindion (I) unter
organischer Basenkatalyse im Sinne einer Knoevenagel-Reaktion. Das Anbringen eines
Alkylrests ohne Doppelbindung erfolgte auf zwei verschiedenen Syntheserouten. Neben der
Moglichkeit  einer  katalytischen = Hydrierung  eines  5-Alkyliden-  bzw.  5-
Benzylidenthiazolidindionderivats (Syntheseroute a)) konnte durch nucleophile Substitution
mit einem entsprechenden Alkylhalogenid (Syntheseroute b)) der gewiinschte Substituent
eingefiihrt werden. Die Abbildung 45 zeigt eine Ubersicht der genannten Syntheserouten, die

im Folgenden niher besprochen werden.

0 o)
H EtOH
)J\ R N Q reflux )J\ R
Sy B e
24 h
% R2 H ﬁ
R
I (0] 2 I (6]
a) H,/PdIC Etgﬁc
10 bar
b+ n-Buli | gl 40h
+Ro-Hal | /% &
j\
- s “N—Ri
Ry o)

Abbildung 45: Ubersicht der Syntheserouten fiir 3,5-disubstituierte Thiazolidindionderivate. (1): N-3-substituiertes
Thiazolidindion, (Il): 5-Alkyliden- bzw. Benzylidenderivat, (Ill): 5-Alkyl- bzw. Benzylderivat.

a) C-5-Alkylidenylierung bzw. Bengzylidenylierung im Sinne einer Knoevenagel-
Reaktion

Die C-5-Substitution unter Einfithrung einer exozyklischen Doppelbindung erfolgte im Sinne

einer Knoevenagel-Reaktion.!"''”) Hierunter versteht man allgemein die Kondensation von

Aldehyden oder Ketonen mit der Enolform einer Carbonylverbindung unter basischer

Katalyse. In dieser Arbeit dienten die N-3-substituierten Thiazolidin-2,4-dionderivate (I) als
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CH-acide Methylenkomponente (1.0 Aq.), entsprechende Derivate aliphatischer Aldehyde
oder des Benzaldehyds als Aldehydkomponente (1.1 Aq) und Piperidin (0.7 Aq.) als
organischer Basenkatalysator (siche Kapitel 8.2.2).l'"* In Abbildung 46 sind zwei denkbare

Reaktionsmechanismen dargestellt.

Mechanismus A

\ é >_< R,
H H (6]
4o H o
I o0 H
H;
o N
i A )
)k —R
S N/R1 - S N H
H o
R2 o)
I HO H O
(e}
Mechanismus B )k
/R1 O

Abbildung 46: Diskutierte Reaktionsmechanismen der Knoevenagel-Reaktion.

Mechanismus A sieht im ersten Schritt die Abstraktion eines Protons der CH-aciden
Thiazolidindionkomponente durch das als Piperidin vor. Das gebildete Anion addiert
anschlieBend an die Carbonylverbindung und unter Wasserabspaltung entsteht die o, B-
ungesittigte Carbonylverbindung bzw. durch die eingefiihrte exozyklische Doppelbindung an
Position C-5 ein Fiinfringheterozyklus (II), der im Sinne der Hiickel-Regel formal einen

gewissen aromatischen Charakter aufweist.
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Der erste Schritt von Mechanismus B ist die Bildung eines Iminium-Salzes gefolgt von der
Reaktion mit der CH-aziden Komponente. Dieser Mechanismus macht auch die sehr gute
Eignung der organischen Base Piperidin als Katalysator verstidndlich. In der Literatur werden
beide Mechanismen als denkbar diskutiert.[!'311%120] Der aus thermodynamischer Sicht bei der
Aromatisierung des Heterozyklus durch die Eliminierung von H>O bzw. Piperidin im letzten
Schritt der Reaktion resultierende energetische Gewinn bildet letztlich die Triebkraft der
Reaktion. Wahrscheinlich verlduft dieser Eliminierungsschritt {iber einen ElcB-
Mechanismus. Dafiir spricht neben den strukturellen Voraussetzungen fiir ein
mesomeriestabilisiertes Carbanion auch die Wahl des polar protischen Losemittels Ethanol,
welches in der Lage ist das Anion gut zu solvatisieren. Ethanol ist indes nicht in der Lage die
stark lipophilen Endprodukte zu solvatisieren, was zu deren selektiver Prizipitation und einer
Verschiebung des Gleichgewichts zur Produktseite fiihrt und auflerdem die anschlieenden
Aufreinigungsschritte vereinfacht. Auf diese Weise konnten 26 Derivate mit folgenden

Ausbeuten synthetisiert werden (siche Abbildung 47 bis 50).

)oj\
S N
R, (o)
R,= Sv57 SV75 SV39 SV38

85% 78% 61% 51%

/7 93
Br
SV69 SV40 SV41
59% 33% 59%

Abbildung 47: Ubersicht der Strukturen und Ausbeuten der synthetisierten disubstituierten Thiazolidindione mit
N-Benzyl-Rest.
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)(J)\
S N
R, (o)
Ry= SV58 Sv43 Sv44 SV46
68% 51% 63% 61%
/7 %
2 it 4
Br
SV70 sSv47 Sv48
74% 51% 53%

Abbildung 48: Ubersicht der Strukturen und Ausbeuten der synthetisierten disubstituierten Thiazolidindione mit
N-2-Methylbenzyl-Rest.

(0]

A ¢

S N

R, (0]

R,= SV59 SVv49 SV50 SV51
71% 54% 74% 63%
Br

SV91
49%

Abbildung 49: Ubersicht der Strukturen und Ausbeuten der synthetisierten disubstituierten Thiazolidindione mit
N-2-Chlorbenzyl-Rest.
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(0]
AL
R,= SV62 SV63 SV65 SV66
80% 54% 55% 69%
/7 /7
Br
SV71 SVe7 SV68
67% 78% 71%

Abbildung 50: Ubersicht der Strukturen und Ausbeuten der synthetisierten disubstituierten Thiazolidindione mit
N-sec-Butyl-Rest.

b) C-5-Substituenten ohne exozyklische Doppelbindung
Hierbei handelt es sich um Verbindungen ohne exozyklische Doppelbindung (III). Diese
Vertreter konnten auf zwei verschiedenen Syntheserouten a) und b) (sieche Kapitel 8.2.3)
synthetisiert werden, die im Folgenden vergleichend betrachtet und diskutiert werden sollen.

In Abbildung 51 sind als Beispiel beide Reaktionswege fiir SV77 dargestellt.

o o)
N P& .
S N S N e nBuli + /@/\
F V4 _{ F
o o)
SV37
SV75 3 ) i
f 1.0 Aqg. 2.0 Aq. 1.0 Aq.
(In 0
+H /?0 bar | EtOAC 0 THF
PdIC g | RT ~78 °C-RT | b)
3d 25h
s” °N
~79% F o ~16%
sv77

)

Abbildung 51: Syntheserouten a) und b) von SV77 im Vergleich.
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Bei Syntheseroute a) wurde eine Kkatalytische Hydrierung von C-5-Alkyliden- bzw.
Benzyliden-Derivaten (II) mit Palladium/Kohle als Katalysator in Ethylacetat im Autoklaven
durchgefiihrt.!"?!l Hierbei miissen die Reaktionsbedingungen so gewihlt werden, dass es
einerseits zu einer selektiven Hydrierung der exozyklischen Doppelbindung unter Authebung
des aromatischen Charakters des Heterozyklus® kommt, aber andererseits die Hydrierung der
Carbonylgruppen oder die mogliche Abspaltung von N-Benzylresten verhindert wird. Es
wurde daher mit sehr milden Bedingungen bei Raumtemperatur und Atmosphérendruck
begonnen und der H>-Druck allméhlich angepasst. Reaktionskontrollen erfolgten mittels DC
und '"H-NMR-Spektroskopie. Dadurch wurde verfolgt, wie weit die Reaktion fortgeschritten
war und iiberpriift bzw. sichergestellt, dass es weder zu einer Reaktion der Carbonylgruppen
noch zu einer Abspaltung (sofern vorhanden) von N-Benzylresten kam. Daraus ergaben sich
optimale Reaktionsbedingungen bei Raumtemperatur und einem Druck von zehn bar.
Auflerdem konnte eine Katalysatorvergiftung durch die als Edukt eingesetzten
Thiazolidindion-Derivate beobachtet werden. Durch Zugabe von frischem Palladium/Kohle
(10% m/m) ca. alle 24 Stunden und einer verlidngerten Reaktionsdauer von ungefdhr drei
Tagen wurde dieses Problem gelost. Diese Methode stellt somit eine gute Mdglichkeit dar, bei
fast quantitativem Umsatz (Ausbeute SV77: 79 %) die exozyklische Doppelbindung selektiv

zu hydrieren.

Die C-5-Alkylierung bzw. Benzylierung (Syntheseroute b)) erfolgte durch Deprotonierung
an C-5 von an N-3-substituierten Thiazolidindionderivaten (I, 1.0 Aq.) mit n-BuLi (2.0 Aq.)
und anschlieBende nucleophile Substitution durch das entsprechende Alkyl- bzw.
Benzylbromid (1.0 Aq.) in absolutiertem THF.!'??] Hierbei gilt es die Reaktionsbedingungen,
Temperaturen und Zeitabstinde genau einzuhalten, da ansonsten kein Erfolg dieser Reaktion
gewihrleistet ist. So konnte trotz exakter Reaktionsfilhrung wegen zahlreich ablaufender
Nebenreaktionen nach sdulenchromatographischer Aufreinigung nur eine sehr kleine Menge
an Produkt isoliert werden (Ausbeute SV77: 16 %). Der Versuch die Reaktionsbedingungen
durch den Einsatz von schwicheren Basen (Natriumhydrid, KoCOs) abzumildern, schlug

fehl.1123]

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die katalytische Hydrierungsreaktion
(Syntheseroute a)), trotz eines weiteren erforderlichen Syntheseschrittes, die Methode der
Wahl zur Darstellung von Thiazolidindionen ohne exozyklische Doppelbindung ist. Der
zufriedenstellende  Reaktionsverlauf machte ebenso den FEinsatz von selektiven
Hydrierungsreagenzien wie LiBHj iiberfliissig.!'?*!23! Nachfolgend sind die synthetisierten

Vertreter und deren Ausbeuten angegeben (sieche Abbildung 52).
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Abbildung 52: Ubersicht der synthetisierten Thiazolidindion-Derivate ohne exozyklische Doppelbindung.
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3.2.3 Uberlegungen zur Stereoselektivitit der Knoevenagel-Reaktion

Der letzte Eliminierungsschritt bei der Synthese disubstituierter Thiazolidindione mit
exozyklischer Doppelbindung (sieche Kapitel 3.2.2.a)) legt ebenso die Stereochemie des
Endprodukts fest. Theoretisch konnen bei dieser Reaktion E und Z-Diastereomere erhalten
werden. Um die genauen stereochemischen Verhiltnisse aufzukldren, wurde zunichst durch
LC-MS-Analytik geklért, ob ein Diastereomerengemisch vorliegt. AnschlieBend wurde mit
Hilfe von geeigneten NMR-Experimenten die Konfiguration des Isomers ermittelt.
AbschlieBend wurden die erhaltenen Ergebnisse durch theoretische Uberlegungen belegt. Im

Folgenden ist dieses Vorgehen exemplarisch an Hand der Verbindung SV71 beschrieben

(siehe Abbildung 53).

)v.j\ Hc
s N)</
¢
/A
Ke)

H
Br @

Abbildung 53: Die beiden mdglichen E/Z-Diastereomere von SV71 im Vergleich.

a) Abkliarung des Vorhandenseins eines Diastereomerengemisches mittels LC-MS
Im Zuge der LC-MS-Analytik zur Feststellung der Reinheit (siehe Kapitel 8) der Produkte
konnte das Verhiltnis von E zu Z-Isomeren ermittelt werden. In Abbildung 54 sind das UV-
Chromatogramm bei 272-288 nm und die zugehdrigen ESI-Massenspektren der einzelnen
Peaks von SV71 nach HPLC-Auftrennung dargestellt. Bei einer Retentionszeit von
R:=16.9 min (Peak 3) findet man fiir SV71 die Massen [M+H] = 340.1 und [M+Na] = 362.0
(berechnet: 338.99). Durch Flachenvergleich der Signale ergibt sich eine Reinheit von
99.0 %. Anhand der Masse ldsst sich feststellen, dass es sich bei Peak 1 (0.1 %) und Peak 2
(09 %) nicht um SV71 handelt. Somit ist bewiesen, dass keineswegs ein

Diastereomerengemisch, sondern ausschlieBlich ein Isomer vorliegt.
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Abbildung 54: UV-Chromatogramm und zugehérige Massenspektren der LC-MS-Analytik von SV71.

b) NMR Gated-Decoupling-Experimente zur Aufklirung der Konfiguration
Die Frage, um welches der beiden moglichen Diastereomere es sich nun handelt, wurde durch
kernresonanzspektroskopische Experimente beantwortet. Hierzu wurden Spektren nach dem

Gated-Decoupling-Verfahren aufgenommen. Ein Gated-Decoupling-Experiment ist ein
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spezielles Impuls-Experiment, mit dem man '3*C-NMR-Spektren mit C,H-Kopplungen messen
kann, ohne auf den Intensitdtsgewinn durch den Nuclear Overhauser Effekt (NOE) verzichten
zu miissen. Dies bedeutet eine erhebliche Einsparung an Messzeit gegeniiber einem
gekoppelten '3C-Spektrum (nicht 'H-Breitband-entkoppelt). In Abbildung 55 ist das
Messverfahren schematisch dargestellt. Zu Beginn ist der Breitbandentkoppler (BB) im 'H-
Kanal eingeschaltet, wodurch sich durch den NOE Besetzungsverhiltnisse aufbauen, die eine
Intensitdtszunahme der Signale bewirken. Vor der Impulsgabe und Datenaufnahme wird der
BB-Entkoppler ausgeschaltet. Dies bewirkt, dass die indirekte Spin-Spin-Kopplung wieder
vorhanden ist, wohingegen sich die Gleichgewichte der Besetzungszahlen nur langsam
einstellen. Die Relaxationszeit 71 ist die Zeit, die zur Riickkehr in den Gleichgewichtszustand
erforderlich ist. Da die Relaxationszeiten 77 lidnger sind als die zur Datenaufnahme
erforderliche Zeit, erhdlt man ein '3C-NMR-Spektrum mit C,H-Kopplungen und
Signalverstirkung durch den NOE.[126:127]

'H-Kanal BB BB BB

. M/\A \/\AA
TAM TAM

Abbildung 55: Bei einem Gated-Decoupling-Experiment wird der 'H-Breitbandentkoppler (BB) wahrend des
Beobachtungsimpulses und der Datenaufnahme im '3C-Kanal ausgeschaltet.

Daraus ergibt sich das in Abbildung 56 gezeigte Spektrum von SV71. Die Zuordnung der
Signale ergab fiir das Cs-Atom ein Dublett vom Dublett mit den Kopplungskonstanten 3J
(C,H)=6.6 Hz und 4.0 Hz bei 166.26 ppm. Dieses Aufspaltungsmuster resultiert aus den
vicinalen Kopplungen von C4 mit Ha, (cis) oder Hy (frans) und Hc. In der Literatur finden sich
fiir C,H-cis-Kopplungen im Allgemeinen Werte, die kleiner sind als 10 Hz und fiir C,H-trans-
Kopplungen Werte, die groBer sind als 10 Hz.'?%12”) ITm vorliegenden Fall sind beide
relevanten Kopplungskonstanten kleiner als 10 Hz, was auf eine cis-Kopplung hindeutet. Es
kann also angenommen werden, dass SV71 als Z-Diastereomer vorliegt. Das Dublett bei
167.2 ppm mit 3J (C,H.) = 6.6 Hz ist dem anderen Carbonyl-Kohlenstoff an Position 2 des

Fiinfrings und dessen vicinaler Kopplung mit He zuzuordnen.
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Abbildung 56: Gated-Decoupling-Spektrum von von SV71. Der vergréBerte Ausschnitt zeigt das relevante
Dublett vom Dublett bei 166.26 ppm.

¢) Theoretische Uberlegungen
Diese experimentellen Ergebnisse stehen ebenfalls im Einklang mit der theoretisch
anzunehmenden  Diastereoselektivitit der Reaktion. Der Ubergangszustand des
Eliminierungsschrittes, der zum thermodynamisch stabileren Produkt fiihrt, besitzt ebenso
einen niedrigeren energetischen Zustand (Product Development Control),['?8! d.h. das unter
kinetischer Kontrolle entstehende Produkt ist auch das stabilere. Wie man leicht erkennen
kann, ist das Diastereomer mit Z-Konfiguration sterisch weniger gehindert als das E-Isomer
und somit auch stabiler. Unter Annahme des in Kapitel 3.2.2.a) postulierten ElcB-
Mechanismus® ist dieses kinetische bzw. thermodynamische Verhalten in Abbildung 57
graphisch dargestellt. Nach der schnellen reversiblen Deprotonierung zum Enolat- bzw.
Carbanion (Zwischenprodukt) folgt die Eliminierung der Abgangsgruppe Y als
geschwindigkeitsbestimmender Schritt. Die konformationsabhédngige Stellung des sterisch

anspruchsvollen Substituenten X zusammen mit der zur Eliminierung notwendigen moglichst
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anti-periplanaren Stellung des freien Elektronenpaares im p-Orbital am Cs zur

Abgangsgruppe Y im Zwischenprodukt bedingen folglich die Geometrie des Endproduktes.

H
— ° R
SAN —R | Ubergangszustand
N==={, zum
7 (=) E-Produkt
Hp ) o}
Ubergangszustand S N

zum N==={, Y X i‘zL
Z-Produkt 7 =)\ P
X [e) (0]
1

Energie
o
\
Py

LY ] S N
\X\:2_<Oe
Y Ha (0]
Zwischenprodukt )J\
E
Hb\ﬂo
X H-L
i
s N/R
Z
X (0]

Reaktionskoordinate

Abbildung 57: Energiediagramm der stereoselektiven E1cB-Eliminierung zum stabileren Z-Produkt. (X=sterisch
anspruchsvoller Substituent; Y=Abgangsgruppe; rote Wellenlinien=sterische Hinderung). Das thermodynamisch
stabilere Z-Diastereomer wird auch schneller gebildet.

In der Literatur beschriebene Rontgenstrukturaufklirungen von C-5-substituierten
Thiazolidindionen bestitigen das Vorliegen von Z-Diastereomeren bei dieser Reaktion.3!
Abschliefend gilt bei dieser Abhandlung zu beriicksichtigen, dass hier die E- bzw. Z-

Geometrie in gewisser Weise Idealformen darstellen. Die tatsdchliche Stellung im Raum

hingt vom  weiteren  Substitutionsmuster  bzw.  moglichen  intramolekularen
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Wechselwirkungen ab. Streng genommen miisste sie in jedem FEinzelfall durch

Rontgenstrukturaufkldrung ermittelt werden, um eine exakte Aussage dariiber zu tétigen.
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3.3 Darstellung der Thiazolin-2-one

Aus den Ergebnissen der ersten Testungen und Docking-Simulationen (sieche Kapitel 3.1.2)
folgten strukturelle Anderungen der Thiazolidindion-Derivate, um deren inhibitorische
Eigenschaften weiter zu verbessern. Hierbei ging es vor allem um eine Restrukturierung des
Thiazolidin-2,4-dion-Grundgeriists. Der Wegfall der Carbonylfunktion an C-4, die den
Docking-Experimenten zur Folge keine Wechselwirkungen mit der InhA-Bindetasche eingeht
und sich eher negativ auf mogliche hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Substrate-
Binding-Loop auswirkt, sowie die Einfithrung einer Doppelbindung zwischen C-4 und C-5
resultieren in einem Heterozyklus mit formal aromatischem Charakter, dessen Nucleophilie
am verbleibenden C-2-Carbonylsauerstoff erhoht sein sollte. Dies wiederum sollte die
Wechselwirkung durch Wasserstoffbriickenbindung zum Tyrosin 158 im aktiven Zentrum
von InhA verstirken. Zusitzlich wird durch diese strukturelle Verdnderung des Fiinfrings
dessen Planaritiit erhoht, was in einer Erhohung der n-  -Stacking-Wechselwirkung mit dem
Nicotinamid vom Cosubstrat NAD™* resultieren sollte. Mit dieser strukturellen Abwandlung
zum Thiazolinon und Verwendung der aus den bisherigen Testungen resultierenden besten
Substituenten R; und R> sollte die Affinitdt der Inhibitoren gegeniiber InhA vergroBert
werden (sieche Abbildung 58).

vergroRerte Nucleophilie
O
N

S1 3N

d

vergrof3erte Planaritat

Abbildung 58: Die mit der Thiazolin-2-on-Struktur einhergehenden Eigenschaften.
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3.3.1 Retrosynthetische Betrachtungen

Das Grundgeriist der Thiazolin-2-one (IV) war kommerziell nicht erhiltlich und auch
synthetisch nicht von den Thiazolidin-2,4-dionen ableitbar, da eine selektive Reduktion der C-
4-Carbonylgruppe sowie eine selektive Einfiihrung der Doppelbindung nicht umsetzbar
waren. Der Fiinfringheterozyklus musste daher synthetisch aufgebaut werden. Hierzu wurde

eine Retrosynthese der Verbindungsklasse durchgefiihrt (siche Abbildung 59).

NH,SCN  +  H,SO,

H

O
)k R p— S=C=0 + HoN—R;
Hs” N
H
O Fragment A
N
S N — +
R2 R2 H
v — ——> Ry——=——H +BBrz +H,0,
Br o
Fragment B

Abbildung 59: Retrosynthetische Betrachtung der Thiazolinon-Derivate (IV).

Der Fiinfring des Thiazolin-2-ons (IV) kann durch Reaktion eines Thiocarbamats (Fragment
A) mit einem a-bromierten Aldehyd (Fragment B) synthetisiert werden. Das entsprechende
Thiocarbamat ist durch Reaktion von Kohlenoxysulfid mit einem Amin herstellbar. Das
gasformige Kohlenoxysulfid erhidlt man durch Umsetzung von Ammoniumthiocyanat mit
konzentrierter Schwefelsdure. Der entsprechende oa-bromierte Aldehyd ist durch Reaktion
eines 1-Alkins mit Bortribromid zum 2-Brom-1-alkenylboran und anschliefende Oxidation
synthetisch zuginglich. Theoretisch wire auch ein Syntheseweg von Fragment B denkbar, bei
dem ausgehend von der Carbonsédure mit einer Hell-Volhard-Zelinskii-Reaktion die a-Brom-
Sédure erhalten wird, die nach Reduktion zum entsprechenden Alkohol mit einer Swern-
Oxidation zum a-bromierten Aldehyd umgesetzt wird. Hierbei wéren allerdings drei
Syntheseschritte von Noten, wohingegen die Herstellung von Fragment B durch
Bromoborierung und Oxidation als komfortable Eintopf-Synthese durchgefiihrt werden kann.
Nachfolgend werden die einzelnen Schritte beispielhaft an der Synthese der Zielverbindung

SV94 niher erléutert.
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3.3.2 Synthese von Benzylammonium-N-benzylthiocarbamat (Fragment A)

Zur Herstellung von Benzylammonium-N-benzylthiocarbamat (SV93) wurde gasférmiges
Kohlenoxysulfid, das aus einer gesittigten Ammoniumthiocyanat-Losung mit konzentrierter
Schwefelsiure generiert wurde,!'?! in eine ethanolische Benzylamin-Losung eingeleitet (siche
Kapitel 8.2.5 und 8.2.6). Nach nucleophilem Angriff vom Stickstoffatom des Benzylamins am
elektrophilen C-Atom des Kohlenoxysulfids prézipitiert das Benzylammonium-Salz als
weiBer Feststoff.[1*%131] Nach Filtration und Waschen mit Diethylether erhélt man ausreichend
sauberes Produkt. Weitere Aufreinigungsschritte waren somit nicht notwendig (siehe

Abbildung 60).

1. NH4SCN + H,SO4 + H,O —>  (NHy)2SO4 + O=C=Sf

H2804 konz.
Benzylamin/EtOH

Abbildung 60: Links: Vereinfachtes Schema der Apparatur fir die Synthese von Ammoniumthiocarbamatsalzen.
Die verwendeten Gerate zur Trocknung des in 1 generierten Kohlenoxysulfids vor dessen Einleitung in 2 sind
nicht eingezeichnet. Rechts: Die zu 1 und 2 gehérenden Reaktionsgleichungen.

Das generierte Kohlenoxysulfid kann zuvor zur Aufreinigung (Verunreinigungen: NH3, HS,
CS,, CO2, HCN, H;0 u.a.) iiber ein mit Natronlauge 33 % beschicktes Zehnkugelrohr geleitet
und anschlieend in zwei mit Kalk gefiillten und einem mit CaCl, versehenen Trockentiirmen
bzw. umfunktionalisierten Waschflaschen getrocknet werden (in Abb. 60 nicht abgebildet).
Beim experimentellen Arbeiten stellte sich allerdings heraus, dass man bei in situ-Generation
des Gases und unmittelbarer Weiterverwendung diese Waschschritte einsparen kann. Mochte
man hingegen das Gas iiber eine Kiihlfalle isolieren, so sind diese Zwischenstationen
unumginglich.!'?®! Bei der Reaktionsfiihrung ist vor allem darauf zu achten, dass das Lumen
des Gaseinleitungsrohres in 2 weit genug ist, sodass keine Verstopfung durch das Prizipitat
eintritt (Explosionsgefahr!). Ebenso ist es zwingend erforderlich bei der stark exothermen
Generation von Kohlenoxysulfid 1, die gesittigte Ammoniumthiocyanat-Losung nur sehr
langsam dazu zutropfen. Neben dem N-Benzyl- (SV93, 26 %) wurde auf gleiche Weise auch
das N-2-Methylbenzyl-Derivat (SV96, 42 %) synthetisiert.
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3.3.3 Synthese von a-Bromoctanal durch Bromoborierung und Oxidation von 1-Octin
(SV92/Fragment B)

Durch Bromoborierung von 1-Octin (1) erhidlt man 2-Brom-I-octenylboran (2). Dieses

Intermediat ldsst sich unter bestimmten Bedingungen selektiv zu 2-Bromoctanal (SV92)

oxidieren (siche Abbildung 61 und Kapitel 8.2.4).[1321

CH2C|2/AI' Br BBrz
—78 °C-RT
1h —
/\/\/\ + BBr; - ”
1.O1Aq. 1.0 Aq. 2
1. Citratpuffer (2 M/pH 5)
0 °C-RT | 2. KOAc in MeOH (5 Aq.)
3. 30% H,0,
) B O] B/
r -
— \
-
H H
svoz B
13% L .
SEliminierung l
0
W
H

3

Abbildung 61: Synthese von 2-Bromoctanal durch Bromoborierung und anschlieBende Oxidation von 1-Octin.

Gewohnlich findet der Oxidationsschritt mit Wasserstoffperoxid in Gegenwart einer starken
Base statt. Dies hat allerdings den Nachteil, dass es hierbei leicht zur f-Eliminierung von 2-
Bromoctanal (SV92) zum a, f-ungesittigten Aldehyd (3) als nicht gewiinschte Nebenreaktion
kommt. Wie Satoh et al. berichten, ldsst sich diese konkurrierende Eliminierungsreaktion
wihrend der Oxidation durch Einstellung eines pH-Werts von fiinf mit Hilfe eines zwei
molaren Citrat-Puffersystems, sowie durch Zugabe einer methanolischen Kaliumacetat-
Losung (5.0 Aq.) unterdriicken.'?? Ausbeuten von 13 % konnten diesen Sachverhalt
allerdings nur bedingt bestitigen. Die f-Eliminierung von 2-Bromoctanal (3) kann mit diesen
Bedingungen daher zwar vermindert, aber nicht vollstindig unterdriickt werden. Zu
beriicksichtigen ist allerdings auch die durch ein energetisch sehr niedriges LUMO an

Position 2 resultierende, stark erhohte Reaktivitat von 2-Bromoctanal (SV92) gegeniiber
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Nucleophilen und der damit einhergehende Verlust an Stabilitit des Produktes. Zieht man die
Schwierigkeiten anderer Herstellungsverfahren von 2-Bromoctanal und die Moglichkeit einer
komfortablen Eintopf-Synthese in Betracht, so erweist sich diese Synthesevariante aber als

vorteilhaft.
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3.3.4 Synthese von 3-Benzyl-5-hexylthiazol-2(3H)-on (SV94)

Der Ringschluss zum 3-Benzyl-5-hexylthiazol-2(3H)-on (SV94/(1V)) erfolgte durch
Kopplung von Fragment A (SV93) und Fragment B (SV92) (siehe Abbildung 62 und Kapitel
8.2.7).[130’131’133]

A

N
H /D
Fragment A
MeOH
g 0] NH
SVa3 12 h Y
+ —_—

- Bre S H

o
Fragment B

SVo2 Br 0

HCI (2 M)/MeOH
0 oder
)J\ saurer lonenaustauscher

o]
S N B 12h RT/1 h AT s)kN
\/\/\):/ B Hzo
OH
SV94 (IV) 1

Abbildung 62: Ringschluss von Fragment A und B zum Thiazolinon.

Im Sinne einer Sn2-Reaktion greift das Thiolat-Anion des Thiocarbamats hierbei als Erstes
das energetisch sehr tief liegende LUMO in a-Position des 2-Bromoctanals an. Die gute
Elektrophilie bzw. das energetisch giinstige LUMO ergibt sich nach der MO-Theorie durch
lineare Kombination des n'-Orbials der Carbonylgruppe mit dem o"-Orbital der C-Br-
Bindung. Im zweiten Schritt erfolgt dann der Ringschluss durch nucleophilen Angriff des
rdumlich angeniherten Stickstoffs an der Carbonylgruppe des Aldehyds zum 3-Benzyl-5-
hexyl-4-hydroxythiazolidin-2-on ~ (1). Nach diversen  Aufreinigungsschritten  des
Zwischenproduktes (1) wurde die Eliminierungsreaktion von Wasser unter Aromatisierung
des Fiinfringes im sauren Milieu zum 3-Benzyl-5-hexylthiazolin-2(3H)-on (SV94/(IV))
durchgefiihrt. Hierzu wurde Salzsidure 2 M oder ein stark saurer Ionenaustauscher (Dowex®)
verwendet. Die formal beobachtete Aromatisierung zum thermodynamisch stabilen Produkt
macht ebenso verstdndlich, dass eine ausreichend lange Reaktionsdauer des
Eliminierungsschrittes, der optional durch Erhitzen unter Riickflusskiihlung beschleunigt
werden kann, zum gewiinschten Produkt fiihrt. Auf diese Weise wurde neben dem N-Benzyl-

(SV94, R; = Benzyl, R, = Hexyl, 12 %) auch das N-2-Methylbenzyl-Derivat (SV102, R; = 2-
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Methylbenzyl, R> = Hexyl, 10 %) als Zielverbindungen synthetisiert (siche Abbildung 63).
Der Versuch, statt eines Hexyl-Rests an Posizion 5 einen Benzyl-Rest einzufiihren, schlug
fehl. Ausgehend vom 3-Phenyl-1-propin konnte der a-Bromaldehyd (2-Brom-3-phenyl-1-
Propanal) als Zwischenstufe nicht isoliert werden. Ursache ist wahrscheinlich die erhohte

Tendenz zur f-Eliminierung unter Entstehung eines konjugierten n-Elektronensystems.

I )()J\
SVo4 SV102
12% 10%

Abbildung 63: Ubersicht der Strukturen und Ausbeuten der synthetisierten Thiazolin-2-on-Derivate.
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3.4 Erweiterung und Ubersicht der Substanzbibliothek

Die Verbindungen der Substanzbibliothek wurden eigenstindig synthetisiert (SV-
Verbindungen) oder von den Kooperationspartnern Prof. Dr. C. Klein (Universitit
Heidelberg, tm- und cf-Verbindungen) und Prof. Dr. C. Kisker (Rudolf-Virchow-Zentrum,
Universitit Wiirzburg) bzw. Prof. P. Tonge (Stony Brook University New York, PT-
Verbindungen) bezogen oder kommerziell bei Princeton BioMolecular Research und
Hit2Lead erworben (I1-121). Im Folgenden ist die umfassende Substanzbibliothek in einer
Ubersicht dargestellt (siche Abbildung 64). Die jeweiligen Verbindungen wurden nach groben
strukturellen Gesichtspunkten eingeordnet. Insgesamt besteht die Substanzbibliothek aus 254
Verbindungen. Eine detaillierte strukturelle Auflistung befindet sich bei der Diskussion der

Testergebnisse (siehe Kapitel 4).

Ahnliche Fiinfring-Heterozyklen

0] S S 0] 0]
Kor Apor r N Nor Aer

s” SN-Rt g7 N N“Rto N R g
245 Verbindungen
Rz (0] R2 (0] R, O R2 O R,
Thiazolidindione Rhodanine Thiohydantoine Hydantoine Thiazolinone
77 Derivate 87 Derivate 54 Derivate 25 Derivate 2 Derivate

Sonstige Strukturklassen
6]

o
OH R 0 Vk
o N—Ri S\y
| N/\©\ . H
=
Rs R, Ry R, HN O
R2 (0]

Biphenylether Pyridone Pyrrolidoncarboxamide Sulfonamide
K 2 Derivate 3 Derivate 3 Derivate 1 Derivat /

254 Verbindungen insgesamt

Abbildung 64: Ubersicht der Substanzbibliothek.
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4 Biochemische und Biologische Testungen

Nachfolgend wird das Screening der Substanzbibliothek an InhA und weiteren Zielenzymen
diskutiert. Mit den daraus erhaltenen Informationen sollten etwaige Struktur-Aktivitits-
Beziehungen abgeleitet bzw. die generelle Eignung der Thiazolidindione und seiner @hnlichen
Vertreter als Leitstrukturen ndher untersucht werden. Nach den in-vitro-Testungen mit Hilfe
enzymatischer Assay-Systeme wird auf die Ergebnisse der in-vitro-Testungen am Erreger

eingegangen.

