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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG



EINLEITUNG

,Alle 30 Sekunden stirbt in Afrika ein Kind an Malaria.«*

Malaria ist auch im 21. Jahrhundert eine der bedeutendsten Infektionskrankheiten
weltweit. Trotz des medizinischen Fortschritts fallen ihr vor allem auf dem afrikanischen
Kontinent jahrlich Uber eine Million Menschen zum Opfer. Auch die durch
Trypanosomen hervorgerufene Schlaf- und Chagas-Krankheit sowie die Leishmanien-
infektionen sind ein Grund flr die sehr hohe Morbiditat und Mortalitét der tropischen und
subtropischen Bevolkerung.

Hinzu kommt das scheinbar unlésbare Problem der HIV-Infektionen, die sich gerade in
afrikanischen L&ndern immer noch auf dem Vormarsch befinden. Das geschwéchte
Immunsystem von HIV-Infizierten macht sie zusétzlich anfalliger fir die schweren
Krankheitsverlaufe bei tropischen Infektionen. Die therapeutischen Mdglichkeiten sind in
allen Féllen sehr begrenzt und werden durch Resistenzen der Erreger weiter

eingeschrankt.

Ein groRBes Ziel ist es daher, neue therapeutische Konzepte gegen die erwéhnten
tropischen Infektionskrankheiten zu erforschen und neue Maglichkeiten zur Therapie zu
entwickeln. Ein solcher zentraler Therapieansatz scheint der eukaryotische Initiations-
faktor-5A (elF-5A) zu sein. Dieser ist nicht nur fur die Regulation des parasitaren
Wachstums zusténdig, sondern stellt dartiber hinaus einen essenziellen Replikationsfaktor
des HI-Virus dar. Ein Eingriff in die Bildung und Aktivierung von elF-5A konnte also
nicht nur fur die Bekdmpfung von Malariaparasiten, Trypanosomen und Leishmanien

eine Rolle spielen, sondern auch fur die Behandlung von HIV-Infektionen.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Entwicklung von niedermolekularen,
stickstoffhaltigen Verbindungen, den 4-Piperidonen, die als mogliche Inhibitoren des elF-
5A-aktivierenden Enzyms DOHH (Deoxyhypusinhydroxylase) das Potenzial besitzen,
sowohl Malariaparasiten als auch HI-Viren in ihrem Wachstum zu hemmen. Dariiber
hinaus stellen sie vielversprechende Ansatzpunkte in der Bekampfung von

Trypanosomen- und Leishmanieninfektionen dar. Ob sie immer die DOHH treffen, kann
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an dieser Stelle noch nicht gesagt werden, aber sie scheinen eine gute Leitstruktur flr

vielféltige antiinfektive Wirkungen zu sein.

1.1 Protozoeninfektionen

1.1.1 Malariaerreger Plasmodien

Jedes Jahr kommt es laut WHO zu (ber 250 Millionen Neuerkrankungen, wobei die
tatsachlichen Fallzahlen wohl weit dartiber hinaus gehen.>® Mehr als eine Million der
Infizierten sterben jahrlich, davon 90 Prozent in Afrika, wobei hauptsachlich Kinder und
Schwangere sudlich der Sahara betroffen sind. Damit ist die Malaria die h&ufigste letale

parasitare Infektionskrankheit weltweit.
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Abbildung 1-1 Verbreitungsgebiete der Malaria (modifiziert nach?)

Die Malaria-Erkrankung wird durch intrazellulére, einzellige Parasiten, den Plasmodien,
hervorgerufen. Die Ubertragung der Erreger auf den Menschen erfolgt ausschlieRlich

durch einen Stich der weiblichen Anophelesmiicke, die als Vektor dient.
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Unter den vielen bekannten Plasmodien-Arten kommen nur vier fiir eine Infektion des
Menschen in Betracht: Plasmodium ovale, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae
sowie Plasmodium falciparum. Diese 4 humanpathogenen Arten rufen Erkrankungen
unterschiedlichen Schweregrades und Verlaufs hervor. Plasmodium vivax und
Plasmodium falciparum sind fir 95% der Erkrankungen verantwortlich. Die grofte
Gefahr geht von Plasmodium falciparum aus, da dieser die potenziell todlich verlaufende
Malaria tropica verursacht. Das Problem hierbei ist, dass Plasmodium falciparum die
Oberflachenbeschaffenheit von befallenen Erythrozyten so verédndern kann, dass diese am
GefaRendothel haften bleiben. Dadurch kann es zu einem GefaRverschluss in wichtigen
Organen wie Lunge, Leber und Niere kommen. Desweiteren kann der Erreger die Blut-
Hirn-Schranke tberschreiten und so zu zerebralen GefaRschaden mit tédlichem Ausgang

fuhren.

Der Entwicklungszyklus der Malariaparasiten unterteilt sich in eine geschlechtliche
Vermehrungsphase, die in der Anopheles-Micke stattfindet und eine ungeschlechtliche
Vermehrungsphase, die im menschlichen Zwischenwirt ablauft (siehe Abbildung 1-2).
Fur die Vermehrung der Erreger muss also ein Wirtswechsel vorgenommen werden.

Bei einem Stich der weiblichen Anophelesmiicke werden mit deren Speicheldriisensekret
bestimmte Formen des Erregers, sogenannte Sporozoiten auf den Menschen (bertragen.
Diese gelangen uber die Blutbahn zur Leber und nisten sich dort in die Leberzellen ein.
Bei P. vivax und P. ovale kdnnen einige der Sporozoiten Dauerformen, sogenannte
Hypnozoiten ausbilden, die bis zu 3 Jahre in der Leber ohne klinische Symptome
persistieren koénnen, um dann Rezidive zu verursachen. Ansonsten findet in den
Leberzellen eine Reifung zu Schizonten statt (Schizogonie). In diesen Leberschizonten
kommt es durch tausendfache Teilung zur Bildung von jungen Parasitenformen, den
Merozoiten. Nach wenigen Tagen platzen die infizierten Leberzellen und entlassen die
Merozoiten in den Blutkreislauf. Diese befallen die roten Blutkorperchen (Erythrozyten),
in denen sich die Parasiten weiter vermehren. Innerhalb dieser Vermehrung treten
bestimmte Ringformen, sogenannte Trophozoiten auf, die zu Schizonten heranreifen. Aus
diesen Blutschizonten bilden sich wiederum Merozoiten, die beim Zerplatzen der

Erythrozyten erneut freigesetzt werden. Nun konnen weitere Erythrozyten befallen
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werden. Diese sogenannte erythrozytare Schizogonie kann (ber langere Zeit zyklisch
ablaufen. Durch die Zerstérung der roten Blutkérperchen kommt es zu den fiir die
Malariaerkrankung typischen, rhythmisch wiederkehrenden Fieberschiben. Alle 48 bis
72 Stunden kann das Fieber ausbrechen, was der Malaria tertiana (Fieber-schub am 1.

und 3. Tag) sowie der Malaria quartana (Fieberschub am 1. und 4. Tag) ihren Namen gab.

Geschlechiliche Foripflanzung in der Ungeschlechiliche Foripflanzung
Anopheles-Miicke im Menschen

Leberzelle : -~ W oo infizierte Leberzelle

e hepatische
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/ - Freisetzung von
Oozyste Freisefzung von Merozoiten , %
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Abbildung 1-2 Entwicklungszyklus der Malariaerreger (modifiziert nach®)

Nach einiger Zeit entwickelt sich ein Teil der Merozoiten in den roten Blutkdrperchen zu
Geschlechtsformen, den Gametozyten. Diese werden bei einem erneuten Stich des
Menschen durch die Anophelesmiicke dem Moskito wieder zugefihrt, in dem nun die
geschlechtliche Vermehrung ablaufen kann. Nachdem sich die Gametozyten im Darm der
Micke zu Gameten weiterentwickelt haben, verschmelzen die mé&nnlichen Formen
(Mikrogameten) mit weiblichen (Makrogameten) zu einer Zygote. Im Zuge eines

Reifungsprozesses entwickeln sich daraus ein Ookinet und schlieBlich eine Oozyste. In
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ihr entstehen neue Sporozoiten, die nach ihrer Freisetzung in die Speicheldriisen des
Insekts wandern. VVon dort aus werden sie bei einem erneuten Stich tber den Speichel auf

den menschlichen Zwischenwirt tibertragen.

1.1.1.1 Therapieoptionen und Resistenzentwicklung

Zur Behandlung der Malaria stehen mehrere Arzneistoffe mit unterschiedlichen
Angriffspunkten zur Verfligung. Diese Arzneistoffe stammen aus 7 Substanzklassen, die
nachfolgend néher betrachtet werden sollen. Gemessen an der Bedeutung der Malaria-
erkrankung gibt es dennoch recht wenige Therapieoptionen. Zudem erschweren
Resistenzbildungen in den Plasmodien sowie ein ungunstiges Nebenwirkungsprofil
einiger Arzneimittel eine effektive Therapie.

Die genauen Wirkmechanismen der meisten Substanzen sowie die Resistenz-
mechanismen sind zum Teil noch nicht vollstdndig verstanden, so dass hier nur

Vermutungen angestellt werden kénnen.

1.1.1.1.1 Hemmstoffe der Hamoglobinverwertung: 4-Aminochinoline und
Arylaminoalkohole

Das Hamoglobin der befallenen Erythrozyten dient dem Parasiten als fiir die Vermehrung
essenzielle Peptidquelle und wird in der parasitdren Nahrungsvakuole proteolytisch
gespalten. Im Zuge dieses Abbaus bleibt letztendlich der Hdm-Anteil Ubrig, der durch
Oxidation des zweiwertigen zum dreiwertigen Eisen in das fir den Parasiten toxische
Ferriprotoporphyrin-1X (FP1X) umgewandelt wird. Dieses wird nichtenzymatisch zum
Hamozoin agglomeriert und somit entgiftet. Der Abbau bzw. die Aggregatbildung zum
Hamozoin ist fur den Parasiten tberlebenswichtig.® Wie FPIX den Parasiten schadigt, ist
nicht klar. Membranverédnderungen und die Erzeugung von oxidativen Stress koénnten
hier eine Rolle spielen.’

Die 4-Aminochinoline reichern sich als Dikationen in der Nahrungsvakuole an. Sie
bilden durch ihre planare Struktur stabile Komplexe mit dem FPIX und verhindern die

Umwandlung zum Hamozoin und somit die ordnungsgemale Entgiftung des
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Hamoglobinabbauproduktes.® Untersuchungen zeigen, dass sich zwei Chloroquin-
molekile an zwei FPIX-Dimere anlagern und so einen FPIX-Chloroquin-Komplex der
Stéchiometrie 4:2 ausbilden.®

Vermutet wird, dass die FPIX-Aminochinolin-Komplexe auf ein noch unbekanntes
Membrantarget wirken, dadurch die Calciumkonzentration erhdht wird und dies eine
Agglomeration der Hamoglobin-Transportvesikel zur Folge hat. Ein ordnungsgeméler
H&moglobinabbau kann nicht mehr erfolgen und es kommt zur Sch&digung und Lyse der

Parasitenzellen, was letztlich zum Absterben des Parasiten fiihrt.>

S J@C

Chloroquin Amodiaquin
N N\/\
NNy ~ N N\
X =
b7 X
Cl N N OH
Piperaquin

Abbildung 1-3 4-Aminochinoline als Hemmstoffe der Himozoin-Bildung

Die Probleme dieser Stoffklasse sind die weit verbreiteten Resistenzen sowie vor allem
bei Amodiaquin die schweren Nebenwirkungen, wie letale Leberschédden und Agranulo-
zytosen.'**2 Durch Oxidation des 4-Aminophenol-Ringes im Amodiaquin entsteht ein

Chinonimin, das schwefelhaltige Proteine binden und somit Leberzellen sché&digen kann.

Resistenzen gegen Chloroquin treten vermehrt durch eine Mutation im Gen des

fl3

plasmodialen Chloroquin-Resistenz-Transporters (PfCRT) auf.™ Dieses Transportprotein

verhindert die Anreicherung des Chloroquins in der Nahrungsvakuole, indem der Wirk-
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stoff wieder aus der Vakuole heraus transportiert wird. Dieser Rucktransport wird durch
den Austausch eines basischen Lysins gegen das neutrale Threonin im CRT-Protein
ermoglicht. Nun kann keine Ladungsabstoung mehr zwischen der positiv geladenen
Lysinseitenkette und dem in der Nahrungsvakuole positiv geladenen Chloroquinkation

stattfinden. °4

Die Arylaminoalkohole besitzen einen &hnlichen Wirkmechanismus wie die 4-Amino-
chinolone. Jedoch wird hier vermutlich die Calciumfreisetzung gehemmt und somit die
Verschmelzung der Hamoglobintransportvesikel mit der Nahrungsvakuole verhindert.
Somit steht das Hamoglobin dem Parasiten als wichtige Nahrungsquelle nicht mehr zur

Verfiigung.” Mefloquin, Halofantrin und Lumefantrin kommen als Racemat zur

Anwendung.
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Abbildung 1-4 Arylaminoalkohole mit der Leitstruktur Chinin

Auch hier treten Resistenzen auf. Hierbei spielt die Zunahme der sogenannten MDR-

(multi drug resistance) 1-Transporter in der Membran der Nahrungsvakuole eine
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entscheidende Rolle. Dadurch werden die Wirkstoffe vermehrt aus dem Cytosol in die
Nahrungsvakuole transportiert und somit unschadlich gemacht.**

Nebenwirkungen der Arylaminoalkohole, wie Tinnitus, Herzrhythmusstérungen und
Neuropsychosen, fihren haufig zum Therapieabbruch.

1.1.1.1.2 Folsaure-Antagonisten

Esesas
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Dihydropteroat-Synthase | + HoN

p-Aminobenzoesaure

(e}

&rﬁ
&rﬁg
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Tetrahydrofols&ure

Dihydrofolat-Reduktase
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Abbildung 1-5 Vereinfachtes Schema der Folsauresynthese
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Im Unterschied zum Menschen sind Parasiten in der Lage, die fir die Nukleinséure-
synthese wichtige Folsdure selbst zu bilden. In den parasitaren Folatstoffwechsel und
somit in die Nukleinsduresynthese kann mit Hemmstoffen der Dihydropteroat-Synthase
(DHPS) sowie mit Dihydrofolat-Reduktase (DHFR)-Hemmstoffen eingegriffen werden.

Eine Hemmung der Dihydropteroat-Synthase wird mit 4-Aminosulfonamidderivaten wie
Sulfadoxin und mit dem Lepratherapeutikum Dapson erreicht. Sie wirken als Anti-
metaboliten, indem sie kompetitiv die p-Aminobenzoesaure verdrangen, die zum Aufbau
der Dihydrofolsdure bendtigt wird. Da diese Substanzen alleine eine nur recht schwache
antiparasitare Wirkung besitzen, werden sie mit Hemmstoffen der Dihydrofolat-
Reduktase (siehe Abbildung 1-6) kombiniert. Diesen Synergismus nutzt man z. B. in den
Malariamedikamenten Fansidar®, das eine Kombination aus Sulfadoxin und

Pyrimethamin darstellt, sowie im Lapdap®, einer Kombination aus Chlorproguanil und

Dapson.™
7
© =z
o\\S//o JN o\\s//o
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H,N H,N NH,
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HZNA( N Cl Oxidation H2N4<\ N Cl
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> R R
R=H ... Proguanil R=H ... Cycloguanil
R= ClI ... Chlorproguanil R=CI ... Chlorcycloguanil
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H2N4</N \ cl

N=—
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Abbildung 1-6 Hemmstoffe der Dihydropteroat-Synthase (Sulfadoxin, Dapson) sowie der Dihydrofolat-
Reduktase (Pyrimethamin, Proguanil)
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Proguanil und Chlorproguanil stellen Prodrugs dar, die durch Cytochrom-P450-Enzym-
vermittelte Oxidation (CYP 2C19) in ihre eigentliche Wirkform Cycloguanil bzw.
Chlorcycloguanil Gberfiihrt werden.

Resistenzen gegen diese Wirkstoffe entstehen durch Mutationen im dhps '- sowie dhfr -
Gen.™ Diese beinhalten den Austausch verschiedener Aminosauren in den Zielenzymen,
so dass eine wichtige Wechselwirkung mit den Wirkstoffen, die auf der Ausbildung von
Wasserstoffbriicken beruht, nicht mehr erfolgen kann.’

Diese Stoffgruppe ist nur bedingt einsetzbar, da schwere allergische Reaktionen auftreten
kdnnen (Steven-Johnson-Syndrom). Unter der Therapie mit Dapson kam es bei Patienten

mit Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Mangel zu hdamolytischen Anamien.

1.1.1.1.3 Artemisinine

Artemisinin Dihydroartemisinin Artemether Artesunat

Abbildung 1-7 Artemisinin mit seinen semi-synthetischen Derivaten

Die Artemisinine leiten sich vom Sesquiterpenlacton Artemisinin ab, das urspriinglich
aus dem einjahrigen Beiful? (Artemisia annua) stammt. Dessen Extrakte wurden schon
vor 2000 Jahren in China zur Behandlung von fiebrigen Erkrankungen eingesetzt.

Aufgrund der schlechten Loslichkeit des Artemisinins in Wasser sowie in Ol kommen
nur seine halbsynthetischen Derivate, wie die Acetale Dihydroartemisinin und

Artemether sowie der Ester Artesunat, zum Einsatz (siehe Abbildung 1-7).

' Dihydropteroat-Synthase-Gen
"' Dihydrofolat-Reduktase-Gen
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Hinsichtlich des Wirkmechanismus gibt es 2 Theorien:

1) Das Endoperoxid scheint fiir die Wirksamkeit das essenzielle Strukturelement zu
sein. Durch eine Eisen(ll)-vermittelte Spaltung der Endoperoxidbriicke in der
Nahrungsvakuole entstehen reaktive Kohlenstoffradikale, die mit dem Ham selbst
interagieren sowie parasitdre Proteine schadigen und inaktivieren (Multiple-
Target-Theorie).*® Nach neuesten Erkenntnissen an Hefemodellen scheint dieser
Mechanismus jedoch eher im parasitdren Mitochondrium abzulaufen. Nach der
Aktivierung durch in der Mitochondrienmembran vorhandene Eisenionen kommt
es zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, die letzendlich den Elektronen-
transport stéren und zum Zusammenbruch des mitochondrialen Membran-
potentials fuhren.™®

2) Diesem Mechanismus steht die Hemmung eines definierten Zielproteins
aullerhalb der Nahrungsvakuole bzw. des Mitochondriums gegentiber. So kénnten
die Artemisinine den Parasiten schadigen, indem sie eine membransténdige
Calcium-ATPase (PTATP6) hemmen, die Calciumionen in das endoplasmatische

Retikulum transportiert. Dadurch wird die Calcium-Homdostase gestort.’1%20:21

Artemether und Artesunat werden recht schnell in den biologisch aktiven Haupt-
metaboliten Dihydroartemisinin umgewandelt. Artesunat kann neben der oralen (orale
Bioverfugbarkeit ca. 15%), intramuskuléren sowie rektalen Gabe aufgrund seiner freien
Carboxylatgruppe und der damit verbundenen guten Wasserloslichkeit auch intravends
gegeben werden. Im Blut wird es vermutlich nichtenzymatisch innerhalb von Minuten zu
Dihydroartemisinin hydrolysiert.”* Dihydroartemisinin besitzt eine relativ kurze Halb-
wertszeit von 40 bis 60 Minuten und wird daher rasch aus dem Plasma eliminiert.
Artemether besitzt eine ausreichend gute orale Bioverfligbarkeit von 43%. Es wird
langsamer als Artesunat durch oxidative Desalkylierung zu Dihydroartemisinin
metabolisiert. Die Plasmahalbwertszeit betragt 1-2 Stunden.?®

Die Artemisininderivate sind die effektivsten Malariatherapeutika, die es bis jetzt auf

dem Markt gibt. Sie reduzieren die Parasitenlast pro asexuellen Zyklus um den Faktor 10*

12
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und sind gegen alle erythrozytdren Stadien - auch gegen die frihen Ringstadien -
wirksam.?

Bis jetzt sind kaum klinisch relevante Resistenzen gegen die Artemisinine bekannt, aber
Hinweise auf eine verminderte Wirksamkeit von Dihydroartemisinin in vitro sowie
Rezidive nach einer Artesunat-Monotherapie sind sehr besorgniserregend.*”* Es ist nicht
auszuschliel3en, dass sich im Laufe der Zeit, gerade unter der Monotherapie, Resistenzen
ausbilden konnen. Aufgrund der raschen Elimination der Artemisinine und um das Risiko
von Resistenzen sowohl gegen die Artemisinine als auch gegen Malariatherapeutika aus
anderen Wirkstoffklassen zu minimieren, geht man laut WHO-Empfehlungen dazu Uber,
Artemisinine in Kombination mit anderen, langer wirksamen Stoffen einzusetzen.?>?%’
Sie bilden dabei die Grundlage der Artemisinin-basierten Kombinationstherapie (ACT:
artemisinine based combination therapy).?? Die am haufigsten verwendeten Kombi-
nationen, die von der WHO empfohlen werden, sind die Artesunat-Kombinationen mit
Mefloquin, Amodiaquin und Pyrimethamin/ Sulfadoxin sowie Dihydroartemisinin mit
Piperaquin.”®*® Dariiber hinaus wird Artemether mit dem Arylaminoalkohol Lumefantrin
kombiniert (Riamet®, Coartem®), was einen deutlich additiven Effekt in der Wirkung
hat.'**! Da Artemether, Artesunat und der aktive Metabolit Dihydroartemisinin nach
etwa 3 Tagen komplett aus dem Kreislauf eliminiert sind, fihrt man danach praktisch
eine Art Monotherapie mit dem langer wirksamen Kombinationspartner durch, der die
ubrig gebliebenen Parasiten abtéten soll. Was die Entstehung resistenter Parasiten angeht,
wird der Einsatz von Stoffen mit unterschiedlichen pharmakokinetischen Profilen jedoch

kontrovers diskutiert.*?

1.1.1.1.4 Hemmstoffe der Atmungskette

Atovaquon, ein Strukturanalogon des Ubichinons, hemmt den Ubichinon-vermittelten
Elektronentransport auf einen bestimmten Cytochromkomplex in der Mitochondrien-
membran. Dadurch bricht das mitochondriale Membranpotential zusammen und die

Atmungskette kommt zum Erliegen, was ein Absterben der Parasiten zur Folge hat.

13
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Abbildung 1-8 Atovaquon und das 8-Aminochinolin Primaquin als Hemmstoffe der Atmungskette

Auch hier bilden sich, gerade unter der Monotherapie, schnell Resistenzen aus. Diese
bestehen darin, dass es zu einem Aminoséureaustausch in der Bindetasche des Ziel-
proteins kommt und der Wirkstoff nicht mehr ausreichend mit diesem wechselwirken
kann. Das Resistenzproblem kann man umgehen, indem man Atovaquon mit einem
anderem Wirkstoff, dem Fols&ureantagonisten Proguanil, kombiniert (wie im Malaria-

medikament Malarone®).*®

Primaquin ist das einzige Therapeutikum, das gegen alle Leberstadien von P.vivax und
P.ovale wirksam ist. Die Hypnozoiten, die hepatischen Dauerformen, kénnen eliminiert
werden, hingegen ist die Effektivitdt gegen die erythrozytdren Parasitenformen eher
gering. Die genaue Wirkweise ist nicht bekannt, aber es wird ebenfalls eine Hemmung
des Elektronentransports in der mitochondrialen Atmungskette diskutiert, die durch einen
Ubichinon-antagonistischen Effekt hervorgerufen wird.

Unter der Therapie mit Primaquin kann es bei Menschen mit Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase-Mangel zu einer schweren Nebenwirkung, der intravasalen Hamolyse,

kommen,3+3°

1.1.1.1.5 Antibiotika

Das Tetracyclin-Antibiotikum Doxycyclin sowie Clindamycin aus der Gruppe der
Lincosamide werden zur Therapie der Malaria eingesetzt. Sie binden an spezifische

Untereinheiten der Ribosomen und verhindern dadurch die RNA-Translation und somit

14
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die Proteinbiosynthese im sogenannten Apikoplasten der Parasiten.?’ Der Apikoplast
verfiigt noch ber einen prokaryotischen, Bakterien-ahnlichen Proteinbiosyntheseapparat.
Auffallig ist die verzogerte Wirkung der Antibiotika, die erst nach ca. 4 Tagen einsetzt.
Deshalb kombiniert man sie mit schneller wirksamen Malariatherapeutika, wie z. B.
Chinin oder Artesunat.?” Klinisch relevante Resistenzen traten in dieser Gruppe bisher
noch nicht auf.

Jedoch kann Doxycyclin gerade bei den stark von Malariaerkrankungen betroffenen
Gruppen der Schwangeren und Kindern aufgrund der Einlagerung in wachsende

Knochensubstanz nicht angewendet werden.

Doxycyclin wird dartber hinaus auch zur Malariaprophylaxe eingesetzt, obwohl es fir
diese Indikation in Deutschland keine Zulassung besitzt.

1.1.1.1.6 Neue Antimalaria-Wirkstoffe

OH O ............... O
| Il N
H N\/\/F’\ _ HN
W \OHO N o Oxidation HN

o XX eH, > | S
cl N/ = raumliche / § 7
Abschirmung

Fosmidomycin Pyronaridin o

Abbildung 1-9 Beispiele von in der klinischen Entwicklung befindlichen, neuen Malariatherapeutika

Fosmidomycin ist ein Hemmstoff der Mevalonat-unabhéngigen Isoprenoidsynthese, die
nur in Parasiten vorkommt. Es blockiert ein Schlusselenzym dieses Stoffwechselweges,
die sogenannte Deoxyxylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase. Da Fosmidomycin ein
schnell wirksames Malariatherapeutikum ist, muss es mit einem langer wirksamen

Wirkstoff kombiniert werden. In klinischen Studien konnte eine Kombination von
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Fosmidomycin mit Clindamycin durch gute Wirksamkeit gepaart mit guter

Vertraglichkeit tiberzeugen.'

Auch Pyronaridin erzielte bis dato in klinischen Studien in Kombination mit Artesunat
vielversprechende Ergebnisse.®* Die Wirkweise scheint &quivalent zu den 4-Amino-
chinolinen zu sein, obwohl es aufgrund des Azaacridin-Ringsystems nicht dieser Stoff-
gruppe angehort. Wie beim Amodiaquin entsteht aus dem 4-Aminophenolrest in vivo
durch Oxidation ein Chinonimin, das Leberproteine schwer schadigen kann. Jedoch ist
dies durch die zwei Mannich-Base-Teilstrukturen besser abgeschirmt (siehe Abbildung
1_9).7,10

1.1.2 Trypanosomeninfektionen

1.1.2.1 Die Schlafkrankheit und die Chagas-Krankheit

Trypanosomen, parasitische Protozoen aus der Familie der Trypanosomatiden, sind
verantwortlich fiir zwei lokal getrennt auftretende Infektionen: die in Mittel- und Sid-
amerika vorkommende Chagas-Krankheit sowie die Schlafkrankheit, die in Ost- und
Westafrika vorherrscht.

Die Trypanosoma brucei-Unterarten T. brucei rhodesiense und gambiense sind die
Erreger der Schlafkrankheit. Sie werden durch die ausschlieflich auf den afrikanischen
Kontinent vorkommende Tsetse-Fliegen auf den Menschen (bertragen. Trypanosoma
brucei rhodesiense fiihrt zur akut verlaufenden ostafrikanischen Schlafkrankheit,
wéhrend Trypanosoma brucei gambiense in Westafrika einen chronischen Verlauf
hervorruft.” Insgesamt 500.000 Menschen sind laut WHO momentan betroffen. 2004
infizierten sich noch ca. 18.000 Menschen neu mit den Erregern, wahrend 2009 nur etwa
10.000 Neuinfektionen auftraten.*®

Nach der Ubertragung von Trypanosoma brucei auf den Menschen in Form von
sogenannten Trypomastigoten gelangen die Parasiten tiber das Lymphsystem in den Blut-
kreislauf. Dort findet eine Teilung und Vermehrung statt. Im ersten Stadium der

Trypanosomeninfektion bildet sich an der Einstichstelle eine lokale Entziindung, die man
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als Trypanosomenschanker bezeichnet. Es kommt zu Fieberschiiben und Schwellung der
Lymphknoten. Nach Wochen bzw. Monaten Uberwinden die Erreger die Blut-Hirn-
Schranke und dringen ins zentrale Nervensystem (ZNS) ein. In diesem zweiten Stadium
der Erkrankung bildet sich eine schleichende Enzephalopathie begleitet von Stérungen
des Schlaf-Wach-Rhythmus, Krampfanfallen bis hin zu apathischen Verhaltensweisen
und komatdsen Zustdnden. Unbehandelt fiihrt die Erkrankung immer zum Tod.

Bei einem erneuten Stich der Tsetse-Fliege nimmt diese die trypomastigoten
Erregerformen wieder auf. Im Muckendarm teilen und vermehren sich die Parasiten und
es entwickeln sich die sogenannten epimastigoten Formen, die nach einer weiteren
Teilungs- und Vermehrungsphase in der Speicheldriise als Trypomastigoten erneut auf

einen Wirt Gbertragen werden kénnen (siehe Abbildung 1-10).

Bluimahlzeit dexr Tsetse-Fliege
Vermehning der Epimastizoten und (Injektion von metacyclischen
Differenzierung z1 Trypomastigoten Trypomastigoten)

ﬂ 3 A Trypomastigoten

Blutstrom
Entwicklung im
Menschen

Speicheldriise
B ﬁ
TS TN ==
' ; Vermehrung in Bhat,
Epimastigoten Eaiwicklung in der Lym.phe und Spinal-
\ Tseise-Fliege fhissigheit
)
\—— * )
/\ Bluisirom T tigot
Vermehrung der Trypomastizoten = : Sl
und Differenzierang z1 N
Epimastigoten B
Bluimahlzeit
(Aufnahme von
Trypomastizoten)

Abbildung 1-10 Entwicklungszyklus der Schlafkrankheitserreger T. brucei rhodesiense und gambiense
(modifiziert nach®)
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Die in Mittel- und Sudamerika auftretende Chagas-Krankheit, auch Amerikanische
Trypanosomeninfektion genannt, wird hervorgerufen durch Trypanosoma cruzi. Der
Erreger wird von blutsaugenden Raubwanzen der Gattung Triatoma auf den Menschen
ubertragen. Pro Jahr kommt es zu ca. 50.000 Neuinfektionen und tber 15.000 Todes-
fallen.*

Die trypomastigote Form des Trypanosoma cruzi-Erregers wird durch den infizierten Kot
der Raubwanze auf den Menschen Ubertragen. Uber Schleimhaute, besonders die Augen-
schleimhaut, und ber die Stichwunde, zugefligt durch die Raubwanze, gelangen sie in
den Blutstrom des Zwischenwirtes. Dort angekommen dringen sie in verschiedene
Korperzellen ein und es entstehen intrazellulare Amastigoten. Diese vermehren sich im
Cytoplasma der infiltrierten Zellen durch Teilung und differenzieren schliel3lich wieder
zu Trypomastigoten aus. Die Wirtszelle wird zerstort und die Parasiten in die Blutbahn
freigesetzt. Nun kdénnen weitere Korperzellen, wie Herzmuskelzellen, Zellen des Ver-
dauungstraktes und des Nervensystems befallen werden, wobei der intrazellulare Ver-
mehrungszyklus von Neuem beginnt.

Wird bei einem erneuten Stich infiziertes Blut von der Raubwanze aufgenommen,
werden die trypomastigoten Parasitenformen im Darm des Insekts zu Epimastigoten um-
gewandelt. Nach einer Teilungs- und Vermehrungsphase stehen letztendlich neue
infektiose Trypomastigoten im Insektenenddarm zur Ubertragung auf einen neuen Wirt
bereit (siehe Abbildung 1-11).

Der symptomatische Verlauf der Chagas-Krankheit lasst sich in verschiedene Stadien
einteilen. Im ersten Stadium entsteht an der Infektionsstelle ein Odem, das sogenannte
Chagom. Typisch ist hier das Lidodem, da die Erreger oft tber die Augenschleimhaut
aufgenommen werden. Vor allem bei abwehrgeschwdchten Personen treten in einem
akuten Zwischenstadium Fieber, Durchfélle, Lymphknotenschwellungen und Krampf-
anfélle auf. Die Krankheit kann tiber Monate bis Jahre unbemerkt im Koérper persistieren.
Aus dieser Latenzphase heraus entwickelt sich schlieBlich das zweite, das chronische
Stadium. Dabei kommt es zur HerzvergroRerung bis hin zur Myokarditis, zur Ausbildung

von Megaorganen (Megakolon) sowie zu neurologischen Ausfallerscheinungen.
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Bluimahlzeit der Raubwanze

{Injektion von Trypomastigoten)
Tryporaastigoten
Trypomastigoten 6/ r

intrazellulire
Arnastigoten
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Korperzelle
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S
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Abbildung 1-11 Entwicklungszyklus des Erregers der Amerikanischen Chagas-Krankheit Trypanosoma
cruzi (modifiziert nach®)

1.1.2.2 Therapie der Trypanosomeninfektionen

Die Mdglichkeiten der Chemotherapie der Trypanosomenerkrankung sind sehr begrenzt
und recht unbefriedigend.

Eine besondere Herausforderung stellt die Behandlung von T. cruzi-Infektionen dar, da es
sich um einen intrazelluldren Parasiten handelt und die Wirkstoffe somit die Plasma-
membran durchdringen mussen. T. brucei-Erreger verbleiben vor dem Befall des ZNS im
Blut, so dass sie fur Therapeutika besser zugéanglich sind.

Fur die Therapie der Chagas-Krankheit stehen mit Benznidazol und Nifurtimox nur 2
Wirkstoffe zur Verfugung, die auch noch mit schweren Nebenwirkungen behaftet sind

und schon seit 40 Jahren angewandt werden.

19



EINLEITUNG

Nifurtimox ist zusatzlich gegen T. brucei gambiense, den Erreger der westafrikanischen
Schlafkrankheit, wirksam. Es wird durch Nitroreduktasen in reaktive Molekdle (reaktive
Sauerstoffspezies bzw. Superoxidanionen und Radikalanionen) umgewandelt, die ver-
schiedene Proteine in der Parasitenzelle schadigen.** Benznidazol wird ebenfalls zu
reaktiven Metaboliten biotransformiert, die schlielich kovalent an Proteine und DNA

binden.** 42

CHs N )
O 4 »\ ,°
0=S—\ NN
N> \
SN 74 / H o)
O —
N—O o)
/
0
Nifurtimox Benznidazol

Abbildung 1-12 Wirkstoffe zur Behandlung der Amerikanischen Trypanosomeninfektion (Chagas-
Krankheit)

Benznidazol und Nifurtimox sind nur in der akuten Phase der Infektion wirksam, in der
chronischen Phase sind sie weniger effektiv. Ein weiterer Nachteil ist die notwendige,
sehr lange Behandlungsdauer von 60 Tagen bei Benznidazol und bis zu 90 Tagen bei
Nifurtimox.>® Dazu kommen Nebenwirkungen wie Leber- und Nierenversagen sowie
zentralnervdse Storungen.

Posaconazol, ein Antimykotikum aus der Gruppe der Triazole, scheint eine viel-
versprechende neue Substanz zur Behandlung der Chagas-Krankheit zu sein. Zurzeit

befindet sie sich in Spanien in Phase-11-Studien.3**?

Fur die Behandlung der Afrikanischen Schlafkrankheit kommen neben Nifurtimox 4
weitere Substanzen in Frage: Suramin, Pentamidin, Melarsoprol sowie Eflornithin.

Suramin und Pentamidin sind nur im ersten Stadium der T. brucei-Infektion wirksam,
solange die Erreger die Blut-Hirn-Schranke noch nicht tberschritten haben. Suramin,
eine Weiterentwicklung von Naphthylamin-Azofarbstoffen, wird als Hexanatriumsalz

eingesetzt. Es muss parenteral appliziert werden und hemmt in der Parasitenzelle neben
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der LDL"-Aufnahme eine Vielzahl von Enzymen, wie z.B. die Dihydrofolatreduktase
und Enzyme der Glykolyse.* Der genaue Wirkmechanismus ist allerdings unbekannt.
Problematisch ist die Nierentoxizitdt von Suramin. Resistenzen gegen den Wirkstoff
traten bisher noch nicht auf.

SO3H SOH
‘ o 0 O
N N
H H
SOzH HO5S CH, H,C SOH SOzH
HN o o NH
é\ I
N)kN
H H

Suramin

e S \(N

Pentamidin Melarsoprol

Eflornithin

Abbildung 1-13 Strukturen der Wirkstoffe gegen die Afrikanische Schlafkrankheit

Das Diamidin Pentamidin gelangt (ber mehrere Transporter in millimolaren
Konzentrationen in die Parasitenzelle. Dort interagiert es als Dikation mit einer Vielzahl
von polyanionischen Zielstrukturen wie der DNA, verschiedenen Proteinen und Lipiden.
Neuerdings wird vermutet, dass die Hemmung von Enzymen im parasitaren

Mitochondrium zum Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials fiihrt.*?

""LDL...Low Density Lipoprotein
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Schon aufgetretene Resistenzen beruhen auf einer verminderten Aufnahme des

Pentamidins in die Parasitenzelle.**

Ist das ZNS befallen, kénnen nur noch Melarsoprol und Eflornithin eingesetzt werden.
Allerdings ist Eflornithin nur im Spéatstadium der durch T. brucei gambiense ausgeldsten
Westafrikanischen Schlafkrankheit, nicht aber im Spétstadium der Ostafrikanischen
Schlafkrankheit (T. brucei rhodesiense) wirksam.

Die dreiwertige Arsenverbindung Melarsoprol ist toxisch und 4-12 % der Patienten
sterben allein an den Nebenwirkungen dieser Substanz (Arsenenzephalitis).*> Melarsoprol
ist ein Reaktionsprodukt aus Melarsenoxid und Dimercaptopropanol. Die Einflihrung des
Dithiolalkohols ermdglicht eine verbesserte Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke.
Dennoch wird in der Cerebrospinalflissigkeit nur 1/50 der Plasmakonzentration erreicht.
Melarsoprol ist eine recht instabile Substanz, die ziemlich schnell in ihre Reaktions-
produkte zersetzt wird. Das dabei entstehende Melarsenoxid wird tber den Aminopurin-
P2-Transporter in die Trypanosomen aufgenommen. Das noch nicht umgewandelte
Melarsoprol gelangt durch Diffusion in die Parasitenzelle und wird erst dort gespalten.
Das Melarsenoxid bildet mit Thiolgruppen in Proteinen stabile Komplexe und inhibiert
somit zahlreiche Enzyme. Zum Beispiel bindet es das Dithiol Trypanothion, ein wichtiges
Molekdil zur Aufrechterhaltung des zelluldren Redoxgleichgewichtes. Neben dem Abbau
von reaktiven Sauerstoffspezies (wie z.B. Hydrogenperoxide) besitzt es metabolische
Funktionen.“®*” Trypanothion (N*N&-Bis(glutathionyl)spermidin) kommt nur in Para-
siten der Trypanosomatiden-Familie vor und wird aus dem Polyamin Spermidin und
Glutathion gebildet (siehe unter 1.2.2.2). Mit seiner Trypanothion-Reduktase ersetzt es in
Trypanosomen und auch in Leishmanien das in humanen Zellen vorkommende
Glutathion/ Glutathion-Reduktase-System.

Der entstandene Komplex aus Melarsenoxid und Trypanothion, MelT genannt, inhibiert
die Trypanothion-Reduktase und der intrazelluldare Redoxstoffwechsel wird grundlegend
gestort.*® Die Parasitenzelle ist nun anfélliger fiir oxidativen Stress und geht zugrunde.
Melarsoprol wird intravenos in Propylenglycol appliziert, was fiir den Patienten sehr
schmerzhaft ist. Auch gegen diesen Wirkstoff bestehen Resistenzen, die auf einen Verlust

der Aminopurin-P2-Transporter-Funktion beruhen.*®
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Abbildung 1-14 Trypanothion-/ Trypanothion-Reduktase-System in Trypanosomatiden

Eflornithin (auch DMFO genannt, siehe Abbildung 1-13) ist der zweite Wirkstoff, der die
Blut-Hirn-Schranke tberwinden kann. Er wird in hohen Dosen intravends verabreicht.
Der Angriffspunkt ist ein Schlusselenzym des parasitdren Polyaminstoffwechsels, die
Ornithindecarboxylase (ODC) (siehe auch unter 1.2.2). Eflornithin stellt einen Suizid-
inhibitor dar, der einen katalytischen Rest im aktiven Zentrum der ODC kovalent bindet
und das Enzym auf Dauer inaktiviert. Die ODC-Inhibition flhrt zu einem Verlust der fir
die Zellproliferation und -differenzierung wichtigen Polyamine Putrescin und Spermidin
(siehe unter 1.2.2.1), zu einer verminderten Trypanothion-Biosynthese sowie letztendlich
zur Abnahme der DNA-, RNA- und Proteinsynthese.”” Das alles hat den zytostatischen
Effekt des Eflornithins zur Folge.**

Auch die menschliche Ornithindecarboxylase wird irreversibel gehemmt, aber die
selektive therapeutische Wirksamkeit des Eflornithins gegenuber T. brucei gambiense
lasst sich mit der unterschiedlichen In-Vivo-Halbwertszeit des menschlichen (wenige
Minuten) und des parasitaren Enzyms (18 Stunden) erkldren. Die metabolische Stabilitét
des trypanosomalen ODC-Enzyms gegenuber dem menschlichen fiihrt zu einer langeren
Hemmung (zu einem langeren Aussetzen) der ODC-Funktion. Durch die hohere
Neubildungsrate der menschlichen ODC wird das inhibierte Enzym durch schnell ge-
bildetes, neues Protein ersetzt. Diese schnelle De-Novo-Synthese des Targetproteins hebt
den Effekt des Eflornithins als irreversiblen Inhibitor der ODC auf. Die Unwirksamkeit
von Eflornithin bei T. brucei rhodesiense ist ebenso auf eine kiirzere Halbwertszeit des

Enzyms bei diesem Erreger zuriickzufiihren.®® Obwohl Eflornithin im Vergleich zu
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Alternativtherapeutika besser vertraglich ist, werden hohe Dosen benétigt, die lange

Infusionszeiten erfordern. Dies erschwert die Behandlung und macht sie recht teuer.*®

Man erkennt hier die limitierten therapeutischen Moglichkeiten und die Notwendigkeit,
neue Wirkstoffe inklusive neuer Ansatzpunkte und Strategien gegen Trypanosomen-
infektionen zu finden. Darliber hinaus sind die Aussichten auf neue Wirkstoffe sehr be-
scheiden. Einzig das Prodrug Pafuramidin befindet sich in fortgeschrittenen klinischen
Studien (Phase I11). Pafuramidin soll oral gegeben werden konnen. Es wird in vivo in den
Leberzellen zu dem Diamidin Furamidin umgesetzt, ist aber aufgrund der fehlenden

ZNS-Gangigkeit nur in den friihen Phasen der Trypanosomiasis einsetzbar.*>3

H3C\ N O / \ Q N /CH3
o— o =0

H,N NH,

Abbildung 1-15 Das O-Methylamidoxim-Prodrug Pafuramidin

1.1.3 Leishmanieninfektionen

Leishmanien sind einzellige, mit Trypanosomen eng verwandte Parasiten aus der Familie
der Trypanosomatiden. Die durch sie hervorgerufene Infektionserkrankung, die
Leishmaniose, tragen nach Angaben der WHO bereits 12 Millionen Menschen in sich.
Jedes Jahr kommen 2 Millionen Neuinfektionen hinzu. Allein dem Risiko einer

Leishmanieninfektion sind 350 Millionen Menschen in 88 Landern ausgesetzt.™

Es gibt etwa 20 humanpathogene Leishmanienarten, die durch die weibliche Sandmiicke
Ubertragen werden. Die Verbreitungsgebiete sind hauptséchlich die tropischen und sub-
tropischen Regionen wie Afrika, Stdwestasien, Latein- und Stidamerika, der Mittlere

Osten aber auch die stideuropéischen Mittelmeerstaaten.
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Es treten 2 Parasitenformen auf: die begeillelte, promastigote und die unbegeilelte,
amastigote Form. Promastigote Erregerformen entwickeln sich extrazellular im

Verdauungstrakt der Sandmuicke, amastigote intrazellular in Sdugetiermakrophagen.

Bluimahlzeit der Sandnuicke Mngozypse der

Tzl des Promastigaten (Injektion von Promastizgoten)

und Wanderung in Stechriissel 5

v

Differenzierang 21 Promastigoten

Entwicklungszyklus
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im Mickendarm
Entwicklungszyklus in
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98
QD @ 6
: ‘ \ % Freisetnmg der Amastizoten
Frelsetmng der
Amastigoten
Bluimahlzeit
(Aufnalume von mit Amastigoten
infizierten Makrophagen)

Abbildung 1-16 Entwicklungszyklus der Leishmanien (modifiziert nach®)

Bei einem Stich einer infizierten Sandmiicke kdnnen promastigote Parasitenformen auf
den Menschen Ubertragen werden. Nach Injektion in die Haut werden die Promastigoten
von Makrophagen aufgenommen, in denen sie sich zur amastigoten Form differenzieren
und vermehren. Durch Lyse der Makrophagen werden die Amastigoten freigesetzt, die
nun weitere Makrophagen befallen kdnnen. Bei einem erneuten Stich durch die Sand-
micke kénnen befallene Makrophagen von dieser aufgenommen werden. Im Miicken-
darm kommt es zur Freisetzung der Amastigoten, die sich zundchst in eine nicht
infektiose promastigote Form differenzieren, ehe sie sich nach einer weiteren

Vermehrungsphase in hochinfektiose, metazyklische Promastigoten umwandeln. Diese
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gelangen schlieRlich aus dem Darm in den Stechriissel der Sandmicke und stehen fir

eine erneute Ubertragung auf einen Saugetierwirt bereit (sieche Abbildung 1-16).

Eine Leishmanieninfektion kann jahrelang asymptomatisch und damit unerkannt im
Menschen persistieren. Durch Immunsuppression kann es plétzlich zu einem Ausbruch
kommen, wobei die Leishmaneninfektion an sich schon zu einer Schwéachung des
Immunsystems fiihrt. So treten gerade bei fortgeschrittener Leishmaniose hdufig
bakterielle Sekundarinfektionen auf, die zum Tod fuhren.

1.1.3.1 Erkrankungsformen

Abhangig von der Leishmanien-Art kommt es zur Auspragung verschiedener klinischer
Krankheitsbilder. Dabei gibt es drei Hauptformen: die kutane, mukokutane und viszerale
Leishmaniose.

Bei der kutanen Form, auch Aleppo- oder Orientbeule genannt, ist lediglich die Haut an
der Einstichstelle betroffen. Die Vermehrung der Parasiten findet nur in einem eng be-
grenzten Hautareal statt, so dass es hier nicht zu einer Streuung auf den gesamten
menschlichen Organismus kommt. Es bildet sich an der Einstichstelle ein schmerzhaftes
Geschwiir, das nach der Ausheilung tiefe Narben hinterl&sst.

Komplizierter stellt sich die diffuse kutane Leishmaniose dar. Bei ihr breiten sich die
Parasiten und somit die Geschwiire iber groRere Kdrperbereiche aus. Kommt ein Befall
der Schleimhdute des Nasen- und Rachenraumes hinzu, spricht man von einer muko-
kutanen Leishmaniose. Sie verursacht Hautldsionen und fiihrt somit zur Zerstérung und
damit Entstellung von Nase, Lippen und Gaumen.

Die schwerste Form ist die viszerale Leishmaniose, auch als ,,Kala Azar* bekannt. Hier
werden die inneren Organe befallen, wobei vor allem Leber, Milz, Lymphknoten und das
Knochenmark betroffen sind. Durch ihren schleichenden, chronischen Verlauf wird sie
oft nicht rechtzeitig erkannt. Es treten Darmulzera, innere Blutungen, Andmie und durch
das geschwaéchte Immunsystem bakterielle Sekundarinfektionen auf. Unbehandelt fiihrt

die viszerale Leishmaniose innerhalb von 6 Monaten bis 2 Jahren zum Tod.
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1.1.3.2 Therapiemoglichkeiten

Die Anzahl der fur die Therapie der Leishmanieninfektion zur Verfligung stehenden
Medikamente ist recht gering. Durch Resistenzen der Erreger werden zudem die
wenigen Behandlungsmadglichkeiten weiter eingeschréankt.

Die Therapeutika der 1. Wahl sind funfwertige, organische Antimonpraparate, wie N-
Methylglucaminantimonat (Megluminantimonat) und Glucuronséure-konjugiertes Anti-
mon (Natrium-Stibogluconat) (siehe Abbildung 1-17). Sie mussen intravends oder intra-
muskul&r appliziert werden, was sich als sehr schmerzhaft erweist. In Folge der Toxizitét
dieser Antimonverbindungen kénnen schwere Nebenwirkungen wie Anamien, Thrombo-

zytopenie und Leukopenie sowie Herzrhythmusstérungen auftreten.
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Abbildung 1-17 Antileishmanielle Antimonverbindungen (A: traditionelle Struktur fir Natrium-
Stibogluconat; B: nach neueren Untersuchungen angenommene Struktur des Natrium-Stibogluconat-2:2-
Komplexes) >

Die Sb(V)-Verbindungen sind Prodrugs, die in den Parasiten- oder Wirtszellen zur

eigentlichen Wirkform Sb(lll) reduziert werden. Das dreiwertige Antimon greift in den
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Stoffwechsel der Thiolverbindung Trypanothion ein, indem es die Trypanothion-Re-
duktase und damit die Regeneration dieses Thiols hemmt.>*® Trypanothion reguliert das
Redoxgleichgewicht der Zellen und dient als Schutz vor reaktiven Sauerstoffspezies und
somit zur Abwehr von oxidativen Stress.* Wenn die Thiolkonzentration in der Zelle
durch die Hemmung der Trypanothion-Reduktase sinkt, fihrt dies zu einem Anstieg des
Redoxpotentials und zu einer erhdhten Anfélligkeit fir oxidativen Stress. Durch reaktive

Sauerstoffspezies (ROS) wird die Parasitenzelle geschadigt und stirbt ab.

Wegen des Toxizitatsproblems der Antimonverbindungen missen sie in niedrigen
Dosierungen eingesetzt werden, was im Gegenzug Resistenzen fordert. Resistenzen
beruhen auf den Verlust der Fahigkeit Sb(V) zu Sb(lll) zu reduzieren und auf einer
verstarkten Ausschleusung von Sb(lll) als Trypanothion-Glutathion-Komplex (siehe
Abbildung 1-18).%°

Trypanothion-
Glutathion-Sbai- oxidativer Stress

Komplex
7
7
e
Oxidation

Trypanothion ———— = Trypanothiondisulfid
T(SH)2 Reduktion TSz

s
Trypanothion-

——————— Glutathion-Shin-
Komplex

Trypanothion-
Reduktase (TR)

Tlnhibition
Reduktion

Amastigot Sb(V) Altivierung Sb(”')

Vakuole

Phagolysosom des
Makrophagen
(Wirtszelle)

SO OO hD

Abbildung 1-18 Wirkweise der Sb-Verbindungen und Resistenzmechanismus (blau dargestellt) *°
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Als therapeutische Alternativen zu den Antimonverbindungen kommen Pentamidin und
das Polyenantimykotikum Amphotericin B in Frage. Beide sind ausschlielich parenteral
applizierbar.

Der Wirkmechanismus von Pentamidin, das auch gegen die Afrikanische Schlafkrankheit
eingesetzt wird, ist noch nicht genau geklart. Da es sich um einen nicht-kompetitiven In-
hibitor des Spermidin- und des Putrescin-Transporters handelt, die in Promastigoten und
Amastigoten von L. mexicana und L. donovani vorkommen, wird eine Hemmung der
Polyaminbiosynthese diskutiert.>” Aber auch eine Wirkung auf die Mitochondrien und
damit eine Veranderung des mitochondrialen Membranpotentials kommen in Frage. In
der letzten Zeit kommt es zu einer vermehrten Resistenzentwicklung gegen Pentamidin,
die wahrscheinlich auf einer verminderten Aufnahme und einem erhéhten Efflux des
Wirkstoffes beruht.*®

Amphotericin B bildet Komplexe mit Ergosterol, einem essenziellen Bestandteil der para-
sitdren Zellmembran. Es bilden sich Poren in der Membran, durch die Kationen und
andere wichtige Stoffe die Zelle verlassen kénnen. Durch diese Anderung der Membran-
permeabilitat wird die Zelle irreversibel geschéadigt. Wahrend bei Pentamidin Resistenz-
bildungen das grofite Problem darstellen, ist bei Amphotericin B die Nephrotoxizitat
nachteilig fiir die Anwendung. Jedoch kann diese Nebenwirkung durch den Einsatz
spezieller lipidhaltiger Arzneistoffformulierungen gesenkt werden. Als Mittel der Wahl
bei visceraler Leishmaniose wird zum Beispiel das liposomal formulierte Amphotericin
B-Praparat AmBisome® eingesetzt.***® Auch der Einsatz von Amphotericin B-Nano-

partikeln verringert die Nebenwirkungen bei verbesserter Wirksamkeit.>

Der einzige oral verfligbare Arzneistoff ist das Alkylphosphocholin Miltefosin, mit guter
Wirksamkeit bei viszeraler Leishmaniose. Aufgrund seiner teratogenen Eigenschaften
darf Miltefosin bei Schwangeren nicht angewendet werden. Der tatsdchliche Wirk-
mechanismus ist auch hier noch nicht vollstandig geklart. Man diskutiert u.a. eine Hem-
mung der Cytochrom-c-Oxidase. Resistenzen gegen Miltefosin beruhen auf einer vermin-

derten Aufnahme des Wirkstoffes durch den Erreger.*®
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Abbildung 1-19 Die Leishmanientherapeutika Miltefosin und Paromomycin

Das Aminoglykosid-Antibiotikum Paromomycin zeigte bei topischer Anwendung eine
Wirksamkeit gegen kutane Leishmaniosen sowie bei parenteraler Applikation gegen die
viszerale Form. Seit 2006 ist es in Indien zur Therapie der viszeralen Leishmaniose zu-
gelassen. Ob nun eine Interaktion mit parasitaren Ribosomen oder eine Beeinflussung des
mitochondrialen Membranpotentials zum Wirkmechanismus beitrégt, wurde noch nicht
endgiiltig bewiesen.®® Resistenzen gegen Aminoglykosid-Antibiotika entstehen in
Bakterien durch eine verminderte Aufnahme des Wirkstoffes, eine Veranderung der ribo-
somalen Bindungsstelle sowie durch eine enzymatische Inaktivierung des Wirkstoff-
molekils. Diese enzymatische Inaktivierung geschieht durch Modifikationen der Amino-
und Hydroxylgruppen wie der Acetylierung von Aminogruppen sowie der
Phosphorylierung und Adenylierung von Hydroxylgruppen. Ob dies in Leishmanien ge-
nauso ablauft, ist fraglich.*

Sitamaquin ist momentan der einzige potenzielle neue Arzneistoff gegen viszerale
Leishmaniose. Das 8-Aminochinolon, das oral applizierbar ist und strukturell mit dem
Antimalariamittel Primaquin verwandt ist, befindet sich zurzeit in einer Phase-Ilb-
Studie.*
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H,CO

Abbildung 1-20 Sitamaquin

Resistenzen gegen die hier dargestellten Therapiemdglichkeiten machen es notwendig,
alternative Behandlungsoptionen zu entwickeln. Ein Ansatz ist auch hier der parasitare

Polyaminstoffwechsel inklusive der Polyamintransporter.

