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1 Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1  ABC-Transporter

1.1.1  Allgemeines

Die Proteinklasse der ABC-Transporter (Adenosintriphosphat-Bindungskassetten-
Proteine) ist eine grofiten Proteinfamilien. Sie kommt sowohl in prokaryontischen
(Archaea, Bakterien) als auch eukaryontischen Lebewesen (Pilze, Pflanzen, humane
Parasiten, Wirbeltiere) vor. Phylogenetische Untersuchungen haben einen hohen
Verwandtschaftsgrad der Transporter untereinander aufgezeigt.™™

Die ABC-Transporter sind an vielen unterschiedlichen zelluldren Prozessen beteiligt.
Die Mehrzahl fiihrt, in Membranen integriert, den Transport diverser Substrate gegen
einen Konzentrationsgradienten mittels ATP-hydrolytisch gewonnener Energie durch.
Man unterscheidet im allgemeinen zwischen Im- und Exportern, wobei erstere Gruppe
bis jetzt nur in Prokaryonten gefunden worden ist.”) Neben der Aufnahme bzw.
Ausschleusung physiologisch essentieller Substanzen ist vornehmlich der Schutz der
Zelle vor endo- und exogenen Giften ihre Aufgabe. Bis dato sind achtundvierzig
humane ABC-Transportproteine identifiziert worden, von denen die meisten eine
Exportfunktion ausuben. Sie werden gemal der Sequenzhomologie der flr sie
codierenden Gene in sieben Untergruppen (ABCA bis G) unterteilt.®*! Mutationen in

diesen DNS-Bereichen konnten als Ursache fiir Erbkrankheiten ausgemacht werden.
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Tabelle 1: Durch Mutationen in ABC-Genen ausgeldste Erbkrankheiten
Transporter Funktion Erkrankung Referenz
; Tangier-Krankheit (erhohte zellulare
Cholesterin- und ) .
ABCA1 Phospholipidtransport  Cholesterinspeicherung), _ [6]
Atherosklerose, Morbus Alzheimer
ABCA3 Phospholipidtransport  neonatale Alveolarproteinose [7]
. Morbus Stargardt
ABCA4 Retinaltransport (juvenile Makuladegeneration) [6]
Cholesterintransport, Sjogren- oder Siccasyndrom,
ABCAT B-Amyloid-Metabolismus Morbus Alzheimer [8.]
ABCA12 Lipidtransport Ichthyosen (Hautverhornungsstérung) [10]
. . . Morbus Behget
ABCB2/B3 Antigenprésentation (Vaskulitis der Kleingefage) [11]
ABCB4 Phosphatidylcholin- 1o tacen (u. a. PFIC” Typ 3) [6]
transport
ABCB7 Eisentransport sml_eroachrestlsche Apamle und Ataxie [6]
(Eisenverwertungsstérung)
) PFIC Typ 2,
ABCB11 Gallensdurentransport neonataler Surfactant-Mangel [6]
Bilirubinkonjugat- Dubin-Johnson-Syndrom (Stérung der
ABCC2 transport Bilirubinexkretion in die Galle) [6]
Transport cyclischer o .
ABCC5 Nucleotide inhérente Hypertrichose [12]
Pseudoxanthoma elasticum
ABCC6 unbekannt (Calciumeinlagerung in die elastischen [13]
Fasern des Bindegewebes)
ABCC7 Chloridionenkanal Mukoviszidose [6]
ABCC8 Kaliumkanalregulator ~ Nesidioblastose (Inselzellhyperplasie) [11]
«  Siemerling-Creutzfeldt-Syndrom
ABCD1 Transport von VLCFA (Adrenoleukodystrophie) [6]
Transport ungeséttigter i .
ABCD3 langkettiger Fettsauren Hepato- und Splenomegalie [14]
.. veranderter Vitamin-B,-Metabolismus,
?
ABCD4 Lipidtransport (?) Adrenoleukodystrophie (?) [15,16]
ABCG5/G8 Steroidtransport Sitosterindmie [6]
* progressive familiére intrahepatische Cholestase

** auRerst langkettige Fettséduren
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Generell besteht ein ABC-Protein aus vier Domanen, von denen zwei die Membran
durchziehen, die Transmembrandomanen (TMD), und zwei die ATP-Molekule binden,
die Nucleotidbindungdoménen (NBD) oder ABC-Regionen.l!*® Letztere enthalten
hochkonservierte Proteinsequenzen (Motive). Das ABC-Signaturmotiv, das die Uber die
C-Schleife verbundenen Proteinmotive Walker A und Walker B enthalt, stellt das

Hauptmerkmal der Superfamilie dar.®! Anhand von Mutagenesestudien konnte gezeigt

werden, dass die Q-Schleife eine zentrale Rolle hinsichtlich des Transports von
[20]

Substraten und der Hydrolyse von ATP einnimmt.

Abbildung 1: Kiristallstruktur der NBD des ABC-Transporters Hamolysin B in Escherichia
coli (PDB-Nummer 1MTO0)"*#: Walker-A-Motiv (gelb), Q-Schleife (orange),
C-Schleife (rot), Walker-B-Motiv (griin), D-Schleife (cyan), H-Schleife (lila)

In der Literatur sind drei verschiedene Mechanismen des Substrattransports anhand des
ABCB1-Proteins beschrieben worden (Abbildung 2).%%) Nach dem Pumpenmodell
schleust der Transporter sein Substrat von der Innen- auf die AulRenseite der Membran,
was jedoch eine ausreichende Hydrophilie der Substrate voraussetzt, damit diese in den
von der Membran umschlossenen Raum gelangen kénnen. Dieser Modellmechanismus
ist unwahrscheinlich, da die Substratspektren zumeist hydrophobe Verbindungen

umfassen.?4
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Das Flippasemodell setzt die passive Diffusion eines Substrates vom Extra- in den
Intermembranraum voraus. Der Transporter bewirkt eine Anreicherung des Substrates
an der auReren Membranseite, so dass es von dort aus in den AuBenbereich diffundiert.
Nach dem HVC-Modell (hydrophobic vacuum cleaner, hydrophober Staubsauger) fangt
der Transporter die Substanz vor der Diffusion in den Intramembranraum ab und

transportiert sie wieder hinaus.
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Abbildung 2: Formulierungen zum Transportmechanismus eines ABC-Proteins:!?*%!
A: Porenmodell; B: Flippasemodell; C: HVC-Modell