4.1 Ergebnisse des Screenings an InhA

Mit dem validierten InhA-Testverfahren (siehe Kapitel 2) wurde die Substanzbibliothek
(siehe Kapitel 3) vermessen. Hierzu wurden in einem ersten Schritt die prozentualen
Restaktivititen von InhA bestimmt, um eine Ubersicht iiber die inhibitorischen Qualititen zu
erhalten, evtl. erste Struktur-Aktivitits-Beziehungen ableiten zu konnen und die
Substanzbibliothek zielfiihrend erweitern und verbessern zu konnen. Dieses Screening wurde
durch Drei- oder Zweifachbestimmungen der Testverbindungen bei einer Endkonzentration
von 20 uM durchgefiihrt. Die groe Lipophilie (vgl. logP, Kapitel 3.1.1) der disubstituierten
Thiazolidindione fiihrte bei hoheren Konzentrationen trotz Zusatzes von fiinf Prozent DMSO
zur Prizipitation. Die schlechte Wasserloslichkeit wiederum bedingt die niedrig gewihlte
Grenze (Cut-Off) fir die Auswahl von vielversprechenden Verbindungen (Hits).
Verbindungen, die das Enzym mehr als 50 % hemmen, sollten weiter beziiglich ihrer
inhibitorischen Eigenschaften unter Aufklirung der Inhibitionsmechanismen etc.
charakterisiert werden. Verbindungen, die das Enzym weniger als 50 % hemmen und somit
einen geschitzten ICso von >20uM aufweisen, machen aufgrund der beginnenden
Prizipitation die erforderliche Vermessung von Verdiinnungsrethen im hoheren
mikromolaren Bereich nicht moglich. Noch vor der synthetischen Derivatisierung der
Thiazolidindione wurden die auf Grundlage des virtuellen Screenings!’®! kommerziell
erworbenen Verbindungen getestet (I11-121). Die daraus resultierenden Informationen wurden
anschliefend genutzt, um unter Einbeziehung von rechnerbasierten Methoden (sieche Kapitel
3.1) die Leitstruktur der Thiazolidindione synthetisch zu verbessern (SV-Verbindungen). Sich
abwechselnde Zyklen bestehend aus Testung — rechnergestiitzten Methoden—Synthese—
Testung sollten somit das Ziel verfolgen, die Leitstruktur in einem iterativen Prozess zu
verbessern. Dieser Plan war leider nur schwer umsetzbar, da sich unter den getesteten
Substanzen keine Derivate mit zufriedenstellenden Hemmeigenschaften befanden. Wihrend
des weiteren experimentellen Vorgehens wurde nun das Hauptaugenmerk auf die Testung
einer umfassenden Substanzbibliothek von Fiinfring-Heterozyklen bestehend aus Derivaten
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der Thiazolidindione, Thiazolinone, Thiohydantoine, Rhodanine und Hydantoine gelegt (siche
Kapitel 3.4). Die Testung dieser grolen Stichprobe sollte Klarheit dariiber schaffen, ob sich
diese heterozyklischen Fiinfringsysteme als Leitstruktur potenzieller InhA-Inhibitoren
bewihren. Im Folgenden werden die Screening-Ergebnisse systematisch nach strukturellen
Gesichtspunkten geordnet wiedergegeben und diskutiert. Die Ableitung von Struktur-
Aktivitdtsbeziehungen gestaltete sich hierbei aber ebenso als schwierig, da keine der
getesteten Verbindungen iiber eine moderate Hemmung von InhA hinaus kam. Zusitzlich
sind getestete Derivate der Biphenylether, Pyrrolidoncarboxamide, Sulfonamide und Pyridone

aufgelistet.
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4.1.1 Thiazolidindione

a) N-3-monosubstituierte Thiazolidindione
Die N-3-monosubstituierten Thiazolidindione dienten vor allem als Zwischenstufe zur
Synthese der disubstituierten Vertreter (siehe Kapitel 3). Im Zuge des InhA-Screenings
wurden sie dennoch mitgetestet. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 6

zusammengefasst.

Tabelle 6: Screeningergebnisse N-3-monosubstituierte Thiazolidindione bei [l] = 20 uM. Gezeigt werden die
Mittelwerte von Drei- bzw. Zweifachbestimmungen. Die Standardabweichungen betragen <10 %. Messungen mit
Abweichungen von >10 % werden nicht bericksichtigt.

Ri-monosubstituierte Thiazolidindione

o}

S)J\N/R1
\_<

O

Substituent Restaktivitit InhA Substituent Restaktivitit InhA
Verbindung Verbindung
R [%] R; [%]

Cl

> , .
SV37 n.i. SV45 Zy ni.

Sv42 % 95 SVe60 L%lj\/ n.i.

n.i. = no inhibition (keine Hemmung)

Wie zu erwarten war, zeigte keine der vier getesteten Substanzen hemmende Eigenschaften
auf die katalytische Aktivitdt von InhA. Einzig die Verbindung SV42 mit 2-Methylbenzyl-

Rest zeigt eine ganz schwache Hemmung von 5 %.
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b) C-5-monosubstituierte Thiazolidindione
Die C-5-monosubstituierten Thiazolidindione besitzen bis auf die Verbindung tm407 mit
einfachem Benzyl-Rest allesamt eine exozyklische Doppelbindung an Position 5. Die

Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 7: Screeningergebnisse C-5-monosubstituierte Thiazolidindione bei [I] =20 pM. Gezeigt werden die
Mittelwerte von Drei- bzw. Zweifachbestimmungen. Die Standardabweichungen betragen <10 %. Messungen mit
Abweichungen von >10 % werden nicht berlcksichtigt.

R;-monosubstituierte Thiazolidindione

S NH
R, o
Rest- Rest-
Verbindung Substituent Rz aktivitit Verbindung Substituent Rz aktivitit
InhA [%] InhA [%]
) %
tm247 O 2 86 tm245 n.i
OCHs
R F
{m354 F\Qj‘i n.i. tm314 [ N~ n.i
S
F F
tm356 OZN‘QJLZ 93 tm340 [\~ 93
(6]
Br
\ wy _ , .
tm246 /N‘Q\// n.i. tm312 , N n.i
S
Cl
tm344 \QJ% n.i. tm362 T\ ni
S
tm242 , 82 tm352 == ni
;Lﬁ. Br S
HN_/
tm358 . 85 tm315 B ni
\[(N Y ca” s
(0]
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R;-monosubstituierte Thiazolidindione

X
S NH
R, o
Rest- Rest-
Verbindung Substituent Rz aktivitit Verbindung Substituent R> aktivitit
InhA [%] InhA [%]
/ 4 .
tm279 /, 88 tm241 \ Vi n.i
%— \N
N/
~
H:CO 4 7 -
tm248 @ Z 88 tm252a n.i.
(0]

tm271 HO\@J"L n.i. tm359 QJ‘L n.i.

s o pa
tm401 ni. tm372 W n.i.
7

HaCO
tm396 86 tm368 cho\Q\/\/ n.i.
HO
HsCO 4 O
tm342 n.i. tm238 Q 2 ni.
HsCO
HO M cl e
tm275 n.i. tm398 n.i.
HO cl
HO e -
tm249 n.i. tm407 Q\/ n.i.
H,CO

n.i. = no inhibition (keine Hemmung)

Keine der getesteten 30 Verbindungen zeigte eine bessere Hemmung als 18 %. Hierzu
gehorten vor allem die Thiazolidindione mit 3°-Indolyl-Resten an Position 5 mit
exozyklischer Doppelbindung (tm242: 18 %, tm 358: 15 % und tm279: 12 %). Ebenso zeigten
Substituenten mit Naphtalin- (tm247: 14 %), m-Phenol- (tm396: 14 %) und p-
Methoxyphenyl-Strukturen (tm248: 12 %) schwache Hemmung. Das einzige Derivat ohne

exozyklische Doppelbindung mit einem einfachen Benzyl-Rest (tm407) zeigte keine
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Hemmung. Es zeichnet sich hierbei bereits ab, dass das Vorhandensein der exozyklischen
Doppelbindung an Position 5 des Fiinfrings essenziell zu sein scheint. Diese Beobachtung

konnte im Laufe der weiteren Vermessung der Substanzbibliothek bestitigt werden.
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¢) N-3-C-5-disubstituierte Thiazolidindione

Die disubstituierten Thiazolidindione sind die eigentlichen Zielverbindungen, die als
potenzielle Inhibitoren von InhA entworfen, synthetisiert und getestet wurden. Sie wurden
ausgehend von den N-3-monosubstituierten Thiazolidindionen SV37, SV42, SV45 und SV60
synthetisiert. In den nachstehenden Tabellen 8 und 10 werden die InhA-Screeningergebnisse
dargestellt. Hier werden zuerst die von SV37 (N-Benzyl) und SV42 (N-2-Methylbenzyl)
abgeleiteten Vertreter (Teil 1) und anschlieBend die von SV45 (N-2-Chlorbenzyl) und SV60
(N-sec-butyl) (Teil 2) abgeleiteten Verbindungen genannt und nédher besprochen. Mit den
sonstigen disubstituierten Thiazolidindionen in Abschnitt d) wurden insgesamt 43 Derivate
dieser Art getestet.

Tabelle 8: Screeningergebnisse der N-3-C-5-disubstituierten Thiazolidindione bei [I] = 20 uM (Teil 1). Gezeigt

werden die Mittelwerte von Drei- bzw. Zweifachbestimmungen. Die Standardabweichungen betragen <10 %.
Messungen mit Abweichungen von >10 % werden nicht beriicksichtigt.

SV37 SV42
Ri-R;-disubstituierte o o
Thiazolidindione S)J\N S)J\N
I:{2 (6] \//\ R2 (0]
Restaktivitit Restaktivitit
Substituent R> Verbindung Verbindung
InhA [%] InhA [%]
@Ji SV57 n.i. SV58 74
/r I 1
F\@J“L 78 SV43 99
(SV75)
F\@J‘u SV77 ni. - -
C'\QJ% SV39 ni. SV44 ni
Br\QJ’i SV38 n.i. SV46 ni
.
SV69 83 SV70 83
Br
X
ﬁ SV40 97 Sv47 75
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Ri-R;-disubstituierte

Sv37

Thiazolidindione
S N/\O S
R2 (@] R2
Restaktivitit Restaktivitit
Substituent R> Verbindung Verbindung
InhA [%] InhA [%]
%

\/\/f Sv4l 96 SV48 75
O\Q\;}L 18 n.i. - -
HsCO
HsCO

H3CH,CO 7{’;— 16 92 - -

Br
H,CO
HsCO 7 17 96 - -
Cl
Cl
O«QJ‘L I5 n.i. - -
kO
F
e 115 92 - -
Cl

n.i. = no inhibition (keine Hemmung)

Bei den vom N-Benzyl-substituierten Thiazolidindion SV37 abgeleiteten Verbindungen

zeigten nur das p-Fluorbenzyliden-Derivat SV75 (I1) mit 22 % und das m-Brombenzyliden-

Derivat SV69 mit 17 % schwach hemmende Eigenschaften. Das aus SV75 erhaltene Derivat

SV77 ohne exozyklische Doppelbindung zeigte keine Hemmung. Dies festigt den Verdacht,

dass diese exozyklische Doppelbindung als essenzielles Strukturelement fiir die inhibitorische

Qualitét der Thiazolidindione anzusehen ist. Die Verbindungen SV40 und SV41 mit C7- bzw.

Cs-Alkyliden-Resten zeigten iiberraschenderweise nur sehr schwache Hemmung (3 % bzw.
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4 %). Den Docking-Simulationen zur Folge wurden hierbei verbesserte hydrophobe

Wechselwirkungen mit Phe149 und Tyr158 der InhA-Bindetasche erwartet.

Bei den vom N-2-Methylbenzyl-substituierten Thiazolidindion SV42 abgeleiteten
Verbindungen zeigte das Benzyliden-Derivat SV58 eine Hemmung von 26 %.
Interessanterweise zeigte das gleichfalls mit einem Benzyliden-Rest an Position 5
substituierte N-Benzyl-Derivat SV57 keinerlei hemmenden Eigenschaften. Die Einfithrung
der Methylgruppe scheint die inhibitorische Qualitéit zu steigern. Dies steht mit den aus den
Docking-Studien (siehe Kapitel 3.1.2) erhaltenen Theorie in Einklang, die besagt, dass dieses
Substitutionsmuster zu besseren hydrophoben Wechselwirkungen mit den Aminosduren des
Substrate-Binding-Loops fithren kann. Das m-Brombenzyliden-Derivat SV70 mit 17 %
Hemmung zeigt jedoch keine Verbesserung, aber auch keine Verschlechterung beziiglich der
inhibitorischen Qualitdt gegeniiber dem N-Benzyl-Derivat SV69. Die Verbindungen SV47
und SV48 mit C;- bzw. Cg-Alkyliden-Resten zeigten mit jeweils 25 % Hemmung eine klare
Verbesserung gegeniiber den alkylidenylierten N-Benzyl-Derivaten SV40/41. Die aus den
Docking-Posen abgeleiteten moglichen hydrophoben Wechselwirkungen mit Phel49 und
Tyr158 der InhA-Bindetasche sind also denkbar. Beispielhaft sind in Abbildung 65 die
Umsatz-Zeit-Kurven mit SV75 und ohne Inhibitor (DMSO-Wert) von einer Messung
dargestellt. Die Ausgleichsgeraden mit zugehorigen Steigungen zur Bestimmung der initialen
Geschwindigkeit sind ebenfalls eingezeichnet. Nach Dreifachbestimmung ergab sich die oben

genannte Hemmung von 22 %.
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Steigung —— SV75
] -0.0011 dA/d
° —— DMSO

Steigung
-0.0016 dA/ds

0 200 400 600 800
t[s]

Abbildung 65: Umsatz-Zeit-Kurven mit und ohne Zusatz von 20 yM SV75 und zugehérige Steigungen der
initialen Geschwindigkeiten. Die Dreifachbestimmung von SV75 ergab eine Hemmung von 22 %.

Ob eine zeitabhingige Hemmung vorliegt, ist nicht eindeutig zu erkennen. Da der lineare
Bereich der SV75-Kurve iiber einen liangeren Zeitraum als derjenige der DMSO-Kurve
anhalt, ist aber anzunehmen, dass es sich wahrscheinlich um einen reversiblen
Inhibitionsmechanismus handelt. Die strukturelle FEigenschaft der exozyklischen
Doppelbindung an Position 5 des Fiinfrings hingegen, die mit der Keto-Gruppe an Position 4
ein Michael-System bildet, sollte die Moglichkeit eines nucleophilen Angriffs theoretisch
denkbar machen. Hierdurch wire wiederum die strukturelle Grundlage fiir ein irreversibles
Verhalten geschaffen. Klein et al. konnten allerdings nach Inkubation dhnlich strukturierter
Fiinfringsysteme mit Glutathion keine Reaktion beobachten.® Sie begriinden die fehlende
Elektrophilie des Michael-Systems bzw. das Ausbleiben eines nucleophilen Angriffs mit der
daraus resultierenden Zerstorung des aromatischen Ringsystems. Eine Reaktion an dieser
Position  scheint daher wungiinstig zu sein. Die genaue Aufklirung des
Inhibitionsmechanismus‘ war auf Grund der nur schwach ausgeprigten prozentualen
Hemmung von 22 % in Kombination mit den bereits besprochenen Loslichkeitsproblemen der
disubstituierten Thiazolidindione leider nicht moglich. Vergleicht man allerdings die
prozentualen Hemmwerte bei gleichbleibender Inhibitorkonzentration von 20 uM und
verschiedenen Substratkonzentrationen von standardméBig 600 uM und 1000 uM 2toCoA, ist
zu erkennen, dass die prozentualen Hemmwerte mit Erhohung der Substratkonzentration

steigen. Dies deutet auf einen unkompetitiven Inhibitionsmechanismus (siehe Kapitel 2.3.1)
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von InhA der Thiazolidindione hin. In Tabelle 9 ist dieses Verhalten beispielhaft fiir den C-5-
Benzyliden-Vertreter SV75 und den C-5-Alkyliden-Vertreter SV47 gezeigt.

Tabelle 9: Die prozentuale Hemmung von SV75 und SV47 in Abhangigkeit von der Substratkonzentration.

600 uM 2toCoA 1000 uM 2toCoA
SV75 22 % 42 %
Sv47 25 % 33 %

Wie bei den Biphenylether-Derivaten besprochen, sollte bei Vorliegen von unkompetitiver
Hemmung idealerweise bei Substratkonzentrationen iiber dem Kn-Wert gescreent werden, um
bessere prozentuale Hemmwerte zu erhalten (siehe Kapitel 2.3.1 und 2.3.3.d)). Die
Untersuchungen hierzu fanden allerdings erst nach vollzogenem Screening der

Substanzbibliothek bei (aus den bereits besprochenen Griinden) 600 uM 2toCoA statt.

Als nichstes werden die Ergebnisse des InhA-Screenings fiir die disubstituierten
Thiazolidindione, die ausgehend von den -einfachsubstituierten Vertretern mit N-o-
Chlorbenzyl-Rest (SV45) und sec-Butyl-Rest (SV60) hergestellt wurden, dargestellt und
diskutiert (siche Tabelle 10).

Tabelle 10: Screeningergebnisse der N-3-C-5-disubstituierten Thiazolidindione bei [I] = 20 uM (Teil 2). Gezeigt
werden die Mittelwerte von Drei- bzw. Zweifachbestimmungen. Die Standardabweichungen betragen <10 %.
Messungen mit Abweichungen von >10 % werden nicht bericksichtigt.

Sv4s SV60
Ri-R:-disubstituierte o o

. v e Cl

Thiazolidindione s )]\ N s )]\ N /k/
R, : :ﬁ R, o)
Restaktivitiit Restaktivitit
Substituent Rz Verbindung Verbindung
InhA [%] InhA [%]

@Ji SV59 ni SV62 77
F\@J‘i SV49 97 SV63 71
C'\Qj“i SV50 ni SV65 85
Br\@ﬁ SVs1 76 SV66 79
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Sv4s SV60
Ri-R:-disubstituierte o o
. . ye s cl
Thiazolidindione s )]\ N s )]\ N /k/
Ry o} :ﬁ R, 0
Restaktivitiit Restaktivitit
Substituent R> Verbindung Verbindung
InhA [%] InhA [%]
4 SV71
SVI1 92 75
(I18)
Br
T
- - SV8l1 n.i.
Br
4
/\/\/g - - SVe67 n.i.
a
ﬁ - - SV68 94
O\Q\;}L 12 n.i. - -
HsCO
H,CO
HO s I3 n.i. - -
Br
HsCO
@j’{ 21 ni. ; ;
Br
O’Q\‘/}Z— 14 n.i. - -
(0)
|/o
o@jﬁ; 117 n.i. - -
F
P 115 92 - -
Cl

n.i. = no inhibition (keine Hemmung)
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Ahnlich den N-2-Methylbenzyl-Vertretern sollten die N-2-Chlorbenzyl-Derivate den
Docking-Studien zu Folge stirkere hydrophobe Wechselwirkungen mit den hydrophoben
Aminosduren des Substrate-Binding-Loops in der Bindetasche von InhA eingehen konnen.
Dieser theoretische Sachverhalt konnte experimentell nicht belegt werden. Allein die
Verbindung SV51 mit einem p-Brombenzyliden-Rest an Position 5 des Fiinfrings zeigt eine
moderate Hemmung von 24 %. Bei den getesteten Verbindungen mit einem verzweigtkettigen
N-sec-Butyl-Rest (abgeleitet von SV60) wiesen alle Vertreter mit verschieden substituierten
Benzyliden-Resten an C-5 (SV62, SV63, SV65, SV66) eine Hemmung bis max. 29 % auf.
Der sec-Butyl-Rest wirkt sich dagegen negativ auf die Hemmeigenschaften in Kombination
mit C7- bzw. Cs-Alkyliden-Resten (SV67: keine Hemmung bzw. SV68: 6 %) aus. Erneut
wurde festgestellt, dass Derivate der Thiazolidindione ohne exozyklische Doppelbindung wie
SV81 keine Hemmung aufweisen. Den Docking-Posen zur Folge ist dieses Verhalten
theoretisch damit begriindbar, dass die fehlende sp?-Hybridisierung am Kohlenstoff C-5 und
der Verlust an Planaritidt des Fiinfrings zu einem Ausbleiben des z-7-Stackings mit dem
Nicotinamid des Cofaktors NAD™ fiihrt und die Affinitéit des potenziellen Inhibitors zur InhA-

Bindetasche sinkt.
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d) Sonstige disubstituierte Thiazolidindione

Es folgen die Testergebnisse weiterer disubstituierter Thiazolidindione (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Screeningergebnisse sonstiger disubstituierter Thiazolidindione bei [I] = 20 uM. Gezeigt werden die
Mittelwerte von Drei- bzw. Zweifachbestimmungen. Die Standardabweichungen betragen <10 %. Messungen mit
Abweichungen von >10 % werden nicht berucksichtigt.

R;i-R;-disubstituierte Thiazolidindione

0]

)J\ _Ry

S N

Ro o}

Substituent Restaktivitiit

Verbindung

R R, InhA [%]

F
2 \\\O \le 16 n.i.

}1 Br
/\©/ >\/o b 119 n.i.

5
\é \@JLLL 120 n.i.

n.i. = no inhibition (keine Hemmung)

NO,
Keine der sonstigen gestesteten disubstituierten Thiazolidindione 116, 119 und 120 zeigten

hemmende Eigenschaften gegeniiber InhA.

124




Biochemische und Biologische Testungen

4.1.2 Thiazolin-2-one

Die Thiazolinon-Derivate wurden im Zuge der Optimierung der Thiazolidindion-Leitstruktur
entworfen und synthetisiert. Hierbei sollten zum einen die am besten bewihrten Substituenten
zum Einsatz kommen, zum anderen sollte die den Docking-Ergebnissen zu Folge unwichtige
bzw. evtl. sogar storende Carbonylgruppe an Position 4 zu Gunsten einer Doppelbindung
zwischen C4 und Cs entfernt werden. Das daraus resultierende Ringsystem hoherer Planaritit
sollte theoretisch zu einem verbesserten 7-7-Stacking mit dem Nicotinamid des Cofaktors
NAD" fiihren. Die gleichfalls resultierende Erhohung der Nuleophilie des Carbonylsauerstoffs
an Position 2 sollte die Wasserstoffbriickenbindungen zum Tyr158 im aktiven Zentrum von
InhA und zur Ribose-2°-hydroxygruppe von NAD™* begiinstigen. Nachfolgend sind die
Testergebnisse dargestellt (siehe Tabelle 12).

Tabelle 12: Screeningergebnisse der Thiazolin-2-one bei [I] = 20 uM. Gezeigt werden die Mittelwerte von Drei-
bzw. Zweifachbestimmungen. Die Standardabweichungen betragen <10 %. Messungen mit Abweichungen von
>10 % werden nicht berlicksichtigt.

Verbindung Strukturformel Restaktivitiit InhA [%]

(o]
A
SV94 \/\/\):/ ni.

(e}
A
SV102 \/\/\):/ 97

n.i. = no inhibition (keine Hemmung)

Leider zeigte keines der getesteten Thiazolinone eine nennenswerte Hemmung der Aktivitit
von InhA. Die theoretische Strukturoptimierung konnte experimentell nicht belegt werden.
Interessanterweise zeigten die Thiazolinone aber gute Hemmung gegeniiber einigen

parasitdren Proteasen (siche Kapitel 4.2).
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4.1.3 Rhodanine

Die Strukturklasse der Rhodanine unterscheidet sich von den Thiazolidindionen durch das

Ersetzen des Carbonylsauerstoffs an Position 2 im Heterozyklus durch ein Schwefel-Atom.

a) N-3-monosubstituierte Rhodanine

Nachstehend sind die Testergebnisse der N-3-substituierten Rhodanine dargestellt (siehe

Tabelle 13).

Tabelle 13: Screeningergebnisse der N-3-monosubstituierten Rhodanine bei [I] = 20 uM. Gezeigt werden die
Mittelwerte von Drei- bzw. Zweifachbestimmungen. Die Standardabweichungen betragen <10 %. Messungen mit
Abweichungen von >10 % werden nicht berlicksichtigt.

S

)J\N/R1

Ri-monosubstituierte Rhodanine

S
o]
Restaktivitat Restaktivitit
Verbindung | Substituent Ry Verbindung Substituent R
InhA [%] InhA [%]
. )
cn321 -CH3 n.i. cn332 92
cl
_ *
cn329 -CH,CH3 n.i cn341 95
F
.
cn327 %A 84 cn337 /\©\ 89
. OCHs
330 J\ 95 362 ©/ 97
cn % cn 5
cn331 2N 83 cn371 @ 94
by
OCHs
cn333 2NN n.i cn366 ©/ 96
*
F
cn340 D 86 cn365 ©/ n.i
b >
5 o Cl
cn335 /I) 82 cn378 y n.i
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Ri-monosubstituierte Rhodanine
S

)J\N/R1

S
(0]
Restaktivitit Restaktivitit
Verbindung | Substituent R; Verbindung Substituent R
InhA [%] InhA [%]

NO,

cn363 NS 95 cn370 O/ 95
5
cn359 ﬁ 91 cn364 B~ OH 94
X
& CO,CH;

cn324 95 cn367 LI?L n.i

n.i. = no inhibition (keine Hemmung)

Keine der getesteten Verbindungen zeigte eine bessere Hemmung von InhA als 18 % (cn335).
Insgesamt fiinf Verbindungen zeigten Hemmwerte zwischen zehn und zwanzig Prozent
(cn327, cn331, ¢n340, cn335, cn337). Die restlichen 17 Rhodanine zeigten entweder sehr

schwache Hemmung (< 10 %) oder iiberhaupt keine.
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b) C-5-monosubstituierte Rhodanine

Nachstehend sind die Testergebnisse der C-5-substituierten Rhodanine dargestellt (siehe

Tabelle 14).

Tabelle 14: Screeningergebnisse der C-5-monosubstituierten Rhodanine bei [I] = 20 uM. Gezeigt werden die
Mittelwerte von Drei- bzw. Zweifachbestimmungen. Die Standardabweichungen betragen <10 %. Messungen mit

Abweichungen von >10 % werden nicht bericksichtigt.

R;-monosubstituierte Rhodanine

R, O
Rest-aktivitit Rest-aktivitit
Verbindung Substituent Rz Verbindung Substituent Rz
InhA [%] InhA [%]
tm168 @J’l 90 tm300 [ s~ ni.
0
Br
s , .
tm373 91 tm285 , N\ " n.i
S
Cl
tm222a OO 4 90 tm299 ’ \ M n.i
S
tm215a O a ni. tm286 [ " ni.
Br S
Cl /‘IL/L /y
tm220a Q n.i. (m284 [ )% ni
cl S
cl
R F
, Br
tm305 F 7% 95 tm291 TN\__& n.i.
s
F F
tm282 o»w@jé 87 tm219a W 82
\ 7, /7
tm217 /N‘Qj% 91 tm363 T 98
—N
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R;-monosubstituierte Rhodanine

S
S)J\NH
R, (6]
Rest-aktivitiit Rest-aktivitit
Verbindung Substituent Rz Verbindung Substituent Rz
InhA [%] InhA [%]
, 4
tm281 \Qja 08 tm218a n.i
(6]
N ‘s
N\
tm228 " ni. tm233 K/N>\/ ni
/)
HN H
tm232 7 86 tm287 N:\QJ% n.i.
D
(0]
o
tm234 , 91 tm179 = i
m o m /\/\/ n.i
_N Y
5y s
tm250 | MsCO Y n.i tm181a ﬁ 91
7’y ‘/77/7/—
tm269 HO\@JR n.i. tm181b ﬁ 86
7{.’— /y
tm400 n.i. tm172 Q\;/LL‘ 98
HyCO
7{{— 1
tm395 Q n.i. tm238 HzN\QJ% 90
HO
HCO 4 .
{m294 ni tm375 F\Q\;{i 08
HaCO
HO s s
tm273 n.i tm367 Hzoo\Qf n.i
HO
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R;-monosubstituierte Rhodanine

Rest-aktivitit

Rest-aktivitit

Verbindung Substituent Rz Verbindung Substituent Rz
InhA [%] InhA [%]

HO ‘}7;/— %

tm251 n.i tm425 n.i
H,CO
s s
tm216a n.i cn294 HOZC@ n.i
OCHj
\_ g e
tm313 | 89 cn296 n.i
S

HO,C

n.i. = no inhibition (keine Hemmung)

Von den 42 getesteten C-5-substituierten Rhodaninen zeigte die Verbindung tm219a mit 18 %

die beste Hemmung. Vier der Substanzen (tm282, tm232, tm181b und tm313) hemmten die

Aktivitiat von InhA zwischen 18 % und 10 %. Die restlichen vermessenen Rhodanine mit

diesem Substitutionsmuster zeigten tiberhaupt keine Hemmung (25 Verbindungen) oder nur

sehr schwache Hemmung bis zehn Prozent (12 Verbindungen).
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¢) N-3-C-5-disubstituierte Rhodanine
Die im InhA-Screening vermessenen disubstituierten Rhodanine und deren Hemmwerte sind

nachfolgend in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 15: Screeningergebnisse N-3-C-5-disubstituierter Rhodanine bei [I] =20 uM. Gezeigt werden die
Mittelwerte von Drei- bzw. Zweifachbestimmungen. Die Standardabweichungen betragen <10 %. Messungen mit
Abweichungen von >10 % werden nicht berlicksichtigt.

S

S
Ri-R;-disubstituierte )k )J\ _Ry
. & SR s °N
Rhodanine
HaCO /
H020\©\/)—< 5
(0]
HsCO
Restaktivitit Restaktivitiit
Substituent R1 Verbindung Verbindung
InhA [%] InhA [%]
-CH3 cn389 93 - -
-CH,CHj3 cn388 94 - -
EA cn396 90 - -
2N cn386 91 - -
LL%J\ cn385 80 - -
2NN cn387 83 - -

LI{O cn394 87 - -

0]
}L‘/\E) cn397 93 ; ;

2 ~_OH cn399 n.i. - -
o OCHj,
L%L cn400 92 - -
cn392 n.i. - -
J
cn374 n.i. - -
J
OCH3
LﬁL cn379 99 - -
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S
S
Ri-R;-disubstituierte )k )J\ _R,
. S N—Ri S N
Rhodanine \Qﬁ
HsCO Y/,
Hog\@ﬁ 5
0
HsCO
Restaktivitit Restaktivitit
Substituent Ri1 Verbindung Verbindung
InhA [%] InhA [%]
F
©/ cn391 90 ; -
Ky
cl
©/ cn393 n.i. - -
x
’ /\© cn375 88 i -
%
cnd01 95 - -
OCHj
%
cn383 97 - -
F
&
cn402 94 - _
cl
cn395 97 - -
}{\Q
2N\F cn312 95 - -
OH
N . . cn291 n.i.
(0]
CO.H
}LJ//// - - cn297 n.i.

n.i. = no inhibition (keine Hemmung)
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Von 23 disubstituierten Rhodaninen zeigte die Verbindung cn385 mit 20 % die beste
Hemmung. Die Derivate cn387, cn394 und cn375 verminderten die katalytische Aktivitit von
InhA zwischen 10 % und 20 %. Zu den sechs Vertretern ohne Hemmung gehorten auch die
Derivate, die am C-5 vom Heterozyklus einen m, p-Dimethoxybenzyliden-Rest (cn291 und

cn297) besitzen. Die restlichen 13 Rhodanine zeigten nur sehr schwache Inhibition (< 10 %).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass keine der getesteten Rhodanine die Aktivitdt von

InhA mehr als 20 % hemmt.
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4.1.4 Thiohydantoine
Die Strukturklasse der Thiohydantoine unterscheidet sich von den Thiazolidindionen durch
Ersetzen des Schwefels an Position 1 im Heterozyklus mit einem Stickstoff und des

Carbonylsauerstoffs an Position 2 durch ein Schwefel-Atom.

a) C-5-monosubstituierte Thiohydantoine
Die im InhA-Screening vermessenen an Position 5 substituierten Thiohydantoine und deren

Hemmwerte sind nachfolgend in Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16: Screeningergebnisse der C-5-monosubstituierten Thiohydantoine bei [I] = 20 uM. Gezeigt werden die
Mittelwerte von Drei- bzw. Zweifachbestimmungen. Die Standardabweichungen betragen <10 %. Messungen mit
Abweichungen von >10 % werden nicht berlcksichtigt.