1.2 Die Suche nach neuen Zielstrukturen

Aufgrund der Entstehung vermehrter Resistenzen gegen die klassischen
Therapiemdglichkeiten der Malaria- sowie Trypanosomen- und Leishmanieninfektionen
und den Nebenwirkungen, die diese zum Teil beinhalten, ist es ein wichtiges Anliegen,
nach neuen therapeutischen Ansatzpunkten zu suchen.

Ein Weg dabei ist das ,,Molekulare Targeting®. Dies beinhaltet die Isolierung und gezielte
Hemmung von bestimmten Enzymen und Genen, die fur die Vermehrung und das
Wachstum der Parasiten essenziell sind. Die Stoffwechselwege, deren Inhibition hierbei
in Frage kommt, kdnnen entweder exklusiv im Parasiten oder sowohl in Sdugetier- als
auch in parasitaren Zellen vorkommen. In letzteren Fall ist es wichtig, dass sich die
Enzyme bzw. Gene der Parasitenzellen von denen im Sdugetier bzw. Menschen so
voneinander unterscheiden, dass ihre Hemmung keine Schadigung der menschlichen
Zellen zur Folge hat und man ein sogenanntes therapeutisches Fenster schafft, in dem
ausschlieBlich der Parasit geschadigt wird.

Ein potenzieller Angriffspunkt ist der Polyaminstoffwechsel, der in allen Organismen zu
finden ist. Die Hemmung seiner regulatorisch wichtigen Enzyme stellt einen

vielversprechenden therapeutischen Ansatz bei parasitaren Erkrankungen dar.*
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1.2.2 Der Polyamin-Biosynthese-Weg

1.2.2.1 Allgemeines

Polyamine sind essenzielle organische Kationen, die in allen prokaryotischen und eu-
karyotischen Lebewesen vorkommen, auch in parasitdren Einzellern. Das Diamin
Putrescin  (1,4-Butandiamin), das Triamin Spermidin (N-[3-Aminopropyl]-1,4-
butandiamin) und das Polyamin Spermin (N*N*bis(3-aminopropyl)-1,4-butandiamin)
sind von besonderer Bedeutung (Strukturen siehe Abbildung 1-21). Sie besitzen wichtige
Zellfunktionen wie die Steuerung der Biosynthese von Makromolekilen und sind an Zell-
proliferations- und Zelldifferenzierungsvorgangen beteiligt. Aufgrund dieser Funktionen
ist ihr Biosyntheseweg ein potenzielles Target fiir die Entwicklung von neuen Arznei-

stoffen gegen Infektionskrankheiten und hyperproliferative Erkrankungen.®*

NH
N S S 2

2
Putrescin

H
N NH
HQN/\/\/ NN 2

Spermidin

H
/\/\ /\/\/N\/\/NHZ
H,N N
H

Spermin

Abbildung 1-21 Struktur der Polyamine Putrescin, Spermidin sowie Spermin

Unter physiologischen Bedingungen (pH 7.4) liegen die Polyamine zum gréBten Teil
protoniert vor. Dieser polykationische Charakter befahigt sie zur Interaktion mit
Proteinen, Membranstrukturen und Nukleinsduren in DNA und RNA. Sie sind in der
Lage, die Doppelhelixstruktur der DNA und RNA zu stabilisieren. Im Zellkern liegen
Spermidin und Spermin in hoheren Konzentrationen vor als im Zytoplasma, was auf eine

Wechselwirkung mit Nukleinsauren der DNA hinweist.®?
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In Stadien vermehrten Zellwachstums und erhohter Zelldifferenzierung lassen sich hohe
intrazellulare Polyaminkonzentrationen beobachten, wahrend der Polyaminlevel in aus-
differenzierten Zellen eher niedrig ist. Niedrige Konzentrationen von Putrescin, Sper-
midin und Spermin gehen einher mit einer verminderten DNA-, RNA- und
Proteinbiosynthese. Diese allgemeinen Betrachtungen lassen sich auch auf parasitare
Zellen von Plasmodien, Trypanosomen und Leishmanien tibertragen.®

Bei Plasmodien steigt gerade wahrend der Reifung der parasitaren Friihformen in
Erythrozyten (Ringformen) die Konzentration der 3 Polyamine in den Zellen um das ca.
20-fache an und erreicht ihren Hohepunkt im fortgeschrittenen Trophozoitenstadium.™
Dies ist verbunden mit einer erhdhten Transkription der wichtigen Enzyme der Polyamin-
biosynthese sowie einer vermehrten Proteinbiosynthese und DNA-Replikation.>® Es lasst
sich ebenso erkennen, dass die Polyaminkonzentration in infizierten Erythrozyten
gegenuber nicht-infizierten stark erhoht ist. Gerade in den Stadien, die durch eine erhéhte
Proliferationsrate gekennzeichnet sind, wird eine groBe Menge an Polyaminen
benétigt.t>*

Spermidin ist wahrend der Wachstums- und Teilungsvorgange das Polyamin mit der
hdchsten Konzentration; der zellulare Spermidingehalt korreliert mit der spezifischen
Wachstumsrate der Zellen. Es wurde gezeigt, dass Spermidin fir die Zellproliferation und
das Zellwachstum von Plasmodien, Trypanosomen und Leishmanien notwendig ist.®?

Mit Inhibitoren der Polyaminbiosynthese erreichte man in vielfaltigen Untersuchungen
eine Abnahme der intrazellularen Polyaminkonzentration und eine damit verbundene

Hemmung der Zellproliferation.

1.2.2.2 Die Schlusselenzyme als neue Zielstrukturen

Ein Eingriff in die parasitare Biosynthese der Polyamine durch die Hemmung ihrer regu-
latorisch wichtigen Enzyme wie der Ornithin-Decarboxylase (ODC), S-Adenosyl-
methionin-Decarboxylase sowie der Spermidin-Synthase (SPDS) [siehe Abbildung 1-22]
hemmt das Zellwachstum sowie die Vermehrung der Protozoen und ist somit ein neuer,

vielversprechender Ansatzpunkt fiir die Entwicklung neuer antiparasitarer Therapien.®*®®
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Abbildung 1-22 Die Polyaminbiosynthese in Plasmodien, Trypanosomen und Leishmanien mit
Schliisselenzymen und ihren Inhibitoren

Abkurzungen:

ADC = Arginin-Decarboxylase; ODC = Ornithin-Decarboxylase; AdoMetDC = S-Adenosylmethionin-
Decarboxylase; SPDS = Spermidin-Synthtase; HSS = Homospermidin-Synthase; SPMS = Spermin-
Synthase; TS = Trypanothion-Synthase; TR = Trypanothion-Reduktase; DHS = Deoxyhypusin-Synthase;
DOHH = Deoxyhypusin-Hydroxylase; ROS = reaktive Sauerstoffspezies; Lys = Lysin; elF-5A =
eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 5A; Inhib. = Inhibition
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Durch die Unterschiede des menschlichen im Vergleich zum parasitaren Polyamin-
stoffwechsel ist es moglich, gezielt in die parasitire Biosynthese einzugreifen, ohne die
Funktion der menschlichen Zellen zu schadigen. In S&ugetierzellen ist die Konzentration
der Polyamine tiber komplizierte Regulationsmechanismen gesteuert, die in Parasiten zu
fehlen scheinen. Durch Feedbackmechanismen sowie vielfaltige Synthesewege kann auf
geringste extra- und intrazelluldre Konzentrationsdnderungen von Putrescin, Spermidin
und Spermin reagiert werden. Eine durch Inhibitoren hervorgerufene intrazelluldre
Abnahme der Polyaminkonzentration wird bei Sdugetierzellen durch die Aufnahme
externer Polyamine ausgeglichen.®® Auch ist hier eine Interkonversion (Riickwandlung)
der Polyamine moglich.®’

Der Polyaminstoffwechsel der Protozoen ist im Vergleich zu dem der Sdugetiere weit
weniger komplex. Eine Aufnahme von exogenen Polyaminen spielt in Parasiten nur eine
untergeordnete Rolle, so dass fehlende Mengen an Polyaminen nicht in ausreichenden
Mengen von auBen aufgenommen werden kénnen. Dariiber hinaus unterschieden sich die
bislang aus Parasiten isolierten, die Polyaminbiosynthese betreffenden Gene signifikant
von den menschlichen. Dadurch ist die Aminosduresequenz-Homologie der parasitéren
Enzyme im Vergleich zu denen im Menschen vergleichsweise gering. Hinzu kommt, dass
die Enzymproteine in Saugetierzellen von geringer Stabilitat sind. lhre Halbwertszeiten
sind im Vergleich zu den stabileren parasitaren Proteinen ziemlich kurz, so dass ihre
Hemmung durch die viel hohere Neubildungsrate schnell wieder aufgehoben wird. Eine
Hemmung der entsprechenden parasitdren Enzyme hingegen hat irreversible Schéadi-
gungen zur Folge. Zum Beispiel sind die Halbwertszeiten der menschlichen Ornithin-
Decarboxylase und der S-Adenosylmethionin-Decarboxylase viel kirzer (15 bzw. 35
Minuten) als die der vergleichbaren, stabileren Enzyme von Plasmodium falciparum und
Trypanosoma brucei (iiber 2h).5368%°

Des Weiteren zeigt die Primarstruktur der trypanosomalen S-Adenosylmethionin-Decar-
boxylase deutliche Unterschiede zum menschlichen Enzym auf.®® Eine Hemmung der
Spermidin-Synthase in Sdugetierzellen hat keine Auswirkung auf die Zellproliferation
(bei Behandlung mit ODC-Inhibitoren blieben die Spermin-Level fast unverdndert),

wahrend in P. falciparum das Zellwachstum in vitro gehemmt wird.” Diese Unter-
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suchungen unterstreichen, dass man gezielt die parasitdren Enzyme hemmen kann, ohne

den Wirt zu schadigen.

Ausgangspunkt der Polyaminbiosynthese ist die Aminosaure Ornithin, die Uber die
Ornithin-Decarboxylase (ODC) zum Diamin Putrescin umgesetzt wird. Bei
Trypanosomen geht die Polyamin-Synthese teilweise von Arginin aus, das Uber die
Arginin-Decarboxylase (ADC) zum Ornithin umgesetzt wird.*®

Durch die Ubertragung eines Aminopropyl-Restes unter Katalyse der Spermidinsynthase
(SPDS) wird Putrescin schlieBlich zum Triamin Spermidin verlangert. Die Amino-
propylgruppe stammt vom decarboxylierten S-Adenosylmethionin, das als Donor des
Aminopropyl-Restes dient. Vom Adenosylmethionin wurde vorher (ber die S-Adenosyl-
methionin-Decarboxylase (AdoMetDC) Kohlendioxid abgespalten.

Die ODC und die AdoMetDC bilden ein duales (bifunktionales) Enzymsystem. Die
aktiven Zentren beider Enzyme sind auf einem Polypeptid lokalisiert, sie agieren aber
unabhéngig voneinander.®®’* Dies kommt so nur in Plasmodien vor. In Trypanosomen
und Leishmanien sowie in Saugetierzellen agieren die ODC und AdoMetDC als separate,
eigenstandige Enzymproteine.

Das S-Adenosylmethionin wird aus dem durch die SPDS-Katalyse entstandenen 5-
Methylthioadenosin iber einen Methionin-Recycling-Weg regeneriert.

Die Existenz einer Spermidinsynthase (SPMS) in Parasiten wurde belegt, aber es gibt
keinen Beweis flr das Vorliegen einer Sperminsynthase. Die Sperminsynthase katalysiert
in S&ugetierzellen die Reaktion zu Spermin, indem eine weitere Aminopropylgruppe auf
Spermidin Ubertragen wird (siehe Abbildung 1-22, Weg A2). Spermin wurde in
Plasmodien-Zellen nachgewiesen, aber das Vorkommen einer Sperminsynthase ist frag-
lich. Die Spermidinsynthase kann in Plasmodien die Reaktion zu Spermin katalysieren
und damit die Aufgabe einer moglichen SPMS iibernehmen.®*

Eine mogliche Homospermidinsynthase (HSS) Ubertragt ein Molekil Putrescin auf
Spermidin, wobei Homospermidin entsteht (siehe Abbildung 1-22, Weg Al). Das Vor-
handensein einer Homospermidinsynthase wurde in Bakterien und Pflanzen belegt. In
Parasiten gibt es noch keine Beweise flir das Vorliegen einer HSS, wobei Homo-

spermidin an sich in P. falciparum nachgewiesen wurde. Durch den Einsatz des in
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Pflanzen moderat potenten HSS-Inhibitors Agmatin konnte die Parasitamie von P.
falciparum in vitro reduziert werden. Dies lasst das Vorkommen einer Homospermidin-
Synthase in Plasmodien vermuten. In Leishmania major wurden Gene gefunden, die fir
ein Homospermidin-Synthase-Protein kodieren.®%%

Eine Besonderheit bei Trypanosomen und Leishmanien ist die direkte Verbindung des
Polyaminstoffwechsels mit dem Thiol-Metabolismus. Spermidin fungiert hierbei als Vor-
stufe fir die Biosynthese des sogenannten Trypanothions (N N®-Bis-(glutathionyl)-
spermidin). Im Zuge dieser Biosynthese wird durch Katalyse der Glutathionyl-Spermi-
din-Synthase (GSpdS) zunéachst ein Glutathion-Molekil auf Spermidin Ubertragen. An
das dadurch entstandene Mono-Glutathionylspermidin erfolgt die Konjugation eines
zweiten Glutathion-Molekils durch die Trypanothion-Synthase (TS) unter Bildung des
Trypanothions (siehe Abbildung 1-22, Weg B).”” Dieses Molekiil liefert Reduktions-
aquivalente fiir die (Deoxy-)Ribonucleotid-Synthese sowie fur die Entgiftung von Hydro-
peroxiden (reaktive Sauerstoffspezies: ROS) durch verschiedene Peroxidasen. Es wird
also fur zelluldre Redoxvorgéange sowie fur die Nucleotidsynthese benétigt und ist somit

fur die Proliferation des Trypanosomatids essenziell.”®

Durch die Trypanothion-Reduk-
tase (TR) wird Trypanothion im reduzierten (Dithiol-)Zustand gehalten. Sie regeneriert
das durch die zahlreichen Redoxvorgénge oxidierte Trypanothion, indem es das ent-
standene Trypanothion-Disulfid wieder reduziert (siehe Abbildung 1-14).

Das Trypanothion mit seiner Trypanothion-Reduktase Gbernimmt in Trypanosomen die
Funktion des in humanen Zellen vorkommenden Glutathion/Glutathion-Reduktase-
Systems. Das Trypanothion/TR-System schitzt den Parasiten vor oxidativen Stress,
erhalt das Redoxgleichgewicht in der Zelle und stellt die Reduktionsaquivalente fur die
DNA/RNA-Synthese bereit.**"

Da dieser Biosyntheseweg in Sdugetierzellen nicht vorkommt, sind die parasiten-
spezifischen Enzyme des Trypanothion-Metabolismus wie die Trypanothion-Synthase
und -Reduktase ebenso attraktive Targets.*®>%"

Spermidin erflllt eine weitere wichtige Funktion: durch die Bildung der seltenen
Aminosdure Hypusin stellt die Verbindung eine Schnittstelle zwischen der Polyamin-
biosynthese und der Proteinbiosynthese dar. Die Hypusinbildung, katalysiert durch die

Deoxyhypusinsynthase (DHS) sowie Deoxyhypusinhydroxylase (DOOH), ist ein
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wesentlicher Schritt in der Aktivierung des Wachstumsfaktors elF-5A (eukaryotische
Initiationsfaktor-5A) (siehe Abbildung 1-22, Weg C sowie Abbildung 1-26 unter 1.2.2.3).
Dieser spielt wie die Polyamine selbst eine wichtige Rolle bei Zellproliferations- und
Zellteilungsvorgangen.

Aus Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax sowie verschiedenen Trypanosomen-
Arten und Leishmania infantum wurden Gene isoliert, die fir DHS und elF-5A

codieren 526676

Da die am Polyamin-Stoffwechsel beteiligten Enzyme flr das Parasitenwachstum
essenziell sind, wurden verschiedene Inhibitoren entwickelt. Die wichtigsten sollen im
Folgenden kurz besprochen werden.

Der irreversible ODC-Inhibitor DFMO (Eflornithin, a-Difluoromethylornithin; Struktur
siehe Abbildung 1-13) ist einer von nur 2 Arzneimitteln gegen Trypanosomeninfektion
im Frih- u Spatstadium. Er fihrt zu einer ver-minderten Spermidin und damit
Trypanothion-Biosynthese. Der zeitliche metabolische Unterschied zwischen der ODC
im Parasiten und in Sdugetierzellen ermdglicht eine selektive Hemmung des parasitaren
Enzyms. DFMO st nicht gegen Leishmanien und Plasmodien wirksam und gegen

erythrozytare Stadien von Plasmodien zeigte es in vivo nur eine geringe Wirkung.®*

CHF, CH,
H,N H N : o
H,N NHCOOH 2NN, 207" N, H,N" A/
2
DFMO APA CGP 54169A CGP 52622A

Abbildung 1-23 ODC-Inhibitoren

Neuere Inhibitoren wie das Putrescin-Analogon 3-Aminooxy-1-aminopropan (APA,
engl.: 3-Aminooxy-1-propane-amine) sowie seine Derivate CGP 54169A (4-Aminooxy-
2-aminobutan) und CGP 52622A (Aminooxycyclohexan) erwiesen sich in in vitro P.
falciparum-Kulturen viel wirksamer als der klassische Inhibitor DFMO. Sie zeigten einen
antiproliferativen Effekt auf erythrozytare Stadien von P. falciparum-Kulturen durch Ab-

nahme der intrazellularen Polyaminkonzentration.®
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Neue, vielversprechende Inhibitoren der trypanosomalen ODC wurden kirzlich in einem
Substanzscreening entdeckt.”’

Die AdoMetDC stellt ebenso ein vielversprechendes Target fiur die Entwicklung neuer
Wirkstoffe gegen Protozoeninfektionen dar, insbesondere gegen die Schlafkrankheit.®®
Klassische Inhibitoren der AdoMetDC sind MDL 73811 (5°(Z)-[4-Amino-2-butenyl]-
methylamino-5"deoxyadenosin) und die Bis-(guanylhydrazon)derivate Methylglyoxal-
bis(guanyl)hydrazon (MGBG), CGP 40215A und CGP 48664A (SAM 486A, 4-Amino-
indan-1-one-2"-amidinohydrazon).

H
o /=N NH
H,N N NH, H
N/\Q’ N XN NH,
| | H,NT N Y\N \n/
H CHy, & = H
HO OH CHs NH

N
Nw
MDL 73811 MGBG
NH NH, NH
N n NH
~ _N N — NS 2
H,N N~ \’4 SN NH, H,N N \ﬂ/
NH, NH
CGP 40215 CGP 48664A
(SAM 486A)

Abbildung 1-24 Inhibitoren der AdoMetDC (S-Adenosylmethionin-Decarboxylase)

MDL 73811, ein irreversibler Inhibitor der AdoMetDC, bildet mit einem Pyruvat-Rest im
aktiven Zentrum des Enzyms eine Schiff'sche Base.”® Die Substanz hemmt das
Wachstum von P. falciparum in vitro, ist aber in P. berghei-infizierten M&usen nicht
wirksam.®* Dariiber hinaus besitzt sie einen antitrypanosomalen Effekt.®® MDL 73811 re-
duzierte die Parasitenlast in mit T. brucei brucei und T. brucei rhodesiense infizierten
Mausen um 100% und fuhrte damit zu einer kompletten Heilung. Neue MDL 73811-
Analoga sind vielversprechende Substanzen gegen Trypanosomen-Infektionen.”

MGBG st ein potenter Inhibitor der menschlichen AdoMetDC, aber nur ein schwacher
des Enzyms von T. brucei. CGP 40215A, das bicyclische Analogon von MGBG besitzt

antiplasmodiale, antitrypanosomale und antileishmanielle Aktivitdt in vitro. Es ist
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wirksam gegen Trypanosomeninfektion in der Maus sowie gegen P. berghei im Maus-
modell und ist damit eine vielversprechende Substanz gegen Protozoeninfektionen.®®
CGP 48664A ist ein potenter Inhibitor des Zellwachstums in Sdugetierzellen, aber

weniger aktiv gegen P. falciparum.®

Die SPDS-Hemmstoffe leiten sich vom Cyclohexylamin ab. Cyclohexylamin selbst
zeigte eine Hemmung von P. falciparum sowie T. evansi in vitro.*

Dicyclohexylamin, ein kompetitiver Inhibitor der SPDS in S&ugetierzellen, hemmte das
Wachstum von T. brucei brucei und T. evansi in vitro, jedoch nicht in In-vivo-Tests.
AuRerdem inhibierte Dicyclohexylamin das Wachstum von P. falciparum in vitro sowie
in infizierten Erythrozyten, da es die intrazellulare Spermidinkonzentration senkte. %28
Weitere Spermidin-Inhibitoren sind trans-4-Methylcyclohexylamin (4-MCHA) und N-(3-
Aminopropyl)cyclohexylamin (APCHA). 4-MCHA, der effektivste SPDS-Hemmstoff,

inhibierte das Enzym aus P. falciparum mit einem ICso-Wert von 1.4 pM."™

Cyclohexylamin Dicyclohexylamin 4-MCHA APCHA

Abbildung 1-25 Spermidin-Synthase Inhibitoren

1.2.2.3 Die Hypusin-Biosynthese und ihre biologische Bedeutung

Die seltene Aminosdure Hypusin wird im Spermidinmetabolismus gebildet. Sie ist ein
Bestandteil des zellularen Proteins und Wachstumsfaktors elF-5A (eukaryotischer
Initiationsfaktor-5A). Die Hypusin-Biosynthese erfolgt in 2 Schritten (siehe Abbildung
1-26). Katalysiert durch die Deoxyhypusinsynthase (DHS) wird im ersten Schritt NAD-
abhéangig der Aminobutyl-Rest vom Spermidin auf die e-Aminogruppe eines spezifischen
Lysin-Restes im elF-5A-Vorlauferprotein Ubertragen. Dabei wird 1,3-Diaminopropan
freigesetzt und es entsteht die Zwischenstufe Deoxyhypusin in elF-5A.2 In einem

zweiten Schritt erfolgt die Hydroxylierung des Deoxyhypusin-Restes zum Hypusin in
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elF-5A. Dies geschieht unter Katalyse der Deoxyhypusin-Hydroxylase (DOHH) und hat
die Aktivierung des Wachstumsfaktors elF-5A zur Folge.®

H

H,N /\/\/N\/\/N Ha
Spermidin (Lys50) :NH2
Vorstufe
1,7-Diaminoheptan-Derivate
EX _
Semapimod CNI- 1493
H,NT"NH,
H 1,3-Diaminopropan
N\/\/\N H,
Zw ischenstufe
Deoxyhypusin in elF-5A T\
Ciclopiroxolamin
Mimosin
Deferipron
DOHH | ——— Deferoxamin
2,2'-Dipyridyl
4-Oxo-piperidin-
carbonséaureester

\ Thermin )
OH

N\)\/\NHZ

Aktives Protein

Hypusin in elF-5A
(aktive Form)

Abbildung 1-26 Aktivierung von elF-5A und potenzielle Hemmstoffe der beteiligten Schliisselenzyme™

Lys = Lysin; elF-5A = eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 5A; DHS = Deoxyhypusinsynthase;
DOHH = Deoxyhypusinhydroxylase

Die Hypusinylierung des Lysin-Restes in der elF-5A-Vorstufe ist eines der spezifischsten
posttranslationalen  Proteinmodifikationen in  Eukaryoten.*®* Der durch diese
Hypusinylierung modulierte und letztendlich aktivierte eukaryotische Initiationsfaktor-
5A ist das einzige zellulére Protein, das die Aminosdure Hypusin enthdlt. Das Protein
kommt ubiquitar in Eukaryoten vor und ist flr die Proliferation der Zellen essenziell. Es

reguliert das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung durch polyaminabhéangige post-
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translationale Modifikationen. Die genaue Funktion ist zwar noch unklar, aber Unter-
suchungen zeigten, dass es wahrend des G1-/S-Zellzyklus-Ubergangs als ein nucleo-
cytoplasmatisches Shuttle-Protein zur Ausschleusung bestimmter RNAs aus dem Zell-
kern fungiert. elF-5A ist weiterhin an der Expression von Genen beteiligt, die der Regu-
lation des Zellzyklus dienen. Er wird fur die posttranskriptionelle Modifizierung spezi-
fischer mMRNAs bendtigt, die bestimmte Faktoren codieren, welche fiir die Zellvariabilitét
und -proliferation notwendig sind.>*

Neuere Erkenntnisse durch Untersuchungen an Hefen ergaben, dass der aktive elF-5A
mit dem 80S-Ribosomen und dem Elongationsfaktor 2 (eEF2) interagiert. ES wird ihm
somit eine Rolle bei der Elongation, der letzten Transkriptionsphase, bei der die DNA in
mRNAs kopiert wird, zugesprochen.®

Aufgrund dieser wichtigen Funktionen ist der Wachstumsfaktor elF-5A ein interessanter
Ansatzpunkt sowohl zur Therapie parasitarer Infektionskrankheiten, als auch von der
Immunschwachekrankheit HIV und von Krebserkrankungen. Eine direkte, spezifische
Hemmung von elF-5A ist bis dato noch nicht gelungen, jedoch kann man die Aktivierung
des Proteins durch die Hemmung von DHS bzw. DOHH verhindern.

Inhibitoren der DHS und DOHH rufen eine Hemmung des Zellwachstums in verschie-
denen Saugetierzellen hervor.2®®’ Effektive Inhibitoren der DHS leiten sich vom Substrat
Spermidin ab und interagieren aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zum Substrat mit
dem aktiven Zentrum des Enzyms (kompetitive Inhibitoren).?®

Gesattigte und ungeséttigte Diaminoalkane (1,7-Diaminoheptan, 1,8-Diaminooctan, 1,7-
Diamino-trans-hept-3-en) und entsprechende Guanylderivate zeigten eine gute Inhibition
der menschlichen DHS.®® Der kompetitive DHS-Inhibitor GC; (N*-Guanyl-1,7-diamino-
heptan) fiihrte fast zu einer kompletten Hemmung der Hypusinbiosynthese in vendsen
Nabelschnurendothelzellen (HUVECs = human umbilical vein endothelial gells).90
Gesattigte und ungesattigte 1,7-Diaminoheptan-Derivate zeigten eine Hemmung von P.
falciparum- und P. vivax-Kulturen sowie von T. brucei rhodesiense und T. evansi in
vitro. °%62899 pije ungesattigten 1,7-Diaminoheptane sowie das Guanylderivat 7-Amino-

1-guanidinooctan waren dabei die effektivsten Inhibitoren in Parasiten.®®
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CH,

H,NT NN SNH, HZN)\/\/\/\NH2 H NSNS SN,
1,7-Diaminoheptan 1.7-Diaminooctan 1,7-Diamino-trans-hept-3-en
NH NH CH,
HzNJ\H/\/\/\/\NHz HZNJ\H/\/\/\)\NHZ

GC7

N-Guanyl-1,7-diaminoheptan 7-Amino-1-guanidinooctan

Abbildung 1-27 DHS-Inhibitoren

Die Inhibition der Hypusinbiosynthese ist nicht nur ein neuer Ansatzpunkt fir die anti-
parasitdre Therapie, sondern auch eine geeignete Strategie fir die Behandlung der retro-
viralen Erkrankungen HIV-1 und HTLV. Vor allem bei der Therapie der HIV-Erkrank-
ung treten immer wieder Resistenzen gegen die klassischen Medikationen, wie z.B.
gegen die Reverse-Transkriptase- und Protease-Inhibitoren auf. Auch sind ,,Multi-Drug*-
Resistenzen hdufiger zu beobachten, so dass auch auf diesem Gebiet die Suche nach
neuen Ansatzpunkten eine wichtige Rolle spielt. Gerade die Blockade der elF-5A-Akti-
vierung durch gezielte Hemmung der AdoMetDC, DHS und DOHH scheint hier interes-
sant.”® Der eukaryotische Initiationsfaktor 5A (elF-5A) ist ein essenzieller Cofaktor des
HIV-Regulationsproteins Rev (mRNA-Transport-Faktor) sowie des HTLV-Proteins
Rex.” Diese Proteine sind wichtig fiir die Replikation der Retroviren und daher kann eine
Hemmung der Schlusselenzyme des Polyaminstoffwechsels und eine damit verbundene
Blockade der Aktivierung von elF-5A die Vermehrung der HI- bzw. HTL-Viren ver-
hindern. Der DHS-Inhibitor Semapimod (CNI-1493, siehe Abbildung 1-28) zum Beispiel
hemmt antiinflammatorische Cytokine wie den TNF-a durch eine MAP-Kinase-
Inhibition und scheint fir eine antiretrovirale Therapie interessant zu sein. Das
Guanylhydrazon befindet sich gerade in der Zulassung gegen Morbus Crohn.

Aber auch die a-Hydroxypyridone L-Mimosin und Deferipron mit ihrer Hemmwirkung
auf die DOHH (siehe Abbildung 1-29 unter 1.2.2.4) stellen einen interessanten Ansatz-

punkt fir die antiretrovirale Therapie dar.”%
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Abbildung 1-28 Der fiir die antiretrovirale Therapie interessante DHS-Inhibitor Semapimod

1.2.2.4 Die Deoxyhypusinhydroxylase als potenzielles neues Target

Die DOHH gehort zur Gruppe der Eisen-abhéngigen Dioxygenasen sowie zur Familie der
,HEAT-repeat-Proteine®, die einen spezifischen Aufbau besitzen [human huntington (H),
Elongationsfaktor 3 (E), eine Untereinheit der Proteinphosphatase 2A (A), target of
rapamycin (TOR)]. Ein HEAT-Motiv wird aus einem Paar a-Helices - bestehend aus 50
Aminosduren - gebildet, das haarnadelférmig angeordnet ist. Durch wiederholte Anord-
nung dieses Motivs entsteht eine superhelikale Struktur aus 8 a-Helix-Paaren (HEATS),
die in 2 symmetrischen Doménen angeordnet sind. Die Domanen bestehen jeweils aus 4
HEATS und sind Uber eine variable Region miteinander verbunden. Jede Doméne enthalt
2 Histidin-Glutamat-Paare. Diese insgesamt 4 Histidin-Glutamat-Paare bilden das aktive
Zentrum des Enzyms und sind gleichzeitig 2 Eisenkoordinationsstellen. Die 2 Eisenionen
im aktiven Zentrum sind fiir die katalytische Aktivitat der DOHH essenziell. Die DOHH
ist somit ein Metalloenzym, das eine sehr hohe Spezifitét fir das Substrat Deoxyhypusin
in elF5A (elFSA[Dhp]) besitzt.**% Deoxyhypusin wird als freie Aminosaure nicht von
der DOHH umgesetzt bzw. hydroxyliert. Fir die Bindung des Substrates elFSA[Dhp]

sind ionische Wechselwirkungen zwischen den Carboxylgruppen der Glutamat-Reste 57
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sowie 208 der Histidin-Glutamat-Motive des Enzyms und der Aminogruppen der Deoxy-
hypusin-Seitenkette verantwortlich.®’

Nachdem bisher nur rekombinante Enzyme vom Menschen und Hefen erhalten und
strukturell untersucht wurden, ist es kirzlich gelungen, die DOHH aus P. falciparum zu
klonieren und zu exprimieren.®*!% Die parasitare Deoxyhypusin-Hydroxylase ist ein

interessantes Ziel, da es sich vom menschlichen Enzym unterscheidet.

Testungen an vendsen Nabelschnurendothelzellen (HUVECS) ergaben, dass das Anti-
mykotikum Ciclopirox sowie die pflanzliche Aminosaure L-Mimosin potente DOHH-In-
hibitoren darstellen. Dies duf3erte sich in einer starken Hemmung der Angiogenese und
Proliferation dieser Endothelzellen.’®* Die Hemmung der DOHH beruht auf einer Kom-
plexbildung mit den Eisenionen im Katalytischen Zentrum des Enzyms.}? Mit
Ciclopirox, L-Mimosin und weiteren Eisenkomplexbildnern wie Deferipron,
Deferoxamin sowie 2,2°-Dipyridyl konnte aufgrund ihrer F&higkeit, durch ihre
Hydroxamséure- bzw. Hydroxy-Keton-Teilstrukturen das katalytische Eisen zu komplex-
ieren, eine Hemmung der Zellproliferation und des Zellwachstums in verschiedenen Séu-
getierzellen hervorgerufen werden.®##71%31% Ciclopirox und Mimosin hemmen dabei den
Zellzyklus von Saugetierzellen in der spaten G1-Phase.'®®

Die DOHH-Hemmstoffe besitzen ein gutes Toxizitatsprofil und sind zum Teil klinisch
zugelassen.  Deferipron  (1,2-Dimethyl-3-hydroxypyridin-4-on) und Deferoxamin
kommen zur Behandlung der Eisentiberladung zum Einsatz, Ciclopirox fungiert als
topisches Breitspektrum-Antimykotikum. Ciclopirox besitzt eine gute Wirkung gegen
Dermatophyten, Hefen, Aktinomyceten und einigen Aspergillus-Arten. Es bindet ir-
reversibel an verschiedene Strukturen der Pilzzellen, wie Zellwand, cytoplasmatischer
Membran und Mitochondrien. Der genaue Wirkmechanismus ist immer noch unklar. Es
wird eine Wirkung auf den Leucin-Transport und auf die Membranbeschaffenheit der
Pilzzelle vermutet. Dadurch wird die Aufnahme lebenswichtiger Bestandteile in die Pilz-
zelle verhindert. Des Weiteren bindet Ciclopirox Eisenionen (Fe* und Fe*) in verschie-
denen Proteinen und Enzymen, was zu massiven Stoffwechselstorungen innerhalb der

Pilzzelle fuhrt. 1%
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Abbildung 1-29 Inhibitoren der Deoxyhypusin-Hydroxylase (DOHH)

Die Hemmung der parasitdren DOHH ist ein interessanter strategischer Ansatz bei der
Suche nach wirksamen, neuen antiparasitaren Behandlungsmdglichkeiten. Wie schon
unter 1.2.2.3 erwéhnt, stellt die Behandlung der retroviralen Erkrankungen HIV-1 und
HTLV ein zusatzliches potenzielles Einsatzgebiet der Deoxyhypusin-Hydroxylase-Inhibi-

toren dar.

1.3 Die Entwicklung neuer DOHH-Inhibitoren

Aufgrund der vielversprechenden Wirkungen in S&ugetierzellen wurden Ciclopirox und
L-Mimosin an Plasmodien getestet. Dabei hemmte Ciclopirox die In-vitro-Proliferation
des Chloroquin-sensitiven P. falciparum-Stammes NF54 mit einem 1Csp von 8.2 uM.

Allerdings zeigte es in vivo in einem Malaria-Nagetiermodell keine Wirksamkeit.'%’
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L-Mimosin zeigte mit einem ICs-Wert von 32 uM beim Chloroquin-sensitiven P. falci-
parum-Stamm und einem I1Csp-Wert von 39 UM in der Chloroquin-resistenten Kultur
einen guten antiplasmodialen Effekt. Jedoch war es in einem In-vivo-Malaria-Nagetier-
modell toxisch.’”” Auf Basis dieser In-vivo-Ergebnisse bildete L-Mimosin mit seinem 4-
Pyridon-Grundgertst und der Hydroxyketonstruktur die Grundlage fir die Entwicklung
neuer Leitstrukturen. Verbindungen, die diese Strukturelemente enthalten, sind die
geséttigten und ungesattigten 4-Oxopiperidinmono- und -diester. Diese zeigen eine Keto-
Enol-Tautomerisierung. Man nahm an, dass die R-Ketocarbonséurestruktur im Enol
bessere Eisenkomplexbildungseigenschaften aufweist als die a-Hydroxyketonstruktur im

Mimosin und Ciclopirox.®®

o
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OH iNHZ
HO 0
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i
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Abbildung 1-30 Ciclopirox (1) und Mimosin (2) als Leitstrukturen fiir die Entwicklung der 4-
Oxopiperidinmono- (3) und —diester (4) mit ihrer Keto-Enol-Tautomerie
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Eine Reihe von synthetisierten 4-Oxopiperidinmono- und -diestern mit 2-Pyridyl-
Substituenten in Position 2 und 6 (= R?) wurde an verschiedenen P. falciparum-Stammen
in vitro sowie in vivo getestet. Die 4-Oxopiperidinmonoester sowie auch die
Diesterderivate zeigten im gleichen Test eine bessere In-vitro-Wirksamkeit an
Chloroquin-sensitiven und Chloroquin-resistenten Stammen als Ciclopirox und
Mimosin. %" Dabei tiberzeugten die gesattigten Monoester mit der besten inhibitorischen
Aktivitat in vitro. Diese gute In-vitro-Wirksamkeit konnten die Monoester in In-vivo-
Testungen an Madusen allerdings nicht bestatigen, da sie aufgrund ihrer schlechten
Wasserloslichkeit eine schlechtere Bioverfligbarkeit aufweisen. In dem Malaria-Nagetier-
modell zeigten die 4-Oxopiperidindiester aufgrund ihrer héheren Polaritét, einer besseren
Wasserloslichkeit und damit verbundener besserer Bioverfligbarkeit eine hohere
Aktivitat.

Auf der Grundlage dieser vielversprechenden Testungsergebnisse wurden weitere 4-Oxo-
piperidinmono- und -diester-Derivate synthetisiert und ihre antiparasitaren Eigenschaften
nicht nur an Plasmodien, sondern auch an Trypanosomen und Leishmanien bestimmt.'%
Daruber hinaus wurde die Zytotoxizitdt an Makrophagen ermittelt. Aus den Testungs-
ergebnissen der 4-Oxopiperidine mit den verschiedensten Substitutionsmustern wurden
neue Leitstrukturen fur potenzielle Inhibitoren der Deoxyhypusinhydroxylase abgeleitet

(siehe unter 2.1 Weiterentwicklung der Zielstrukturen).

In den pharmakologischen Untersuchungen an Plasmodien wurden mit den 2-
pyridylsubstituierten Piperidonmonoestern Nr. 19 und 24 die besten inhibitorischen Er-
gebnisse erzielt (siehe Tabelle 1-1). Die Aktivitaten konnten im Vergleich zu den Diester-
Derivaten auf das 10- bis 50-fache gesteigert werden. Allerdings zeigten die Substanzen
nach 72 h eine schwdachere Wirksamkeit und fuhrten in In-vivo-Tests zu keiner kom-
pletten Abtotung der Erreger. Die Wirksamkeit gegen Leishmanien lag im hoheren
mikromolaren Bereich und war teilweise nur unwesentlich besser als die Wirksamkeit der
Diesterderivate. Allerdings zeigten die Piperidinmonoester ebenfalls die hdchste Aktivitat
gegen Trypanosomen. Mit Ausnahme von Substanz 22 zeigten sie eine Wirksamkeit, die
im submikromolaren Bereich lag. Die Zytotoxizitatswerte waren teilweise 100-mal hoher

als die Aktivitatswerte (siehe Substanz Nr. 24), so dass diese Substanzen als Leit-
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strukturen flir die Synthesen weiterer antitrypanosomaler Verbindungen angesehen
werden konnten.

Generell beeinflussten bei den Diesterderivaten Nitrophenyl-Reste an Position 2 und 6
die Wirksamkeit an Trypanosomen positiv. Es konnte eine Steigerung der Wirksamkeit
um das 5- bis 10-fache im Vergleich zu den 2-pyridylsubstituierten Derivaten erreicht
werden. Durch die Nitrogruppen koénnte vermutlich eine gesteigerte Affinitat am Ziel-
enzym resultieren. Zusatzlich hat die Nitrosubstitution eine gesteigerte Wasserldslichkeit
und damit erhdhte Bioverfugbarkeit der Verbindungen zur Folge, wodurch die Wirk-
samkeit in In-vivo-Testungen verbessert werden kann. Das Problem, dass es vielen der in
vitro wirksamen Substanzen an einer genlgenden Hydrophilie und Bioverfiligbarkeit
mangelt, kann somit durch das Einfiihren der Nitroaromaten zum Teil geldst werden. Die
Position der Nitrosubstitution spielte dabei fur die Wirkung keine Rolle, jedoch war die
Zytotoxizitdt an Makrophagen bei 3-nitrophenylsubstituierten Derivaten im Gegensatz zu

4-Nitrophenyl-Derivaten um mindestens das 6-fache geringer.
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EINLEITUNG

Anhand der Testungsergebnisse der Diesterderivate an Plasmodien erkennt man, dass die
4-Nitrophenyl-Substitution essentiell zur Wirksamkeit beitrdgt und den anderen
Substitutionsvarianten Uberlegen ist. Die Substanzen mit 3-Nitrophenylresten zeigten
uberraschenderweise keine Aktivitat.

Die Substitution am Piperidinstickstoff scheint fur die Wirksamkeit von geringerer
Bedeutung zu sein; fir eine hohe Aktivitat sind die Substituenten an 2- und 6-Position
ausschlaggebend.

Untersuchungen an Makrophagen haben ergeben, dass Verbindungen, die einen
Ethylester tragen, im Vergleich zu den Methylester-Derivaten eine geringere
Zytotoxizitat aufweisen. Die Ethylester waren bis zu 50-fach weniger toxisch und haben
daruber hinaus keinen Wirksamkeitsnachteil gegentiber den Methylestern.

Die Di- und Tetrahydroverbindungen zeigten gegen Trypanosomen und Leishmanien
keine Wirksamkeit. Dies liegt vermutlich daran, dass sie im Vergleich zu den geséttigten
Derivaten nicht in der Lage sind, die fir die Wirksamkeit essentielle Enolstruktur
auszubilden. Aus diesem Grund und wegen ihrer erschwerten Synthese'®* die
aufwandige Aufreinigungen notwendig macht, wurden die Dihydro- sowie

Tetrahydroderivate im Zuge der vorliegenden Arbeit nicht weiter verfolgt.

Da die Hemmung von HI-Viren ebenfalls vom Transkriptionsinitiationsfaktor elF-5A
abhéngig ist, wurden 2 Verbindungen, die in Testungen an Plasmodien und
Trypanosomen erfolgversprechende Ergebnisse zeigten, hinsichtlich ihrer Inhibition an
HI-Viren getestet (der Diester Nr. 17 und der Oximether 29). Dabei stellte sich heraus,
dass die 2 Substanzen innerhalb von 10 h in der Lage waren, HI-1-Viren in vitro zu
hemmen. Mit Substanz 17 konnte eine komplette Hemmung, mit Verbindung 29 eine

85%-ige Hemmung der Virusreplikation erzielt werden.®®

1.4 Die Eisenkomplexierungs-Theorie

Die enolische Form der 4-Oxopiperidinester ist durch ihre R-Ketocarbonsdurestruktur in
der Lage, mit Metallionen stabile Komplexe zu bilden.**! Wie die Hydroxamsaure- bzw.

Hydroxy-Keton-Teilstruktur von Ciclopirox und L-Mimosin auch, kann diese [3-Keto-
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carbonsdaurestruktur ebenfalls Eisenionen, wie sie im katalytischen Zentrum des oben be-
schriebenen DOHH-Zielenzyms vorkommen, komplexieren. Schon Petrenko-Kritschenko
und Zoneff beschrieben eine Rotfarbung und damit Chelatisierung von Diestern mit
Eisenchlorid."'? Die guten antiplasmodialen und antitrypanosomalen Wirksamkeiten der
4-Oxopiperidinester kénnen mit den Eisen-Komplexbildungseigenschaften dieser Subs-
tanzen im Zusammenhang stehen und einen moglichen Wechselwirkungsmechanismus
mit dem DOHH-Enzym erkléren. Die Tatsache, dass gerade das Eisen-(l1l)-ion als harte
Saure zur Komplexbildung harte Donoren, wie Sauerstoff in Catecholen, Hydroxamaten

oder Hydroxycarbonsaure-Strukturen, benétigt, spricht fur diesen Mechanismus.™*

Abbildung 1-31 Eisenkomplexierung durch die a-Hydroxyketonstruktur

Die 2,6-dipyridylsubstituierten 4-Piperidoncarbonsduremono- und -diester besitzen durch
ihre Terpyridinstruktur ein zusatzliches Strukturelement, um Metallchelate zu bilden. Sie
sind in der Lage, Uber die 3 Stickstoffatome an Position 1 und in den zwei 2-Pyridyl-
substituenten Metalle, wie auch Eisen, im Verhaltnis 1:1 zu komplexieren.!****°> Dg
jedoch auch 4-Piperidoncarbonséurediester ohne die 2-Pyridylreste in Position 2 und 6
sehr gute Wirksamkeiten an Plasmodien und auch Trypanosomen aufweisen (siehe
Tabelle 1-1), geschieht die potenzielle Komplexbildung mit dem Eisenion der DOHH
vermutlich eher tber die R-Ketocarbonsédurestruktur. Bisher war es noch nicht gelungen
auch Monoester ohne diese Pyridylsubstitution zu erhalten, so dass hier bisher kein Ver-

gleich moglich war.
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2 ZIEL DER ARBEIT
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2.1 Weiterentwicklung der Zielstrukturen

Aus den Testungsergebnissen der teilweise unterschiedlich substituierten 4-Hydroxy-
piperidinmono- und -diesterderivate (siehe 1.3) ergeben sich Ansatze fir die Ableitung
einer neuen Leitstruktur potenzieller Inhibitoren der Deoxyhypusinhydroxylase.

Die plasmodialen Testungen der Diesterderivate lieen erkennen, dass die 4-Nitrophenyl-
Substitution an Position 2 und 6 im Vergleich mit anderen Substitutionsvarianten zu einer
verbesserten Wirksamkeit in Verbindung mit einer niedrigeren Zytotoxizitét beitragt. Die
Testungsreihen an Trypanosomen bestétigten dies, da im Vergleich zu den 2-pyridy-
Isubstituierten Derivaten eine bis zu 10-fach hohere Wirksamkeit erreicht werden konnte.
Zusétzlich kann durch die Nitrosubstitution eine gesteigerte Wasserloslichkeit und damit
erhohte Bioverfligbarkeit erzielt werden, wodurch die Wirksamkeit in In-vivo-Testungen
verbessert werden kann.

Desweiteren ergaben die Testungen eine geringere Zytotoxizitat von Ethylestern im Ver-
gleich zu den Monoesterderivaten. Durch das Einfuhren grol3erer Estergruppen, wie z.B.
t-Butyl-Ester, sollte geklart werden, ob sich die zytotoxischen Eigenschaften weiter ver-
bessern lassen.

Die Monoesterverbindungen gehérten zu den aktivsten Substanzen. Hier konnten jedoch
bislang nur pyridylsubstituierte Derivate synthetisiert werden. So sollte durch die Syn-
these von Derivaten mit Nitrophenylresten in Position 2 und 6 gezeigt werden, ob die
oben beschriebenen Vorteile dieser Substituenten bei Diestern auch auf Monoester (ber-
tragbar sind. So kénnte sich die sehr gute Wirksamkeit der Monoester weiter steigern und
mit verbesserten zytotoxischen Eigenschaften sowie einer verbesserten Wasserloslichkeit
kombinieren lassen.

Da die Substitution am Piperidin-Stickstoff fur die Wirksamkeit der 4-Hydroxy-
piperidincarbonséureester von geringerer Bedeutung zu sein scheint, kann man an dieser
Stelle durch das Einfuihren hydrophiler Reste die In-vivo-Wirksamkeit weiter steigern.
Anhand der dargestellten Uberlegungen lasst sich eine neue Leitstruktur fiir potenzielle

Inhibitoren der Deoxyhypusinhydroxylase ableiten (siehe Abbildung 2-1).
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7 Ethylester evtl. auch
t-Butyl-Ester

" Nitro-substituierter Aromat

" " hydrophile Reste

Abbildung 2-1 Die flr die optimale Wirksamkeit vorgeschlagenen Verbindungen (Zielverbindungen)

Zusétzlich wurde die Synthese von 4-Hydroxypiperidincarbonséureestern ohne
aromatische Substitution an Position 2 und 6 angestrebt. Hierbei sollte durch das
Einfuhren von Alkylresten die Bedeutung der Aromaten geklart werden.

Desweiteren schien die Synthese von Piperidinoximen interessant, da Oxime fir ihr gutes
Eisenkomplexierungsvermogen bekannt sind.*'® Durch die Synthese entsprechender
Derivate sollte die Frage geklart werden, ob man mit Piperidinoximen das Eisen besser

komplexieren und demzufolge auch die Hemmwirkung erhéhen kann.

Durch die Variation der Substitutionsmuster der 4-Hydroxypiperidincarbonsduremono-
und -diester sollte eine Substanzbibliothek strukturell diverser Verbindungen geschaffen
werden, um genauere Aussagen Uber die Bedeutung jeder einzelnen Substitutionspositon
treffen zu kénnen. Dariiber hinaus sollten mit einer groBen Anzahl an diversen Ver-
bindungen QSAR'"-Studien durchgefiihrt werden.

Da einige antiplasmodial wirksame Piperidonderivate in der Lage waren, die Vermehrung
von HI- und HTLV-Viren (ber die Inhibition des Hypusinbiosyntheseweges zu hemmen,

sollten einige gut wirksame Kandidaten dahingehend getestet werden.

"V QSAR = quantitative structure-activity relationship (quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehung)
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2.2 4-Hydroxychinolonester als mogliche Alternative

A (B)

Abbildung 2-2 4-Hydroxychinoloncarbonséureester (B) als 4-Hydroxytetrahydropyridinester- (A)
enthaltende Strukturen

Die Chinolonstruktur ist charakteristisch flr verschiedenste Naturprodukte und syn-
thetische Chinolonderivate sind eine sehr interessante Substanzgruppe mit vielfaltigen
biologischen Wirkungen. Hier soll die Struktur der 4-Hydroxy-2-oxochinolincarbon-
séureester als Alternative zu den eigentlichen Zielverbindungen dieser Arbeit, den 4-Hy-
droxytetrahydropyridincarbonsauremono- und -diestern, dargestellt werden.

Wie in Abbildung 2-2 ersichtlich, enthalten die 4-Hydroxychinolonester (B) die Ziel-
struktur der 4-Hydroxytetrahydropyridin-carbonsdureester. Durch die B-Hydroxyketon-
Teilstruktur konnten die 4-Hydroxychinolonester ebenfalls in der Lage sein, das Eisen im
katalytischen Zentrum der DOHH zu komplexieren und diese dadurch zu hemmen. Aller-
dings wird das Molekdl durch das 2-fache Ringsystem starr und liegt nicht mehr, wie die
4-Hydroxytetrahydropyridincarbonsaureester, in der Sesselkonformation vor. Durch diese
Unterschiede in der rdumlichen Anordnung koénnten sich essenzielle Wirksamkeits-
unterschiede am Zielenzym ergeben. Es ist aber auch moglich, dass eine &hnliche Wir-
kung hervorgerufen wird. Um dies zu untersuchen, sollten verschiedene Hydroxy-
chinolinester vom Typ B synthetisiert und die Wirksamkeit an Plasmodien- und Trypano-
somenkulturen getestet werden.

Die Hydroxychinolonderivate zeigen im Gegensatz zu den 4-Hydroxytetrahydropyridin-
estern eine viel bessere Wasserloslichkeit. Falls sich in Testungen eine Wirksamkeit
zeigen wirde, konnte man mit den Hydroxychinolonestern das Problem der verminderten
Bioverfugbarkeit der 4-Hydroxytetrahydropyridinester umgehen und somit neue Leit-

strukturen schaffen.
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3 ALLGEMEINER TEIL
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3.1 Die Mannich-Reaktion

Die Mannich-Reaktion ist eine klassische und sehr bedeutende Grundreaktion zum Erhalt
von stickstoffhaltigen Verbindungen. Aus einem Aquivalent einer CH-Aciden Ver-
bindung (als CH-acide Verbindung dienen hauptsachlich enolisierbare Aldehyde und
Ketone), einem Aquivalent eines Aldehyds und einem Aquivalent eines priméren oder
sekundaren Amins bzw. Ammoniak entstehen im Zuge der Mannich-Reaktion a-
aminoalkylierte VVerbindungen, B-Aminoketone bzw. -aldehyde. Diese sogenannten Man-
nich-Basen sind vielfaltige Synthesebausteine, die man leicht in wertvolle Derivate, wie
Michael-Akzeptoren (durch Eliminierung des Amins), 1,3-Aminoalkohole (durch Re-
duktion oder Addition metallorganischer Verbindungen) oder funktionalisierte Carbonyl-
verbindungen (durch nucleophile Substitution) Uberfiihren kann. Die Mannich-Reaktion
ist ein Schllsselschritt in zahlreichen Wirk- und Naturstoffsynthesen und zéhlt zu den be-
deutendsten C-C-Verknipfungsreaktionen in der Organischen Chemie. Die Popularitat
dieser Reaktion ist begriindet in der hohen Anzahl an N-haltigen Naturstoffen, biologisch
aktiven Verbindungen und Arzneimitteln, die durch Mannich-Reaktionen zuganglich sind
(z.B. Alkaloidsynthesen).