Das HVC-Modell wird in der Literatur als Grundlage zur Formulierung des
Transportcyclus herangezogen. Trotz vielen verschiedenen, aus rontgenkristallo-
graphischen Untersuchungen erhaltenen Konformationen von ABC-Transportern des
Typs B pro- und eukaryontischen Ursprungs ist der Transportcyclus immer noch nicht
vollstandig aufgeklart.”® In der Literatur wird die Abfolge eines Substrattransports im
Allgemeinen folgendermafen beschrieben (Abbildung 3):[*8:2025-30]

I)  Wie kryoelektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten, liegt der Transporter im
Grundzustand, der nach innen gerichteten Konformation, in einem Gleichgewicht
zwischen  offener und  geschlossener  Form  aufgrund  schwacher
Wechselwirkungen zwischen den beiden NBD vor. Dadurch zeigt er eine
Basalaktivitét, in der ATP auch in Abwesenheit eines Substrates umgesetzt wird.

I1) Getrieben durch vorwiegend hydrophobe Wechselwirkungen gelangt das
membranpassierende Substrat an die Bindungsstelle der TMD.

[11) Es bindet je ein Molekil ATP an die NBD.
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IVV) Die NBD umschlielen die zwei Molekile ATP durch Dimerisierung (sandwich
dimer), wodurch eine Konformationsdnderung ausgeltst wird. Der Transporter
befindet sich nun in der nach auRen gerichteten Konformation.

V) Die Affinitit der TMD zum Substrat nimmt ab, so dass es in den
Extramembranraum diffundieren kann.

VI) Die Hydrolyse der ATP-Molekile in ADP und anorganisches Phosphat stellt den

Grundzustand wieder her.

PC RN -
]
+2H,0 Basalaktivitat A
-2 ADP, 2P, ) T 2ZATP
]
| '
c——
——
I
-2 ADP + 2P,
*2H0 VI I
® <« ?
* \ ]
\ |
\ 1
k v
Transportcyclus 14
Y I
+2 ATP
IV
~————

Abbildung 3: Allgemein angenommener Transportcyclus eines ABC-Transporters,
basierend auf dem Higgins und Linton formulierten ATP-Switch-Modell
(e Substrat, m ATP)H#20%50]
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Nach dem von George und Jones formulierten Kolbenmodell (reciprocating twin

channel model) schleusen die beiden Transporterhdlften unter gegenseitiger

Beeinflussung alternierend ein Substrat aus.*=*!

| Il I v
o ()
O ®©
i» e
- ADP
- @

® O
()
ADP
ATP ATP ATP +P;

+ATP l+ ATP

() ()
® o |:|<_ j;[
:ﬁDP

O O
L8 Om 6:5 -
Vi Vv

VIl ViI

Abbildung 4:  Kolbenmodell nach George und Jones:®****ITMD = graue Rechtecke;
(®) Substrat; Substratbindungsstellen (O = gebunden, O0 ungebunden);
NBD = Kreise; Nucleotidbindungsstelle in geschlossener Konformation
(schwarz); Nucleotidbindungsstelle in offener Konformation (weil) - die
abgesenkte Position verdeutlicht die Ausrichtung der offenen Konformation
(NBD vom Komplex weggedreht)

1) Wiéhrend die Bindungstasche der linken Halfte (1. Kanal) zur Substrat-
dissoziation bereit ist, befindet sich die Bindungstasche der rechten Halfte
(2. Kanal) in einem substrataffinen nach innen gerichteten Zustand. VVon den
aktiven Zentren der NBD umschlieRt die 1. Bindungsstelle ein Molekiil
ATP. Die 2. Bindungsstelle befindet sich in einem getffneten Zustand mit
ADP-Bindung.
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i) Ein Substrat bindet an 2. Kanal, und 1. Kanal entldsst sein Substrat.

[ Die 2. Bindungsstelle setzt ADP frei, wiest aber eine geringe Affinitat fur
ATP (L) auf. Der 2. Kanal wechselt von der offenen, nach innen gerichteten
in die geschlossene, nach innen gerichtete Konformation.

IV)  Durch die ATP-Hydrolyse wird die Konformation des 2. Kanals stabilisiert,
und die Affinitat der 2. Bindungsstelle fir ATP steigt (H). Das Substrat
befindet sich nun auf Hohe der duReren Membraninnenseite.

V) Die Bindung des ATP-Molekuls bringt die 2. Bindungsstelle in die
geschlossene Konformation, fihrt zur Offnung der 1. Bindungsstelle und
stellt die Subtrataffinitat des 1. Kanals wieder her. Die Ausschleusung des
Substrats im 2. Kanal steht bevor.

VI) - VIII) Analog den Schritten Il - 1V.

1.1.2  Multidrug-Resistenz in der Krebstherapie

Laut Untersuchungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) und der amerikanischen
Krebsgesellschaft (ACS) wird die Zahl der Krebserkrankungen ungebremst
ansteigen.® Diese stellen in industriellen Landern wie Deutschland und den USA die
zweithaufigste Todesursache dar. Das Nichtansprechen bzw. Versagen einer
Chemotherapie ist in vielen Fallen auf eine bestehende (intrinsische) bzw. erworbene
(extrinsische) Resistenz von Tumorzellen gegen Zytostatika zuriickzufiihren.?43!