R;-monosubstituierte Thiohydantoine

X
HN NH
R, o
Rest-aktivitiit Rest-aktivitiit
Verbindung Substituent Rz Verbindung Substituent R2
InhA [%] InhA [%]

tm157 @Jﬂ ni. tm316a =% 03
Cl S

Br
tm182 Q\/%‘L 98 tm349 N\ _J& 92
S

9 ¥
tm192a O g 08 tm199b W 95

C /y
tm188b \Q ni. {m205a 7\t ni.
—N

| 4
Cl
R F
. X7
tm353 F s 87 tm198b n.i.
O
2 F
N ‘s
/s \ ;LLL
tm355 OzN\QJ‘L 81 tm262 /’\/N>\/ n.i.
H
\ 2 N— ~y
tm196b /N 4 926 tm346 = 7 n.i
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R;-monosubstituierte Thiohydantoine

s
HN)]\NH
R, 0
Rest-aktivitit Rest-aktivitit
Verbindung Substituent R> Verbindung Substituent Rz
InhA [%] InhA [%]
, £
tm343 \@Jm ni. tm178a /\/ﬁ n.i.
%
tm227 , A tm180 — A
W n.i m180a \/\/\/ n.i
HN ./
tm216a . n.i. tm178b 97
D
o)
s
tm277 , 81 tm180b ﬁ 9
7
_N Y
tm259 He-COQJ’L 86 tm174 QJL 86
(m268 HO\@JL? n.i. tm195a Q\Q\?ﬁ ni.
pa %
tm190b Q ni. tm197 FQ\/{‘L 84
HsCO
tm394 ni. tm163 Haco\Q\//\/ ni.
HO
H.CO 4
tm341 n.i. cfll )\ "51\ 88
HaCO '
HO s H2N X
tm272 Q n.i. cf14 M n.i.
HO ©
HO .
tm260a n.i. cf12 . 87
HsCO N

134




Biochemische und Biologische Testungen

R;-monosubstituierte Thiohydantoine

O
Rest-aktivitit Rest-aktivitit
Verbindung Substituent R> Verbindung Substituent Rz
InhA [%] InhA [%]

tm345 [ 85 cf17 A N n.i.

S

, HO

tm339 [~ ni. tm336 \©\ 85

o &

Br HO

tm348 T\ 97 tm416 m 88

s HO 5

Cl
. . 7

tm361 4 . tm417 <j\/ 98
m I\ X n.i m s %

S

HN
tm351 [ )7 95 of15 \ & 97
Br S

n.i. = no inhibition (keine Hemmung)

Insgesamt wurden 46 C-5-monosubstituierte Thiohydantoine getestet. EIf Verbindungen

zeigten Hemmungen zwischen 20 % und 10 %. Unter ihnen war die Substanz tm355 mit

einem p-Nitrobenzyliden-Rest mit 19 % Hemmung am potentesten. Zwolf Verbindungen

zeigten Hemmungen bis 10 %. Die verbleibenden 23 Thiohydantoine hemmten die Aktivitit

von InhA nicht.
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b) Mehrfach substituierte Thiohydantoine
Im Folgenden werden die Testergebnisse von weiteren einfach-, zweifach- und

dreifachsubstituierten Thiohydantoinen dargestellt und besprochen (siehe Tabelle 17).

Tabelle 17: Scrreningergebnisse der mehrfach substituierten Thiohydantoine bei [I] = 20 pM. Gezeigt werden die
Mittelwerte von Drei- bzw. Zweifachbestimmungen. Die Standardabweichungen betragen <10 %. Messungen mit
Abweichungen von >10 % werden nicht berlicksichtigt.

mehrfach substituierte Thiohydantoine
S

R> (0]
Substituent
Verbindung Restaktivitiit InhA [%]
Ri1 R: Rs
(0]
ofl-1 H )\ X P y 98

of2 H HZNWo\/\“%L\ P ¥ ni.

cf5 H ©\L&i ).i A’S\ n.i

ct6 H EJ\)?1 ).i éf\ n.i.

Cf8 H HZN/\/\\tLLI: )L(jf Ill
HO O
tm333 H \©\% )L ¥ n.i.
HN
\ (0]

cf9 H kS N £ 95

110 BN F\@J"L H ni.

n.i. = no inhibition (keine Hemmung)

Insgesamt wurden acht verschiedene, aber mindestens zweifach substituierte Thiohydantoine
getestet. Keine der Verbindungen zeigte eine nennenswerte Hemmung der Aktivitit von

InhA.
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Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass keine der getesteten Thiohydantoine die Aktivitit

von InhA mehr als 19 % hemmt.
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4.1.5 Hydantoine

Die Strukturklasse der Hydantoine unterscheidet sich von den Thiazolidindionen durch das

Ersetzen des Schwefelatoms an Position 1 im Heterozyklus durch ein Stickstoffatom. Es

wurden ausschlieBlich Verbindungen mit unterschiedlichem Substitutionsmuster an Position 5

des Fiinfrings getestet. Nachfolgend werden die Ergebnisse des InhA-Screenings fiir die

Hydantoine tabellarisch dargestellt und erldutert (siche Tabelle 18).

Tabelle 18: Screeningergebnisse der Hydantoine bei [I] = 20 uM. Gezeigt werden die Mittelwerte von Drei- bzw.
Zweifachbestimmungen. Die Standardabweichungen betragen <10 %. Messungen mit Abweichungen von >10 %
werden nicht berlcksichtigt.

X
Hydantoine HN NH
R, o)
Substituent Restaktivitiit Substituent Restaktivitit
Verbindung Verbindung
R: InhA [%] R: InhA [%]
R F
tm385 F . n.i tm255 95
. . OCH,
tm388 OzN‘QJ“L n.i tm384 = n.i.
S
\ // //
tm256 /N‘QJ‘L 89 tm383b =% 83
(0]
Br
tm366 \@J‘L 97 tm381b T\ b 95
S
Cl
2 , 9
tm230 w 95 tm387 T\ 2 96
HN._ S
tm278 , 94 {m379 [\~ 97
}'7' Br S
N Y
m253b | HaCO ! ni tm386 B =% ni.
c” s
m270 HO\QJ“Z ni fm410 @\ " 82
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X
Hydantoine HN NH
Ry o)
Substituent Restaktivitit Substituent Restaktivitit
Verbindung Verbindung
R: InhA [%] R> InhA [%]
e
tm402 n.i tm409 5 82
H,CO
4 HO
tm397 n.i tm412 n.i.
HO HO &
HsCO e J
tm382 n.i tm413 <j\)1 88
HsCO S
., HN
HO el |
tm274 n.i tm411 \?1; 98
HO
HO ‘/17;/—
tm254b n.i
H,CO

n.i. = no inhibition (keine Hemmung)

Insgesamt wurden 25 Derivate der Hydantoine getestet. Fiinf Verbindungen zeigten

Hemmungen < 18 %, acht Substanzen zeigten Hemmwerte < 10 % und zwolf Verbindungen

zeigten iiberhaupt keine Hemmung. Eigenartigerweise zeigen vor allem die Verbindungen

ohne exozyklische Doppelbindung moderate Hemmung (tm410, tm409 und tm413).

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass keine der getesteten Hydantoine die Aktivitit

von InhA mehr als 18 % hemmt.
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4.1.6 Weitere Strukturklassen

Nachfolgend werden weitere Strukturklassen als potenzielle Inhibitoren von InhA dargestellt

und besprochen.

a) Pyridone

Die Pyridon-Derivate wurden fiir die Arbeitsgruppen von Prof. Dr. C. Kisker (Institut fiir
Strukturbiologie, Rudolf-Virchow-Zentrum, Universitit Wiirzburg) bzw. Prof. P. Tonge
(Stony Brook University, New York) getestet. Die Pyridone sind strukturell von den

Biphenylether-Derivaten abgeleitet und Inhalt aktueller Arbeiten zur Entwicklung neuer

Inhibitoren der Enoyl-ACP Reduktase Fabl in E. coli (sieche Tabelle 19).

Tabelle 19: Screeningergebnisse der Pyridone bei [I] = 20 uM. Gezeigt werden die Mittelwerte von Drei- bzw.
Zweifachbestimmungen. Die Standardabweichungen betragen <10 %. Messungen mit Abweichungen von >10 %

werden nicht berlcksichtigt.

Verbindung Strukturformel Restaktivitit InhA [%]
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= cl
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=
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48

(@]
PT428 b/\©

Alle getesteten Vertreter zeigten mittelstarke Hemmung der InhA.

b) Pyrrolidoncarboxamide

Die Pyrrolidincarboxamide oder Pyrrolidoncarboxamide wurden von He et al. als potenzielle

Inhibitoren von InhA entwickelt.””! In Tabelle 20 sind die Screening-Testergebnisse

dargestellt.
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Tabelle 20: Screeningergebnisse der Pyrrolidoncarboxamide bei [I] = 20 pM. Gezeigt werden die Mittelwerte von
Drei- bzw. Zweifachbestimmungen. Die Standardabweichungen betragen <10 %. Messungen mit Abweichungen
von >10 % werden nicht berlicksichtigt.
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Verbindung Restaktivitiit InhA [%]
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Von den hier getesteten Derivaten zeigte keines nennenswerte Hemmeigenschaften gegentiber

der Aktivitiat von InhA.

c¢) Sulfonamide
Das einzige getestete Sulfonamid-Derivat mit Screening-Resultat ist nachfolgend dargestellt.

Die Verbindung zeigt eine moderate Hemmung von 24 % (siehe Tabelle 21).

Tabelle 21: Screeningergebnisse der Sulfonamide bei [I] = 20 uM. Gezeigt werden die Mittelwerte von Drei- bzw.
Zweifachbestimmungen. Die Standardabweichungen betragen <10 %. Messungen mit Abweichungen von >10 %
werden nicht berlcksichtigt.

Verbindung Strukturformel Restaktivitiit InhA [%]

O O
\\S//\
114 O’O H/\© 76
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d) Biphenylether
Die Biphenylether Triclosan und 6PP (PT04) wurden als Positivkontrolle zu
Validierungszwecken des InhA-Testsystems verwendet. Die Testergebnisse und deren

Diskussion befinden sich in Kapitel 2.3.3.d).
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4.2 Ergebnisse des Screenings an parasitiren Proteasen

Finf stichprobenartig ausgewihlte Vertreter der synthetisierten Thiazolidin-2,4-dione und
Thiazolin-2-one wurden auf ihre inhibitorischen Eigenschaften gegeniiber sechs
verschiedenen Proteasen untersucht. Die Verbindungen dieser Stichprobe sind nachfolgend

dargestellt (siche Abbildung 66).

(0] (0] (0]
Cl
S)J\ N S)J\ N S)J\ N /k/
SV75 SV50 SV66

X 1
S N/é S N
/ (0]
Sv47 SV102
Abbildung 66: Stichprobe aus der Substanzbibliothek.

Die Substanzen wurden mit etablierten enzymatischen Protease-Assays (siehe Kapitel 8.5.2)
an den nachfolgend beschriebenen Zielproteinen getestet. Rhodesain ist ein eiweiB3spaltendes
Enzym mit der Aminosdure Cystein als Nucleophil im katalytischen Zentrum. Diese Cystein-
Protease ist ein essenzielles Enzym von Trypanosoma brucei rhodesiense, dem Erreger der
Afrikanischen Schlafkrankheit. Die lysosomalen Endoproteasen Cathepsin B und Cathepsin L
sind ebenfalls Cystein-Proteasen und spielen bei der Verdauung von Zellbestandteilen eine
wichtige Rolle. Die Uberexpression dieser Enzyme wird mit Krebs- und Immunerkrankungen
in Zusammenhang gebracht. Falcipain ist eine essenzielle Cystein-Protease des Parasiten
Plasmodium falciparum, dem Erreger der Malaria tropica. LeishmaniaCPB ist eine dem
Cathepsin L @hnliche Cystein-Protease, die in Leishmania-Parasiten vorkommt. Die Dengue-
Protease ist eine Serin-Protease des Dengue-Virus. Die Ergebnisse dieser Testungen dienten

ebenfalls zur Untersuchung der Selektivitit zwischen Cystein- und Serinproteasen.

Zur Bestimmung der prozentualen Hemmung wurden Doppelbestimmungen bei
Inhibitorkonzentrationen von 20 uM durchgefiihrt. In Tabelle 22 sind die daraus errechneten

Mittelwerte aufgelistet.
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Tabelle 22: Ergebnisse des Stichprobenscreenings bei einer Konzentration des Inhibitors von 20 uM. Gezeigt
werden die Mittelwerte von Zweifachbestimmungen. Die Standardabweichungen betragen <10 %. Messungen
mit Abweichungen von >10 % werden nicht beriicksichtigt.

Enzym
Verbindung | Rhodesain | Cathepsin B | Cathepsin L | Falcipain | LeishmaniaCPB Dengtie-
Protease
SV75 97 84 n.i. 89 84 98
Sv47 97 92 n.i. 95 80 99
SV66 85 84 98 82 n.i. 90
SV50 91 81 77 73 91 64
SV102 16 4 29 27 58 38
Restaktivitiit [ %]

Die Verbindung SV102 weist starke bis mittelstarke Erniedrigungen der Aktivitdten bezogen
auf die Aktivitit ohne Inhibitor (DMSO-Wert) aller getesteten Proteasen auf. In einem
weiteren Schritt wurden daher die ICso-Werte bestimmt. In Abhiingigkeit der Potenz wurden
hierzu Verdiinnungsreihen mit Konzentrationen an SV102 von 0-5, 0-10, 0-20 und 0-25 uM
an den jeweiligen Enzymen getestet. In Tabelle 23 sind die durch Zweifachbestimmung

ermittelten Werte mit den jeweiligen Standardabweichungen aufgelistet.

Tabelle 23: Ermittelte IC50-Werte von SV102.

Enzym
Leishmania Dengue-
Verbindung | Rhodesain | Cathepsin B | Cathepsin L | Falcipain
CPB Protease
SV102 11.0£0.7 | 1.3+£0.02 11.7+£1.8 11.3+£3.9 143+1.6 19.5+4.0
I1Cso [uM]

Insbesondere gegeniiber Cathepsin B zeigte die Verbindung SV102 mit einem ICso von
1.3+£0.02uM gute Hemmeigenschaften. Die Vermessung von Verdiinnungsreihen des
Inhibitors von 0-20 uM bei Substratkonzentrationen von 50, 100, 150 und 200 uM
ermoglichten nun eine Aussage iiber den vorliegenden Hemmtyp zu machen. Mit Hilfe der
Variablen [I], [S] und der Geschwindigkeit v wurde zuerst die Abhingigkeit der daraus
ermittelten ICso-Werte von der Substratkonzentration untersucht. Abbildung 67 zeigt als
Beispiel die Umsatz-Zeit-Diagramme verschiedener Konzentrationen von SV102 bei einer

Substratkonzentration von 100 uM. Wiederum wird durch lineare Regression aus den
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Steigungen die Geschwindigkeit v erhalten und durch nicht-lineare Regression (Zwei-
Parameter-Gleichung, siehe Kapitel 2.3.1) die jeweiligen ICso-Werte bei den verschiedenen

Substratkonzentrationen berechnet.

800
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Abbildung 67: Umsatz-Zeit-Diagramme und die daraus resultierenden |Cso-Funktion beispielhaft bei einer
Substratkonzentration von 100 pM.

Man erkennt, dass die Umsatz-Zeit-Kurven fiir den Zeitraum von zehn Minuten anndhernd
linear verlaufen. Der Inhibitionsmechanismus ist daher zeitunabhingig und reversibel. Die
Struktur von SV102 untermauert dieses Ergebnis. Der Fiinfring ist nur unter Verlust seines
aromatischen Charakters nucleophil angreifbar und zeigt daher keine strukturellen
Gegebenheiten fiir eine irreversible Hemmung von Cystein- oder Serinproteasen. Die Hill-
Koeffizienten der ICso-Kurven deuten mit Werten um eins nicht auf eine unspezifische
Hemmung durch Aggregatbildung hin. Die ermittelten ICso-Werte sind bei den verwendeten

Substratkonzentrationen annéhernd gleich und somit substratunabhéngig (siehe Tabelle 24).

Tabelle 24: IC50-Werte von SV102 flr Cathepsin B bei verschiedenen Substratkonzentrationen.

¢ (Substrat) [uM]l 50 | 100 | 150 | 200

ICs (SV102) [uM] | 3.6 +0.03 | 29+0.2 | 33+0.3 | 2.8+0.3

Es liegt folglich ein nicht-kompetitiver Hemmtyp vor. Die Bestimmung der kinetischen
Parameter K, vmax und Kj bei den verschiedenen Konzentrationen von SV102 war leider
unmoglich, da bei einer Substratkonzentration von 200uM  bereits eine
Substratiiberschusshemmung vorliegt (sieche Abbildung 68). Bei 150 uM Substrat hingegen ist
der Sittigungsbereich noch nicht erreicht. Eine valide Aussage iiber die Hemmparameter war
somit nicht moglich. Fakt aber ist, dass die Unabhingigkeit des ICso-Werts von der
Substratkonzentration fiir nicht-kompetitive Hemmung spricht. Somit bindet SV102 mit

gleicher Affinitit an das freie Enzym als auch an den Enzym-Substrat-Komplex (a = 1). Nach
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Cheng-Prusoff  gilt  daher ICso=Kiw=Kic=Ki=13+0.02uM  (ermittelt  aus
Verdiinnungsreihe von SV102 0-5 puM und [S] = 100 uM siehe Tabelle 23).

10 60
i ° —o— 0pMSV102
8 — ] . —e— 1uMSV102
: 40 —o— 2uMSV102
— — f
g °© l € —=— 5uMSV102
& 4 5 —— 10 UM SV102
8 | \§/§-\§ > 20 —— 20 M SV102
2 —
0 L L L L L L L L 0 LEN L I I A |
40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
¢ (Substrat) [uM] ¢ (Substrat) [uM]

Abbildung 68: Die ICso-Werte von SV102 sind substratunabhéngig (links). Die Michaelis-Menten-Plots zeigen bei
einer Substratkonzentration von 200 pM einen deutlichen Abfall der Geschwindigkeit
(Substrattiberschusshemmung, rechts).

Die Verbindung SV102 ist also ein nicht-kompetitiver Hemmstoff von Cathepsin B mit
Ki=1.3 £0.02 uM. Die Synthese und Testung weiterer Thiazolin-2-on-Derivate sowie Co-
Kiristallisationsversuche mit Cathepsin B sind somit in Betracht zu ziehen. Zwar zeigt SV102
gegeniiber der Cystein-Protease Cathepsin B die besten Hemmeigenschaften, doch ist die
Verminderung der Aktivitit der anderen Cystein-Proteasen mit ICso-Werten zwischen 10 uM
und 15 uM ebenfalls bemerkenswert, was durch die Testungen am Erreger bestitigt werden
konnte (siche Kapitel 4.3.3). Der berechnete ICso-Wert von 19.5 uM gegeniiber der Serin-
Protease des Dengue-Virus® zeigt, dass keine nennenswerte Selektivitdt von SV102 zwischen
Cystein- bzw. Serin-Proteasen vorliegt. Vergleicht man allerdings die inhibitorischen
Eigenschaften des Thiazolinons SV102 beziiglich der Dehydrogenase InhA (rel. Hemmung
97 %) mit denen, die gegeniiber den oben angefiihrten Proteasen bestimmt wurden, so ist eine

deutliche Selektivitit erkennbar.
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4.3 Biologische Testungen

Im Rahmen des Sonderforschungsbereichs SFB630 Recognition, Preparation and Functional
Analysis of Agents against Infectious Deseases kooperiert die Arbeitsgruppe Schirmeister
(Teilprojekt A4) mit anderen interdisziplindren Teilprojekten, die u.a. biologische Testungen
nach etablierten Arbeitsanweisungen (SOP, Standard Operating Procedure) an diversen
Erregern durchfiihren. Zustindig hierfiir sind PD Dr. H. Bruhn (Qualititsmanagement), Dr. T.
Olschlidger und Prof. Dr. A. Stich (Teilprojekt Z1) sowie Prof. Dr. J. Morschhiuser
(Teilprojekt B2).['331 Es wurde dieselbe Auswahl an Verbindungen der Substanzbibliothek
(SV75, SV47, SV66, SV50 und SV102) getestet wie bei den Protease-Assays (siche Kapitel
4.2). Nachfolgend sind die Testergebnisse fiir die jeweiligen Erreger dargestellt.

4.3.1 Testung am attenuierten Mycobacterium tuberculosis

Bei diesem Assay macht man sich den steigenden Sauerstoffverbrauch von wachsenden
Tuberkelbakterien zu Nutze. In einem MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube)
Indikator-/Kultivierungsrohrchen ~ befindet sich ein in  Silikon  eingebetteter
Fluoreszenzfarbstoff. In Gegenwart von Sauerstoff erfolgt Fluoreszenzldschung. Je besser das
Mycobakterium in Gegenwart eines Hemmstoffes wachsen kann, desto grofer sind der
Sauerstoffverbrauch und folglich auch der Fluoreszenz-Zuwachs. Als Referenz wird ein
Antibiotika-Cocktail aus Streptomycin (1.0 ug/ml), Isoniazid (0.1 pg/ml), Rifampicin
(1.0 pg/ml)und Ethambutol (5.0 ug/ml) verwendet. Die getesteten Verbindungen wurden in
einer Konzentration von 40 uM eingesetzt. Keine der getesteten Verbindungen zeigten hierbei

inhibitorische Eigenschaften.

4.3.2 Antibakterielle Aktivitit

Am Zentrum fiir Infektionsforschung (ZINF) Wiirzburg wurden Testreihen zur Bestimmung
der minimalen Hemmkonzentration (MHK oder Minimum Inhibitory Concentration, MIC) an
verschiedenen Bakterienstimmen durchgefiihrt. Die MHK ist definiert als die niedrigste
Konzentration einer Substanz, bei der makroskopisch keine Vermehrung eines
Mikroorganismus‘ mehr wahrgenommen werden kann. Die Auswahl an Verbindungen der

Substanzbibliothek wurde an folgenden Erregern getestet.

e Staphylococcus aureus (NCTC 8325)
e Staphylococcus epidermidis (RP62a)
® FEnterococcus faekalis (JH212)

e FEnterococcus faecium (6413)

e FEscherichia coli (536)
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® Pseudomonas aeruginosa
e Yersinia pseudotuberculosis (252 01A)
e Yersinia pestis (KUMA)

Zusiatzlich wurde die Biofilm- und Wachstumshemmung der Verbindungen auf den

Bakterienstamm Staphylococcus epidermidis (RP62a) untersucht.

Keine der getesteten Substanzen zeigte hemmende Eigenschaften. Die bestimmten MHK-

Werte lagen fiir alle Verbindungen iiber dem definierten Schwellenwert von 40 uM.

4.3.3 Antiparasitire Aktivititen und Zytotoxizititstests

Die Antiparasitire Aktivititen der Verbindungen wurde an Promastigoten von Leishmania
major und trypomastigoten Formen von Trypanosoma brucei brucei untersucht. Zudem
wurde mit Hilfe eines Zytotoxititdtstests an Makrophagen (J774.1) untersucht, ob die
hemmenden Eigenschaften der getesteten Verbindungen auf unspezifischer Zytotoxititit
beruhen. Die Bildung des Quotienten aus den IC50-Werten der Zytotoxizitit und den IC50-
Werten an den Erregern wird als Selektivititsindex (SI-Wert) definiert.['3 Prinzipiell sollten
gute Substanzen, die es lohnt, weiterzuentwickeln, Aktivititen im unteren pM-Bereich zeigen
bei natiirlich moglichst geringer Toxizitdt. Einleuchtenderweise sollte der SI-Wert somit
moglichst hoch sein. Bei Trypanosomen liegen die Richtwerte bei IC50 < 1 uM und SI > 100.
Bei Leishmanien ist man nicht ganz so kritisch. Ein SI-Wert von 20 bei den hier gemessenen
Promastigoten (eigentlich das Insektenstadium) ist bereits akzeptabel. Die intrazellulér
lebenden Amastigoten sind sogar oftmals empfindlicher. Gerade hier ist natiirlich die geringe
Zytotoxizitdt wichtig, um eine Schiddigung der Wirtszelle zu verhindern. Die Ergebnisse

dieser Untersuchungen sind nachfolgend dargestellt (siehe Tabelle 25).

Tabelle 25: Gemessene antiparasitire und zytotoxische Aktivititen und die daraus ermittelten
Selektivitatsindices.

L. major T. brucei T. brucei
Makroph.J774.1
Verbindung
ICso [uM] | SI- | ICso[uM] | SL | ICso[uM] | SI- | ICso[uMI(48h)
(48 h) Wert (48 h) Wert (72 h) Wert

SV75 >100 1 13.3+£2.2 7.5 17.5+£0.2 5.7 >100

Sv47 472 0.6 21+04 14.5 3.5+0.5 8.7 30.5

SV66 >100 1 154 +£28 6.4 16.1+1.0 6.2 >100

SV50 >100 1 n.d. - n.d. - >100
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L. major T. brucei T. brucei
Makroph.J774.1
Verbindung
ICso [uM] | SI- | ICso[uM] | SL | ICso[uM] | SI- | 1Cso[uMI(48h)
(48 h) Wert (48 h) Wert (72 h) Wert
SV102 69.5 0.8 25+04 224 3.0+£0.3 18.7 56.1

Interessanterweise zeigt das Thiazolidindion SV75 eine Aktivitit im unteren mikromolaren
Bereich gegen T. brucei, die an der isolierten Protease Rhodesain nicht beobachtet werden
konnte. Gegeniiber Leishmanien konnte ebenfalls keine Hemmung ausgemacht werden. Die
gegeniiber Makrophagen scheinbar nicht nennenswerten zytotoxischen Eigenschaften (IC50-
Wert >100 uM), werden durch niedrige SI-Werte widerlegt. Analog verhdlt sich die
Verbindung SV66. Das C-5-Alkyliden-Derivat SV47 zeigt Aktivititen gegen Trypanosomen
im unteren mikromolaren Bereich und gegen Leishmanien im mittleren mikromolaren
Bereich. Zu beachten ist allerdings eine erhohte Zytotoxizitdt und die damit einhergehenden
kleinen SI-Werte. Die Verbindung SV50 zeigte keine nennenswerten Aktivititen. Zu
erwidhnen ist hierbei allerdings, dass die Testung an Trypanosomen auf Grund von
Loslichkeitsproblemen nicht durchfithrbar war. Die guten Hemmeigenschaften des
Thiazolinons SV102 an den isolierten Proteasen konnte bei den Aktivitdtsassays am Erreger
bestétigt werden. Beriicksichtigt man allerdings die oben definierten Richtwerte fiir den SI-
Quotienten relativieren sich diese vielversprechenden Ergebnisse aufgrund einer erhohten

Zytotoxizitdt.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Strukturklasse der Thiazolidindione bzw.
Thiazolinone als denkbare Hemmstoffe mit Optimierungspotenzial von Leishmanien und
Trypanosomen in Betracht gezogen werden konnen, wobei die real existente Zytotoxizitat

bzw. zu geringe Selektivitdt zwingend beriicksichtigt werden muss.
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5 Diskussion und Ausblick

In diesem Kapitel werden weitere wichtige Inhalte diskutiert, die bei den detaillierten
Diskussionen in den jeweiligen Kapiteln noch nicht abgehandelt wurden. Ebenso werden
Ideen und Gedanken zu weiterfithrenden Experimenten angefiihrt. Im Mittelpunkt steht die
wissenschaftliche  Einordnung und Finschitzung der untersuchten verwandten

Fiinfringheterozyklen als potenzielle Leitstruktur fiir InhA-Inhibitoren und dariiber hinaus.

Die Etablierung und Validierung des enzymatischen InhA-Assays war erfolgreich (siehe
Kapitel 2). Die hierfiir notwendige Expression und Aufreinigung von InhA konnte mit Hilfe
eines optimierten Protokolls schnell, zuverldssig und in guten Ausbeuten durchgefiihrt
werden. Zwei zuverlidssige gekoppelte enzymatische Assay-Systeme mit UV-VIS-
spektroskopischer bzw. fluorimetrischer Detektion wurden etabliert. Geeignete Bedingungen
fir die Verwendung von 96-Well-Mikrotiterplatten wurden ermittelt und ermoglichten die
simultane Vermessung von bis zu acht Wells und somit einen hohen Durchsatz an Testungen
bei kurzer Dauer. Als ungleich komplizierter stellte sich die notwendige Substratsynthese
heraus, die letztlich als geschwindigkeitsbestimmender Schritt des gesamten Testverfahrens
aufgefasst werden kann. Mehrere Synthese- und Aufreinigungsvarianten des Substrats
2toCoA wurden ausprobiert und miteinander kombiniert. Die daraus erhaltenen Informationen
ermoglichten es, einen reproduzierbaren, wirtschaftlichen Herstellungsweg zu finden, der dem
teuren Edukt CoA wund der bestehenden Stabilititsproblematik Rechnung trigt und
ausreichende Ausbeuten liefert. Trotz allem bleibt die Darstellung von 2toCoA zeitaufwindig
und erfordert ein nicht geringes MalB3 an Handfertigkeit. Denkbar wiére der Austausch der 2-
trans-Octensdure z.B. durch die ldngerkettige 2-trans-Dodecensiure. Der daraus resultierende
Thioester 2-trans-Dodecenoyl-CoA besitzt als Substrat eine wesentlich hohere Affinitit zu
InhA. Im Enzymassay konnte man dadurch erhebliche Mengen an Substrat einsparen. Bei
gleichen Ausbeuten an ldngerkettigem Substrat konnten somit wesentlich mehr Messungen
durchgefiihrt werden. Weiterhin wire die Entwicklung eines enzymatischen Verfahrens zur
Synthese des Thioesters in Betracht zu ziehen.®! Mit dem Hintergrund der komplexen
Substratsynthese wurden grundlegende Experimente zur Errichtung einer substratlosen
Testalternative mittels MSC durchgefiihrt. Ebenso sollte dadurch eine orthogonale Methode
zu den photometrischen Assays etabliert werden, die eine Aussage iiber das
thermodynamische Bindungsverhalten von Ligand und Enzym erlaubt. Neben den
erforderlichen weiterfithrenden Experimenten zur MSC sollte daher ebenso die Einfiihrung
weiterer orthogonaler und substratunabhéngiger Methoden wie SPR und ITC in Betracht

gezogen werden,!137:138]
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Die Thiazolidindion- resp. Thiazolinon-Derivate der Substanzbibliothek konnten mit den
beschriebenen Methoden allesamt problemlos dargestellt werden (siehe Kapitel 3). Die
Reaktionsdauer der Synthese der Thiazolidindion-Derivate mit exozyklischer Doppelbindung
im Sinne einer Knoevenagel-Reaktion konnte mit Hilfe einer Mikrowelle stark verkiirzt
werden. Somit konnte man innerhalb kurzer Zeit noch mehr Derivate darstellen und somit das
kombinatorische Potenzial fiir die Erstellung einer groBen Substanzbibliothek besser
ausnutzen. In analoger Weise lieBe sich die exozyklische Doppelbindung auch bei den
anderen Fiinfringheterozyklen wie z.B. den Rhodaninen mit Hilfe einer Mikrowelle

einfiihren. [80-139]

Letztlich umfasste die Substanzbibliothek 256 Substanzen, die dem InhA-Testverfahren
unterzogen wurden (siehe Kapitel 4). Die Ergebnisse sind nachfolgend zusammenfassend

dargestellt (sieche Tabelle 26).

Tabelle 26: Ergebnisse InhA-Screening Substanzbibliothek bei [I] = 20 uM.

Verbindungsklasse relative Hemmung [ %]
Thiazolidindione <30
Thiazolinone n.i.
Rhodanine <20
Thiohydantoine <20
Hydantoine <20
Biphenylether > 80
Pyridone <61
Pyrrolidoncarboxamide <10
Sulfonamid 24

n.i. = no inhibition (keine Hemmung)

In dieser Arbeit wurde das Hauptaugenmerk auf die Strukturklasse der Thiazolidindione und
verwandter  Fiinfringheterozyklen gelegt. Leider zeigte keiner ihrer Vertreter
zufriedenstellende Hemmeigenschaften. Dies machte die Ableitung von Struktur-
Aktivitdtsbeziehungen (SAR) ebenso schwierig wie Cokristallisationsversuche mit dem
Enzym. Es stellte sich heraus, dass die exozyklische Doppelbindung am Fiinfring essenziell
fir die Aktivitit gegen InhA ist. Gleichfalls zeigen ausschlieflich die disubstituierten
Derivate eine nennenswerte inhibitorische Aktivitidt. Zusammenfassend lisst sich feststellen,
dass die strukturellen Abwandlungen zur Optimierung der Thiazolidindione als Leitstruktur

potenzieller InhA-Inhibitoren nicht erfolgreich waren. Auf Grund der Testung einer
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umfassenden Substanzbibliothek, die auch den Thiazolidindionen &hnliche Fiinfring-
Heterozyklen enthielt, ldsst sich vielmehr feststellen, dass die Thiazolidindione als potenzielle
Inhibitoren von InhA im Gegensatz zu den vielversprechenden Ergebnissen des virtuellen
Screenings nicht geeignet erscheinen. Die Testungen am Erreger bestitigten diese
Beobachtung. Die Ergebnisse beziiglich der Hemmeigenschaften gegeniiber Proteasen und
antiparasitdrer Aktivitit insbesondere der Thiazolinone sind aber vielversprechend und sollten

daher weitergehend untersucht werden.