Kommen 1,3-Dicarbonylsysteme als CH-acide Komponente in Kombination mit 2 Aqui-
valenten Aldehyd und einem Aquivalent Amin zum Einsatz, konnen durch Ablauf einer

Doppel-Mannich-Reaktion stickstoffhaltige Piperidinringsysteme aufgebaut werden.

3.1.1 Die Synthese der 4-Piperidonester durch die Einstufen-3-
Komponenten-Doppel-Mannichreaktion

Die Synthese des substituierten Piperidonringes durch die Reaktion von Acetondicarbon-
séureestern mit Benzaldehyd und Ammoniak bzw. primaren Aminen wurde erstmals von
Petrenko-Kritschenko und Zoneff beschrieben.*#*"**8 Mannich synthetisierte Piperidon-

mono- und diesterderivate aus aliphatischen Aldehyden mit und ohne Substitution am
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Stickstoff.**® Die ersten 2,6-pyridyl-substituierten Derivate wurden von Merz und
Rauchle hergestellt.*°

Die Reaktionen wurden unter milden Bedingungen in alkoholisch-wassrigen Ldsungen
unter Zutropfen der wassrigen Ammoniakldsung bzw. der Losung des Amins zur Ldsung
des Aldehyds und des Acetondicarbonsaureesters durchgefihrt. Auch andere Zutropf-
kombinationen kamen zur Anwendung.***

Damals fiel schon die hohe S&ureempfindlichkeit der isolierten Produkte auf. Bei Be-

handlung mit Sauren trat in der Kélte eine starke Verharzung auf.*?*

120,121

Auch die Entstehung

verschiedener Nebenprodukte wurde beschrieben.

2,6-disubstituierte Piperidonmonocarbonsdurester wurden durch die Reaktion von freien
Acetondicarbonséduremonoalkylestern mit aliphatischen oder heteroaromatischen
Aldehyden und Benzylamin erhalten.’**!?? Baliah et al. beschrieb eine von Acetessigester
ausgehende Methode: hierbei wurde dieser mit Aldehyden und Aminen in Eisessig bei er-
hohten Temperaturen zu den entsprechenden Monoesterderivaten umgesetzt.**® Eine
Moglichkeit, Uber die Diesterderivate durch einseitige Esterspaltung und De-
carboxylierung zu den Monoestern zu gelangen, wie es auch schon Mannich beschrieb,*’
scheiterte an der hohen Séure- und Alkalilabilitdt pyridylsubstituierter Dicarbonséaure-

ester. Schon unter milden Reaktionsbedingungen kam es leicht zu Ringspaltungen.*'°*?°

In Anlehnung an diese schon friiher beschriebenen Synthesemethoden zum Erhalt von 4-

Piperidondi- und -monoester-Derivaten wurde versucht, unter Reaktionsmodifikationen

die beschriebenen Zielverbindungen zu erhalten.

3.1.2 Allgemeine stereochemische Betrachtungen der 4-Piperidon-
ester: Keto-Enol-Tautomere und Rotamere

Die  4-Piperidoncarbonsdureester-Verbindungen  zeigen eine  Keto-Enol-Tauto-

merie.}8120:124125 Darijber hinaus kann jedes Tautomer in jeweils 2 isomeren Formen,
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und zwar in cis- bzw. trans-Konfiguration beziiglich der Substituenten in Position 2 und

6 vorliegen. Man erhélt somit 4 magliche Isomere (siehe Abbildung 3-1).

cis

trans

Abbildung 3-1 Die 4 mdglichen Isomere bei der Piperidonsynthese

Die Ketoisomere liegen in einer Sessel-, die Enole in einer Halbsesselkonformation vor.
Die Carboxylgruppen in Position 3 und 5 nehmen in beiden Isomeren eine (quasi)-
equatoriale Stellung ein, da die moglichen Wechselwirkungen mit anderen Substituenten
in dieser Stellung am geringsten sind. Der Substituent am Kohlenstoff C6 und bei den
cis-Isomeren an C2 ist ebenso equatorial angeordnet. R? nimmt bei den trans-Derivaten
demgegentber am Kohlenstoff C2 eine axiale Position ein. Die 3-Ketoester-Struktur der
Enole kann eine intramolekulare Wasserstoffbriicke ausbilden (wie in Abbildung 3-1
beim trans-Enol angedeutet).

Die Stellung der Substituenten lasst sich indirekt tiber die Kopplungskonstanten der ent-
sprechenden vicinalen H-Atome aus dem *H-Spektrum ableiten. Die GroRe der Kopp-
lungskonstanten zwischen benachbarten H-Atomen in Cyclohexanderivaten lasst primar
Rickschlisse auf deren Stellung zueinander zu. Eine Kopplungskonstante von 2 — 4 Hz
entspricht einer equatorial-equatorial-(e,e)-Kopplung zwischen den vicinalen Protonen,
eine Kopplungskonstante von 2 — 6 Hz einer axial-equatorial-(a,e)-Kopplung und eine

Kopplungskonstante von 9 — 13 Hz einer axial-axial-(a,a)-Kopplung.'?*%
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Im cis-Keton betragen die Kopplungskonstanten 3J, 3 sowie 3Js¢ 10.5 — 11.5 Hz, woraus
eine axiale Stellung der vicinalen Ringprotonen und eine bisequatoriale Stellung der
Substituenten resultieren. Die benachbarten Substituenten (an C2 und C3 sowie an C5
und C6) nehmen somit eine trans-Konfiguration ein. Auferdem sprechen hier im All-
gemeinen die chemische Aquivalenz der Protonen an C2/C6, an C3/C5 sowie die der
Substituenten R? und der Alkoxygruppen und damit der halbe Signalsatz fiir eine sym-
metrische Struktur und damit eine cis-Konfiguration des Ketons.

Bei den Enolen erhalt man sowohl in den *H- als auch in den *3C-Spektrum wegen der
unsymmetrischen Molekdlstruktur fir jedes Proton und C-Atom ein separates Signal. Die
Kopplungskonstante der vicinalen Protonen an Position 5 und 6 liegt bei den Enolen
ebenfalls zwischen 9 und 10 Hz. Sie nehmen demnach eine trans-diaxiale Lage ein, die
entsprechenden Substituenten eine equatoriale.

Da aus den NMR-Spektren die genaue Stellung des Protons an C2 in den Enolen auf-
grund eines fehlenden Protons und damit Kopplungspartners an C3 nicht ermittelt werden
konnte, wurde mittels Rontgenstrukturanalysen von verschiedenen 2,6-dialkyl- sowie 2,6-
diarylsubstituierten 4-Hydroxypiperidinderivaten die genaue Konfiguration aufge-

125130 nahmen die Sub-

klart.*?812° Anders als noch von Hansel und Haller postuliert
stituenten am Kohlenstoff C2 in diesen N-substituierten Enolen statt einer equatorialen
eine axiale Position ein. Aufgrund des equatorial-standigen Substituenten an C6 wurde
hier durch die Rontgenstrukturanalysen fir diese Derivate das Vorliegen des trans-Enols
bewiesen. Durch den Vergleich der chemischen Verschiebungen von H2, H5 und H6 im
'H- sowie von C2, C3, C4, C5, C6 im *C-Spektrum konnte die Erkenntnis der trans-Sub-
stitution auf vielféltige Derivate Gbertragen werden. Die Stickstoffsubstituenten nahmen
meist eine axiale Lage ein.*?®*?° Im Allgemeinen erhdht sich die Tendenz dieser Substi-
tuenten, in die axiale Stellung Uberzugehen, mit steigender Raumerfillung der Reste an

C2 und C6, um sterischen Wechselwirkungen auszuweichen.**!
Bei der Synthese der Diesterverbindungen werden nun prinzipiell Isomerengemische aus

cis-trans-Enolen und -Ketonen erhalten, wobei trans-Ketone nie beobachtet

wurden.'?812132 je nach Substitutionsmuster der Piperidondiester und Losungsmittel
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stellen sich zwischen diesen tautomeren und konfigurationsisomeren Formen unter-
schiedliche Gleichgewichte ein.

Bei 2,6-diarylsubstituierten Piperidondiestern mit einer Substitution am Stickstoff tauto-
merisiert das cis-Keton z.B. im unpolaren Chloroform zum cis-Enol, bis sich ein Gleich-
gewicht zwischen cis-Keton und cis-Enol von 70:30 einstellt. In polarem Methanol
jedoch liegen im Endeffekt 45 % cis-Keton und 55 % trans-Enol im Gleichgewicht vor,
wobei es hier zusétzlich zur Tautomerisierung zu einer Epimerisierung am Kohlenstoff-
atom C2 gekommen ist. Durch Ring6ffnung zwischen dem Stickstoff und dem Kohlen-
stoffatom C2 bildet sich durch eine retro-Michael-Addition aus dem cis-Enol das trans-
Enol.132'133

Kristallisiert man die Substanzen aus polarem Methanol oder Ethanol, erhalt man zu fast
100 % das bei N-substituierten Piperidonen thermodynamisch stabilste Isomer, das trans-
Enol. Gewinnt man die Produkte aus Ether, erhdlt man Isomerengemische aus cis-Keton,
cis-Enol und trans-Enol.**2

Bei N-unsubstituierten Diesterderivaten hingegen erhdlt man aufgrund der fehlenden
sterischen Wechselwirkungen zwischen dem Stickstoffsubstituenten und denen an C2
und C6 ausschliefflich cis-Isomere. Allgemein l&sst sich feststellen, dass die thermo-
dynamische Stabilitat der Piperidondiester mit steigendem Substitutionsgrad und Sub-
stituentengréRe vom cis-Keton zum trans-Enol zunimmt.*21%°

Im Fall der am Stickstoff substituierten 2,6-Dialkyl-Derivate wurden immer die Enole

isoliert und man beobachtete in Lésung keine Isomerisierung.'%*3*

Die in dieser Arbeit synthetisierten Diester-Derivate liegen aufgrund ihrer N-Substitution
sowie ihrer Substituenten in Position 2 und 6 tberwiegend als reine trans-Enole vor. Bei
einigen wenigen Derivaten wurde aber auch das reine cis-Enol isoliert. Selten ergaben die
Synthesen Gemische aus cis-Keton/ trans-Enol, cis-Enol/ trans-Enol oder aus allen drei
mdoglichen Isomeren, wobei der Anteil an trans-Enol stets Uberwog (Genaueres siehe
unter 3.2.1.3).

Rein theoretisch ist es auch moglich, 2 Konformere des trans-Enols zu isolieren. Hierbei

kommt es nach 5 bis 6 h in CDCI;3 zu einer Inversion des Stickstoffs (siehe Abbildung
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3-2). Dies hat zur Folge, dass der axial-standige Substituent an C2 in die equatoriale und
der equatoriale Substituent an C6 in eine axiale Lage Ubergehen. Dieses entstandene
trans-Enol-l1somer (B) zeichnet sich im NMR-Spektrum durch eine gauche-Kopplung
zwischen dem axialen H5 und dem nun equatorialen H6 von mit einer Kopplungs-
konstante von 4 bis 5 Hz aus. Aber aufgrund von sterischen Wechselwirkungen zwischen
der equatorialen Esterfunktion am Kohlenstoffatom C3 und dem equatorialen Substi-
tuenten an C2 ist dieses Isomer thermodynamisch nicht bevorzugt.'?® Keine in dieser
Arbeit erhaltenen Verbindung zeigte eine Umwandlung in dieses energetisch eher un-

gunstigere trans-Enol (B).

|
R
trans-Enol trans-Enol

A) (B)

Abbildung 3-2 Die 2 Isomere des trans-Enols

Bei der Synthese von bereits bekannten Monoestern erhdlt man hauptsachlich trans-

Enole, teilweise neben geringen Mengen des entsprechenden trans-Ketons."*!?* Die

128 Auch hier wurde

trans-Enole stellen das thermodynamisch kontrollierte Produkt dar.
die Konfiguration mittels Rontgenstrukturanalyse bewiesen. In den trans-Enolen und
trans-Ketonen nahmen die Substituenten an C6 eine equatoriale, die an C2 eine axiale
Lage ein. Der aromatische Substituent am Stickstoff war ebenso axial angeordnet, um
sterische Wechselwirkungen mit den Resten an C2 und C6 zu verhindern.?

Die im Zuge der vorliegenden Arbeit synthetisierten Monoester wurden bis auf eine
literaturbekannte Verbindung allesamt als reine Enole isoliert. Dabei traten entweder

reine trans-Enole oder reine cis-Enole auf (Genaueres unter 3.2.2.2).
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3.2 Synthese

3.2.1 Synthese der 4-Hydroxy-1,2,3,6-tetrahydropyridin-3,5-
dicarbon-saurediesterderivate

Prinzipiell kénnen Piperidondicarbonsaureester aus einem Aquivalent Aceton-1,3-di-
carbonsaureester, einem Aquivalent Amin R?-NH, und 2 Aquivalenten Aldehyd R*-CHO
im Sinne einer Mannich-Reaktion hergestellt werden. Dies wurde schon von unter-
schiedlichen Autoren beschrieben (siehe unter 3.1.1). Jedoch versagen die klassischen
Synthesestrategien hdufig. Im Folgenden sind deshalb 5 verschiedene, modifizierte Syn-
thesestrategien beschrieben, mit denen die Piperidondicarbonsdureester hergestellt
werden sollten.

Allgemeine Synthesevorschrift (modifiziert nach''**%°)

Bei den verschiedenen Synthesestrategien werden bestimmte Komponenten alleine oder
in Kombination vorgelegt und die jeweils fehlenden Edukte iber einen Zeitraum von 30

min bis 1 h separat, aber simultan zugetropft (siehe Tabelle 3-1).

Strategie Vorlage / LM Zutropfen von / LM Temp.
(Schutzgas) [°C]
1 Acetondicarbonsdurediester Amin / MeOH/H,0 (1:1) -5 bis -20
+ Aldehyd / MeOH
2 Aldehyd / THF (Argon) Acetondicarbonsdurediester + -5 bis -20
Amin / MeOH bzw. EtOH
3 Acetondicarbonsaurediester / Aldehyd + Amin / (THF)*, -5 bis -20
MeOH (Argon) MeOH
4 Amin + Aldehyd / MeOH Acetondicarbonsdurediester / -5 bis -20
MeOH
5 Acetondicarbonsdurediester Amin / MeOH/H,0 (1:1) RT
+ Aldehyd / MeOH

Tabelle 3-1 Einsatz der verschiedenen Komponenten bei den Synthesestrategien 1 — 4 mit Angabe des
verwendeten Lésungsmittels (LM) und der Temperatur (Temp.); RT = Raumtemperatur;
* pei Verwendung von Nitro- und Brombenzaldehyden werden diese in THF geldst
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Bei Strategie 3 gibt es 4 Aufarbeitungsmdglichkeiten A — D, die kurz beschrieben

werden sollen:

(A)  Waéhrend der Lagerung des Reaktionsansatzes fallt bei 5 °C ein Feststoff aus.

(B) Es bildet sich kein Niederschlag. Das Ldésungsmittel wird im Vakuum fast
vollstandig entfernt und der Reaktionsansatz fir mehrere Tage bei 5 °C gelagert
bis eine Kristallbildung einsetzt.

(C)  Es bildet sich ein oliger Riickstand. Das Ldésungsmittel wird im Vakuum entfernt,
der Ansatz mit Aceton und Diethylether versetzt und bei 5 °C gelagert, bis sich
ein Niederschlag absetzt.

(D)  Wird mit den oben beschriebenen Methoden A — C kein Feststoff erhalten,
versetzt man den Reaktionsansatz bzw. das erhaltene Ol mit propanolischer HCI,

um das gewiinschte Produkt als Hydrochlorid zu isolieren.

Bei vielfaltigen friheren Synthesemethoden wurden die Aceton-1,3-dicarbonséurediester
entsprechend ihrer Veresterung in dem jeweiligen Alkohol geldst. Der Ethylester wurde
somit immer in EtOH geldst. Es hat sich jedoch als vorteilhaft herausgestellt, beim
Einsatz von Aceton-1,3-dicarbonsédurediethylester diesen nicht in Ethanol sondern in
Methanol zu lésen, da die 4-Hydroxytetrahydropyridindiethylester-Derivate aus
Methanol besser auskristallisieren. Eine Umesterung zum Methylester wurde dabei nicht
beobachtet.

Mit den Synthesestrategien 1 — 3 konnten verschiedene 2,6-Dialkyl-/ und 2,6-Diaryl-4-
hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonsdureester hergestellt werden (siehe unter 3.2.1.1
und 3.2.1.2).

Mit den Strategien 4 und 5 wurden die gewilinschten Produkte nie erhalten. Teilweise
wurden mit ihnen u.a. definierte Nebenprodukte (siehe unter 3.2.1.4) oder undefinierte
Ole und Harze isoliert. Deshalb kamen sie bei spateren Syntheseversuchen nicht mehr zur
Anwendung und finden im Experimentellen Teil dieser Arbeit auch keine Erwéhnung.

Der Vollstandigkeit halber, sollen sie an dieser Stelle kurz beschrieben werden:
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Strategie 4: 10 mmol des primédren Amins sowie 20 mmol des aromatischen Aldehyds
werden in 20 ml Methanol geldst. 10 mmol des Aceton-1,3-dicarbonsaurediesters, in 10
ml Methanol gel6st, tropft man dem Reaktionsansatz unter Eiskihlung (-5 bis -15 °C)
uber einen Zeitraum von 30 min langsam zu. Danach wird der Reaktionsansatz 1 h unter
Eisklhlung bei ca. -5 °C sowie 6 - 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach dem Ent-
fernen des Losungsmittels im Vakuum wird das ubrig gebliebene Ol mit Diethylether
versetzt. Nach mehrtégiger Lagerung bei -5 °C sollte es zur Kristallisation eines Fest-
stoffes kommen.

Strategie 5: 10 mmol des Aceton-1,3-dicarbonsaurediesters und 20 mmol des
aromatischen Aldehyds werden bei RT vorgelegt. 10 mmol des primdren Amins werden
in 5 — 10 ml eines Methanol-Wasser-Gemisches (1:1) geltst und innerhalb von 30 min
bei Raumtemperatur dem Ansatz zugetropft. Nach 3 h Rihren entfernt man das Losungs-
mittel im Vakuum und Uberschichtet den 6ligen Rickstand mit wenig MeOH. Nach 4- bis

6-tagiger Lagerung bei ca. 4 °C sollte ein Feststoff isoliert werden.

Bei einigen Reaktionsversuchen wurden unter Verwendung der Strategien 1 — 3 die unter
3.2.1.4 beschriebenen N-freien Tetraalkoxycarbonylcyclohexanone und nie die ge-
wiinschten 4-Hydroxytetrahydropyridindiester erhalten. AuRer diesen definierten Neben-
produkten entstanden oft kristallisationshemmende, schmierige Nebenprodukte (Ole und
Harze), die die Isolierung der gewinschten Verbindungen erschwerten oder unmdglich
machten. Diese fehlgeschlagenen Syntheseversuche sind bei den jeweiligen Synthese-

beschreibungen unter 3.2.1.1 sowie 3.2.1.2 tabellarisch zusammengefasst.
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3.2.1.1 Synthese der 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbon-
saurediester 1 -3

O O O O OH O

R AN R @ gL 3
~o o~ o) X Vo
MeOH / EtOH abs alkyl ’Tj alkyl

)k . )k -10--35°C
R>” H H™ R

(b) 6
5
X
2 4
X la-j :
2a-f
3a-e
Rl= CHs R2=ally R3= Ethyl X=H, 3-N
C2Hs methyl, propyl Propyl 4-CHs, 4-OCH3
t-Butyl 2-hydroxyethyl 4-Cl, 3-NO2, 4-NO2
cyclopropyl

Abbildung 3-3 Syntheseschema der 2,6-dialkylsubstituierten 4-Piperidondiesterderivate

Bei der Synthese der 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonsdurediester
kamen neben verschiedenen Aceton-1,3-dicarbonséureestern aliphatische Aldehyde und
aliphatische sowie aromatische Amine zum Einsatz. Die Substanzen 1 — 3 wurden
allesamt mit Synthesestrategie 3 hergestellt. Alle anderen Strategien versagten hier und
kamen spater nicht mehr zur Anwendung. Einen Uberblick Gber die gescheiterten Syn-
theseversuche der 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonsdurediester gibt
Tabelle 3-3.

Da hier die eingesetzten Aldehyde in flussiger Form vorliegen, kann man generell in
einem geringeren LoOsungsmittelvolumen arbeiten. Die eingesetzten Komponenten

werden in 5 - 7 ml Lésungsmittel gelost. Beim simultanen Zutropfen der Amin- und
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Aldehydkomponente hat es sich als giinstig erwiesen, das Amin mit etwas ,,Vorlauf*-

also etwas schneller als das Aldehyd- zuzutropfen.

R~o X o
R OSNTR
|Ia2
Substanz (Nr.) R! R’ R® Synthese- Isomer
strategie
(a) 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonsauredimethylester
la CH; allyl Ethyl 3-A trans-Enol
1b CH, 3-methylpyridyl Ethyl 3-B trans-Enol
1c CH, benzyl Ethyl 3-A trans-Enol
1d CH, 4-methylbenzyl Ethyl 3-A trans-Enol
le CHs 4-methoxybenzy! Ethyl 3-A trans-Enol
1f CH; 4-chlorbenzyl Ethyl 3-A trans-Enol
1g CH,4 benzyl Propyl 3-A trans-Enol
1h CH; 4-methoxybenzyl Propyl 3-A trans-Enol
Li CH; 3-nitrobenzyl Propyl 3-B trans-Enol
1j CH3; 4-nitrobenzyl Propyl 3-A trans-Enol
(b) 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonsaurediethylester
2a C,Hs benzyl Ethyl 3-B trans-Enol
2b C,Hs 4-methoxybenzyl Ethyl 3-A trans-Enol
2c C,Hs 4-chlorbenzy! Ethyl 3-A trans-Enol
2d CoHs 3-nitrobenzyl Ethyl 3-A trans-Enol
2e C,Hs 4-nitrobenzyl Ethyl 3-A trans-Enol
2f CoHs benzyl Propyl 3-B trans-Enol
(c) 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonséuredi-t-butyl-ester
3a t-Butyl methy! Ethyl 3-A trans-Enol
3b t-Butyl propyl Ethyl 3-A trans-Enol
3c t-Butyl 3-hydroxypropyl Ethyl 3-B trans-Enol
3d t-Butyl propyl Propyl 3-B trans-Enol
3e t-Butyl allyl Propyl 3-A trans-Enol

Tabelle 3-2 Synthetisierte 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonséurediester
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Tabelle 3-2 zeigt die synthetisierten 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-di-
carbonsdurediester unter Angabe der Synthesestrategie und dem isolierten Isomer. Eine
genauere Betrachtung der stereochemischen Eigenschaften wird unter 3.2.1.3 vorge-
nommen. Es konnten 4-Hydroxytetrahydropyridindiester mit verschiedenen Verester-
ungen (Methyl, Ethyl und t-Butyl), unterschiedlich langen Alkylseitenketten in Position 2
und 6 sowie unterschiedlich substituierten Benzylresten am Stickstoff gewonnen werden.
Die folgende Tabelle zeigt die fehlgeschlagenen Syntheseversuche. In einigen Féllen
wurde ein Cyclohexanon-Nebenprodukt isoliert (Genaueres dazu siehe unter 3.2.1.4). Oft

erhielt man zahe Ole, die eine weitere Aufarbeitung unmaéglich machten.

Synthese-  Reaktionsergebnis

1 2 3
R R R strategie  (Synthesestrategie)

(a) 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonsauredimethylester

CH, propyl Methyl 1/3/5 Nebenprodukt (5)
CH, benzyl Methyl 3 Nebenprodukt
CH; propyl Ethyl 1/3/5 Ol
CHs; 2-hydroxyethyl Ethyl 1/3 Nebenprodukt (3)
CH, 2-hydroxypropyl Ethyl 3 Edukte, Ol
CHs 2-dimethylaminoethyl Ethyl 1/3 Nebenprodukt (3)
CHs 3-dimethylaminopropyl Ethyl 3 Nebenprodukt
CHs 4-methylbenzyl Ethyl 3 Nebenprodukt
CH; Methyl Propyl 3 Ol
CH; propyl Propyl 1/3/5 Ol
CH; 2-dimethylaminoethyl Propyl 3 Ol
CH; 3-hydroxyphenyl Propyl 2/6 Ol

(b) 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonsaurediethylester
CoHs propyl Methyl 1/2/3/5 Nebenprodukt (3/5)
CoHs propyl Ethyl 1/3/5 Nebenprodukt (3)
CoHs allyl Ethyl 1/2/3/5 Nebenprodukt (3)
C,Hs 2-dimethylaminoethyl Ethyl 2/3 Ol

(c) 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonsduredi-t-butyl-ester
t-Butyl propyl Methyl 3 Ol

Tabelle 3-3 Gescheiterte Syntheseversuche der 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-
dicarbonséurediester
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3.2.1.2 Synthese der 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbon-
sdurediester 4 - 6

O (0] O
1 1 a
R A R (@)
MeOH / EtOH abs
(0] + (0]
-10--35°C
H H
X X
(@ RE-NH,
NH,
(b)
2 5
X X
3 4
4a-k
5a-¢g
6a-d
R'= CHs R2= allyl X= H,2-N,4-N
C2Hs methyl, propyi CHs, 4-OCH3
t-Butyl 2-hydroxyethyl 3-NO2, 4-NO;
cyclopropyl 4-Cl, 4-Br

Abbildung 3-4 Syntheseschema der 2,6-diarylsubstituierten 4-Hydroxytetrahydropyridin-diesterderivate

Bei der Synthese der 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonsaurediester
reagierten 1 Mol Aceton-1,3-dicarbonsdureester mit 2 Mol aromatischen Aldehyd sowie
1 Mol aliphatischen bzw. aromatischen primaren Amin.

Tabelle 3-4 zeigt die erfolgreich hergestellten 2,6-Diaryl-4-hydroxypyridin-3,5-dicarbon-
séurediester mit Angabe der Synthesestrategie und dem isolierten Isomer. Eine genauere
Betrachtung der stereochemischen Eigenschaften wird nachfolgend unter 3.2.1.3 vor-

genommen.
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R\o X o/R
R ONTR
&2
Substanz R R’ R® ii’p;:gg Isomer
(a) 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonsauredimethylester
42> CHs, propyl 2-Pyridyl 3-A trans-Enol
4p** CHs allyl 2-Pyridyl 2 und 3-C trans-Enol
4ct® CHj; 2-hydroxyethyl 2-Pyridyl 3-A trans-Enol
4d CHj; 3-methylpyridyl 2-Pyridyl 1 trans-Enol
4e CH,4 3-methylpyridyl 4-Pyridyl 3-C trans-Enol
4f CH; methyl 3-Nitrophenyl 2 trans-Enol
49 CH; 4-nitrobenzyl 3-Nitrophenyl 3-A trans-Enol
4h CH; methyl 4-Nitrophenyl 2 trans-Enol
4i CH; cyclopropyl 4-Nitrophenyl 2 trans-Enol
4j CH; benzyl 4-Bromphenyl 2 trans-Enol
4k CH; 4-chlorbenzyl 4-Bromphenyl 3-A trans-Enol
(b) 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonséurediethylester

5a C,Hs allyl 4-Pyridyl 2 trans-Enol
5b C,Hs cyclopropyl 3-Nitrophenyl 2 trans-Enol
SC C,Hs 4-nitrobenzyl 3-Nitrophenyl 3-A tr:}g?;gfl
5d CyHs 3-hydroxypropyl 4-Nitrophenyl 3-D trans-Enol
Se CyHs cyclopropyl 4-Nitrophenyl 2 trans-Enol

Sf CyHs 4-methoxybenzy!l 4-Nitrophenyl 2 cis-Enol

59 C,Hs 4-chlorbenzyl 4-Nitrophenyl 3-B cis-Enol

(c) 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonsduredi-t-butyl-ester

6a t-Butyl propyl Phenyl 3-A tg%r_lskeEtgzl
6b t-Butyl allyl 3-Nitrophenyl 2 trans-Enol
6c t-Butyl cyclopropyl 3-Nitrophenyl 2 trans-Enol
trans-Enol

6d t-Butyl cyclopropyl 4-Nitrophenyl 3-A cis-Enol
cis-Keton

Tabelle 3-4 Synthetisierte 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonsdurediester

Die Verbindungen 4a — c sind bereits literaturbekannt.
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Die folgende Tabelle zeigt die Syntheseversuche, bei denen entweder nur ein harziges Ol,
die eingesetzten Edukte oder das schon erwdhnte Cyclohexanon-Nebenprodukt (siehe

unter 3.2.1.4) isoliert wurden.

Synthese-
strategie

Reaktionsergebnis

1 2 3
R R R (Synthesestrategie)

(a) 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonsauredimethylester

H Benzyl 2-Pyridyl 2 o]

H OH 4-Chlorphenyl 3 Ol
CH, 3-methylpyridyl 2-Pyridyl 1/2 Ol
CH; benzyl 2-Pyridyl 2 Ol
CHjs 3-dimethylaminopropyl 2-Pyridyl 1/2/4/5 Ol
CH; 4-phenylbutyl 2-Pyridyl 1/3/5 Ol
CH; 3-hydroxypropyl 2-Pyridyl 3 Ol
CH; 2-hydroxymethylphenyl 2-Pyridyl 3/6 Ol
CH; 3-bromopropyl 2-Pyridyl 3/6 Ol
CHjs methyl 4-Pyridyl 5 Nebenprodukt
CHs 3-dimethylaminopropyl 4-Pyridyl 1/2/4/5 Oov Neb&r;produkt
CHs H ( aus NH,Br) 3-Nitrophenyl  3-A/3-D Nebe“ggfﬁkt IOl
CHs; cyclopropyl 3-Nitrophenyl 2/3 Nebenprodukt (2)
CHs; 2-hydroxyethyl 3-Nitrophenyl 3-A Nebenprodukt
CHs 2-dimethylaminoethyl 3-Nitrophenyl 2/3 Ol
CHs 6-hexylmethylcarboxylat 3-Nitrophenyl 3-A Edukte
CHs 3-methylpyridyl 3-Nitrophenyl 2/3 Nebenprodukt (2)
CH;3 4-nitrobenzyl 3-Nitrophenyl 3-A Edukt
CH, propyl 4-Nitrophenyl 2 Amin
CH;, 2-hydroxyethyl 4-Nitrophenyl 2/3 Nebenprodukt (2)
CH;, 3-hydroxypropyl 4-Nitrophenyl 3-A Nebenprodukt
CH; benzyl 4-Carboxyphenyl 2/3 Ol
CH; 4-chlorbenzyl 2,4-Dichlorphenyl 3-C Ol
CH;3 benzyl 4-Bromphenyl 4 Ausgangsstoffe
CH;3 methyl 4-Bromphenyl 4 Nebenprodukt
CHs 3-dimethylaminopropyl 4-Bromphenyl 4 Nebenprodukt
CH; 4-chlorbenzyl 4-Bromphenyl 3 Nebenprodukt*

Tabelle 3-5 (Teil I von I1)
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R! R? R® ii’?;:gg Reaktionsergebnis
(b) 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonsaurediethylester

C,Hs 3-hydroxypropyl 2-Pyridyl 3 o]

C,Hs 3-bromopropyl 2-Pyridyl 3/6 Ol

CyHs 3-dimethylaminopropyl 2-Pyridyl 1/3/5 Ol

C,Hs 3-methylpyridyl 2-Pyridyl 1/3/5 Ol

CyHs methyl 4-Pyridyl 1/3/5 Edukte

C,Hs 3-dimethylaminopropyl 4-Pyridyl 1/2/3/4/5 Ole

C,Hs 2-hydroxymethylphenyl 4-Pyridin 3/6 Ol

C,Hs 3-methylpyridyl 4-Pyridyl 3 Ol

CyHs propargyl 3-Nitrophenyl 3 Ol/ Edukt

C,Hs 4-nitrobenzyl 4-Nitrophenyl 2/3 Azomethin

C,Hs 2-hydroxyethyl 4-Nitrophenyl 2/3 Ol

C,Hs benzyl 4-Bromphenyl 4 Nebenprodukt

CiHs methyl 4-Bromphenyl 4 Nebenprodukt

(c) 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-dicarbonsauredi-t-butyl-ester

t-Butyl 3-dimethylaminopropyl Phenyl 3 Edukt
t-Butyl 2-dimethylaminoethyl 4-Nitrophenyl 2/3 Ol/ Edukt

Tabelle 3-5 (Teil 11 von Il) Gescheiterte Syntheseversuche der 2,6-Diaryl-4-hydroxypyridin-3,5-
dicarbonséurediester; * hier konnte aus dem Filtrat noch das gewiinschte Produkt isoliert werden

In einem Fall wurde ein Azomethin isoliert, das durch die Reaktion der beiden Amin-

bzw. Aldehydkomponenten entstand. Dieses eigentlich typische Zwischenprodukt bei

Mannich-Reaktionen ist in Abbildung 3-5 dargestelit.

0 H,N
H X
o A s
O,N
O,N NO,
NO,

Azomethin

Abbildung 3-5 isoliertes Nebenprodukt (Azomethin)
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3.2.1.3 Stereochemische Betrachtungen der 4-Hydroxy-1,2,3,6-tetrahydro-
pyridin-3,5-dicarbonsaurediesterderivate

Die synthetisierten Verbindungen 1 — 6 liegen aufgrund ihres hohen Substitutionsgrades
uberwiegend als reine, thermodynamisch stabile trans-Enole vor. Die Stellung der ver-
schiedenen Substituenten wurde bereits unter 3.1.2 beschrieben. Als Beispielspektren
werden hier die des 2,6-dialkylierten Diesters 1d und des 2,6-diarylsubstituierten Diesters
4f gezeigt (siehe Abbildung 3-6).

In den *H-Spektren erkennt man deutlich die unterschiedlichen Signallagen der Protonen
H2, H5 und H6. Wahrend sie beim Dialkyldiester zwischen 3.1 und 3.4 ppm zu finden
sind, liegen sie beim Diaryldiester aufgrund der aromatischen Substituenten tieffeld-
verschoben zwischen 3.9 und 4.8 ppm. Die entsprechenden Kopplungskonstanten von H2
mit den Protonen der Seitenkette betragen bei den Dialkyldiestern immer 9 bis 11 und 3
bis 6 Hz. Dies lasst darauf schlielen, dass die 2 benachbarten Protonen der Seitenkette
nicht &quivalent sind, da eine Behinderung der freien Drehbarkeit der Alkylketten an C2
und C6 auftritt. H2 und H6 bilden durch die zusatzliche Kopplung mit den benachbarten
Protonen der Alkylseitenkette ein doppeltes Dublett bzw. doppeltes Triplett. Bei den 2,6-
Diaryldiestern ergibt H2 aufgrund seiner isolierten Stellung ein Singulett und H6 durch
die vicinale Kopplung mit H5 ein Dublett. Das Signal des Protons der enolischen Hy-
droxygruppe erscheint bei den 2,6-dialkylierten Verbindungen zwischen 12.1 und 12.2
ppm, bei den 2,6-Diarylverbindungen leicht zu tiefem Feld verschoben bei 6 = 12.4 —
12.7 ppm. Die auffalligsten Unterschiede zwischen den 2,6-dialkylierten und 2,6-diaryl-
substituierten Diestern im **C-Spektrum sind die Signalverschiebungen der Kohlenstoff-
atome C2 und C6. Sie sind bei den Substanzen mit den aromatischen Resten in Position 2

und 6 im Gegensatz zu denen mit Alkylseitenketten um Ad = 5 ppm tieffeldverschoben.

Die Verbindungen 5f und 5g wurden als reine cis-Enole isoliert, 5c als Isomerengemisch
aus cis- und trans-Enol. Bei den literaturbekannten Substanzen 4a und 4b sowie bei der
Verbindung 6a wurden Isomerengemische aus trans-Enol mit einem geringen Anteil an

cis-Keton. 6d wurde sogar als 3-Komponentengemisch bestehend aus cis- und trans-Enol
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Abbildung 3-6 *H und **C-Spektrum von Verbindung 1d und 4f als Beispiele fiir reine trans-Enole
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sowie cis-Keton isoliert. Bei der Synthese der 2,6-dialkylsubstituierten 4-Hydroxytetra-
hydropyridindiester 1 - 3 traten in keinem Fall cis-Ketone oder -Enole auf.

In Tabelle 3-6 und Tabelle 3-7 sind die chemischen Verschiebungen der wichtigsten
Signale verschiedener Isomere zusammengefasst. Zum direkten Vergleich des Ketons mit
dem Enolisomer wird das Spektrum von 6a herangezogen. Zur anschaulichen Darstellung
der NMR-spektroskopischen Unterschiede zwischen cis- und trans-Enol dient schlieRRlich

das *H- und **C-Spektrum von Verbindung 5c.

H2 H3 H5 H6
(a) 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridindiester
trans-Enol
3.24 3.39
1d (dd, 9.5/5.1) - 3.29(d. 10.6) (dt, 10.6/ 4.3)
(b) 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridindiester
cis-Keton
6a 4.30 (d, 10.9) 3.75(d, 10.9) 3.75(d, 10.9) 4.30 (d, 10.9)
6d 4.41(d, 11.2) 3.85 (d, verdeckt)  3.85 (d, verdeckt) 4.41(d, 11.2)
cis-Enol
5¢c 4.78 (d, 1.6) - ~ 4.1 (verdeckt) 4.46 (d, 9.6)
3.90
5f 4.84 (d, 1.8) - (dd, 9.6/ 1.8) 4.44 (d, 9.6)
3.95
59 4.82(d, 1.5) - (dd, 9.9/ 1.5) 4.47 (d, 9.9)
6d 4.76 (d, 1.3) - 3.85 4.45 (d, 7.5)
(dd, 7.5/1.3)
trans-Enol
5¢c 4.65 (s) - 4.00 (d, 9.0) 4.51(d, 9.0)
6a 4.73 (s) - 3.82(d, 10.4) 4.38 (d, 10.4)
6d 4.70 (s) - 3.96 (d, 9.0) 4.37 (d, 9.0)

Tabelle 3-6 *H-NMR-Daten verschiedener Isomere ausgewahlter 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydro-
pyridindiester

Der Unterschied zwischen Keton- und Enolisomer ist anhand der Signallagen recht deut-

lich zu erkennen (siehe Tabelle 3-6, Tabelle 3-7 sowie Spektren in Abbildung 3-7).
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Im *H- und *C-Spektrum von 6a sieht man deutlich den einfachen Signalsatz des Enols
im Vergleich zum halben Signalsatz des symmetrischen Ketons. Jedes Proton und C-
Atom (bis auf die dquivalenten Protonen bzw. C-Atome der Benzylringe) ergibt 1
separates Signal. Signifikant flr das Enol ist das Signal der enolischen OH-Gruppe im
'H-Spektrum zwischen & = 12 — 13 ppm sowie das isolierte Singulett fir das Proton H2
zwischen & = 4.5 — 5.0 ppm. Wie dem ‘H-Spektrum von 6a zu entnehmen ist, liegen die
Signale des Enols im Vergleich zu den Signallagen des Ketons leicht tieffeldverschoben.

Wihrend das Keto-Tautomer im *3C-Spektrum durch die typische Resonanz der C,=O-
Gruppe bei 6 = 200 ppm und ein Signal bei 8 = 66 ppm fiir C3 und C5 gekennzeichnet ist,
findet man flr das Enol die Signale fiir C4 bei 6 = 167 ppm und C3 bei 6 = 100 ppm
(siehe Abbildung 3-7). Der Vergleich der Signallagen zwischen den jeweiligen cis- und
trans-Enolen der 2,6-diarylsubstituierten 4-Hydroxytetrahydropyridinester 5¢ und 6d
lasst im ‘H-Spektrum keine groRen Unterschiede in den chemischen Verschiebungen
erkennen (siehe Tabelle 3-6 und Spektrum in Abbildung 3-8), obgleich das Proton H2 im
cis-Enol eine equatoriale und im trans-Enol eine axiale Stellung einnimmt. Dies steht im
Gegensatz zu friheren Beobachtungen, bei denen das Signal des Protons H2 im trans-
Enol im Vergleich zur cis-Verbindung um ca. 0.5 ppm tieffeldverschoben war.**> Hier
hingegen ist die Lage des Protons H2 bei den trans-Enolen leicht hochfeldverschoben.
Das Signal des Protons der enolischen Hydroxylgruppe ist im cis-Enol gegentber dem
trans-Enol um ca. 0.2 ppm hochfeldverschoben, genauso wie das doppelte Dublett der
benzylischen CH,-Gruppe (siehe *H-Spektrum von 5c in Abbildung 3-8). Die Signale der
2 Methyl-estersubstituenten liegen beim trans-Enol um ca. 0.2 ppm voneinander getrennt,
wahrend sie beim cis-Enol bei der gleichen chemischen Verschiebung zu finden sind. Bei
allen cis-Enolen fallt eine Kopplung des Protons H2 mit H5 von 1.5 bis 1.8 Hz auf (siehe
Tabelle 3-6). H2 erscheint als Dublett und H5 als doppeltes Dublett. Diese Kopplung

wurde schon bei einigen literaturbekannten cis-Enolen festgestellt.**?

Die entsprechenden
Kopplungskonstanten °Jyzms lagen bei diesen zwischen 2 und 2.5 Hz. Bei den trans-
Enolen wurde diese Kopplung nur in sehr wenigen Féllen beobachtet. Die Kopplungs-
konstante war dann jedoch kleiner als bei den cis-Enolen und betrug ca. 0.6 Hz.*** Bei
dem hier synthetisierten trans-Enol 6b trat eine Kopplung des Protons H2 mit H5 auf

(JH2/H5 =0.7 HZ)
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Auch wenn die Unterschiede der Signallagen der 2 verschiedenen Enole im *H-Spektrum
im Vergleich zu den Literaturangaben nicht auf eine cis-trans-Isomere hindeuten, lassen
sich die cis-Enole anhand der Verschiebungen im **C-Spektrum jedoch recht gut von den
trans-Enolen unterscheiden (siehe Tabelle 3-7). Die cis-Enole zeichnen sich durch deut-
lich tieffeldverschobene Signale (Ad = 3-7 ppm) fiir die Kohlenstoffatome C2, C5 und C6
im Vergleich zu den trans-Enolen aus (siehe Tabelle 3-7 und Spektrum in Abbildung
3-8). Dies steht im Einklang mit friiheren Beobachtungen.'** Zusétzlich ist C3 leicht zu
tieferen Feld verschoben. Anhand des **C-Spektrums des Isomerengemisches 5c¢ als Bei-
spiel fiir den Unterschied zwischen cis- und trans-Enol l&sst sich dies sehr gut erkennen
(siehe Abbildung 3-8).

C2 C3 C4 C5 C6 C=0
(a) 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridindiester
trans-Enol
1d 55.9 101.1 166.3 47.9 55.5 172.0/172.9
(b) 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridindiester
cis-Keton
6a 66.9 65.5 198.6 65.5 66.9 166.3
6d 70.4 62.9 n.b. 62.9 704 166.7
cis-Enol
5¢C 64.3 101.1 166.2 54.1 65.8 167.9/170.0
5f 61.7 101.2 166.0 54.7 64.6 169.1/170.1
59 62.1 101.1 166.0 54.6 64.9 167.9/170.0
6d 65.5 101.7 167.4 52.2 64.2 167.7/167.9
trans-Enol
5¢C 58.7 98.2 167.2 47.0 58.0 169.4/170.1
6a 59.2 100.0 167.6 48.1 58.4 169.9/171.7
6d 62.5 100.4 167.1 48.7 60.4 168.8/170.6

Tabelle 3-7 **C-NMR-Daten der verschiedenen Isomere ausgewahlter 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydro-
pyridindiester; n.b. = nicht bestimmbar, da Signal zu schwach

3.2.1.4 Nebenprodukte der Piperidonsynthese

Bei bestimmten Reaktionsbedingungen der Doppel-Mannich-Reaktion entstanden nicht

die gewinschten 4-Hydroxytetrahydropyridin-Derivate, sondern stickstofffreie Neben-
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produkte, die sich nach genauerer spektroskopischer Untersuchung als Tetraalkoxy-
carbonylcyclohexanon-Verbindungen identifizieren lieRen (siehe Abbildung 3-9). Diese
kristallisierten schneller aus den Reaktionsansatzen als die 4-Hydroxytetrahydropyridin-
carbonséureester und waren somit, sofern sie entstanden, viel einfacher zuganglich als
das gewiinschte Produkt.

Die Cyclohexanone wurden schon mehrfach als Nebenprodukte der Piperidonsynthese
beschrieben.”***¥" Sie entstehen durch eine basenkatalysierte intramolekulare Aldol-
kondensation zweier Molekile des Acetondicarbonséuredialkylesters mit einem Molekiil
des jeweils eingesetzten Aldehyds. Das bei den Reaktionen eingesetzte primare Amin

reagierte dabei nicht.

R= -CH3, -CoHs
Rlz -CH3, -C2H5

S

N

Z Br
NO,

Abbildung 3-9 isolierte Nebenprodukte

Im Vergleich dazu erhielten Kuhl et al. beim Syntheseversuch eines 4-Piperidonderivats
aus 1,5-Diphenylpentantrion, 4-Chlorbenzaldehyd und Methylamin in einem
Aceton/Methanol-Gemisch ebenfalls ein N-freies Nebenprodukt, das den hier beschrie-
benen Nebenprodukten sehr &hnlich ist und sich als 2,6-Dibenzoyl-5-(4-chlorphenyl)-3-
methyl-cyclohex-2-en-1-on herausstellte.**® Hierbei reagierte 1 Mol Aceton aus dem
Losungsmittel mit 1 Mol 1,5-Diphenylpentan-1,3,5-trion durch eine Knoevenagel-Kon-
densation. Das entstandene Zwischenprodukt reagierte im Sinne einer Aldolkondensation
mit 1 Mol 4-Chlorbenzaldehyd, ehe es durch eine intramolekulare Michael-Addition zur

Bildung des Cyclohexenons (siehe Abbildung 3-10) kam.

83



ALLGEMEINER TEIL

Abbildung 3-10 Struktur des Cyclohexenons

Bei einigen Reaktionen konnten selbst nach mehrmaliger Wiederholung mit Variation der
Reaktionsbedingungen (Zutropfgeschwindigkeit, Reihenfolge des Zutropfens, Tem-
peratur) nur die Cyclohexanon-Nebenprodukte isoliert werden. Wahrscheinlich be-
gunstigt ein zu langsames Zutropfen des Amins zum Reaktionsansatz im Vergleich zur
Zutropfgeschwindigkeit des Aldehyds das Entstehen dieser unerwiinschten Verbin-
dungen. Eventuell sind einige der eingesetzten Aminkomponenten zu inaktiv, d.h. zu
wenig nucleophil um reagieren zu kénnen. Gerade beim Einsatz der Dimethylaminoalkyl-
amine kam es auffallig oft zur Bildung der Cyclohexanone. Diese Amine scheinen fur die
Mannich-Reaktion nicht geeignet. Jedoch liel3 sich die Doppel-Mannichreaktion mit den
anderen hier eingesetzten Aminen in anderen Kombinationen erfolgreich durchfuhren.
Generell sollte fir das Gelingen der Mannich-Reaktion das Amin eine hohere Nucleo-
philie aufweisen als die eingesetzte CH-acide Verbindung, da ansonsten die Aldol-
reaktion zwischen der Aldehydkomponente und der CH-aciden Verbindung bevorzugt ist.
Das Arbeiten bei hoheren Temperaturen beginstigt ebenfalls die Bildung der Neben-
produkte.

Teilweise fiel das Nebenprodukt schon beim bzw. kurz nach dem Zugeben der einzelnen
Reaktionskomponenten aus. In diesem Fall wurde der erhaltene, groRvolumige Nieder-
schlag abfiltriert und mit dem Filtrat nach den unter 3.2.1 beschriebenen Methoden
weiterverfahren. Dadurch konnte in einigen wenigen Fallen der gewinschte 4-Hydroxy-

tetrahydropyridinester doch noch in geringer Ausbeute erhalten werden.
Als Beispiel soll nachfolgend im Vergleich zu dem von Kuhl et al. isolierten Cyclohex-2-

en-1-on das 2,4,6-Tri(methoxy-carbonyl)-3-methoxycarbonylmethyl-3-hydroxy-5-(3-
nitrophenyl)cyclohexan-1-on besprochen werden. Dieses entstand als Nebenprodukt bei
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dem Syntheseversuch des 1-Cyclopropyl-2,6-bis-(3-nitrophenyl)-4-hydroxytetrahydro-
pyridin-3,5-dicarbonsaure-dimethylesters, der durch die Reaktion von einem Aquivalent
Acetondicarbonséuredimethylester und Cyclopropylamin mit zwei Aquivalenten 3-Nitro-
benzaldehyd erhalten werden sollte.

NO, CH,

Abbildung 3-11 Struktur des Nebenprodukts 2,4,6-Tri(methoxycarbonyl)-3-methoxycarbonylmethyl-3-
hydroxy-5-(3-nitrophenyl)cyclohexan-1-on

Die Auswertung des *H-Spektrums spricht fiir eine cyclische Struktur, die auch schon
von Hansel und Haller beschrieben wurde.™*® Beleg dafiir sind die 4 einzelnen Signale
der Methoxygruppen bei 3.33, 3.46, 3.63 und 3.67 ppm, die die Nichtaquivalenz dieser
und damit eine asymmetrische Struktur des Cyclohexanons widerspiegeln. Dies wider-
spricht den ersten Annahmen (ber die Struktur des Nebenproduktes, die von einer sym-
metrischen Alkyliden-bis-Verbindung ausgingen.**

Wie dem Spektrum zu entnehmen ist, erscheint das nicht-koppelnde Proton an C2 als iso-
liertes Singulett bei 4.77 ppm, H5 als Triplett bei 4.13 ppm und die jeweils benachbarten
Protonen H4 (teilweise verdeckt durch das Signal einer Methoxygruppe) und H6 als
Dublett bei 3.69 bzw. 4.60 ppm. Die vicinalen Kopplungskonstanten 33,5 und 2Js¢ be-
tragen 12.1 und 12.4 Hz. Diese Kopplungskonstanten weisen auf eine diaxiale Stellung
der Protonen hin.**® Daher ist eine Sesselkonformation des Nebenproduktes anzunehmen
(siehe Abbildung 3-13).

In dem Cyclohex-2-en-1-on-Derivat ist aufgrund der Doppelbindung kein Proton an C2
und in Position 3 nur eine Methylgruppe vorhanden. Diese ergibt im ‘H-Spektrum ein
Singulett bei 6 = 1.93 ppm. Logischerweise findet man hier kein Signal fiir H2 sowie die

Hydroxylgruppe. Position 4 trédgt keinen Substituenten, sondern nur zwei Protonen, die
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zwischen 6 = 2.8 - 3.1 ppm erscheinen. Das Proton H5 zeigt eine dhnliche chemische
Verschiebung wie das in dem Cyclohexanon-Nebenprodukt (6 = 4.18 ppm), ergibt jedoch
aufgrund der hoheren Anzahl an Protonen in der direkten Nachbarschaft ein doppeltes
Triplett. H6 ist wegen des Ringstromeffektes der benachbarten Benzoylgruppe mehr tief-
feldverschoben (6 = 5.47 ppm) als das Proton H6 des Cyclohexanons.
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Abbildung 3-12 1H-Spektrum des Nebenproduktes 2,4,6-Tri(methoxycarbonyl)-3-
methoxycarbonylmethyl-3- hydroxy-5-(3-nitrophenyl)cyclohexan-1-on

Eine Enolisierung, wie bei den 4-Hydroxytetrahydropyridinestern, tritt bei den Cyclo-
hexanon-Nebenprodukten nicht auf. Die intensive v-OH-Bande im IR-Spektrum
zwischen 3500 und 3400 cm™ stammt von der Hydroxylgruppe an C2 und nicht von
einem Enol. Im NMR-Spektrum erscheint das Signal des OH-Protons in DMSO zwischen
5.4 und 5.7 ppm, in CDCI; bei ca. 4.7 ppm. Das Signal eines enolischen Protons wiirde

bei weit ber 10 ppm zu finden sein (siehe 4-Hydroxytetrahydropyridinester).
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Abbildung 3-13 Sesselkonformation des Cyclohexanon-Derivates

Bei folgenden Syntheseversuchen konnten jeweils nur die beschriebenen Nebenprodukte

isoliert werden:

Acetondicarbonsaureester + Aldehyd + eingesetzte, primdre Amine
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Nicht nur beim Einsatz von aromatischen Aldehyden, sondern auch bei Verwendung von
aliphatischen Aldehyden als Ausgangsstoffe, entstanden bei einigen Syntheseversuchen

die Nebenprodukte.