Dieses Phanomen wurde 1970 zum ersten Male beschrieben. Biedler und Riehm hatten
beobachtet, dass ausschliellich mit Actinomycin D gestresste Ovarialzellen des
chinesischen Hamsters (CHO-Zellen) auch gegen andere klinisch bedeutsame
Zytostatika resistent wurden.®® Diese Multidrug-Resistenz (MDR) kann iiber

verschiedene Anpassungsmechanismen herbeigefiihrt werden.®”!
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Wirkort

_______ verringerter /. / Wirkstoffinaktivierung
Einstrom \ Wirkortveranderung
gesteigerte
adaptive Reaktionen
gestorte Apoptose
Zelltod

Abbildung 5:  Ubersicht (ber generelle Mechanismen zur Ausbildung einer MDR nach
Holohan et al.?”

Einer dieser Mechanismen besteht darin, dass entartete Zellen durch eine erhohte
Expression von ABC-Transportern die intrazellulare Konzentration eines zytotoxisch
wirkenden Arzneimittels so niedrig halten kénnen, dass ihr Uberleben gesichert ist.
ABC-Proteine vermdgen strukturell unterschiedliche Substanzen und auch viele
Standardzytostatika auszuschleusen. Vor allem auf die drei Vertreter ABCB1, ABCC1
und ABCG2, die in vielen multidrugresistenten Tumorgeweben (berexprimiert
vorgefunden worden sind, ist der wissenschaftliche Fokus gerichtet worden, die im

Folgenden - geordnet nach dem Jahre ihrer Entdeckung - vorgestellt werden."!

1.1.3  P-Glykoprotein

Das P-Glykoprotein ist als erster Vertreter der ABC-Transporter-Superfamilie
beschrieben worden und der bis dato am genauesten untersuchte Transporter. Juliano
und Ling entdeckten im Rahmen gelelektrophoretischer Untersuchungen colchicin-
resistenter CHO-Zelllinien ein Oberflachenprotein, das im Phéanotyp, aber nur in
geringem MaRe im Genotyp vorhanden war.*® Man fiihrte die Resistenz auf die durch
die Anwesenheit des Polypeptids herabgesetzte Membrangangigkeit der eingesetzten
Substanzen zuriick. Die Autoren bezeichneten das Enzym daher als Permeabilitéts-
glykoprotein, kurz P-gp. Kurze Zeit spater wurde die humane Form in vinblastin-
resistenten leukamischen Lymphoblasten entdeckt.®®! Das HGNC (Gen-Nomenklatur-

ausschuss der Humangenom-Organisation) empfiehlt die Bezeichnung ABCB1.1!
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Struktur und Vorkommen

Das aus 1280 Aminosauren bestehende Protein hat im glykosylierten Zustand ein
Molekulargewicht von 170 bis 180 kDa. Es ist aus zwei homologen Halften aufgebaut,
die sich aus je einer aus sechs Helices bestehenden TMD und einer NBD

zusammensetzen. %

AuBenseite
Membran

Innenseite

Abbildung 6:  Sekundarstruktur von ABCB1*!

Bis heute ist es nicht gelungen, eine Kristallstruktur des humanen ABCB1-Transporters
zu erhalten. Erste Homologiemodelle basierten daher auf den Strukturen bakterieller
Exporter, vor allem auf der des Homodimers Sav1866 des Bakterium Staphylococcus
aureus.? Im Jahre 2009 gelang die erste Réntgenkristallstruktur des in der Maus
vorkommenden ABCB1-Proteins, das der humanen Variante sehr &hnlich ist
(Sequenzhomologie von 87 %).1®! Das Protein bildet eine groBe Kavitat zwischen den
beiden TMD aus, deren Volumen auf 6000 A® geschétzt wird - im Vergleich dazu hat
das Substrat Vinblastin ein Volumen von 154 A% Beziiglich der Art und Weise, wie
eine Substanz mit dem Transporter interagiert, herrscht noch Unklarheit. Friiheren
Untersuchungen zufolge existieren zwei Bindungsstellen, die aufgrund unterschied-
licher Affinitdten zu den eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffen als H-Seite (Hoechst
33342) und R-Seite (Rhodamin 123) bezeichnet werden.”) In einer weiteren
Veroffentlichung werden mindestens vier Bindungsstellen, die entweder eine Transport-
oder eine Modulationsfunktion ausiiben und ihre Affinitdt dem Liganden gegeniber
verandern konnen, beschrieben.*®  Andererseits wird postuliert, dass es eine

weitraumige Tasche mit vielen, sich tiberlappenden Bindungsregionen gibt.!**!
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ABCBL1 befindet sich vor allem in den Plasmamembranen polarisierter Epithelzellen,
die eine Barriere- (Darm, Blut-Hirn-Schranke, Placenta) oder Ausscheidungsfunktion
(Gallengange der Leber, proximale Tubuli in der Niere, Nebennieren) ausiiben./*”
Bei diversen Tumorerkrankungen, vor allem bei akuter myeloischer Leukémie, Brust-,

Blasen- und Gebarmutterhalskrebs, ist seine Uberexpression nachgewiesen worden.*]

Abbildung 7: Rontgenkristallstruktur der murinen Variante des Transporters ABCB1
(PDB-Nummer: 4M1M)]
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Substrate und Inhibitoren

In den oben genannten Geweben ist das Protein am Transport von Bilirubin,
Phospholipiden (z.B. PFA), Glykolipiden, B-Amyloiden, Zytokinen und Steroid-
hormonen (Aldosteron, Progesteron) beteiligt. Es ist eine groRe Anzahl strukturell
unverwandter Arzneimittel identifiziert worden, die mit ABCBL1 interagieren konnen.
Ihre Zuordnung zum Substrat- oder Inhibitorenspektrum ist mitunter nicht eindeutig, da
Vertreter vorkommen, die nicht wie klassische Hemmstoffe die Transportaktivitat -
messbar durch die nicht ausbleibende Hydrolyse des ATP - unterbinden.!