Die Strukturklasse der Thiazolidindione und verwandte Fiinfringheterozyklen, insbesondere
die Rhodanine, werden beziiglich ihrer Eignung als potenzielle Leitstrukturen bei
Hochdurchsatz-Testungen (High Throughput Screening, HTS) in der medizinisch-chemischen
Fachliteratur kontrovers diskutiert. Baell et al. klassifizieren die 5-Alkyliden-Rhodanine als
sogennannte pan assay interference compounds (PAINS),7%1401 dije ein promiskes
Bindungsverhalten aufweisen und teils auf unspezifische Weise z.B. durch Aggregatbildung
oder elektrophile Reaktivitit an eine Vielzahl von Zielmolekiilen binden (sieche Abbildung
69). Diese Eigenschaft fiihrte in den letzten Jahren dazu, dass die Anzahl an Publikationen,
bei denen Rhodanine als Leitstruktur aus High-Throughput-Screening-Kampagnien
hervorgegangen sind, stark zunahm, im Verhiltnis dazu aber die Anzahl an auf dieser Struktur
basierenden zugelassenen Arzneistoffen minimal ist. Die Autoren gehen soweit, diese
Verbindungsklasse als nutzlos in der Arzneistoffentwicklung einzustufen und folglich nicht

bei HTS-Kampagnien zu beriicksichtigen.

J]\
X N~ R
\/)——Q S
R 0 PN
/\
. e . 3 N CO5H
Thiazolidindione Rhodanine
X=S X=S Y 5
Y=0 Y=58 /
Thiohydantoine Hydantoine
)2/2 N yX =N Epalrestat

Y=8 Y=0

Abbildung 69: Thiazolidindione und verwandte Finfringheterozyklen mit exozyklischer Doppelbindung als pan
assay interference compounds und der Arzneistoff Epalrestat mit Rhodanin-Struktur.

Andererseits werden insbesondere die Rhodanine und verwandte Fiinfringheterozyklen als
eine sehr vielversprechende Strukturklasse angesehen.!'*!! Zudem wird die vermeintlich
negative Eigenschaft eine Affinitit gegeniiber zahlreichen Zielstrukturen zu besitzen in ein

weitaus positiveres Licht geriickt, wenn ein polypharmakologischer Ansatz verfolgt wird.
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Hierbei ist es als Vorteil anzusehen, wenn ein Molekiil mit seinen strukturellen Eigenschaften
in der Lage ist, mehrere Angriffspunkte wahrzunehmen.'¥?! Ein gewisses MaB an
Unselektivitit muss folglich nicht zwangsldufig negativ sein. Zudem sollte es durch
synthetische Abwandlung moglich sein, eine gewisse Feinabstimmung der Selektivitit
vorzunehmen. Gegen eine pauschale Ablehnung dieser Verbindungsklassen spricht zudem die
Existenz von Arzneistoffen wie z.B. dem Aldose-Reduktase-Hemmer Epelrestat (siehe
Abbildung 69) oder dem PPARY-Agonisten Pioglitazon (sieche Kapitel 2.3.3.d)), denen diese

strukturellen Eigenschaften zugrunde liegen.

Von groBter Wichtigkeit bei diesen Uberlegungen ist allerdings die Frage, ob das promiske
Bindungsverhalten dieser multiheterozyklischen Fiinfringsysteme tatsdchlich unspezifischer
oder spezifischer Natur ist. Ersteres geschieht z.B. durch die Bildung von Aggregaten, die
sich wiederum an die Oberfliche von Zielproteinen anlagern und zu einer unspezifischen
Inaktivierung fithren. Auch hochreaktive elektrophile Strukturelemente wie beispielsweise
Michael-Systeme konnen durch ihre Reaktivitit gegeniiber Nucleophilen auf kovalente Art
und unspezifischer Weise an Zielproteine binden. Kann man hingegen den genauen
Bindemodus zwischen Ligand und Zielprotein beispielsweise mit Hilfe einer Cokristallisation
und Rontgenstrukturaufklirung bestimmen und ist dieser auf molekularer Ebene durch
Wasserstoffbriickenbindungen und anderen intermolekularen Wechselwirkungen erklédrbar
und nachvollziehbar, kann, sofern unspezifisches Bindungspotenzial ausgeschlossen worden

ist, von spezifischen Bindungseigenschaften ausgegangen werden.

Mit Hilfe der aus den Testungen der umfassenden Substanzbibliothek erhaltenen Ergebnisse
soll nun die Frage geklidrt werden, ob sich die Thiazolidindione und dhnliche Heterozyklen
tatsidchlich als vielversprechende potenzielle Leitstrukturen eignen oder ob vielmehr von

promiskem Bindungsverhalten ausgegangen werden muss.

Auch wenn sich die Ableitung von SAR ob der moderaten Hemmeigenschaften als schwierig
gestaltete, so konnten doch gewisse Struktureigenschaften ausgemacht werden, die essenziell
fiir eine Aktivitisminderung erscheinen. Diese Beobachtung steht nicht im Einklang mit den
Voraussetzungen fiir eine unspezifische Bindung. Weiterhin konnten deutliche
Selektionsunterschiede zwischen der Dehydrogenase InhA und den untersuchten Proteasen

beobachtet werden.

Unspezifisches Verhalten auf Grund von Aggregatbildung kann zumindest bei den Testungen
an Proteasen ausgeschlossen werden, da gewisse Hemmeigenschaften beobachtet wurden,

obwohl den Assay-Puffersystemen als Detergenz Brij zugesetzt wurde, welches allgemein
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bekannt ist, die Bildung von Aggregaten zu verhindern. Diese Beobachtungen stehen im
Einklang mit den Untersuchungen von Klein et al. mittels Dynamic Light Scattering (DLS),
einer analytischen Methode zur Bestimmung von Partikelgroen in Losungen. Hierbei konnte
eine Tendenz zur Aggregatbildung der verwandten Fiinfringheterozyklen nahezu

ausgeschlossen werden.!

Die exozyklischen Doppelbindung des Fiinfrings hingegen, die zusammen mit der Keto-
Gruppe ein Michael-System bildet, sollte die Moglichkeit eines nucleophilen Angriffs
theoretisch denkbar machen. Hierdurch wire wiederum die strukturelle Grundlage fiir
Unsperzifitit geschaffen. Klein et al. konnten allerdings nach Inkubation dhnlich strukturierter
Fiinfringsysteme mit Glutathion keine Reaktion beobachten.® Sie begriinden die fehlende
Elektrophilie des Michael-Systems bzw. das Ausbleiben eines nucleophilen Angriffs mit der
daraus resultierenden Zerstorung des aromatischen Charakters des Ringsystems. Eine
Reaktion an dieser Position scheint daher ungiinstig zu sein. Die durchgefiihrten Testungen in
dieser Arbeit deuten ebenfalls nicht auf ein Vorliegen irreversibler Hemmmechanismen hin,

weder im InhA-Assay noch in den Protease-Assays.

In einer breit angelegten Analyse von publizierten Cokristallstrukturen konnten
Strukturmerkmale der verwandten Fiinfringheterozyklen ausfindig gemacht werden, die fiir
Ligand-Protein-Wechselwirkungen essenziell sind. Darunter befinden sich beispielsweise der
durch die exozyklische Doppelbindung bedingte aromatische Charakter der Heterozyklen,
aber auch das Wasserstoffbriickenbindungspotenzial der Thiocarbonyl- bzw. carbonyl-

Gruppe.3V

Die obigen Ausfithrungen deuten also vielmehr darauf hin, dass es sich eben nicht um
unspezifisches Bindungsverhalten handelt, sondern dass die promisken Eigenschaften dieser
Verbindungsklassen vielmehr auf den strukturellen Merkmalen auf molekularer Ebene

beruhen, die eine Vielzahl von intermolekularen WW erméglichen.

Den Docking-Berechnungen zur Folge, spielen diese Strukturmerkmale bei den
Wechselwirkungen mit der InhA-Bindetasche ebenso eine wichtige Rolle. Ob die Bindetasche
aber tatsédchlich auf die berechnete Art und Weise addressiert wird ist fragwiirdig, da die
synthetischen Abwandlungen, die gerade diese WW-Eigenschaften verbessern sollten, zu
keiner verbesserten Hemmung fiihrten. Letztlich lieBe sich in dieser Arbeit der Verdacht auf
Unselektivitét nur durch Cokristallisationsversuche mit anschlieender
Rontgenstrukturaufkldrung sicher ausschlieBen. Auch fiir weitere Docking-Simulationen

wiren die daraus erhaltenen Informationen unabdingbar. Die zu geringe Affinitit der
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Thiazolidindione und &hnlich strukturierter Fiinfringheterozyklen an InhA lieBen derart
Kristallisations-Experimente aber leider nicht zu. Ein sicherer Beweis von Selektivitidt macht
also eine groBe Affinitit idealerweise im nanomolaren Bereich notwendig. Es bleibt
spekulativ, ist aber anzunehmen, dass die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
substituierten Fiinfringheterozyklen schlicht zu klein sind und somit als ausbaufidhige
Strukturbausteine aufzufassen sind. Ansédtze zur Vergroflerung der Molekiilstruktur und einer
damit einhergehenden Erweiterung des molekularen Interfaces sind denkbar. Hierfiir spricht
ebenfalls die Tatsache, dass nur disubstituierte Vertreter eine inhibitorische Aktivitit

aufweisen.

Zwar sind die getitigten Uberlegungen nicht hinreichend, um Unselektivitit und
unspezifisches Bindungsverhalten mit letzter Sicherheit auszuschlieBen, schlussendlich
tiberwiegen aber die Hinweise fiir das Vorliegen von Selektivitdt und damit einhergehender
spezifischer Bindungsweise. Die Frage nach der Eignung von Thiazolidindionen und
verwandten Fiinfringeterozyklen als potenzielle Leitstruktur per se kann auf Grund der in
dieser Arbeit gemachten Beobachtungen und Schlussfolgerungen im Einklang mit den
Erkenntnissen von Klein et al. wie folgt beantwortet werden: Aus medizinisch-chemischer
Sicht wire es falsch, die Thiazolidindione und verwandte Fiinfringeterozyklen von der
modernen Arzneistoffentwicklung auszuschlieBen. Vielmehr sollten sie als attraktive und
ausbaufidhige Strukturbausteine betrachtet werden, die eine bemerkenswert hohe Dichte an
intermolekularen Wechselwirkungspunkten besitzen. Gleichwohl sollte die Kenntnis dieser
Eigenschaften, insbesondere bei Vorliegen von moderaten Affinititen, vor einer

Uberinterpretation und vorschneller Akzeptanz als Leitstruktur warnen.
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6 Zusammenfassung

Weltweit zidhlt die Tuberkulose zu den todlichsten und am weitesten verbreiteten
Infektionskrankheiten. Missstinde in der ohnehin komplexen Therapie einerseits und fehlende
Entwicklung neuartiger adidquater Wirkstoffe andererseits, fithrten zur Entstehung von multi-
und sogar total-resistenten Keimen. Der Haupterreger ist das Mycobacterium tuberculosis.
Charakteristisch fiir Mykobakterien ist eine dicke und undurchlédssige wachsartige Zellwand
mit einem grofBen Anteil an bestimmten Fettsduren. Die mykobakterielle Biosynthese dieser
Fettsduren unterscheidet sich stark von eukaryotischen Zellen. Die selektive Beeinflussung
dieses Systems fiihrt zu nicht iiberlebensfihigen Mykobakterien und stellt somit ein idealer

Angriffspunkt fiir Arzneistoffe dar.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Entwicklung neuartiger direkter Hemmstoffe von

InhA, einem fiir den Zellwandaufbau des Mycobacterium tuberculosis essenziellem Enzym.

Es wurden zwei photometrische gekoppelt-enzymatische Assay-Systeme im 96-Well-Format
entwickelt, die sich das Absorptions- bzw. Fluoreszenzverhalten des Coenzyms NADH zu

Nutze machen.

Das hierzu bendtigte Enzym InhA wurde iiberexprimiert und aufgereinigt. Mehrere
Synthesemethoden fiir das im Testverfahren verwendete Substrat 2-frans-Octenoyl-CoA

(2toCoA) wurden etabliert.

Die etablierten Assay-Systeme wurden mit Hilfe von Positivkontrollen validiert.
Grundlegende Experimente zur Errichtung einer substratunabhiingigen orthogonalen Methode

mittels MST wurden getitigt.

Basierend auf den Ergebnissen eines in Vorarbeiten durchgefiihrten virtuellen Screenings
wurden erste potenzielle Inhibitoren kommerziell erworben und getestet. Nachfolgend wurde
mit der Synthese von Derivaten begonnen, welche auf iterativem Wege optimiert wurden
(Testung — Docking — Synthese neuer Derivate). Hierdurch wurde eine umfassende
Substanzbibliothek bestehend aus insgesamt 254 Verbindungen aufgebaut. Diese setzte sich
aus unterschiedlich substituierten Thiazolidin-2,4-dionen- und Thiazolin-2-on-Derivaten,
Derivaten der dhnlich strukturierten Fiinfring-Heterozyklen Rhodanine, Thiohydantoine und
Hydantoine  und  weiteren  Strukturklassen =~ bestethend  aus  Biphenylether-,
Pyrrolidoncarboxamid-, Pyridon- und Sulfonamid-Derivaten zusammen. Die Verbindungen
wurden entweder selbst synthetisiert, kommerziell erworben oder von Kooperationspartnern

bezogen. Neben der Etablierung zuverlidssiger und effizienter Syntheserouten stand hierbei
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ebenso die strukturelle Aufkldrung der stereochemischen Verhiltnisse der Produkte im

Mittelpunkt.

Die Verbindungen der aufgebauten Substanzbibliothek wurden mit dem etablierten InhA-
Testsystem auf ihre inhibitorischen FEigenschaften gegeniiber InhA untersucht. Soweit
moglich  wurden  Struktur-Aktivitdtsbeziehungen  abgeleitet. Insbesondere einige
disubstituierte Thiazolidindione zeigten eine schwache Hemmung von bis zu 25 %. Die zur
Aufklarung des Inhibitionsmechanismus durchgefiihrten Experimente deuten auf eine
unkompetitive Hemmung hin. Bei den direkten Testungen an Mykobakterien konnten die

inhibitorischen Eigenschaften hingegen nicht bestétigt werden.

Weiterhin wurden Testungen an Cystein- und Serin-Proteasen von Erregern anderer
Infektionskrankheiten durchgefiihrt. Das Thiazolinon SV102 wurde hierbei als nicht-
kompetitiver Hemmstoff von Cathepsin B mit einem Kj-Wert von 1.3 uM identifiziert. Die
Synthese und Testung weiterer Thiazolin-2-on-Derivate sowie Cokristallisationsversuche mit
Cathepsin B sind somit in Betracht zu ziehen. Die getesteten Thiazolidindion-Derivate der
Substanzbibliothek zeigten hierbei mittelstarke bis gute Hemmeigenschaften, die ebenfalls an
den Erregern beobachtbar waren. Relativiert werden diese vielversprechenden Ergebnisse
allerdings durch eine ebenfalls zu beobachtende Zytotoxizitdt. Weiterhin konnte eine
antibakterielle Wirkung der untersuchten Verbindungen in zelluldren Assay-Systemen nicht

gezeigt werden.

AbschlieBend wurde die Eignung der Thiazolidindione und verwandter Fiinfringheterozyklen
als Leitstruktur fiir potenzielle InhA-Inhibitoren, aber auch die FEignung dieser

Verbindungsklasse als potenzielle Leitstruktur per se diskutiert.
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7 Summary

Tuberculosis is one of the most deadly infectious diseases and it is highly prevalent world-
wide. The issues arising from the complexity of the current treatments schemes as well as the
lacking development of effective new drugs have led to the formation of multi- or even totally
drug-resistant strains of Mycobacterium tuberculosis which is known as the major microbial

species causing tuberculosis.

Mycobacteria are characterized by a unique, thick and waxy cell wall that functions as a
nearly impermeable barrier due to its high concentration of mycolic acids. The biosynthesis of
these fatty acids requires the presence of a specific set of mycobacterial enzymes that differ
markedly from their eukaryotic counterparts. Disturbance in the proper formation of this
essential cell wall unvariably interferes with mycobacterial survival. Thus, the mycobacterial
fatty acid synthesis pathway is an attractive target for the development of selective new drugs

against Mycobacterium tuberculosis.

The aim of this work was the synthesis and optimization of thiazolidindiones and related five
membered heterocycles as lead structures for the development of novel, direct inhibitors of

InhA, an essential enzyme in the biosynthesis of mycolic acids.

Two coupled photometric enzyme assays that monitor the absorption of the involved cofactor
NADH were developed in a 96-well-plate format. For this purpose, the enzyme InhA was
recombinantly expressed and purified from E.coli. Several routes of synthesis for its substrate

2-trans-octenoyl-CoA were established.

Assay systems were validated by characterizing positive controls known from the literature,

and an orthogonal analysis method was introduced by using microscale thermophoresis.

Thiazolidindiones as lead compound structure were discovered by performing a virtual
screening campaign in preliminary works. Several substances were commercially acquired
and tested in the established InhA-assay-system. Based on these results the syntheses of
further compounds were started and optimized in an iterative manner (testing —docking —
synthesis of new derivatives). Thus, a large compound library of 254 substances was built up.
It consists of different substituted thiazolidindiones, thiazolinons and related five membered
heterocycles such as rhodanines, thiohydantoines and hydantoines as well as further
compound classes, namely, derivatives of biphenylethers, pyrrolidoncarboxamides, pyridines
and sulfonamides. The compounds were either synthesized, received from collaboration

partners, or acquired commercially. Concerning the synthetic work, the focus was on
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developing effective routes of synthesis, elucidating reaction mechanisms and determining the

stereochemical properties of the received products.

The compound library was subsequently tested against InhA by using the previously
established assay systems. As far as possible, structure-activity relationships were derived. In
particular, some disubstitued thiazolidindiones showed moderate inhibitory properties of up to
25 % when tested against the purified enzyme. Kinetic experiments performed to obtain
information about the mode of inhibition indicated that thiazolidinediones acted as
uncompetitive inhibitors of InhA. However, these results could not be confirmed in direct

measurements using mycobacteria.

Further measurements against various cysteine- and serine-proteases were performed. The
thiazolinone SV102 was identified as non-competitive inhibitor of cathepsin B (K= 1.3 uM).
Consequently, synthesis of new derivates as well as co-crystallization experiments should be
taken into consideration. Thiazolidinedione derivatives also showed proper inhibition of
isolated proteases. This inhibitory activity also was also observed in direct measurements
against trypanosoma and leishmania but was actually accompanied by a certain extent of

cytotoxicity.

Finally, the question was addressed of whether thiazolidindiones and related five membered
heterocycles should be seen as a privileged scaffold in drug development, or just as

promiscuous binders that should be excluded from drug discovery.
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Experimenteller Teil

8 Experimentalteil

8.1 Verwendete Messgeriite und Arbeitsmittel

8.1.1 Schmelzpunkte
Die Schmelzpunkte wurden an einem Schmelzpunktgerdit SMP3 der Firma Stuart in offener

Kapillare gemessen. Die angegebenen Werte sind in °C angegeben und unkorrigiert.

8.1.2 Mikrowelle
Es wurde eine Mikrowellenapparatur Ethos 1600 der Firma MLS GmbH verwendet.

8.1.3 Gefriertrocknung
Es wurde ein Lyophilisator Alpha 1-4 LD Plus der Firma Christ verwendet.

8.1.4 Spektroskopische Methoden

a) Infrarotspektroskopie (IR)
Alle IR-Spektren wurden unverdiinnt an einem PharmalyzIR FT-IR-Spektrometer der Fa.
Bio-Rad mittels einer diamondATR-Einheit aufgenommen. Die Angabe der Werte erfolgt in
Wellenzahlen ¥ [cm™']. Die Intensititen der Signale werden durch folgende Abkiirzungen

angegeben: s = stark, m = mittelstark, w = schwach, br = breit.

b) Kernresonanzspektroskopie ('H-NMR, 3C-NMR)
Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte an einem AVANCE 400 MHz Spektrometer der
Fa. Bruker Biospin GmbH. Die chemischen Verschiebungen 6 sind in ppm und die
Kopplungskonstanten J in Hertz (Hz) angegeben. Als interner Standard dienten bei allen
Spektren das Tetramethylsilan mit 6(TMS) =0.00 ppm bzw. die Resonanzsignale der
Restprotonen der eingesetzten deuterierten Losungsmittel CDCl3 ("H-NMR: & = 7.26 ppm,
BC-NMR: 8 =77.16 ppm), MeOD-ds (‘H-NMR: & =3.31 ppm, '3C-NMR: & =49.05 ppm),
DMSO-d¢ ('H-NMR: §=250ppm, "C-NMR: §=39.52ppm) und DO ('H-
NMR: § = 4.79 ppm). Alle Messungen erfolgten bei einer Temperatur von 300 K. Die '3C-
Spektren wurden 'H-breitbandentkoppelt oder ,Gated Decoupled* aufgenommen.
Signalzuordnungen wurden durch 'H,'H-COSY-, '3C,'H-Korrelationsexperimente (HMQC
bzw. HMBC) und DEPT-135-Experimente unterstiitzt. Die Multiplizitdten der Signale werden
durch folgende Abkiirzungen wiedergegeben: s = Singulett, d = Dublett, t= Triplett,
dd = Dublett vom Dublett, dt=Dublett vom Triplett, ddd = Dublett vom Dublett vom

Dublett, q = Quartett, qui = Quintett, sex = Sextett, sep = Septett, m = Multiplett und b = breit.
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¢) Massenspektrometrie
Die LC/MS-Analysen und die Aufnahmen der ESI-Massenspektren erfolgten an einer Agilent
1100 LC/MSD-Trap ausgeriistet mit einem HPLC-System 1100 von Agilent. Die Analyse der
Reinheit der Verbindungen wurde durch LC-MS ermittelt. Dafiir wurden eine Phenomenex
Jupiter Proteo 90 A RP C18-Siule (2.0 x 150 mm, 4 um) und eine Phenomenex Gemini 1102
C18-Séule (2.0 x 150 mm, 5 um) verwendet. Als Standard-FlieBmittel wurden Mischungen
aus Millipore®-Wasser mit 0,1 % Ameisensiure (FlieBmittel A) und Acetonitril mit 0,1 %
Ameisensdure oder Methanol und 0,1 % Ameisensdure (FlieBmittel B) bei einer Flussrate von
600 ul/min verwendet. Die Detektion wurde mittels eines UV-VIS-Detektors bei
Wellenldngen von 215nm und 254 nm durchgefiihrt. StandardmiBig betrug die
Kapillarspannung 2,6 kV und als Trockengas wurde N> verwendet. Die Verbindungen wurden
im positiven oder negativen Modus vermessen. Angegeben werden die bei der LC/MS
erhaltenen Retentionszeiten R; in Minuten und die Reinheiten in Prozent der Fliche des

Produktpeaks bezogen auf die Gesamtflache aller auftretenden Peaks.

d) UV-VIS-Spektroskopie/Fluorimetrie
Die fluorimetrischen Messungen wurden an einem Cary Eclipse Fluorimeter der Firma Varian

mit Mikroplattenleser- und Heizeinheit durchgefiihrt.

Die UV-VIS-spektroskopischen Messungen wurden an einem Appliscan Plattenlesegerit der
Firma ThermoFisherScientific und an einem UV-VIS-Spektrophotometer Varian Cary 50 Bio

der Firma Varian durchgefiihrt.

8.1.5 Chromatographische Methoden

a) Diinnschichtchromatographie (DC)
Es wurden Fertigfolien aus Aluminium, beschichtet mit 0.20 mm Kieselgel 60 F254 bzw.
Kieselgel RP C18 der Firma Merck verwendet. Zur Detektion der Substanzen dienten die
Fluoreszenzloschung bei 254 nm, die Eigenfloureszenz bei 366 nm, sowie das
Anfiarbeverhalten der  Substanzen  gegeniiber loddampf, gesittigter  wissriger
Kaliumpermanganat-Losung, =~ Hydroxylamin-/FeCls-Reagenz,  Ellmans-Reagenz  und
halbkonzentrierter Schwefelsdure. Die Zusammensetzungen der Laufmittel sind in

Volumenprozent angegeben.

b) Sdulenchromatographie (SC)
Als Siulenfiillmaterial wurde Kieselgel 60 (0.063—0.2 mm) oder Kieselgel 60 (35—63 pum)
der Firma Merck verwendet. Die Sdulen wurden nass befiillt. Die Zusammensetzungen der

Laufmittel sind in Volumenprozent angegeben. Abhingig vom Trennproblem wurden Sdulen
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verschiedener Durchmesser und Linge verwendet. Die Proben wurden als hochkonzentrierte

Losungen oder auf Kieselgel aufgezogen aufgetragen.

¢) Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC)
Es wurde das HPLC-System ProStar der Firma Varian verwendet, das analytisch und
praparativ betrieben werden kann. Es besteht aus drei Pumpen (Prep Star Modell 218), einem
Autosampler (Pro Star Modell 410), einem Fraktionssammler (Pro Star Modell 701), einem
UV-VIS-Detektor (Pro Star Modell 325) sowie der Software Galaxie Chromatography Data
System Version 1.9.3.2.

8.1.6 Verwendete Chemikalien, Losemittel und Reagenzien

Die verwendeten Chemikalien und Losemittel wurden von Alfa Aesar, Bachem, Acros, Sigma
Aldrich, Fluka, Hartenstein, Clariant, Carl Roth oder Merck, das Coenzym A- Trinatriumsalz
von Wako Chemicals bezogen. Alle verwendeten Losemittel wurden zuvor durch Destillation
gereinigt und getrocknet (KOH, Molekularsieb 3 A und 4 A, CaCly, NaxSO4, KoCO3).
Absolute Losungsmittel wurden durch mehrstiindiges Refluxieren {iber géngigen
Trockenmitteln (Natrium, Kalium, P4O109, K2CO3) nach Literaturangaben hergestellt und
anschlieBend iiber Molekularsieb 3 A bzw. 4 A oder KOH unter Schutzgasatmosphiire
aufbewahrt. Das Molekularsieb wurde zuvor mit Hilfe der Mikrowelle aktiviert. Als
Schutzgas wurde Argon verwendet, welches zuvor durch ein mit P4O1¢ befiilltes Trockenrohr

getrocknet wurde.

Ellmanns Reagenz:

12.11 g DTNB (5,5‘-Dithiobis-2-nitrobenzoesiure, Ellmans Reagenz) wurden in 50.0 ml
TRIS-Puffer 0.5 M pH 8 gelost. Die leicht gelbliche Losung wurde unter Lichtausschluss im
Kiihlschrank gelagert und zur Reaktionskontrolle entweder getiipfelt oder auf die entwickelte

DC-Platte gespriiht.

Hydroxylamin-/FeCls-Spriihreagenz:

1) 20.0 ml wissrige Hydroxylaminldsung 14 % wurden mit 8.5 ml Natronlauge 14 % versetzt.
2) 2.5 g FeCl3 wurden in 50.0 ml 1.2 M Salzséure gelost.

Die mit der Hydroxylamin-Losung besprithte DC-Platte wurde nach zwei Minuten mit der

FeCls-Losung bespriiht. Die Detektion erfolgte durch kurzes Erhitzen auf 130 °C.
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8.2 Allgemeine synthetische Methoden

8.2.1 Methode A: Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von N-3-substituierten
Thiazolidin-2,4-dion-Derivaten
a) Methode Al: N-Benzylierung von Thiazolidin-2,4-dion
1.0 Aq. Thiazolidin-2,4-dion wurden in mit Molekularsieb 4 A getrocknetem DMF unter
Riihren gelost. Die Reaktionsmischung wurde mit Hilfe eines Eisbades auf O °C abgekiihlt
und nach Zugabe von 3.0 Aq. Kaliumcarbonat weitere zehn Minuten geriihrt. Zu der triiben
Reaktionssuspension wurden 1.0 Aq. des substituierten Benzylbromids langsam zugetropft.
Nach Erwédarmen auf Raumtemperatur wurde fiir weitere 5 Stunden geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde in das etwa 20-fache Volumen an Eiswasser iiberfiihrt, mit etwa
dem 5-fachen Volumen an n-Hexan iiberschichtet und gut umgeschiittelt. Nach Lagerung im
Kiihlschrank bei 4 °C iiber Nacht bildeten sich abhidngig vom Substitutionsmuster des
eingesetzten Benzylbromids feste oder fliissige Niederschlige. Abhidngig von der
Beschaffenheit und falls notig wurde das Rohprodukt umkristallisiert oder

sdaulenchromatographisch aufgereinigt.

b) Methode A2: N-Alkylierung von Thiazolidin-2,4-dion
1.0 Ag. Thiazolidin-2,4-dion wurden in mit Molekularsieb 4A getrocknetem DMF unter
Riihren gelost. Die Reaktionsmischung wurde mittels eines Eisbades auf 0 °C abgekiihlt und
nach Zugabe von 3.0 Aq. Kaliumcarbonat weitere zehn Minuten geriihrt. Zu der triiben
Reaktionssuspension wurden 1.0 Aq. des substituierten Alkylhalogenids langsam zugetropft.
Nach Erwirmen auf Raumtemperatur wurde fiir weitere 24 Stunden geriihrt. Es wurde
demineralisiertes Wasser hinzugefiigt und mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit wissriger Ammoniumchlorid-Losung 10 % und
halbgesittigter wéssriger Natriumchloridlosung gewaschen und {iber Natriumsulfat
getrocknet. Der Feststoff wurde abfiltriert und das Losemittel des Filtrats im Vakuum

entfernt. Falls notig wurde das fliissige Rohprodukt sdlenchromatographisch aufgereinigt.
Variationsmoglichkeit: Anstelle von 3.0 Aq. K2CO3 kann 1.0 Aq. NaH verwendet werden.

8.2.2 Methode B: Allgemeine Vorschrift zur Umsetzung von 2,4-Thiazolidindionen mit
Aldehyden und Piperidinkatalyse im Sinne einer Knoevenagel-Reaktion
a) Methode B1: Synthese von 5-Benzyliden-3-Alkyl-2,4-Thiazolidindion-Derivaten
1.0 Aq. des N-substituierten 2,4-Thiazolidindions (siche Methode A) wurden in Ethanol
gelost. Dem Reaktionsgemisch wurden sukzessive 0.7 Aq. Piperidin und 1.1 Aq. des

jeweiligen Aldehyds zugegeben und anschlieBend fiir 24 Stunden unter Riickfluss erhitzt.
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Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur, optionalem Einengen der organischen Phase unter
vermindertem Druck und Lagerung bei 4 °C im Kiihlschrank wurde der entstandene
Niederschlag abfiltriert, mit Ethanol nachgewaschen und anschlieBend im Exsikkator iiber
P>O10 im Vakuum getrocknet. Wenn notig wurde das Produkt aus Ethanol umkristallisiert

oder sdulenchromatographisch aufgereinigt.

b) Methode B2: Synthese von 3-Alkyl-5-Alkyliden-2,4-Thiazolidindion-Derivaten mit
langkettigen aliphatischen Aldehyden

1.0 Aq. des N-substituierten 2,4-Thiazolidindions (siche Methode A) wurden in Ethanol
gelost. Dem Reaktionsgemisch wurden sukzessive 0.7 Aq. Piperidin und 1.1 Aq. des
jeweiligen Aldehyds zugegeben und anschlieend fiir 24 Stunden unter Riickfluss erhitzt.
Nach Kiihlung auf 0°C mit Hilfe eines Eisbades wurde 0.5 M wissrige Salzsdure
hinzugefiigt, das Reaktionsgemisch in 15 ml Falcon-Tubes aliquotiert und mit kaltem
demineralisiertem Wasser iiberschichtet. Es wurde gut durchgeschiittelt, die entstandene
Emulsion mit 4400 rpm fiir 90 Minuten zentrifugiert und der Uberstand abdekantiert. Der
hochviskose o©lige Niederschlag wurde mit kaltem demineralisiertem Wasser und mit
Petrolether gewaschen, wobei der jeweilige Uberstand abdekantiert wurde. Die
zuriickbleibende milchige Emulsion wurde anschlieBend im Vakuum und Ausbildung eines
hochviskosen Ols getrocknet. Wenn nétig wurde das Produkt durch Sdulenchromatographie

aufgereinigt.

8.2.3 Methode C: Synthese von 3,5-Alkylthiazolidin-2,4-dion-Derivaten
a) Methode CI1: Katalytische Hydrierung von 5-Alkyliden-3-Alkylthiazolidin-2,4-
dion-Derivaten
50.0 mg SV_75/SV_80 wurden in 5 ml Ethylacetat gelost, mit 10 mg Pd-C versetzt und mit
H> bei 10 bar und Raumtemperatur 50 Stunden hydriert. Das Reaktionsgemisch wurde iiber
Celite® filtriert und mit Ethylacetat gut nachgewaschen. AnschlieBend wurde das Losemittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie

aufgereinigt.

b) Methode C2: C-5-Alkylierung von 3-Alkylthiazolidin-2,4-dion-Derivaten
Zu einer Losung von 1.0 Aq. (4.20 mmol) 3-Alkylthiazolidin-2,4-dion, die durch ein Aceton-
/Trockeneisbad auf —78 °C gekiihlt wurde, wurden 2.0 Aq. (8.40 mmol) n-Butyllithium
getropft und anschlieend 15 Minuten geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit Hilfe eines

Eisbades auf 0°C erwidrmt und fiir weitere 30 Minuten geriihrt. Mit einem Aceton-

/Trockeneisbad wurde erneut auf —78 °C gekiihlt und 1.0 Aq. (4.20 mmol) Alkylbromid
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zugegeben. Nach 30 miniitigem Riithren wurde die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur
erwiarmt und fiir weitere 90 Minuten geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 %
Schwefelsdure gestoppt und die wéssrige Phase mit Essigsdureethylester extrahiert. Die
organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und anschlieBend mittels

Sédulenchromatographie aufgereinigt.