87



ALLGEMEINER TEIL

3.2.2 Versuche zur Synthese der 2,6-Dialkyl-/ aryl-4-hydroxytetra-
hydropyridin-3-monocarbonséureester 7 - 10

3.2.2.1 Synthesestrategie zum Erhalt der Verbindungen 7 und 8

Synthesestrategie 1 (modifiziert nach'**?): Bei der Synthese der Monoester geht man
von 2,4,6-Trioxotetrahydropyran aus, das man durch die Umsetzung von Aceton-
dicarbonsdure mit Acetanhydrid in Eisessig erhalt.**' Das 2,4,6-Trioxotetrahydropyran
wird mit dem entsprechenden Alkohol (Methanol oder Ethanol abs.) zum Acetondi-
carbonséduremonoester umgesezt. Durch anschlielendes paralleles Zutropfen des ent-
sprechenden priméaren Amins und der Aldehydkomponente bei -20 bis -35 °C entsteht

unter Decarboxylierung der 4-Hydroxytetrahydropyridinmonoester.

AcO; o MeOH /
) 0 0 Eisessig EtOH abs. 0 0 O

SN e e o L AL R
HO OH 0-10°C 25°C o~
0~ ~0” Yo HO

-10--35°C + R2-NH;

+ Aryl-CHO + Alkyl-CHO
OH O
1
R
(b) NN o
H,;C N CHj,
F|{2
7a-d 8a-b

Rl = CH3, CoHs

R? = allyl, cyclopropyi, benzyl, 4-Chlorbenzyl

X =2-N, 3-NO2

Abbildung 3-14 Syntheseschema der (a) 2,6-Diaryl- und (b) 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3-
monocarbonsaureester
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Substanz R! R? R3 isoliertes Isomer

(a) 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3-monocarbonsauremethylester

a CH; benzyl 2-Pyridyl trans-Enol/-Keton
7b CHs cyclopropyl 3-Nitrophenyl cis-Enol
(b) 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3-monocarbonséureethylester
ic CoHs cyclopropyl 3-Nitrophenyl cis-Enol
7d CzHs 4-chlorbenzyl 3-Nitrophenyl trans-Enol
(c) 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3-monocarbonsduremethylester
8a CHjs 4-chlorbenzyl Ethyl trans-Enol
8b CoHs 4-chlorbenzyl Ethyl trans-Enol

Tabelle 3-8 Nach Strategie 1 synthetisierte 2,6-Diaryl/-alkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3-
monocarbonsdureester mit Angabe des isolierten Isomers

Mit dieser Synthesestrategie lielen sich zum ersten Mal 4-Hydroxytetrahydropyridin-
monoester mit Nitrophenylsubstitution erhalten. Einige tragen die gewiinschte Ethylester-
funktion, so dass eine Zielverbindung erhalten werden konnte (siehe unter Ziele der
Arbeit). Neben Monoesterderivaten mit aromatischen Substituenten in den Positionen 2
und 6 konnten auch Verbindungen mit aliphatischen Resten in den genannten Psoitionen
erfolgreich synthetisiert werden.

Diese Methode fiihrte aber trotz vielfaltiger Variationen der Reaktionsbedingungen
(Temperatur, Geschwindigkeit und Reihenfolge des Zutropfens) nur in wenigen Féllen
zum gewinschten Produkt. Teilweise wurden die Nitrobenzaldehyde nicht simultan mit
dem Amin dem Reaktionsansatz zugegeben, sondern selbst in THF abs. vorgelegt. An-
schlielend wurden die anderen Komponenten (Monoester und Amin) zugetropft, was
jedoch nicht zum Erfolg flhrte. Wie bei den Diesterderivaten entstanden in den meisten
Fallen Olige, harzige Mehrkomponentengemische, aus denen sich die gewinschten
Monoester nicht isolieren lieRen. Tabelle 3-9 gibt eine Ubersicht tiber die erfolglosen
Syntheseversuche verschiedener 4-Hydroxytetrahydropyridinmonocarbonséureester.

Da Ethylester mit Nitrophenylsubstituenten eine bessere Bioverfiigbarkeit mit einer
erhdhten Wirksamkeit kombinieren, war es weiterhin ein Ziel, durch alternative
Synthesestrategien entsprechende 4-Hydroxytetrahydropyridinmonoester zu erhalten. Des
Weiteren schien es interessant, neben der Nitrosubstitution auch andere aromatische

Substitutionsmuster einzusetzen. Diese Strategien werden unter 3.2.2.3 beschrieben.
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1 2 3
(a?2,6-Diary|-4-hydroxytetrahydRropyridin-3-monocarbonséuremetﬁylester
CH, 3-dimethylaminopropyl 2-Pyridyl
CH, 3-hydroxypropyl 2-Pyridyl
CH, 3-methylpyridyl 2-Pyridyl
CH, allyl 4-Pyridyl
CH; isopentyl 4-Pyridyl
CH; benzyl 4-Pyridyl
CHj; isopropyl 4-Pyridyl
CH; 3-dimethylaminoethyl 4-Pyridyl
CH; 3-dimethylaminopropyl 4-Pyridyl
CH; 3-methylpyridyl 4-Pyridyl
CH; methyl 2-Nitrophenyl
CH; methyl 3-Nitrophenyl
CH; 3-methylpyridyl 3-Nitrophenyl
CH; 3-hydroxypropyl 4-Nitrophenyl
CH; 4-methoxybenzyl 4-Nitrophenyl
CH; 3-hydroxypropyl 4-Nitrophenyl
CH; Ethyl 4-Flourphenyl
(b) 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3-monocarbonséureethylester
CoHs 2-hydroxyethyl Phenyl
CoHs 2-dimethylaminoethyl Phenyl
CoHs allyl 4-Pyridyl
CoHs propyl 3-Nitrophenyl
C,Hs cyclopropylmethyl 3-Nitrophenyl
CoHs propargyl 3-Nitrophenyl
C,H;s allyl 4-Nitrophenyl
(c) 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3-monocarbonsduremethylester
CH; 4-methoxybenzyl H
CH; 3-hydroxypropyl Methy!l
CH; methyl Ethyl
CH; Propyl Ethyl
CH; 3-hydroxypropyl Ethyl
CH; benzyl Ethyl
CH; 4-nitrobenzyl Ethyl
CH, 3-hydroxypropyl Propyl
CH, methyl Propyl

Tabelle 3-9 Fehlgeschlagene Syntheseversuche der 4-Hydroxytetrahydropyridin-3-mono-

carbonsaureester
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3.2.2.2 Stereochemische Betrachtungen der synthetisierten Monoester-
derivate 7 und 8

Die im Zuge dieser Arbeit synthetisierten Monoester wurden bis auf die literaturbekannte
Verbindung 7a allesamt als reine Enole isoliert. Bei 7a wurde zusatzlich noch ein
geringer Ketonanteil erhalten. Das Keto-Enolverhaltnis betrug hier 1:3.

Bei dem 2,6-diarylsubstituierten Monoester 7d mit einem Benzylrest am Stickstoff lie3
der Vergleich der chemischen Verschiebungen im *H- und **C-Spektrum mit bekannten
Verbindungen die Annahme zu, dass hier das trans-Enol isoliert wurde.'?®

Im Folgenden soll durch die Darstellung ausgewahlter Spektren auf die strukturellen

Besonderheiten der synthetisierten Monoester eingegangen werden.

CH,
§ |@ e ey
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Abbildung 3-15 Struktur und Ausschnitt aus dem *H-NMR-Spektrum von Verbindung 7d
Im *H-Spektrum von 7d (siehe Spektrum in Abbildung 3-15) erscheint H2 aufgrund

seiner isolierten Stellung als Singulett bei ca. 4.7 ppm, H6 bei ca. 3.2 ppm und die 2

Protonen an C5 bei 2.75 bzw. 2.95 ppm. Die 2 benzylischen Protonen sind aquivalent und
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zeigen daher ein Singulett bei ca. 3.4 ppm. Die Kopplungskonstante zwischen dem
axialen Proton an C5 und dem axialen Proton an C6 betrdgt ca. 11 Hz und die des
equatorial-standigen H5 mit dem axialen Proton H6 ca. 5 Hz.

Die 2,6-dialkylsubstituierten Monoester 8a und 8b liegen vermutlich ebenfalls als reine
trans-Enole vor. Beispielhaft ist hier das *H-Spektrum von Verbindung 8a dargestellt
(siehe Abbildung 3-16). Die vicinalen Kopplungskonstanten zwischen H5a/b und H6
lassen auf eine axiale Stellung des Protons H6 und folglich auf eine equatoriale Lage des
Ethylsubstituenten an C6 schlieBen (3Jusas in Hohe von 11.6 Hz steht fiir eine axial-axial-
Kopplung, Jusys in Hohe von 5.1 Hz fiir eine equatorial-axial-Kopplung). Im Gegensatz
zu den 2,6-diarylsubstituierten Monoestern 7a und 7d bilden die 2 benzylischen Protonen
aufgrund ihrer magnetischen Nichtaquivalenz in Folge der eingeschrankten freien Dreh-
barkeit des Benzylrestes ein AB-Spinsystem mit einer Kopplungskonstante von ca. 14
Hz.

CH,
< CH, cl
o |
_ & H N dd, 5a dd, 5b
B H 3 2
| \ = 5 5
o R R
-OH 5ab 6
| H
R? = Ethyl
T -CH;
8a § 2 : ; -CHs
2.25 2.20 2.15 2.10 2.05
-OCH; (ppm)
At
V_'_Df_'ﬁ
12.20
N-CH; )
27 3
N-CHy ) J=13.9 Hz
2J=13.9Hz \
\ Ho 2x CHy-
T — 7 —T —
g 8 g 5 2 3 g

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Abbildung 3-16 Struktur und Ausschnitt aus dem *H-NMR-Spektrum von Verbindung 8a

92



ALLGEMEINER TEIL

Bei den Monoestern 7b und 7c wurden Enole erhalten, bei denen der Substituent an C6
nicht equatorial- sondern axial-standig ist. Die vicinalen Kopplungskonstanten der beiden
Protonen H5a und b mit H6 zeigen mit 4.3 sowie 5.8 Hz typische Werte fir eine axial-
equatorial-Kopplung sowie eine equatorial-equatorial-Kopplung (siehe Spektrum in
Abbildung 3-17, fir 7b analog). Somit steht das Proton bei beiden Verbindungen an C6
equatorial und der 3-Nitrophenylrest axial.
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Abbildung 3-17 Struktur und *H-NMR-Spektrum von Verbindung 7¢

Im Folgenden sollen die chemischen Verschiebungen der Signale im ‘H- bzw. **C-Spek-
trum der verschiedenen Isomere nochmal tabellarisch verglichen werden. Naturlich erge-
ben sich in den Spektren allein schon durch die unterschiedlichen aromatischen
Substituenten an Position 2 und 6 auch unterschiedliche Verschiebungen der Signale,
besonders derer von H2 und C2 und C6. Da aber diese Substitutionen bei 7b, ¢ und d
gleich sind, kann man die Signallagen der verschiedenen Isomere gut miteinander ver-
gleichen.
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H2 H3 H5 H6
trans-Keton
7a 4.71(d, 5.5) 3.83(d, 5.5) 3.03 (d, 6.0) 4.34 (t, 6.0)
trans-Enol
2.78 (dd)
7a 4.76 (s) 3.92 (dd) 4.46 (d, 9.6)
2.75 (dd, 11.8) _
7d 4.66 (s) 2.93 (dd, 4.9) 4.0 (verdeckt)
cis-Enol
2.86 (dd, 5.9) 4.36
7o 4.92(s) 3.04 (dd. 4.0) (dd, 5.8/ 4.1)
2.90 (dd, 5.8)
7c 4.88 (s) 3.02 (dd. 4.3) 4.34 (t)

Tabelle 3-10 *H-NMR-Daten der verschiedenen Isomere ausgewahlter 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydro-
pyridinmonoester

Wahrend die Protonen H2 und H5 des trans-Ketons 7a jeweils ein Dublett bilden,
erscheint H2 bei den trans-Enolen als isoliertes Singulett und H5 als doppeltes Dublett.
Das Signal fur das Proton H2 ist bei den cis-Enolen im Vergleich zu dem an den Posi-
tionen 2 und 6 gleich-substituierten trans-Isomer 7d um Ad = 0.2 — 0.3 ppm, das Proton
HS5 um Ad = 0.1 ppm tieffeldverschoben. Das equatorial-standige H6 des cis-Enols ist im
Vergleich zu dem axialen Proton H6 des trans-lsomers um ca. 0.3 bis 0.4 ppm paramag-
netisch verschoben.

Die Signallage von C6 im *C-Spektrum ist bei den cis-Enolen im Vergleich zu den
trans-Enolen um ca. 3 ppm (ca. 60 ppm bei 7b und 7c, ca. 57 ppm bei 7a und 7d; siehe
Tabelle 3-11), die von C3 um AS$ = 2 ppm tieffeldverschoben. Da sich die chemischen
Verschiebungen von C2 im *C-Spektrum nicht signifikant von denen der trans-Enole
unterscheiden, kann man von der gleichen Konfiguration an C2 und damit von einer
axialen Lage des 3-Nitrophenylrestes ausgehen. 7b und 7c wurden daher als cis-Enole
mit diaxialer Lage der Substituenten an C2 und C6 isoliert. Diese Isomere wurden bei 4-
Hydroxytetrahydropyridinmonoestern vorher noch nie beschrieben.

Die Signallagen des trans-Ketons sind wie auch bei den Diesterderivaten sehr ver-
schieden. C4 und C5 sind deutlich, C2 und C6 nur wenig tieffeldverschoben, C3 ist weit

zu hohem Feld verschoben.
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C2 C3 C4 C5 C6 C=0
trans-Keton
7a 62.6 58.7 202.3 43.7 62.1 169.7
trans-Enol
7a 60.2 96.6 172.4 27.5 56.2 171.7
7d 61.0 96.2 169.1 28.1 57.5 1715
cis-Enol
7b 61.3 98.0 170.9 28.7 59.6 171.3
7c 61.5 98.5 170.7 29.2 59.7 170.9

Tabelle 3-11 **C-NMR-Daten der verschiedenen Isomere ausgewahlter 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydro-
pyridinmonoester

3.2.2.3 Weitere Synthesestrategien zum Erhalt der Monoester 9 und 10

Synthesestrategie 2: Es wurde schon mehrfach beschrieben, dass man 4-Hydroxytetra-
hydropyridinesterderivate mit Acetessigsaureethylester, einem Aldehyd und Ammonium-
acetat aufbauen kann.'?*#'*®* Analog dieser Beschreibungen sollte versucht werden,
durch verschiedene Modifikationen dieser Synthesewege, die gewiinschten Monoester zu
erhalten.

Aquimolare Mengen Acetessigsdureethylester, Ammoniumacetat bzw. Ammonium-
bromid und der entsprechende aromatische Aldehyd (3- bzw. 4-Nitrobenzaldehyd)
wurden in ca. 15 ml Eisessig suspendiert und unter Ruckfluss erhitzt. Die Reaktions-
ansatze farbten sich zunéchst orange, dann rot. Aus den klaren Lésungen fiel schlieRlich
ein Feststoff aus. Nach dem Abkuhlen wurde der Feststoff abfiltriert und das Filtrat in
200 ml kaltes Wasser gegeben, wodurch sich wieder ein Niederschlag bildete. Der
Niederschlag wurde abfiltriert. Das Filtrat enthielt nur das Edukt, den Nitrobenzaldehyd.
Der Feststoff zeigte auf der DC (Kieselgel, Cyclohexan / EtOAc 2:1) viele, ineinander
ubergehende Flecken. Eine Extraktion der wéssrigen Phase mit Chloroform bzw. Cyclo-
hexan blieb genauso ohne Erfolg wie der Versuch einer sdulenchromatographischen
Trennung (Kieselgel, Cyclohexan / EtOAc 2:1). Oft entstand eine pastose Masse (Mehr-
komponentengemisch), aus der mit Diethylether und Salzs&ure kein einheitlicher Fest-
stoff geféllt werden konnte.
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Wahrend bei den Syntheseversuchen der 4-Hydroxytetrahydropyridindiester- und mono-
ester-Derivaten (siehe Synthesestrategie 1) bei niedrigen Temperaturen gearbeitet
wurde, um die Bildung von Nebenprodukten weitestgehend zu unterbinden, wurde auch
hier die Reaktionstemperatur variiert. Die oben beschriebene Reaktion wurde somit bei
Raumtemperatur sowie bei ca. -5 °C durchgeflhrt. Daflr wurden die Nitrobenzaldehyde
vorher in wenig THF gel6st und dem Ansatz (Acetessigsaureethylester mit Ammonium-
acetat bzw. Ammoniumbromid) tber einen Zeitraum von 30 Minuten tropfenweise zuge-
geben und fir 6 bis 12 h weitergeruhrt. Im Fall des Arbeitens bei -5 °C wurde nach ca. 1
h bei Raumtemperatur gertihrt. Diese Methode flhrte jedoch nie zum gewiinschten Pro-
dukt 9a bzw. 9b. Es wurde meist Edukt isoliert.

OH O
(0] NH4Br
O O NH4OAC A 0" >CH,
H
M PO * %
HsC O~ "CH; R® N
Eisessig R3 H R3
Reflux
RT/-5°C 9a,b
euvtl. prop. HCI
prop R3= 3-NO2
4-NO>

Abbildung 3-18 Strategie 2 zum Aufbau der 2,6-Diaryl-4-oxo-piperidinmonoester

Synthesestrategie 3 (modifiziert nach'**): Ausgehend vom Acetessigsaureethylester
wurde versucht, unter Katalyse von L-Prolin mit aromatischen Aldehyden und
Ammoniak 2,6-diarylsubstituierte 4-Hydroxytetrahydropyridinmonoethylester zu syn-
thetisieren. L-Prolin sollte dabei als enantioselektiver Katalysator dienen, der die
Ausbeute erhoht und die Entstehung bicyclischer Nebenprodukte verhindert. Es wird
beschrieben, dass ein chirales Enamin-Zwischenprodukt involviert ist, das sich im Laufe
der Reaktion aus dem Keton und L-Prolin bildet.**>4°

1.4 mmol L-Prolin und 4.8 mmol 25-prozentiger Ammoniak wurden in Ethanol gelost
und 4.8 mmol Acetessigsaureethylester sowie 9.6 mmol des entsprechenden aromatischen
Aldehyds hinzugefigt. Als Aldehydkomponente kamen 2- und 4-Pyridinaldehyd, 3-

Fluorbenzaldehyd sowie 2-, 3- und 4-Nitrobenzaldehyd zum Einsatz. Da die Nitrobenz-
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aldehyde in Ethanol nur schwer in Lésung zu bringen waren, wurden sie z.T. vorher in
THF gelost. Bei Raumtemperatur bzw. bei einigen Reaktionsfiihrungen auch unter Eis-
kiihlung wurde der Reaktionsansatz 12-18 h geriihrt bis die DC-Kontrolle (Kieselgel,
Petrolether / EtOAc 1:1) eine Umsetzung zeigte. Es entstand in allen Fallen eine orange-
rote, 6lige Losung. Aus dieser Losung konnte teilweise durch Zugabe von 10 ml Diethyl-
ether und 10 — 20 ml 20%-iger Salzséure ein Feststoff gefallt werden, der im Anschluss
filtriert und mit Diethylether gewaschen wurde. Der Feststoff entsprach nicht dem ge-
winschten Produkt und keinem definierten Nebenprodukt, sondern nur den Edukten
(Acetessigester, Nitrobenzaldehyd). Nach dem Einengen der Filtrate im Vakuum,
konnten nur rotbraune Ole gewonnen werden, die sich stets als nicht zu trennende Mehr-
komponentengemische herausstellten. Auch durch eine erneute Zugabe von Diethylether
und Salzséure lieR sich kein weiterer Feststoff isolieren. Mit dieser Synthesestrategie

konnten die gewunschten Produkte 9a — f nicht erhalten werden.

O  +NHs(25%)
M +L- Prolln
P +
,C 0" CH, gs

EtOH THF R O O R3

a_

R3= 2-N, 4-N, 3-F
2-NOg2, 3-NO2
4-NO;

Abbildung 3-19 Strategie 3a: Syntheseversuche mit Ammoniak und L-Prolin

Da diese Reaktion nicht zum Erfolg flhrte, wurde sie ohne L-Prolin, mit teilweise
anderen Aminkomponenten und analog zu Strategie 2 unter Anwendung von Warme
durchgefihrt. Die Umsetzung von Acetessigsaureethylester mit Methylamin und Pyridin-
2-aldehyd (frisch destilliert) bzw. 3- und 4-Nitrobenzaldehyd fiihrte allerdings ebenso
nicht zum Ziel. Hierbei wurden 10 mmol Methylamin in Ethanol suspendiert und aqui-
molare Mengen Acetessigsaureethylester sowie 20 mmol des entsprechenden aroma-
tischen Aldehyds zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fir 2 h auf ca. 80 bis 100 °C
erhitzt und danach 16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Bei den Reaktionen mit (A) 3- bzw.

97



ALLGEMEINER TEIL

(B) 4-Nitrobenzaldehyd wurden gelborange Losungen erhalten. Nach dem Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum wurden die so erhaltenen éligen Suspensionen mit Diethyl-
ether versetzt und fur 12 h bei -5 °C aufbewahrt. Da so keine Kiristallisation eintrat,
wurde 10 %-ige Salzsdure zugegeben, um die Hydrochloride zu féallen. Auch hier kam es
nach mehrtagiger Aufbewahrung bei -5 °C nicht zur Kristallisation. Das Lésungsmittel
wurde daher im Vakuum entfernt und der Reaktionsansatz mit Cyclohexan (berschichtet.
Nach 12-tdgiger Lagerung bei -5 °C kristallisierte bei Reaktion (A) ein Feststoff, der
filtriert und mit Ethanol und Diethylether gewaschen wurde. NMR-spektroskopische
Untersuchungen zeigten, dass es sich bei dem erhaltenen weifl3en Pulver jedoch nicht um
die Zielverbindung, sondern nur um das Edukt (verunreinigtes aromatisches Aldehyd)
handelte. Bei Reaktion (B) trat auch nach mehrwochiger Lagerung bei -5 °C keine
Kristallisation ein. Eine weitere Aufarbeitung war hier nicht maoglich.

Im Fall der Reaktion mit Methylamin und Pyridin-2-aldehyd entstand ein dunkelbraunes,
zéhes Ol, aus dem nach Uberschichtung mit Diethylether und Zugabe von Salzsaure
(10%) kein Feststoff isoliert werden konnte. Die DC (Kieselgel, Petrolether / EtOAc 1:1
und basisches Al,O3, Petrolether / EtOAc 1:1 + 1% NH3) zeigte eine breite, fluores-
zierende Bande. Der Reaktionsansatz wurde verworfen, da sich keine definierten Verbin-

dungen isolieren lielRen.

OH O
0] + CHaNH:
0 0 + L-Prolin N O/\CH3
N H
H3CMO/\C Hy —— 0 N Q
|
EtOH CH
R3 60 - 100 °C 3
R3 R3
10a-e
R3= 2-N
3-NO», 4-NO>
3-OH, 4-OH

Abbildung 3-20 Strategie 3b: Syntheseversuche mit Methylamin und L-Prolin

Auch der Einsatz von 3- und 4-Aminophenol als Aminkomponente flihrte mit der
gleichen Vorgehensweise nicht zum gewiinschten Monoesterderivat. Bei Verwendung

von 3-Aminophenol wurde nur ein zahes, rotes Ol erhalten, das eine weitere Auf-
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arbeitung unmdglich machte. Mit 4-Aminophenol wurde ausschlieBlich die Schiff sche
Base (Azomethin) als Nebenprodukt isoliert (siehe Abbildung 3-21). Hier reagierte das 4-
Aminophenol mit dem 3-Nitrobenzaldehyd. Das entstandene Imin reagierte allerdings
nicht mehr mit dem Acetessigsdureethylester zum eigentlich gewinschten Produkt

weiter.

Abbildung 3-21 isoliertes Nebenprodukt

Strategie 4: Da eine selektive Esterhydrolyse der Diester zu den Monoesterderivaten
nicht mdglich war, wurde eine einseitige Hydrolyse der Diesterverbindungen mit
Schweineleberesterasen versucht (siehe Abbildung 3-22). Die Esterspaltung stoppt nach
der Hydrolyse einer Esterfunktion. Unter milden Bedingungen sollten einige Diester-
verbindungen so zu den entsprechenden Monoesterderivaten hydrolysiert werden.**’
Verbindung 4i wurde in 5 ml DMSO" suspendiert und mit 100 ml Phosphatpuffer (pH
7.5) versetzt. Unter Rihren bei 30 °C in der pH-Stat-Apparatur (Metrohm, Titrando)
wurde die Schweineleberesterase hinzugefugt und der pH-Wert Uberwacht. Beim Ein-
treten der Reaktion sollte durch die Freisetzung der gespaltenen Saurefunktion der pH-
Wert absinken. Mit 1 M NaOH sollte der pH-Wert wahrend des Reaktionsverlaufes
konstant auf 7.5 gehalten werden. Nach 6 Stunden wurde der Versuch abgebrochen, da
kein Umsatz erkennbar war. Die schlechte Loslichkeit der Diesterverbindung stellte dabei
das Hauptproblem dar.

v Der DMSO-Zusatz sollte die Loslichkeit der Verbindung verbessern, durfte aber 5% (V/V) nicht
Ubersteigen, um die Funktionsfahigkeit des Enzyms nicht zu beeintrachtigen.
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Schweineleber-
Esterase A OCH;

Abbildung 3-22 Strategie 4: Versuch einer einseitigen Veresterung mit der Schweineleberesterase

3.2.3 Versuch zur Synthese von 2,6-Diaryl-3-(arylthio)-4-piperidonen
11

Cl
L e 0
svlk , *NHOAC s
+
o : —F—
Cl N
EtOH
90 °C, 1h R O H O R

11a,b
R =H, NO2

Abbildung 3-23 Syntheseversuche der 2,6-Diaryl-3-(arylthio)-4-piperidone

Alternativ zu den 2,6-Dialkyl/aryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3-monocarbonsédureestern
wurde die Synthese von 2,6-Diaryl-3-(arylthio)-4-piperidonen versucht. Daflr wurden 4-
Chlorphenylthioaceton mit Benzaldehyd bzw. 3- und 4-Nitrobenzaldehyd sowie
Ammoniumacetat nach Srinivasan et al. umgesetzt.'*

4.8 mmol Ammoniumacetat wurden in Ethanol bei 60 °C geldst und dquimolare Mengen
4-Chlorphenylthioaceton sowie 9.6 mmol des entsprechenden aromatischen Aldehyds
hinzugefugt. Der Reaktionsansatz wurde 1 h bei 80 °C geriihrt (DC-Kontrolle: Kieselgel,
Cyclohexan / EtOAc 2:1). In allen Fallen entstand ein rétliches Ol mit einer Uber-
stehenden, orangeroten Losung. Nach dem Entfernen des Ldsungsmittels im Vakuum
wurde der brig gebliebene, 6lige Niederschlag in Diethylether suspendiert und mit Salz-
séure versetzt. Es fielen stets gelbliche Niederschlage aus, die abfiltriert und mit Diethyl-

ether gewaschen wurden. Die NMR-spektroskopischen Untersuchungen lieRen jedoch in
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keinem Fall das gewinschte Produkt erkennen, sondern nur das Edukt 4-Chlorphenyl-
thioaceton. Aus keinem der Reaktionsansitze konnte trotz Variation der Reaktions-

temperatur und -dauer die 2,6-Diaryl-3-(arylthio)-4-piperidone erhalten werden.

3.2.4 Synthese der 4-Piperidone und 4-Piperidinoxime 12 - 16

Um den Einfluss der fehlenden Esterfunktionen im Vergleich zu den 4-Hydroxytetra-
hydropyridinmono- und -diesterderivaten auf die Wirksamkeit hin zu untersuchen,
wurden zum einen 2,6-Dialkyl-4-piperidone 13 und zum anderen 2,6-Diaryl-4-piperidone
15 ohne Esterfunktionen in Position 3 und 5 synthetisiert. Dabei sollte auch auf den
Einfluss der Substitution an den Positionen 2 und 6 auf die Wirksamkeit geachtet werden.
Bei den 2,6-Diaryl-4-piperidonen wurde versucht, vor allem Nitrophenyl-Reste in
Position 2 und 6 einzufihren, da diese fir die verbesserte Bioverfligbarkeit und Wirksam-
keit der 4-Hydroxytetrahydropyridinester-Verbindungen eine wichtige Rolle spielen.

Da sich das Zielenzym, die Deoxyhypusinhydroxylase (DOHH), mit seinem Eisen-
zentralatom durch Eisenkomplexbildner hemmen lieR (siehe unter 1.2.2.4) und aufgrund
der Tatsache, dass Oxime mit Metallionen, insbesondere mit Eisen, ebenfalls Komplexe
bilden, wurden die 4-Piperidone 13 und 15 schlief3lich zu den entsprechenden Oximen 14
und 16 umgesetzt (siehe Syntheseschema in Abbildung 3-24 und Abbildung 3-27).

3.2.4.1 Synthese der 2,6-Dialkyl-4-piperidone 13 und der 2,6-Dialkyl-4-
piperidonoxime 14

Ausgangspunkt dieser Synthese ist der jeweilige 2,6-Dialkylpiperidondimethylester 12,
der durch die schon unter 3.2.1.1 beschriebene 3-Komponenten-Mannich-Reaktion von
Aceton-1,3-dicarbonsauredimethylester mit Acetaldehyd bzw. Propionaldehyd und
Ammoniumbromid erhalten wurde. Durch eine hydrolytische Esterspaltung mit einem
Uberschuss an 37 %-iger HCI wurden die erhaltenen 2,6-Dialkylpiperidondimethylester
12a und 12b zu den 2,6-Dialkyl-4-piperidonen 13a und 13b umgesetzt. Dabei fand nach
Spaltung der Methylester eine Decarboxylierung der jeweiligen Dicarbonsaureverbin-
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dungen statt. Bemerkenswerterweise funktioniert die Esterhydrolyse nur bei N-unsubsti-
tuierten Piperidondiestern, nicht aber bei N-substituierten Derivaten. Der Stickstoff-
substituent beeintrachtigt vermutlich die Stabilitat des Piperidons, so dass das Grund-
geriist bei einer Decarboxylierung zerstort wird. Die 2,6-Dialkylpiperidone 13a und 13b
wurden anschliefend zu den entsprechenden Oximen 14 umgesetzt (siehe Synthese-
schema in Abbildung 3-24).

(6] (0] O o o o
nee. MM on
¥~ o 3 ,C CH,
MeQOH/H20 ~0 ()8
—_—
i + i RT R ” R
R H H R
12a,b
NH,4Br
OH
N~ (0]
a: R=CHs
b: R=CyHs B
R N R R N R
H H
*HCI *HCI
14a,b 13a,b

Abbildung 3-24 Syntheseschema der 2,6-Dialkylpiperidinoximderivate

3.2.4.2 Stereochemische Betrachtungen der 2,6-Dialkyl-4-piperidone 13
und der 2,6-Dialkyl-4-piperidonoxime 14

Das 2,6-Dimethyl-4-piperidon 13a liegt in Bezug auf die 2 Methylgruppen in einer cis-
Konfiguration vor und ist somit symmetrisch. Die Symmetrie des Molekiils spiegelt sich
in dem halben Signalsatzen des 'H- und **C-Spektrums (siehe Abbildung 3-25 und
Abbildung 3-26) wider. Die vicinalen Kopplungskonstanten der Protonen H3 und H5 mit
H2/6 zeigen fur das axiale H3 bzw. H5 mit 12.9 Hz eine typische axial-axial-Kopplung
und fur das equatorial-standige H3 bzw. H5 mit 2.8 Hz eine axial-equatorial-Kopplung.
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Dies bedeutet, dass die Protonen H2 und H6 eine axiale Stellung und damit beide Methyl-

substituenten eine equatoriale Stellung einnehmen.
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Abbildung 3-25 Vergleich der *H-Spektren von 13a und dem dazugehérigen Oxim 14a

Nach der Umsetzung zum Oximderivat 14a verliert das Molekil seine Symmetrie, was
man gut an den nun einfachen Signalsatzen im *H- und **C-Spektrum erkennen kann. Die
Aquivalenz der Protonen H3/5xa, H3/5equatoria Und H2/6 wird im Oxim aufgehoben.
Darlber hinaus kommt es zu deutlichen Verschiebungen der Signale (siehe Spektren in
Abbildung 3-25 und Abbildung 3-26). Wahrend sich die Lage des H5¢4-Signals nicht ver-
andert hat, wird H5,; um ca. 0.3 ppm hochfeldverschoben. Die auffélligsten Verschie-
bungen sind bei H3¢q und H34 zu erkennen. H3gq ist deutlich um 1 ppm tieffeldverscho-
ben, H3.x dagegen um 0.7 ppm zu hohem Feld verschoben. Dies ist durch den Aniso-
tropieeffekt der Oximgruppe auf die benachbarten Ringprotonen zu erklaren. Die Oxim-

gruppe ist syn-stdndig zu den Protonen H3, die dadurch vom Anisotropieeffekt am mei-
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sten beeinflusst sind. Die Differenz der chemischen Verschiebungen Ad axialer und equa-
torialer Protonen ist bei syn-standigen Oximgruppen gréRer als bei anti-standigen.** Das
syn-standige, equatoriale Proton H3, das sich ann&hernd in derselben Ebene wie die
Oximgruppe befindet, wird somit durch Entschirmung tieffeldverschoben, das axiale H3

durch Abschirmung hochfeldverschoben.

—202.89

—50.80
—44.18

39.52
—18.50

DMSO

c3/5 C2/6 2x CH3

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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(ppm)

2 uq g o 3%
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| \/ I %
c4 CH3 CH3
Q2 c6 a G
| H A i l
T T T T T T T T T T . T T . T : T - T
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(ppm)
Abbildung 3-26 Vergleich der **C-Spektren von 13a und dem dazugehdrigen Oxim 14a

Im *C-Spektrum des 4-Piperidons 13a und des Oxims 14a erkennt man im Vergleich
ebenso die deutlichen Signalverschiebungen. C4 ist durch den Austausch der Keto-
Gruppe durch die Oximgruppe am deutlichsten, um 50 ppm hochfeldverschoben. C2/C6
sind um 15 — 20 ppm hochfeld- und C2/6 um ca. 5 ppm tieffeldverschoben.
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3.2.4.3 Synthese der 2,6-Diaryl-4-piperidone 15 und der entsprechenden
Oximderivate 16

O

H3C\/[K/CH3 O
C

Eisessig Hj CH,
(0] (@] - 5
Reflux
H H N
R + R R H R

¥ ) 15a-f
NH,CH3;COO
EtOH + NH20H *HCI
Reflux | + NaOAc
15/16a: R=H OH
15/16 b: R=4-NO2 N~
15/16 c: R=3-NO: H,C CH,

15/16 d: R=2-NO2
15/16 e: R=3-N

15/16f: R=4-N N
R H R

16a-f

Abbildung 3-27 Syntheseschema der 2,6-Diaryl-4-piperidone und deren Oximderivate

3-Pentanon, verschiedene aromatische Aldehyde (Benzaldehyd, Pyridin-3-aldehyd,
Pyridin-4-aldehyd, 2-, 3- und 4-Nitrobenzaldehyd) sowie Ammoniumacetat werden in
Eisessig bei 140 bis 160 °C umgesetzt, um nach Aufarbeitung des Reaktionsansatzes 2,6-
diarylsubstituierte 4-Piperidone 15a — f zu erhalten. Beim Einsatz von 2-Nitrobenzal-
dehyd und frisch destilliertem 3- sowie 4-Pyridinaldehyd konnten die gewiinschten 4-
Piperidonderivate 15d — f jedoch nicht isoliert werden.

Die hergestellten Piperidone 15a, b und ¢ wurden anschlielfend in die entsprechenden
Oximderivate 16a — c Gberfiihrt, indem sie mit einem Uberschuss an Hydroxylamin-HCI

sowie Natriumacetat in Ethanol fiir 1 — 3 h zum Sieden erhitzt wurden.
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3.2.4.4 NMR-spektroskopische Betrachtungen

Aufgrund der chemischen Aquivalenz der Protonen H2 und H6 sowie H3 und H5
verfiigen die 4-Piperidone 15a, b, ¢ Uber eine symmetrische Struktur, d.h. sowohl die
Benzylsubstituenten als auch die Methylgruppen stehen jeweils cis zueinander. Die vici-
nale Kopplungskonstante zwischen H2 und H3 sowie H5 und H6 von ungefahr 10.5 Hz
weillt auf eine axiale Stellung der Protonen und somit eine equatoriale Stellung aller Sub-

stituenten hin.

15a: R=H
15b: R=4-NO;
15c : R=3-NO2

Abbildung 3-28 Struktur der 2,6-Diarylpiperidone 15

Durch die Umsetzung von 15a, b und ¢ zu den entsprechenden Oximen verliert das
Piperidonmolekil seine symmetrische Struktur und es kommt durch den Anisotropie-
effekt der Oximgruppe, wie schon unter 3.2.4.2 beschrieben, zu deutlichen Verschie-
bungen in den NMR-Spektren (siehe Abbildung 3-29 und Abbildung 3-30).

In den Spektren des Oxims erkennt man auch hier die einfachen Signalsatze gegentiber
den halben beim Edukt. Im *H-Spektrum werden H2 und H6 um 0.2 bzw. 0.3 ppm ins
tiefe Feld verschoben, genauso wie H5. Die Protonen der Methylgruppe an C3 werden
durch die syn-Position zum Oximrest etwas mehr ins tiefe Feld verschoben (+0.5 ppm)
als die an C5 (+0.3 ppm). Das Proton H3 erféhrt eine Hochfeldverschiebung um 0.35
ppm.

Die cis-Konformation gleichartiger Substituenten bleibt auch im Oxim gewahrt. Die
Kopplungskonstanten von H, 3 sowie Hsg liegen bei allen Oximderivaten zwischen 8.6
und 9.0 Hz, was auf eine axial-axial-Kopplung der Protonen schlieflen lasst und die
Substituenten somit equatorial-standig sind. Einzig das Dublett von H2 der Verbindung
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16a zeigt eine davon abweichende vicinale Kopplungskonstante von 3J = 5.4 Hz. Dies
wirde eine axial-equatorial-Kopplung zwischen den Protonen H2 und H5 und eine
equatoriale Stellung entweder des Methyl- oder des Phenylsubstituenten bedeuten. Eine
Konfigurationsdnderung kann eher ausgeschlossen werden, da die chemischen
Verschiebungen der Signale aller Oxime 16a, b und ¢ sowohl in den *H- als auch in den
BC-Spektren  keinerlei  groRere  Abweichungen  zeigen, die auf eine

Konfigurationsanderung schlie3en lassen.

2x CH3

HO

DMSO

3y= ,
J=10.4 Hz s /N H
il A ;

T 7
s 58 8
- I

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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m
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Z8E2
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\YARY C3-CH; C5-CH3
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"o
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Abbildung 3-29 Vergleich der *H-Spektren (Ausschnitt) von 15a und dem dazugehdrigen Oxim 16a

Im Vergleich der **C-Spektren von 15a und 16a zeigen C4 (A8 = 50 ppm), C3 (Ad =8
ppm), C5 (Ad = 11 ppm) sowie die Kohlenstoffatome der Methylreste (A = 5 bzw. 10
ppm) wie schon bei den 2,6-Dialkylpiperidon-Derivaten auffallige Verschiebungen (siehe
Abbildung 3-30).
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Abbildung 3-30 Vergleich der **C-Spektren von 15a und dem dazugehdrigen Oxim 16a

3.2.5 Syntheseversuche der 4-Piperidinoximether 17 und 18

Der 4-Piperidinoximether 17 (4-[(2,6-Dichlor-benzyloxyimino)methyl]-1-(3-
phenylpropyl)-dipiperidinium-hydrochlorid, siehe Abbildung 3-31) zeigte in pharmako-
logischen Testungen an Plasmodien und Trypanosomen eine sehr gute Wirksamkeit
(siehe Tabelle 1-1 unter 1.3). Mit einem 1Cso-Wert von 3.9 uM an Trypanosoma brucei
brucei gehort er mit zu den aktivsten Substanzen. Bei Testungen an der Plasmodium
falciparum-Linie NF54 wurde in vitro nach 72 h ein I1Cso-Wert von 8.3 M bestimmt und
die Verbindung war sogar in der Lage, die Parasiten komplett abzut6ten (siehe Abbildung
3-32). Allerdings ist der Oximether zytotoxisch, so dass er flr therapeutische Zwecke un-
geeignet ist. So war es ein Ziel, durch Strukturvariationen dieser Verbindung, die sehr
gute Wirksamkeit mit einer niedrigeren Zytotoxizitat zu verbinden. Ein solcher Ansatz

war der Oximether 18 des 2,6-Diaryl-4-piperidons 16b, der nach dem Vorbild der Syn-
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these des 4-Piperidinoximethers 17 hergestellt werden sollte (siehe Abbildung 3-33). Da
Nitrobenzylreste fur die Wirksamkeit der 4-Piperidonester von Vorteil sind, wurde flr die
Umsetzung zu einem alternativen 2,6-Diaryl-4-piperidinoximether Verbindung 16b

gewadhlt, um auch hier einen eventuellen Wirksamkeitsvorteil zu haben.

Cl
N\/j@
~ 0
6 )
N

*HCI

17

Abbildung 3-31 Struktur des Oximethers 17

3,5

% 2 10, 10 uM

i

% Ls —=—10, 20 pM

3 —+—10, 40 uM

o 1 =
—s—Kontrolle

0,5 7 ——CQ 0.032 uM
O v
0 1 2 3 4
Tage

Abbildung 3-32 Entwicklung der Parasitdmie von P.falciparum nach Behandlung mit
verschiedenen Konzentrationen des Oximethers 10 im Vergleich zu Chloroquin (CQ)

Dazu wurde 16b mit 2,6-Dichlorbenzylchlorid im stark basischen Milieu zu dem ent-
sprechenden Oximether 18 umzusetzen (siehe Syntheseschema in Abbildung 3-33).

Nach Aufreinigung des Reaktionsansatzes konnten hier nur die Edukte isoliert werden.
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Cl
1.) KOtBu, MeOH abs.
N oH 3h,RT N
2.) AcCN abs.
H3C CH, 2,6-Dichlorbenzyichlorid H3C CHj
N N
H H
O5N NO, O,N NO,
16b 18

Abbildung 3-33 Syntheseversuch des Piperidinoximethers 18

3.2.6 Synthese der Chinolonderivate

Wie schon unter 2.2 (Ziele der Arbeit) erwahnt, sollten 4-Hydroxychinolinester herge-
stellt werden, die die 4-Hydroxypiperidinester-Struktur beinhalten. Ihre Wirkung auf die
hier relevanten Erreger sollte untersucht und mit der der 4-Hydroxypiperidinestern ver-
glichen werden. Es wurden 2 Arten von Chinolonderivaten synthetisiert: zum einen 4-
Hydroxy-2-oxo-1H-chinolin-3-carbonséureester 20 und zum anderen 4-Oxo-1H-chinolin-

3-carbonsaureester 23.

3.2.6.1 Synthese der 4-Hydroxy-2-oxo-1H-chinolin-3-carbonsaureester 20

Die Synthese der 4-Hydroxy-2-oxo-1H-chinolin-3-carbonsdureester wird in 2 Schritten
durchgefuhrt (Syntheseschema siehe Abbildung 3-34). Im ersten Schritt wird der ent-
sprechend substituierte 2-Aminobenzoeséduremethylester mit der Hilfsbase Triethylamin
unter Argonschutzatmosphére in wasserfreiem Dichlormethan mit Malonséurechlorid zu
der jeweiligen Zwischenverbindung 19 umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Auf-
reinigung (Kieselgel, Cyclohexan/ Ethylacetat 2:1 bzw. 4:3) erfolgt schlielflich im
zweiten Schritt der RingschluBR der Vorstufen 19 durch eine Dieckmann-Cyclisierung im

Basischen zu den Chinolonen 20.
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o) 0
R CH R CH
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1 ' m)k)Lo/CH3 CHCI 1
R 2 2
NH, sadrr R NH O
A en,
o) o)
19a:R*=H, R2=H
19b: R =Cl, R2=H

19c: R'=0CHsz;, R?=0OCH;3

NaOMe
MeOH abs.

OH O

20a: Rl=H, R2=H
20b:R'=Cl,  R?=H
20c:R'=0OCH;, R2=OCHs

Abbildung 3-34 Synthese der 4-Hydroxy-2-oxochinolinester 20 (modifiziert nach **°)

3.2.6.2 Versuch zur Amidierung der Hydroxychinoloncarbonsaureester 20

OH O
2 3
R3NH, R N SR
H
Toloul / Xylol etc. R1 N o
Reflux H
20 21

Abbildung 3-35 Amidierungsversuche der 4-Hydroxy-2-oxochinolinester 20

Da eine Amidierung der Esterfunktionen der 4-Hydroxypiperidincarbonsaureester auf-
grund der relativen Instabilitdt des Piperidinringes nicht durchfiihrbar ist, wurde dies bei
dem Hydroxychinoloncarbonsdureester 20 versucht, um eine eventuelle Auswirkung auf

die Wirksamkeiten zu beobachten. Die Amidierung der Hydroxychinoloncarbonsédure-
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ester 20 mit Benzylamin in verschiedenen Lésungsmitteln, wie Toloul und Xylol zu 21
gelang nicht. Es wurde immer das Edukt isoliert.

Daruber hinaus hatten die Amide der 4-Hydroxy-2-chinoloncarbonsdureester strukturelle
Ahnlichkeit mit einigen metallchelatisierenden HIV-Integrase-Inhibitoren (siehe
Abbildung 3-36).°! Diese Integrase-Hemmer komplexieren das Magnesiumion, was der
HIV-Integrase als Cofaktor dient. Hier kann in Zukunft weiter angesetzt werden.
Testungen an HI-Viren konnten tber diese Arbeit hinaus folgen.

Die Synthese der Amide konnte Uber die entsprechenden gemischten Anhydride der

Carbonséuren und deren Aminolyse versucht werden.

o

I

O OH
OH
H
N
. =

L-870,812 3,4-Dihydroxy-2-pyridincarboxamid
8-Hydroxy-1,6-naphthyridin-7-carboxamid

N\ /
\ /*

o
IO
H |
N
F (0]
SN
o

Abbildung 3-36 HIV-Integrase-Inhibtoren: allgemein wichtiges Strukturelement der Metallkomplexbildner
mit 2 Beispielsubstanzen™*
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3.2.7 Synthese des 4-Oxo0-1H-chinolin-3-carbonséureester 23 sowie
Syntheseversuch der 4-Oxo-1H-chinolin-3-hydroxamséaure 25

Zusétzlich zu den 4-Hydroxy-2-oxochinolin-3-carbonsaureestern 20 wurde ein 4-Oxo-
chinolin-3-carbonséureester 23 synthetisiert, da dieser die Teilstruktur der 4-Oxo-1,4,5,6-
tetrahydropyridin-3-monocarbonsdureester enthélt. Diese ungesattigten Monoester er-
zielten gerade in Testungen an Plasmodien gute Ergebnisse (siehe Tabelle 1-1 unter 1.3)
und so schien es interessant, den Chinoloncarbonséureester auf seine biologische Wirk-

samkeit hin zu untersuchen.

(e} O
. TquoI
EtO OEt
NH, | Reflux, 48h
OEt
22
PhOPh
Reflux, 200°C
30 Min
O (e} (@] (e}
OH NaOH OEt
e ——
N Reflux N
H H
24 23
+ SO.CI
+ NH20H
OH
O N~
(e}
N
H
25

Abbildung 3-37 Syntheseversuch der Hydroxamséure tiber die Chinoloncarbonséure
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Dartiber hinaus wurde versucht, aus dem Chinolonester 23 tber die Stufe der freien
Chinoloncarbonséure das entsprechende Hydroxamsaurederivat herzustellen. Da bekannt
ist, dass Hydroxamsduren sehr gute Komplexbildner (Chelatbildner) fir Metallionen u.a.
fur Eisenionen sind, kdnnten Hydroxams&uren potenziell das Eisen im DOHH-Zielenzym
komplexieren. Eine Hydroxamséauresynthese aus den 4-Hydroxypiperidinestern ist
aufgrund der relativen Instabilitdt des Piperidinringes nicht mdglich, so dass sie hier

versucht wurde.

Im ersten Schritt der 4-Oxochinolinester-Synthese wird Anilin mit Diethyl-
ethoxymethylenmalonat in Toluol unter Reflux zum Zwischenprodukt 22 umgesetzt
(siehe Abbildung 3-37), das schlielflich in Diphenylether zum 4-Oxochinolin-3-carbon-
séureethylester 23 cyclisiert wird. Die weiterfuhrende Hydrolyse des Esters 23 geschieht
mit 10 %-iger NaOH-Ld&sung. Die so erhaltene 4-Oxochinolin-3-carbonsauren 24 wird
mit frisch destilliertem Thionylchlorid unter Rickfluss erhitzt und anschliefend mit einer
Mischung aus Hydroxylamin-Hydrochlorid und der Hilfsbase N-Ethyldiisopropylamin in
DMSO versetzt und mehrere Tage bei Raumtemperatur gerihrt.

Die Hydroxamsdauren konnten in keinem Fall isoliert werden; es entstand immer die Aus-

gangssubstanz, d.h. die freie Carbonsaure.

3.3 Pharmakologische Testungen

3.3.1 Testungen an Trypanosomen

Bei den Testungen handelte es sich um In-vitro-Untersuchungen an Trypanosoma-brucei-
brucei-Kulturen. Diese wurden am Institut fir Tropenmedizin des Missionsérztlichen
Instituts in Wirzburg vorgenommen.

Die Untersuchungen erfolgten mit trypomastigoten Formen der Trypanosomen-Zelllinie
TC 221, die in einer 96-Loch-Zellkulturplatte im Baltz-Medium kultiviert wurden.

Das allgemeine Vorgehen dieser Bestimmung wird im Folgenden kurz dargestellt; %1%

114



ALLGEMEINER TEIL

Die Testsubstanzen werden in einer Konzentration von 10 mM in DMSO gel6st und so
mit Baltz-Medium verdiinnt, dass sie in einer Endkonzentration von 100 uM — 10 pM
vorliegen. Die Messungen werden jeweils in einem LOsungsvolumen von 200 pl durch-
gefiihrt. Dazu werden in jedes Loch der Kulturplatte 160 pl Baltz-Medium, 20 pl der
jeweiligen Verdunnungsstufe der Testsubstanzen sowie 20 pl Zellsuspension gegeben.
Nach 24-stindiger Inkubation bei 37 °C werden jedem Ansatz 20 pl des reduktions-
sensitiven Indikators AlamarBlue zupipettiert, um nach insgesamt 48 h sowie nach 72 h
durch photometrische Messung mittels eines Elisa-Readers die metabolische Aktivitét der
Zellkulturen Uber die Absorption bei 550 sowie 630 nm zu bestimmen. Dabei ist die
Absorptionszunahme direkt proportional zur metabolischen Aktivitat der Trypanosomen-
Zellen. Der Vergleich mit der Aktivitat einer Kontrollpopulation dient als Aussage uber
eine mogliche Hemmwirkung der jeweils eingesetzten Verdinnungen der Test-
substanzen.

Fur jede zu testende Substanz werden zwei Negativkontrollen, d.h. nur das entsprechende
Medium inklusive Losungsmittel sowie Medium mit 100 uM der Testsubstanz angesetzt.
Zur Wachstumskontrolle, also Positivkontrolle, dient nur Zellsuspension-enthaltendes
Medium. Als Referenzsubstanz wird Pentamidin eingesetzt. Aus je 3 Experimenten wird
flr jede Substanz durch lineare Interpolation die wachstumshemmende Wirkung als 1Cso-
Wert ermittelt.

Fur jede Substanz wurde zusétzlich die Zytotoxizitat bestimmt. Flr diese Testungen
wurde die Makrophagen-Zelllinie J774.1 verwendet, deren Kultivierung im RPMI-
Medium stattfand. Bei den Untersuchungen ging man analog der oben beschriebenen
Methode vor (AlamarBlue-Assay). Als Mal} fir die zytotoxische Wirkung der Substanzen

erhalt man ICso-Werte nach einer Inkubationsdauer von 48 h.