Die Interaktionsweise einer Substanz mit dem Protein auf molekularer Ebene ist immer
noch unklar. Der inhibitorische Effekt kann durch den eigenen Transport, also als
kompetitiv agierendes Substrat (z. B. Cyclosporin A), als Inhibitor im eigentlichen
Sinne (z. B. Zosuquidar) oder durch Beeinflussung der ATPase-Aktivitdt Uber
Wechselwirkungen mit den NBD (z. B. Steroide) ausgeiibt werden.[*’*? Eine andere
Definition nimmt Bezug auf die Ursache der Entwicklung einer MDR.P Als
Inhibitoren werden Substanzen unabhéngig ihrer Wechselwirkung mit dem Protein
beschrieben, die die MDR aufzuheben in der Lage sind, ohne dass sie selbst
zytotoxische Eigenschaften haben. Derartige Verbindungen werden daher auch als
overcoming agents, reversers, modulators, modifiers oder chemosensitisers bezeichnet.
Als Substrat eines ABC-Transporters hingegen wird eine Verbindung verstanden, die
die Entwicklung der Resistenz einer Tumorzelle induziert. So sind vor allem
verschiedene klinisch relevante Zytostatika als Substrate von ABCB1 zu bezeichnen.®®
In der Literatur werden neben Fluoreszenzfarbstoffen, die als Modellzytostatika zur
Identifikation neuer Inhibitoren eingesetzt werden, aber auch viele andere Arzneimittel

dem Substratspektrum zugeordnet (Tabelle 2).[2841:4754]
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Tabelle 2: ABCB1-Substrate (Auswahl)Z44754

Arzneimittelklasse

Beispiele

Zytostatika

Anthracycline

Daunorubicin, Doxorubicin

Anthracene Mitoxanthron
Podophyllotoxine Etoposid, Teniposid
Taxane Docetaxel, Paclitaxel

Tyrosinkinasehemmer
Vinca-Alkaloide

Erlotinib, Imatinib
Vinblastin, Vincristin

Fluoreszenzfarbstoffe Calcein-AM, Hoechst 33342,

Rhodamin123

Kardiaka Antihypertensiva Reserpin
Calciumkanalblocker Diltiazem, Nifedipin, Verapamil
Digitalisglykoside Digoxin

Immunsuppressiva Cyclosporin A, Tacrolimus

Sonstige Analgetika

Antibiotika

HIV-Protease-Hemmer
Cholesterinsenker

Morphin

Erythromycin

Nelfinavir, Ritonavir, Saquinavir
Lovastatin, Simvastatin

Peristaltikhemmer Loperamid
Steroide Aldosteron, Dexamethason,
Progesteron

Der Ansatz, therapieresistente Tumoren unter Zugabe nicht schadlicher Adjuvantien zu
behandeln, fult auf den Arbeiten von Tsuro et al., die die Resistenz einer Mutante der
Leuk&miezelllinie P388 gegenuber Vincristin und Vinblastin durch Zugabe untoxischer
Dosen Verapamils aufheben konnten.™® Die Inhibitoren werden allgemein in drei
Gruppen unterteilt. Unter den sogenannten Inhibitoren der ersten Generation werden
die neben

Arzneistoffe verstanden, ihren therapeutischen Zielen mit ABCB1

wechselwirken. Ein positiver Studienausgang wurde bei der Therapie akuter
myeloischer Leukdmie mit Daunorubicin und Cytarabin in Gegenwart von Cyclosporin
A berichtet.®® Im allgemeinen jedoch hat es sich gezeigt, dass bei dieser Klasse der
ABCB1-inhibitorische Effekt, gemessen an Hauptwirkung und Giftigkeit, relativ gering

ausgepragt ist.>”
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Tabelle 3: ABCBI1-Inhibitoren der ersten Generation (Auswahl)®”

Klasse Beispiele
Andsthetika Propofol
Antibiotika Cefoprazon, Erythromycin

Antidepressiva
Antihistaminika

Haloperidol, Chlorpromazin
Azelastin

Antiinflammatorika Ibuprofen
Antimykotika Ketoconazol
Antiprotozoika Hycanthon

Chemotherapeutika
Immunsuppressiva
PDE5-Hemmer

Tamoxifen, Gefitinib
Cyclosporin A, Tacrolimus
Sildenafil

Kardiaka Verapamil, Nifedipin
Steroide Progesteron
Virustatika Ritonavir

Es ist das Ziel verfolgt worden, von Vertretern der ersten Generation abgewandelte
Analoga mit gesteigerten ABCBI1-inhibitorischen und verringerten toxischen
Eigenschaften ohne die urspriingliche Hauptwirkung der Stammsubstanz darzustellen.
So ist entdeckt worden, dass die (R)-Enantiomere der chiralen Calciumantagonisten
Verapamil und Niguldipin die Eutomere hinsichtlich der ABCBI1-Inhibition mit
geringer Affinitat zum Calciumkanal darstellen.’®%! Abkémmlinge auf struktureller
Basis von Vertretern der ersten Generation sind zum Beispiel Valspodar, abgeleitet von
Cyclosporin D, und Biricodar, abgeleitet von Tacrolimus, die die oben genannten
Kriterien erflllt haben. Dennoch hat es sich gezeigt, dass diese Inhibitoren der zweiten
Generation in ihrer Anwendung aufgrund von Wechselwirkungen mit CYP450-
Enzymen, vor allem CYP3A4, und anderen ABC-Transportern eingeschrankt sind.
Erstere Wechselwirkung veréndert die Pharmakokinetik, d. h. Metabolismus und
Exkretion des eingesetzten Chemotherapeutikums, wodurch eine Dosisreduktion
erzwungen wird und der Therapieerfolg gefahrdet sein kann.*” Die fehlende
Transporterselektivitdt kann, da die Gabe des Inhibitors Ublicherweise systemisch
erfolgt, die durch ABC-Proteine vermittelten physiologische Abldufe im gesunden