8.2.4 Methode D: Synthese von 2-Bromoctanal

1.0 Aq. Bortribromid wurden unter Argon-Atmosphire in trockenem Dichlormethan gelost.
Die Reaktionsmischung wurde auf —78 °C mittels eines Aceton-/Trockeneis-Bades gekiihlt.
1.0 Ag. 1-Octin wurden tropfenweise zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 30 Minuten
bei —78 °C und weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Mit Hilfe eines Eisbades
wurde die gelbe Reaktionsmischung auf 0 °C gekiihlt. Nach Zugabe von Citrat-Puffer (2 M,
pH 5), methanolischer Kaliumacetat-Losung (5 Aq.) und Wasserstoffperoxid 35 % wurde die
Reaktionsmischung unter Erwidrmung auf Raumtemperatur iiber Nacht geriihrt. Die wissrige
Phase wurde dreimal mit je 40 ml Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen mit 40 ml gesittigter Natriumchlorid-Losung, 40 ml halbgesittigter Natriumchlorid-
Losung und 40 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat
getrocknet und filtriert. Das Losemittel des Filtrats wurde im Vakuum entfernt. Das erhaltene

Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatographie aufgereinigt und bei —20 °C gelagert.

8.2.5 Methode E: Darstellung von Kohlenoxysulfid

In einen Zweihalsrundkolben, der mit einem Gasableitungsrohr und einem Tropftrichter
versehen ist, wurde etwa 150 ml konzentrierte HoSO4 eingebracht. Aus dem Tropftrichter
wurden langsam 25 ml einer gesittigten wissrigen Ammoniumthiocyanat-Losung unter
Rithren zugetropft. FEine lebhafte Gasentwicklung unter starker Erwidrmung des
Reaktionsgemisches setzte ein. Das entwickelte Gas (Verunreinigungen: NH3, HoS, CS;, CO»,
HCN, H>0 u.a.) wurde durch ein mit 33 % Natronlauge beschicktes Zehnkugelrohr geleitet
und danach in zwei mit Kalk gefiillten und einem mit CaCl, versehenen Trockentiirmen
getrocknet. Optional wurde das erhaltene Kohlenoxysulfid in einem durch ein Aceton-
/Trockeneisbad auf —78 °C temperierten U-Rohr kondensiert oder zur weiteren Verwendung

unmittelbar aus dem System in die gewiinschte Folgereaktionsmischung eingeleitet.

8.2.6 Methode F: Darstellung von Benzylammonium-N-benzylthiocarbamat-Salzen
In einem Weithalsrundkolben wurden 0.1 mol Benzylamin in etwa 20 ml kaltem Ethanol
gelost. In diese Reaktionsmischung wurde frisch prépariertes gasformiges Kohlenoxysulfid

eingeleitet. Nach wenigen Minuten prézipitierte ein weiller Feststoff. Der Feststoff wurde
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abfiltriert, sorgfiltig mit Diethylether nachgewaschen und anschlieBend im Exsikkator tiber
P2010 im Vakuum getrocknet. Das instabile Produkt wurde bei —20 °C unter Lichtausschluss

trocken eingelagert.

8.2.7 Methode G: Darstellung von 3-Benzyl-5-hexylthiazol-2(3H)-on-Derivaten

1.0 Aq. eines Benzylammonium-N-benzylthiocarbamat-Salzes wurden in Methanol
suspendiert und die Reaktionsmischung mit Hilfe eines Eisbades auf ca. 4 °C abgekiihlt.
1.0 Aq. 2-Bromoctanal wurden in wenig Methanol geldst und der kalten Reaktionsmischung
zugefiihrt. Nach einer Stunde wurde das Eisbad entfernt und die gelbliche Losung wurde iiber
Nacht bei Raumtemperatur gerithrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt, der Riickstand anschlieBend in ein Gemisch aus Diethylether und Wasser
aufgenommen und dreimal mit ca. 30 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigte organische
Phase wurde dreimal mit ca. 30 ml Wasser gewaschen und das Losemittel anschlieBend unter
vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in einem Gemisch aus Methanol und 3 M
Salzsdure bzw. in Gegenwart eines stark sauren lonenaustauschers aufgenommen und bei
Raumtemperatur iiber Nacht geriihrt. Nach Erhitzen unter Riickfluss fiir etwa 1.5 Stunden
wurde das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in
Diethylether aufgenommen und dreimal mit ca. 30 ml halbgesittigter Natriumchlorid-Losung
gewaschen. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und filtriert.
AnschlieBend wurde das Losemittel des Filtrats unter vermindertem Druck entfernt und das

erhaltene Rohprodukt sdulenchromatographisch aufgereinigt.

8.2.8 Methode H: Darstellung des gemischten Anhydrids

a) Methode HI
1.0 Aq. (154 umol, 23 pl) 2-trans-Octensiure wurden in 12 ml absolutiertem Tetrahydrofuran
unter Argon-Atmosphire in einer zuvor im Vakuum ausgegliihten Reaktionsapparatur gelost.
Nach Zugabe von 1.5Aq. (231 umol, 32pul) absolutiertem Triethylamin wurde die
Reaktionsmischung mit Hilfe eines Eisbades auf 0°C abgekiihlt. Es wurden 1.5 Aq.
(231 pmol, 22 pl) Chlorameisensdureethylester zugefiihrt und fiir ca. vier Stunden geriihrt.
Der ausgefallene weille Feststoff wurde unter Argon-Schutzgasatmosphire mit einer zuvor im
Vakuum ausgegliihten Umkehrfritte abfiltriert und das Losemittel des Filtrats unter
vermindertem Druck ohne Zufuhr von Energie entfernt. Der 6lige Riickstand wurde unter
Argon-Atmosphidre in 8 ml absolutiertem Tetrahydrofuran gelost und bis zur weiteren

Umsetzung unter Ausschluss von Licht und auf Eis gelagert.
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b) Methode H2
1.0 Aq. (160 umol, 24 ul) 2-trans-Octensiure wurden in 5 ml absolutiertem Diethylether
unter Argon-Atmosphire in einer zuvor im Vakuum ausgegliihten Reaktionsapparatur gelost.
Nach Zugabe von 1.56 Aq. (250 umol, 35 ul) absolutiertem Triethylamin wurde die
Reaktionsmischung mit Hilfe eines Eisbades auf 0 °C abgekiihlt. 1.56 Aq. (250 umol, 24 ul)
Chlorameisensidureethylester wurden in 2 ml Diethylether abs. gelost und der
Reaktionsmischung langsam zugetropft. Der ausgefallene weille Feststoff wurde unter Argon-
Schutzgasatmosphire mit einer zuvor im Vakuum ausgegliihten Umkehrfritte in einen
Scheidetrichter abfiltriert. Das Filtrat wurde dreimal mit 3 ml kaltem diethylethergesittigten
Wasser gewaschen. Die Wasserphase wurde verworfen und die leicht gelb gefirbte
organische Phase unter vermindertem Druck ohne Erhitzen eingeengt und direkt zur weiteren

Umsetzung verwendet.

8.2.9 Methode I: Darstellung von 2-trans-Octenoyl-N-Hydroxysuccinimidesters

1.0 Ag. (15 mmol, 1.73 g) N-Hydroxysuccinimid und 1.0 Aq. (15 mmol, 2.26 ml) 2-trans-
Octensiure wurden in 50 ml trockenem Essigsidureethylester gelost. Nachdem 1.0 Aq.
(15 mmol, 3.09 g) in 5 ml Essigsaureethylester gelostes Dicyclohexylcarbodiimid hinzugefiigt
wurden, wurde das Reaktionsgemisch fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt,
anschliefend fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen und abschlieBend
24 Stunden im Kiihlschrank gelagert. Der entstandene weille Niederschlag wurde abfiltriert
und mit Essigsdureethylester nachgewaschen. Das Filtrat wurde unter vermindertem Druck
eingeengt, das Rohprodukt aus Ethanol umkristallisiert und s#dulenchromatographisch

aufgereinigt.

8.2.10 Methode J: Darstellung von 2-frans-Octenoyl-CoA

a) Methode J1: Umsetzung des gemischten Anhydrids mit Coenzym A zu 2-trans-
Octenoyl-Coenzym A

1.0 Ag. (24 pmol, 20 mg) Coenzym A-Trinatrium wurden in 2 ml Millipore®-Wasser unter
Argon gelost und die Reaktionsmischung anschlieend mit Hilfe eines Eisbades auf 0 °C
abgekiihlt. Durch vorsichtige tropfenweise Zugabe von 0.1 M wissriger Natriumhydroxid-
Losung wurde ein pH-Wert zwischen acht und neun eingestellt. Anschlieend wurden 2 ml
(ca. 1.6 Aq.) der zuvor hergestellten Losung des gemischten Anhydrids in absolutiertem
Tetrahydrofuran binnen fiinf Minuten zugetropft. Nach einer Reaktionsdauer von ungeféhr
zehn Minuten wurde die Reaktion gestoppt und die Reaktionslosung unmittelbar mit Hilfe der

HPLC aufgereinigt.
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Variation 1: Anstelle von Millipore®-Wasser wurde ein Losemittelgemisch aus einem
Na;COs-Puffer/ 50 mM/ pH 8, Ethanol und Essigsidureethylester im Verhiltnis 1:1:1

verwendet.

b) Methode J2: Umsetzung von 2-trans-Octenoyl-N-Hydroxysuccinimidester mit
Coenzym A zu 2-trans-Octenoyl-Coenzym A

1.0 Ag. (24 umol, 20 mg) Coenzym A-Trinatrium wurden in 2 ml Millipore®-Wasser unter
Argon gelost und die Reaktionsmischung anschlieBend mit Hilfe eines Eisbades auf 0 °C
abgekiihlt. Durch vorsichtige tropfenweise Zugabe von 0.1 M wissriger Natriumhydroxid-
Losung wurde ein pH-Wert zwischen acht und neun eingestellt. 2.0 Aq. (48 umol, 11.5 mg)
2-trans-Octenoyl-N-hydroxysuccinimidester wurden in 2ml THF abs. gelost und der
Reaktionsmischung langsam zugetropft. Die Reaktionskontrolle erfolgte mit Ellmans Reagenz
bzw. per HPLC. Nach ca. einer Stunde wurde die Reaktion gestoppt und unmittelbar mit Hilfe
der HPLC augereinigt.

Variation 1: Anstelle von Millipore®-Wasser wurde ein Ldsemittelgemisch aus einem
Na;COs-Puffer/ 50 mM/ pH 8, Ethanol und Essigsdureethylester im Verhiltnis 1:1:1

verwendet.

¢) Methode J3: Umsetzung von 2-trans-Octenoyl-N-Hydroxysuccinimidester mit
Coenzym A zu 2-trans-Octenoyl-Coenzym A in Gegenwart von Thioglykolsiure

Zu einer Losung von 1.0 Ag. (60 umol, 50 mg) Coenzym A-Trinatrium in 3 ml Millipore®-
Wasser wurden 8.3 Aq. (0.5 mmol, 34.6 ul) Thioglykolsidure und anschlieBend 33.3 Aq.
(2 mmol, 168 mg) Natriumhydrogencarbonat hinzugefiigt. Dieser Reaktionsmischung wurde
eine Losung von 33.3 Aq. (2 mmol, 478.5 mg) 2-trans-Octenoyl-N-Hydroxysuccinimidester
in 6 ml absolutem Tetrahydrofuran zugegeben und bei Raumtemperatur fiir ca. vier Stunden
geriihrt. Um Einphasigkeit zu wahren, wurde bei Bedarf zusitzlich absolutes Tetrahydrofuran
zugegeben. Die Reaktionskontrolle erfolgte mit Ellmanns-Reagenz. Nach Beendigung der
Reaktion wurden 12 ml kalte 5 % wissriger HClO4-Losung zugegeben. Die beginnende,
leichte Prizipitation wurde durch Einengen des Losemittels unter vermindertem Druck
vergrofert. Der Niederschlag wurde abfiltriert und mit 25 ml kalter 0.8 % wissriger HC104-
Losung nachgewaschen. Der Filterkuchen wurde in ein 15 ml Falcon®-Tube iiberfiihrt und
mit zweimal 12ml Aceton, sowie zweimal 12ml Diethylether durch jeweiliges
Resuspendieren, Zentrifugieren und Dekantieren extrahiert. Der Riickstand wurde mit dreimal
4 ml H,O pHS5 extrahiert. Die vereinten wissrigen Phasen wurden mit 6 ml kalter 5 %

wissriger HC104-Losung versetzt. Der Niederschlag wurde nach Filtration mit 10 ml kalter
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0.8 % wissriger HCIO4-Losung und mit zweimal 5 ml Aceton nachgewaschen. Der weille

Feststoff wurde im Exsikkator iiber P,O19 im Vakuum getrocknet und bei —20 °C gelagert.

d) Methode J4: Umsetzung von 2-trans-Octenoyl-N-Hydroxysuccinimidester mit
polysilyliertem Coenzym A zu 2-trans-Octenoyl-Coenzym A

Schiitzen der nucleophilen Gruppierungen des Coenzym A durch Silylierung

1.0 Aq. (13 umol, 10.84 mg) Na3CoA wurden in 1 ml ACN abs. unter Argon in einem
verschliefbaren Vial suspendiert. Nach Zugabe von 8.0 Aq. (104 pmol, 21.13 ul) 1-Methoxy-
2-methyl-1-trimethylsiloxypropen wurde bei Raumtemperatur iiber Nacht bis zur
Homogenitit der Reaktionsmischung geriihrt. Das Losemittel wurde mit Stickstoff abgeblasen

und der olige, pastose Riickstand in 1.5 ml frischem THF abs. gelost.

In-situ-Entschiitzung von polysilyliertem Coenzym A und Kondensation mit 2-trans-Octenoyl-

N-Hydroxysuccinimidester

Unter Argon wurden 25 Aq. (325 umol, 50 mg) CsF, 2.5Aq. (32.5umol, 12 mg)
Dicyclohexyl-18-Krone-6 (DCH-18-C-6) und 1.5 Aq. (5 mg, 19.5 umol) 2-trans-Octenoyl-N-
hydroxysuccinimidester in 3.5 ml THF abs. suspendiert. Nach Zugabe von der in Methode A)
erhaltenen Losung von silyliertem CoA wurde die Reaktionsmischung fiir etwa fiinf Stunden
bei RT unter Argon geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 ml KH>PO4 10 mM
gestoppt, die Reaktionsmischung durch einen Spritzenfilter (0.2 um) filtriert und anschlieBend

per HPLC aufgereinigt.

e) Aufreinigung von 2-trans-Octenoyl-Coenzym A
Die am besten reproduzierbare Aufreinigung von 2toCoA gelang mittels HPLC. Als
semipriparative Trennsdule diente eine Varian Dynamax 60-8 C18, 250x10.0 mm, Microsorb

(4 um). Nachstehend sind die Bedingungen dargestellt:
FlieBmittel A: Ammoniumacetat-Puffer 20 mM / FlieBmittel B: Acetonitril

¢ Omin: 100 % A,0 % B

e (0-40min: 40 % A, 60 % B
¢ 40-55min: 0 % A, 100 % B
e 55-60 min: 100 % A, 0 % B

Durchfluss: 3.0 ml/min

Detektion: UV-VIS, 260 nm und 285 nm
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R (2toCoA) = 22-28 min

Die Fillung von 2toCoA mit Perchlorsédure (siehe Methode J3) eignet sich nur fiir sehr gro3e

Ansitze. Aufgrund des sehr teuren Edukts CoA war diese Methode nicht wirtschaftlich.
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8.3 Synthetisierte Verbindungen
8.3.1 Derivate und Zwischenstufen der Thiazolidin-2,4-dione

SV37: 3-Benzylthiazolidin-2,4-dion

Molare Masse: 207.25 g/mol

Summenformel: CioHoNO,S

Methode: Al

Ansatz: -Thiazolidin-2,4-dion: 2.00 g, 17 mmol (1 Aq.)
-K>COs: 7.08 g, 51 mmol (3 Aq.)
-Benzylbromid: 2.03ml, 17 mmol (1 Aq.)

Aufreinigung: Kristallisation aus H>O/n-Hexan liefert sauberes Produkt
Ausbeute: 2.85 g (13.75 mmol, 81 %), hellbrauner Feststoff

Ri-Wert: 0.55 (Petrolether/Ethylacetat [2/1])

Schmelzpunkt: 40.9 °C

Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 230.0, [M]* 207.3; berechnet: 207.04
LC-MS: R: = 5.3 min, Reinheit: 98.1 %

'H-NMR: (DMSO-d6, 400.13 MHz), 8 [ppm] = 7.36-7.26 (m, 5H, Ph-H), 4.68 (s, 2H,
NCH»), 4.28 (s, 2H, SCH>).

BC-NMR: (DMSO-d6, 100.62 MHz), § [ppm] = 172.31 (C=0), 171.91 (C=0), 135.60
(NCH2Cy), 128.53 (2C, NCH.C,CHCH), 127.65 (NCH.C,CHCHCH), 127.60 (2C,
NCH:C4CH), 44.29 (NCH>), 34.02 (SCH>).

IR: § [cm™'] = 3397 (w, Oberschwingung C=0), 3065-3036 (w, C-H aromatisch, v), 2975—
2931 (m, C-H gesittigt, v), 1744 (s, C=0, v), 1662 (s, C=0, v), 1586 (m, C=C aromatisch, v),
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1496 (m, C=C aromatisch, v), 1456 (m, C-Ha, ), 1427 (m,C-Hz, 6 neben C=0), 758 und 695

(s, C-H, o out of plane, monosubstituierter Aromat).

SV38: (Z)-3-Benzyl-5-(4-brombenzyliden)-thiazolidin-2.4-dion

Br /

Molare Masse: 374.25 g/mol

Summenformel: C7H12BrNO-S

Methode: B1

Ansatz: -3-Benzylthiazolidin-2,4-dion (SV_37): 207.3 mg, 1.0 mmol (1.0 Aq.)
-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-4-Brombenzaldehyd:203.5 mg, 1.1 mmol (1.1 Aq.)

Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]

Ausbeute: 190.5 mg (0.51 mmol, 51 %), hellgelber Feststoff

Ri-Wert: 0.41 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])

Schmelzpunkt: 169.2 °C

Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 397.9 und 395.9; berechnet: 372.98

LC-MS: R; = 16.6 min, Reinheit: 98.5 %

TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), & [ppm] = 7.82 (s, 1H, BrPh-CH=C), 7.61-7.58 (m, 2H,
BrCyCH), 7.43 (dt, *Jortho = 8.4 Hz, *Jmeta = 2.2 Hz, 2H, NCH.C(CH), 7.36-7.28 (m, 5H, Ph-
H), 4.90 (s, 2H, NCH>).

BC-NMR: (CDCIl3, 100.62 MHz), § [ppm] = 167.41 (SC=0), 166.09 (N(C=0)C,), 135.15
(NCH2Cy), 132.70 (BrPh-CH=C,), 132.66 (2C, BrCqCH), 132.24 (BrCqCHCHC(,), 131.55
(2C, BrC,CHCH), 129.03 (2C, NCH.C,CHCH), 12891 (2C, NCH.C,CH), 128.47
(NCH2C,CHCHCH), 125.23 (Br(Cy), 122.41 (N(C=0)C,y), 45.52 (NCH>).
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IR: ¥ [cm™'] = 3389 (w, Oberschwingung C=0), 3092-3034 (w, C-H aromatisch/ungesittigt,
v), 1729 (s, C=0, v), 1671 (s, C=0, v), 1601 (s, C=C aromatisch, v), 1578 (s, C=C aromatisch,
v), 1455 (m, C-Ha, 9), 1070 (s, Aryl-Br), 813 (s, C-H, 0 out of plane, p-substituierter Aromat),
735 und 690 (s, C-H, 6 out of plane, monosubstituierter Aromat).

SV39: (£)-3-Benzyl-5-(4-chlorbenzyliden)thiazolidin-2.4-dion

Cl Y

Molare Masse: 329.80 g/mol

Summenformel: C17H2CINO-S

Methode: B1

Ansatz: -3-Benzylthiazolidin-2,4-dion (SV_37): 207.3 mg, 1.0 mmol (1.0 Aq.)
-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-4-Chlorbenzaldehyd: 154.6 mg, 1.1 mmol (1.1 Aq.)

Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]

Ausbeute: 200.3 mg (0.61 mmol, 61 %), hellgelber Feststoff

Rs-Wert: 0.44 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])

Schmelzpunkt: 165.5 °C

Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 352.1; berechnet: 329.03

LC-MS: R; = 16.4 min, Reinheit: 98.6 %

'H-NMR: (CDCI3, 400.13 MHz),  [ppm] = 7.84 (s, 1H, CIPh-CH=C), 7.45-7.28 (m, 9H, Ph-
H), 4.90 (s, 2H, NCH>).

I3C.NMR: (CDCl3, 100.62 MHz), 8 [ppm] = 167.43 (SC=0), 166.09 (N(C=0)C,), 136.80
(CICy), 135.16 (NCH2Ly), 132.63 (CIPh-CH=C,y), 131.82 (CICqCHCHC,), 131.41 (2C,
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CIC,CHCH), 129.69 (2C, CIC4CH), 129.02 (2C, NCH.C,CHCH), 128.90 (2C, NCH2C,CH),
128.46 (NCH2C,CHCHCH), 122.26 (N(C=0)Cy), 45.51 (NCH>).

IR: © [em™'] = 3388 (w, Oberschwingung C=0), 3094-3035 (w, C-H aromatisch/ungesiittigt,
v), 1730 (s, C=0, v), 1672 (s, C=0, v), 1603 (s, C=C aromatisch, v), 1584 (s, C=C aromatisch,
v), 1455 (m, C-Ha, d), 1072 (s, Aryl-Cl), 824 (s, C-H, o out of plane, p-substituierter Aromat),
736 und 691 (s, C-H, 0 out of plane, monosubstituierter Aromat).

SV40: (£)-3-Benzyl-5-heptylidenthiazolidin-2.,4-dion

O

A

S N

Molare Masse: 303.42 g/mol
Summenformel: C7H21NO>S
Methode: B2
Ansatz: -3-Benzylthiazolidin-2,4-dion (SV_37): 207.3 mg, 1.0 mmol (1.0 Aq.)
-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-Heptanal: ~ 147.8 ul, 1.1 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: SC, PE/EtOAC [20/1] = [5:1]
Ausbeute: 101.4 mg (0.33 mmol, 33 %), braune hochviskose Fliissigkeit
Rs-Wert: 0.57 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 326.1 und [M+H]* 304.1; berechnet: 303.13
LC-MS: R, = 17.2 min, Reinheit: > 99.9 %

TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), § [ppm] = 7.40 (dt, *Jormo = 8.3 Hz, *Jmea = 2.2 Hz, 2H,
NCH,C(CH), 7.34-7.28 (m, 3H, Ph-H), 7.08 (t, 3J = 7.6 Hz, 1H, SCq=CH), 4.83 (s, 2H,
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NCH»), 2.21 (dd, 3J = 149 Hz, 3J = 7.6 Hz, 2H, SC,=CHCH>), 1.56-1.48 (m, 2H,
SC=CHCH:CH>), 1.35-1.24 (m, 6H, H3CCH-CH>CH>), 0.88 (t, *J = 6.9 Hz, 3H, H3C).

BBC-NMR: (CDCls, 100.62 MHz), & [ppm] = 167.79 (SC=0), 165.05 (N(C=0)C,), 139.17
(SCq=CH), 135.39 (NCH2Cy), 129.00 (2C, NCH.C,CHCH), 128.82 (2C, NCH.C,CH), 128.31
(NCH.C,CHCHCH), 125.28 (N(C=0)(Cq), 45.15 (NCH»2), 3191 (SCyq=CHCH»), 31.60
(H;CCH2CH>), 29.01 (H;:CCH2CH2CH>), 27.97 (SCi=CHCH:CH>), 22.61 (H;CCH>»), 14.14
(H30).

IR: U [cm™'] = 3418 (w, Oberschwingung C=0), 3065-3034 (w, C-H aromatisch/ungesiittigt,
v), 2954 (s, C-H gesittigt, v), 2926 (s, C-H gesiittigt, v), 2856 (s, C-H gesittigt, v), 1739 (s,
C=0, v), 1683 (s, C=0, v), 1633 (s, C=C, v), 1587 (w, C=C aromatisch, v), 1496 (m, C=C
aromatisch, v), 1456 (m, C-H gesittigt, 6), 734 und 697 (m, C-H, o out of plane,

monosubstituierter Aromat).

SV41: (Z)-3-Benzyl-5-octylidenthiazolidin-2.,4-dion

)

A

S N

Molare Masse: 317.45 g/mol

Summenformel: CigH23NO>S

Methode: B2

Ansatz: -3-Benzylthiazolidin-2,4-dion (SV_37): 207.3 mg, 1.0 mmol (1.0 Aq.)
-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-Octanal: 171.8 ul, 1.1 mmol (1.1 Aq.)

Aufreinigung: SC, PE/EtOAC [20/1] = [5:1]

Ausbeute: 186.5 mg (0.59 mmol, 59 %), braune hochviskose Fliissigkeit
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Re-Wert: 0.57 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 340.1 und [M+H]* 318.2; berechnet: 317,14
LC-MS: Rt = 17.9 min, Reinheit: 97.7 %

'TH-NMR: (CDCIl3, 400.13 MHz), & [ppm] = 7.40 (dt, 3Jormo = 8.4 Hz, *Jmewa = 2.2 Hz, 2H,
NCH,C(CH), 7.34-7.28 (m, 3H, Ph-H), 7.08 (t, 3*J = 7.6 Hz, 1H, SCq=CH), 4.83 (s, 2H,
NCH»), 2.21 (dd, 3J = 14.8 Hz, 3J = 7.6 Hz, 2H, SC,=CHCH>), 1.52 (dt, 3J = 14.8 Hz,*J = 7.2
Hz, 2H, SC;=CHCH,CH>), 1.37-1.27 (m, 8H, H3CCH.CH>CH,CH>), 0.88 (t, *J = 6.6 Hz, 3H,
H3C).

I3C.NMR: (CDCl3, 100.62 MHz), & [ppm] = 167.75 (SC=0), 165.02 (N(C=0)Cy), 139.14
(SCq=CH), 135.38 (NCH2Cy), 128.98 (2C, NCH>C,CHCH), 128.80 (2C, NCH.CqCH), 128.28
(NCH:C,CHCHCH), 125.27 (N(C=0)(Cq), 45.12 (NCH»), 31.88 (SCyq=CHCH»), 31.76
(H3;CCH2CHz), 29.28 (H3CCH:CH2CH2), 29.05  (SCi=CHCH.CHCH»), 27.98
(SCq=CHCH:CH>), 22.69 (H3;CCH>»), 14.15 (H30).

IR: © [cm™'] = 3408 (w, Oberschwingung C=0), 3064-3034 (w, C-H aromatisch/ungesiittigt,
V), 2925-2854 (s, C-H gesittigt, v), 1739 (s, C=0, v), 1683 (s, C=0, v), 1634 (s, C=C, v),
1496 (m, C=C aromatisch, v), 1456 (m, C-H gesiittigt, ), 734 und 697 (m, C-H, & out of

plane, monosubstituierter Aromat).

SV42: 3-(2-Methylbenzyl)thiazolidin-2,4-dion

Molare Masse: 221.28 g/mol

Summenformel: C;;H;1NO,S

Methode: Al

Ansatz: -Thiazolidin-2,4-dion: 2.00 g, 17 mmol (1 Aq.)

-K>CO:s: 7.08 g, 51 mmol (3 Aq.)
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-2-Methylbenzylbromid: 2.28 ml, 17 mmol (1 Aq.)
Aufreinigung: Fillung aus HoO/n-Hexan liefert sauberes Produkt
Ausbeute: 2.42 g (10.94 mmol, 64 %), hellbraune hochviskose Fliissigkeit
Rs-Wert: 0.43 (Petrolether/Ethylacetat [3/1])
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 244.0 und [M+H]* 222.2; berechnet: 221.05
LC-MS: R, = 7.4 min, Reinheit: 93.8 %

TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), & [ppm] = 7.21-7.13 (m, 4H, Ph-H), 4.78 (s, 2H, NCH>),
3.90 (s, 2H, SCH>), 2.43 (s, 3H, Ph-CHs).

BC-NMR: (CDCls, 100.62 MHz), & [ppm] = 171.64 (C=0), 171.27 (C=0), 136.18
(NCH2C,), 132.89 (NCH2CoC,CHs), 130.50 (H3CC,CH), 127.92 (Ca,), 127.82 (NCH,C,CH),
126.11 (Car), 42.67 (NCH,), 33.62 (SCH>), 19.35 (Ph-CH3).

IR: ¥ [cm™'] = 3419 (w, Oberschwingung C=0), 3022 (w, C-H aromatisch, v), 2983-2939
(m, C-H gesittigt, v), 1751 (s, C=0, v), 1670 (s, C=0, v), 1492 (m, C=C aromatisch, v), 1462
(m, C-H gesiittigt, 8), 1422 (m, C-Hz, & neben C=0), 1376 (s, C-Hs, 0s), 742 (s, C-H, o out of

plane, o-substituierter Aromat).

SV43: (£)-5-(4-Fluorbenzyliden)-3-(2-methylbenzyl)-thiazolidin-2.4-dion

)

A

S N

F Y,

0]

Molare Masse: 327.37 g/mol
Summenformel: CisH4FNO,S
Methode: B1

Ansatz: -3-(2-Methylbenzyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_42): 221.3 mg, 1.0 mmol (1.0
Aq.)

-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
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-4-Fluorbenzaldehyd: 116.2 ul, 1.1 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]
Ausbeute: 168.3 mg (0.51 mmol, 51 %), gelber Feststoff
Rs-Wert: 0.30 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])
Schmelzpunkt: 179.6 °C
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 350.0 und [M+H]* 328.1; berechnet: 327.07
LC-MS: R = 15.9 min, Reinheit: > 99.9 %

'TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), & [ppm] = 7.88 (s, 1H, FPh-CH=C), 7.53-7.48 (m, 2H,
FC,CHCH), 7.24-7.15 (m, 6H, Ph-H), 4.94 (s, 2H, NCH>), 2.46 (s, 3H, Ph-CH3).

13BC-NMR: (CDCls, 100.62 MHz), § [ppm] = 167.65 (SC=0), 166.32 (N(C=0)C,), 163.83 (d,
1J (C,F) = 254.1 Hz, FCy), 136.36 (NCH2Cy), 133.04 (NCH2CC,CH3), 132.92 (FPh-CH=C,),
132.43 (d, 3J (C,F) = 8.7 Hz, 2C, FC,CHCH), 130.74 (H;CC,CH), 129.69 (d, %/ (C,F) = 3.4
Hz, FCqCHCHC,), 128.18 (Car), 128.12 (NCH2CoCH), 126.38 (Cas), 121.21 (d, 87 (C,F) = 2.5
Hz, N(C=0)Cy), 116.72 (d, 2J (C,F) = 22.1 Hz, 2C, FC,CH), 43.04 (NCH>), 19.57 (Ph-CH).

IR: ¥ [cm™'] = 3404 (w, Oberschwingung C=0), 3060-3034 (w, C-H aromatisch/ungesiittigt,
v), 2973-2925 (m, C-H gesiittigt, v), 1744 (s, C=0, v), 1669 (s, C=0, v), 1612 (m, C=C, v),
1595 (s, C=C aromatisch, v), 1584 (s, C=C aromatisch, v), 1506 (s, C=C aromatisch, v), 1458
(m, C-H gesittigt, d), 1384 (s, C-Hs, 0s), 1145 (s, Aryl-F), 832 (s, C-H, 6 out of plane, p-

substituierter Aromat), 740 (s, C-H, 0 out of plane, o-substituierter Aromat).

SV44: (Z)-5-(4-Chlorbenzyliden)-3-(2-methylbenzyl)-thiazolidin-2,4-dion

cl Y,

Molare Masse: 343.83 g/mol

Summenformel: CisH;4CINO>S
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Methode: B1

Ansatz: -3-(2-Methylbenzyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_42): 221.3 mg, 1.0 mmol (1.0
Aq))

-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-4-Chlorbenzaldehyd: 154.6 mg, 1.1 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]
Ausbeute: 215.7 mg (0.63 mmol, 63 %), hellgelber Feststoff
Rs-Wert: 0.37 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])
Schmelzpunkt: 183.7 °C
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 366.1; berechnet: 343.04
LC-MS: R; = 16.9 min, Reinheit: > 99.9 %

IH-NMR: (CDCls, 400.13 MHz), 5 [ppm] = 7.86 (s, 1H, CIPh-CH=C), 7.47-7.42 (m, 4H,
CIPh-H), 7.23-7.14 (m, 4H, HsCPh-H), 4.94 (s, 2H, NCH.), 2.46 (s, 3H, Ph-CH5).

I3C.NMR: (CDCl3, 100.62 MHz), 8 [ppm] = 167.49 (SC=0), 166.25 (N(C=0)C,), 136.86
(CICy), 136.38 (NCH2(Cg), 133.00 (NCH2CqCyCH3), 132.72 (CIPh-CH=C,), 131.86
(CIC,CHCHC,), 131.46 (2C, CIC,CHCH), 130.77 (H3CC,CH), 129.73 (2C, CIC,CH), 128.22
(Car), 128.15 (NCH2C4CH), 126.40 (Car), 122.17 (N(C=0)Cy), 43.09 (NCH>), 19.58 (Ph-
CH3).