3.3.1.1 Testergebnisse der 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridindiester-
Verbindungen

Folgende Derivate wurden in vitro an Trypanosoma brucei brucei sowie an der
Makrophagen-Zelllinie J774.1 getestet.
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0 OH O
R1\o X o/R1
R’ N R’
R2
T. br. br. T. br. br. Makrophagen
Nr. R R R® 48 h 72h J774.1
ICs0 [UM] ICso [UM] ICso [UM]
(a) 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-dicarbonsaduredimethylester
la CHj,3 allyl Ethyl 14.97 +2.97 25.9 591 >79
1b CH; 3-methylpyridyl Ethyl n.b. n.b. n.b.
1c CH, benzyl Ethyl > 40 > 40 > 100
1d CH; 4-methylbenzyl Ethyl 7.77 +1.34 11.25 2,05 > 100 (40.8%)
le CH; 4-methoxybenzyl Ethyl 30.7 +13.16 > 40 > 100
1f CH; 4-chlorbenzyl Ethyl 10.59 +1.57 17.73 +4.48 > 76
19 CH; benzyl Propyl > 40 > 40 > 100
1h CH; 4-methoxybenzyl Propyl 32.97 £9.94 > 40 > 100
1i CH; 3-nitrobenzyl Propyl 10.56 +1.67 15.50 +0.76 88
1j CH; 4-nitrobenzyl Propyl 8.39 +0.06 12.28 +1.22 > 100 (31%)
(b) 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-dicarbonsdurediethylester
2a CoHs benzyl Ethyl 9.29 +2.84 15.38 +0.62 > 100
2b C,Hs  4-methoxybenzyl Ethyl 21.74 £1559 > 40 > 100
2c C,Hs 4-chlorbenzyl Ethyl 14.41 161 17.39 +0.96 64.8
2d C,Hs 3-nitrobenzyl Ethyl 8.31 +1.04 13.38 +2.33 85
2e CoHs 4-nitrobenzyl Ethyl 14.61 +1.38 17.4 z0.74 61.2
2f CoHs benzyl Propyl 12.74 +2.14 18.65 +0.35 >75
(c) 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-dicarbonsdure-di-t-butylester
3a t-Butyl methyl Ethyl 28.32 +3.34 34.33 +4.64 49.25
3b t-Butyl propyl Ethyl 22.04 £7.73 29.57 +1.87 34.47
3c t-Butyl  3-hydroxypropyl Ethyl 9.95 +1.17 17.59 x4.61 44.8
3d t-Butyl propyl Propyl 8.52 +3.44 11.29 +3.32 47.2
3e t-Butyl allyl Propyl 22.98 £7.77 29.4 +0.83 > 100
Tabelle  3-12  Testergebnisse  der  2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-dicarbonsaurediester-

Verbindungen an T. brucei brucei und Makrophagen; n.b. = nicht bestimmt; [zum Vergleich: Pentamidin-
diisethionat: ICsq (Tr. br. br.) = 0.003 uM, ICs, (Makrophagen) = 42 uM; Eflornithin: 1Cs, (Tr. br. br.) = 23
UM, 1Cso (Makrophagen) = >100 uM; Suramin: I1Csq (Tr. br. br.) = 0.3 uM, ICsq (Makrophagen) = >100
MM; Nifurtimox: 1Csq (Tr. br. br.) = 3.4 uM, ICs, (Makrophagen) = >100 uM]
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Fur die Wirksamkeit der Methyl- und Ethylester spielt die Kettenldnge der Alkyl-
substitution in den Positionen 2 und 6 keine Rolle. Es sind keine signifikanten Wirksam-
keitsunterschiede zwischen den Verbindungen mit Ethyl- und Propylseitenkette mit an-
sonsten gleichem Substitutionsmuster zu erkennen (vgl. Verbindungen 1e, 1h nach 48 h
bzw. 2a, 2f). Bei den Methylestern haben substituierte Benzylreste am Stickstoff einen
Wirksamkeitsvorteil gegeniber reinen Benzylresten. Bei den Ethylestern spielt dies keine
Rolle mehr, da beide Varianten mit der Ausnahme von Verbindung 2b &hnliche Aktivi-
taten aufweisen. 2b mit dem 4-Methoxybenzyl-Rest am Stickstoff ist genauso wie die am
Stickstoff gleich substituierten Methylester 1e und 1h nach 72 h unwirksam.

Die Methyl-, Chlor- und Nitro-Substitutionen am Benzylrest sind hier der Methoxy-Sub-

stitution tberlegen.

Die Ethylester-Derivate 2a und 2f zeigen im Vergleich zu den gleichartig substituierten,
unwirksamen Methylester-Derivaten 1c und 1g bei ahnlich geringer Zytotoxizitat eine
Hemmwirkung. Hierbei kdnnte die bessere Wasserloslichkeit der Ethylester im Vergleich
zu den Methylestern eine Rolle spielen. Ansonsten verfugen die Ethylester tiber dhnliche

inhibitorische Aktivitaten und auch zytotoxische Eigenschaften wie die Methylester.

Die t-Butylester-Derivate besitzen &hnlich gute bis moderate Wirksamkeiten wie die
Methyl- und Ethylester. Jedoch ist hier bis auf Verbindung 3e die Zytotoxizitat erhoht.
Bis auf diese Ausnahme liegen die ICso-Werte an Makrophagen unter 50 uM. Allerdings
kann man keine N-Benzyl-Derivate als Vergleich heranziehen, da hier ausschlielich N-
alkylsubstituierte Substanzen erhalten werden konnten.

Verbindung 3d mit Propyl-Seitenketten in Position 2 und 6 hat eine hohere Wirksamkeit
als 3b, die kirzere Ethyl-Seitenketten, aber ansonsten gleiche Substitutionen besitzt.

An den inhibitorischen Aktivitdten erkennt man, dass die Alkylketten am Stickstoff
gegeniber den aromatischen Substitutionen der Methyl- und Ethylester keinen Wirk-
samkeitsnachteil besitzen.
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3.3.1.2 Testergebnisse der 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridindiester-
Verbindungen

R\o X o/R
R N R
||Q2
T. br. br. T. br. br. Makrophagen
Nr. R! R? R® 48 h 72 h J774.1
ICso [UM] 1Cso [UM] ICs0 [UM]

(a) 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-dicarbonsiduredimethylester

4a CHj,3 propyl 2-Pyridyl 5.69 +1.86 4.3 05 23.54
4b CH; allyl 2-Pyridyl 21.58 £7.97 27.34 £4.92 >100
4c CH; 2-hydroxyethyl 2-Pyridyl 28.81 +0.38 29.26 £2.57 32.29
4d CHj; 3-methylpyridyl 2-Pyridyl 4.66 +1.97 16.05 +10.74 32.98
4e CH; 3-methylpyridyl 4-Pyridyl 34.78 5,57 39.87 +1.19 >100
af CH; methyl 3-Nitrophenyl 11.41 +0.42 24.69 +3.94 30.41
49 CH; 4-nitrobenzyl 3-Nitrophenyl 1.84 +0.66 3.27 +0.25 >100
4h CH; methyl 4-Nitrophenyl 10.25 +1.48 16.35 +0.69 65.8
4i CH; cyclopropyl 4-Nitrophenyl 1.2 +0.82 2.23 +0.76 >100
4k CH; 4-chlorbenzyl 4-Bromphenyl n.b. n.b. >100

(b) 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-dicarbonsdurediethylester

5a C,Hs Allyl 4-Pyridyl 2.36 +1.03 3.24 +0.61 68.3
5b CoHs Cyclopropyl 3-Nitrophenyl 3.6 £0.26 5.44 +1.7 >100
5d C,Hs Cyclopropyl 4-Nitrophenyl 0.29 +0.54 2.06 +0.55 >100
5f C,Hs 4-methoxybenzyl 4-Nitrophenyl 2.79 +0.06 3.59 +0.07 >100
5g C,Hs 4-chlorbenzyl 4-Nitrophenyl 0.83+0.48 2.22 +0.19 >100

(c) 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-dicarbonsiure-di-t-butyl-ester

6a t-Butyl propyl Phenyl 1.02 £2.24 3.3310.79 >100
6b t-Butyl allyl 3-Nitrophenyl 3.24 +0.07 3.51+011 >100
6c t-Butyl cyclopropyl 3-Nitrophenyl 3.23 +0.07 3.48 +0.09 >100
6d t-Butyl cyclopropyl 4-Nitrophenyl 1.56 +1.42 2.12+161 >100

Tabelle  3-13  Testergebnisse  der  2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-dicarbonsaurediester-
Verbindungen an T. brucei brucei und Makrophagen; n.b. = nicht bestimmt
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Mit in 2- und 6-Stellung 2-pyridylsubstituierten 4-Hydroxytetrahydropyridindimethyl-
estern, v.a. mit der literaturbekannten Verbindung 4a, konnten gute Wirksamkeiten
erreicht werden, die sich durch das Einfigen von Nitrophenyl-Resten noch weiter
steigern lieBen. Durch den Austausch der 2-Pyridyl-Gruppe gegen die Nitrophenyl-Reste
konnte zuséatzlich die Zytotoxizitat gesenkt werden (vergleiche 4g und 4i). Das Einfligen
von 4-Pyridyl-Substituenten in Position 2 und 6 anstatt den 2-Pyridyl-Resten brachte eine
Verschlechterung der Wirksamkeit, jedoch eine geringere Zytotoxizitat (siehe 4e). Man
erkennt, dass 4-Nitrophenyl-Reste gegeniiber 3-Nitrophenyl-Gruppen einen leichten
Wirksamkeitsvorteil und eine geringere Zytotoxizitat aufweisen (vergleiche 4f und 4h).
Methylgruppen am Stickstoff scheinen einen Wirksamkeitsnachteil zu haben und die

zytotoxische Wirkung zu erhéhen (siehe 4f und 4h).

Mit den Ethylestern konnte die Wirksamkeit leicht gesteigert werden. Nach 48 h erreicht
man sogar 1Cso-Werte, die unter 1 uM liegen (5d und 5g). Im Gegensatz zu den Methyl-
estern zeichnet sich hier der 4-Pyridyl-Rest an den Positionen 2 und 6 durch eine sehr
gute Wirksamkeit aus, die im Bereich der Nitrophenyl-substituierten Substanzen liegt.
Aber auch an dieser Stelle wird sowohl der allgemeine Zytotoxizitatsvorteil der Nitro-
phenylsubstitution als auch die bessere Wirksamkeit der Verbindungen mit 4-Nitro-
phenyl- im Vergleich zu denen mit 3-Nitrophenyl-Resten deutlich.

Mit einer t-Butyl-Veresterung werden ahnlich gute Wirksamkeitswerte bei gleichbleibend
geringer Zytotoxizitat wie bei den Ethylestern erreicht. Auch hier ist das 4-Nitrophenyl-
Derivat leicht wirksamer als das 3-Nitrophenyl-Derivat. Im Vergleich zu den 2,6-dialkyl-
substituierten t-Butyl-Diestern besitzen die 2,6-diarylsubstituierten neben den besseren

Wirksamkeiten auch eine geringere Zytotoxizitét.

Man erkennt deutlich, dass bei den Testungen an Trypanosomen die 2,6-diaryl-
substituierten 4-Hydroxytetrahydropyridindiester den 2,6-dialkylsubstituierten Derivaten
uberlegen sind. Ebenso konnte mit den aromatischen Resten in den Positionen 2 und 6,

v.a. mit Nitrophenylresten, die zytotoxische Wirkung verringert werden (siehe 3.3.1.1).
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3.3.1.3 Testergebnisse der 4-Hydroxytetrahydropyridin-3-monocarbon-
saureester-Verbindungen

OH O
o
AN o~
R N R
'|?2
T. br. br. T. br. br. Makrophagen
Nr. R! R? R® 48 h 72 h J774.1
ICs [MM] 1Cso [UM] 1Cs [MM]

(a) 2,6-Diaryl-4-Hydroxytetrahydropyridin-3-monocarbonsauremethylester

7a CH; benzyl 2-Pyridyl 1.37£0.02 n.b. 33.17 £ 0.69
7b CHj,3 cyclopropyl 3-Nitrophenyl 0.84 +0.36 0.51 +0.34 45.7

(b) 2,6-Diaryl-4-Hydroxytetrahydropyridin-3-monocarbonsaureethylester

7c C,Hs cyclopropyl 3-Nitrophenyl 0.49 +0.19 0.30 +0.21 6.9
7d CyHs 4-chlorbenzyl 3-Nitrophenyl 0.03 +0.2 0.45 z0.01 43.0

(c) 2,6-Dialkyl-4-Hydroxytetrahydropyridin-3-monocarbonsauremethylester

8a CH; 4-chlorbenzyl Ethyl 15.44 +1.28 18.17 0.2 44.3

Tabelle 3-14 Testergebnisse der 2,6-Dialkyl-/aryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3-monocarbonsaureester-
Verbindungen an T. brucei brucei und Makrophagen; n.b. = nicht bestimmt

Die Monoesterderivate sind die potentesten Verbindungen an Trypanosomen. Sie haben
im Vergleich zu den Diesterderivaten mit vergleichbarem Substitutionsmuster eine tber
10-fach héhere Wirksamkeit. Mit 7d lieR8 sich sogar nach 48 h eine Wirksamkeit im nano-
molaren Bereich erzielen (ICso = 30 nM). Jedoch konnte diese Uberlegenheit nach 72 h
nicht bestatigt werden. Allerdings verfligen alle Monoester auch tber eine hohere Zyto-
toxizitat. Aber da die Zytotoxizitatswerte von 7d 100-mal hoher sind als die Aktivitats-
werte, kann man hier von einer neuen antitrypanosomalen Leitverbindung sprechen.

Ausgenommen von den Wirksamkeitssteigerungen ist der 2,6-dialkylierte Monoester 8a.
Dieser liegt im Bereich seines Diesterpendants 1f (ICso = 17 uM), allerdings bei héherer
Zytotoxizitdt. Die fehlende Esterfunktion macht sich, die Wirksamkeit betreffend,

vermutlich nur bei den 2,6-diarylsubstituierten Substanzen bemerkbar. Jedoch konnte nur
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ein 2,6-dialkylierter Monoester synthetisiert werden, so dass man dahingehend keine

generellen Aussagen treffen kann. Interessant ware hier die Auswirkung einer 4-Nitro-

phenylsubstitution auf Wirksamkeit und Zytotoxizitat. Leider gelang es aber nicht, eine

solche Verbindung herzustellen.

3.3.1.4 Testung der 4-Piperidonabkémmlinge und Hydroxychinolone

X
R! R’
R ONTR
H
T. br. br. T. br. br. Makrophagen
Nr. R R? X 48 h 72h J774.1
ICso [UM] 1Cso [UM] 1Cso [UM]
(a) 2,6-Dialkyl-4-piperidone
13a H CH; 0] >100 >100 >100
13b H C,Hs 0 >100 >100 >100
(b) 2,6-Dialkyl-4-piperidinoxime
l4a CH; N-OH >100 >100 >100
14b H C,Hs N-OH >100 >100 >100
(c) 2,6-Diaryl-3,5-dimethyl-4-piperidone
15a CH; Phenyl 0] >100 >100 >100
15b CH3 4-Nitrophenyl O 51.14 >100 >100
15¢ CH, 3-Nitrophenyl @] 2.61 3.35 35.66
(d) 2,6-Diaryl-3,5-dimethyl-4-piperidinoxime
16a CHj; Phenyl N-OH >100 >100 >100
16b CHj; 4-Nitrophenyl N-OH 18.28 28.67 >100

Tabelle 3-15 Testergebnisse der verschiedenen 4-Piperidonderivate und der entsprechenden Oxime an T.
brucei brucei und Makrophagen
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Bei den 2,6-Dialkyl-4-piperidonen und den dazugehdrigen Oximen wurde keine Wirk-
samkeit an dem Trypanosomenerreger festgestellt (siehe Tabelle 3-15). Durch die Erho-
hung des Substitutionsgrades konnte die Wirksamkeit gesteigert werden. Mit dem 2,6-
Diaryl-3,5-dimethyl-4-piperidon 15c liel3 sich eine gute Wirksamkeit an T. brucei brucei
erreichen, jedoch erhéht sich hierbei auch die zytotoxische Aktivitat. Das Oximderivat
16b zeigt im Vergleich zu der Ausgangsverbindung 15b verbesserte Aktivitdten an
Trypanosomen.

Diese Testungsdaten lassen die Aussage zu, dass sich mit erhohter Substitution am 4-
Piperidonring sowie mit Einfihrung einer Oximgruppe die Wirksamkeit an

Trypanosomen erhdhen lasst.

Die 4-Hydroxy-2-oxochinolinderivate 20, der 4-Oxochinolin-3-carbonsaureester 23, die
entsprechende freie 4-Oxochinolin-3-carbonsdure 24 sowie die jeweiligen Vorstufen 19
und 22 wurden ebenfalls an Trypanosoma brucei brucei und der Makrophagenzelllinie
J774.1 getestet. Dabei wurde aber bei keiner Verbindung eine Wirksamkeit festgestellt.
Alle Substanzen zeigten zwar gute Zytotoxizitatswerte an Makrophagen (1Cso > 100 uM),
jedoch lagen die Aktivitaten an Trypanosomen alle ebenfalls Uber einem 1Cso-Werte von
100 pM.

Das Azomethin-Nebenprodukt (siehe Abbildung 3-38), das bei einem Monoester-
Syntheseversuch aus p-Aminophenol und 3-Nitrobenzaldehyd entstand (siehe unter

3.2.2.3), erreichte an Trypanosomen ICso-Werte von 32.85 uM nach 48h und 41.06 uM
nach 72h bei jedoch zelltoxischen Eigenschaften (ICso an Makrophagen = 34.14 uM).

NO.
N7\©/ 2

Abbildung 3-38 Das Azomethin-Nebenprodukt
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3.3.2 Testungen an Plasmodien

3.3.2.1 Testungen mit dem Malstat-Assay

Die Bestimmung der antiplasmodialen Aktivitat wurde in vitro an humanpathogenen P.
falciparum-Kulturen am Institut fir Molekulare Infektionsbiologie in Wiirzburg von der
Arbeitsgruppe von Dr. Gabriele Pradel durchgefiihrt.

Unter Verwendung des sogenannten Malstat-Assays wird die Wachstumshemmung der
eingesetzten Substanzen auf parasitdre Blutstadien (Merozoiten in Erythrozyten) unter-
sucht. Man bestimmt hierbei die Aktivitat einer Plasmodien-spezifischen Laktatdehydro-
genase (pLDH) mit Hilfe des Malstat-Farbreagenz. Dies lasst schlielich Rickschliisse
auf die verbleibende Parasitenaktivitat zu.™* Zur Verwendung kommen der chloroquin-
sensitive P. falciparum-Stamm NF54 sowie sein Klon 3D7.

Der Assay wird in 96-Loch-Mikrotiterplatten durchgefihrt. In jedes Loch werden 180 pl
einer auf 1% Parasitdmie eingestellten Plasmodien-Blutkultur sowie 20 pl von jeweils
verschiedenen Verdinnungsstufen der zu bestimmenden Testsubstanz pipettiert. Die Sub-
stanzen werden vorher in DMSO geldst und entsprechend so verdinnt, dass pro
Mikrotiterplatten-Loch eine Endkonzentration von 102 mM bis 10® mM Substanz sowie
0,5% DMSO erreicht wird. Als Kontrolle wird der chloroquinresistente P. falciparum-
Stamm (CQR) mit Pyrimethamin-Medium, der chloroquinsensitive Plasmodienstamm
3D7 mit Chloroquin-Medium sowie nur Kulturmedium mit DMSO verwendet.

Nach einer 72-stindigen Inkubationszeit der Plasmodienkulturen mit den Testsubstanzen
werden 20 ul von jedem Loch auf eine neue Mikrotiterplatte tGbertragen und mit 100 pl
Malstat-Losung sowie einem Farbstoffreagenz versetzt. Nach einer weiteren ca. 1-
stiindigen Inkubation wird durch photometrische Bestimmung mittels Elisa-Reader die
Absorption bei einer Wellenldnge von 630 nm gemessen. Somit sind Ruckschliisse auf
die Aktivitat der Laktatdehydrogenase und damit auf die Parasitdimie moglich. Pro Ver-
dunnungsstufe jeder einzelnen Substanz wird eine Dreifachbestimmung durchgefuhrt und

daraus ein gemittelter 1Cso-Wert berechnet.
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OH O OH O
1 1 1 R1
RNo X o X o
R’ N~ R N R®
'|?2 FIQZ
1-6 7,8
P. falciparum
Nr. R R R®
1Cso [UM]
(a) 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-2,6-dicarbonsaurediester
le CH; 4-methoxybenzyl Ethyl keine Wirkung
if CH3 4-chlorbenzyl Ethyl 38.27/>50"
1j CH; 4-nitrobenzyl Propyl 32.04 £3.17
2b C,Hs 4-methoxybenzyl Ethyl 33.72/>50"
2e CoHs 4-nitrobenzyl Ethyl 19.48 +£0.49
3e t-Butyl allyl Propyl 3.27 £0.78
(b) 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-2,6-dicarbonséurediester
4e CHj; 3-methylpyridyl 4-Pyridyl keine Wirkung
4g CH; 4-nitrobenzyl 3-Nitrophenyl 5.55 +0.63
4h CH; methyl 4-Nitrophenyl >100
4i CH; cyclopropyl 4-Nitrophenyl 6.59 £2.05
4j CH; 4-chlorbenzyl 4-Bromphenyl 4,76 £0.12
5a C,Hs allyl 4-Pyridyl 30.70 £9.95
5b CoHs cyclopropyl 3-Nitrophenyl 7.36 +0.28
5¢ C,Hs cyclopropyl 4-Nitrophenyl 4.09 £0.27
5d CoHs 4-methoxybenzyl 4-Nitrophenyl 1.89+0.39
Se CoHs 4-chlorbenzyl 4-Nitrophenyl 1.83+£0.03
6b t-Butyl allyl 3-Nitrophenyl 2.99 +2.29*
6c t-Butyl cyclopropyl 3-Nitrophenyl 0.67 £0.10*
6d t-Butyl cyclopropyl 4-Nitrophenyl 0.73 +0.16
(c) 4-Hydroxytetrahydropyridin-3-monocarbonséaureester
7a CH; benzyl 2-Pyridyl >100
7b CH; cyclopropyl 3-Nitrophenyl >100
7c CoHs cyclopropyl 3-Nitrophenyl 8.59 +2.73
8a (203) CH; 4-chlorbenzyl Ethyl 28.21 £1.81
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P. falciparum
Nr. R R R®
1Cso [UM]
(d) 2,6-Diaryl-3,5-dimethyl-4-piperidone
P. falciparum
Nr. R R X
1Cso [UM]
15b CH, 4-Nitrophenyl 0 23.62
15¢ CH, 3-Nitrophenyl 0 47.65

Tabelle 3-16 Testergebnisse der 4-Hydroxytetrahydropyridindi- und monoester-Verbindungen 1-8 sowie
der 2,6-Diarylpiperidone 15 an P. falciparum

* hier liegen nur 2 Messwerte vor (1.Messwert / 2. Messwert); * nicht vollstandig gelost

Die 4-Hydroxytetrahydropyridin-2,6-dialkyldiester haben einen moderaten Hemmeffekt
auf die Plasmodienkultur. Einzig der t-Butyl-Ester 3e mit einem ICsy von 3.27 uM zeigt
eine gute Wirkung.

Die Verbindungen mit Arylsubstitutionen an den Positionen 2 und 6 haben im All-
gemeinen einen Wirksamkeitsvorteil gegenilber den 2,6-dialkylsubstituierten Substanzen.
Auch bei den 4-Hydroxytetrahydropyridin-2,6-diaryldiestern zeigen die t-Butyl-Ester die
beste (10-fach hohere) Wirksamkeit. Scheinbar sind hier groRvolumigere Ester von Vor-
teil. 6b und 6¢ konnten nicht volistandig in Losung gebracht werden, so dass die effektiv
eingesetzte Konzentration sogar noch geringer war, als in der Berechnung des ICso-
Wertes beriicksichtigt wurde.

Bei den Ethylestern ist im Vergleich zu den Methylestern eine leichte Wirkungs-
steigerung zu erkennen. Die besten Aktivitaten erreichte man mit einer 3- bzw. 4-
Nitrophenylsubstitution an der 2- und 6-Position, so dass auch hier vorrangig diese Deri-
vate getestet wurden.

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass von den Methylestern bis hin zu den t-Butyl-
Estern die Wirkung gegen Plasmodien zunimmt. Mit den t-Butyl-Estern konnte eine 10-
fache Wirkungssteigerung im Vergleich zu den Methylestern an Plasmodien erzielt
werden, bei gleichzeitig geringerer Zytotoxizitdt aufgrund der Nitrosubstitutionen an
Position 2 und 6 (siehe unter 3.3.1.2).

Mit den Monoester-Derivaten liel sich keine Wirkungssteigerung erreichen (vgl. 7c und
5b, 7d und 1f).
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Das 4-Hydroxy-2-oxochinolinderivat 20b wurde mit dieser Methode ebenfalls an
Plasmodien getestet. Es zeigte mit einem 1Cso von ber 100 uM jedoch keine Wirksam-
keit.

3.3.2.2 P. falciparum In-vitro-Toxizitats-Assay

Weitere In-vitro-Untersuchungen an Plasmodien wurden vom Institut fir Medizinische
Parasitologie der Universitat Bonn (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Achim Hdérauf) vorgenom-
men.

Verwendet wurde der chloroquinsensitive P. falciparum NF54-Klon 3D7. Die Kulti-
vierung des Stammes in humanen Erythrozyten geschah nach Moloney et al.**® sowie
Traeger und Williams.*®

Die Plasmodien-Blutkultur wird auf eine Parasitdmie von 1% eingestellt und auf 12-
Well-Mikrotiterplatten aliquotiert. Nach einer 1:10-Verdinnung mit RPMI-Medium wird
die jeweilige, in DMSO geldste Testsubstanz hinzugefiigt und bei 37 °C inkubiert. Uber
72 h wird jeden Tag das Ausmald der Parasitimie bestimmt. Dazu wird ein Blutkultur-
Ausstrich mit Giemsa angefarbt und durch Auszahlen von 1000 Erythrozyten mittels
Lichtmikroskopie die Anzahl der infizierten Zellen ermittelt (4-fach-Bestimmung). Als
Kontrolle dienen eine reine Plasmodienkultur, eine Kultur mit 200 nM Chloroquin (CQ)
sowie eine Kultur versetzt mit 100 nM Dihydroartemisinin (DHA).

Die zu untersuchenden Substanzen werden zun&chst in einer Konzentration von 50 pg/ml
eingesetzt. Tritt bei dieser Konzentration innerhalb von 3 Tagen eine Wachstums-
hemmung der Parasitenkulturen auf, so werden die Substanzen in verschiedenen Verdiin-
nungen nochmals getestet. Die ICso-Werte erhdlt man durch lineare Regression anhand

der Inhibitionswerte bei den entsprechenden Verdinnungsstufen der jeweiligen Substanz.
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3.3.2.2.1 Entwicklung der Parasitamie innerhalb von 3 Tagen bei Substanz-
konzentrationen von 50 pg/ml

5
45 / 1l4a
4 —=—14b
_ 35 ////
XX 15a
e / ' '
Z [/ _
c 2 / Azomethin
©
£ /
' / —+— Kontrolle
l 4
0,5 —
0 \ \ : DHA
0 1 2 3
Tage

Abbildung 3-39 Inhibitorische Aktivitdt der Substanzen 14a, 14b, 15a, 16a und dem Azomethin-
Nebenprodukt (Konzentrationen jeweils 50 pg/ml) im Vergleich zu Chloroquin (CQ) und
Dihydroartemisinin (DHA)

OH

N o _OH _OH
N o) N
H,C CH, H,C CH,
N
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H,C N_ “CH, N N N
1Yy (A H H
H _ H _
Cl Cl
14a 14b 15a 16a NO,

Azomethin

Abbildung 3-40 Strukturen der eingesetzten Testsubstanzen

Mit dem Oxim 16a erreicht man einen schlechteren Effekt auf die Parasitamie im Ver-
gleich zur Ausgangssubstanz 15a. Wéhrend 4-Piperidon 15a noch eine leichte Hem-
mung zeigt, liegt die Zahl der infizierten Erythrozyten beim abgeleiteten Oxim 16a sogar
noch Uber der Kontrollpopulation. Auch mit den Oximen 14a und 14b erreicht man keine

Verbesserung der Wirksamkeit im Vergleich zu deren Ausgangssubstanzen 13a und 13b
(siehe Abbildung 3-41).
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Einzig mit dem Azomethin-Nebenprodukt konnte man eine komplette Hemmung der

Plasmodienkultur erzielen, was aber auch an seiner Zytotoxizitat liegen kann.

13a
13b
——16b

—=—20a

—e— Kontrolle
DHA

Parasitamie [%]

Tage

Abbildung 3-41 Inhibitorische Aktivitat der Substanzen 13a, 13b, 16b und 20a (Konzentrationen jeweils
50 pg/ml) im Vergleich zu Chloroquin (CQ) und Dihydroartemisinin (DHA)
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Abbildung 3-42 Strukturen der eingesetzten Testsubstanzen

Waihrend 13a, 13b und 20a keine bzw. nur eine sehr geringe Hemmwirkung erzielen
konnten, lag die Hemmung des 4-Piperidinoxims 16b im Bereich von Chloroquin und
Dihydroartemisin. Allerdings muss man beachten, dass diese Referenzsubstanzen in viel
geringeren Mengen eingesetzt wurden (100 nM) als die Testsubstanzen. Bei Chloroquin
mit einer Molekilmasse von ca. 320 g/mol entspricht das ca. 0.032 pug/ml im Vergleich
der 50 pg/ml der Testsubstanzen.
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Im Vergleich dazu zeigten die 4-Piperidinoxime ohne Substitution an den Positionen 3
und 5 sowie nur mit kurzen Alkylseitenketten in 2- und 6-Position (14a und b) keinen

Effekt. Ein hoherer Substitutionsgrad scheint auch hier von Vorteil zu sein.

4
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Abbildung 3-43 Inhibitorische Aktivitat der Substanzen 3b, 3e, 4c, 4d, 4i, und 15b (Konzentrationen
jeweils 50 pg/ml) im Vergleich zu Chloroquin (CQ) und Dihydroartemisinin (DHA)
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Abbildung 3-44 Strukturen der eingesetzten Testsubstanzen

Die Substanzen 4c, 4d und 15b zeigen nur eine geringe Hemmwirkung. Die t-Butyl-ester

3b und 3e sowie der Methylester 4i hemmen das Plasmodienwachstum in diesen
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Konzentrationsbereichen sehr gut. Aufféllig ist hier der Unterschied zwischen den
Methylestern 4c, 4d und 4i. Scheinbar tragt die 4-Nitrophenylsubstitution im Vergleich
zur Pyridyl-Substitution in Position 2 und 6 zu einer gesteigerten Wirksamkeit bei.

2,6-dialkylsubstituierte t-Butyl-ester sind sehr gut wirksam. Damit werden die Tendenzen

der vorhergehend beschriebenen Plasmodientestungen mit dem Malstat-Assay unter
3.3.2.1 bestétigt.
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Abbildung 3-45 Inhibitorische Aktivitat der Substanzen 15c, 22 und 24 (Konzentrationen jeweils 50
pg/ml) im Vergleich zu Chloroquin (CQ) und Dihydroartemisinin (DHA)
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Abbildung 3-46 Strukturen der eingesetzten Testsubstanzen

Im Vergleich zur Kontrolle, bei der die Parasitdmie nach 3 Tagen auf 3.7 % gestiegen ist,
sind die Verbindungen 15c und 22 in der Lage, die Zahl der infizierten Erythrozyten

unter 1 % zu halten. Die Vorstufe 22 besitzt bessere inhibitorische Eigenschaften als das
Endprodukt 24.
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Mit 3-Nitrophenylsubstitution von 15c¢ erreicht man einen besseren Effekt als mit der 4-
Nitrophenylsubstitution bei 15b bzw. der Phenylsubstitution bei 15a. Dies steht im
Gegensatz zu den vorhergehenden Testungen mit dem Malstat-Assay, bei dem das 4-
Nitrophenyl-substituierte Piperidon (ICsp ~ 24 uM) 2-fach wirksamer war als das 3-
Nitrophenyl-substituierte (ICso ~ 48 uM) (siche Tabelle 3-16).

Einge der vielversprechendsten Verbindungen der 1. Testreihe wurden nochmals in
geringeren Konzentrationen auf ihre Hemmwirkung hin untersucht. Hierfir wurde eine
Verdlnnungsreihe erstellt und die Substanzen in Konzentrationen von 1.35 pg/ml, 4.4
pg/ml, 15 pg/ml und 50 pg/ml eingesetzt. Die Parasitdmie wurde fir alle Verdinnungs-
stufen am 3. Tag ausgewertet (siehe Abbildung 3-47 und Abbildung 3-48) und fir jede
Substanz Uber eine lineare Regression der Daten der 1Cso-Wert ermittelt (siehe Tabelle
3-17 und Tabelle 3-18).

3.3.2.2.2 Bestimmung der 1Cs-Werte

Parasitamie am Tag 3 [%0]

Abbildung 3-47 Parasitdmie am 3. Tag nach Behandlung der Kultur mit verschiedenen Substanz-
konzentrationen von 3e, 15c¢ und 22
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Substanz ICso [Hg/ml] ICs [UM]
3e 32.4 76.5
15¢ 30.0 81.2
22 27.7 105.2

Tabelle 3-17 ermittelte 1Cso-Werte fiir 3e, 15¢ und 22

Parasitamie an Tag 3 [%0]

Abbildung 3-48 Parasitdmie am 3. Tag nach Behandlung der Kultur mit verschiedenen Substanz-
konzentrationen des Nebenproduktes Azomethin sowie von 16b und 3b

Substanz ICsp [pg/ml] ICs0 [MM]
Azomethin 21.80 90.0
16b 19.80 51.5
3b 19.40 75.5

Tabelle 3-18 ermittelte 1Cso-Werte fiir das Nebenprodukte Azomethin sowie von 16b und 3b

Alle Verbindungen zeigen eine Hemmwirkung bei der hohen Konzentration von 50
pg/ml. Allerdings ist die Hemmung bei den niedrigeren Konzentrationen eher gering. Bei
dem 2,6-Dialkyl-4-hydroxypiperidinester 3e und dem 2,6-Diaryl-4-piperidon 15c ist bei
allen Verdinnungen kein Effekt zu sehen, mit 22 erzielt man bei 15 pg/ml einen leichten
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Hemmeffekt. Die Verdinnungen des 2,6-Diaryl-4-piperidonoxims 16b und des 2,6-
Dialkyl-4-hydroxypiperidinesters 3b zeigen stets eine moderate, tendenzielle Erniedri-
gung der Parasitdmie, wobei diese bei 16b nicht konzentrationsabhéngig ist. Wie 3b zeigt
auch das Azomethin eine konzentrationsabhéngige Herabsetzung des Parasiten-
wachstums, bei einer Konzentration von 15 pg/ml sogar die beste Hemmung. Die nied-
rigeren Konzentrationen (1.35 und 4.5 pg/ml) setzen die Anzahl der infizierten Erythro-

zyten im Vergleich zur Kontrollpopulation nicht herab.

Die hier ermittelten 1Cso-Werte stimmen tendenziell nicht mit den durch den Malstat-
Assay bestimmten Werten Uberein und liegen in einem héheren micromolaren Bereich.
Zum Beispiel wurde hier fir 3e ein ICso-Wert von 76 pM gefunden; mit dem Malstat-
Assay aber 3.3 uM. Fir 15c bestimmte man hier einen 1Csp-Wert von 81 pM, mit dem
Malstat-Assay 48 M.

3.3.3 Testungen an HI-Viren

3.3.3.1 In-Vitro-Untersuchungen der antiviralen Aktivitat

Einige Derivate (siehe Abbildung 3-49) wurden am Heinrich-Pette-Institut for
Experimentelle Virologie und Immunologie der Universitdt Hamburg in der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Joachim Hauber einem Inhibitionstest an HIV-infizierten Zellen
unterzogen.

Fur die Tests werden Zellen der humanen T-Zellline PM1 mit dem HIV-1-Isolat BaL
infiziert und in RPMI-Medium mit den in DMSO bzw. Wasser gel6sten Testsubstanzen
kultiviert. Als Kontrolle dient eine ausschlieBlich mit DMSO versetzte Zellsuspension.
Die Bestimmung der Vitalitat und Viruslast des Kulturmediums erfolgte in regelméRigen
Absténden Uber 18 Tage mittels Alamar-BlueAssay.

Darber hinaus wurde die Zytotoxizitat der Verbindungen an nichtinfizierten PM1-Zellen
bestimmt. Die Zellen versetzt man daftr mit verschiedenen Verdiinnungen der Test-

substanzen (Konzentrationsbereich 2.5 — 40 uM) und kultiviert sie tber 14 Tage. Dabei
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werden alle 3-4 Tage Proben genommen, um die Vitalitat der Zellkulturen mittels

AlamarBlue-Assay zu bestimmen.

0" cH,

/\O
S AW
5

e 20a 20b

O,N

Abbildung 3-49 Strukturformeln der an HIV-infizierten Zellen getesteten Derivate

Wiéhrend die Hydroxychinolone 20a und 20b keine toxischen Effekte aufwiesen, lagen
die maximal subtoxischen Konzentrationen der 4-Piperidinoxime 16a und 16b bei 20
UM, von den 4-Hydroxypiperidindiethylestern 17 bei 5 uM und von 5e bei 0.625 uM.
Die Obergrenzen der maximal subtoxischen Konzentration von 20 uM bei 16a und 16b
sind vermutlich auf den zelltoxischen Effekt des DMSO zurlckzufiuhren. Bei den
Losungsmittelkontrollen mit derseloen DMSO-Menge wie bei den ndchsthoheren
Probenkonzentrationen (40 uM) gingen die Zellen ebenfalls zugrunde. Das bedeutet, dass
sich mit diesen Versuchen keine aussagekraftigen Toxizitdten bestimmen lassen
(Toxizitatsdaten siehe Makrophagentests unter 3.3.1).

Waihrend 5e, 16b, 20a und 20b die Virusvermehrung nicht oder nur unwesentlich
hemmten, konnte bei 16a mit einer Konzentration von 20 uM eine Inhibition von bis zu
20 % festgestellt werden (siehe Abbildung 3-50). Allerdings hatte eine niedrigere
Konzentration von 10 uM schon keinen Effekt auf die Virusvermehrung mehr.
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Abbildung 3-50 In-vitro-Effekte von 17 und 16a auf HIV-1 BaL

Die beste antivirale Aktivitdt zeigte 17 mit einer Inhibition von bis zu 70 % bei einer
Konzentration von 2,5 pM nach Tag 7. Allerdings nahm der Effekt nach 10 Tagen wieder
ab. Mit einer Konzentration von 5 pM konnte die Hemmung der antiviralen Aktivitat
nochmals gesteigert werden.

Es wird angenommen, dass die Wirkung nicht, wie vorerst vermutet, auf einer Interaktion
mit der Rev- bzw. elF-5A-Aktivitat beruht. Hier konnten andere Mechanismen, wie die
Hemmung der Reversen Transkription oder der Integration eine Rolle spielen. Ebenso
kommt eine Behinderung der Viruspartikel am Eindringen in die Zielzelle in Frage. Um
genauere Aussagen treffen zu kdnnen, missten aber noch weitere Untersuchungen vorge-
nommen werden.

Auffallend ist, dass die Substanz 5e trotz der groBen strukturellen Ahnlichkeit mit der gut
wirksamen Verbindung 17 keine Effekte erzielen konnte. Der einzige Unterschied besteht
in der Substitution am Stickstoff: bei 5e eine Cyclopropylgruppe, bei 17 ein Allylrest.

Der Vergleich der Aktivitaten dieser beiden Substanzen an Plasmodien, Trypanosomen
und Makrophagen zeigte keine allzu deutlichen Unterschiede. An Plasmodien und
Trypanosomen war eher Verbindung 5e wirksamer. Hier verhélt es sich anders und
deutlicher zu Gunsten von Substanz 17. Eventuell spielt hier der Stickstoffrest eine

groRere Rolle.
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3.3.4 Testungen an Leishmanien

Die Testungen an Leishmanien erfolgten ebenfalls am Institut fur Infektionsbiologie der
Universitat Wirzburg in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dr. Heidrun Moll.

Promastigote Formen des Erregers Leishmania major werden auf Blutagar kultiviert und
im RPMI-Medium auf 96-Loch-Zellkulturplatten (bertragen. Die Untersuchungen
verlaufen analog zu den Trypanosomen-Testungen, die unter 3.4.2 beschrieben sind. Die
Auswertung erfolgt ebenso durch einen AlamarBlue-Assay. Die ICso-Werte der einge-
setzten Substanzen werden nach 72 h bestimmt. Als Referenzsubstanz dient Ampho-
tericin B.

Einige der synthetisierten 4-Hydroxytetrahydropyridin-Derivate zeigten in In-vitro-
Untersuchungen an Leishmania major eine gute Wirksamkeit. Die ermittelten 1Cso-Werte
lagen dabei im Bereich von den klinisch eingesetzten Wirkstoffen Miltefosin, Pentamidin
und Amphotericin B (siehe Tabelle 3-19). Die 4-Hydroxytetrahydropyridine sind anhand
dieser Ergebnisse ein neuer potenzieller Ansatzpunkt bei der Suche nach alternativen Be-
handlungsmaglichkeiten der Leishmaniose. Falls es gelingt, durch die Verminderung der
zytotoxischen Eigenschaften den Wirkungsindex der Piperidone zu verbessern, kann man
diese Substanzen als neue Leitverbindungen in der Entwicklung potenter Optionen zur
klassischen Therapie von Leishmanien-Infektionen ansehen.

Die folgende Tabelle zeigt die 1Cso-Werte der synthetisierten 4-Hydroxytetrahydro-
pyridine im Vergleich zu den klinisch angewandten Wirkstoffen sowie die zytotoxischen
Eigenschaften an der Makrophagen-Zelllinie J774.1. Der angegebene Selektivitatsindex
steht fir das Verhéltnis von ICsp-Wert an L.major zu dem ICs, der an Makrophagen-
zellen gemessen wurde. Die Bedeutung dieses Index fir den therapeutischen Einsatz wird
momentan noch diskutiert. Ein niedriger Index (also ein gunstiges Verhaltnis von
Wirkung zu Toxizitat) bedeutet eine gute Wirksamkeit bei niedriger Zytotoxizitat. Aber
auch ein hoherer Index muss nicht bedeuten, dass ein therapeutischer Einsatz nicht
mdoglich ist. Die Toxizitat einiger Substanzen an Makrophagen ist auch eine logische

Konsequenz aus dem Einsatz dieser als Antikrebsmittel bzw. Antirheumatikum.
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In der nachfolgenden Tabelle sind nur die Aktivitdten der synthetisierten Substanzen
zusammengefasst, deren Wirksamkeit an Leishmania major unter einem ICso-Wert von
50 uM lag.

Substanz Leishmania major Makrophagen J774.1 Selektivitatsindex
e iU
Pentamidin 35.9 40.8 0.88
Miltefosin 31.9 >71 <0.45
Amphotericin B 3.1 >30 (ca. 69) <0.1
1d 47.3 >100 <0.47
3a 42.2 49.3 0.86
3b 32.3 34.5 0.94
4b 41.4 23.5 1.76
7c 5.7 6.9 0.83
7d 46.4 443 1.05
79 31.1 43.0 0.72

Tabelle 3-19 Ergebnisse der getesteten Substanzen im Vergleich zu den klinisch verwendeten Pentamidin,
Miltefosin und Amphotericin B

Der Monoester 7c stellt mit einem ICso-Wert von 5.7 pM neben Amphotericin B die
wirksamste Verbindung dar, hat aber auch die héchste Zytotoxizitat aufzuweisen. Der
Selektivitatsindex liegt dennoch im Bereich des klinisch eingesetzten Pentamidin,
genauso wie bei den Substanzen 3a und 7g. Der 2,6-Dialkyl-4-hydroxypiperidindimethyl-
ester 1d besitzt aufgrund seiner geringen zytotoxischen Eigenschaften sogar einen
Selektivitatsindex, der in den Bereich von Miltefosin fallt. Er stellt zwar nicht die
wirksamste Verbindung dar, schneidet aber in der reinen Betrachtung des Selektivitats-
index der hier synthetisierten Verbindungen am besten ab.

4b, der einzige hier vertretene 2,6-Diaryltetranydropyridin-dicarbonséurediester und der
Monoester 7d besitzen wegen ihrer htheren Zytotoxizitat im Vergleich zur Wirksamkeit

einen Index von uber 1.
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Die Wirkung der 4-Hydroxy-2-oxochinolinderivate 20, der 4-Oxochinolin-3-carbonsaure-
ester 23, der entsprechenden freien 4-Oxochinolin-3-carbonsédure 24 sowie der jeweiligen
Vorstufen 19 und 22 an Leishmania major wurde ebenfalls untersucht. Die 1Cso-Werte
aller Substanzen lagen tber einem Wert von 100 pM und zeigten damit keine Wirk-
samkeit. Auch die 2,6-Dialkyl-4-piperidone 13 sowie die 2,6-Diaryl-3,5-dimethyl-4-

piperidone 15 und deren Oximderivate 14 und 16 zeigten keine Aktivitéten.

3.4 Lipophilie der 4-Piperidone: logP-Wert-Bestimmungen

3.4.1 Allgemeines

Die Bestimmung der Lipophilie stellt ein wichtiges Kriterium fiir die Beurteilung von
pharmakokinetischen Eigenschaften eines Wirkstoffes dar. Ihre Kenntnis lasst Aussagen
uber die Verteilung im Cytoplasma sowie den Durchtritt durch Zellmembranen zu. Neben
diesen pharmakokinetischen Parametern beeinflusst die Lipophilie bzw. Hydrophilie auch
die Pharmakodynamik, d.h. die Fahigkeit einer Substanz, durch bestimmte Wechsel-
wirkungen mit seinem Wirkort, z.B. einem Rezeptor zu interagieren.

Die Loslichkeit von Verbindungen im wassrigen Medium ist zum einen eine Grund-
voraussetzung fur die Durchfuhrung der pharmakologischen In-vitro-Testungen, da bei
diesen mit Pufferlésungen gearbeitet wird. Der Einsatz von lésungsvermittelnden
organischen Zusatzen wie z.B. DMSO ist sehr begrenzt, da diese Testungen verfélschen
kodnnen. Zum anderen ist eine adédquate Wasserloslichkeit eine wichtige Eigenschaft fir
eine gute Bioverfligbarkeit. Gerade bei pharmakologischen In-vivo-Testungen ist diese
ausschlaggebend fir ein aussagekréftiges Ergebnis. Zum Beispiel konnte die sehr gute In-
vitro-Wirksamkeit der 4-Hydroxytetrahydropyridinmonoester in In-vivo-Testungen nicht
bestatigt werden, weil diese Verbindungen eine zu geringe Wasserloslichkeit und damit

Bioverfligbarkeit aufwiesen.
Der Grad der Wasserloslichkeit bzw. der Lipophilie einiger der im Zuge dieser Arbeit

synthetisierten Verbindungen sollte durch die logP-Wert-Bestimmung ermittelt werden.

Anhand der Ergebnisse sollte abgeschatzt werden, in welchem MalR bestimmte Sub-
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stitutionsmuster der Verbindungen zu einer verbesserten Loslichkeit in Wasser beitragen

und damit die Bioverfiigbarkeit steigern kdnnen.

Der Verteilungskoeffizienten P beschreibt die Verteilung einer Testsubstanz in einem 2-
Phasensystem bestehend aus einer wassrigen Phase (z.B. Pufferlésung) und einer
lipophilen Phase (z.B. n-Octanol). Er wird ublicherweise in logarithmierter Form als logP

angegeben. Die allgemeine Formel zur Berechnung des logP-Wertes lautet:

C
lOg p= lOg( Octanol >

CWasser

P = Verteilungskoeffizient
C = Konzentration des geldsten Stoffes in Octanol bzw. Wasser

Je groler der logP-Wert, desto besser ist die Substanz in lipophilen Lésungsmitteln
I6slich, je kleiner, desto besser im wéssrigen Milieu. Besitzt beispielsweise eine Substanz
einen logP-Wert von 3.0, verteilt sich diese Substanz in einer um den Faktor 10°
(1000fach) hoheren Konzentration in Oktanol als in Wasser. Sie ist also lipophil. Ein
logP-Wert von 0 besagt, dass sich die Substanz in beiden Phasen gleich gut verteilt. Liegt
er im negativen Bereich, so besitzt die Substanz hydrophile Eigenschaften. Ein logP-Wert
zwischen -0.4 und 5.6 wird fiir Arzneistoffe als optimal angesehen.”’ Sind sie zu
hydrophil oder gar zu lipophil, ist die Membrangangigkeit und/ oder die Bioverfligbarkeit
nicht ideal. AuRer fir Arzneistoffe, die durch Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke eine

zentrale Wirkung hervorrufen sollen, ist eine hohe Lipophilie nicht wiinschenswert.

3.4.2 Bestimmung des logk'-Wertes

Die klassische Bestimmung des logP-Wertes ist sehr aufwendig und zeitintensiv. Hierbei
wird der Ubergang eines Stoffes von der wassrigen zur lipophilen Phase durch UV-
spektroskopische Vermessung der Phasen vor und nach einem mehrstiindigem

Schiittelvorgang verfolgt. Eine alternative Methode ist die Bestimmung des sogenannten
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Kapazitatsfaktors k' eines Stoffes mittels HPLC.*® Uber die Retentionszeit T, an einer
mit RP-18-Material gefullten Sdule als stationdre Phase, an der die Verteilungsvorgange
zwischen einer lipophilen und hydrophilen Phase simuliert werden, kann k' rechnerisch

ermittelt werden.

_ (Tr - TO)
To

kl
k' = Kapazitéatsfaktor
T, = Retentionszeit der Testsubstanz

To = Totzeit (= Retentionszeit der mobilen Phase)

Zwischen dem logk'-Wert und dem logP-Wert einer Substanz besteht eine sehr gute
Korrelation, so dass man vom bestimmten logk'-Wert auf den logP-Wert schlielen kann.
Um den logP-Wert von Testsubstanzen zu ermitteln, fihrt man zundchst eine
Kalibrierung mit einfach gebauten Referenzsubstanzen durch (siehe Experimenteller Teil
unter 5.9.1). Aus deren experimentell bestimmten logk'-Werten und den dazugehdrigen,
literaturbekannten  logP-Werten erstellt man durch lineare Regression eine
Kalibriergerade, mit der sich die logP-Werte der Testsubstanzen schlieflich berechnen
lassen (y = 2.3417x + 1.8415; r* = 0.9803; siche Experimenteller Teil Abbildung 5-1).

Fur einige der im Zuge dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen (siehe Abbildung
3-51) wurden mit dieser Methode die logP-Werte bestimmt. Die angegebenen logP-Werte

sind Mittelwerte aus jeweils 3 Messungen.

Verbindung T, [min] k' log k'’ log P
20a 1.01 0.002 -2.70 -4.48
2e 1.28 0.25 -0.60 0.44
3e 1.29 0.28 -0.55 0.55
1j 1.29 0.28 -0.55 0.55
17 2.45 1.43 0.16 2.22
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4b 2.56 1.54 0.19 2.29
4 3.92 2.89 0.46 2.92
6c 10.40* 9.32 0.97 411
oe 10.97* 0.88 0.99 4.16
7c 11.01* 9.92 1.00 4.18

Tabelle 3-20 Vergleich der logP-Werte einiger synthetisierter Verbindungen

* mehrere Signale sichtbar- eventuell Zersetzung; T, des groRten Signals wurde in Betracht gezogen

Abbildung 3-51 Strukturen zur logP-Wert-Bestimmung herangezogener Verbindungen

141



ALLGEMEINER TEIL

Der 4-Hydroxy-2-oxochinolinester 20a ist mit einem logP-Wert von -4.48 die
hydrophilste aller hier getesteten Verbindungen. Alle anderen Verbindungen, ausnahms-
los 4-Hydroxytetrahydropyridinester, besitzen einen logP-Wert, der Uber O liegt. Dies be-
statigt die Annahme, dass die 4-Hydroxy-2-oxochinolinester 20 hinsichtlich ihrer
Wasserloslichkeit den 4-Hydroxypiperidinestern 1-7 weit tberlegen sind.

Die 2,6-dialkylsubstituierten 4-Hydroxytetrahydropyridindiester 2e, 3e und 1j liegen alle
in einem ahnlichen logP-Wert-Bereich (0.44 bis 0.55). 3e und 1j sind wahrscheinlich
aufgrund ihrer l&ngeren Alkylseitenkette an den Positionen 2 und 6 und den
unterschiedlichen Veresterungen etwas lipophiler als Verbindung 2e. Eigentlich sollte 3e
mit seiner Allylsubstitution am Stickstoff etwas hydrophiler sein als 2e und 1j mit ihren
Nitrobenzylresten. Allerdings leistet die t-Butyl-Veresterung hier wieder einen eher lipo-
philen Beitrag. Erwartungsgemaf sind die 2,6-dialkylsubstituierten 4-Hydroxytetrahydro-
pyridindiester hydrophiler als die 2,6-diarylsubstituierten 4-Hydroxytetrahydropyridindi-
ester 17, 4b und 4i, die in einem logP-Wert-Bereich von 2.2 bis 2.9 liegen. Auch hier ist
das Ethylesterderivat wieder leicht hydrophiler.

Die Verbindungen 6c, 5e und 7c zersetzten sich bei der log P-Wert-Bestimmung, so dass
die ermittelten Werte, die jeweils vom gréRten Peak im Chromatogramm stammen, nicht
aussagekraftig sind und somit nicht zum Vergleich herangezogen werden koénnen.
Verbindung 5e zum Beispiel sollte aufgrund seiner Ahnlichkeit mit den Substanzen 17

und 4e eher in deren logP-Wert-Bereich zu finden sein.

142



ZUSAMMENFASSUNG

4 ZUSAMMENFASSUNG / SUMMARY
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4.1 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit der Entwicklung und Synthese von
Inhibitoren der Deoxyhypusin-Hydroxylase (DOHH), die einen wichtigen Schritt in der
Aktivierung des eukaryotischen Translationsinitiations-Faktors-5A (elF-5A) katalysiert.
Die Hemmung dieses Metalloenzyms durch kleine Molekiile, die mit dem katalytischen
Eisenatom im aktiven Zentrum der DOHH einen Chelatkomplex bilden, hat einen anti-
proliferativen Effekt auf parasitare Erreger, wie Plasmodien, Trypanosomen und Leish-
manien zur Folge. Ausgehend von den antiplasmodial wirksamen Eisenkomplexbildnern
und Pyridon-Derivaten Ciclopirox und Mimosin wurden besser wirksame 2,6-Diaryl-4-
oxopiperidincarbonsauremono- und -diester-Derivate abgeleitet, deren 4-Piperidon-
Grundgerust als Leitstruktur fur die Entwicklung von antiplasmodialen und anti-
trypanosomalen Wirkstoffen fungierte. Entsprechend dieser Leitstrukturen gelang im
Zuge dieser Arbeit durch verschiedene Modifikationen der Doppel-Mannich-Reaktion die
Erstellung einer weitreichenden Bibliothek 52 strukturell diverser 4-Hydroxytetra-
hydropyridin-3,5-dicarbonsaurediester 1 — 6, darunter auch erstmals Derivate mit t-Butyl-
esterfunktionen, und 4-Hydroxytetrahydropyridin-3-carbonsduremonoester 7 — 8. Dabei
konnten vor allem Derivate mit der gewunschten nitroaromatischen Substitution in den
Positionen 2 und 6 synthetisiert werden. Dartber hinaus wurden vielféltige Strukturab-
wandlungen dieser Substanzen in Form von verschiedenen 4-Piperidonderivaten ohne
Esterfunktionen, deren Oximen sowie von 4-Hydroxychinoloncarbonséaureestern syn-
thetisiert. Die hergestellten Derivate wurden In-vitro-Testungen an Plasmodium
falciparum, Trypanosoma brucei brucei und Leishmania major unterzogen. Zusétzlich

wurde die Zytotoxizitat an der Makrophagen-Zelllinie J774.1 ermittelt.