Gewebe negativ beeinflussen.l®” Klinische Untersuchungen unterstrichen auch bei der
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zweiten Generation der Inhibitoren die Ineffizienz als Adjuvans bei der
Tumortherapie.l®”!
Daher begann man, die Voraussetzungen fur eine inhibitorische Wirkung Uber
quantitative  Struktur-Wirkungsbeziehungen und Bestimmung physikochemischer
Eigenschaften (Molekulargewicht, Lipophilie, Anzahl der Wasserstoffbriicken-
akzeptoren und -donatoren usw.) der mit ABC-Transportern interagierenden Substanzen
zu identifizieren. Es wurden folgende strukturelle Bedingungen zur Inhibition des
ABCB1-Transporters postuliert:!
a) eine Molekulstruktur mit einer > 18 Atome langen Achse fiir eine hohe
Bindungsstérke,
b) ein hoher Potentialwert des hochsten besetzten Molekularorbitals (HOMO) fir
nucleophile Interaktionen,
c) recht hohe Lipophilie (logP > 2.92) zur Gewdhrleistung hydrophober
Wechselwirkungen mit den Aminoséureresten innerhalb des Proteins,
d) moglichst ein tertidres Stickstoffatom zur Ausbildung Kkationischer
Wechselwirkungen.
Anhand dieser Parameter sind die Inhibitoren der dritten Generation dargestellt
worden. Die Ergebnisse in vitro zeigten eine hohe Affinitat zum Transporter, so dass sie
am Menschen untersucht worden sind. Auch wenn die Wechselwirkung mit dem
bedeutsamen CYP3A4-Enzym weitgehend ausgeschaltet werden konnte, wurde
lediglich eine Erh6hung der systemischen Konzentration eines Zytostatikums und damit
verstarkte Nebenwirkungen ohne signifikante Steigerung der Therapieeffizienz
erreicht.® Ferner hat es sich durch die Entdeckung der anderen MDR-relevanten ABC-
Transporter ABCC1 und ABCG2 herausgestellt, dass die meisten Verbindungen nicht
selektiv sind.™"!
In den letzteren Jahren haben sich neue Indikationsgebiete fir diese Arzneistoffklasse
aufgetan. Aufgrund des ubiquitaren Vorkommens der ABC-Transporter wird der
Nutzen flr die Aufklarung und Therapie neurodegenerativer Erkrankungen und flr die

Steigerung der Bioverfiigbarkeit per os verabreichter Arzneimittel untersucht.®%
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1.1.4  Multidrug-Resistenz assoziiertes Protein 1

In den spaten 1980er Jahren wurde bei Chemosensitivitatsuntersuchungen
verschiedener humaner Krebszelllinien eine Form der MDR beobachtet, die nicht durch
ABCBL1 verursacht wurde.® Im Jahre 1992 berichteten Cole et al. von der Entdeckung
eines weiteren Mitgliedes der ABC-Transporterfamilie in einem Phanotyp, der nach der
Behandlung von Zellen der humanen Lungenkrebszelllinie H69 mit Doxorubicin isoliert
worden war.[®® Das Multidrug-Resistenz assoziierte Protein 1 (MRP1) wird gemaR
HGNC als ABCC1 bezeichnet.

Struktur und Vorkommen

ABCC1 besteht aus einer Sequenz von 1531 Aminosauren und weist im glykosylierten
Zustand ein Molekulargewicht von ungefahr 190 kDa auf.[®®*®® Neben den fir ABC-
Proteine charakteristischen TMDi., und NBD;., besitzt der Transporter eine weitere
atypische, aus fiinf transmebranaren Helices bestehende Domane (TMDy), die auch bei

den ABCC-Vertretern 2, 3 und 6-9 vorkommt.[®* Eine Mutagenesestudie konnte zeigen,
[67]

dass die TMDy fur den Substrattransport nicht bendtigt wird;
[68]

jedoch ist ihre Funktion

bis dato unklar.

AuBenseite
Membran

Innenseite

Abbildung 9:  Sekundarstruktur von ABCC1*4

Der Transporter kommt ubiquitér in humanen Geweben, vermehrt exprimiert in inneren
Organen, in Hautepithelien und Skelettmuskeln, aber auch in der Blut-Hirn-Schranke

vor.® Er pefindet sich zumeist auf der basolateralen Seite endokriner Zellen,
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aber auch in Membranen von Zellorganellen wie dem Mitochondrium oder dem
endoplasmatischen  Retikulum.®*™  Eine  ABCC1-Uberexpression wurde in
verschiedenen Tumorerkrankungen wie akuter lymphatischer Leukdmie, nicht-

kleinzelligem Lungenkarzinom oder Brustkrebs beobachtet.®

Substrate und Inhibitoren

Wie viele ABC-Transporter hat auch ABCCL1 eine Schutzfunktion vor zelltoxischen
Verbindungen endogenen und exogenen Ursprungs mittels ATP-abhangigen Exports.
Im Unterschied zu ABCB1 vermag der Transporter auch Phase-11-Metaboliten, die an
Glutathion, Glucuronat oder Sulfat gebunden sind, zu transportieren.!®®! Aber auch
physiologisch wichtige organische Anionen (z. B. Folat), ungebunden oder als
Konjugate, sind Substrate. Eine weitere Besonderheit ist es, dass einige klinisch
relevante Zytostatika unverstoffwechselt in einem Cotransport mit Glutathion aus dem
Zellinneren hinausgeschleust werden.!®® Einige Arzneimittel wie Verapamil induzieren

den ABCC1-vermittelten Glutathionausstrom.’?

Tabelle 4: ABCC1-Substrate (Auswahl)??>®!