IR: ¥ [cm™'] = 3401 (w, Oberschwingung C=0), 3057-3029 (w, C-H aromatisch/ungesiittigt,
v), 2976-2926 (m, C-H gesittigt, v), 1734 (s, C=0, v), 1672 (s, C=0, v), 1604 (s, C=C
aromatisch, v), 1585 (s, C=C aromatisch, v), 1458 (m, C-H gesiittigt, 5), 1382 (m, C-H3, ds),
1080 (s, Aryl-Cl), 829 (s, C-H, d out of plane, p-substituierter Aromat), 746 (s, C-H, o out of

plane, o-substituierter Aromat).
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SV45: 3-(2-Chlorbenzyl)-thiazolidin-2.4-dion

)k Cl

S N

\_<

O

Molare Masse: 241.69 g/mol

Summenformel: C;oHsCINO,S

Methode: Al

Ansatz: -Thiazolidin-2,4-dion: 2.00 g, 17 mmol (1 Aq.)
-K>COs: 7.08 g, 51 mmol (3 Aq.)
-2-Chlorbenzylbromid: 2.21 ml, 17 mmol (1 Aq.)

Aufreinigung: SC, PE/EtOAC [10/1] - [2/1]

Ausbeute: 1.83 g (10.94 mmol, 45 %), dunkelbraune hochviskose Fliissigkeit
Rs-Wert: 0.32 (Petrolether/Ethylacetat [3/1])

Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 264.0 und [M+H]* 242.2; berechnet: 241.00
LC-MS: R¢ = 7.5 min, Reinheit: 99.4 %

TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), § [ppm] = 7.38-7.12 (m, 4H, Ph-H), 4.90 (s, 2H, NCH>),
3.99 (s, 2H, SCH»).

BC.NMR: (CDCl;, 100.62 MHz), & [ppm] = 171.32 (C=0), 170.99 (C=0), 133.19
(NCH2Cy), 132.07 (NCH2CoCyCl), 129.84 (Car), 129.25 (Car), 128.65 (NCH,CyCH), 127.01
(Car), 43.01 (NCH>), 33.79 (SCHb).
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SV46: (£)-5-(4-Brombenzyliden)-3-(2-methylbenzyl)thiazolidin-2.4-dion

O

A

S N

Br /

@)

Molare Masse: 388.28 g/mol
Summenformel: CsH4CINO>S
Methode: B1

Ansatz: -3-(2-Methylbenzyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_42): 221.3 mg, 1.0 mmol (1.0
Aq.)

-Piperidin: ~ 69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-4-Brombenzaldehyd: 203.5 mg, 1.1 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]
Ausbeute: 236.7 mg (0.61 mmol, 61 %), gelber Feststoff
Re-Wert: 0.48 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])
Schmelzpunkt: 185.6 °C
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 410.1 und 412.1; berechnet: 386.99
LC-MS: R, = 17.2 min, Reinheit: > 99.9 %

TH-NMR: (CDCls, 400.13 MHz), 6 [ppm] = 7.84 (s, 1H, BrPh-CH=C), 7.63-7.59 (m, 2H,
BrC,CH), 7.38-7.35 (m, 2H, BrC,CHCH), 7.23-7.14 (m, 4H, H;CPh-H), 4.93 (s, 2H, NCH>),
2.46 (s, 3H, Ph-CH53).

I3C.NMR: (CDCls, 100.62 MHz), & [ppm] = 167.46 (SC=0), 166.24 (N(C=0)C,), 136.37
(NCH2(Cy), 132.98 (NCH2C4CqCH3), 132.77 (BrPh-CH=C,), 132.69 (2C, BrC,CH), 132.27
(BrCqCHCH(,), 131.60 (2C, BrCqCHCH), 130.76 (H3CCqCH), 128.22 (Car), 128.15
(NCH2CyCH), 126.39 (Car), 125.27 (BrCy), 122.32 (N(C=0)Cy), 43.09 (NCH>), 19.58 (Ph-
CH3).
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IR: ¥ [cm™'] = 3395 (w, Oberschwingung C=0), 3070-3025 (w, C-H aromatisch/ungesittigt,
v), 2958 (m, C-H gesiittigt, v), 1733 (s, C=0, v), 1676 (s, C=0, v), 1605 (s, C=C aromatisch,
v), 1577 (s, C=C aromatisch, v), 1495 (m, C=C aromatisch, v), 1463 (m, C-H gesittigt, J),
1379 (m, C-Hs, &s), 1067 (s, Ar-Br), 814 (s, C-H, 6 out of plane, p-substituierter Aromat), 742

(s, C-H, o out of plane, o-substituierter Aromat).

SV47: (Z)-5-Heptyliden-3-(2-methylbenzyl)-thiazolidin-2.,4-dion

)

Molare Masse: 317.45 g/mol
Summenformel: C;sH23NO,S
Methode: B2

Ansatz: -3-(2-Methylbenzyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_42): 221.3 mg, 1.0 mmol (1.0
Aq)

-Piperidin: ~ 69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)

-Heptanal: ~ 147.8 ul, 1.1 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: SC, PE/EtOAC [20/1] = [5:1]
Ausbeute: 163.3 mg (0.51 mmol, 51 %), braune hochviskose Fliissigkeit
Re-Wert: 0.55 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 341.2 und [M+H]* 318.2; berechnet: 317.14
LC-MS: R = 17.7 min, Reinheit: > 99.9 %

'H-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), § [ppm] = 7.20-7.14 (m, 4H, Ph-H), 7.09 (t, 3J = 7.6 Hz,
1H, SCq=CH), 4.86 (s, 2H, NCH>), 2.44 (s, 3H, Ph-CH3), 2.24 (dd, 3J = 14.9 Hz, 3J = 7.6 Hz,
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2H, SC@=CHCH»), 1.58-1.50 (m, 2H, SCq=CHCH:CH»), 1.39-1.21 (m, ©6H,
H3CCH>CH,CH>), 0.89 (t, 3J = 6.8 Hz, 3H, H3CCH>).

I3C-NMR: (CDCls, 100.62 MHz), 8 [ppm] = 167.83 (SC=0), 165.19 (N(C=0)Cy), 139.24
(SCq=CH), 136.30 (NCH:2C,), 133.20 (NCH>CqC,CHs), 130.67 (H3;CC4CH), 128.05 (2C,
NCH2CqCH und Ca), 12632 (Ca), 125.18 (N(C=0)C,), 42.70 (NCH»), 31.93
(SC=CHCH>), 31.61 (H;CCH>CHa), 29.03 (H;CCH2CH>CHa), 27.99 (SCq=CHCH,CH>),
22.62 (HsCCHa), 19.54 (Ph-CH3), 14.15 (H3CCH,).

IR: U [cm™'] = 3418 (w, Oberschwingung C=0), 3024 (w, C-H aromatisch/ungesiittigt, v),
2954 (s, C-H gesiittigt, v), 2926 (s, C-H gesiittigt, v), 2856 (s, C-H gesiittigt, v), 1741 (s, C=0,
v), 1684 (s, C=0, v), 1633 (s, C=C, v), 1495 (m, C=C aromatisch, v), 1463 (m, C-H gesittigt,
0), 1374 (m, C-H3, 0s), 741 (s, C-H, d out of plane, o-substituierter Aromat).

SV48: (£)-3-(2-Methylbenzyl)-5-octylidenthiazolidin-2.4-dion

O

A

S N

Molare Masse: 331.47 g/mol
Summenformel: Ci9H>sNO»S
Methode: B2

Ansatz: -3-(2-Methylbenzyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_42): 221.3 mg, 1.0 mmol (1.0
Aq.)

-Piperidin: ~ 69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-Octanal: 141.8 ul, 1.1 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: SC, PE/EtOAC [20/1] = [5:1]

Ausbeute: 175.2 mg (0.53 mmol, 53 %), braune hochviskose Fliissigkeit
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Re-Wert: 0.58 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 354.1 und [M+H]* 332.2; berechnet: 331.16
LC-MS: R; = 18.3 min, Reinheit: > 99.9 %

'TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), § [ppm] = 7.20-7.14 (m, 4H, H3CPh-H), 7.09 (t, *J = 7.6
Hz, 1H, SCq=CH), 4.86 (s, 2H, NCH>), 2.44 (s, 3H, Ph-CH3), 2.23 (dd, *J = 14.8 Hz,3J = 7.6
Hz, 2H, SC,=CHCH>), 1.58-1.50 (dt, 3J = 14.8 Hz, *J = 7.3 Hz, 2H, SCq=CHCH,CH>), 1.35-
1.18 (m, 8H, H3CCH>CH>CH>CH>), 0.89 (t, *J = 6.8 Hz, 3H, H3CCH>).

BC.NMR: (CDCls, 100.62 MHz), & [ppm] = 167.83 (SC=0), 165.19 (N(C=0)Cy), 139.24
(SCq=CH), 136.31 (NCH2C,), 133.20 (NCH,C,C,CH3), 130.67 (H;CC,CH), 128.05 (2C,
NCH,C,CH und Ca), 12632 (Ca), 125.18 (N(C=0)C,), 42.70 (NCH,), 31.93
(SCe=CHCH), ~ 31.79  (HsCCH.CH,), 2931  (HsCCH.CH,CH»),  29.08
(SC=CHCH,CH,CH,), 28.02 (SC;=CHCH,CH,), 22.72 (H:CCH,), 19.54 (Ph-CHz), 14.18
(HsCCHb).

IR: © [cm™!] = 3419 (w, Oberschwingung C=0), 3023 (w, C-H aromatisch/ungesiittigt, v),
2953 (s, C-H gesittigt, v), 2925 (s, C-H gesiittigt, v), 2855 (s, C-H gesiittigt, v), 1741 (s, C=0,
v), 1685 (s, C=0, v), 1633 (s, C=C, v), 1494 (m, C=C aromatisch, v), 1463 (m, C-H gesittigt,
), 1374 (m, C-Hs, 0s), 741 (s, C-H, d out of plane, o-substituierter Aromat).

SV49: (£)-3-(2-Chlorbenzyl)-5-(4-fluorbenzyliden)-thiazolidin-2.4-dion

O

/U\ Cl

S N

F Y,

@)

Molare Masse: 347.79 g/mol
Summenformel: C7H;;CIFNO,S
Methode: B1

Ansatz: -3-(2-Chlorbenzyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_45): - 241.7 mg, 1.0 mmol (1.0
Aq.)
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-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-4-Fluorbenzaldehyd: 116.2 ul, 1.1 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]
Ausbeute: 188.7 mg (0.54 mmol, 54 %), gelber Feststoff
Ri-Wert: 0.41 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])
Schmelzpunkt: 189.7 °C
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 370.0; berechnet: 347.02
LC-MS: R¢= 15.8 min, Reinheit: > 99.9 %

TH-NMR: (CDCls, 400.13 MHz), & [ppm] = 7.90 (s, 1H, FPh-CH=C), 7.54-7.50 (m, 2H,
FC,CHCH), 7.42-7.15 (m, 6H, Ph-H), 5.06 (s, 2H, NCH>).

BC.NMR: (CDCl3, 100.62 MHz), § [ppm] = 167.34 (SC=0), 166.02 (N(C=0)C), 163.88 (d,
1J (C,F) = 254.4 Hz, FCy), 133.33 (NCH2Cy), 133.22 (FPh-CH=C,), 132.49 (d, 3J (C,F) = 8.7
Hz, 2C, FC,CHCH), 132.26 (NCH,C,C,Cl), 129.97 (Cas), 129.62 (d, *J (C,F) = 3.5 Hz,
FC,CHCHC), 129.35 (Car), 128.65 (NCH>CqCH), 127.14 (Cas), 120.95 (d, 7 (C,F) = 2.5 Hz,
N(C=0)Cy), 116.76 (d, 2J (C,F) = 22.1 Hz, 2C, FC,CH), 43.13 (NCHp).

IR: ¥ [cm™'] = 3398 (w, Oberschwingung C=0), 3102-3014 (w, C-H aromatisch/ungesittigt,
V), 2969-2938 (m, C-Ha, v), 1738 (s, C=0, v), 1668 (s, C=0, v), 1613 (m, C=C, v), 1595 (s,
C=C aromatisch, v), 1585 (s, C=C aromatisch, v), 1507 (s, C=C aromatisch, v), 1443 (m, C-
Hy, 9), 1145 (s, Aryl-F), 1086 (m, Aryl-Cl), 836 (s, C-H, o out of plane, p-substituierter
Aromat), 749 (s, C-H, d out of plane, o-substituierter Aromat).

SV50: (£)-3-(2-Chlorbenzyl)-5-(4-chlorbenzyliden)-thiazolidin-2.4-dion

@)

)k Cl

S N

Cl Y

@)

Molare Masse: 364.25 g/mol
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Summenformel: Ci7H;1C»NO-S
Methode: B1

Ansatz: -3-(2-Chlorbenzyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_45): 241.7 mg, 1.0 mmol (1.0
Aq))

-Piperidin: ~ 69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-4-Chlorbenzaldehyd: 154.6 mg, 1.1 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]
Ausbeute: 269.0 mg (0.74 mmol, 74 %), hellgelber Feststoff
Ri-Wert: 0.41 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])
Schmelzpunkt: 192.7 °C
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 386.0; berechnet: 362.99
LC-MS: R; = 16.7 min, Reinheit: > 99.9 %

TH-NMR: (CDClI3, 400.13 MHz), & [ppm] = 7.88 (s, 1H, CIPh-CH=C), 7.48-7.43 (m, 4H, p-
ClIPh-H), 7.41-7.17 (m, 4H, o-CIPh-H), 5.06 (s, 2H, NCH>).

3BC-NMR: (CDCl;, 100.62 MHz), & [ppm] = 167.18 (SC=0), 165.95 (N(C=0)C,), 136.98
(CIC,CHCHC,), 133.36 (NCH,C,), 133.03 (CIPh-CH=C,), 132.22 (NCH,C,C,Cl), 131.78
(CIC,CHCHC,), 131.50 (2C, CIC,CHCH), 130.00 (Ca,), 129.77 (2C, CIC4CH), 129.39 (Ca,),
128.71 (NCH2CCH), 127.16 (Car), 121.91 (N(C=0)Cy), 43.19 (NCH).

IR: ¥ [cm™'] = 3398 (w, Oberschwingung C=0), 3068-3021 (w, C-H aromatisch/ungesiittigt,
V), 2972-2940 (m, C-Ha, v), 1732 (s, C=0, v), 1671 (s, C=0, v), 1603 (s, C=C aromatisch, v),
1585 (s, C=C aromatisch, v), 1442 (m, C-H», §), 1083 (m, Aryl-Cl), 834 (s, C-H, 6 out of

plane, p-substituierter Aromat), 749 (s, C-H, 6 out of plane, o-substituierter Aromat).
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SV51: (£)-5-(4-Brombenzyliden)-3-(2-chlorbenzyl)-thiazolidin-2,4-dion

@)

)j\ Cl

S N

Br /

O

Molare Masse: 408.70 g/mol
Summenformel: C7H;BrCINO;S
Methode: B1

Ansatz: -3-(2-Chlorbenzyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_45):  241.7 mg, 1.0 mmol (1.0
Aq.)

-Piperidin: ~ 69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-4-Brombenzaldehyd: 203.5 mg, 1.1 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]
Ausbeute: 255.8 mg (0.63 mmol, 63 %), hellgelber Feststoff
Re-Wert: 0.40 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])
Schmelzpunkt: 199.5 °C

TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), & [ppm] = 7.86 (s, 1H, BrPh-CH=C), 7.64-7.60 (m, 2H,
BrCyCH) 7.25-7.17 (m, 6H, Ph-H), 5.06 (s, 2H, NCH>).

BC-NMR: (CDCls, 100.62 MHz), & [ppm] = 167.14 (SC=0), 165.94 (N(C=0)Cy), 133.35
(NCHa2C,), 133.08 (BrPh-CH=Cy), 132.73 (2C, BrC,CH), 132.20 (2C, BrC,CHCHC,,
NCH,C,C,Cl), 131.63 (2C, BrCCHCH), 129.99 (Ca), 129.39 (Cas), 128.71 (NCH,C,CH),
127.16 (Car), 125.39 (BrC,), 122.06 (N(C=0)Cy), 43.19 (NCH).

IR: ¥ [cm™'] = 3396 (w, Oberschwingung C=0), 3064-3020 (w, C-H aromatisch/ungesiittigt,
V), 2925 (m, C-Ha, v), 1730 (s, C=0, v), 1667 (s, C=0, v), 1602 (s, C=C, v), 1577 (s, C=C, v),
1485 (s, C=C, v), 1442 (m, C-Ha, §), 1072 (m, Aryl-Cl), 1048 (m, Aryl-Br), 831 (s, C-H, d out

of plane, p-substituierter Aromat), 748 (s, C-H, o out of plane, o-substituierter Aromat).
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SV57: (£)-3-Benzyl-5-benzylidenthiazolidin-2,4-dion

)

A

S N

J

O

Molare Masse: 295.36 g/mol

Summenformel: C17H;3NO>S

Methode: B1

Ansatz: -3-Benzylthiazolidin-2,4-dion (SV_37): 207.3 mg, 1.0 mmol (1.0 Aq.)
-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-Benzaldehyd: 111.2 pul, 1.1 mmol (1.1 Aq.)

Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]

Ausbeute: 250.9 mg (0.85 mmol, 85 %), weiller Feststoff

Rs-Wert: 0.42 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])

Schmelzpunkt: 134.8 °C

Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 318.0 und [M+H]* 296.2; berechnet: 295.07

LC-MS: R; = 15.4 min, Reinheit: > 99.9 %

TH-NMR: (CDCI3, 400.13 MHz), & [ppm] = 7.91 (s, 1H, SC;=CH), 7.51-7.28 (m, 10H, Ph-
H), 491 (s, 2H, NCH>).

BC-NMR: (CDCl3, 100.62 MHz), & [ppm] = 167.94 (SC=0), 166.31 (N(C=0)Cy), 135.29
(NCH2Cy), 134.21 (SCq=CH), 133.39 (SC=CH(,), 130.70 (SCq=CHC,CHCHCH), 130.36
(2C, SC=CHC,CH), 129.37 (2C, SC;=CHC(CHCH), 129.03 (2C, NCH.C,CHCH), 128.90
(2C, NCH2C,CH), 128.42 (NCH2C{CHCHCH), 121.63 (N(C=0)Cy), 45.43 (NCH>).

IR: ¥ [cm™'] = 3394 (w, Oberschwingung C=0), 3062-3036 (w, C-H aromatisch/ungesiittigt,
v), 2954 (m, C-Ha, v), 1730 (s, C=0, v), 1669 (s, C=0, v), 1603 (s, C=C aromatisch, v), 1574
(s, C=C aromatisch, v), 1495 (s, C=C aromatisch, v), 1446 (m, C-Hz, d), 734 und 697 (s, C-H,

0 out of plane, monosubstituierter Aromat).
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SV58: (Z)-5-Benzyliden-3-(2-methylbenzyl)-thiazolidin-2.4-dion

O

A
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Y
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Molare Masse: 309.38 g/mol
Summenformel: CisHisNO,S
Methode: B1

Ansatz: -3-(2-Methylbenzyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_42): 221.3 mg, 1.0 mmol (1.0
Aq.)

-Piperidin: ~ 69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-Benzaldehyd: 111.2 pl, 1.1 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]
Ausbeute: 211.2 mg (0.68 mmol, 68 %), gelber Feststoff
Re-Wert: 0.46 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])
Schmelzpunkt: 169.2 °C
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 332.0 und [M+H]* 310.2; berechnet: 309.08
LC-MS: R, = 16.1 min, Reinheit: > 99.9 %

TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), § [ppm] = 7.92 (s, 1H, SCq=CH), 7.53-7.41 (m, 5H, Ph-H),
7.24-7.14 (m, 4H, H3;CPh-H), 4.94 (s, 2H, NCH>), 2.47 (s, 3H, Ph-CH3).

BC-NMR: (CDCls, 100.62 MHz), § [ppm] = 167.96 (SC=0), 166.44 (N(C=0)C,), 136.36
(NCHaC,), 134.26 (SCq=CH), 133.40 (SC4=CHC,), 133.11 (NCH,C,C,CHz), 130.74 (2C,
SC,=CHC,CHCHCH, H;CC,CH), 13039 (2C, SCq<=CHC,CH), 12939 (2C,
SC,=CHC,CHCH), 128.16 (Ca,), 128.12 (NCH:C,CH), 126.39 (Ca,), 121.53 (N(C=0)Cy),
43.00 (NCH>), 19.58 (Ph-CHs).

IR: ¥ [cm™'] = 3410 (w, Oberschwingung C=0), 3029 (w, C-H aromatisch/ungesiittigt, v),
2975-2924 (m, C-H gesittigt, v), 1741 (s, C=0, v), 1678 (s, C=0, v), 1601 (s, C=C
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aromatisch, v), 1572 (s, C=C aromatisch, v), 1490 (s, C=C aromatisch, v), 1444 (m, C-H
gesittigt, ), 1373 (m, C-Hs, ds), 748 (s, C-H, 6 out of plane, o-substituierter Aromat), 679 (s,

C-H, 6 out of plane, monosubstituierter Aromat).

SV59: (Z)-5-Benzyliden-3-(2-chlorbenzyl)-thiazolidin-2.4-dion
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Molare Masse: 329.80 g/mol
Summenformel: C17H2CINO-S
Methode: B1

Ansatz: -3-(2-Chlorbenzyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_45): 241.7 mg, 1.0 mmol (1.0
Ag)

-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-Benzaldehyd: 111.2 ul, 1.1 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]
Ausbeute: 235.6 mg (0.71 mmol, 71 %), beiger Feststoff
Ri-Wert: 0.46 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])
Schmelzpunkt: 163.0 °C
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 352.1 und [M+H]* 330.3; berechnet: 329,03
LC-MS: R = 15.9 min, Reinheit: > 99.9 %

TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), & [ppm] = 7.94 (s, 1H, SCq=CH), 7.54-7.42 (m, 5H, Ph-H),
7.41-7.17 (m, 4H, CIPh-H), 5.06 (s, 2H, NCH>).

13C.NMR: (CDCls, 100.62 MHz), & [ppm] = 167.66 (SC=0), 166.15 (N(C=0)Cy), 134.57

(SC=CH), 13332 (2C, NCH.C, SC4<=CHC,), 13233 (NCH,C,C,Cl), 130.83

(SCe=CHC,CHCHCH), 13043 (2C, SCq=CHC,CH), 129.97 (Ca), 12942 (2C,
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SCq=CHC{CHCH), 129.32 (Car), 128.61 (NCH2CyCH), 127.16 (Car), 121.27 (N(C=0)Cy),
43.07 (NCH»).

IR: © [em™'] = 3400 (w, Oberschwingung C=0), 3050-3019 (w, C-H aromatisch/ungesiittigt,
V), 2968-2937 (m, C-Ha, v), 1739 (s, C=0, v), 1667 (s, C=0, v), 1597 (s, C=C aromatisch, v),
1573 (s, C=C aromatisch, v), 1493 (s, C=C aromatisch, v), 1444 (m, C-Ha, 9), 1042 (m, Aryl-
Cl), 749 (s, C-H, 6 out of plane, o-substituierter Aromat), 680 (s, C-H, & out of plane,

monosubstituierter Aromat).

SV60 61: 3-(sec-Butyl)-thiazolidin-2.4-dion

A,
Ll

O]

Molare Masse: 173.23 g/mol
Summenformel: C;H;1NO2S
Methode: A2
Ansatz: -Thiazolidin-2,4-dion: 5.00 g, 42.7 mmol (1 Aq.)
-K>CO:s: 17.7 g, 128 mmol (3 Aq.)
-2-Bromobutan: 4.64 ml, 42.7 mmol (1 Aq.)
Aufreinigung: SC, PE/EtOAc [10/1] — [2/1]
Ausbeute: 3.91 g (22.6 mmol, 53 %), rotbraune Fliissigkeit
Ri-Wert: 0.69 (Petrolether/Ethylacetat [4/1])
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 196.1 und [M+H]* 174.1; berechnet: 173,05

TH-NMR: (CDCI3, 400.13 MHz), § [ppm] = 4.20 (dp, *J = 9.0 Hz, 3J = 6.9 Hz, 1H, NCH),
3.86 (s, 2H, N(C=0)CH>), 1.92 (ddq, 2J = 14.9 Hz, 3J = 9.0 Hz, *J = 7.4 Hz, 1H, NCHCH>»),
1.73-1.63 (m, 1H, NCHCH:s), 1.34 (d, 3J = 6.9 Hz, 3H, NCHCH3), 0.80 (t, *J = 7.4 Hz, 3H,
NCHCH:CH3).
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BC-NMR: (CDCl3, 100.62 MHz), & [ppm] = 171.80 (C=0), 171.78 (C=0), 53.27 (NCH),
33.28 (N(C=0)CH>»), 25.69 (NCHCH>), 17.21 (NCHCH3), 11.08 (NCHCH>CH3).

IR: U [cm™'] = 3334 (w, Oberschwingung C=0), 2967 (s, C-H gesiittigt, v), 2933 (s, C-H
gesittigt, v), 2877 (s, C-H gesiittigt, v), 1671 (s, C=0, v), 1455 (m, C-H gesiittigt, 9), 1379 (s,
C‘H3, 85)

SV62: (Z)-5-Benzyliden-3-(sec-butyl)-thiazolidin-2,4-dion
)OL
S N /Q/

@)

Molare Masse: 261.34 g/mol
Summenformel: Ci4H;5sNO>S
Methode: B1
Ansatz: -3-(sec-Butyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_61):173.2 mg, 1.0 mmol (1.0 Aq.)
-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-Benzaldehyd:111.2 ul, 1.1 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: SC, PE/EtOAc [25/1] — [5/1]
Ausbeute: 210.1 mg (0.80 mmol, 80 %), hellbraune hochviskose Fliissigkeit
Re-Wert: 0.55 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 284.0 und [M+H]* 262.1; berechnet: 261,08
LC-MS: R; = 15.5 min, Reinheit: > 99.9 %

TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), § [ppm] = 7.85 (s, 1H, SCq=CH), 7.51-7.39 (m, 5H, Ph-H),
4.42 (dp, 3J = 9.1 Hz, *J = 6.9 Hz, 1H, NCH), 2.05 (ddq, 2/ = 149 Hz,3J =9.1 Hz, 3/ =74
Hz, 1H, NCHCH:4), 1,83-1.73 (m, 1H, NCHCH2B), 1.46 (d, 3J = 6.9 Hz, 3H, NCHCH3), 0.88
(t, *J = 7.4 Hz, 3H, NCHCH,CH5).
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BC.NMR: (CDCls, 100.62 MHz), & [ppm] = 167.87 (SC=0), 166.70 (N(C=0)Cy), 133.56
(SC=CHC,), 133.37 (SC;=CH), 130.43 (SC=CHC,CHCHCH), 130.29 (2C, SC=CHC,CH),
129.28 (2C, SC;=CHC,CHCH), 121.62 (N(C=0)Cy), 53.42 (NCH), 26.14 (NCHCH,), 17.64
(NCHCH3), 11.23 (NCHCH,CH3).

IR: © [cm™!] = 3409 (bw, Oberschwingung C=0), 3060-3027 (w, C-H aromatisch, v), 2968
(s, C-H gesittigt, v), 2935 (s, C-H gesittigt, v), 2876 (s, C-H gesiittigt, v), 1739 (bs, C=0, v),
1676 (s, C=0, v), 1608 (s, C=C aromatisch, v), 1574 (m, C=C aromatisch, v), 1493 (m, C=C
aromatisch, v), 1447 (m, C-H gesiittigt, 5), 1381 (s, C-Hsz, 9s), 760 und 686 (s, C-H, d out of

plane, monosubstituierter Aromat).

SV63: (£)-3-(sec-Butyl)-5-(4-fluorbenzyliden)-thiazolidin-2,4-dion

Molare Masse: 279.33 g/mol
Summenformel: Ci4sH4FNO>S
Methode: B1
Ansatz: -3-(sec-Butyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_61):173.2 mg, 1.0 mmol (1.0 Aq.)
-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-4-Fluorbenzaldehyd: 116.2 ul, 1.1 mmol (1.1 Aqg.)
Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]
Ausbeute: 150.6 mg (0.54 mmol, 54 %), hellgelber Feststoff
Re-Wert: 0.50 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])
Schmelzpunkt: 82.6 °C
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 302.0 und [M+H]* 280.1; berechnet: 279.07
LC-MS: R = 15.4 min, Reinheit: > 99.9 %
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'TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), & [ppm] = 7.81 (s, 1H, SCq=CH), 7.52-7.47 (m, 2H,
FC,CHCH), 7.19-7.14 (m, 2H, FC,CH), 4.42 (dp, 3J = 9.2 Hz, 3J = 6.9 Hz, 1H, NCH), 2.05
(ddq, 2J = 14.9 Hz, 3J = 9.2 Hz, 3J = 7.4 Hz, 1H, NCHCH>4), 1.84-1.73 (m, 1H, NCHCH:s),
1.46 (d, 3J = 6.9 Hz, 3H, NCHCH3), 0.88 (t, *J = 7.4 Hz, 3H, NCHCH.CH3).

I3C-NMR: (CDCl3, 100.62 MHz), § [ppm] = 167.64 (SC=0), 166.66 (N(C=0)Cy), 163.70 (d,
1J (C,F) = 253.7 Hz, FCy), 132.35 (d, 3J (C,F) = 8.6 Hz, 2C, FC,CHCH), 132.14 (FPh-
CH=Cg), 129.90 (d, *J (C,;F) = 3.4 Hz, FC,CHCHC,), 121.36 (d, %J (C,F) = 2.5 Hz,
N(C=0)Cy), 116.66 (d, 2J (C,F) = 22.0 Hz, 2C, FC,CH), 53.56 (NCH), 26.17 (NCHCH,),
17.68 (NCHCH3), 11.26 (NCHCH.CH3).

IR: U [cm™'] = 3398 (w, Oberschwingung C=0), 3077 (w, C-H aromatisch, v), 2972 (s, C-H
gesdttigt, v), 2934 (s, C-H gesittigt, v), 2877 (s, C-H gesittigt, v), 1733 (s, C=0, v), 1672 (s,
C=0,v), 1613 (s, C=C, v), 1599 (s, C=C aromatisch, v), 1587 (s, C=C aromatisch, v), 1508 (s,
C=C aromatisch, v), 1459 (m, C-H gesittigt, d), 1393 (m, C-Hs, 9s), 1335 (s, Ar-F), 836 (s, C-

H, 0 out of plane, p-substituierter Aromat).

SV65: (£)-3-(sec-Butyl)-5-(4-chlorbenzyliden)-thiazolidin-2.4-dion

Cl /

Molare Masse: 295.78 g/mol

Summenformel: C4H4CINO-S

Methode: B1

Ansatz: -3-(sec-Butyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_61):173.2 mg, 1.0 mmol (1.0 Aq.)
-Piperidin: ~ 69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-4-Chlorbenzaldehyd: 154.6 mg, 1.1 mmol (1.1 Aq.)

Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]

Ausbeute: 163.9 mg (0.55 mmol, 55 %), gelber Feststoff
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Re-Wert: 0.33 (Petrolether/Ethylacetat [20/1])

Schmelzpunkt: 74.0 °C

Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 318.0 und [M+H]* 296.2; berechnet: 295.04
LC-MS: R, = 16.6 min, Reinheit: 97.1 %

TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), 8 [ppm] = 7.79 (s, 1H, SCq=CH), 7.46-7.41 (m, 4H, CIPh-
H), 4.41 (dp, J = 9.2 Hz, *J = 6.9 Hz, 1H, NCH), 2.05 (ddq, 2J = 14.8 Hz, 3J =9.2 Hz, 3J =
7.4 Hz, 1H, NCHCH>4), 1.83-1.73 (m, 1H, NCHCH2s), 1.46 (d, 3J = 6.9 Hz, 3H, NCHCH5),
0.88 (t, *J = 7.4 Hz, 3H, NCHCH:CH3).

BC-NMR: (CDCIl3, 100.62 MHz), § [ppm] = 167.44 (SC=0), 166.55 (N(C=0)C,), 136.56
(C1Cy), 132.06 (CIC(CHCHCy), 131.90 (SCq=CH), 131.40 (2C, CIC,CHCH), 129.65 (2C,
CIC(CH), 122.30 (N(C=0)Cy), 53.60 (NCH), 26.15 (NCHCH>), 17.66 (NCHCH3), 11.25
(NCHCH2CH3).

IR: ¥ [cm™'] = 3405 (w, Oberschwingung C=0), 2965 (s, C-H gesiittigt, v), 2935 (s, C-H
gesittigt, v), 2876 (s, C-H gesittigt, v), 1736 (s, C=0, v), 1677 (s, C=0, v), 1609 (s, C=C, v),
1586 (s, C=C, v), 1489 (s, C=C, v), 1449 (m, C-H gesittigt, d), 1395 (s, C-H3, ds), 1093 (m,
Ar-Cl), 815 (s, C-H, & out of plane, p-substituierter Aromat).

SV66: (£)-5-(4-Brombenzyliden)-3-(sec-butyl)-thiazolidin-2,4-dion

Br /

Molare Masse: 340.24 g/mol

Summenformel: Ci14H4BrNO>S

Methode: B1

Ansatz: -3-(sec-Butyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_61):173.2 mg, 1.0 mmol (1.0 Aq.)