Fur eine verbesserte biologische Wirksamkeit der 4-Hydroxytetrahydropyridincarbon-
séureester an Trypanosomen und Plasmodien sowie flr eine geringe Zytotoxizitét sind
vor allem die nitroaromatischen Substituenten an den Positionen 2 und 6 verantwortlich.
Zusétzlich scheinen die Esterfunktionen an Position 3 bzw. 5 fir eine inhibitorische
Aktivitét essentiell zu sein, da die 4-Piperidone und deren Oxime ohne Esterfunktionen in

den biologischen Tests weit weniger wirksam waren. Ethyl- und t-Butyldiesterfunktionen
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sind fiir geringe zelltoxische Eigenschaften vorteilhaft. Das Fehlen der 2. Esterfunktion

bei den Monoestern hat eine erhéhte Zytotoxizitat zur Folge.

Methy|, Ethyl- und
t-Butyl-Ester

1- “verschiedene Benzy -
und AlkylIreste
“ 7 Methyl, Ethyl- und
t-Butyl-Ester

—No, |

“v.a. Nitro-substituierte
Aromaten

verschiedene Benzy |- und AlkyIreste

4-6
" Methyl- und
Ethylester

3-NitrophenyI-
und AlkyIreste

verschiedene Benzyl- und AlkyIreste
7-8

3-Nitrophenyl-
und Alkylreste

13-16

Abbildung 4-1 Erfolgreich synthetisierte Zielverbindungen

In Testungen an Trypanosoma brucei brucei zeigten die 4-Hydroxytetrahydropyridin-
monoethylester die besten Aktivitdten aller Verbindungen (v.a. die Nitrophenyl-
substituierten Verbindungen 7c und 7d). Sie liegen im Wirksamkeitsbereich der klinisch
eingesetzten Verbindung Suramin-Na. Mit der Substanz 7d konnte eine neue anti-
trypanosomale Leitverbindung geschaffen werden. Auch die im Gegensatz zu den Mono-
estern untoxischen 2,6-di(nitrophenyl)substituierten Diethylesterderivate 5d und 5g
zeigen mit 1Csp-Werten unter 1 uM eine gute Wirksamkeit an Trypanosomen. Zusatzlich
zeigte der Monoester 7c in biologischen Tests an Leishmania major die beste
inhibitorische Aktivitat, die im Bereich des klinisch eingesetzten Amphotericin B liegt.
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Die 4-Hydroxytetrahydropyridindi-t-butylester 6¢ und 6d kdnnen als neue antiplasmo-
diale Leitverbindungen angesehen werden. lhre Wirksamkeit an Plasmodium falciparum
mit 1Cso-Werten unter 1 pM Ubertrifft sogar die der bisherigen Leitstruktur der 2,6-

dipyridylsubstituierten Monoesterderivate (siehe Tabelle 1-1 unter 1.3).

Da die wasserloslichen 4-Hydroxychinoloncarbonséureester trotz ihres 4-Hydroxy-
tetrahydropyridincarbonsdureester-Strukturelements keinen biologischen Effekt auf
Plasmodien, Trypanosomen und Leishmanien haben, kann man davon ausgehen, dass die
Sessel- bzw. Halbsesselkonformation der 4-Hydroxytetrahydropyridincarbonséureester

fur die Wirksamkeit essentiell ist.

Abbildung 4-2 Die 4-Hydroxychinoloncarbonsaureester 20
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4.2 Summary

The present work focused on the development and synthesis of inhibitors of
deoxyhypusine hydroxylase (DOHH) that catalyzes an important step in the activation
cascade of eukaryotic initiation factor 5A (elF-5A). The inhibition of this metal-
containing enzyme by small molecules chelating the essential catalytic iron at the active
site of DOHH leads to an antiproliferative effect on parasites such as plasmodia,
trypanosoma and leishmania.

Derived from the antiplasmodial iron chelators and pyridine derivatives ciclopirox and
mimosine more potent 2,6-diaryl-4-oxopiperidiniumcarboxylic acid mono- and -diester
derivatives were developed. Its 4-piperidone skeleton served as a lead structure for the
development of antiplasmodial and antitrypanosomal agents. Based on these lead
structures it was possible to build a broad variety of 52 4-hydroxytetrahydropyridine-3,5-
dicarboxylates 1 — 6 (for the first time including derivatives with t-butyl-ester functions)
as well as 4-hydroxytetrahydropyridine-3-monocarboxylates 7 — 8 with varying
substitution patterns by various modifications of the double mannich reaction. Thereby it
was possible to synthesize derivatives with the advantageous nitro-aromatic substitution
in position 2 and 6. Additionally structural modifications of these compounds such as 4-
piperidones without ester functions, corresponding oximes and 4-hydroxychinolone
carboxylates have been synthesized, too.

The synthesized substances were tested against Plasmodium falciparum, Trypanosoma
brucei brucei and Leishmania major. Furthermore their cytotoxity was determined using

the macrophage line J774.1.

The nitro aromatic substitution in position 2 and 6 is highly appreciated for the good
biological efficacy against trypanosomas and plasmodia and additionally for the low
cytotoxicity. Moreover the ester functions at position 3 and 5 respectively seem to be
essential for the inhibitory activity as the 4-piperidones and their oximes without these
functions are much less active. The diethyl and di-t-butyl dicarboxylate functions are
beneficial for low cytotoxic properties. The absence of the second ester function in the

mono carboxylate derivatives leads to an increase of cytotoxicity.
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methy|, ethyl and e
tbutylester . o OH O

1-3 “various benzyl
and alky | moieties
 methyl, ethyl and
t-butyl ester
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‘""particulary nitro-substituted
aromatics

methy| and
ethy| ester

3-nitropheny|
and alky | moieties

various benzyl and alky | moieties
7-8

3-nitrophenyl
and alkyl moieties

13-16

Figure 4-3 Successfully synthesized lead compounds

In tests on Trypanosoma brucei brucei the ethyl 4-hydroxytetrahydropyridine-3-
monocarboxylate compounds (in particular the nitro-phenyl substituted compounds 7c
and 7d) show the best inhibitory effect of all substances. Their activity is in the range of
the clinical used suramin-Na. 7d can be regarded as a new antitrypanosomal lead
compound. Additionally the 2,6-di(nitrophenyl) substituted diethyl carboxylates 5d and
5¢ also show good in vitro activities with ICsy values less than 1 uM. In contrast to the
monocarboxylates they are not toxic. Furthermore the monocarboxylate 7c¢ shows the best
inhibitory effect against Leishmania major within the range of the clinical used

amphotericin B.

The di-t-butyl 4-hydroxytetrahydropyridine-3,5-dicarboxylates 6¢ and 6d can be regarded
as new antiplasmodial lead compounds. Their activity with 1Csq values less than 1 uM is
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even better than the former lead compounds, the 2,6-dipyridyl substituted

monocarboxylates (see Tabelle 1-1 under 1.3).

The water soluble 4-hydroxychinolone carboxylates did not show biological effects
against plasmodia, trypanosomes and leishmania although they include the sub-structure
of 4-hydroxytetrahydropyridinecarboxylates (see figure 5-2). Based on this fact one can
expect that the chair conformation and the half-chair conformation respectively of the 4-

hydroxytetrahydropyridinecarboxylates is essential for biological efficiency.

OH O
2
R CH
MO/ 3
1
R N O
H
20

Figure 4-4 4-Hydroxychinolonecarboxylic acid esters 20
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5 EXPERIMENTELLER TEIL
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5.1 Allgemeine Angaben

5.1.1 Verwendete Gerate

Schmelzpunkte:

Schmelzpunktapparatur MPD350:BM 3.5, Fa. Sanyo Gallenkamp BV, Holland

Alle angegebenen Schmelzpunkte sind unkorrigiert.

IR-Spektren:

Jasco FT-IR-Spektrometer 6100, Fa. Jasco GmbH, Gross-Umstadt, Deutschland
Alle Spektren wurden mit einer Diamant-ATR-Einheit aufgenommen.

1

H-Spektren:

Bruker Kernresonanzspektrometer AV 400 (400.13 MHz),
Fa. Bruker BioSpin MRI GmbH, Ettlingen, Deutschland

Als interner Standard werden die Mittelpunkte der Signale der deuterierten Losungsmittel

verwendet:

CDCl3 7.26 ppm

DMSO-ds 2.50 ppm

D,0O 4.79 ppm (mit internen Standard)

1

3C-Spektren:

Bruker Kernresonanzspektrometer AV 400 (100.62 MHz),
Fa. Bruker BioSpin MRI GmbH, Ettlingen, Deutschland

Als interner Standard werden die Mittelpunkte der Signale der deuterierten Losungsmittel
verwendet:

CDCl; 77.16 ppm

DMSO-dg 39.52 ppm
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D,O mit 3-(Trimethylsilyl)-1-propansulfonsdaure, Natriumsalz (Natrium-2,2-

dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat; DSS) als internen Standard

Fur die Beschreibung der spektroskopischen Daten, werden folgende Abkirzungen
verwendet:
s = Singulett, d = Dublett, dd = Duplett vom Duplett, dt = Duplett vom Triplett, t

Triplett, g = Quartett, dq = Duplett vom Quartett, quin = Quintett, m = Multiplett, br

breites Signal, Haromat. / Caromar. = aromatischer Wasserstoff / Kohlenstoff, Cgy,
quartérer Kohlenstoff, C=0 = Carbonyl-Kohlenstoff, OH = Hydroxylfunktion

Mikrowelle:

Milestone MLS-Ethos 1600, Mikrowellen-Laborsysteme, Leutkirch, Deutschland

5.1.2 Chromatographie

Diinnschichtchromatographie zur Reaktionskontrolle:

DC-Alufolien Kieselgel 60 Fys4, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
DC-Fertigplatten SIL 625 UVys4, Fa. Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
DC-Fertigplatten ALOX-25 UVs4, pH 9, Fa. Macherey-Nagel, Diren, Deutschland

Saulenchromatographie:

Kieselgel 60, 0.063-0.2 mm (70-320 mesh), Fa. Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

5.1.3 Chemikalien und Losungsmittel

Alle Chemikalien und Lésungsmittel wurden in analytisch reiner Qualitét eingesetzt und

von folgenden Firmen bezogen:

ACROS Organics, Geel, Belgien
Lancaster, Frankfurt / Main, Deutschland
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Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
VWR International, Darmstadt, Deutschland

Fur die Synthesen wurden meist getrocknete Losungsmittel verwendet. Ethanol und
Methanol wurden (ber Natrium, THF (ber Kalium chemisch getrocknet und
anschlieRBend destilliert. Die bendétigten Amine und die im fllssigen Zustand vorliegenden

Aldehyde wurden jeweils frisch destilliert.

5.1.4 Abkirzungen

AcO, Acetanhydrid

ax. axial

CHCl3 Chloroform
CH,Cl, Dichlormethan
DC Dinnschichtchromatographie
dem. demineralisiert
DMSO Dimethylsulfoxid
EtOAC Ethylacetat
EtOH Ethanol

Et,0 Diethylether

eqg. equatorial

HCI Salzséure

H,O Wasser

I.Vak. im Vakuum
konz. konzentriert
MeOH Methanol

M, Schmelzpunkt
M, molare Masse
NaCl Natriumchlorid
NaOAc Natriumacetat
NaOH Natriumhydroxid

154



EXPERIMENTELLER TEIL

NH,Br Ammoniumbromid
NH;OAC Ammomiumacetat
PhOPh Diphenylether

RT Raumtemperatur
THF Tetrahydrofuran
Zers. Zersetzung

5.2 Synthese der 4-Hydroxytetrahydropyridin-2,6-dialkyldiester-

verbindungen 1-3

h119

Allgemeine Synthesevorschrift modifiziert nac (entspricht Synthesestrategie 3, siehe

Allgemeiner Teil unter 3.2.1):

10 - 20 mmol des jeweiligen Aceton-1,3-dicarbonsaurediesters werden in 5 - 7 ml MeOH
abs. unter Argonschutzatmosphére vorgelegt und auf - 10 bis - 25 °C abgekuhlt. 20 - 40
mmol des aromatischen Aldehyds und 10 - 20 mmol des entsprechenden primaren Amins
werden in jeweils 5 - 7 ml MeOH gel6st und separat dem Ansatz simultan zugetropft,
wobei man die Aminkomponente etwas schneller zutropfen lasst.

Bei Verwendung der Nitrobenzylamin-Hydrochloride als Aminkomponente wird eine
aquimolare Menge an NaOAc hinzugefigt.

Nach dem Zutropfen wird die Temperatur zundchst fir 3 h bei -10 bis -25 °C gehalten
und im Anschluss 24 h bei 25 °C geruhrt. Danach wird der Ansatz bei 5 °C gelagert.

Fallt wahrend der Lagerung ein Feststoff aus, wird dieser abfiltriert, mit wenig kaltem
MeOH und Et,O gewaschen und im Vakuum getrocknet. (A)

Bildet sich kein Niederschlag wird die Loésung im Vakuum auf ca. 1/3 des
Gesamtvolumens eingeengt, mit Et,O Uberschichtet und fir mehrere Tage bei 5 °C
gelagert, bis eine Kristallbildung einsetzt. Den erhaltenen Feststoff filtriert man ab,

wascht mit MeOH sowie Et,0 und trocknet ihn im Vakuum. (B)
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Fur das 4-Hydroxytetrahydropyridin-Ringsystem, die Alkylseitenketten an den
Positionen 2 und 6 sowie fir die Benzylsubstituenten am 4-Hydroxytetrahydropyridin-
stickstoff werden bei der NMR-spektroskopischen  Auswertung folgende
Nummerierungen verwendet:

O OH O Alkyl: 212
R CH
R1\ 5 & /R1 ~ 3
O \ O /1"
Alkyl” 6 "N” 2 ~Alkyl R 2z
||Q2 _ ¢ Hj
/1" 33
wenn R? = Benzylsubstitution:
- 6b %
" % 1b % 1b SN
. 4 2 4 6b = m
3b X 3 5b
X

5.2.1 Synthese der 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-di-
carbonsauredimethylester 1

5.2.1.1 Synthese von 1-Allyl-2,6-diethyl-4-hydroxy-1,2,3,6-tetrahydro-
pyridin-3,5-dicarbonsauredimethylester (1a)

o) OH O
H,C CH
o A o °
H,C CH
3 NH 3
Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 10 mmol
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Summenformel: C16H25NOs Ausbeute: 1.1 9 (32 %)
M;: 311.4 g/mol Aussehen: weiles Pulver
Mo: 107 °C

IR-Daten [cm'l]: 3506; 2965; 1744; 1722; 1654; 1614; 1432; 1355; 1231; 1211; 1178;
1162; 1019; 915; 813; 781

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.95 (dt, 6H, H2>’/ H2’): 1.36 — 1.71 (m, 4H, H1’’/ H1’); 2.61 (dd, 1H, % = 14.1, %) =
8.2, N-CH,CH=CHy); 3.17 (d, 1H, *J = 10.9, H5); 3.22 (m, 1H, N-CH,CH=CH,); 3.27
(dt, 1H, 3J = 10.6, %] = 4.5, H6); 3.37 (dd, 1H, 33 = 10.6, %J = 3.4, H2); 3.75 (s, 3H,
COOCHS3); 3.77 (s, 3H, COOCHs); 5.06 — 5.16 (m, 2H, N-CH,CH=CH,); 5.70 — 5.80 (m,
1H, N-CH,CH=CH,); 12.13 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

10.7 (C2?); 11.4 (C2”°); 23.8 (C1?); 26.3 (C1”’); 47.8 (C5); 47.9 (N-CH,CH=CH,); 51.8,
52.5 (COOCHs); 55.1 (C6); 56.2 (C2); 101.2 (C3); 116.7 (N-CH,CH=CH,); 137.2 (N-
CH,CH=CH,); 166.5 (C4); 172.0, 172.8 (C=0)

5.2.1.2 Synthese von 2,6-Diethyl-4-hydroxy-1-pyridin-3-ylmethyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin-3,5-dicarbonséuredimethylester (1b)

c C
"Co A o
H,C N CH,
XN
=
Synthesestrategie:  3-B AnsatzgroRe: 20 mmol
Summenformel: C19H26N205 Ausbeute: 2.6 g (36 %)
M;: 362.4 g/mol Aussehen: weiles Pulver
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M,: 117 °C
IR-Daten [cm™]: 3501; 2967; 1741; 1656; 1622; 1507; 1422; 1253; 1384; 1129; 1141;
1198; 1015; 823

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.79 (t, 3H, H2°%); 1.06 (t, 3H, H2?); 1.45 — 1.71 (m, 4H, H1’’/ H1’); 3.13 (dd, 1H, H2);
3.15 (d, 1H, 2J = 13.9, N-CH>); 3.27 (d, 1H, 3J = 10.6, H5); 3.39 (dt, 1H, *J = 10.6, J =
4.3, H6); 3.69 (s, 3H, COOCH3); 3.76 (s, 3H, COOCH3); 3.79 (d, 1H, 2J = 13.9, N-CH,);
7.24 (t, 1H, H5b); 7.69 (d, 1H, 3J = 7.8, H6b); 8.48 (t, 2H, H2b/ H4b); 12.17 (s, 1H,
OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

11.0 (C2); 11.4 (C22); 23.9 (C1); 26.4 (C1”’); 46.6 (C5); 47.9 (N-CH,); 51.9, 52.6
(COOCHs3); 55.5 (C6); 56.3 (C2); 100.7 (C3); 123.5 (C5b); 135.3 (Clb); 136.7 (C6b);
148.5 (C4b); 150.2 (C2b); 166.2 (C4); 171.7, 172.6 (C=0)

5.2.1.3 Synthese von 1-Benzyl-2,6-diethyl-4-hydroxy-1,2,3,6-tetrahydro-
pyridin-3,5-dicarbonsauredimethylester (1c)

H3C\O AN O/C H3
H,C N CH,
Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 20 mmol
Summenformel: CooH27NOs Ausbeute: 2.0 g (28 %)
M;: 361.4 g/mol Aussehen: weiles Pulver
Mo: 113 °C
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IR-Daten [cm™]: 3506; 2959; 1731; 1722; 1655; 1619; 1433; 1375; 1353; 1319; 1201;
1162; 1002; 778; 739

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.86 (t, 3H, H2”’); 1.09 (t, 3H, H2’); 1.45 — 1.73 (m, 4H, H1>’/ H1’); 3.14 (d, 1H, 2J =
13.8, N-CHJ>); 3.23 (dd, 1H, %3=9.1, %3 =5.3, H2); 3.30 (d, 1H, 3J = 10.6, H5); 3.40 (dt,
1H,%) = 10.6, *J = 4.3, H6); 3.70 (s, 3H, COOCHs3); 3.78 (s, 3H, COOCHs); 3.83 (d, 1H,
2J =13.9, N-CHy); 7.23 — 7.35 (M, 5H, Hyenzyl); 12.18 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

11.0 (C2%); 11.4 (C2”); 23.8 (C1’); 26.5 (C1”°); 48.0 (C5); 49.0 (N-CH,); 51.8, 52.6
(COOCH;3); 55.2 (C6); 56.1 (C2); 101.1 (C3); 126.9 (C4b); 128.3 (C3b/ C5b); 128.9
(C2b/ C6b); 139.8 (C1b); 166.3 (C4); 172.0, 172.8 (C=0)

5.2.1.4 Synthese von 2,6-Diethyl-4-hydroxy-1-(4-methyl-benzyl)-1,2,3,6-
tetrahydropyridin-3,5-dicarbonséuredimethylester (1d)

H3C\O AN O/C H3
H,C N CH,
CH,
Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 10 mmol
Summenformel: Co1H29NOs Ausbeute: 1.2 g (30 %)
M;: 375.5 g/mol Aussehen: weiles Pulver
Mp: 135°C

IR-Daten [cm™]: 3510; 2978; 1729; 1656; 1620; 1456; 1401; 1365; 1314; 1203; 1154;
1129; 951; 808; 754
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.85 (t, 3H, H2”); 1.08 (t, 3H, H2’); 1.42 — 1.71 (m, 4H, H1>’/ H1%); 2.35 (s, 1H,
Benzyl-CHs); 3.10 (d, 1H, 2] = 13.6, N-CH,); 3.24 (dd, 1H, 3J=9.5, ®J=5.1, H2); 3.29
(d, 1H, 3 =10.6, H5); 3.39 (dt, 1H, *J = 10.6, 3J = 4.3, H6); 3.70 (s, 3H, COOCHb>);
3.77 (s, 3H, COOCHj3); 3.79 (d, 1H, 2 = 13.6, N-CH,); 7.12 (d, 2H, 3] = 7.9, H3b/ 5b);
7.22 (d, 2H, %1 =17.9, H2b/ 6b); 12.19 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

11.0 (C2°); 11.4 (C2%°); 21.2 (Ar-CHs); 23.9 (C1%); 26.4 (C1”); 47.9 (C5); 48.6 (N-
CH,); 51.8, 52.5 (COOCHs); 55.5 (C6); 55.9 (C2); 101.1 (C3); 128.8 (C2b/ C6b); 129.0
(C3b/ C5b); 136.5 (C4b); 136.6 (C1b); 166.3 (C4); 172.0, 172.9 (C=0)

5.2.1.5 Synthese von 2,6-Diethyl-4-hydroxy-1-(4-methoxy-benzyl)-1,2,3,6-
tetrahydropyridin-3,5-dicarbonséuredimethylester (1e)

H3C\O AN O/C H3
H,C N CH,
OMe
Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 15 mmol
Summenformel: C21H29NOg Ausbeute: 5.0 g (85 %)
M;: 391.5 g/mol Aussehen: weildes Pulver
Mo 123 °C

IR-Daten [cm™]: 3508; 2963; 1744; 1731; 1654; 1623; 1510; 1433; 1352; 1321; 1234;
1161; 1199; 1038; 990; 777
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.82 (t, 3H, H2’’); 1.08 (t, 3H, H2’); 1.43 — 1.73 (m, 4H, H1>’/ H1’); 3.06 (d, 1H, %) =
13.4, N-CH,); 3.22 (dd, 1H, 33 =9.6, %) = 4.9, H2); 3.28 (d, 1H, *J = 10.8, H5); 3.38 (dt,
1H,%1=10.8, % = 4.3, H6); 3.70 (s, 3H, COOCH3); 3.77 (s, 3H, COOCHs3); 3.78 (d, 1H,
N-CH,); 3.80 (s, 3H, OCHs); 6.88 (d, 2H, *J = 8.6, H3b/ 5b); 7.23 (d, 2H, %] = 8.6, H2b/
6b); 12.17 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

11.0 (C2); 11.4 (C22); 23.9 (C1); 26.4 (C1”’); 47.9 (C5); 48.2 (N-CH,); 51.8, 52.6
(COOCHs3); 55.4 (C6); 55.5 (OCH3); 55.7 (C2); 101.0 (C3); 113.7 (C3b/ C5b); 129.9
(C2b/ C6b); 131.6 (C1b); 158.7 (C4b); 166.3 (C4); 172.0, 172.9 (C=0)

5.2.1.6 Synthese von 1-(4-Chlorbenzyl)-2,6-diethyl-4-hydroxy-1,2,3,6-tetra-
hydropyridin-3,5-dicarbonsauredimethylester (1f)

H3C\O \ O/C H3
H,C N CH,
Cl
Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 15 mmol
Summenformel: C20H26CINOs Ausbeute: 4.5 9 (76 %)
M;: 395.9 g/mol Aussehen: weiles Pulver
Mo 131 °C

IR-Daten [cm™]: 3505; 2961; 1733; 1654; 1624; 1517; 1433; 1348; 1321; 1237; 1161;
1037; 808
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.84 (t, 3H, H2”’); 1.06 (t, 3H, H2’); 1.45 — 1.70 (m, 4H, H1>’/ H1’); 3.11 (d, 1H, 3J =
13.6, N-CH,); 3.15 (dd, 1H,3J = 9.4, ) = 5.3, H2); 3.27 (d, 1H, 3] =10.6, H5); 3.39 (dt,
1H,%1=10.6, ®J = 4.3, H6); 3.71 (s, 3H, COOCHs3); 3.74 (d, 1H, °J = 13.6, N-CH,); 3.77
(s, 3H, COOCHs); 7.27 (d, 4H, % = 8.6, H3b/ 5b, H2b/ 6b); 12.17 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

11.0 (C2%); 11.4 (C2); 23.9 (C1’); 26.5 (C1”°); 47.9 (C5); 48.4 (N-CH,); 51.8, 52.6
(COOCHGa); 55.4 (C6); 56.1 (C2); 100.9 (C3); 128.5 (C2b/ C6b); 130.1 (C3b/ C5b);
132.7 (C4b); 138.3 (Cl1b); 166.3 (C4); 171.9, 172.7 (C=0)

5.2.1.7 Synthese von 1-Benzyl-4-hydroxy-2,6-dipropyl-1,2,3,6-tetrahydro-
pyridin-3,5-dicarbonsauredimethylester (19)

Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 20 mmol
Summenformel: CH31NOs Ausbeute: 7.19 (91 %)
M;: 389.5 g/mol Aussehen: weildes Pulver
Mp: 114 °C

IR-Daten [cm'l]: 2954; 2871; 1736; 1649; 1613; 1435; 1313; 1239; 1221, 1192; 1141,
1062; 835; 742

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):
0.72 (t, 3H, H3”’); 0.87 (t, 3H, H3’); 0.91 — 1.75 (m, 8H, H2’’/ H2’ und H1”’/ H1%); 3.11
(d, 1H, 2J =13.6, N-CH,); 3.29 (d, 1H, *J = 10.6, H5); 3.31 (dd, 1H, %3 = 10.4, °J = 3.3,
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H2); 350 (dt, 1H, 3J = 10.6, 3 = 4.0, H6); 3.70 (s, 3H, COOCHg); 3.79 (s, 3H,
COOCHj); 3.82 (d, 1H, 2J = 13.6 , N-CH,); 7.22 — 7.25 (m, 1H, H4b); 7.31 (d, 4H, %) =
4.3, H3b/ 5b und H2b/ 6b); 12.17 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

13.9 (C3’); 14.0 (C3”’); 19.3 (C2°); 19.8 (C2”’); 33.2 (C1’); 35.9 (C1”’); 47.9 (C5); 49.2
(N-CH,); 51.8, 52.6 (COOCHs); 53.6 (C6); 54.4 (C2); 101.0 (C3); 127.0 (C4b); 128.3
(C2b/ C4b); 129.0 (C3b/ C5b); 139.8 (C1b); 166.3 (C4); 172.0, 172.8 (C=0)

5.2.1.8 Synthese von 4-Hydroxy-1-(4-methoxy-benzyl)-2,6-dipropyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin-3,5-dicarbonséuredimethylester (1h)

OMe
Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 15 mmol
Summenformel: Cy3H33NOg Ausbeute: 4.0 g (64 %)
M;: 419.5 g/mol Aussehen: weildes Pulver

Mo: 104 °C
IR-Daten [cm™]: 3504; 2959; 1733; 1654; 1615; 1510; 1434; 1347; 1321; 1236; 1161;
1102; 1038; 808

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.72 (t, 3H, H3”); 0.93 (t, 3H, H3’); 1.01 — 1.15 (m, 1H, H2”’); 1.30 — 1.75 (m, 7H,
H2”’/ H2’ und H1’/ H1?); 3.04 (d, 1H, 2J = 13.4, N-CH,); 3.28 (d, 1H, 3J = 10.6, H5);
3.32 (dd, teilweise verdeckt, 1H, H2): 3.51 (dt, 1H, *J = 10.6, *J = 4.0, H6); 3.70 (s, 3H,

163



EXPERIMENTELLER TEIL

COOCHs3); 3.75 (d, 1H, 2 = 13.1, N-CH,); 3.78 (s, 3H, COOCHS); 3.80 (s, 3H, OCHb);
6.84 (d, 2H, %3 = 8.6, H3b/ 5b); 7.20 (d, 2H, 3J = 8.6, H2b/ 6b); 12.16 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

13.9 (C3?); 14.0 (C3”%); 19.3 (C2°); 19.8 (C2°?); 33.1 (C1’); 35.8 (C1”’); 47.8 (C5); 48.3
(N-CH,); 51.8, 52.5 (COOCHs); 53.6 (C6); 54.0 (OCHs); 55.4 (C2); 100.9 (C3); 113.7
(C3b/ C5b); 130.0 (C2b/ C6b); 131.6 (Clb); 158.7 (C4b); 166.3 (C4); 172.0, 172.8
(C=0)

5.2.1.9 Synthese von 4-Hydroxy-1-(3-nitro-benzyl)-2,6-dipropyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin-3,5-dicarbonséuredimethylester (1i)

NO,

Synthesestrategie:  3-B AnsatzgroRe: 10 mmol
Summenformel: C22H30N20; Ausbeute: 3.8 9 (88 %)
M;: 434.5 g/mol Aussehen: beiges Pulver

Mo 102 °C
IR-Daten [cm™]: 3649; 2958; 2865; 1747; 1736; 1652; 1625; 1525; 1436; 1343; 1233;
1063; 1014; 782; 739

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.74 (t, 3H, H3”); 0.93 (t, 3H, H3’); 1.07 — 1.20 (m, 1H, H2*’); 1.34 — 1.67 (m, 7H,
H2’’/ H2’ und H1”’/ H1’); 3.23 (dd, 1H,*J = 10.8, %] = 3.3, H2); 3.27 (d, 1H, *J = 11.1,
H5); 3.28 (d, 1H, 2J = 14.4, N-CHJ); 3.57 (dt, 1H, *J = 11.1, 3J = 4.1, H6); 3.70 (s, 3H,
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COOCHS:); 3.79 (s, 3H, COOCHs); 3.88 (d, 1H, %J = 14.4, N-CH,); 7.48 (t, 1H, %) = 7.8,
H5b); 7.66 (d, 1H, % = 7.6, H6b); 8.11 (d, 1H, 3J = 8.1, H4b); 8.20 (s, 1H, H2b); 12.17
(s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

13.9 (C3’); 14.0 (C3”’); 19.4 (C2°); 19.9 (C2”’); 33.2 (C1’); 35.9 (C1”’); 48.0 (C5); 48.9
(N-CH,); 51.9, 52.7 (COOCHs); 53.6 (C6); 55.0 (C2); 100.7 (C3); 122.3 (C2b); 123.6
(C4b); 129.3 (C5b); 134.8 (C6b); 142.2 (Clb); 148.5 (C3b); 166.2 (C4); 171.6, 172.5
(C=0)

5.2.1.10 Synthese von 4-Hydroxy-1-(4-nitro-benzyl)-2,6-dipropyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin-3,5-dicarbonséuredimethylester (1j)

NO,

Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 10 mmol
Summenformel: C22H30N20; Ausbeute: 3.19(71 %)
M;: 434.5 g/mol Aussehen: beiges Pulver

Mp: 135°C
IR-Daten [cm™]: 2953; 2868; 1739; 1666; 1628; 1519; 1445; 1343; 1225; 1199; 1065;
1017, 852; 744

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.76 (t, 3H, H3”’); 0.93 (t, 3H, H3’); 1.06 — 1.17 (m, 1H, H2”’); 1.33 — 1.68 (m, 7H,
H2’’/ H2’ und H1”’/ H1’); 3.19 (dd, 1H, 3 = 10.5, *J = 3.3, H2); 3.27 (d, 1H, %J = 10.6,
H5); 3.28 (d, 1H, 2J = 14.6, N-CH,); 3.56 (dt, 1H,%J = 10.6, 3J = 4.0, H6); 3.70 (s, 3H,
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COOCHS3); 3.78 (s, 3H, COOCHs); 3.87 (d, 1H, 2] = 14.6 , N-CH,); 7.50 (d, 2H, H2b/
6b); 8.17 (d, 2H, H3b/ 5b); 12.16 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

13.9 (C3?); 14.0 (C3°%); 19.4 (C2°); 20.0 (C2°?); 33.2 (C1?); 35.9 (C1”); 47.9 (C5); 49.1
(N-CH,); 51.9, 52.7 (COOCHs); 53.5 (C6); 55.3 (C2); 100.6 (C3); 123.6 (C3b/ C5b);
129.4 (C2b/ C6b); 147.3 (C4b); 147.8 (C1b); 166.2 (C4); 171.6, 172.5 (C=0)

5.2.2 Synthese der 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-
dicarbonsaurediethylester 2

5.2.2.1 Synthese von 1-Benzyl-2,6-diethyl-4-hydroxy-1,2,3,6-tetrahydro-
pyridin-3,5-dicarbonsaurediethylester (2a)

H,C o) X o) CH,
H,C N CH,
Synthesestrategie:  3-B AnsatzgroRe: 20 mmol
Summenformel: CxH31NOs Ausbeute: 4.19 (53 %)
M;: 389.5 g/mol Aussehen: weildes Pulver
Mp: 102 °C

IR-Daten [cm™]: 2964; 1728; 1641; 1451; 1368; 1315; 1239; 1209; 1185; 1145; 1053;
1022; 829; 746

*H-NMR (CDCls, 8 [ppm], J [Hz]):

0.84 (t, 3H, H2); 1.09 (t, 3H, H2’):; 1.21 (t, 3H, COOCH,CHs); 1.31 (t, 3H,
COOCH,CH3); 1.48 — 1.74 (m, 4H, H1”’/ H1); 3.13 (d, 1H, %) = 13.6, N-CH,); 3.22
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(dd, 1H,3%J = 9.2, H2); 3.27 (d, 1H, 33 = 10.9, H5); 3.40 (dt, 1H,3J = 10.6, *J = 4.3, H6);
3.82 (d, 1H, %J = 13.6, N-CH,); 4.10 — 4.28 (m, 4H, COOCH,CHs); 7.24 — 7.34 (m, 5H,
H3b/ 5b und H2b/ 6b); 12.24 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

11.0 (C2%); 11.4 (C2”); 14.3 (2x OCH,CHs); 23.8 (C1’); 26.5 (C1”’); 48.0 (C5); 49.0
(N-CH,); 55.6 (C6); 56.0 (C2); 60.6, 61.4 (COOCH,CHs); 101.1 (C3); 126.9 (C4b);
128.2 (C2b/ C6b); 128.9 (C3b/ C5b); 139.8 (Clb); 166.4 (C4); 171.6, 172.4 (C=0)

5.2.2.2 Synthese von 2,6-Diethyl-4-hydroxy-1-(4-methoxy-benzyl)-1,2,3,6-
tetrahydropyridin-3,5-dicarbonséaurediethylester (2b)

H,c” o X 07 CH,
H,C " CH,
OMe
Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 15 mmol
Summenformel: Cy3H33NOg Ausbeute: 3.79 (59 %)
M;: 419.5 g/mol Aussehen: weildes Pulver
Mp: 115°C

IR-Daten [cm™]: 3750; 2968; 1728; 1654; 1626; 1611; 1512; 1402; 1369; 1316; 1250;
1236; 1139; 1024; 799

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.81 (t, 3H, H2’’); 1.08 (t, 3H, H2’); 1.21 (t, 3H, COOCH,CHs); 1.30 (t, 3H,
COOCH,CHj); 1.45 — 1.73 (m, 4H, H1>’/ H1’ bzw. CH,CHs); 3.05 (d, 1H, 3J = 13.3, N-
CH,); 3.21 (dd, 1H, *J = 9.6, ®J = 4.8, H2); 3.26 (d, 1H, % = 10.7, H5); 3.38 (dt, 1H,3J =
10.7, % = 4.3, H6); 3.75 (d, 1H, 2J = 13.3, N-CH,); 3.81 (s, 3H, OCHs); 4.11 — 4.26 (m,
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4H, COOCH,CHs); 6.84 (d, 2H, °J = 8.6, H3b/ C5b); 7.22 (d, 2H, 3J = 8.6, H2b/ C6b);
12.23 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

11.0 (C22); 11.4 (C22); 14.31, 14.34 (OCH,CHs); 23.8 (C1’); 26.5 (C1’); 48.0 (C5);
48.2 (N-CH,); 55.4 (C6); 55.6 (OCHs); 55.7 (C2); 60.6, 61.4 (COOCH,CHs); 101.1
(C3); 113.6 (C3b/ C5b); 130.0 (C2b/ C6b); 131.7 (Clb); 158.7 (C4b); 166.4 (C4);
171.7, 172.4 (C=0)

5.2.2.3 Synthese von 1-(4-Chlorbenzyl)-2,6-diethyl-4-hydroxy-1,2,3,6-tetra-
hydropyridin-3,5-dicarbonsaurediethylester (2c)

H,c” 0 X 0~ cH,
H,C " CH,
Cl
Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 15 mmol
Summenformel: CoH3CINOs Ausbeute: 5.1 g (80 %)
M:;: 423.9 g/mol Aussehen: weildes Pulver
Mo: 119 °C

IR-Daten [cm™]: 3733; 2959; 2359; 1732; 1646; 1620; 1369; 1318; 1236; 1181; 1142;
1014; 808

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.83 (t, 3H, H2”); 1.07 (t, 3H, H2’); 1.22 (t, 3H, COOCH,CHj3); 1.30 (t, 3H,
COOCH,CHj); 1.46 — 1.71 (m, 4H, H1>’/ H1’); 3.10 (d, 1H, 2J = 13.9, N-CH,); 3.14
(dd, 1H, 23=9.5, 21=4.6, H2); 3.24 (d, 1H, *J = 10.6, H5); 3.39 (dt, 1H, 3J = 10.6, %J =
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4.3,H6); 3.76 (d, 1H, 2J = 13.9, N-CH,); 4.10 — 4.26 (m, 4H, COOCH,CHs); 7.27 (s, 4H,
H3b/ C5b, H2b/ C6b); 12.23 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

11.0 (C22); 11.5 (C2»); 14.3 (2x OCH,CHs); 23.8 (C1’); 26.6 (C1’’); 48.1 (C5); 48.5
(N-CH,); 55.5 (C6); 56.2 (C2); 60.7, 61.5 (COOCH,CHs); 101.0 (C3); 128.4 (C2b/
C6b); 130.2 (C3b/ C5b); 132.6 (C4b); 138.4 (Clb); 166.4 (C4); 171.5, 172.3 (C=0)

5.2.2.4 Synthese von 2,6-Diethyl-4-hydroxy-1-(3-nitro-benzyl)-1,2,3,6-tetra-
hydropyridin-3,5-dicarbonsaurediethylester (2d)

H,c” 0 XN 07 >CH,
H,C " CH,
NO,
Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 15 mmol
Summenformel: C22H30N20; Ausbeute: 4.3 g (66 %)
M;: 434.5 g/mol Aussehen: weildes Pulver
Mp: 128 °C

IR-Daten [cm™]: 3674; 2979; 2360; 1730; 1638; 1617; 1521; 1465; 1455; 1346; 1263;
1226; 1212; 1050; 1028; 836; 731

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.87 (t, 3H, H2’’); 1.08 (t, 3H, H2’); 1.20 (t, 3H, COOCH,CHs); 1.31 (t, 3H,
COOCH,CHj); 1.51 — 1.70 (m, 4H, H1>’/ H1’); 3.14 (dd, 1H, %) = 8.8, %] = 6.2, H2);
3.25 (d, 1H, 2J = 10.9, H5); 3.28 (d, 1H, 3J = 14.4, N-CH,); 3.44 (dt, 1H, 3J = 10.9,%) =
4.3, H6); 3.88 (d, 1H, °J = 14.4, N-CH,); 4.09 — 4.27 (m, 4H, COOCH,CHb); 7.48 (t, 1H,
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3J=8.1,3)=7.8, H5b); 7.67 (d, 1H, *J = 7.6, H6b); 8.11 (d, 1H, *J = 7.8, H4b); 8.24 (s,
1H, H2b); 12.24 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

11.1 (C22); 11.5 (C2»); 14.3 (2x OCH,CHs); 24.0 (C1%); 26.6 (C1°°); 48.2 (C5); 48.7
(N-CH,); 55.6 (C6); 56.8 (C2); 60.8, 61.6 (COOCH,CHs); 100.9 (C3); 122.3 (C2b);
123.6 (C4b); 129.2 (C5b); 134.8 (C6b); 142.4 (Clb); 148.5 (C3b); 166.4 (C4); 171.3,
172.1 (C=0)

5.2.2.5 Synthese von 2,6-Diethyl-4-hydroxy-1-(4-nitro-benzyl)-1,2,3,6-tetra-
hydropyridin-3,5-dicarbonsaurediethylester (2e)

H,c” Yo X 0~ cH,
H,C N CH,4
NO,
Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 10 mmol
Summenformel: C22H30N20; Ausbeute: 3.59 (81 %)
M;: 434.5 g/mol Aussehen: weildes Pulver
Mo 112 °C

IR-Daten [cm'l]: 2971; 1725; 1642; 1606; 1523; 1345; 1315; 1249; 1238; 1187; 1024,
834; 745

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.87 (t, 3H, H2’’); 1.07 (t, 3H, H2’); 1.20 (t, 3H, COOCH,CHs); 1.31 (t, 3H,
COOCH,CHj); 1.49 — 1.65 (m, 4H, H1°’/ H1’); 3.10 (dd, 1H, %] = 8.8, °J = 5.7, H2);
3.25 (d, 1H, 2J = 10.9, H5); 3.32 (d, 1H, J = 14.6, N-CHJ); 3.43 (dt, 1H, %1 =10.9, 3J =
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4.3, H6); 3.87 (d, 1H, 2J = 14.6, N-CH,); 4.08 — 4.27 (m, 4H, COOCH,CHs); 7.53 (d,
2H, H2b/ C6b); 8.18 (d, 2H, H3b/ C5h); 12.24 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

11.1 (C22); 11.5 (C22); 14.3 (2x OCH,CHs); 24.0 (C1’); 26.6 (C1’’); 48.1 (C5); 49.0
(N-CH,); 55.6 (C6); 57.0 (C2); 60.8, 61.6 (COOCH,CHs); 100.8 (C3); 123.6 (C3b/
C5b); 129.4 (C2b/ C6b); 147.3 (C4b); 148.0 (Clb); 166.4 (C4); 171.2, 172.1 (C=0)

5.2.2.6 Synthese von 1-Benzyl-4-hydroxy-2,6-dipropyl-1,2,3,6-tetrahydro-
pyridin-3,5-dicarbonsaurediethylester (2f)

Synthesestrategie:  3-B AnsatzgroRe: 20 mmol
Summenformel: Co4H35NOs5 Ausbeute: 4.1 g (49 %)

M;: 417.6 g/mol Aussehen: farblose Kristalle
Mp: 109 °C

IR-Daten [cm™]: 2956; 1730; 1650; 1620; 1455; 1369; 1329; 1256; 1237; 1138; 1024;
803; 742; 704

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.67 (t, 3H, H3”); 0.94 (t, 3H, H3); 1.08 — 1.18 (m, 1H, H2”’); 1.21 (t, 3H,
COOCH,CHj); 1.31 (t, 3H, COOCH,CHa); 1.35 — 1.75 (m, 7H, H2>’/ H2’> und H1”’/
H1°); 3.11 (d, 1H, ?J = 13.4, N-CH,); 3.27 (d, 1H, *J = 10.9, H5); 3.33 (dd, 1H, 3J =
10.8, H2); 3.54 (dt, 1H,3J = 10.6, 33 = 4.0, H6); 3.82 (d, 1H, 2J = 13.4 , N-CH)); 4.11 —
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4.31 (m, 4H, COOCH,CHs); 7.23 — 7.31 (m, 5H, H3b/ 5b und H2b/ 6b); 12.22 (s, 1H,
OH)

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

13.7 (C3%’); 14.0 (C3’); 14.2, 14.3 (OCH,CHs); 19.3 (C22); 19.7 (C2%); 33.0 (C1%);
35.8 (C1’); 47.9 (C5); 49.2 (N-CH,); 53.6 (C6); 54.0 (C2); 60.6, 61.4 (COOCH,CHs);
101.0 (C3); 127.0 (C4b); 128.2 (C2b/ C6b); 129.1 (C3b/ C5b); 139.8 (Clb); 166.4
(C4); 171.6, 172.3 (C=0)

5.2.3 Synthese der 2,6-Dialkyl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-
dicarbonsaure-di-tert-butylester 3

5.2.3.1 Synthese von 2,6-Diethyl-4-hydroxy-1-methyl-1,2,3,6-tetrahydro-
pyridin-3,5-dicarbonsaure-di-tert-butylester (3a)

;\ (0] OH O J<
(@) N (@)

H,C N CH,

I

CH,
Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 10 mmol
Summenformel: C20H3sNOs Ausbeute: 3.19 (77 %)
M;: 369.5 g/mol Aussehen: weildes Pulver

M: 109 °C
IR-Daten [cm'l]: 2968; 1721; 1651; 1624; 1457; 1372; 1365; 1349, 1287; 1257; 1239,
1161, 1129; 1057; 964; 821

*H-NMR (CDCls, 8 [ppm], J [Hz]):

092 — 0.97 (2x t, 6H, H2’/ H2%); 1.42 — 1.67 (m, 4H, H1>’/ H1’); 1.48 (s, 9H,
COOC(CHa)s); 1.50 (s, 9H, COOC(CH3)s); 2.15 (s, 3H, N-CH3); 3.06 (d, 1H, 3J = 10.6,
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H5); 3.10 (dd, 1H, 3J = 3.8, %1 = 10.4, H2); 3.15 (dt, 1H, 3J = 10.6, 3J = 4.6, H6); 12.21
(s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

10.6, 11.7 (C22/ C2°); 24.0 (C1>); 27.0 (C1?); 28.1, 28.4 (COOC(CHa)s); 35.2 (N-CHa);
47.7 (C5); 55.5 (C2); 61.9 (C6); 81.6 (2x COOC(CHa)s); 101.9 (C3); 166.0 (C4); 171.4,
172.1 (C=0)

5.2.3.2 Synthese von 2,6-Diethyl-4-hydroxy-1-propyl-1,2,3,6-tetrahydro-
pyridin-3,5-dicarbonsaure-di-tert-butylester (3b)

;\ (0] OH O )<
(@) N (@)

H,C N CH,

CHs
Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 10 mmol
Summenformel: C22H39NOs Ausbeute: 2.99 (73 %)
M;: 397.6 g/mol Aussehen: weille Kristalle

M,: 105 °C
IR-Daten [cm™]: 2961; 1725; 1646; 1623; 1463; 1367; 1350; 1285; 1237; 1157; 1058;
966; 835

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.88 (t, 3H, H2”’); 0.92 — 0.97 (2x t, 6H, H2>> und N-CH,CH,CHs); 1.33 - 1.59 (m, 5H,
H1’b, H1”a/b und N-CH,CH,CHs); 1.47 (s, 9H, COOC(CHa)s); 1.50 (s, 9H,
COOC(CHa)s); 1.59 — 1.69 (m, 1H, H1’b); 1.99 - 2.05 (m, 1H, N-CH,CH,CH;); 2.32 -
2.39 (m, 1H, N-CH,CH,CHs); 3.01 (d, 1H, *J = 10.9, H5); 3.15 (dd, 1H, %J = 10.6, %] =
4.3, H2); 3.21 (dd, 1H, 33 = 10.9,%1 = 3.1, H6); 12.23 (s, 1H, OH)
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BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

11.0 (N-CH,CH,CHs); 11.9, 12.1 (C2°/ C2”°); 22.2 (N-CH,CH,CH3); 23.6 (C1”); 26.4
(C1°); 28.1, 28.4 (COOC(CHs)s); 46.8 (N-CH,CH,CHs); 48.7 (C5); 55.8 (C6); 57.6
(C2); 81.5 (2x COOC(CHs)3); 102.1 (C3); 166.9 (C4); 171.3, 172.3 (C=0)

5.2.3.3 Synthese von 2,6-Diethyl-4-hydroxy-1-(3-hydroxypropyl)-1,2,3,6-
tetrahydropyridin-3,5-dicarbonséaure-di-tert-butylester (3c)

j\OOHOJ<
o} X "o

H,C N CH,
OH
Synthesestrategie:  3-B AnsatzgroRe: 10 mmol
Summenformel: C22H39NOg Ausbeute: 3.09 (72 %)
M;: 413.6 g/mol Aussehen: beiges Pulver

M,: 163 °C
IR-Daten [cm™]: 3324; 2983; 2478; 1658; 1619; 1464; 1395; 1353; 1254; 1148; 1105;
1071; 832; 787; 768

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

1.03 — 1.07 (2x t, 6H, H2/ H2’); 1.48 (s, 9H, COOC(CHa)s); 1.52 (s, 9H,
COOC(CHa3)3); 1.62 — 1.76 (m, 1H, H1”); 1.78 — 1.90 (m, 1H, N-CH,CH,CH,-OH);
1.94 — 2.10 (m, 2H, H1? und N-CH,CH,CH,-OH); 2.56 — 2.75 (m, 3H, H2’’/ H2’ und N-
CH,); 3.25 (d, 1H, °J = 9.9, H5); 3.45 — 3.52 (m, 1H, N-(CH,),CH,-OH); 3.73 — 3.89
(dm, 2H, N-(CH,),CH,-OH); 4.13 (t, 1H, H6); 4.33 (dd, 1H, °J = 10.0, °J = 3.2, H2);
11.74 (s, 1H, N-Alkyl-OH); 12.56 (s, 1H, OH)
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BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

10.6, 11.3 (C2/ C2»); 255 (C1»); 27.3 (N-CH,CH,CH,-OH); 27.9, 28.3
(COOC(CHa)s); 28.5 (C1°); 44.9 (N-CH,); 50.2 (C5); 56.8 (C2); 58.5 (C6 und N-
(CH,),CH,-OH); 84.5, 84.6 (COOC(CHs)3); 97.2 (C3); 166.0 (C4); 169.7, 167.2 (C=0)

5.2.3.4 Synthese von 4-Hydroxy-1,2,6-tripropyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin-
3,5-dicarbonsaure-di-tert-butylester (3d)

Synthesestrategie:  3-B AnsatzgroRe: 10 mmol
Summenformel: C24H43NOs Ausbeute: 2.8 g (66 %)
M;: 425.6 g/mol Aussehen: weiles Pulver
Mp: 168 °C

IR-Daten [cm™]: 2961; 2283; 1745; 1731; 1652; 1623; 1458; 1391; 1366; 1295; 1241;
1145; 957; 834; 804

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.93 — 0.99 (2x t, 9H, H3>’/ H3’ und N-CH,CH,CHs); 1.30 — 1.63 (m, 6H, H2”’/ H2’ ,
Hg: und H1°’b); 1.47 (s, 9H, COOC(CHa)3); 1.50 (s, 9H, COOC(CHa)s); 1.83 — 1.92 (m,
1H, H1’b); 2.14 — 2.23 (m, 1H, N-CH,CH,CHs); 2.40 — 2.50 (m, 1H, H1”a/ N-
CH,CH,CHj); 2.53 — 2.61 (m, 1H, H1’a); 3.03 — 3.10 (m, 1H, N-CH,CH,CHjs); 3.20 (d,
1H,33=9.9, H5); 4.15 (t, 1H,%1 = 9.9, H6); 4.24 (d, 1H, *J = 8.8, H2); 12.53 (s, 1H, OH)
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BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

11.5 (N-CH,CH,CHs); 13.9, 14.2 (C3°/ C3”’); 17.9 (N-CH,CH,CHs); 19.3 (C22°); 19.9
(C2°); 27.8, 28.2 (COOC(CHs)s); 34.1 (C1”); 37.2 (C1°); 48.6 (N-CH,-R); 50.6 (C5);
55.0 (C2); 56.0 (C6); 84.3, 84.4 (2x COOC(CHs)3); 97.7 (C3); 165.8 (C4); 167.0, 169.7

(C=0)

5.2.3.5 Synthese von 1-Allyl-4-hydroxy-2,6-dipropyl-1,2,3,6-tetrahydro-
pyridin-3,5-dicarbonsaure-di-tert-butylester (3e)

Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 10 mmol
Summenformel: C24H41NOs Ausbeute: 3.29 (70 %)

M;: 423.6 g/mol Aussehen: farblose Kristalle
Mp: 110 °C

IR-Daten [cm™]: 2967; 1730; 1645; 1613; 1360; 1347; 1255; 1237; 1154; 1058; 957;
916; 827; 810

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.86 — 0.90 (2x t, 6H, H3>/ H3’); 1.25 — 1.38 (m, 3H, H2>’/ H2’); 1.47 (s, 9H,
COOC(CHjg)s); 1.48 (s, 9H, COOC(CHg)3); 1.47 — 1.63 (m, 5H, H2”’/ H2’ und H1”’/
H1’); 2.58 (dd, 1H, %J = 13.9, N-CH,CH=CHy); 2.98 (d, 1H, J = 10.8, H5); 3.19 (d, 1H,
2J = 13.9, N-CH,CH=CH,); 3.35 — 3.42 (m, 2H, H6/ H2); 5.04 — 5.10 (dd, 2H, N-
CH,CH=CH,); 5.69 — 5.79 (m, 1H, N-CH,CH=CH,); 12.23 (s, 1H, OH)
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BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

13.9 (C3’/ C3%°); 19.0 (C2?); 19.8 (C2”’); 28.1, 28.4 (COOC(CHs)3); 32.8 (C1’); 35.5
(C1”); 483 (N-CH,CH=CH,); 48.9 (C5); 53.3 (C6); 54.2 (C2); 81.5, 81.6
(COOC(CHs)s); 101.8 (C3); 116.4 (N-CH,CH=CH,); 137.6 (N-CH,CH=CH,); 166.5
(C4); 171.0, 172.1 (C=0)

5.3 Synthese der 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-

dicarbonsaurediester 4 - 6

Allgemeine Synthesevorschrift: (modifiziert nach Mannich C (1934) Arch Pharm
272, 323-359):

Strategie 1: 10 mmol des Aceton-1,3-dicarbonsaurediesters und 20 mmol des
aromatischen Aldehyds werden in 15 - 20 ml MeOH gel6st und (iber dem Eisbad auf -5
bis -20 °C abgekihlt. 10 mmol des primaren Amins werden in 10 ml MeOH/ H,0O (1:1)
geldst und in einem Zeitraum von 1 h dem gekuhlten Ansatz zugetropft. AnschlieRend
wird das Reaktionsgemisch bei RT flr 48 h weitergerthrt und das Lésungsmittel im
Vakuum entfernt. Der Olige Rickstand wird mit wenig Aceton angelost und mit
Diethylether bzw. MeOH (uberschichtet. Nach Aufbewahrung des Ansatzes bei 5 °C
filtriert man die entstandenen Kristalle ab, wascht mit Et,O und kristallisiert aus MeOH

um.