Transportform Substrat
endogen Bilirubin, Vitamin B,, Folat, Glutathion
ungebunden exoden Methotrexat, Ciprofloxacin, Atorvastatin,
g Flutamid, Calcein-AM", BCEFC™
ungebunden mit Vincristin, Doxorubicin, Daunorubicin,
GSH™"-Cotransport Epirubiucin, Etoposid, Mitoxanthron

Glutathiondisulfid, Leukotrien C4 (GSH),
endogen Prostaglandin A, (GSH), Ostron-3-sulfat, 17p3-
gebunden Ostradiol-17-(B-D-glucuronid)

Ethacrynsdure (GSH), Aflatoxin B, (GSH),

EX00EN  Cyclosphamid (GSH), As® / Sb* (GSH)
Stimulation des GSH- . L L
Ausstroms Verapamil, Nelfinavir, Apigenin
* Calcein-AM = Calceinacetoxymethylester

*x BCEFC = 2',7'-Bis-(2-Carboxyethyl)-5-(6)-carboxyfluorescein
***  GSH = Glutathion
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Ferner scheint das ABCC1-Protein eine Rolle fur der Aufrechterhaltung der fir die
Zelle essentiellen Homdoostase des Glutathionspiegels einzunehmen, da es in der Lage
ist, das Dimer Glutathiondisulfid hinauszuschleusen, das im Falle grofRen oxidativen
Stresses von der Gluthathionreduktase nicht ausreichend schnell abgebaut werden kann

und in der Zelle akkumulieren wiirde.[”

Man hat festgestellt, dass unspezifische Inhibitoren organischer Anionentransporter
(OAT), z. B. Indomethacin, auch gegeniiber ABCC1 hemmend wirken.[®® Viele
ABCB1-Inhibitoren (z. B. Cyclosporin A, Biricodar, Timcodar, Dofequidar, CBT-1)

591 Etwas selektiver

zeigen ebenfalls Aktivitdten gegeniiber diesem Transporter.
interagieren Vertreter der Leukotrienrezeptor-Antagonisten. Der bekannteste ist
MK-571, der aber auch mit dem hepatischen OAT-1B3 wechselwirkt.5*®®! Einen
Fortschritt erreichte man mit Isoxazolochinolinon-Derivaten. Untersuchungen in vitro
ergaben, dass diese Verbindungen in Anwesenheit millimolarer Mengen Glutathion den
ABCC1-vermittelten Ausstrom von Leukotrien C. inhibieren kénnen.!"*™! Bislang sind
aber keine klinischen Studien durchgefiihrt worden. Weitere Beispiele von Substanzen
mit der Fahigkeit, ABCCL1 in vitro zu hemmen, haben ein Pyrazolopyrimidint®, ein
Pyrrolopyrimidinl’l, ein Galloylbenzamidl”® oder ein Chalcogenpyryliumt™ als

Grundstruktur.

Leukotrienrezeptor-Antagonist Isoxazolochinolinon Pyrazolopyrimidin
MK-571 LY-465803 Reversan

Abbildung 10: Strukturen ausgewdahlter ABCC1-Inhibitoren
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1.1.5 Brustkrebs-Resistenz-Protein

Die Entdeckung dieses ABC-Transporters ist 1998/1999 von mehreren Arbeitsgruppen
unter verschiedenen Bezeichnungen bekannt gegeben worden. Seine Uberexpression in
Doxorubicin resistenten Zellen der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7/AdrVp wurde
von Doyle et al. festgestellt, weshalb sie das Enzym als Brustkrebs-Resistenz-Protein
(BCRP) bezeichneten.® Seinem Vorkommen entsprechend wurde es von Allikmets et
al. als Plazenta spezifischer ABC-Transporter (ABCP) bezeichnet.®Y) Die HGNC-

Bezeichnung des Brustkrebs-Resistenz-Proteins lautet ABCG2.1!

Struktur und Vorkommen

Das Polypeptid ist aus 655 Aminosauren zusammengesetzt und wiegt ungefahr 72 kDa
im glykosylierten Zustand. Abweichend von der Norm ist ABCG2 ein aus einer N-
terminal gelegenen NBD sowie einer sechs a-Helices umfassenden TMD bestehender
Halbtransporter.®2 Anhand immunohistochemischer und elektronenmikroskopischer
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der Transporter seine Funktionsfahigkeit
durch eine Oligomerisierung, mindestens durch eine Dimerisierung, von ABCG2-
Einheiten erhalt.®*®! Eine jiingst vorgestellte Studie kam zu dem Schluss, dass das
Protein als Tetramer in der Zellmembran vorliegt. Wie sich dieser Komplex bildet, ist

unklar.l®’]

TMD

AuBenseite

oVeVWe
l | l Membran
J U
(neD)

Innenseite
COOH
H,N

Abbildung 11: Sekundarstruktur von ABCG2!*!
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Die Verteilung und damit auch die physiologischen Aufgaben im humanen Organismus
sind denen von ABCBL1 recht dhnlich. So wird auch tber ABCG2 in Geweben mit
physiologischer Barrierefunktion (Blut-Hirn-Schranke, Leber-Gallen-Trakt,
Brustdrisen, Niere, Darm, Hoden, Plazenta) die Ausschleusung von
Stoffwechselprodukten und Xenobiotika durchgefiihrt.8l Man vermutet eine Beteilung
am Schutz hamatopoetischer Stammzellen, vor allem in hypoxischen Zustanden.®

Erhohte ABCG2-Level wurden in Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie und mit
diffusen groRzelligen B-Zellymphomen gefunden. Dennoch ist die Datenlage
hinsichtlich des ABCG2-Einflusses auf die MDR ambivalent.®” In mehr als 40 %
untersuchter solider Tumoren (z. B. Lungen- und Osophaguskrebs) konnte jedoch