-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
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-4-Brombenzaldehyd:203.5 mg, 1.1 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]
Ausbeute: 235.8 mg (0.69 mmol, 69 %), hellgelber Feststoff
Rs-Wert: 0.50 (Petrolether/Ethylacetat [15/1])
Schmelzpunkt: 96.6 °C
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 362.0 und 364.0; berechnet: 338.99
LC-MS: R = 16.8 min, Reinheit: 83.9 % (vor Umkristallisation)

'TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), & [ppm] = 7.77 (s, 1H, SCq=CH), 7.61-7.58 (m, 2H,
BrCCH), 7.37-7.34 (m, 2H, BrCqCHCH), 4.41 (dp, J = 9.2 Hz, *J = 6.9 Hz, 1H, NCH), 2.04
(ddq, 2J = 14.8 Hz, 3J = 9.2 Hz, 3J = 7.4 Hz, 1H, NCHCH>4), 1.83-1.73 (m, 1H, NCHCH:s),
1.46 (d, 3J = 6.9 Hz, 3H, NCHCH3), 0.88 (t, *J = 7.4 Hz, 3H, NCHCH:CH3).

BC-NMR: (CDCl;, 100.62 MHz), & [ppm] = 167.42 (SC=0), 166.55 (N(C=0)Cy), 132.62
(2C, BrC,CH), 132.48 (BrC,CHCHC,), 131.96 (SC;=CH), 131.55 (2C, BrC,CHCH), 124.96
(BrCy), 122.46 (N(C=0)C,), 53.62 (NCH), 26.15 (NCHCH,), 17.67 (NCHCHs), 11.25
(NCHCH,CH3).

IR: © [cm™'] = 3402 (w, Oberschwingung C=0), 3095 (w, C-H aromatisch, v), 2964 (s, C-H
gesdttigt, v), 2935 (s, C-H gesiittigt, v), 2875 (s, C-H gesittigt, v), 1735 (s, C=0, v), 1677 (s,
C=0, v), 1608 (s, C=C aromatisch, v), 1583 (s, C=C aromatisch, v), 1486 (s, C=C aromatisch,
v), 1448 (m, C-H gesiittigt, 6), 1396 (m, C-Hs, 6s), 1072 (m, Ar-Br), 812 (s, C-H, 6 out of

plane, p-substituierter Aromat).

SV67: (£)-3-(sec-Butyl)-5-heptylidenthiazolidin-2,4-dion

Molare Masse: 269.40 g/mol
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Summenformel: Ci4H23NO>S

Methode: B2

Ansatz: -3-(sec-Butyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_61):173.2 mg, 1.0 mmol (1.0 Aq.)
-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-Heptanal: ~ 147.8 ul, 1.1 mmol (1.1 Aq.)

Aufreinigung: SC, PE/EtOAC [25/1] = [5:1]

Ausbeute: 209.7 mg (0.78 mmol, 78 %), braune hochviskose Fliissigkeit

Rs-Wert: 0.70 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])

Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 292.1 und [M+H]* 270.2; berechnet: 269.14

LC-MS: R, = 17.3 min, Reinheit: 99.1 %

IH-NMR: (CDCls, 400.13 MHz), 3 [ppm] = 7.00 (t, 3/ = 7.6 Hz, 1H, SCq=CH), 4.33 (dp, *J
= 9.2 Hz, 3J = 6.9 Hz, 1H, NCH), 2.20 (dd, 3/ = 14.9 Hz, 3J = 7.6 Hz, 2H, SC;=CHCH.), 1.99
(ddq, 27 = 14.9 Hz, 3] = 9.2 Hz, 3J = 7.4 Hz, 1H, NCHCHa4), 1.78-1.67 (m, 1H, NCHCH5),
1.57-1.46 (m, 2H, SC,=CHCH.CH>), 1.40 (d, J = 6.9 Hz, 3H, NCHCH3), 1.37-1.22 (m, 6H,

H3;CCH>CH>CH>), 0.89-0.82 (m, 6H, H3CCH,CH,, NCHCH,CHs).

BC-NMR: (CDCIl3, 100.62 MHz), & [ppm] = 167.80 (SC=0), 165.54 (N(C=0)C,), 138.21
(SCq=CH), 125.16 (N(C=0)Cy), 53.11 (NCH), 31.80 (SCq=CHCH>), 31.60 (H;CCH:CH>),
29.02 (H3CCH2CH2CH>), 28.00 (SCe=CHCH:CH>), 26.09 (NCHCH>»), 22.61 (H3CCH>CH>),

17.58 (NCHCH3), 14.12 (H3CCH>CHb»), 11.21 (NCHCH2CH3).

IR: ¥ [cm™'] = 3408 (w, Oberschwingung C=0), 2958 (s, C-H gesiittigt, v), 2928 (s, C-H
gesittigt, v), 2857 (s, C-H gesiittigt, v), 1744 (s, C=0, v), 1681 (s, C=0, v), 1632 (s, C=C, v),

1458 (m, C-H gesittigt, 8), 1380 (m, C-Hj3, ds), 737 (m, CHa-rocking).
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SV68: (£)-3-(sec-Butyl)-5-octylidenthiazolidin-2.4-dion

O

Al

Molare Masse: 283.43 g/mol
Summenformel: Ci5H2sNO>S
Methode: B2
Ansatz: -3-(sec-Butyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_61):173.2 mg, 1.0 mmol (1.0 Aq.)
-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-Octanal: 171.8 ul, 1.1 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: SC, PE/EtOAC [25/1] = [5:1]
Ausbeute: 202.4 mg (0.71 mmol, 71 %), braune hochviskose Fliissigkeit
Rs-Wert: 0.71 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 306.1 und [M+H]* 284.2; berechnet: 283.16
LC-MS: R; = 18.0 min, Reinheit: 99.1 %

IH-NMR: (CDCls, 400.13 MHz), § [ppm] = 7.00 (t, 3J = 7.6 Hz, 1H, SCq=CH), 4.32 (dp, 3J
=9.1 Hz, 3/ = 6.9 Hz, 1H, NCH), 2.19 (dd, 3/ = 14.8 Hz, 3] = 7.6 Hz, 2H, SC.=CHCH.), 1.98
(ddq, 2J = 14.9 Hz, 3J = 9.1 Hz, 3J = 7.4 Hz, 1H, NCHCH>4), 1.77-1.66 (m, 1H, NCHCH:g),
1.51 (dt, 3/ = 14.8 Hz, 3 = 7.2 Hz, 2H, SCq=CHCH.CH,), 1.39 (d, 3/ = 6.9 Hz, 3H,
NCHCH3), 1.37-1.25 (m, 8H, H;CCH-CH,CH-CH>), 0.88-0.81 (m, 6H, H3;CCH.CH.,
NCHCH,CHs).

BC-NMR: (CDCl3, 100.62 MHz), & [ppm] = 167.76 (SC=0), 165.51 (N(C=0)C,), 138.18
(SCq=CH), 125.14 (N(C=0)Cy), 53.08 (NCH), 31.78 (SCq=CHCH>»), 31.76 (H;CCH2CH»),
29.29 (H3CCH:CH2CH?), 29.05 (SC,=CHCH.CH:CH>), 28.02 (SC=CHCH:CH>), 26.07
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(NCHCH»), 22.68 (H;CCH.CH»), 17.56 (NCHCHs), 14.13 (H3CCH:CH»), 11.19
(NCHCH:CH3).

IR: O [cm™'] = 3417 (w, Oberschwingung C=0), 2958 (s, C-H gesiittigt, v), 2926 (s, C-H
gesittigt, v), 2856 (s, C-H gesiittigt, v), 1744 (s, C=0, v), 1682 (s, C=0, v), 1633 (s, C=C, v),
1459 (m, C-H gesittigt, 8), 1380 (m, C-Hs, ds), 737 (m, CHz-rocking).

SV69: (Z)-3-Benzyl-5-(3-brombenzyliden)-thiazolidin-2.,4-dion

O

A

S N

J

O

Br

Molare Masse: 374.25 g/mol

Summenformel: C7H12BrNO-S

Methode: B1

Ansatz: -3-Benzylthiazolidin-2,4-dion (SV_37): 207.3 mg, 1.0 mmol (1.0 Aq.)
-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-3-Brombenzaldehyd: 128.8 ul, 1.1 mmol (1.1 Aq.)

Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]

Ausbeute: 222.3 mg (0.59 mmol, 59 %), weiller Feststoff

Ri-Wert: 0.28 (Petrolether/Ethylacetat [15/1])

Schmelzpunkt: 132.5 °C

Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 396.2 und 398.2; berechnet: 372,98

LC-MS: R; = 16.7 min, Reinheit: > 99.9 %

TH-NMR: (CDCI3, 400.13 MHz), 6 [ppm] = 7.81 (s, 1H, SCq=CH), 7.62 (t, *Jmeta = 1.8 Hz,
1H, BquCﬂCq), 755 (ddd, 3Jortho = 7.9 HZ, 4Jmeta = 1.8 HZ, 4Jmeta = 1.1 HZ, 1H,
BrC,CHCHCH), 7.45-7.31 (m, 7H, Ph-H), 4.90 (s, 2H, NCH>).
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BC.NMR: (CDCls, 100.62 MHz), & [ppm] = 167.39 (SC=0), 165.97 (N(C=0)Cy), 135.41
(BrC,CHC,), 135.12 (NCH,C,), 133.46 (BrC,CHCHCH), 133.06 (BrC,CHC,), 132.27
(SCq=CH), 130.79 (BrC,CHCHCH), 129.05 (2C, NCH,C,CHCH), 128.93 (2C, NCH,C,CH),
128.50 (NCH.C,CHCHCH), 128.44 (BrC,CHCHCH), 123.47 (BrCy), 123.37 (N(C=0)Cy),
45.56 (NCH»).

IR: ¥ [cm™'] = 3410 (w, Oberschwingung C=0), 3058-3015 (w, C-H aromatisch/ungesiittigt,
V), 2952 (w, C-Ha, v), 1743 (s, C=0, v), 1675 (s, C=0, v), 1603 (s, C=C aromatisch, v), 1551
(s, C=C aromatisch, v), 1494 (s, C=C aromatisch, v), 1456 (m, C-Ha, ), 1084 (m, Aryl-Br),
826 (m) und 785 (s, C-H, o out of plane, m-substituierter Aromat), 737 und 701 (s, C-H, d out

of plane, monosubstituierter Aromat).

SV70: (£)-5-(3-Brombenzyliden)-3-(2-methylbenzyl)-thiazolidin-2,4-dion

Br

Molare Masse: 388.28 g/mol
Summenformel: CisH14BrNO,S
Methode: B1

Ansatz: -3-(2-Methylbenzyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_42): 221.3 mg, 1.0 mmol (1.0
Aq.)

-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)

-3-Brombenzaldehyd: 128.8 ul, 1.1 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]
Ausbeute: 289.1 mg (0.74 mmol, 74 %), gelber Feststoff
Re-Wert: 0.28 (Petrolether/Ethylacetat [15/1])

Schmelzpunkt: 156.8 °C
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Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 410.1 und 412.1; berechnet: 386,99
LC-MS: R = 17.3 min, Reinheit: 98.0 %

IH-NMR: (CDCls, 400.13 MHz), § [ppm] = 7.82 (s, 1H, SCq=CH), 7.64 (t, *Jmeta = 1.7 Hz,
1H, BrC,CHCy), 7.56 (ddd, Jorno = 7.9 Hz, “Jmew = 1.7 Hz, “Jmea = 1.1 Hz, 1H,
BrC,CHCHCH), 7.43 (d, 3Jortho = 7.9 Hz, 1H, BrCqCHCHCH), 7.35 (t, 3Jortho = 7.9 Hz, 1H,
BrC,CHCHCH), 7.23-7.14 (m, 4H, H3CPh-H), 4.94 (s, 2H, NCH>), 2.46 (s, 3H, Ph-CH3).

3C-NMR: (CDCls, 100.62 MHz), § [ppm] = 167.41 (SC=0), 166.10 (N(C=0)Cy), 136.39
(NCHa2C,), 135.42 (BrC,CHC,), 133.48 (BrC,CHCHCH), 133.08 (BrC,CHC,), 132.95
(NCH,C,C,CH3), 132.33 (SC4=CH), 130.81 (BrC,CHCHCH), 130.78 (H;CC,CH), 128.48
(BrC,CHCHCH), 128.25 (Cas), 128.18 (NCH2CqCH), 126.41 (Cay), 123.48 (BrCy), 123.27
(N(C=0)C,), 43.13 (NCH>), 19.58 (Ph-CH3).

IR: ¥ [cm™'] = 3414 (w, Oberschwingung C=0), 3086-3024 (w, C-H aromatisch/ungesittigt,
v), 2924 (w, C-H gesiittigt, v), 1741 (s, C=0, v), 1682 (s, C=0, v), 1602 (s, C=C aromatisch,
v), 1554 (m, C=C aromatisch, v), 1496 (m, C=C aromatisch, v), 1454 (w, C-H gesiittigt, 9),
1373 (s, C-Hs, 65), 1075 (s, Aryl-Br), 824 (w) und 778 (s, C-H, 0 out of plane, m-substituierter
Aromat), 746 (s, C-H, d out of plane, o-substituierter Aromat).

SV71: (£)-5-(3-Brombenzyliden)-3-(sec-butyl)-thiazolidin-2,4-dion

S
Y

)

Br

Molare Masse: 340.24 g/mol

Summenformel: C14H14BrNO>S

Methode: B1

Ansatz: -3-(sec-Butyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_61):173.2 mg, 1.0 mmol (1.0 Aq.)

-Piperidin: ~ 69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)

202



Experimentalteil

-3-Brombenzaldehyd: 128.8 ul, 1.1 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]
Ausbeute: 226.5 mg (0.67 mmol, 67 %), weiller Feststoff
Rs-Wert: 0.51 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])

Schmelzpunkt: 86.7 °C

Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 362.0 und 364.0, [M+H]* 340.1 und 342.1; berechnet:
338.99

LC-MS: R; = 16.9 min, Reinheit: 99.0 %

'H-NMR: (CDCls, 400.13 MHz), 5 [ppm] = 7.75 (s, 1H, SC=CH), 7.63 (t, *Jmeta = 1.7 Hz,
1H, BrC,CHCy), 7.54 (ddd, *Jorno = 7.9 Hz, “Jmew = 1.7 Hz, “Jmea = 1.1 Hz, 1H,
BrC,CHCHCH), 7.42 (d, 3Jortho = 7.9 Hz, 1H, BrC,CHCHCH), 7.34 (t, 3Jortho = 7.9 Hz, 1H,
BrC,CHCHCH), 4.41 (dp, 3] = 9.1 Hz, 3] = 6.9 Hz, 1H, NCH), 2.05 (ddq, 2J = 14.8 Hz, 3] =
9.1 Hz, 3J = 7.4 Hz, 1H, NCHCH.»), 1.84-1.73 (m, 1H, NCHCH.s), 1.46 (d, 3J = 6.9 Hz, 3H,
NCHCHj), 0.88 (t, 3J = 7.4 Hz, 3H, NCHCH.CH}3).

13C.NMR: (CDCls, 100.62 MHz), § [ppm] = 167.37 (SC=0), 166.41 (N(C=0)Cy), 135.64
(BrC,CHC,), 133.24 (BrC,CHCHCH), 133.04 (BrC,CHC,), 131.52 (SC=CH), 130.75
(BrC,CHCHCH), 128.43 (BrC,CHCHCH), 123.42 (BrC,), 123.40 (N(C=0)C,), 53.67
(NCH), 26.16 (NCHCH,), 17.67 (NCHCH3), 11.25 (NCHCH,CH).

IR: ¥ [cm™'] = 3402 (w, Oberschwingung C=0), 3060-3030 (w, C-H aromatisch/ungesiittigt,
v), 2968 (s, C-H gesiittigt, v), 2936 (s, C-H gesiittigt, v), 2874 (s, C-H gesiittigt, v), 1738 (s,
C=0, v), 1678 (s, C=0, v), 1606 (s, C=C aromatisch, v), 1554 (m, C=C aromatisch, v), 1476
(m, C=C aromatisch, v), 1449 (m, C-H gesittigt, 6), 1388 (m, C-Hs, d;), 1073 (m, Aryl-Br),
778 (s, C-H, 8 out of plane, m-substituierter Aromat).

SV75: (Z)-3-Benzyl-5-(4-fluorbenzyliden)-thiazolidin-2.4-dion
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Molare Masse: 313.35 g/mol

Summenformel: C7H2FNO>S

Methode: B1

Ansatz: -3-Benzylthiazolidin-2,4-dion (SV_37): 207.3 mg, 1.0 mmol (1.0 Aq.)
-Piperidin:  69.3 ul, 0.7 mmol (0.7 Aq.)
-4-Fluorbenzaldehyd: 116.2 ul, 1.1 mmol (1.1 Aq.)

Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]

Ausbeute: 245.0 mg (0.78 mmol, 78 %), gelb/oranger Feststoff

Rs-Wert: 0.55 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])

Schmelzpunkt: 131.0 °C

'TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), & [ppm] = 7.87 (s, 1H, SCq=CH), 7.52-7.47 (m, 2H,
FC,CHCH), 7.44 (dd, 3Jormo = 7.9 Hz, *Jmeta = 1.6 Hz, 2H, NCH,C(CH), 7.36-7.30 (m, 3H,
NCH.C,CHCHCHCH), 7.19-7.13 (m, 2H, FC4,CH), 4.90 (s, 2H, NCH>).

BC-NMR: (CDCI3, 100.62 MHz), § [ppm] = 167.65 (SC=0), 166.22 (N(C=0)Cy), 163.83 (d,
1J (C,F) = 254.1 Hz, FCy), 135.23 (NCH2Cy), 132.90 (d, °J (C,F) = 0.5 Hz, FPh-CH=C,,),
132.41 (d, 3J (C,F) = 8.7 Hz, 2C, FC,CHCH), 129.69 (d, *J (C,F) = 3.4 Hz, FC,CHCHC,),
129.03 (2C, NCH.C,CHCH), 128.91 (2C, NCH2C,CH), 128.46 (NCH.C,CHCHCH), 121.33
(d, ®J (C,F) = 2.5 Hz, N(C=0)C,), 116.72 (d, 2J (C,F) = 22.1 Hz, 2C, FC,CH), 45.49 (NCH>).

IR: ¥ [cm™'] = 3387 (w, Oberschwingung C=0), 3069-3040 (w, C-H aromatisch/ungesiittigt,
v), 1731 (s, C=0, v), 1671 (s, C=0, v), 1609 (s, C=C, v), 1595 (s, C=C aromatisch, v), 1583
(s, C=C aromatisch, v), 1507 (s, C=C aromatisch, v), 1456 (w, C-Ha, 9), 1137 (s, Aryl-F), 830
(s, C-H, 0 out of plane, p-substituierter Aromat), 739 und 693 (s, C-H, o out of plane,

monosubstituierter Aromat).
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SV77: 3-Benzyl-5-(4-fluorbenzyl)-thiazolidin-2.4-dion

Molare Masse: 315.36 g/mol
Summenformel: C7H14FNO,S
Methode: C1/C2

Ansatz (Methode C1): -(Z)-3-Benzyl-5-(4-fluorbenzyliden)thiazolidin-2,4-dion
(SV_75): 50.0 mg, 160 umol (1.0 Aq.)

-Pd/C: 10.0 mg
-H»/10 bar
Aufreinigung (C1): SC (Petrolether/Ethylacetat [15/1])
Ausbeute (C1): 40.0 mg (126.8 umol, 79 %), hellgelbe, hochviskose Fliissigkeit

Ansatz (Methode C2): 3-Benzylthiazolidindion (SV37):
870.5 mg, 4.2 mmol (1.0 Aq.)

n-Buli (2.5 M/n-Hexan): 3.36 ml, 8.4 mmol (2.0 Aq.)
4-Fluorbenzylbromid: 519 ul, 4.2 mmol (1.0 Aq.)
Aufreinigung (C2): SC (Petrolether/Ethylacetat [15/1])
Ausbeute (C2): 205.4 mg (651 umol, 16 %), hellgelbe, hochviskose Fliissigkeit
R¢-Wert: 0.18 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])

TH-NMR: (CDCls, 400.13 MHz), § [ppm] = 7.30-7.23 (m, 5H, Ph-H), 7.13-7.08 (m, 2H,
FC,CHCH), 6.92-6.87 (m, 2H, FC,CH), 4.69 (s, 2H, NCH>), 4.45 (dd, 3J = 8.3 Hz, 3J = 4.0
Hz, 1H, N(C=0)CH), 3.38 (dd, 2J = 14.2 Hz, *J = 4.0 Hz, 1H, SCHCH>4), 3.18 (dd, 2/ = 14.2
Hz, 3J = 8.3 Hz, 1H, SCHCH:3).

BC-NMR: (CDClI3, 100.62 MHz), & [ppm] = 173.62 (N(C=0)Cy), 170.74 (SC=0), 162.36 (d,
1J (C,F) = 246.4 Hz, FC,), 135.05 (NCH2Cy), 131.19 (d, 3J (C,F) = 8.1 Hz, 2C, FC;CHCH),
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130.98 (d, ¥J (C,F) = 3.3 Hz, FC,CHCH(,), 128.82 (2C, NCH.C,CHCH), 128.81 (2C,
NCH>C,CH), 128.32 (NCH,C,CHCHCH), 115.74 (d, 2J (C,F) = 21.4 Hz, 2C, FC4CH), 51.24
N(C=0)CH, 45.37 (NCH), 37.54 (SCHCH>).

IR: § [cm™'] = 3416 (w, Oberschwingung C=0), 3066-3034 (w, C-H aromatisch, v), 2926 (w,
C-H gesittigt, v), 1748 (m, C=0, v), 1672 (s, C=0, v), 1603 (m, C=C aromatisch, v), 1508 (s,
C=C aromatisch, v), 1456 (w, C-H gesittigt, o), 1222 (s, Aryl-F), 824 (m, C-H, d out of plane,

p-substituierter Aromat), 717 und 698 (s, C-H, 0 out of plane, monosubstituierter Aromat).

SV81: 5-(3-Bromobenzyl)-3-(sec-butyl)-thiazolidin-2.4-dion

S

@)

Br

Molare Masse: 342.25 g/mol
Summenformel: Ci4H1sBrNO>S
Methode: C1

Ansatz: (£)-5-(3-Brombenzyliden)-3-(sec-butyl)thiazolidin-2,4-dion (SV71):
50.0 mg, 147 umol (1.0 Aq.)

-Pd/C: 10.0 mg

-H»/10 bar
Aufreinigung: SC (Petrolether/Ethylacetat [15/1] — [5/1])
Ausbeute: 23.4 mg (68.37 umol, 47 %), hellgelbe, hochviskose Fliissigkeit
Rs-Wert: 0.51 (Petrolether/Ethylacetat [5/1])

TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), § [ppm] = 7.33-7.22 (m, 4H, Ph-H), 4.40 (dd, 3J = 9.0 Hz,
3J = 3.8 Hz, 1H, N(C=0)CH), 4.18 (dp, *J = 9.1 Hz, 3J = 6.9 Hz, 1H, NCH), 3.47 (dd, %J =
14.0 Hz, 3J = 3.8 Hz, 1H, SCHCH>x), 3.13 (dd, 2J = 14.0 Hz, 3J = 9.0 Hz, 1H, SCHCH:s),
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1.95-1.84 (m, 1H, NCHCH>x), 1.71-1.61 (m, 1H, NCHCHg), 1.32 (d, 3J = 6.9 Hz, 3H,
NCHCH3), 0.75 (t, *J = 7.5 Hz, 3H, NCHCH,CH3).

BC-NMR: (CDCls, 100.62 MHz), & [ppm] = 174.34 (N(C=0)C,), 171.14 (SC=0), 135.78
(BrCqCHCy), 129.63 (Car), 129.60 (Car), 128.83 (Car), 127.69 (Car), 127.68 (Car), 53.30
(NCH), 50.70 N(C=0)CH, 38.88 (SCHCH>), 25.90 (NCHCH>), 17.35 (NCHCH3), 11.14
(NCHCH:CH3).

IR: ¥ [cm™'] = 3407 (w, Oberschwingung C=0), 3063-3031 (w, C-H aromatisch, v), 2968
(m, C-H gesittigt, v), 2934 (m, C-H gesittigt, v), 2877 (m, C-H gesittigt, v), 1747 (m, C=0,
v), 1669 (s, C=0, v), 1604 (w, C=C aromatisch, v), 1496 (m, C=C aromatisch, v), 1454 (m, C-
H gesittigt, o), 1381 (m, C-Hs, os), 1031 (w, Aryl-Br), 788 (m, C-H, o out of plane, m-

substituierter Aromat).

SV91: (£)-5-(3-Brombenzyliden)-3-(2-chlorbenzyl)-thiazolidin-2,4-dion

O

/U\ Cl

S N

Y

O

Br

Molare Masse: 408.70 g/mol
Summenformel: C7H;BrCINO,S
Methode: B1

Ansatz: -3-(2-Chlorbenzyl)thiazolidin-2,4-dion (SV_45):
50.0 mg, 0.21 mmol (1.0 Aq.)

-Piperidin: 14.3 ul, 0.14 mmol (0.7 Aq.)

-3-Brombenzaldehyd: 26.6 ul, 0.23 mmol (1.1 Aq.)
Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH/MeOH [10/1]
Ausbeute: 41.3 mg (0.10 mmol, 49 %), gelber Feststoff
Ri-Wert: 0.62 (Petrolether/Ethylacetat [10/1])
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Schmelzpunkt: 179.4 °C

TH-NMR: (CDCI3, 400.13 MHz), § [ppm] = 7.84 (s, 1H, SCq=CH), 7.65 (t, *Jmeta = 1.8 Hz,
1H, BrCqCHCy), 7.57 (ddd, *Jorno = 7.9 Hz, “Jmew = 1.8 Hz, “Jmew = 1.1 Hz, 1H,
BrC,CHCHCH), 7.45 (dd, *Jorho = 7.9 Hz, */meta = 1.1 Hz, 1H, BrCqCHCHCH), 7.42-7.38
(m, 1H, CIPh-H), 7.36 (t, *Jorno = 7.9 Hz, 1H, BrCqCHCHCH), 7.27-7.17 (m, 3H, CIPh-H),
5.06 (s, 2H, NCH.>).

BC-NMR: (CDCls, 100.62 MHz), 3 [ppm] = 167.10 (SC=0), 165.81 (N(C=0)Cy), 135.36
BrC,CHC,), 133.58 (BrCqCHCHCH), 133.37 (NCH2Cy), 133.12 (BrCqCHCy), 132.63 (BrPh-
CH=C,), 132.17 (NCH2CoC,Cl), 130.84 (BrC,CHCHCH), 130.01 (CICa,), 129.42 (CICa,),
128.76 (NCH,C,CH), 128.52 (BrC,CHCHCH), 127.18 (CICa,), 123.52 (BrC,), 123.04
(N(C=0)C,), 43.22 (NCH,).

IR: U [cm™'] = 3410 (w, Oberschwingung C=0), 3087-3027 (w, C-H aromatisch/ungesiittigt,
V), 2965-2933 (w, C-Ha, v), 1739 (s, C=0, v), 1682 (s, C=0, v), 1603 (s, C=C aromatisch, v),
1555 (m, C=C aromatisch, v), 1474 (s, C=C aromatisch, v), 1441 (w, C-Ho, 06), 1079 (s, Aryl-
CI), 1040 (s, Aryl-Br), 746 (s, C-H, o out of plane, o-substituierter Aromat), 777 (s, C-H, o

out of plane, m-substituierter Aromat).

8.3.2 Derivate und Zwischenstufen der Thiazolin-2-one

SV92: 2-Bromoctanal

)

PO

Br

Molare Masse: 207.11 g/mol

Summenformel: CgH;sBrO

Methode: D

Ansatz: -Bortribromid: 385 ul, 4 mmol (1.0 Aq.) in DCM 12 ml
-1-Octin: 590 pl, 4 mmol (1.0 Aq.)
-Na-Citrat-Puffer (2M/pHS): 12 ml

-methanol. Kaliumacetat-Lsg.: 1.96 g, 20 mmol (5 Aq.) in 10 ml MeOH
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-H>0, 35 %: 12 ml
Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [15/1])
Ausbeute: 105 mg (507 umol, 13 %), klare, farblose Fliissigkeit
Rs-Wert: 0.33 (n-Hexan/Diethylether [10/1])

TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), § [ppm] = 9.42 (d, 3J = 3.1 Hz, 1H, CHO), 4.21 (ddd, 3J =
8.1 Hz, 3J = 6.2 Hz, 3J = 3.1 Hz, 1H, BrCH), 2.04 (ddt, 2J = 14.5 Hz, 3J = 9.9 Hz, 3J = 6.2 Hz,
1H, BrCHCH>24), 1.95-1.86 (m, 1H, BrCHCHzg), 1.56-1.23 (m, 8H, H:CCH.CH.CH>CH>),
0.88 (t, *J = 7.0 Hz, 3H, H3C).

BC-NMR: (CDCl;, 100.62 MHz), & [ppm] = 192.96 (C=0), 55.61 (BrCH), 31.82
(BrCHCH>»), 31.60 (H3CCH2CH>), 28.71 (H3CCH2CH2CH>), 27.02 (H;CCH2CH2CH2CH>),
22.62 (H3CCHb), 14.13 (H3O).

SV _Kohlenoxysulfid

Molare Masse: 60.07 g/mol

Summenformel: COS
Methode: E
Ansatz: -H>SO4 konz.: 150 ml
-gesittigte, wissrige NH4SCN-Losung: 25 ml

Aufreinigung: Sofern nicht unmittelbar ohne weitere Aufreinigungsschritte weiter umgesetzt
wurde das generierte Gas durch ein mit 33 % Natronlauge beschicktes Zehnkugelrohr und
anschlieend durch mit CaCO3 und CaCl befiillte Waschflaschen geleitet und in einem U-
Rohr bei ca. =70 °C kondensiert.

Eigenschaften: farbloses Gas
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SV93: Benzylammonium-N-benzylthiocarbamat

S
Mo
o H3N
0 3

N
H

Molare Masse: 274.38 g/mol
Summenformel: C;sHsN>OS
Methode: E/FAnsatz: -Benzylamin: 10.9 ml, 0.1 mol in 15 ml EtOH

-Kohlenoxysulfid T: frisch generiert aus gesittigter, wassriger NH4SCN-
Losung und konzentrierter H>SO4 (vgl. Methode E)

Aufreinigung: Waschen des filtrierten Feststoffs mit Et20 liefert sauberes Produkt
Ausbeute: 3.5 g (12.8 mmol, 26 %), weiller Feststoff
Schmelzpunkt: Zersetzung ab 45 °C

IH-NMR: (DMSO-d6, 400.13 MHz), & [ppm] = 7.49-7.46 (m, 3H, Benzyl-NH3), 7.39-7.14
(m, 10 H, Ph-H), 7.02 (s, 1H, Benzyl-NH), 4.13 (d, 3] = 5.1 Hz, 2H, Ph-CH,NH), 4.06 (s, 2H,
Ph-CH,NH3).

I3C.NMR: (DMSO-d6, 100.62 MHz), § [ppm] = 184.39 (C=S), 141.66 (HNCH»C,), 135.36
(HsNCH2Cy), 128.75 (2C, H3NCH.CqCH), 128.43 (2C, H3NCH.Cq,CHCH), 128.01
(HsNCHC,CHCHCH), 127.89 (2C, HNCH2C,CH), 127.09 (2C, HNCH2CqCHCH), 126.03
(HNCH2C,CHCHCH), 44.02 (Ph-CH>NH), 42.50 (Ph-CH>NH3).

IR: U [cm™!] = 3288 (s, N-H, v), 2858 (bs, N-H3*, v), 1604 (m, C=C aromatisch, v), 1584 (m,
C=C aromatisch, v), 1546 (s, N-Hs*, §), 1492 (s, Amid II), 1453 (m, C-Ha, ), 1213 (s, Amid
I), 719 und 693 (s, C-H, d out of plane, monosubstituierter Aromat).
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SV94: 3-Benzyl-5-hexylthiazol-2(3H)-on

PN

Molare Masse: 275.41 g/mol
Summenformel: CisH>NOS
Methode: G

Ansatz: -Benzylammonium-N-benzylthiocarbamat (SV93):

116.6 mg, 425 umol (1.0 Aq.)

-2-Bromoctanal (SV92): 105 mg, 510 umol (1.2 Aq.)
Aufreinigung: SC (PE/EtOAc [20/1] —= [2/1])
Ausbeute: 13.5 mg (49 umol, 12 %), gelbliche, hochviskose Fliissigkeit
R¢-Wert: 0.43 (PE/EtOAc [5/1])

TH-NMR: (CDCI3, 400.13 MHz), § [ppm] = 7.38-7.24 (m, 5H, Ph-H), 6.15 (t, *J = 1.2 Hz,
1H, NCH=C,), 4.82 (s, 2H, NCH>), 2.41 (dt, *J = 6.7 Hz, *J = 1.2 Hz, 2H, SC{CH>), 1.54—
1.46 (m, 2H, SC(CH,CH>), 1.33-1.23 (m, 6H, H3CCH,CH-CH,), 0.87 (t, °J = 6.9 Hz, 3H,
H3C).