Strategie 2: 40 mmol des aromatischen Aldehyds werden in 20 ml THF abs. unter
Argonschutzatmosphare vorgelegt. 20 mmol des entsprechenden Aceton-1,3-
dicarbonséurediesters und 10 mmol des primdaren Amins werden je nach eingesetztem
Diester entweder in 10 — 15 ml absolutiertem MeOH oder EtOH geldst und separat, aber
simultan unter Eiskiihlung innerhalb von 1 h dem Ansatz zugetropft. Danach wird 1 h
unter 0 °C, anschlieRend fir 8 bis 48 h bei RT weitergeriihrt. Fallt das Produkt wahrend
des Ruhrvorgangs aus, filtriert man den Feststoff ab, wascht mit MeOH und Et,O und

trocknet ihn im Vakuum. Entsteht kein Niederschlag wird das Losungsmittel i. Vak.
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entfernt, der Ruckstand mit wenig MeOH, EtOH oder Toluol Uberschichtet und der
Ansatz bei 5 °C aufbewahrt. Der kristallisierte Feststoff wird abfiltriert, mit kaltem

MeOH und Diethylether gewaschen und aus MeOH umkristallisiert.

Strategie 3: 10 - 20 mmol des jeweiligen Aceton-1,3-dicarbonsaurediesters werden in 10
- 15 ml MeOH abs. unter Argonschutzatmosphéare vorgelegt und auf -10 bis -25 °C
abgekihlt. 20 - 40 mmol des aromatischen Aldehyds und 10 - 20 mmol des
entsprechenden primaren Amins werden in jeweils 10 - 15 ml MeOH gel6st und dem
Ansatz getrennt, aber simultan zugetropft.

Bei der Verwendung von Nitro- und Brombenzaldehyden werden diese in 15 — 20 ml
THF abs. statt in MeOH gel6dst. Bei Verwendung der Nitrobenzylamin-Hydrochloride als
Aminkomponente wird eine &quimolare Menge an NaOAc hinzugeflgt.

Nach dem Zutropfvorgang wird die Temperatur zunachst fur 3 h bei -10 bis -25 °C
gehalten und im Anschluss 24 h bei 25 °C gerthrt. Danach wird der Ansatz bei 5 °C
gelagert.

Fallt wahrend der Lagerung ein Feststoff aus, wird dieser abfiltriert, mit wenig kaltem
MeOH und DE gewaschen und im Vakuum getrocknet. (A)

Bildet sich kein Niederschlag, wird die Losung im Vakuum auf ca. 1/3 des
Gesamtvolumens eingeengt, mit Et,O Uberschichtet und fir mehrere Tage bei 5 °C
gelagert, bis eine Kiristallbildung einsetzt. Den erhaltenen Feststoff filtriert man ab,
wascht mit MeOH sowie Diethylether und trocknet ihn im Vakuum. (B)

Bildet sich ein 6liger Riickstand wird das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Das erhaltene Ol
I6st man mit wenig Aceton an, uberschichtet mit Diethylether und lagert den Ansatz bei 5
°C bis sich ein Niederschlag abscheidet. Dieser wird abfiltriert, mit kaltem MeOH und
Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet. (C)

Die erhaltenen Feststoffe werden unter Umstdnden aus MeOH oder Toluol
umkristallisiert.

Wird mit den oben beschriebenen Methoden A — C aus den 6ligen Rickstanden kein
Feststoff erhalten, versetzt man diese mit propanolischer HCI und isoliert das gewunschte
Produkt als Hydrochlorid. (D)
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Fur das 4-Hydroxytetrahydropyridin-Ringsystem und flr die Aromaten in den Positionen
2 und 6 werden bei der NMR-spektroskopischen Auswertung folgende Nummerierungen

verwendet:

1 . 1 Ar: 6/6
R 5 3 R
N - 5/5
o) N o 1/1
4 /4"
Ar” s 2 CAr 212 X
|2 3/3
6/6" 6/6"
NV X 55
1/1 | 1/ |
N~ aia 22 N
3/3 3/3
wenn R? = Benzylsubstitution:
& 6b 2b
~
5b W 5b n N
1b
. 4 2b b 6b = &
X 3b 5h
3b
X

5.3.1 Synthese der 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-
dicarbonsaure-dimethylester 4

5.3.1.1 4'-Hydroxy-1'-propyl-1',2'5",6'-tetrahydro-[2,2";6',2"|terpyridin-3',5'-
dicarbonsauredimethylester (4a)

Verbindung 4a wurde als cis-Keton-trans-Enol-Gemisch isoliert, wobei die Enolform
stark Uberwiegt (Keto-Enol-Verhaltnis 1:12).
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Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 10 mmol
Summenformel: C22H25N305 Ausbeute: 3.6 g (88 %) (Lit.85 %)
M;: 411.5 g/mol Aussehen: weiles Pulver

Mo 160 °C (Lit.: 128 °C)

Die Verbindung ist literaturbekannt. Die spektroskopischen Daten entsprechen den in der

Literatur angegebenen.™*®

5.3.1.2 1'-Allyl-4'-hydroxy-1',2',5",6'-tetrahydro-[2,2';6",2"|terpyridin-3',5'-di-
carbonséauredimethylester (4b)

Verbindung 4b wurde als Gemisch aus der cis-Keto- und der trans-Enolform erhalten.
Das Verhaltnis der beiden tautomeren Formen betrégt ca. 1:12. Da die Menge des Ketons
so gering ist, war eine Auswertung des '°C-Spektrums aufgrund der geringen

Signalstarke nicht moglich.

Synthesestrategie: 2 und 3-C AnsatzgréRe: 10 mmol
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Summenformel: C22H23N305 Ausbeute: 2.6 g (64 %) 2,

3.6 g (80 %) 3C (Lit. 87 %)
M;: 409.5 g/mol Aussehen: weiles Pulver
Mp: 154-156 °C (Lit: 134 °C unter Zersetzung) ***

Die Verbindung ist literaturbekannt. Die spektroskopischen Daten entsprechen den in der

Literatur angegebenen.™*®
trans-Enol:

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

2.96 — 3.07 (m, 2H, N-CH,CH=CHy); 3.60 (s, 3H, COOCHs); 3.75 (s, 3H, COOCH3);
4.18 (d, 1H, 33 = 10.1, H5); 4.69 (d, 1H, %3 = 10.1, H6); 4.98 (s, 1H, H2); 5.15 (d, 1H, %J
=10.1, N-CH,CH=CH,); 5.25 (d, 1H, *J = 17.2, N-CH,CH=CHJ); 5.76 — 5.86 (m, 1H, N-
CH,CH=CH,); 7.08 — 7.11 (m, 1H, H4”’); 7.15 — 7.18 (m, 1H, H4’); 7.28 (d, 1H, %] =
8.1, H6’’); 7.55 (dt, 1H, H5”); 7.55 (d, 1H, %) = 7.8, H6’); 7.68 (dt, 1H, °J = 7.8, H5’);
8.44 (d, 1H,3J = 4.0, H3”’); 8.61 (d, 1H,3J = 4.0, H3’); 12.51 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

44,5 (C5); 50.7 (N-CH,CH=CH,); 51.9 (COOCHj3); 52.6 (COOCHs3); 59.6 (C6); 60.6
(C2); 98.0 (C3); 117.9 (N-CH,CH=CH,); 122.1 (C4); 122.4 (C4’); 123.0 (C6”’); 123.3
(C6°); 136.2 (N-CH,CH=CH,); 136.3 (C5’’); 136.4 (C5’); 148.4 (C3’); 149.2 (C3’);
158.6 (C1”’); 161.7 (C1°); 167.7 (C4); 171.4, 172.4 (C=0)

cis-Keton:

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

2.80 — 2.95 (m, 2H, N-CH,CH=CH,); 3.76 (s, 6H, 2x COOCHy); 4.23 (d, 2H, %J = 6.6,
H2/H6); 4.83 (d, 2H, %) = 6.6, H3/H5); 5.14 — 5.26 (m, 2H, N-CH,CH=CH,); 5.68 — 5.80
(m, 1H, N-CH,CH=CH,); 7.16 — 7.19 (m, 2H, H4’); 7.38 (d, 2H, H6’); 7.65 — 7.70 (m,
2H, H5); 8.54 (d, 2H, H3’)
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BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

keine Auswertung moglich

5.3.1.3 4'-Hydroxy-1'-(2-hydroxy-ethyl)-1',2' 5',6'-tetrahydro-[2,2';6',2"]ter-
pyridin-3',5'-dicarbonsauredimethylester (4c)

Synthesestrategie:  3-A AnsatzgroRe: 10 mmol
Summenformel: C21H23N306 Ausbeute: 3.5 9 (85 %) (Lit.81%)
M;: 413.4 g/mol Aussehen: weilles Pulver

My: 146 °C (Lit.: 136 °C)

Die Verbindung ist literaturbekannt. Die spektroskopischen Daten entsprechen den in der

Literatur angegebenen.'*®

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

2.56 (m, 2H, N-CH,CH,OH); 3.39 (m, 1H, N-CH,CH,OH); 3.71 (m, 1H, N-
CH,CH,OH); 3.63 (s, 3H, COOCHs3); 3.75 (s, 3H, COOCHs3); 4.26 (d, 1H, J = 10.3,
H5); 4.45 (s, 1H, N-CH,CH,0H); 4.56 (d, 1H, *J = 10.3, H6); 5.03 (s, 1H, H2); 7.10 —
7.12 (m, 1H, H4>*); 7.11 (d, 1H,%) = 7.8, H6’); 7.21 — 7.24 (m, 1H, H4’); 7.33 (d, 1H, J
= 7.8, H6’); 7.55 (dt, 1H, %3 = 7.7, 2 =1.7, H5”); 7.69 (dt, 1H, 3J = 7.7, *J =1.8, H5’);
8.44 (d, 1H,3J = 5.0, H3”’); 8.68 (d, 1H,3J = 4.5, H3’); 12.62 (s, 1H, OH)
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BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

44.4 (C5); 48.7 (N-CH,CH,OH); 52.1, 52.7 (2x OCHs); 59.6 (C6); 60.3 (N-
CH,CH,0H); 61.0 (C2); 96.5 (C3); 122.8 (C6’); 122.9 (C6°°/C4°’); 124.0 (C4’); 136.7
(C5°/ C5°°); 148.4 (C3°/ C3°%); 157.4 (C12/ C1”°); 169.9 (C4); 171.4, 172.0 (C=0)

5.3.1.4 4'-Hydroxy-1'-pyridin-2-yl-methyl-1',2',5",6'-tetrahydro-[2,2";6',2"]|ter-
pyridin-3',5'-dicarbonsauredimethylester (4d)

Synthesestrategie: 1 AnsatzgroRe: 10 mmol
Summenformel: CasH24N405 Ausbeute: 1.19 (18 %)
M;: 460.5 g/mol Aussehen: beiges Pulver
My: 147 °C

IR-Daten [cm'l]: 3602; 3343; 2358; 1728; 1658; 1630; 1589; 1568; 1471; 1434; 1371;
1301; 1253; 1218; 1185; 1172; 1074; 994: 834; 777; 713

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

3.54 (s, 3H, COOCHS); 3.61 (dd, 2H, N-CH,-Ar); 3.73 (s, 3H, COOCHy); 4.28 (d, 1H, *J
= 9.4, H5); 4.74 (d, 1H, %1 = 9.4, H6); 4.80 (s, 1H, H2); 7.11 — 7.17 (m, 2H, H4’/ H4”*):
7.23 (dd, 1H,%1 = 7.8, H5b); 7.31 (d, 1H, %1 = 7.8, H6’); 7.43 (d, 1H, %] = 7.8, H6b); 7.58
—7.70 (m, 3H, H6’ und H5’/ H5”’): 8.46 — 8.51 (m, 3H, H2b und H3’/ H3”’); 8.56 (d,
1H, H4b); 12.54 (s, 1H, OH)
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BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

45.1 (C5); 49.4 (N-CH.-Ar); 51.9, 52.7 (COOCHSs); 59.8 (C6); 61.2 (C2); 98.3 (C3);
122.3 (C4%%); 122.8 (C4°); 122.9 (C6°*); 123.4 (C6°); 123.5 (C5b); 134.9 (Clb); 136.5
(C5”’); 136.6 (C5°); 136.6 (C6b); 148.5 (C3’); 148.7 (C3’); 148.9 (C4b); 150.1 (C2b);
158.1 (C1”’); 161.3 (C1°); 167.3 (C4); 171.1, 172.1 (C=0)

5.3.1.5 4'-Hydroxy-1'-pyridin-2-ylmethyl-1',2'5',6'-tetrahydro-[4,2";6",4""| ter-
pyridin-3',5'-dicarbonsauredimethylester (4e)

Synthesestrategie: ~ 3-C AnsatzgroRe: 20 mmol
Summenformel: CasH24N405 Ausbeute: 5.9 g (64 %)

M;: 460.5 g/mol Aussehen: hellgelbes Pulver
My: 188 °C

IR-Daten [cm™]: 2950; 1734; 1660; 1633; 1597; 1438; 1411; 1371; 1256; 1120; 1077;
993; 811; 718

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

3.40 (s, 2H, N-CH,-Ar); 3.61 (s, 3H, COOCHs); 3.73 (s, 3H, COOCHs3); 4.00 (d, 1H, 3J
= 9.9, H5); 4.36 (d, 1H, *J = 9.9, H6); 4.55 (s, 1H, H2): 7.22 (t, 4H, J = 6.06 H2’/ H6’
und H2”’/ H6’); 7.28 (dd, 1H,3J = 4.8, °J = 7.8, H5b); 7.50 (d, 1H, %3 = 7.8, H6b); 8.44
(d, 1H, %3 = 1.5, H2b); 8.55 (dd, 1H, %3 = 4.8,%J = 1.5, H4b); 8.60 (d, 4H, H3’/ H5’ und
H3”’/ H5°"); 12.53 (s, 1H, OH)
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BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

45.4 (C5); 48.6 (N-CH.-Ar); 52.3, 53.2 (COOCHSs); 57.5 (C6); 57.7 (C2); 97.3 (C3);
123.0 (C22/ C6°%); 123.8 (C5b); 123.8 (C2’/ C6’); 133.6 (Clb); 136.5 (C6b); 146.7
(C1°); 149.5 (C4b); 150.0 (C3’/ C5°); 150.2 (C2b); 150.4 (C1°); 150.5 (C3’/ C5°); 167.4
(C4); 170.0, 171.4 (C=0)

5.3.1.6 Synthese von 4-Hydroxy-1-methyl-2,6-bis-(3-nitro-phenyl)-1,2,3,6-
tetrahydropyridin-3,5-dicarbonséuredimethylester (4f)

Synthesestrategie: 2 AnsatzgréRe: 20 mmol
Summenformel: C22H21N30g Ausbeute: 2.5 9 (27 %)
M;: 471.4 g/mol Aussehen: gelbes Pulver
My: 198 °C

IR-Daten [cm™]: 2959; 1742; 1730; 1655; 1627; 1538; 1523; 1448; 1349; 1255; 1156;
1075; 837, 728; 685

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

2.11 (s, 3H, N-CHj); 3.66 (s, 3H, COOCHg); 3.78 (s, 3H, COOCHy); 3.92 (d, 1H, °J =
9.0, H5); 4.29 (d, 1H,3J = 9.0, H6); 4.75 (s, 1H, H2); 7.48 — 7.60 (m, 3H, H5’/ H5”’ und
H6”’); 7.69 (d, J =7.83; H6); 8.11 (d, 1H, H2*); 8.14 (d, 1H, H4’); 8.19 (d, 2H, H4");
8.37 (d, 1H, H2’); 12.39 (s, 1H, OH)
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BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

38.0 (N-CHs); 48.2 (C5); 52.3, 53.3 (COOCH;); 59.8 (C6); 62.4 (C2); 99.0 (C3); 123.0
(C4’/ C4); 123.3, 124.1 (C2°/ C2°°); 129.3, 129.9 (C5’/ C5”); 134.3, 135.3 (C6’/
C6°%); 140.5 (C1°%); 142.9 (C1°); 148.5, 148.6 (C3’, C3°°); 166.6 (C4); 170.2, 171.1

(C=0)

5.3.1.7 Synthese von 4-Hydroxy-1-(4-nitro-benzyl)-2,6-bis-(3-nitro-phenyl)-
1,2,3,6-tetrahydro-pyridin-3,5-dicarbonsauredimethylester (49)

NO,
Synthesestrategie:  3-A AnsatzgréRe: 15 mmol
Summenformel: Ca2sH24N4011 Ausbeute: 7.5 g (84 %)
M;: 592.5 g/mol Aussehen:  gelbes Pulver

M,: 190 °
IR-Daten [cm™]: 3734; 2360; 1736; 1652; 1634; 1527; 1513; 1443; 1340; 1261; 1171;
1076; 840; 738; 681

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

3.48 (d, 1H, 2J = 14.2, N-CH»-Ar); 3.56 (d, 1H, 2J = 14.2, N-CH,-Ar); 3.62 (s, 3H,
COOCHS); 3.81 (s, 3H, COOCH3); 4.04 (d, 1H, J = 9.3, H5); 4.52 (d, 1H, 3J = 9.3, H6);
4.67 (s, 1H, H2); 7.40 (d, 2H, J = 8.6, H2b/ 6b); 7.55 — 7.61 (m, 2H, H5’/ H5°*); 7.63 (d,
1H, %1 =7.83, H6”’); 7.69 (d, % = 7.83; H6’); 8.18 (d, 1H, 3J = 7.83, H4’’); 8.20 (d, 2H,
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%) = 7.83, H4’ und H2”’); 8.22 (d, 2H, 3J = 8.6, H3b/ 5b); 8.24 (d, 1H, H2’); 12.52 (s,
1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

47.0 (C5); 51.0 (N-CHy-Ar); 52.5, 53.5 (COOCH;); 57.8 (C6); 58.6 (C2); 98.0 (C3);
122.9, 123.2 (C4’/ C4’’); 123.7, 123.8 (C2’/ C2); 124.2 (C3b/ C5b); 129.3 (C2b/
C6b); 129.7, 130.2 (C5°/ C5°°); 134.3, 135.0 (C6’/ C6°%); 139.7 (C1°%); 143.2 (CL’);
145.5 (C3”’); 147.9 (C4b); 148.6 (Clb); 148.7 (C3’); 167.1 (C4); 169.8, 171.1 (C=0)

5.3.1.8 Synthese von 4-Hydroxy-1-methyl-2,6-bis-(4-nitro-phenyl)-1,2,3,6-
tetrahydropyridin-3,5-dicarbonséuredimethylester (4h)

Synthesestrategie: 2 AnsatzgréRe: 20 mmol
Summenformel: C22H21N30g Ausbeute: 5.3 g (56 %)
M;: 471.4 g/mol Aussehen:  weilles Pulver
Mo: 132 °C

IR-Daten [cm™]: 3734; 2852; 2360; 1738; 1663; 1623; 1598; 1514; 1344; 1245; 1228;
1125, 1067; 1013; 854; 836; 752; 700

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

2.05 (s, 3H, N-CHj); 3.59 (s, 3H, COOCHL); 3.62 (s, 3H, COOCH); 4.13 (d, 1H, %) =
9.6, H5); 4.25 (d, 1H, %J = 9.6, H6); 4.82 (s, 1H, H2); 7.48 (d, 2H, %] = 8.8, H2”’/ H6”’);
7.69 (d, 2H, *J = 8.8, H2’/ H6); 8.18 (d, 2H, J = 8.8, H3”’/ H5”’); 8.28 (d, 2H, %1 = 8.8,
H3’/ H5’); 12.12 (s, 1H, OH)
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BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

37.9 (N-CHs); 47.7 (C5); 52.3, 53.2 (COOCH;); 59.8 (C6); 62.4 (C2); 98.8 (C3); 123.6
(C37/ €5”), 124.0 (C3’/ €5°); 129.1 (€C27/ €6°); 130.1 (C2°/ C6”); 147.7 (C4’, C4”);
147.9 (C1°’/ C1°); 166.6 (C4); 170.2, 171.1 (C=0)

5.3.1.9 Synthese von 1-Cyclopropyl-4-hydroxy-2,6-bis-(4-nitro-phenyl)-
1,2,3,6-tetrahydropyridin-3,5-dicarbonsauredimethylester (4i)

Synthesestrategie: 2 AnsatzgroRe: 20 mmol
Summenformel: C24H23N30g Ausbeute: 4.6 g (46 %)
M;: 497.5 g/mol Aussehen: beiges Pulver
My: 213 °C

IR-Daten [cm™]: 2952; 1745; 1649; 1614; 1596; 1510; 1442; 1341; 1254; 1228; 1164;
1066; 996; 838; 756

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

-0.14 — -0.37 (m, 4H, N-CH(CH,),); 1.77 — 1.82 (m, 1H, N-CH(CH,),); 3.65 (s, 3H,
COOCHS); 3.68 (s, 3H, COOCH3); 4.18 (d, 1H, %] = 9.6, H5); 4.38 (d, 1H, *J = 9.6, H6);
4.86 (s, 1H, H2); 7.33 (d, 2H, *J = 8.6, H2”’/ H6”’); 7.56 (d, 2H, 3J = 8.8, H2’/ H6’); 8.13
(d, 2H,3J = 8.8, H3’/ H5°); 8.24 (d, 2H, %1 = 8.6, H3’’/ H5’"); 12.46 (s, 1H, OH)

3C-NMR (CDCls, 5 [ppm]):
8.5, 8.8 (N-CH(CHy),); 32.1 (N-CH(CH,)); 46.8 (C5); 52.3, 53.1 (COOCH;); 59.6 (C6);
62.1 (C2); 99.2 (C3); 123.4, 123.5 (C2’’/ C6>’ und C2’/ C6°), 129.8, 129.9 (C3’’/ C5’
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und C3’/ C5°); 144.7 (C1°?); 147.6, 147.7 (C4>’/ C4’); 148.8 (C1”*); 167.2 (C4); 170.1,
171.3 (C=0)

5.3.1.10 4-Hydroxy-1-benzyl-2,6-bis-(4-bromphenyl)-1,2,3,6-tetrahydro-
pyridin-3,5-dicarbonsauredimethylester (4j)

Substanz 4j zersetzte sich bei der Umkristallisation aus Methanol.

Synthesestrategie: 2 AnsatzgréRe: 15 mmol
Summenformel: CosH25BroNOs5 Ausbeute: 4.3 g (47 %)
M;: 615.3 g/mol Aussehen:  weilles Pulver
Mp: 172°C

IR-Daten [cm™]: 3076; 2985; 2360; 1727; 1650; 1626; 1589; 1567; 1467; 1437; 1298;
1251; 1223; 1150; 1126; 1062; 842; 786

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

3.35 (dd, 2H, %J = 13.2, CHp-Aryl); 3.59 (s, 3H, COOCHs3); 3.70 (s, 3H, COOCHs); 3.96
(d, 1H, °J = 9.9, H5); 4.36 (d, 1H, %) = 9.9, H6); 4.56 (s, 1H, H2); 7.15 — 7.20 (m, 6H,
H2b/ 6b, H2’/ H6’, H2’/ H6’); 7.27 — 7.38 (m, 3H, H4b, H3b/ 5b); 7.44 (d, 2H, %) =
8.5, H3”’/ H5”’); 7.46 (d, 2H, 3J = 8.4, H3’/ H5); 12.48 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):
46.3 (C5); 50.6 (CHx-Aryl); 52.1, 52.9 (COOCHs); 57.4 (C6); 57.5 (C2); 98.5 (C3);
121.4, 122.1 (C4’/ C4”’); 127.5 (C4b); 128.6 (C2b/ C6b); 129.8 (C2”’/ C6”’); 130.0
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(C3b/ C5h); 130.8 (C2’/ C6”); 131.3 (C3”’/ C5°*); 131.8 (C3’/ C5’); 137.3 (C1”’); 138.8
(C1°); 140.9 (Clb); 167.3 (C4); 170.7, 172.0 (C=0)

5.3.1.11 4-Hydroxy-1-(4-chlorbenzyl)-2,6-bis-(4-bromphenyl)-1,2,3,6-tetra-
hydropyridin-3,5-dicarbonsauredimethylester (4k)

cl
Synthesestrategie:  3-A AnsatzgréRe: 15 mmol
Summenformel: CasH24Br,CINOs Ausbeute: 8.3 g (85 %)
M;: 649.8 g/mol Aussehen:  weilles Pulver

Mo 188 °C
IR-Daten [cm'l]: 2951; 2835; 1741, 1661; 1629; 1483; 1440; 1353; 1270; 1240; 1218,
1164; 1092; 1007; 826; 808; 757

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

3.31 (dd, 2H, %J = 13.5, N-CH2-Ar); 3.59 (s, 3H, COOCHs); 3.70 (s, 3H, COOCHs); 3.95
(d, 1H, 3J = 9.8, H5); 4.36 (d, 1H,3J = 9.8, H6); 4.51 (s, 1H, H2); 7.12 (d, 2H, 3J = 8.4,
H3b/ 5b); 7.15 (d, 2H, H2”’/ H6°’); 7.17 (d, 2H, H2’/ H6’); 7.29 (d, 2H, H2b/ 6b); 7.45
(d, 2H, H3°’/ H5°"); 7.46 (d, 2H, H3’/ H5’); 12.47 (s, 1H, OH)

B3C-NMR (CDCls,  [ppm]):

46.4 (C5); 50.0 (N-CH-Ar); 52.2, 53.0 (COOCHs); 57.4 (C6); 57.6 (C2); 98.4 (C3);
1215, 122.2 (C4’/ C4>); 128.8 (C2b/ C6h); 129.9 (C2’*/ C6°"); 130.1 (C3b/ C5b);
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130.7 (C2°/ C6°); 131.4 (C3”/ C5”); 131.9 (C3’/ C5°); 133.2 (C4b); 137.2 (Clb); 137.4
(C1°): 140.5 (C1?); 167.2 (C4); 170.5, 171.8 (C=0)

5.3.2 Synthese der 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-di-
carbonsaurediethylester 5

Im Allgemeinen lieBen sich die Ethylester nur sehr schwer kristallisieren, so dass die
eingeengten Mutterlaugen mehrmals mit verschiedenen Ldsungsmitteln versetzt werden
mussten, um nach mehr oder weniger langer Lagerung bei ca. 5 °C Kristalle zu erhalten.

In vielen Fallen war es nicht méglich, aus der zahen, 6ligen Mutterlauge Substanz zu

kristallisieren.

5.3.2.1 Synthese von 1-Allyl-4-hydroxy-1',2'5",6'-tetrahydro-[2,2';6',2"]ter-
pyridin-3',5'-dicarbonsaurediethylester (5a)

Synthesestrategie: 2 AnsatzgroRe: 20 mmol
Summenformel: Co4H27N30s Ausbeute: 8.3 9 (85 %)
M;: 437.5 g/mol Aussehen: weildes Pulver
Mp: 152 °C

IR-Daten [cm™]: 2978; 2366; 1734; 1649; 1627; 1597; 1469; 1411; 1372; 1304; 1253;
1218; 1176; 1065; 1018; 938; 838; 808
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

1.06 (t, 3H, COOCH,CHj3); 1.06 (t, 3H, COOCH,CHj3); 2.86 (d, 2H, N-CH,CH=CH));
3.86 (d, 1H, % = 9.9, H5); 4.06 — 4.25 (m, 4H, COOCH,CHs); 4.32 (d, 1H,3J = 9.9, H6;
477 (s, 1H, H2); 5.14 — 5.20 (m, 2H, N-CH,CH=CHy,); 5.65 — 5.75 (m, 1H, N-
CH,CH=CH,); 7.19 (d, 2H, 3J = 5.8, H2”’/ H6’); 7.37 (d, 2H, *J = 6.1, H2’/ H6’); 8.54
(d, 2H,3J = 6.1, H3’/ H5’); 8.61 (d, 2H, % = 5.8, H3’’/ H5”"); 12.52 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

14.0, 14.1 (2x OCH,CHs); 46.0 (C5); 50.1 (N-CH,CH=CH,); 57.5 (C6 und C2); 61.3,
62.2 (COOCH,CHs); 97.8 (C3); 118.8 (N-CH,CH=CH,); 123.1 (C2/ C6); 124.1 (C2>’/
C6); 135.6 (N-CH,CH=CHy); 147.3 (C1°?); 149.9 (C3’/ C5); 150.2 (C3’/ C5°); 151.0
(C1%); 167.5 (C4); 169.9, 171.2 (C=0)

5.3.2.2 Synthese von 1-Cyclopropyl-4-hydroxy-2,6-bis-(3-nitro-phenyl)-
1,2,3,6-tetrahydropyridin-3,5-dicarbonsaurediethylester (5b)

Synthesestrategie: 2 AnsatzgréRe: 20 mmol
Summenformel: CoeH27N30g Ausbeute: 6.3 g (60 %)

M;: 525.5 g/mol Aussehen: gelbliches Pulver
Mp: 122 °C

IR-Daten [cm™]: 3648; 2989; 1731; 1652; 1623; 1525; 1348; 1250; 1181; 1016; 808; 734
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

-0.02 - 0.07 (m, 2H, N-CH(CH,),); 0.26 - 0.39 (m, 2H, N-CH(CH,),); 1.03 (t, 3H, %J =
7.1, COOCH,CH3); 1.19 (t, 3H, %] = 7.1, COOCH,CHs); 1.74 (m, 1H, N-CH(CHy)y);
4.03 - 4.23 (m, 5H, COOCH,CHj3 und H5); 4.47 (d, 1H, *J = 8.6, H6); 4.84 (s, 1H, H2);
7.45-7.57 (m, 3H, H5’/ H5’’, H6’); 7.76 (d, 1H, H6*); 8.13-8.19 (m, 3H, H4’/ H4”’,
H2); 8.26 (s, 1H, H2”?); 12.51 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

8.2, 9.1 (N-CH(CH,),); 14.0, 14.1 (2x OCH,CHs); 32.4 (N-CH(CH,)); 48.0 (C5); 60.1
(C6); 61.2 (COOCH,CHs); 62.1 (C2); 62.2 (COOCH,CHs); 99.7 (C3); 122.7, 123.3
(C4’/ C4°); 123.6, 124.2 (C2°/ C2°°); 129.1, 129.4 (C5°/ C5°°); 139.6 (C6’/ C6°’); 139.6
(C1”’); 143.9 (C1°); 148.2, 148.3 (C3’, C3”°); 167.1 (C4); 169.5, 170.7 (C=0)

5.3.2.3 Synthese von 4-Hydroxy-1-(4-chlorbenzyl)-2,6-bis-(4-nitro-phenyl)-
1,2,3,6-tetrahydropyridin-3,5-dicarbonsaurediethylester (5c¢)

Bei der Synthese von Verbindung 5¢ wurde ein Gemisch aus trans- und cis-Enol isoliert.

Das Verhaltnis betragt ca. 3:1.

H3C/\
NO,
Synthesestrategie:  3-A AnsatzgréRe: 15 mmol
Summenformel: C3oH2sN4011 Ausbeute: 4.8 g (52 %)
M;: 620.6 g/mol Aussehen: weille Kristalle
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Mp: 149-151 °C
IR-Daten [cm™]: 2978; 1736; 1655; 1622; 1518; 1456; 1346; 1238; 1220; 1135; 1090;
1018; 831, 722

trans-Enol:

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

1.01 (t, 3H, 3J =7.1, COOCH,CHs3); 1.26 (t, 3H, *J = 7.1, COOCH,CHs); 3.48 (d, 1H, %J
= 14.1, N-CHp-Aryl); 3.57 (d, 1H, 2J = 14.1, N-CH,-Aryl); 4.00 (d, 1H, %J = 9.0, H5);
4.00 — 4.19 (m, 2H, COOCH,CH); 4.25 (qd, 2H, 3 = 7.1, COOCH,CHs); 4.51 (d, 1H, *J
= 9.0, H6); 4.65 (s, 1H, H2); 7.39 (d, 2H, 3J = 8.6, H2b/ 6b); 7.57 (d, 1H, *J = 7.9, H5”’);
7.58 (t, 1H, %1 =7.9, H5%); 7.64 (d, 1H, %1 = 7.8, H6°*); 7.73 (d, 1H, %1 = 7.7, H6’); 8.15 —
8.22 (m, 4H, H4>/ H4’, H2’/ H2”’); 8.22 (d, 2H, *J = 8.7, H3b/ 5b); 12.60 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

14.1, 14.1 (2x OCH,CHpg); 47.0 (C5); 51.1 (N-CH,-Aryl); 61.5, 62.6 (COOCH,CHy3);
58.0 (C6); 58.7 (C2); 98.2 (C3); 122.9, 123.1 (C4>’/ C4%); 123.7, 123.9 (C2>’/ C2*?);
124.1 (C3b/ C5b) 129.4 (C2b/ C6b); 129.5 (C5”’); 130.2 (C5%); 134.5 (C6”); 135.0
(C6%); 139.8 (C1”); 143.5 (C1°); 145.6 (C3”?); 147.9 (C4b); 148.5 (Clb); 148.6 (C3);
167.2 (C4); 169.4, 170.1 (C=0)

cis-Enol:

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

1.01 —1.10 (t, 6H, COOCH,CHs); 3.67 (d, 1H, %J = 15.5, N-CHo-Aryl); 3.83 (d, 1H, 2 =
15.5, N-CHx-Aryl); ca. 4.08"" (durch Multiplett der COOCH,CHs-Gruppe verdeckt, 1H,
H5); 4.05 — 4.18 (verdeckt, m, 4H, COOCH,CHs); 4.46 (d, 1H, %] = 9.6, H6); 4.78 (d,
1H, ®Jo 15 = 1.6, H2): 6.85 (d, 2H, 3J = 8.7, H2b/ 6b); 7.34 (t, 1H, %) = 7.9, H5”’); 7.44
(t, 1H, %) = 7.9, H5°): 7.56 — 7.60 (H6”’, verdeckt), 7.69 (d, 1H, 3] = 7.8, H6"); 7.83 (d,

V! durch HMQC-Spektrum gesichert
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2H, 3J = 8.7, H3b/ 5b); 8.00 - 8.05 (m, 2H) und 8.07 — 8.12 (m, 2H) (H4>’/ H4’ und
H2’’/ H2?); 12.42 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

13.9 (2x OCH,CHj3); 54.1 (C5); 57.1 (N-CH,-Aryl); 61.5, 61.9 (2x COOCH,CH3); 64.3
(C2); 65.8 (C6); 101.1 (C3); 122.7 (C4>*); 123.2 (C3b/ C5b); 123.8 (C4°); 124.2, 124.6
(€2 C2”); 128.6 (C2b/ C6b); 129.2 (C5%); 129.6 (C5’); 135.2 (C6*’/ C6%); 140.3
(C12); 1455 (C1’); 146.1 (C3”’); 146.8 (C4b); 147.9 (Clb); 148.2 (C3’); 166.2 (C4);
167.9, 170.0 (C=0)

5.3.2.4 Synthese von 1-(3-Hydroxypropyl)-4-hydroxy-2,6-bis-(4-nitro-
phenyl)-1,2,3,6-tetrahydropyridin-3,5-dicarbonsaurediethylester (5d)

Die Verbindung 5c¢ wurde als Hydrochlorid isoliert, da die freie Base in verschiedenen

Losungsmitteln nicht auskristallisierte.

OH *HCI
Synthesestrategie:  3-D AnsatzgréRe: 15 mmol
Summenformel: Co6H29N3019 *HCI Ausbeute: 3.6 9 (41 %)
M;: 580.0 g/mol Aussehen: beiges Pulver

Mp: 152 °C
IR-Daten [cm™]: 3622; 2986; 1740; 1651; 1620; 1588; 1512; 1445; 1356; 1249; 1210;
1155; 1048; 1009; 921, 840; 801
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

1.00 (t, 3H, COOCH,CHs); 1.09 (t, 3H, COOCH,CH); 1.48 (quin, 2H, N-CH,CH,CH,-
OH); 2.29 - 2.36 (quin, 1H, N-CH,CH,CH,-OH); 2.39 - 2.45 (quin, 1H, N-CH,CH,CH,-
OH); 3.08 - 3.12 (sex, 1H, N-CH,CH,CH,-OH); 3.21 - 3.27 (sex, 1H, N-CH,CH,CH,-
OH); 4.02 - 4.19 (m, 4H, COOCH,CHs); 4.25 (d, 1H, %] = 9.6, H5); 4.30 (d, 1H, 3J = 9.6,
H6); 4.89 (s, 1H, H2); 6.25 (br, 3H, RsN"-H); 7.48 (d, 2H, °J = 8.6, H2"*/ H6"); 7.68 (d,
2H, 3J = 8.6, H2’/ H6’); 8.18 (d, 2H, 3J = 8.8, H3’’/ H5’*); 8.29 (d, 2H, %J = 8.8, H3’/
H5); 12.31 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

13.7, 13.8 (2x OCH,CHs); 31.3 (N-CH,CH,CH,-OH); 43.6 (N-CH,CH,CH,-OH); 45.3
(C5); 58.1 (C6); 58.5 (N-CH,CH,CH,-OH); 58.5 (C2); 60.9, 61.4 (COOCH,CHj); 97.9
(C3); 123.3, 123.4 (C3”’/ C5”, C3’/ C5°); 129.5 (C2>’/ C6’); 129.9 (C2°/ C6’); 146.8
(C1”°, C1°); 147.0 (C4’, C4’’); 166.8 (C4); 169.6, 170.3 (C=0)

5.3.2.5 Synthese von 1-Cyclopropyl-4-hydroxy-2,6-bis-(4-nitro-phenyl)-
1,2,3,6-tetrahydropyridin-3,5-dicarbonsaurediethylester (5e)

Synthesestrategie: 2 AnsatzgroRe: 20 mmol
Summenformel: CoeH27N30g Ausbeute: 3.2 (30 %)

M:;: 525.5 g/mol Aussehen: hellgelbes Pulver
Mp: 158 °C

IR-Daten [cm™]: 2996; 1740; 1644; 1603; 1515; 1342; 1248; 1227; 1155; 1012; 839;
754; 696
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

-0.09 - -0.05 (m, 1H, N-CH(CH>)); -0.04 — 0.12 (m, 1H, N-CH(CH,),); 0.27 — 0.36 (m,
2H, N-CH(CH,),); 1.03 (t, 3H, COOCH,CHs); 1.18 (t, 3H, COOCH,CHs); 1.77 (quin,
1H, N-CH(CHy)y); 4.03 — 4.19 (m, 4H, COOCH,CHj); 4.15 (d, 1H, 3J = 8.8, H5); 4.43
(d, 1H, %1 = 8.8, H6); 4.80 (s, 1H, H2): 7.36 (d, 2H, %1 = 8.8, H2”’/ H6”*); 7.57 (d, 2H, %J
= 8.6, H2’/ H6’); 8.14 (d, 2H, %] = 8.8, H3’’/ H5”); 8.22 (d, 2H, *J = 8.6, H3’/ H5’);
12.51 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

8.4, 9.0 (N-CH(CH,),); 14.0, 14.2 (2x OCH,CHjs); 32.4 (N-CH(CH,),); 47.5 (C5); 60.1
(C6); 61.3, 62.1 (COOCH,CHs); 62.1 (C2); 99.7 (C3); 123.3, 123.4 (C3’’/ C5”, C3’/
C5%); 129.8 (C22°/ C6?); 130.0 (C2°/ C6°); 144.8 (C1”°); 147.5, 147.7 (C4>, C4>*); 149.3
(C1%); 167.2 (C4); 169.6, 170.8 (C=0)

5.3.2.6 Synthese von 4-Hydroxy-1-(4-methoxy-benzyl)-2,6-bis-(4-nitro-
phenyl)-1,2,3,6-tetrahydropyridin-3,5-dicarbonsaurediethylester (5f)

OMe
Synthesestrategie: 2 AnsatzgréRe: 15 mmol
Summenformel: C31H31N3019 Ausbeute: 3.29 (36 %)
M;: 605.6 g/mol Aussehen: gelbes Pulver

M, 169 °C
IR-Daten [cm™]: 3649; 2960; 1731; 1653; 1609; 1511; 1441; 1375; 1345; 1320; 1235;
1213; 1176; 1157; 1097; 1036; 825; 739
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

1.03 (t, 3H, COOCH,CHs); 1.09 (t, 3H, COOCH,CHj); 3.44 (d, 1H, %] = 14.6, N-CH,-
Aryl); 3.60 (d, 1H, 2J = 14.6, N-CH,-Aryl); 3.71 (s, 3H, OCHs); 3.90 (dd, 1H, %1 = 9.6,
*Jnzms = 1.8, H5); 3.96 — 4.09 (m, 4H, COOCH,CHy); 4.44 (d, 1H, 3J = 9.6, H6); 4.84 (s,
1H, *Jpams = 1.8, H2); 6.62 (d, 2H, ] = 8.6, H3b/ 5b); 6.70 (d, 2H, J = 8.6, H2b/ 6b);
7.45 (d, 2H, *J = 8.8, H2”’/ H6”’): 7.50 (d, 2H, ] = 8.8, H2’/ H6’); 8.08 (d, 4H, %1 = 8.8,
H3>/ H5”’, H3’/ H5°); 12.38 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

14.0, 14.1 (2x OCH,CHs); 54.7 (C5); 55.4 (OCHs); 55.6 (N-CHp-Aryl); 61.3, 61.4
(COOCH,CHj3); 61.7 (C2); 64.6 (C6); 101.2 (C3); 113.7 (C3b/ C5b); 123.1, 123.6
(C3”°/ C5°°, C3°/ C5°); 128.9 (Clb); 129.8 (C2°’/ C6°’); 130.1 (C2’/ C6); 130.2 (C2b/
C6b); 146.7, 147.0 (C4’, C4”’); 147.9 (C1”); 151.7 (CI’); 159.1 (C4b); 166.0 (C4);
169.1, 170.1 (C=0)

5.3.2.7 Synthese von 4-Hydroxy-1-(4-chlorbenzyl)-2,6-bis-(4-nitro-phenyl)-
1,2,3,6-tetrahydropyridin-3,5-dicarbonsaurediethylester (59)

Cl
Synthesestrategie: 3-B AnsatzgroRe: 15 mmol
Summenformel: C3oH25CIN3Oq Ausbeute: 6.5 g (71 %)
M;: 610.0 g/mol Aussehen:  gelbe Kristalle

M,: 192 °C

198



EXPERIMENTELLER TEIL

IR-Daten [cm™]: 2986; 1741; 1729; 1654; 1623; 1514; 1488; 1344; 1241; 1092; 1063;
1014; 840; 701

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

1.05 (t, 3H, COOCH,CHs); 1.10 (t, 3H, COOCH,CHj); 3.50 (d, 1H, %] = 15.4, N-CH,-
Aryl); 3.65 (d, 1H, 2J = 15.4, N-CH,-Aryl); 3.95 (dd, 1H, *J = 9.9, *Jyzms = 1.5, H5);
3.98 — 4.11 (m, 4H, COOCH,CH); 4.47 (d, 1H, 3J = 9.9, H6); 4.82 (d, 1H, *Jyzms = 1.5,
H2); 6.72 (d, 2H, 33 = 8.3, H3b/ 5b); 7.06 (d, 2H, 3J = 8.3, H2b/ 6b); 7.47 (d, 2H, 3J =
8.7, H2”’/ H6”’); 7.50 (d, 2H, %3 = 8.7, H2’/ H6’); 8.10 (d, 2H, %1 = 8.7, H3’’/ H5”); 8.12
(d, 2H, %1 =8.7, H3’/ H5’); 12.41 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

14.0, 14.0 (2x OCH,CHs); 54.6 (C5); 55.8 (N-CH,-Aryl); 61.4, 61.8 (COOCH,CHy);
62.1 (C2); 64.9 (C6); 101.1 (C3); 123.2, 123.7 (C3”’/ C5”, C3’/ C5°); 128.3 (C2b/
C6b); 129.9 (C2>’/ C6°’); 130.0 (C2°/ C6’); 130.1 (C3b/ C5b); 133.2 (C4b); 135.9
(Clb); 146.2 (C1”’); 147.1 (C4’); 147.9 (C4”’); 151.3 (C1°); 166.0 (C4); 167.9, 170.0
(C=0)

5.3.3 Synthese der 2,6-Diaryl-4-hydroxytetrahydropyridin-3,5-di-
carbonsaure-di-tert-butylester 6

5.3.3.1 4-Hydroxy-2,6-diphenyl-1-propyl-1,2,3,6-tetrahydro-pyridin-3,5-di-
carbonsaure-di-tert-butylester (6a)

Die Verbindung 140 wurde als Gemisch der cis-Keton- und trans-Enolform erhalten.
Dabei Gberwiegt das Enolisomer bei einem Keto-Enol-Verhaltnis von 1:4.
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CH,
Synthesestrategie:  3-A AnsatzgréRe: 10 mmol
Summenformel: C3oH39NOs Ausbeute: 1.6 g (32 %)

M;: 493.7 g/mol Aussehen:  farblose Kristalle
Mp: 121-123 °C

IR-Daten [cm™]: 2976; 1719; 1645; 1621; 1449; 1370; 1306; 1252; 1145; 1113; 1060;
1029; 831; 746; 697

trans-Enol:

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.72 (t, 3H, N(CH3),CHs); 1.30 (s, 9H, COOC(CHa)s); 1.45 (s, 9H, COOC(CHa)s); 1.47
— 1.50 (g, 2H, NCH,CH,CHa); 2.16 — 2.23 (m, 1H, NCH,C,Hs); 2.30 — 2.37 (m, 1H,
NCH,C;Hs); 3.82 (d, 1H, *J = 10.4, H5); 4.38 (d, 1H, *J = 10.4, H6); 4.73 (s, 1H, H2);
7.20-7.50 (M, 10H, Hpenzy1); 12.58 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

11.7 (N(CH,);CHs); 21.7 (NCH,CH,CHs); 27.9, 28.1 (COOC(CHs)s); 47.9
(NCH,C,Hs); 48.1 (C5); 58.4 (C6); 59.2 (C2); 81.8, 81.9 (COOC(CHs)s); 100.0 (C3);
127.4 (C4’/ C4»); 127.7 (C2°°/ C6°); 128.0 (C2’/ C6°); 128.6 (C3*’/ C5); 129.3 (C3’/
C5°); 139.3 (C1’); 142.6 (C1’); 167.6 (C4); 169.9, 171.7 (C=0)

cis-Keton:

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.31 (t, 3H, N(CH,),CH3); 123 — 125 (m, 2H, NCH,CH,CHs); 1.25 (s, 9H,
COOC(CHa)s); 2.16 — 2.21 (m, 2H, NCH,C,Hs); 3.75 (d, 1H, *J = 10.9, H3/ H5); 4.30
(d, 2H, 3= 10.9, H2/ H6); 7.20-7.50 (M, 10H, Henzy1)
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BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

11.4 (N(CH2)2CHs); 14.3 (NCH,CH,CHs); 27.8 (COOC(CHs)3); 50.4 (NCH,C;Hs); 65.5
(C3/ C5); 66.9 (C2/ C6); 81.8 (COOC(CHs)s); 126.8 (C4°); 128.2 (C2’/ C6’); 128.5
(C3’/ C5°); 139.7 (C1°); 166.3 (2x C=0); 198.6 (C4)

5.3.3.2 Synthese von 1-Allyl-4-hydroxy-2,6-bis-(3-nitro-phenyl)-1,2,3,6-tetra-
hydropyridin-3,5-dicarbonsaure-di-tert-butylester (6b)

>LOOHO)<
(@) (@]
(T TC
NozﬁN

O,

Synthesestrategie: 2 AnsatzgréRe: 20 mmol
Summenformel: C3oH35N30g Ausbeute: 2.3 9 (20 %)
M;: 581.6 g/mol Aussehen:  weilles Pulver
My: 132 °C

IR-Daten [cm™]: 2955; 1728; 1665; 1623; 1520; 1445; 1372; 1336; 1254; 1145; 1076;
1030; 832; 744; 690

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

1.29 (s, 9H, COOC(CHs)3); 1.43 (s, 9H, COOC(CHg)s); 2.84 — 2.94 (m, 1H,
NCH,CH=CH,); 3.82 (dd, 1H, *J = 9.8, *J = 0.7, H5); 4.40 (d, 1H, %) = 9.8, H6); 4.81 (s,
1H, H2); 5.16 — 5.23 (m, 2H, NCH,CH=CH,); 5.69 — 5.79 (m, 1H, NCH,CH=CHy); 7.49
(t, 1H, H5°*); 7.56 (t, 1H, H5); 7.60 (d, 1H, H6) 7.85 (d, 1H, H6°’); 8.13 (d, 1H, H4*);
8.14 (d, 1H, H4’); 8.23 (s, 1H, H2°/ H2’); 8.31 (s, 1H, H2’/ H2"*); 12.66 (s, 1H, OH)

B3C-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

27.9, 28.1 (COOC(CH3)s); 47.4 (C5): 50.2 (NCH,CH=CH,): 57.7 (C6); 58.2 (C2); 83.0,
83.2 (COOC(CHs)s); 98.8 (C3); 118.9 (NCH,CH=CH,); 122.5 (C2); 122.6 (C2>):;
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123.1 (C4); 124.1 (C4**); 129.2 (C5’); 129.6 (C5°?); 134.9 (C6’); 134.9 (C6>): 135.7
(NCH,CH=CH,); 140.1 (CL’); 144.9 (C1»); 148.4 (C3’/ C3°*); 167.6 (C4); 169.2, 170.9
(C=0)

5.3.3.3 Synthese von 1-Cyclopropyl-4-hydroxy-2,6-bis-(3-nitro-phenyl)-
1,2,3,6-tetrahydro-pyridin-3,5-dicarbonsauredi-tert-butylester (6c)

Synthesestrategie: 2 AnsatzgréRe: 20 mmol
Summenformel: C3oH35N30g Ausbeute: 3.79 (32 %)
M;: 581.6 g/mol Aussehen: beiges Pulver
Mp: 179 °C

IR-Daten [cm™]: 3648; 2945; 1725; 1671; 1653; 1624; 1523; 1456; 1368; 1348; 1336;
1269; 1253; 1144; 1084; 1032; 831; 686

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

-0.25 (m, 1H, NCH(CH,)); -0.15 (m, 1H, NCH(CH>)); 0.11 (m, 2H, NCH(CH>),); 1.04
(s, 9H, COOC(CHjz)3); 1.15 (s, 9H, COOC(CHa)); 1.54 (m, 1H, NCH(CH,),); 3.76 (d,
1H, J=8.8, H5); 4.19 (d, 1H,3J = 8.8, H6); 4.52 (s, 1H, H2); 7.24-7.34 (m, 3H, H5’/
H5”, H6’); 7.57 (d, 1H, H6*); 7.92-8.01 (m, 4H, H4’/ H4>’, H2’/ H2”’); 12.43 (s, 1H,
OH)

B3C-NMR (CDCls, 5 [ppm]):
8.2 (NCH(CHy>),); 8.9 (NCH(CH,),); 27.9, 28.1 (COOC(CHz3)3); 32.3 (NCH(CH,),); 48.7
(C5); 60.2 (C6); 62.5 (C2); 82.8, 82.9 (COOC(CHa)s); 100.4 (C3); 122.5 (C4’); 123.1
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(C4>): 1235 (C22); 124.2 (C2°%): 129.1 (C5’); 129.2 (C5”’); 135.0 (C6°); 135.5 (C6”);
140.0 (C1); 144.6 (C1”); 148.1 (C3°); 148.2 (C3*); 167.2 (C4); 168.9, 170.5 (C=0)

5.3.3.4 Synthese von 1-Cyclopropyl-4-hydroxy-2,6-bis-(4-nitro-phenyl)-
1,2,3,6-tetrahydro-pyridin-3,5-dicarbonséaure-di-tert-butylester (6d)

Bei Verbindung 6d erh&lt man im NMR-Spektrum einen doppelten enolischen Signalsatz
(cis-trans-Enol), sowie einen halben Signalsatz fir das cis-Keton. Die Menge des Ketons
nahm bei weiteren Messungen ab. Daflr entstand umso mehr cis-Enol. Die 2. Messung
wurde 2 d nach der 1. vorgenommen.