ABCG2 als prognostischer Indikator identifiziert werden. &1

Substrate und Inhibitoren

Zu den physiologischen ABCG2-Substraten gehdren sulfat- und glucuronatkonjugierte
organische Anionen [z. B. Ostron-3-sulfat, Dehydroepiandrosteronsulfat, 173-Ostradiol-
17-(B-D-glucuronid)], Phosphatidylserin, Harnsdure, Hdm und Porphyrinmetaboliten,
Folat, Riboflavin, und B-Amyloidpeptide.?>*¥) Wie die anderen beiden Transporter
vermag auch ABCG2 eine groRe Anzahl strukturell unterschiedlicher Arzneistoffe zu
transportieren. Trotz der grolRen Unterschiede in der Proteinsequenz werden viele
ABCB1-Substrate auch von ABCG2 transportiert.* Des Weiteren hat man beobachtet,
dass die Anzahl transportierbarer Verbindungen durch eine Punktmutation am Anfang
der dritten Helix der TMD (Position 482: Glycin oder Threonin anstelle von Arginin)

zunimmt, [90:9%]

Tabelle 5: ABCG2-Substrate (Auswahl)©090:92.967]

Arzneimittelklasse Beispiele
Anthracycline Daunorubicin”, Doxorubicin”
Anthracene Mitoxanthron, Bisantren”
Zytostatika Antlmetabol_lte Meth(?trexat _
Camptothecine 9-Aminocamptothecin, Topotecan,

Irinotecan, SN-38
Epipodophyllotoxine Etoposid’, Teniposid
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Fortsetzung Tabelle 5:

Proteinkinasehemmer Flavopiridol

Tyrosinkinasehemmer Canertinib, Imantinib, Nilotinib,
Erlotinib, Pazopanib

BODIPY -Prazosin, Hoechst 33342,

Fluoreszenzfarbstoffe Pheophorbid A, D-Luciferin,
Rhodamin 123"
Antibiotika Ciprofloxacin, Erythromycin,
Nitrofurantoin
Antiinflammatorika Sulfasalazin
Antidstrogene Tamoxifen
. a-Blocker Prazosin
Sonstige . . . -
Calciumkanalblocker Dipyridamol, Nitrendipin
HMG-CoA- Rosuvastatin
Reduktasehemmer™
Protonenpumpenhemmer Pantoprazol
Virustatika Abacavir, Lamivudin, Zidovudin

* Substrate der ABCG2-Mutante R482G
** kein Substrat der ABCG2-Mutante R482G
***  3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktasehemmer

Es sind zahlreiche Substanzen als Inhibitoren beschrieben worden, wobei aber nur
wenige von ihnen im Tierversuch oder gar in einer klinischen Studie untersucht worden
sind.® Wie schon bei der Vorstellung des ABCB1-Transporters erdrtert worden ist, ist
die Zuordnung der Verbindungen, die mit ABC-Transportern interagieren, vom
interpretatorischen Standpunkt abhéngig. Neben der strukturellen Klassifikation sind die
Unterteilung gemaR ihrer Transporterselektivitat® % oder die Unterscheidung in
klassische Inhibitoren, die die ATPase-Aktivitait (z. B. Kol43) hemmen, und
,.substratabhangige* kompetitiv agierende Inhibitoren vorgeschlagen worden.!®”!

Neben den unspezifisch mit ABC-Proteinen interagierenden Arzneimitteln (Tabelle 5)
haben auch als ABCBIl-Inhibitoren (z. B. Dofequidar, Elacridar, Tariquidar)
entwickelte Substanzen Aktivitaten gegentiber ABCG2 gezeigt.®® Ferner weisen viele
Naturstoffe und Abkommlinge (Aurone, Chalconoide, (Iso-)Flavonoide, Stilbene,
Terpenoide) nicht-selektive Hemmeigenschaften auf.®® Ein Beispiel eines selektiv
inhibierenden Naturstoffes ist Fumitremorgin C, das aus dem Pilz Aspergillus fumigatus
isoliert worden ist und sich im Tiermodell als neurotoxisch herausgestellt hat.t*%%
Sein wohlbekanntes Analogon Ko143 ist wesentlich wirksamer und besitzt eine

wesentlich geringere Toxizitat als der Naturstoff.!X%%1%! Jedoch wurden seine selektiven



22 1 Einleitung

Hemmeigenschaften jlingst widerlegt, da es bereits ab einer Konzentration von 1 pumol/I
ABCBL1 und C1 inhibieren kann.!'*! In der Literatur ist aber auch eine ansehnliche Zahl

von Berichten selektiver ABCG2-Inhibitoren zu finden.

Tabelle 6: Selektive ABCG2-Inhibitoren (Auswahl)
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1.2 Biochemische Charakterisierung
von ABC-Transporter-Inhibitoren

1.2.1  ABCG2-Inhibitoren

Bestimmung der Aktivitat in Gegenwart des Farbstoffes Hoechst 33342

Der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 — 2°-(4-Ethoxyphenyl)-5-(4-methyl-1-
piperazinyl)-2,5¢-bis-1H-benzimidazol-trinydrochlorid — interkaliert sowohl in
Phospholipiddoppelschichten als auch in Kavitaten der DNS, die reich an Adenin und
Thymin sind. 2% wahrend ungebundenes Hoechst 33342 bei ca. 340 nm angeregt
werden kann und bei ca. 510 nm emittiert, weist der gebundenes Farbstoff ein
Anregungsmaximum bei 355 nm und Emissionsmaximum bei 465 nm auf und
fluoresziert wesentlich starker (750 — 1500fach) als der ungebundene.*3% Es jst
festgestellt worden, dass Hoechst 33342 sowohl von ABCB1 als auch von ABCG2 aus

der Zelle hinaustransportiert wird.!*3313°!