BC-NMR: (CDCl3, 100.62 MHz), 8 [ppm] = 171.97 (C=0), 136.37 (NCH>C,), 129.05 (2C,
NCH2C,CHCH), 128.15 (NCH.CqCHCHCH), 127.95 (2C, NCH2C,CH), 120.13 (NCHC,),
118.99 (NCHC,), 48.41 (NCH»), 31.54 (H;CCH:CH»), 29.72 (SC,CH.CH»), 28.81
(H3CCH2CH2CH>»), 28.65 (SCqCHb>), 22.65 (H3;CCH>), 14.14 (H30).

IR: ¥ [cm™'] = 3312 (w, Oberschwingung C=0), 3086-3032 (w, C-H aromatisch, v), 2954 (s,
C-H gesittigt, v), 2925 (s, C-H gesittigt, v), 2854 (s, C-H gesiittigt, v), 1658 (bs, C=0, v),
1496 (m, C=C aromatisch, v), 1455 (m, C-Haz, 8), 1374 (m, C-Hs, ), 728 (m) und 698 (s, C-

H, d out of plane, monosubstituierter Aromat).
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SV96: 2-Methylbenzylammonium-/N-(2-methylbenzyl)-thiocarbamat

S

®
)-k o H3N

N O
H

Molare Masse: 302.43 g/mol

Summenformel: C17H22N>0S

Methode: E/F

Ansatz: -2-Methylbenzylamin: 5.12 ml, 41.2 mmol in 15 ml EtOH

-Kohlenoxysulfid T: frisch generiert aus gesittigter, wassriger NH4SCN-
Losung und konzentrierter H2SO4 (vgl. Methode E)

Aufreinigung: Waschen des filtrierten Feststoffs mit EtO liefert sauberes Produkt
Ausbeute: 2.6 g (8.6 mmol, 42 %), weiller Feststoff
Schmelzpunkt: Zersetzung ab 45 °C

IH-NMR: (DMSO-d6, 400.13 MHz), & [ppm] = 7.41-7.39 (m, 1H, Benzyl-NH), 7.23-7.05
(m, 8 H, Ph-H), 6.97-6.84 (m, 3H, Benzyl-NH3), 4.11-4.10 (m, 2H, Ph-CH>NH3), 3.93 (m,
2H, Ph-CH-NH), 2.31-2.23 (m, 6H, H5C).

BC-NMR: (DMSO-d6, 100.62 MHz), & [ppm] = 183.98 (C=S), 139.13 (Cgar), 137.96 (Cy/ar),
136.02 (Cyar), 134.87 (Cyar), 129.97 (Car), 129.44 (Car), 128.27 (Car), 127.45 (Car), 127.22
(Can), 125.98 (Car), 125.85 (Car), 125.40 (Car), 41.93 (Ph-CH;NH3), 40.84 (Ph-CH:NH),
18.64 (2C, Ph-CH3).

IR: ¥ [cm™'] = 3260 (s, N-H, v), 2836 (bs, N-H3*, v), 1606 (m, C=C aromatisch, v), 1556 (s,
N-H3*, 9), 1504 (s, Amid II), 1459 (s, C-H gesittigt, 8), 1387 (m, C-Hs, ds), 1223 (s, Amid I),
747 (s, C-H, 0 out of plane, o-substituierter Aromat).
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SV102: 5-Hexyl-3-(2-methylbenzyl)-thiazol-2(3H)-on

A

Molare Masse: 289.44 g/mol
Summenformel: C7H>3NOS
Methode: G

Ansatz: -2-Methylbenzylammonium-N-(2-methylbenzyl)-thiocarbamat (SV96):
1.512 g, 5 mmol (1.0 Aq.)

-2-Bromoctanal (SV92): 1.048 g, 5 mmol (1.0 Aq.)
Aufreinigung: SC (PE/EtOAc [20/1] - [2/1])
Ausbeute: 143 mg (494 umol, 10 %), gelbliche, hochviskose Fliissigkeit
R¢-Wert: 0.21 (PE/EtOAc [10/1])

'TH-NMR: (CDCl3, 400.13 MHz), & [ppm] = 7.24-7.11 (m, 4H, H3CPh-H), 6.03 (t, *J = 1.2
Hz, 1H, NCH=C,), 4.81 (s, 2H, NCH>), 2.39 (dt, °J = 6.7 Hz, *J = 1.2 Hz, 2H, SC,CH>), 2.29
(s, 3H, H5C-Ph), 1.52-1.45 (m, 2H, SC,CH.CH>), 1.32-1.19 (m, 6H, H3;CCH.CH>CH>), 0.86
(t,3J = 6.9 Hz, 3H, H:CCH,).

BC-NMR: (CDCl;, 100.62 MHz), 8 [ppm] = 171.77 (C=0), 136.75 (NCH2Cy), 134.09
(HsCCy), 13091 (H3CCqCH), 128.74 (NCH2CqCH), 128.42 (Car), 126.49 (Car), 120.07
(NCH(,y), 118.73 (NCHCy), 46.70 (NCH>»), 31.51 (H;CCH2CH2>), 29.76 (SCqCH>CH>), 28.79
(H;CCH2CH2CH>), 28.59 (SCqCH>»), 22.63 (H3CCH>»), 19.17 (Ph-CH3), 14.12 (H3CCH>»).

IR: U [cm™'] = 2954 (s, C-H gesittigt, v), 2925 (s, C-H gesittigt, v), 2855 (s, C-H gesiittigt, v),
1662 (bs, C=0, v), 1493 (m, C=C aromatisch, v), 1459 (s, C-Ha, 6), 1376 (m, C-Hs, ds), 740

(s, C-H, o out of plane, o-substituierter Aromat).

213



Experimentalteil

8.3.3 Substrat 2-trans-Octenoyl-Coenzym A und Zwischenstufen

SVO07: 2-trans-Octenoyl-N-hydroxysuccinimidester

O O
WO_N
O

Molare Masse: 239.27 g/mol

Summenformel: Ci12H7NO4

Methode: 1

Ansatz: -N-Hydroxysuccinimid: 1.73 g, 15 mmol (1.0 Aq.)
-2-trans-Octensaure: 2.26 ml, 15 mmol (1.0 Aq.)
-Dicyclohexylcarbodiimid DCC: 3.09 g, 15 mmol (1.0 Aq.)

Aufreinigung: Umkristallisation aus EtOH und SC (PE/EtOAc [10/1])

Ausbeute: 2.63 g (11 mmol, 73 %), weiller Feststoff

Re-Wert: 0.24 (Petrolether/Ethylacetat [5/1])

Schmelzpunkt: 60-61 °C

Loop-ESI-MS: gefunden: [M+Na]* 262.0 und [M+H]* 240.2; berechnet: 239.12

LC-MS: R; = 10.0 min, Reinheit: 97.9 %

TH-NMR: (CDCls, 400.13 MHz), & [ppm] = 7.28 (dt, *Jiyans = 15.8 Hz, 3J = 6.9 Hz, 1H,
CO.CH=CH), 6.01 (dt, *Jyas = 15.8 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, CO.CH=CH), 2.84 (s, 4H,
N(C=0)CH.CH»), 2.32-226 (m, 2H, CO;CH=CHCHz), 1.54-1.46 (m, 2H,
H3CCH,CH,CH>), 1.35-1.28 (m, 4H, H3CCH>CH>), 0.89 (t, 3J = 7.0 Hz, 3H, H3C).

BC-NMR: (CDCl3, 100.62 MHz), § [ppm] = 169.46 (2C, N(C=0),), 161.54 (CO,CH=CH),
156.39 (CO.CH=CH), 115.43 (CO.CH=CH), 32.95 (CO.,CH=CHCH>), 31.39 (H;CCH2CH>),
27.37 (H3CCH2CH2CH>), 25.74 (2C, N(C=0)CH>CH>), 22.49 (H3CCH>), 14.01 (H30).

IR: ¥ [cm™'] = 3509 (w, Oberschwingung C=0), 2955 (s, C-H gesiittigt, v), 2925 (s, C-H
gesittigt, v), 2859 (s, C-H gesittigt, v), 1770 (s, C=0, v), 1727 (bs, C=0, v), 1644 (s, C=0
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oder C=C, v), 1454 (w, C-H gesiittigt, 8), 1365 (m, C-H3, &), 1208 (s, C-O, v), 726 (m, CH,-

rocking).
SV _Ethylcarbonat-2-trans-octenoyl-anhydrid
O O
/\/\/\)J\ )J\
o~ Do N

Molare Masse: 214.26 g/mol

Summenformel: C;1Hs04

Methoden: H1/H2

Ansatz: siche Methoden H

Aufreinigung: Das Rohprodukt wurde unmittelbar weiter umgesetzt
Ausbeuten: mittels DC-Kontrollen wurde die quantitative Umsetzung nachvollzogen

R¢-Wert: 0.65 (PE/EtOAc [10/1])

SV _2-trans-Octenoylcoenzym A

NH,
3
N N
# ~ )k/\ </f\)
\/\/\/\2;(3\/\N19 OPOPOmN
28 0
9
8 7
(|) OH
o} Fl’—OH
OH

Molare Masse: 891.71 g/mol

Summenformel: C0H4sN7017P3S

Methoden: J1/2/3/4

Ansatz: siehe Methoden J (Kapitel 8.2.10)

Aufreinigung: sieche Methoden J (Kapitel 8.2.10)
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Ausbeuten: J1 ( <25 %), J2 (<10 %), J3 (£ 4 %), J4 (<4 %)
Loop-ESI-MS: gefunden: [M+H]* 892.3; berechnet: 891.20

IH-NMR: (D;0, 400.13 MHz), 5 [ppm] = 8.63 (s, 1H, 4-H), 8.35 (s, 1H, 1-H), 6.98 (dt, 3Jirans
= 15.4 Hz, 3] = 6.9 Hz, 1H, 24-H), 6.22 (d, 3] = 4.7 Hz, 1H, 6-H), 6.20 (d, *Jiyans = 15.4 Hz,
1H, 23-H), 4.89-4.84 (m, 2H, 7-H, 8-H), 4.63 (s, 1H, 9-H), 4.30 (s, 2H, 10-H,), 4.06 (s, 1H,
15-H), 3.90-3.85 (m, 1H, 11-Ha), 3.63-3.59 (m, 1H, 11-Hg), 3.48 (t, 3/ = 6.4 Hz, 2H, 17-H>),
3.39 (t, 3] = 6.2 Hz, 2H, 20-H>), 3.08 (1, 3] = 6.2 Hz, 2H, 21-H>), 2.47 (t, 3] = 6.4 Hz, 2H, 18-
H»), 2.21 (dd, 3J = 13.8 Hz, 3J = 6.9 Hz, 2H, 25-H>), 1.45 (dt, 3J = 13.8 Hz, 3J = 7.1 Hz, 2H,
26-H>), 1.33-1.25 (m, 4H, 27-H,, 28-H>), 0.95 (s, 3H, 12-CHsa), 0.87 (t, 3J = 6.9 Hz, 3H, 29-
H3), 0.82 (s, 3H, 12-CHsp).

I3BC.NMR: (D;0, 100.62 MHz): Trotz Messzeiten bis 72 h S/N-Verhiiltnis feldweise zu klein.
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8.4 Expression und Aufreinigung von InhA

Nachfolgend sind einige charakteristische Parameter von InhA dargestellt (siehe Tabelle 27).

Tabelle 27: Charakteristische Parameter von InhA.

Molekular- | Isoelektrischer | Amino- | SDS- Quartir- Extinktions- Korrekturfaktor
gewicht Punkt sduren Gel struktur koeffizient ¢ (Nanodrop 280 nm)
28.5 kDa 5.73 269 15% Tetramer 30940 M~'cm™! 0.922

8.4.1 Transformation von kompetenten E.coli-Bakterien mit dem Plasmids pET15b

Es wurde 1ul Plasmid (pET15b, Novagen) auf 100 ul kompetente E.coli-Zellen
(BL21(DE3)pLysS, Stratagene) pipettiert und fiir zehn Minuten auf Eis inkubiert. Nach
Behandlung fiir 90 Sekunden bei 42 °C (Hitzeschock) erfolgte sofortige Eiskiihlung. Es
wurde 1 ml LB-Medium zugegeben und anschlieBend fiir 15 Minuten bei 37 °C unter
Schiitteln inkubiert. 100 ul der transformierten Zellen wurden auf LB*™P©©™_Agarplatten
ausgestrichen, die Ampicillin (100 pg/ml) und Chloramphenicol (34 pg/ml) enthielten. Das

Wachstum der positiven Transformanten erfolgte bei 37 °C iiber Nacht.

8.4.2 Expression von InhA in E.coli

Zur Kultivierung einer Vorkultur wurden zwei Kolonien der Transformanten geerntet und in
mit 100 pg/ml Ampicillin und 34 pg/ml Chloramphenicol angereichertes LB-Medium
eingebracht. Bei 37 °C und unter Schiitteln mit 200 rpm wurde bis zur Zellsittigung inkubiert.
Mit der Vorkultur wurde eine Hauptkultur in LB-Medium durch Animpfen bis zu einem
ODsoo-Wert von 0.05 angesetzt. Die Hauptkultur wurde bei 37 °C und Schiitteln mit 200 rpm
inkubiert. Bei einem ODgoo-Wert von 0.5-0.6 erfolgte die Induktion durch Zufiigen von
Isopropyl-f-D-1-thiogalactopyranosid IPTG bis zur Endkonzentration von 0.5 mM und
gleichzeitiger Temperaturerniedrigung auf 30 °C. Nach 4 Stunden bei 30 °C unter Schiitteln
bei 200 rpm wurde die Zellsuspension fiir 15 Minuten bei 4 °C mit 5000 g zentrifugiert. Der

Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets bei —80 °C eingefroren.

8.4.3 Nickel-Affinitits-Chromatographie

Bei einer Temperatur von 4 °C wurde das aufgetaute Bakterienpellet in Bindepuffer
resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte durch Ultraschall. Das Zelllysat wurde zentrifugiert (1 h,
50000 g, 4 °C) um die Zellfragmente vom Uberstand zu trennen. Der Niederschlag wurde
verworfen und der Uberstand wurde mit der Probenpumpe P960 auf die Nickel-
Affinititssdule (HisTrap HP 5 ml Sédule (GE Healthcare)), die zuvor mit Bindepuffer

dquilibriert wurde, geladen. Mit acht Séulenvolumina Bindepuffer (5 mM Imidazol,
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Durchflussfraktion) wurden die ungebundenen Proteine ausgewaschen. Anschliefend wurden
mit sechs Sdulenvolumina Waschpuffer mit etwas hoherer Konzentration an Imidazol (50 mM
Imidazol, Waschfraktion) die unspezifisch gebundenen Proteine entfernt. Das Zielprotein
InhA wurde kompetitiv durch einen Imidazol-Gradienten von 60-500 mM iiber 20
Sédulenvolumina Elutionspuffer (500 mM Imidazol, Elutionsfraktion) aus dessen Bindung an
die stationdre Phase verdringt und eluiert. Das Volumen der gesammelten Fraktionen betrug
3 ml. Die Detektion erfolgte photometrisch bei 280 nm, sowie durch SDS-PAGE der
Durchfluss-, Wasch- und Elutionsfraktionen. Die vereinigten Fraktionen des gereinigten
Proteins wurden iiber PDI10 DesaltingColumns (GE  Healthcare) auf den
GroBenausschlusspuffer (20 mM PIPES pH 6.8, 150 mM NaCl) umgepuffert und vom
Imidazol befreit. Das Volumen wurde iiber einen Zentrifugalfilter (Vivaspin, MW cut off
5000 Da) auf ca. 5ml eingeengt. Diese Proteinlosung wurde anschliefend einer
GroBenausschlusschromatographie unterzogen. Die Zusammensetzungen der verwendeten

Puffersysteme sind nachfolgend aufgefiihrt (siehe Tabelle 28).

Tabelle 28: Zusammensetzungen der Puffersysteme fir die Nickel-Affinitdts-Chromatographie.

Bindepuffer Waschpuffer Elutionspuffer
20 mM TRIS pH 7.9 | 20 mM TRIS pH 7.9 | 20 mM TRIS pH 7.9
500 mM NaCl 500 mM NaCl 500 mM NaCl
5 mM Imidazol 50 mM Imidazol 500 mM Imidazol

8.4.4 GroBenausschlusschromatographie

Die GroBenausschlusschromatographie (Size Exclusion Chromatography, SEC) erfolgte mit
einem AktaPurifier 10 Fliissigkeitschromatographie-System (GE Healthcare) ausgestattet mit
einer Probenpumpe P960, dem Detektionssystem Monitor pH/C-900 zur pH-, Leitfdhigkeits-
und Temperaturmessung, dem Detektionssystem Monitor UV-900 zur UV-VIS-Messung bei
bis zu drei verschiedenen Wellenlingen und dem Fraktionssammler Frac-950. Es wurde eine
HiLoad 26/60 Superdex 200pg-Séule (GE Healthcare) mit einem Sidulenvolumen von 320 ml
und einem Trennbereich von 10-600 kDa bei einer Flussrate von 1.5 ml/min und isokratisch
eluierten gesammelten Fraktionsvolumina ca. 3.5 ml verwendet. Die Detektion erfolgte
photometrisch bei 260 und 280 nm. Mittels SDS-PAGE wurden die Fraktionen mit reinem
Protein identifiziert, vereinigt und iiber einen Zentrifugalfilter (Vivaspin, MW cut off
5000 Da) bis zur Konzentration von 6.7 mg/ml eingeengt. Die Bestimmung der

Proteinkonzentration erfolgte mit einem NanoDrop2000 Spektrophotometer (Thermo Fisher
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Scientific) unter Einbezug eines Korrekturfaktors von 0.922. Die Proteinlosung wurde
umgehend in Aliquote & 50 pl aufgeteilt und nach Einfrieren mit fliissigem Stickstoff bei —
80 °C gelagert. Die Zusammensetzung des verwendeten Puffersystems ist nachfolgend

aufgefiihrt (siehe Tabelle 29).

Tabelle 29: Zusammensetzung des GréBenausschlusspuffers.

GrofBenausschlusspuffer

20 mM PIPES pH 6.8

150 mM NaCl

8.4.5 SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zum qualitativen Nachweis und zur Analyse des Reinheitsgrades des Proteins wurde nach
jedem Aufreinigungsschritt ein SDS-Gel entwickelt. Um das Molekulargewicht der
verschiedenen, nach Entwicklung erhaltenen Proteinbanden abschitzen zu kdnnen, wurde ein
GroBenmarker (PageRuler Fermentas) mitentwickelt, der bereits gefirbte Proteine bekannter
Molekiilmassen zwischen 10 und 170 kDa enthielt. Bevor die Proben auf das Gel aufgetragen
wurden, wurden 10 pl der Proteinprobe mit 3 pl Ladepuffer 5x gemischt und fiir fiinf Minuten
bei 95 °C erhitzt. Die Entwicklung erfolgte bei einer angelegten Spannung von 200 V fiir
45 Minuten. Das Gel wurde anschlieend fiir 20 Minuten die Firbelosung eingelegt um die
Proteinbanden anzufidrben. Vor der Auswertung wurde iiberschiissiger Farbstoff mit
Entfirbelosung entfernt. Nachstehend sind die verwendeten Puffer und Losungen fiir die

SDS-PAGE aufgelistet (sieche Tabelle 30).

Tabelle 30: Verwendete Puffer und Lésungen fir die SDS-PAGE.

Fiérbelosung Entfarbelosung | Laufpuffer 1x Ladepuffer 1x
50% Methanol 10% Methanol 25 mM TRIS 50 mM TRIS pH 6.8
10% Essigsédure 5 % Essigsdure 0.1% SDS 2% SDS
0.1% Coomassie brilliant blue 192 mM Glycin | 0.1% Bromphenolblau
10% Glycerol
100 mM DTT
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8.5 Enzymatische Testverfahren
Die Auswertung der gemessenen enzymkinetischen Daten erfolgte mit der Software GraFit
Version 5.0.13 von Erithacus Software Limited oder Skanlt Version 2.3 von Thermo Fisher

Scientific.

8.5.1 InhA-Assay
a) UV-VIS-spektroskopische Variante

Der gekoppelte enzymatische Assay wurde an einem Appliscan-Microplate-Reader von
ThermoFischerScientific in transparenten 96-Well-Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Die
angegebenen Konzentrationen sind Endkonzentrationen bei einem Gesamtvolumen von
100 ul pro Well. Das Screening der Substanzbibliothek erfolgte bei Inhibitorkonzentrationen
von jeweils 20 uM, wobei jede Messung als Duplikat oder Triplikat durchgefiihrt wurde. Die
Negativkontrolle erfolgte ohne Zugabe von Inhibitor (DMSO-Wert). Die Steigung der
Geraden dieser Messung entspricht einer Enzymaktivitit von 100 %. Die Steigungen der
Geraden der Messungen mit Inhibitoren entsprechen den Restenzymaktivititen. Die folgende

Tabelle fasst die Assaybedingungen des Screenings zusammen (siehe Tabelle 31).

Tabelle 31: Assaybedingungen fiir die UV-VIS-spektroskopische Detektion.

InhA-Assay (Endvolumen 100 ul)

73 ul Puffer, 8 ul NADH 10mM, 12 ul 2toCoA 5mM, 5 ul DMSO bzw.
Volumina
Inhibitor 400 uM, 2 ul InhA 25uM
NADH 800 uM, 2toCoA 600 uM, DMSO/Inhibitor 5%/20 uM, InhA 500
Endkonzentration/well
nM
Substrat 2-trans-octenoyl-CoA (2toCoA), Cosubstrat NADH
Enzympuffer PIPES 30 mM pH 6.8, 150 mM NaCl
Assaypuffer PIPES 30 mM pH 6.8, 150 mM NaCl, ImM EDTA
Temperatur 25°C
Detektion UV/VIS 340 nm
Screening [1]: 20 uM
Verdiinnungsreihe [I]: 0-25 uM Triclosan

b) Fluorimetrische Variante
Der fluorimetrische Enzymassay wurde an einem Cary Eclipse Fluorimeter der Firma Varian
mit weillen 96-Well-Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Die angegebenen Konzentrationen sind

Endkonzentrationen bei einem Gesamtvolumen von 200 ul pro Well. Die Validierung erfolgte

220




Experimentalteil

durch Vermessung der Positivkontrolle Triclosan bei 20 uM, wobei jede Messung als
Triplikat durchgefiihrt wurde. Die Negativkontrolle erfolgte ohne Zugabe von Inhibitor
(DMSO-Wert). Die Steigung der Geraden dieser Messung entspricht einer Enzymaktivitét
von 100 %. Die Steigungen der Geraden der Messungen mit Inhibitor entsprechen den
Restenzymaktivititen. Die folgende Tabelle fasst die Assaybedingungen mit fluorimetrischer

Detektion zusammen (siehe Tabelle 32).

Tabelle 32: Assaybedingungen fiir die fluorimetrische Detektion.

InhA-Assay (Endvolumen 200 ul)

142 pl Puffer, 20 pl NADH 5mM, 24 ul 2toCoA 5mM, 10 ul DMSO bzw.
Volumina
Inhibitor 400 uM, 4 ul InhA 25uM
NADH 500 uM, 2toCoA 600 uM, DMSO/Inhibitor 5%/20 uM, InhA 500
Endkonzentration/well
nM
Substrat 2-trans-octenoyl-CoA (2toCoA), Cosubstrat NADH
Enzympuffer PIPES 30 mM pH 6.8, 150 mM NaCl
Assaypuffer PIPES 30 mM pH 6.8, 150 mM NaCl, ImM EDTA
Temperatur 25°C
Detektion Ex 345 nm / Em 450 nm

8.5.2 Protease-Assays

Diese fluorimetrischen Enzymassays wurden an einem Cary Eclipse Fluorimeter der Firma
Varian mit  weilen  96-Well-Mikrotiterplatten  durchgefiihrt. Die  angegebenen
Konzentrationen sind Endkonzentrationen bei einem Gesamtvolumen von 200 ul pro Well.
Das Screening an den Enzymen erfolgte bei Inhibitorkonzentrationen von jeweils 20 uM,
wobei jede Messung als Duplikat durchgefiihrt wurde. Die Negativkontrolle erfolgte ohne
Zugabe von Inhibitor (DMSO-Wert). Die Steigung der Geraden dieser Messung entspricht
einer Enzymaktivitdt von 100 %. Die Steigungen der Geraden der Messungen mit Inhibitoren
entsprechen den Restenzymaktivitidten. Die folgenden Tabellen fassen die Assaybedingungen
des Screenings, sowie Herkunft der verwendeten Enzyme und Substrate zusammen (siche

Tabelle 33—40).

Tabelle 33: Assaybedingungen fiir Cathepsin B.

Cathepsin B (humane Leber)
Volumina 180 pl Puffer, S5ul Enzym, 10 ul DMSO bzw. Inhibitor 400 uM, 5 pul Substrat
Substrat Z-Phe-Arg(7-amino-4-methylcumarin), HCI (100 uM), K, = 150 uM
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Cathepsin B (humane Leber)

Enzympuffer TRIS-Puffer (pH 6.5): 50 mM TRIS, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl, 2mM DTT

Assaypuffer TRIS-Puffer (pH 6.5): 50 mM TRIS, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl, 0.005% Brij
35

Temperatur 25°C

Detektion Ex: 380 nm / Em: 460 nm, 10 min

Screening [1]: 20 uM

Verdiinnungsreihen | [1]: 0-20 pM

Tabelle 34: Assaybedingungen fur Cathepsin L.

Cathepsin L (Paramecium tetraurelia oder human liver)

Volumina 180 pl Puffer, S5ul Enzym, 10 ul DMSO bzw. Inhibitor 400 uM, 5 pl Substrat

Substrat Z-Phe-Argd(7-amino-4-methylcumarin), HCI (6.25 uM), Kin = 6.5 uM

Enzympuffer TRIS-Puffer (pH 6.5): 50 mM TRIS, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl, 2mM DTT

Assaypuffer TRIS-Puffer (pH 6.5): 50 mM TRIS, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl, 0.005% Brij
35

Temperatur 25 °C

Detektion Ex: 380 nm / Em: 460 nm, 10 min

Screening [1]: 20 uM

Verdiinnungsreihen | [I]: 0-20 uM

Tabelle 35: Assaybedingungen fiir Rhodesain.

Rhodesain (Trypanosoma brucei rhodesiense)
Volumina 180 pl Puffer, S5ul Enzym, 10 ul DMSO bzw. Inhibitor 400 uM, 5 pl Substrat
Substrat Z—Phe-ArgJ«(7—amino-4—methylcumarin), HCI1 (10 uM), K, = 826.5 nM
Acetat-Puffer (pH 5.5): 50 mM Natriumacetat, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl,
Enzympuffer
2mM DTT
Acetat-Puffer (pH 5.5): 50 mM Natriumacetat, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl,
Assaypuffer
0.005% Brij 35
Temperatur 25°C
Detektion Ex: 380 nm / Em: 460 nm, 10 min
Screening [1]: 20 uM
Verdiinnungsreihen | [1]: 0-20 uM
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Tabelle 36: Assaybedingungen fiir Falcipain.

Falcipain-2

(Plasmodium falciparum)

Volumina 180 pl Puffer, Sul Enzym, 10 ul DMSO bzw. Inhibitor 400 uM, 5 pul Substrat
Substrat Z-Phe-Argd.(7-amino-4-methylcumarin), HCI (25 uM), K, = 21.5 uM
Acetat-Puffer (pH 5.5): 50 mM Natriumacetat, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl,
Enzympuffer
2mM DTT
Acetat-Puffer (pH 5.5): 50 mM Natriumacetat, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl,
Assaypuffer
0.005% Brij 35
Temperatur 25°C
Detektion Ex: 380 nm / Em: 460 nm, 10 min
Screening [1]: 20 uM
Verdiinnungsreihen | [1]: 0-20 uM

Tabelle 37: Assaybedingungen fiir Leishmania-CPB.

Leishmania-CPB

(Leishmania mexicana)

Volumina 180 pl Puffer, 5 ul Enzym, 10 pl DMSO bzw. Inhibitor 400 pM, 5 ul Substrat
Substrat Z-Phe-Argl(7-amino-4-methylcumarin), HC1 (10 uM), K, = 5 uM
Enzympuffer Phosphat-puffer

Assaypuffer Phosphat-puffer

Temperatur 25°C

Detektion Ex: 380 nm / Em: 460 nm, 10 min

Screening [1]: 20 uM

Verdiinnungsreihen | [1]: 0-20 uM

Tabelle 38: Assaybedingungen fiir die Dengue-Protease.

Dengue-Protease

Volumina 180 pl Puffer, 5ul Enzym, 10 ul DMSO bzw. Inhibitor 400 uM, 5 pl Substrat
Substrat Boc-Gly-Arg-Argd(7-amino-4-methylcumarin), HCI, K, = 194 uM
Enzympuffer TRIS-Puffer (pH 9.0): 50 mM TRIS, 10 % Ethylenglykol, 0.0016% Brij
Assaypuffer TRIS-Puffer (pH 9.0): 50 mM TRIS, 10 % Ethylenglykol, 0.0016% Brij
Temperatur 25°C

Detektion Ex: 380 nm / Em: 460 nm, 10 min

Screening [1]: 20 uM

Verdiinnungsreihen | [I]: 0-20 pM
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Tabelle 39: Herkunft der jeweiligen Enzyme.

Cathepsin B Calbiochem

Cathepsin L Calbiochem

Rhodesain Prof. Dr. C. Kisker, Universitit Wiirzburg
Falcipain-2 M. Stempka, AK Schirmeister, Universitit Wiirzburg

Leishmania-CPB2.8 | Prof. Dr. J. Mottram, University of Glasgow, UK

Dengue-Protease AK Dr. Jochen Bodem, Virologie Uni Wiirzburg

Tabelle 40: Herkunft der verwendeten Substrate.

Z-Phe-Argd(7-amino-4-methylcumarin), HCI Bachem

Boc-Gly-Arg-Argl(7-amino-4-methylcumarin), HCI | Bachem
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8.6 Mikroskalierte Thermophorese (MST)
Fiir die Markierung von InhA mit einem Fluoreszenzfarbstoff wurde das Monolith NT™
Protein Labeling Kit RED-NHS der Firma NanoTemper verwendet. Das Test-Kit setzt sich

wie folgt zusammen.

e 25ug NT-647-NHS dye

¢ Spin Column A, Buffer Exchange

e Gravity Flow Column B, Purification
e Adapter 15 ml Falcons

e Labeling Buffer

Die folgenden Arbeitsschritte wurden nach dem Protein Labeling Procedure Manual (User
Manual Monolith NT™ Protein Labeling Kit VO11 Feb. 2012) des Test-Kits durchgefiihrt. Im
ersten Schritt wurde das aufgereinigte InhA mit InhA-Puffer auf eine Konzentration von
20 uM verdiinnt und anschlieend mit Labeling-Puffer umgepuffert. Im zweiten Schritt wurde
das umgepufferte InhA mit dem Fluoreszenzfarbstoff NT-647-NHS gelabelt. Im dritten

Schritt wurde das gelabelte Protein aufgereinigt.

Vor der Vermessung mit einem Gerit des Typs Monolith™ NT.115 der Firma NanoTemper
wurden die gelabelte Proteinlosung mit den Proben der jeweiligen Triclosan-
Verdiinnungsreihe (mit oder ohne NAD™) im Verhiltnis 1:1 gemischt und in die jeweiligen

Kapillaren (Typ K003 Monolith™ NT.115 Hydrophobic Capillaries) aufgezogen.
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9.2 Abkiirzungsverzeichnis

2tO
2toCoA
ACN
ACP
Aq.
AIDS
ATP
BCG
CoA
CYP
DC
DCC
DCM
DLS
DMF
DMSO
DNA
DOTS
DTNB
DTT
ETH
FAS
GUS
HIV
HPLC
HTS
IGRAs
INH
IPTG
ITC
MDR-TB
MGIT
MHK

2-trans-Octensdure
2-trans-Octenoyl-Coenzym A
Acetonitril

Acyl-Carrier-Protein

Aquivalent

Acquired Immune Deficiency Syndrome
Adenosintriphosphat

Bacillus Calmette-Guérin

Coenzym A

Cytochrom P450
Diinnschichtchromatographie
Dicyclohexylcarbodiimid
Dichlormethan

Dynamic Light Scattering
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsidure

Directly Observed Treatment Short-Course
5,5‘-Dithiobis-2-nitrobenzoesiure
Dithiothreitol

Ethionamid

Fatty Acid Synthetase

Gemeinschaft Unabhingiger Staaten
Human Immunodeficiency Virus
High Performance Liquid Chromatography
High Throughput Screening
Interferon-Gamma Release Assays
Isoniazid
Isopropyl-f-D-1-thiogalactopyranosid
Isothermal Titration Calorimetry
Multidrug-resistant tuberculosis
Mycobacteria Growth Indicator Tube

Minimale Hemmkonzentration
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MOTT Mycobacteria other than tuberculosis
MS Massenspektrometrie

MSC Microscale Thermophoresis

NADH Nicotinamidadenindinukleotid

NHS N-Hydroxysuccinimid

NMR Nuclear Magnetic Resonance

OCoA Octanoyl-Coenzym A

PAINS pan assay interference compounds
PCR Polymerase Chain Reaction

PIPES Piperazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonic acid)
RNA Ribonucleinsdure

RT Raumtemperatur

SAR Structure Activity Relationship

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

SOP Standard Operation Protocol

SPR Surface Plasmon Resonance

STIKO Stiandige Impfkomission

TB Tuberkulose

THF Tetrahydrofuran

THT Tuberkulin-Hauttest

TMS Tetramethylsilan

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Trometamol
WHO World Health Organization

XDR-TB Extensively drug-resistant tuberculosis
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