(Verhéltnis trans-Enol : cis-Enol : cis-Keton = 1 : 0.67 : 0.24 [1.Messung] = 1:0.72:
0.1 [2. Messung])

—

-

O,N

Synthesestrategie:  3-A AnsatzgréRe: 10 mmol
Summenformel: C30H35N30g Ausbeute: 3.7 g (64 %)
M;: 581.6 g/mol Aussehen:  weiles Pulver
Mp: 201-204 °C

IR-Daten [cm'l]: 3552; 2967; 1739; 1661; 1630; 1526; 1452; 1411; 1362; 1332; 1248;
1203; 1150; 1119; 1065; 1034:; 840; 828; 752; 715; 693

trans-Enol:
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

-0.20 — 0.12 (m, 2H, NCH(CH,),); 0.25 — 0.36 (m, 2H, NCH(CHy),); 1.25 (s, 9H,
COOC(CHa)s); 1.35 (s, 9H, COOC(CHa)3); 1.73 (m, 1H, NCH(CH,),); 3.96 (d, 1H, %1 =
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9.0, H5); 4.37 (d, 1H, 3J = 9.0, H6); 4.70 (s, 1H, H2); 7.37 (d, 2H, *J = 8.7, H2”’/H6”");
7.57 (d, 2H, 3J = 8.7, H2’/H6’); 8.14 (d, 2H, %] = 8.8, H3”’/H5”’); 8.22 (d, 2H, 3J = 8.7,
H3/H5°); 12.62 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

8.3 (NCH(CHb.),); 9.3 (NCH(CH.),); 28.0, 28.1 (COOC(CHjs)s3); 32.6 (NCH(CH,),); 48.7
(C5); 60.4, 62.5 (C6/C2); 82.9, 83.1 (COOC(CHs)s); 100.4 (C3); 123.2 (C3’’/ C5°);
123.3 (C3’/ C5°); 130.0 (C2°°/ C6°’); 130.1 (C2/ C6°); 145.1, 147.7, 149.6, 151.6 (C1’/
C1”’, C4’/C4’%); 167.1 (C4); 168.8, 170.6 (C=0)

cis-Enol:

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

-0.20 — 0.12 (m, 2H, NCH(CH,),); 0.25 — 0.36 (m, 2H, NCH(CH),); 1.23 (s, 9H,
COOC(CHa)s); 1.29 (s, 9H, COOC(CH3)s); 2.01 (m, 1H, NCH(CH,),); 3.85 (dd, 1H, %] =
7.5,°) = 1.3, H5); 4.45 (d, 1H, 31 = 7.5, H6); 4.76 (d, 1H, °J = 1.3, H2); 7.27 (d, 2H, 3J =
8.6, H2’/H6”’); 7.42 (d, 2H, %J = 8.7, H2°/H6°); 7.99 (d, 2H, %J = 8.8, H3”’/H5"’); 8.07
(d, 2H, %1 = 8.7, H3’/H5’); 12.62 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

8.1 (NCH(CH,),); 9.2 (NCH(CH,),); 27.8, 27.9 (COOC(CHs)3); 37.9 (NCH(CHy>),); 52.2
(C5); 64.2, 65.5 (C6/C2); 82.7, 83.3 (COOC(CHs)s); 101.7 (C3); 123.2 (C3*’/ C5°);
123.3 (C3’/ C5°); 130.0 (C2”’/ C6°’); 130.1 (C2’/ C6’); 146.7, 147.4, 150.4, 151.7 ( C1’/
C1”, C4’/C4>’); 167.6 (C4); 167.7, 167.9 (C=0)

cis-Keton:

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

-0.20 — 0.36 (m (verdeckt), 4H, NCH(CH,),); 1.24 (s, 18H, COOC(CHz3)3); 1.85 (quin,
1H, NCH(CH,),); 3.85 (d (verdeckt), 2H, H3/H5); 4.41 (d, 2H, %) = 11.2, H2/H6); 7.61
(d, 4H, %1 =8.7, H2’/H6’ , H2°’/H6”*); 8.21 (d, 4H, % = 8.8, H3’/H5”, H3’/H5")
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Die Starke der Signale des cis-Ketons im ‘*C-Spektrum war so gering, dass es nicht
komplett ausgewertet werden konnte. Nur die Signale fir C3/C5 bei 62.9 ppm sowie fir

C2/C6 bei 70.4 ppm lassen sich schwach erkennen.

5.4 Synthese der 4-Hydroxytetrahydropyridin-2,6-diaryl-

piperidinmonoester 7

Allgemeine Synthesevorschrift (modifiziert nach'**%?):

10 bis 20 g (69 bis 138 mmol) Acetondicarbonsdure wird in eine auf ca. 0 °C gekdihlte
Mischung aus Acetanhydrid (25 ml) und konzentrierter Essigsdure (30 ml) suspendiert
und 3 h bei unter 10 °C gerihrt. Der entstandene beige Feststoff wird filtriert und mit
Eisessig sowie Diethylether gewaschen. Nach Trocknung des Produktes wird es unter
Argonatmosphére bei ca. — 7 °C gelagert. (2,4,6-Trioxotetrahydropyran®>°, Ausbeute:
75%)

10 bis 20 mmol 2,4,6-Trioxotetrahydropyran werden bei Raumtemperatur je nach
gewlinschter Veresterung mit dem entsprechenden wasserfreien Lésungsmittel (Methanol
oder Ethanol abs.) versetzt und ca. 1 Stunde bei Raumtemperatur geriihrt, um den
Acetondicarbonsduremonoester zu erhalten. Der Reaktionsansatz wird auf eine
Temperatur von -20 bis -35 °C abgekihlt und 20 bis 40 mmol des entsprechenden
Aldehyds sowie 10 bis 20 mmol der Aminkomponente simultan tber einen Zeitraum von
ca. 1 h langsam zugetropft. Bei Verwendung der Nitrobenzaldehyde werden diese vorher
in 15 ml THF abs. gelost. Alle anderen Komponenten werden in 10 bis 12 ml
absolutierten MeOH oder EtOH in Losung gebracht.

Nach dem Zutropfen rihrt man fir 2 weitere Stunden bei -10 bis -20 °C. AnschlielRend
wird fur 1 bis 2 h bei Raumtemperatur weitergerthrt. Die Losung wird fir mehrere Tage
bei 5 °C bzw. -10 °C gelagert, bis ein Feststoff ausfallt. Dieser wird abfiltriert und mit
MeOH gewaschen. Bildet sich kein Niederschlag wird das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt und das entstandene Ol mit verschiedenen Losungsmitteln (Toluol, Cyclohexan,

Diethylether) versetzt und bei 5 °C gelagert, um eine Kristallisation zu erreichen.
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5.4.1 1'-Benzyl-4'-hydroxy-1',2',5',6'-tetrahydro-[2,2";6',2"|terpyridin-
3'-carbonséauremethylester (7a)

Kristallisation aus: ~ Methanol AnsatzgroRe: 10 mmol
Summenformel: Ca4H23N303 Ausbeute: 2.5 g (63 %) (Lit. 53%)
M;: 401.5 g/mol Aussehen: weiles Pulver

Mp: 165 °C (Lit. 163-164 °C)*#

Verbindung 7a wurde als Gemisch aus trans-Keton und trans-Enol isoliert; das Keto-

Enolverhdltnis betragt ca. 1:3. Die spektroskopischen Daten entsprechen den in der

Literatur beschriebenen. 122114128

5.4.2 1-Cyclopropyl-4-hydroxy-2,6-bis-(3-nitrophenyl)-1,2,5,6-tetra-
hydropyridin-3-carbonséauremethylester (7b)

Kristallisation aus: ~ Methanol AnsatzgréRe: 20 mmol
Summenformel: C22H21N30; Ausbeute: 3.2 g (36 %)
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M;: 439.4 g/mol Aussehen: beiges Pulver

Mo: 183 °C

IR-Daten [cm'l]: 2979; 1730; 1663; 1626; 1603; 1521; 1458; 1393; 1340; 1287; 1246;
1149; 1109; 1057; 1031; 831; 760; 715

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.46 — 0.72 (m, 4H, NCH(CH,)); 2.40 — 2.46 (m, 1H, NCH(CH,),); 2.86 (dd, %J = 18.5,
33 = 4.0, 1H, H5%); 3.04 (dd, 1H, %) = 18.5, *J = 5.9, H5"); 3.60 (t, 3H, OCHs); 4.36 (dd,
1H,3)=4.1,%1=5.8, H6); 4.92 (s, 1H, H2); 7.28 (d, 1H, H5’); 7.37 (d, 1H, H5”"); 7.53 —
7.57 (m, 2H, H6’/H6>); 7.71 — 7.78 (m, 4H, H2’/ H2>’ und H4’/H4”’); 12.53 (s, 1H,
OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

8.9, 9.0 (NCH(CHy,),); 28.7 (C5); 38.7 (NCH(CH,),); 51.7 (OCHs); 59.6 (C6); 61.3
(C2); 98.0 (C3); 121.3 (C6°); 122.0 (C6’); 122.8 (C4?); 123.9 (C4”’); 128.3 (C5°); 128.8
(C5°%); 133.7 (C2); 134.4 (C2°°); 142.6 (C3’); 145.1 (C3”’); 147.5 (C1’); 147.9 (C1”");
170.9 (C4); 171.3 (C=0)

5.4.3 1-Cyclopropyl-4-hydroxy-2,6-bis-(3-nitrophenyl)-1,2,5,6-tetra-
hydropyridin-3-carbonsaureethylester (7c)

Kristallisation aus: ~ Methanol AnsatzgréRe: 20 mmol
Summenformel: Ca3H23N30; Ausbeute: 2.8 g (31 %)
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M;: 453.5 g/mol Aussehen: beiges Pulver

Mo: 176 °C

IR-Daten [cm'l]: 2984; 1722; 1665; 1650; 1607; 1519; 1455; 1345; 1276; 1248; 1148,
1103; 1069; 856; 754; 721

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.38 - 0.66 (M, 4H, NCH(CH,),); 1.02 (t, 3H, OCH,CHs); 2.38 (quin, 1H, NCH(CHy)y);
2.90 (dd, 1H, %) = 18.4, %) = 4.3, H5%); 3.02 (dd, 1H, % = 18.4, 3J = 5.8, H5); 4.05 (dg,
2H, OCHy); 4.34 (t, 1H, H6); 4.88 (s, 1H, H2); 7.14 (t, 1H, H5’); 7.20 (t, 1H, H5""); 7.31
(d, 1H, H6°); 7.40 (d, 1H, H6”’); 7.62 (s, 1H, H2’); 7.77 (2x d, 2H, H4’/H4”*); 7.81 (s,
1H, H2?’); 12.56 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

8.8 (NCH(CH>)2); 9.1 (NCH(CH,).); 14.0 (OCH,CHj), 29.2 (C5); 38.7 (NCH(CH,)2);
59.7 (C6); 60.9 (OCH,CHj3); 61.5 (C2); 98.3 (C3); 121.1 (C6’); 122.1 (C6>’); 122.9
(C4”); 123.9 (C4>); 128.1 (C5%); 128.8 (C5”°); 133.7 (C2%); 134.4 (C2”); 143.0 (C3?);
145.7 (C3”); 147.5 (C1?); 147.9 (C1°): 170.7 (C4); 170.9 (C=0)

5.4.4 1-Chlorbenzyl-4-hydroxy-2,6-bis-(3-nitro-phenyl)-1,2,5,6-tetra-
hydropyridin-3-carbonséaureethylester (7d)

Bei dem nach der oben beschriebenen Synthesestrategie erhaltenen, gelben Feststoff
handelte es sich nicht um das gewiinschte Produkt, sondern um die Ausgangssubstanz 3-
Nitrobenzaldehyd. Deshalb wird mit dem nach der Filtration erhaltenen Filtrat
weitergearbeitet. Das Filtrat wird solange mit eiskaltem Wasser versetzt, bis ein weilRer
Feststoff ausfallt. Dieser wird filtriert und mit kaltem Diethylether gewaschen. Man erhalt

Verbindung 7d in geringer Ausbeute.
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3 4p

cl
Kristallisation aus: ~ Ethanol AnsatzgroRe: 15 mmol
Summenformel: C27H24CIN3O4 Ausbeute: 0.9 g (11 %)
M;: 538.0 g/mol Aussehen:  weiles Pulver

M,: 174 °C
IR-Daten [cm™]: 2964; 1738; 1660; 1645; 1608; 1520; 1461; 1422; 1341; 1269; 1239;
1151; 1110; 1052; 858; 821; 763; 731

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.96 (t, 3H, 3J = 7.1, OCH,CHs); 2.75 (dd, 1H, °J = 18.0, %] = 4.9, H5 [eq]); 2.93 (dd,
1H,23 =18.0, %) = 11.8, H5" [axial]); 3.36 (s, 2H, CH,-Aryl); 3.92 — 4.34 (m, 3H, OCH,
und H6); 4.66 (s, 1H, H2); 7.20 — 7.32 (m, 4H, H3b/5b und H2b/6b); 7.32 — 7.63 (m,
4H, H5’/ H5”’ und H6’/ H6’’); 8.04 — 8.10 (m, 2H, H4’/ H4”’): 8.21 (s, 1H, H2”’); 8.23
(s, 1H, H2?); 12.61 (s, 1H, OH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

14.2 (CHs), 28.1 (C5); 49.7 (CH.-Aryl); 53.0 (OCH,); 57.5 (C6); 61.0 (C2); 96.2 (C3);
122.1 (C4’); 122.6 (C4”); 123.0 (C2?); 123.2 (C2); 128.9 (C2b); 129.5 (C3b); 129.8
(C5°); 130.4 (C5°’); 133.2 (C4b); 133.6, 133.7 (C6°/_C6”’); 137.8 (Clb); 142.3 (CL’);
145.0 (C1’); 148.4 (C3’); 148.6 (C3”’); 169.1 (C4); 171.7 (C=0)

209



EXPERIMENTELLER TEIL

5.5 Synthese der 4-Hydroxytetrahydropyridin-2,6-dialkyl-
piperidin-3-monocarbon-saureester 8

5.5.1 Synthese von 1-(4-Chlorbenzyl)-2,6-diethyl-4-hydroxy-1,2,5,6-
tetrahydropyridin-3-carbonsauremethylester 8a

6b cl
5b
Kristallisation aus: ~ Methanol AnsatzgréRe: 20 mmol
Summenformel: C18H24CINO; Ausbeute: 0.85 g (13 %)
M;: 337.9 g/mol Aussehen: beiges Pulver

Mp: 129 °C
IR-Daten [cm™]: 2958; 1645; 1606; 1489; 1438; 1348; 1314; 1262; 1213; 1194; 1049;
1015; 851; 830; 808; 764

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.81 (t, 3H, H2>*); 1.05 (t, 3H, H2’); 1.35 — 1.67 (m, 4H, H1’’/H1°); 2.10 (dd, 1H, %) =
18.4, %1 = 5.1, H5® [eq]); 2.20 (dd, 1H, %J = 18.4, %) = 11.6, H5" [axial]); 3.10 (m, 2H,
H2/H6); 3.14 (d, 1H, 2J = 13.9, CH.-Aryl); 3.72 (d, 1H, 4 = 13.9, CHy-Aryl); 3.69 (s,
3H, COOCHSa); 7.25 — 7.31 (dd, 4H, *J = 8.6, H3b/5b, H2b/6b); 12.21 (s, 1H, OH)

B3C-NMR (CDCls,  [ppm]):

11.2 (C2?); 11.6 (C2°%); 26.0 (C1%); 26.8 (C1”’); 30.1 (C5); 48.3 (CH,-Aryl); 51.4 (C6);
51.5 (C2); 56.8 (COOCHs); 100.0 (C3); 128.3 (C2b/C6b); 130.3 (C3b/C5b); 132.3
(C4b); 139.2 (C1b); 171.0 (C4); 173.0 (C=0)
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5.5.2 Synthese von 1-(4-Chlorbenzyl)-2,6-diethyl-4-hydroxy-1,2,5,6-
tetrahydropyridin-3-carbonsauremethylester 8b

6b cl
5b
Kristallisation aus: ~ Methanol AnsatzgroRe: 20 mmol
Summenformel: C19H26CINO3 Ausbeute: 0.6 g (8 %)
M;: 351.9 g/mol Aussehen: beiges Pulver

Mo 138 °C
IR-Daten [cm'l]: 2955; 1650; 1612; 1493; 1445; 1411; 1346; 1309; 1279; 1215; 1189;
1045; 1018; 881; 852; 827; 764

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

0.78 (t, 3H, H2”); 1.01 (t, 3H, H2’); 1.17 (t, 3H, COOCH,CHs); 1.35 — 1.62 (m, 4H,
H1>/H1°); 2.04 (dd, 1H, 2 = 17.4, 3) = 5.08, H5 [eq]); 2.11 (dd, 1H, 2 = 17.4, ) =
11.6, H5P [axial]); 2.93 - 3.01 (m, 1H, H6); 3.12 (dd, 1H, 2J = 3.6, °J = 10.4, H2); 3.04
(d, 1H, %) = 13.6, CH,-Aryl); 3.65 (d, 1H, 2J = 13.6, CH»-Aryl); 3.92 — 4.07 (m, 2H,
COOCH,CHj); 7.21 — 7.34 (m, 4H, H3b/5b, H2b/6b); 12.20 (s, 1H, OH)

B3C-NMR (CDCls,  [ppm]):

11.2 (C2?); 11.7 (C2°%); 26.2 (C1%); 27.0 (C1”’); 27.4 (C5); 48.2 (CH,-Aryl); 50.8 (C2);
57.5 (C6); 58.8 (COOCH;); 93.1 (C3); 128.1, 128.2 (C2b/C6b); 129.1, 130.3
(C3b/C5b); 133.2 (C4b); 139.6 (Clb); 170.9 (C4); 172.2 (C=0)
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5.6 Synthese der 4-Piperidinoxime 14 und 16

5.6.1 Synthese der 2,6-Dialkylpiperidinoximderivate 14

5.6.1.1 Synthese der Vorstufen 12 und 13

Vorschrift zur Synthese der 2,6-Dialkyl-4-0x0-3,5-dicarbonsduredimethylester 12

(modifiziert nach™**%°)

2.24 g (15 mmol) Aceton-1,3-dicarbonsauredimethylester und 30 mmol des aliphatischen
Aldehyds werden in 10 ml Methanol gel6st. 1.48 g (30 mmol) Ammoniumbromid werden
in einem Gemisch aus 5 ml MeOH und 5 ml dem. Wasser geldst und bei Raumtemperatur
uber einem Zeitraum von 30 min dem Ansatz zugetropft. Man rihrt 2 Tage bei
Raumtemperatur und entfernt anschlieBend das Losungsmittel im Vakuum fast
vollstandig. Die restliche Suspension wird mit ca. 5 ml Diethylether (iberschichtet und 6 h
bei 5 °C gelagert. Der entstandene Niederschlag wird abfiltriert und mit Chloroform und

Diethylether gewaschen.

Die spektroskopischen Daten stimmen jeweils mit den in der Literatur angegebenen

tiberein.°

(2R,65)-2,6-Dimethyl-3,5-dicarbonsauredimethylester-4-hydroxy-1,2,3,6-
tetrahydropyridin-hydrobromid 12a

HiC N o CHs
HyC” N7 e
*HBr
Summenformel: C11H1gBrNOs Ausbeute: 55 % (Lit: 62 %)™*°
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M;: 324.2 g/mol Aussehen:  weil3es Pulver
M: 175 °C (Lit. 178-182 °C Zers.)*®

(2R,6S)-2,6-Diethyl-3,5-dicarbonsauredimethylester-4-hydroxy-1,2,3,6-
tetrahydropyridin-hydrobromid 12b

HsC N o/C Hay
H,C \ CH,
H
*HBr
Summenformel: C13H2BrNOs Ausbeute: 42 % (Lit: 29 %)™
M:;: 352.2 g/mol Aussehen: weildes Pulver
M,: 147 °C (Lit. 146-150 °C Zers.)*®

Vorschrift zur Synthese der 2,6-Dialkylpiperidone 13 (nach*®):
Die Diesterderivate (40 bis 60 mmol) werden mit 100 ml HCI konz. versetzt und 12 h
unter RuckfluB erhitzt. AnschlieBend wird die erhaltene Suspension filtriert, der

gewonnene Feststoff im Exsikkator uber KOH getrocknet und mit Aceton gewaschen.

(2R,6S)-2,6-Dimethyl-4-oxo-piperidiniumchlorid 13a

HsC N CH,

H
*HCl

Summenformel: C7H1CINO Ausbeute: 83 % (Lit: 95 %)'®°

M;: 163.7 g/mol Aussehen:  weildes Pulver

213



EXPERIMENTELLER TEIL

M: 201 °C Zers. (Lit. 204-205 °C Zers.)'®

(2R,65)-2,6-Diethyl-4-oxo-piperidiniumchlorid 13b

o)
H4C " CH,
H
*HCI
Summenformel: CgH15CINO Ausbeute: 79 % (Lit: 91 %)'®°
M:;: 191.7 g/mol Aussehen: weildes Pulver
M,: 180-182 °C Zers. (Lit. 181-183 °C Zers.)'®°

5.6.1.2 Synthese der 2,6-Dialkylpiperidinoxime 14

Allgemeine Vorschrift zur Synthese:

20 mmol des jeweiligen 2,6-Dialkylpiperidons werden in Ethanol suspendiert. Nach dem
Hinzufiigen von doppelmolaren Mengen an Hydroxylamin-Hydrochlorid sowie
Natriumacetat wird die Mischung fir 1 bis 2 Stunden unter RuckfluB (T = 90 °C) erhitzt.
Der Reaktionsansatz wurde anschlief3end fur 3 h bei 5 °C aufbewahrt. Nach Filtration des
erhaltenen weil3en Feststoffes wird dieser mit Ethanol und kaltem Wasser gewaschen und

im Vakuum getrocknet.

4-Hydroxyimino-2,6-dimethyl-piperidinium-chlorid 14a
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Summenformel: C7H15CIN,O Ausbeute: 2.2 g (60 %)
M;: 178.7 g/mol Aussehen:  weil3es Pulver
Mp: 248 °C

IR-Daten [cm™]: 3255; 2971; 1723; 1577; 1519; 1473; 1451; 1379; 1345; 1287; 1149;
970; 932; 840

'H-NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]):

1.32 (d, 3H, 3J = 6.0, CHs); 1.33 (d, 3H, ] = 6.0, CH3); 1.89 (dd, 1H, 2 = 14.7, °J =
12.9, H3 axial); 2.30 (dd, 1H, %3 = 14.9, 3J = 12.8, H5 aia); 2.46 (dd, 1H, 23 =14.9,3%) =
2.8, H5 ¢y); 3.16 — 3.35 (m, 2H, H2/H6); 3.31 (d, 1H, °J = 14.8, ) = 2.9, H3 ¢,); 9.03 (br,
1H, N*-Hy ¢q); 9.20 (br, 1H, N*-H, aiar); 10.78 (br, 1H, N=OH)

BC-NMR (DMSO, 5 [ppm]):
18.5 (-CHa); 18.6 (-CHs); 27.8 (C3); 34.6 (C5); 50.8 (C2); 52.2 (C6); 150.2 (C=N-OH)

2,6-Diethyl-4-hydroxyimino-piperidinium-chlorid 14b

OH

N/
H,C N CH,
H
*HCI
Summenformel: CyH19CIN,O Ausbeute: 3.69 (87 %)
M;: 206.7 g/mol Aussehen:  weilRes Pulver

Mo 246 °C
IR-Daten [cm™]: 3201; 2937; 1720; 1589; 1574; 1523; 1470; 1449; 1367; 1338; 1285;
1258; 1181; 1116; 1092; 996; 923; 821; 756

'H-NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]):

0.93 (dt, 6H, °J = 7.5,%) = 2.0, 2x -CH,CH3); 1.51 — 1.69 (m, 2H, -CH,CHj); 1.83 — 1.95
(M, 3H, H5 aa1, -CH,CHs); 2.28 (dd, 1H, 3] = 14.3, 3 = 13.0, H3 axa); 2.55 (dd, 1H,%) =
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14.8, 3] = 2.3, H3¢); 3.03 — 3.14 (m, 2H, H6/H2); 3.41 (dd, 1H, *J = 15.2, 3] = 2.8,
H5¢,); 8.96 (br, 1H, N*-Hy eq); 9.18 (br, 1H, N*-Ha aiar); 10.83 (br, 1H, N=OH)

BC-NMR (DMSO, & [ppm]):
9.3 (-CH,CHy); 9.4 (-CH,CHg); 25.2 (C5); 25.5 (-CH,CHG); 25.6 (-CH2CH3); 32.3 (C3);
56.2 (C6); 57.5 (C2); 150.1 (C=N-OH)

5.6.2 Synthese der 2,6-Diaryl-3,5-dimethylpiperidinoximderivate 16

5.6.2.1 Synthese der Vorstufen 15a, 15b und 15c

Allgemeine Vorschrift zur Synthese (modifiziert nach®):

2.16 g (25 mmol) 3-Pentanon, 50 mmol aromatisches Aldehyd sowie 2.75 g (30 mmol)
Ammoniumacetat werden mit 7 ml Eisessig versetzt und 30 Minuten unter Rickfluss
erhitzt. Nach vollstandiger Reaktion (DC-Kontrolle: Kieselgel, Cyclohexan/ Ethylacetat
2:1, R-Werte siehe Analytische Daten) wird der Reaktionsansatz ca. 10 Minuten im
Eisbad gekdhlt. Man filtriert den erhaltenen Niederschlag und wascht mit Wasser und

Diethylether. Die Produkte werden aus Ethanol umkristallisiert.

Analytische und spektroskopische Daten der VVorstufen 15:

3,5-Dimethyl-2,6-diphenylpiperidin-4-on 15a

Summenformel: Ci9H>1NO Ausbeute: 74 %
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M;: 279.4 g/mol Aussehen:  weil3es Pulver

Mo: 140 °C R¢-Wert: 0.80

IR-Daten [cm'l]: 3308; 2979; 1701; 1491; 1455; 1436; 1376; 1335; 1269; 1206; 1142;
1095; 985; 882; 819; 750; 698 670

'H-NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]):

0.67 (d, 6H, *J = 6.5, 2x CH3); 2.75 (s, 1H, NH); 2.84 (dq, 2H,%) = 10.4,%) = 6.5, H3/
HB5); 3.56 (d, 2H, %J = 10.4, H2/ H6); 7.27 (t, 2H, H4’); 7.35 (t, 2H, H3’/ H5’); 7.47 (d,
2H,3%) = 7.6, H2’/ H)

BC-NMR (DMSO, & [ppm]):
10.7 (2x CH3); 50.8 (C3/ C5); 68.1 (C2/ C6); 127.4 (C4’); 127.7 (C2’/ C6°); 128.2 (C3’/

C5%); 142.4 (C1?); 210.5 (C4)

3,5-Dimethyl-2,6-bis-(4-nitrophenyl)-piperidin-4-on 15b

0
HsC CH,
PRA®
H
02N N02

15b
Summenformel: C19H19N3O5 Ausbeute: 67 %
M;: 369.4 g/mol Aussehen: hellgelbes Pulver
Mo 205 °C Rs-Wert: 0.48

IR-Daten [cm'l]: 3310; 2819; 1700; 1607; 1597; 1521; 1457; 1342; 1268; 1105; 1010;
988; 857; 749:; 701

'H-NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]):

0.68 (d, 6H, °J = 6.5, 2x CH3); 2.87 (dg, °J = 10.4, ®J = 6.5, H3/ H5); 3.78 (d, 2H, °J =
10.4, H2/ H6); 7.77 (d, 2H,J = 8.6, H2’/ H6’); 8.23 (t, 2H, %1 = 8.6, H3’/ H5")
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BC-NMR (DMSO, 5 [ppm]):
10.5 (2x CHg); 50.4 (C3/ C5); 67.0 (C2/ C6); 123.5 (C3’/ €5); 129.2 (C2°/ €6°); 147.0
(C4%); 149.9 (C1); 209.3 (C4)

3,5-Dimethyl-2,6-bis-(3-nitrophenyl)-piperidin-4-on 15¢

0
H,C CH,
PRA®
H
NO, NO,
15c¢c
Summenformel: C19H19N30s5 Ausbeute: 70 %
M;: 369.4 g/mol Aussehen:  gelbes Pulver
M: 198 °C Rs+-Wert: 0.42

IR-Daten [cm™]: 3507; 2961; 1718; 1700; 1522; 1431; 1348; 1321; 1201; 1160; 1098;
987, 806; 735; 691

'H-NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]):

0.71 (d, 6H, %1 = 6.5, 2x CH3); 2.95 (dqg, 2H, %J = 10.5, °J = 6.5, H3/ H5); 3.45 (s, 1H,
NH); 3.80 (d, 2H, 3J = 10.5, H2/ H6); 7.67 (t, 2H, H5°); 7.93 (d, 2H, %) = 7.6, H6’); 8.16
(d, 2H,%3 = 8.1, H4’); 8.39 (t, 2H, H2)

BC-NMR (DMSO, & [ppm]):

10.6 (2x CHa); 50.3 (C3/ C5); 66.9 (C2/ C6); 122.4 (C2); 122.6 (C4’); 129.8 (C5);
135.0 (C6°); 144.5 (C1°); 147.9 (C3’); 209.5 (C4)
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5.6.2.2 Synthese der 2,6-Diaryl-3,5-dimethylpiperidinoxime 16

Allgemeine Synthesevorschrift: 2.00 g (5-8 mmol) des jeweiligen 2,6-Diaryl-4-
piperidons (15a, b und c), 1.64 g (20 mmol) Natriumacetat sowie 1.51 g (20 mmol)
Hydroxylamin-Hydrochlorid werden in 30 ml Methanol bzw. Ethanol suspendiert und 3 h
unter Rickfluss zum Sieden erhitzt. Nach vollstandiger Reaktion (DC-Kontrolle:
Kieselgel, Cyclohexan/ Ethylacetat 2:1, Ri-Werte siehe Analytische Daten) l&sst man den
Reaktionsansatz abkihlen, filtriert den erhaltenen Feststoff ab und wascht mit Wasser

und Methanol bzw. Ethanol.

Analytische und spektroskopische Daten der Oxime 16:

3,5-Dimethyl-2,6-diphenyl-piperidin-4-on-oxim 16a

OH
N/
H,C CH,
ORA®

H

16a
Summenformel: C19H2N20 Ausbeute: 86%
M;: 294.4 g/mol Aussehen:  weilRes Pulver
Mo 165 °C Re-Wert: 0.72

IR-Daten [cm'l]: 3505; 2961; 1744; 1721; 1469; 1430; 1375; 1352; 1319; 1199; 1176;
1160; 1104; 1036; 1001; 890; 777; 736

'H-NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]):

1.08 (d, 3H, °J = 7.1, CH3); 1.21 (d, 3H, J = 7.4, CH3); 2.49 (m, verdeckt durch DMSO-
Signal, 1H, H3); 3.03 (m, 1H, 3J=8.0,3J =7.1, H5); 3.73 (d, 1H, 31 =9.0, H6); 3.81 (d,
1H, 3 = 5.4, H2); 7.21 — 7.44 (M, 10H, Hpenay); 10.28 (s, 2H, =N-OH)
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BC-NMR (DMSO, 5 [ppm]):

15.2 (CHjg); 20.6 (CHg); 39.1 (C5); 42.5 (C3); 64.7 (C6); 66.1 (C2); 126.9 (C2*’/ C6”);
126.9 (C4”’); 127.2 (C4°); 127.3 (C2°/ C6°); 128.1 (C3°°/ C5°%); 128.2 (C3’/ C5°); 144.4
(C17); 145.9 (C1°); 161.3 (C4)

3,5-Dimethyl-2,6-bis-(4-nitrophenyl)-piperidin-4-on-oxim 16b

N/OH
H,C CH,
DA
H
02N N02
16b

Summenformel: C19H20N405 Ausbeute: 80 %
M;: 384.4 g/mol Aussehen:  gelbes Pulver

Mo: 215 °C Re-Wert: 0.40

IR-Daten [cm™]: 3258; 2969; 1604; 1513; 1455; 1343; 1319; 1261; 1106; 1012; 943;
852; 740; 699

'H-NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]):

1.10 (d, 3H, *J = 7.1, CHa3); 1.27 (d, 3H, 3J = 7.4, CH3); 2.48 (m, teilweise verdeckt durch
DMSO-Signal, 1H,%J = 7.4, H3); 3.04 (m, 1H, %1 =7.7,3J = 7.1, H5); 3.21 (s, 1H, NH);
3.99 (d, 1H, 3J = 8.9, H2); 4.05 (d, 1H, 3J = 7.7, H6); 7.72 (d, 2H, *J = 8.7, H2*’/ H6”’);
7.75 (d, 2H,3J = 8.7, H2’/ H6’); 8.21 (2x d, 4H, H3*’/ H5’’ und H3’/ H5); 10.46 (s, 2H,
=N-OH)

BC-NMR (DMSO, & [ppm]):

14.9 (CHa); 20.5 (CHj3); 39.0 (C5); 42.1 (C3); 63.0 (C6); 64.5 (C2); 123.4 (C3’/ C5°);
128.1 (C22/ C6°%); 128.7 (C2°/ C6’); 146.5 (C4”’); 146.7 (C4’); 152.1 (C1°’); 153.7
(C1°); 159.9 (C4)
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3,5-Dimethyl-2,6-bis-(3-nitrophenyl)-piperidin-4-on-oxim 16¢

N/OH
H,C CH,
(YT
H
NO, NO,
16¢c
Summenformel: C19H29N4Os Ausbeute: 83 %
M;: 384.4 g/mol Aussehen:  gelbes Pulver
My: 206 °C Re-Wert: 0.36

IR-Daten [cm™]: 3347; 2956; 1715; 1501; 1471; 1425; 1351; 1322; 1245; 1102; 1040;
971, 801; 731 ;695

'H-NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]):

1.12 (d, 3H, *J = 7.1, CH3); 1.28 (d, 3H, *J = 7.6, CH3); 2.51 (m, 1H, H3); 3.08 (m, 1H,
HS5); 3.25 (s, 1H, NH); 4.02 (d, 1H, 3J = 8.6, H6); 4.07 (d, 1H, 3J = 8.6, H2); 7.63 (d, 1H,
3J=8.1, H5”); 7.68 (d, 1H,%) = 8.1, H5’); 7.89 (d, 1H,3J = 7.8, H6**); 7.93 (d, 1H,3J =
8.1, H6%); 8.11 — 8.17 (m, 2H, H4’/ H4**); 8.28 (s, 1H, H2”’); 8.31 (s, 1H, H2); 10.46 (5,
2H, =N-OH)

BC-NMR (DMSO, & [ppm]):

14.9 (CHs); 20.3 (CHs); 38.8 (C5); 42.1 (C3); 62.7 (C6); 64.2 (C2); 121.5 (C2”’); 122.0
(C2’1 C4”); 122.3 (C4’); 129.7 (C5”); 129.8 (C5’); 134.0 (C6”°); 134.3 (C6’); 146.5
(C1”); 147.7 (C1°); 147.8 (C3”’); 148.1 (C3’); 160.1 (C4)
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5.7 Synthese des Oximethers 17

5.7.1 Synthese von 4-[(2,6-Dichlorbenzyloxyimino)methyl]-1-(3-
phenylpropyl)-dipiperidinium-hydrochlorid (17)*%®

Cl

Cl

*HCI

17

Die spektroskopischen Daten entsprechen den Literaturangaben.®®

Summenformel: C2H27CI3N,O

M;: 441.8 g/mol

Mo: 197 °C (Lit. 198 °C) unter Zersetztung
Aussehen: weilles Pulver

Ausbeute: 1.17 g (55 %)
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5.8 Synthese der Chinolonderivate 20 und 23
5.8.1 Synthese der Hydroxychinolonderivate 20

5.8.1.1 Synthese der Vorstufen 19

Allgemeine Synthesevorschrift: (analog zu™°)

20 — 30 mmol des entsprechenden 2-Aminobenzoesauremethylesters und doppelmolare
Mengen Triethylamin werden unter Argonschutzatmosphére in 20 ml wasserfreies
Dichlormethan vorgelegt. 20 — 30 mmol Malonsdaurechlorid, gelést in 15 ml
Dichlormethan abs., werden dem Reaktionsansatz unter Rihren langsam zugetropft. Man
lasst flr 3 bis 4 Tage bei Raumtemperatur ruhren, bis eine vollstandige Umsetzung der
Edukte erreicht ist (DC-Reaktionskontrolle: Kieselgel, Cyclohexan / EtOAc 2:1). Bei der
Reaktion entstandenes Triethylamin-Hydrochlorid wird abfiltriert, vom Filtrat das
Losungsmittel i. Vak. entfernt und der erhaltene Feststoff saulenchromatographisch
gereinigt (Kieselgel, Cyclohexan / Ethylacetat 2:1). Das gewinschte Produkt 19 wird als
weiler Feststoff isoliert und im Vakuum getrocknet.

R? R?
19a H H
19b Cl H

19c  OCHs | OCHs

5.8.1.2 Analytische und spektroskopische Daten der Vorstufen 19

2-(2-Methoxycarbonyl-acetylamino)-benzoesauremethylester 19a

Summenformel: C12H13NOs Ausbeute: 7.1 9 (92 %)

M:;: 251.2 g/mol Aussehen: weildes Pulver
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Mp: 103 °C Re-Wert: 0.41

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

3.53 (s, 2H, COCH,COOCHj); 3.81 (s, 1H, NHCOCH,COOCHs3); 3.94 (s, 1H, Ar-
COOCHS,); 7.11 (t, 1H, H4); 7.54 (t, 1H, H3); 8.03 (d, 1H, H2); 8.67 (d, 1H, H5); 11.44
(s, 1H, NH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

44.7 (COCH,COOCHs3); 52.6 (NHCOCH,COOCHs3); 52.8 (Ar-COOCHs); 115.8 (C6);
120.9 (C5); 123.2 (C4); 131.0 (C2); 134.7 (C3); 140.9 (C1); 164.0 (CONH); 168.2,
168.6 (2x COOCHs)

4-Chlor-2-(2-methoxycarbonyl-acetylamino)-benzoesauremethylester 19b

Summenformel: C12H12,CINOs Ausbeute: 3.5 9 (50 %)
M;: 285.7 g/mol Aussehen:  weiles Pulver
My: 111°C ReWert: 0.28

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

3.54 (s, 2H, COCH,COOCHs3); 3.81 (s, 1H, NHCOCH,COOCH,); 3.94 (s, 1H, Ar-
COOCH,); 7.09 (dd, 1H, °J = 10.6, %) = 2.0, H5); 7.96 (d, 1H, %) = 10.6, H5); 8.79 (d,
1H, % = 2.0, H2); 11.52 (NH)

BC-NMR (CDCls,  [ppm]):

44.6 (COCH,COOCH;); 52.7 (NHCOCH,COOCHs3); 52.8 (Ar-COOCHs3); 114.0 (C6);
120.9 (C5); 123.5 (C4); 132.0 (C2); 141.1 (Cl); 141.8 (C3); 164.2 (CONH); 167.9,
168.0 (2x COOCHs)
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4,5-Dimethoxy-2-(2-methoxycarbonyl-acetylamino)-benzoesdauremethylester 19c

Summenformel: C14H17NO7 Ausbeute: 4.4 9 (57 %)
M:;: 311.2 g/mol Aussehen: beiges Pulver
Mo: 117 °C R¢-Wert: 0.18

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

3.53 (s, 2H, COCH,COOCH;); 3.81 (s, 1H, NHCOCH,COOCHs3); 3.89 (s, 1H, Cs-
OCHs); 3.92 (s, 1H, Ar-COOCH3); 3.95 (s, 1H, C4-OCHa); 7.46 (s, 1H, H2); 8.44 (s, 1H,
H5); 11.51 (s, 1H, NH)

BC-NMR (CDCls, 5 [ppm]):

44.8 (COCH,COOCH;); 52.4 (Ar-COOCHs); 52.8 (NHCOCH,COOCHs3); 56.2 (Cs-
OCHj3); 56.3 (C4-OCHs); 103.9 (C5); 107.3 (C6); 112.3 (C2); 137.1 (C1); 144.4 (CA);
154.0 (C3); 164.0 (CONH); 168.1, 168.3 (2x COOCHj3)

5.8.1.3 Cyclisierung der Vorstufen

8-15 mmol der Vorstufen 19a, 19b bzw. 19c werden jeweils in 20 ml MeOH abs.
suspendiert und mit 15 - 20 ml frisch hergestellter Natriummethanolat-Lésung (5 ¢
Natrium in 80 ml MeOH abs.) versetzt. Der Reaktionsansatz wird ca. 2 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt, bis ein heller Niederschlag ausfallt. Nach Filtration des
erhaltenen Produktes wird mit MeOH gewaschen und der weiRe Feststoff im Vakuum

getrocknet.
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5.8.1.4 Analytische und spektroskopische Daten von 20a, 20b und 20c

R1 R2
20a H H
20b Cl H

20c OCHs | OCHg

4-Hydroxy-2-oxo-1H-chinolin-3-carbonsauremethylester 20a

Summenformel: C11H9gNO, Ausbeute: 1.55 g (83 %)
M;: 219.2 g/mol Aussehen:  weilles Pulver
Mp: > 290 °C

IR-Daten [cm™]: 3223; 2990; 1688; 1625; 1608; 1577; 1513; 1491; 1464; 1434; 1405;
1352; 1274, 1230; 1082; 811, 746; 676

'H-NMR (D0, & [ppm], J [Hz]):
3.88 (s, 3H, COOCHa); 7.20 — 7.25 (m, 2H, H5/ H7); 7.54 (t, 1H, H6); 7.97 (dd, ®J = 1.2,
%J=8.1, 1H, H8)

BC-NMR (D0, & [ppm]):
52.0 (COOCHs); 101.7 (C3); 115.6 (C7); 120.9 (C9); 122.0 (C5); 124.7 (C8); 131.8

(C7): 138.1 (C10); 164.7 (=C-OH); 170.8 (COOCHs); 175.8 (CONH)

7-Chlor-4-hydroxy-2-oxo-1H-chinolin-3-carbonsauremethylester 20b

Summenformel: C11HsCINO, Ausbeute: 2.19 (72 %)
M:;: 253.7 g/mol Aussehen: weildes Pulver
Mp: >290 °C

IR-Daten [cm™]: 3261; 2940; 1676; 1621; 1577; 1549; 1495; 1436; 1417; 1370; 1263;
1226; 1078; 935; 838; 797; 674

226



EXPERIMENTELLER TEIL

'H-NMR (D,0, & [ppm], J [Hz]):
3.87 (s, 3H, COOCHs); 7.12 — 7.13 (m, 2H, H5/ H8); 7.85 (d, 1H, %1 =9.1, H6)

BC-NMR (D0, & [ppm]):
51.9 (COOCHs3); 101.6 (C3); 114.9 (C8); 119.6 (C10); 122.1 (C5); 126.3 (C6); 136.9

(C7); 138.8 (C9); 164.9 (=C-OH); 170.5 (COOCH;); 175.3 (CONH)

4-Hydroxy-6,7-dimethoxy-2-oxo-1H-chinolin-3-carbonsauremethylester 20c

Summenformel: C13H13NOg Ausbeute: 3.29 (78 %)
M;: 279.3 g/mol Aussehen:  weiles Pulver
Mp: 291 °C

IR-Daten [cm™]: 3248; 2963; 1680; 1624; 1574; 1553; 1491; 1457; 1430; 1412; 1365;
1271; 1194, 1085; 909; 849; 787; 689

'H-NMR (D;0, & [ppm], J [Hz]):
3.71 (s, 3H, COOCHy3); 3.76, 3.85 (2x s, 2x 3H, 2x Aryl-OCHj); 6.36 (s, 1H, H5); 7.21
(s, 1H, H8)

BC-NMR (D0, & [ppm]):

51.7 (COOCHj); 55.4, 55.5 (2x Aryl-OCHs); 97.4 (C5); 100.4 (C3); 105.0 (C8); 113.9
(C10); 133.6 (C9); 144.1 (C6); 151.8 (CT7); 164.3 (=C-OH); 170.8 (COOCH); 175.3
(CONH)

5.8.2 Synthese der 4-Oxo0-1H-chinolin-3-carbonséuren

5.8.2.1 Synthese des Anilinomethylenmalonsédurediethylesters 22

Allgemeine Synthesevorschrift: (analog zu'®"'%)

22 mmol Anilin wird mit Diethylethoxymethylenmalonat in 100 ml Toluol gel6st und fiir
30-40 min unter Ruckfluss erhitzt (DC-Reaktionskontrolle: Kieselgel, Petrolether /
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EtOAc 1:1). AnschlieRend l&sst man den Reaktionsansatz auf Raumtemperatur abkihlen
und versetzt ihn mit kaltem Cyclohexan, bis ein heller Feststoff ausfallt. Nach 5-stiindiger
Lagerung bei 5 °C, wird der Feststoff filtriert, mit Cyclohexan sowie Diethylether
gewaschen und im Vakuum getrocknet.

® H
0% okt
22
Summenformel: CuH17NO, Ausbeute: 5.1 g (89 %) (Lit: 92 %)*®
M;: 263.3 g/mol Aussehen:  farblose Kristalle
Mp: 50 °C (Lit. 49 °C)***

'H-NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]):

1.24 (t, 3H,3J = 7.2, COOCH,CHs); 1.26 (t, 3H, %] = 7.2, COOCH,CHy); 4.12 (quar, 2H,
3J = 7.1, COOCH,CHg); 4.21 (quar, 2H, *J = 7.1, COOCH,CHs); 7.14 — 7.18 (m, 1H,
HA4); 7.35 — 7.42 (m, 4H, H2/6 und H3/5); 8.41 (d, 1H, ] = 13.9, NH-CH=C-); 10.70 (d,
1H, °J = 13.9, NH)

BC-NMR (DMSO, & [ppm]):

14.2 (COOCH,CHs); 14.3 (COOCH,CHj3); 59.4 (COOCH,CHs); 59.6 (COOCH,CHs);
93.2 (CH=C-(CO,Et),); 117.6 (C2/6); 124.7 (Charomar); 129.7 (C3/5); 139.4 (Claromar);
151.1 (NH-CH=C-); 164.9 (COOCH,CHj); 167.3 (COOCH,CHs)
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5.8.2.2 Synthese des 4-Oxo0-1H-chinolin-3-carbonséaureethylesters 23

Allgemeine Synthesevorschrift: (analog zu'®")

Die Substanz 22 wird mit soviel Diphenylether versetzt, dass der Feststoff bedeckt ist.
Man rihrt das Gemisch fur ca. 30 min bei 200 °C unter Rickfluss. Nach beendeter
Reaktion (DC-Kontrolle: Kieselgel, Cyclohexan / EtOAc 2:1) lasst man auf
Raumtemperatur abkihlen und versetzt den Reaktionsansatz mit kaltem Cyclohexan, bis
ein heller Feststoff ausfallt. Nach 5-stiindiger Lagerung bei 5 °C, wird der Feststoff
filtriert, aus Cyclohexan umkristallisiert, mit Cyclohexan sowie Diethylether gewaschen
und im Vakuum getrocknet. Man erhalt Verbindung 23.

OEt

23
Summenformel: C1,H11NO; Ausbeute: 2.9 g (69 %) (Lit: 55 %)'®*
M;: 217.2 g/mol Aussehen:  weilles Pulver
M,: 272 °C (Lit. 271 °C)*®*

IR-Daten [cm™]: 3103; 2980; 1691; 1618; 1587; 1377; 1260; 1196; 1089; 859

'H-NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]):

1.28 (t, 3H,3J = 7.1, COOCH,CHy3); 4.22 (quar, 2H, 3J = 7.1, COOCH,CHs); 7.41 (t, 1H,
3] =8.0, H6); 7.62 (d, 1H, 3J = 8.0, H8); 7.70 (dd, 1H, *J = 8.1, *J = 1.2, H7); 8.16 (dd,
1H,%3=8.1,%3 = 1.2, H5); 8.54 (s, 1H, H2); 12.30 (s, 1H, NH)

BC-NMR (DMSO, & [ppm]):

14.3 (COOCH,CHs); 59.5 (COOCH,CHs); 109.8 (C3); 118.7 (C8); 124.6 (C5); 125.6
(C6); 127.2 (C9); 132.3 (C7); 139.0 (C10); 144.8 (C2); 164.8 (COOCH,CHs3); 173.4
(C=0)
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5.8.2.3 Synthese der 4-Oxo0-1H-chinolin-3-carbonséaure 24

Allgemeine Synthesevorschrift: (analog zu'®")

Zur Hydrolyse des 4-Oxo-1H-chinolin-3-carbonséureethylesters 23 wird dieser mit 10%-
iger NaOH-Lo6sung fur 3 h unter Rickfluss erhitzt, bis das Edukt komplett umgesetzt ist
(DC-Reaktionskontrolle: Kieselgel, EtOAc / EtOH 1:1). Nach beendeter Hydrolyse l&asst
man auf Raumtemperatur abkihlen und féllt die freie Séure durch tropfenweise Zugabe
von konzentrierter HCI. Der erhaltene Feststoff wird abfiltriert, mit Eiswasser und kaltem

Cyclohexan gewaschen und unter Vakuum getrocknet.

24
Summenformel: C10H7NO; Ausbeute: 85 % (Lit: 94 %)"®*
M;: 189.2 g/mol Aussehen:  weilles Pulver
M,: 264 °C (Lit. 265 °C)'**

IR-Daten [cm™]: 3219; 3098; 2992; 1665; 1620; 1583; 1367; 1178; 991; 771

'H-NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]):
7.60 (ddd, 1H, 33 = 8.1, *J = 6.5, “J = 1.60, H6); 7.84 — 7.91 (m, 2H, H8, H7): 8.29 (d,
1H, 33 = 8.33, H5); 8.85 (s, 1H, =CH); 13.66 (br, 1H, NH)

BC-NMR (DMSO, & [ppm]):

107.3 (C3); 119.5 (C8); 124.2 (C9); 124.9 (C5); 126.1 (C6); 133.9 (C7); 139.3 (C10);
145.0 (C2): 166.3 (COOH); 178.2 (C4)
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5.9 Bestimmung der logk'-Werte

5.9.1 Gerate und Reagenzien

Phosphatpuffer pH 7.4

DMSO (ACS, HPLC-Qualitat, Sigma-Aldrich, Deutschland)

Methanol LiChrosolv® (Merck, Deutschland)

Referenzsubstanzen: 2-Phenylethanol, Benzol, N,N-Dimethylanilin, Chlorbenzol, Toluol,
Ethylbenzol, Biphenyl, Anthracen

Agilent-HPLC 1100-Serie (Agilent-Technologies, Bdblingen, Deutschland)

e Sdule: Inertsil ODS-2, RP 18 (5um, 150 x 4.6 mm)
(MZ-Analysentechnik, Mainz, Deutschland)

e Druck: 190 bar

e Flussrate: 1.5 ml/min

e Temperatur: 30 °C

e FlieBmittel:  Methanol/Phosphatpuffer 10mM (pH 7.4) / N,N-Dimethyl-
hexylamin (70:30:0.02)

e Detektion: UV bei 254 nm

5.9.2 Durchfihrung

Zur Herstellung des Phosphatpuffers (10 mM) werden 1,361 g KH,PO, in Millipore-
Wasser gelost. Zur Entgasung stellt man die Losung fir ca. 60 Minuten ins Ultraschall-
bad. AnschlieRend wird der pH-Wert mittels pH-Meter tGberprift und mit 0,1 M NaOH-
Losung auf pH 7.4 eingestellt. Man fugt 0.02 % N,N-Dimethylhexylamin hinzu, um ein

zu starkes Tailing der Peaks im Chromatogramm zu unterdriicken.
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Zur Kalibrierung des Systems verwendet man Ldsungen einfach gebauter, aromatischer
Referenzsubstanzen, deren logP-Werte aus der Literatur bekannt sind (verwendete
Referenzsubstanzen siehe unter 5.9.1). Ungefahr 4 mg jeder Testsubstanz werden in je 1
ml mobiler Phase geldst (Ausnahmen: Biphenyl und Anthracen werden in 1 ml DMSO

gelost). 10 pl dieser Testlosungen werden jeweils mit 990 pl mobiler Phase verdinnt.

Ca. 4 mg der jeweiligen Testsubstanz werden in 1 ml DMSO geldst. 10 pl dieser Lésung
werden mit 990 ul mobiler Phase verdunnt, so dass man eine Endkonzentration von 4

pg/ml erhalt.

Jeweils 40 pl der zu vermessenden Lésungen werden in die HPLC-S&ule bei einer Fluss-
rate von 1.5 ml/min injiziert. Die UV-Detektion erfolgt bei einer Wellenldnge von 254

nm.

5.9.3 Auswertung

Aus den ermittelten Retentionszeiten T, der Referenz- und Testsubstanzen lasst sich der

Kapazitatsfaktor k' nach folgender Formel berechnen:

_ (Tr - TO)

K’
To

k' ... Kapazitdtsfaktor
T, ... Retentionszeit der Testsubstanz

To ... Totzeit (= Retentionszeit der mobilen Phase, Methanol-Peak)

Fur die Bestimmung des Kapazitatsfaktors k' wurde die Retentionszeit des

Losungsmittels als Totzeit Ty zugrunde gelegt.

Die bestimmten logk'-Werte der Referenzsubstanzen lassen sich auf den entsprechenden,

durch Ausschiitteln experimentell bestimmten logP-Wert zuruckfiihren. Durch lineare
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Regression wird nun aus den ermittelten logk'-Werten und den literaturbekannten

dazugehorigen logP-Werten'®® eine Kalibriergerade ermittelt (y = 2.3417x + 1.8415; r* =

0.9803; siehe Abbildung 5-1). Anhand der dadurch erhaltenen Regressionsgleichung

kdnnen die logP-Werte der Testsubstanzen nach experimenteller Bestimmung ihrer Re-

tentionszeiten und Berechnung der logk'-Werte errechnet werden. Der flr jede Test-

substanz angegebene logP-Wert ist der Mittelwert aus mehreren Messungen (n = 3).

Referenzsubstanz log k' logP
2-Phenylethanol -0.27 1.36
Benzol 0.20 2.13
Chlorbenzol 0.41 2.89
Toluol 0.43 2.73
Ethylbenzol 0.62 3.15
Cumol 0.79 3.66
Biphenyl 0.84 4.01
Anthracen 1.10 4.45
Tabelle 5-1 Lipophilie der Referenzsubstanzen
> Anthracen
45 Biphenyl
4 ® /
35 mol
; Chlorbenzol % Ethylbenzol
2 A 7 Toluol v =2,3417x + 1,8415
- : Benzol R?=0,9803
. 1,0
2-Phenylethanol 1
-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
log k'

Abbildung 5-1 Kalibriergerade der Referenzsubstanzen
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