Plasmamembran

Zellkern

Intrazelluldrraum

Extrazelluldrraum

@
8 O _ — ABCG2-Transporter
OCD

Farbstoff Hoechst 33342

Abbildung 12: Schematischer Ablauf der Akkumulation von Hoechst 33342
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Wie in Abbildung 12 zu sehen ist, diffundiert der Farbstoff passiv entlang dem
Konzentrationsgefdlle vom Extra- in den Intrazelluldrraum (1) und wird aktiv vom
Transporter wieder hinausgeschleust (2). Mit der Unterbindung des Transports durch
einen Inhibitor (3) kommt es zu einer Akkumulation des Farbstoffes innerhalb der Zelle,
wodurch vor allem seine Einlagerung in die DNS einen Fluoreszenzanstieg verursacht
(4). In Abh&ngigkeit der Potenz und der Konzentration eines Inhibitors beobachtet man
hyperbolisch verlaufende Fluoreszenzanstiege (Reaktionskinetik 1. Ordnung) in der
Zelle.®®)  Durchfilhrung und  Auswertung des Akkumulationstests sind  dem

Experimentalteil (Kapitel 6.2.4.4) zu entnehmen.

Fluoreszenz
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Abbildung 13: Fluoreszenz-Zeit-Kurven eines typischen Hoechst 33342-Akkumulationstests

in Gegenwart verschiedener Konzentrationen des Inhibitors XR9577 (in Mol
pro Liter)

Bestimmung der Aktivitat in Gegenwart des Farbstoffes Pheophorbid A

Das Porphyrinderivat Pheophorbid A, ein Abbauprodukt des pflanzlichen
Chlorophyllstoffwechsels, ist ein ABCG2-spezifisches Substrat, das ein
Anregungsmaximum bei 395 nm und ein Emissionsmaximum bei 670 nm hat. Daher
kann es als Modellsubstrat fur die Untersuchung potentieller ABCG2-Inhibitoren
eingesetzt werden.*”**1 Da seine Fluoreszenzeigenschaft im Zellinneren unverandert
bleibt, unterscheidet sich das Verfahren von dem vorangegangenen dadurch, dass die

Fluoreszenzintensitat innerhalb der Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt wird.
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Durchfiihrung und Auswertung des Akkumulationstests sind dem Experimentalteil

(Kapitel 6) zu entnehmen.

Plasmamembran

Intrazelluldrraum

Extrazelluldrraum

ABCG2-Transporter

OO

Farbstoff Pheophorbid A

Abbildung 14: Schematischer Ablauf der Akkumulation von Pheophorbid A

1.2.2  ABCB1- und ABCC1-Inhibitoren

Calcein-AM ist die mit vier Acetoxymethylalkohol-Gruppen veresterte, nicht
fluoreszierende Vorstufe des Fluoreszenzfarbstoffes Calcein. Wegen seiner Lipophilie
kann Calcein-AM leicht Uber die Zellmembran in die Zelle gelangen, in der die
veresterten funktionellen Gruppen von den dort vorhandenen unspezifischen Esterasen
gespalten werden. Das dadurch entstandene Calcein-Anion kann die Zellmembran
aufgrund seiner Ladungen praktisch nicht mehr Gberwinden und ist nun in der Lage, die
im Zellinneren vorhandenen Calciumionen Uber die freien Carbonsduregruppen zu
komplexieren, wodurch es zu einer starken griinen Fluoreszenz kommt. 2401 Djeser
Chelatkomplex besitzt sein  Anregungsmaximum bei 496 nm und sein
Emissionsmaximum bei 516 nm.*? Da nur lebende Zellen aktive Esterasen besitzen,
wird Calcein-AM als Sensor zur Untersuchung der Viabilitat von Zellen eingesetzt.™**’!

Dartiber hinaus stellte es sich heraus, dass Calcein-AM ein Substrat von ABCB1 und
ABCC1 ist.M4°] Bej Zellen, die einen dieser Transporter tiberexprimieren, wird das

Calcein-AM schneller ausgeschleust, als es von den Esterasen zum Calcein-Anion
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gespalten werden kann. Dieses wird von ABCBL1 nicht bzw. von ABCCL1 nur in
geringem MaRe aus der Zelle transportiert.140X#:144141 Daher eignet es sich zur
Bestimmung der Aktivitat von potentiellen Modulatoren beider Transporter, da bei
deren Hemmung Calcein-AM akkumulieren und gespalten werden kann, wodurch eine
Anstieg der Fluoreszenz messbar ist. Wie in Abbildung 15 dargestellt ist, diffundiert der
Calceinacetoxymethylester passiv, dem Konzentrationsgefélle entsprechend, vom
Extra- in den Intramembranraum (1), von dem es aktiv vom Transporter wieder
hinausgeschleust werden kann (2). Bei Inhibition des Proteins (3) kann Calcein-AM im
Intrazelluldrraum akkumulieren, in dem es von unspezifischen Esterasen unter
Abspaltung seiner Acetoxymethylgruppen (AcOCH;-) in das fluoreszierende Calcein-

Anion (4) uberfuhrt werden kann.

Plasmamembran
O co0®
. O o O o Intrazelluldrraum
a@@e OOC/\)N Nk’\cooe o0
C: C:
@000 c00” Extrazelluldarraum
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O C o O -lransporter
@' ° /
\\“. AcO o OAc ,:" @
N AcO-H,C-00C” N N">C00-CH,-0Ac o
AEO'HZC—DOC) kCO(}CHZ—DAE
ﬂ — Calcein-AM-Molekiil

Abbildung 15: Schematischer Ablauf der Akkumulation von Calcein-AM

Die zu testenden Substanzen wurden diesem Akkumulationstest primar unterzogen, um
ihre Selektivitat zum Transporter ABCG2 festzustellen. Zeigte eine Substanz eine nicht
unerhebliche Aktivitat (Uber 25 % im Vergleich zur Referenzsubstanz Cyclosporin A),
wurde von dieser der 1Cso-Wert bestimmt. Da die Messzeit (iber die Konzentration des
Calcein-AM stetig abnimmt, wéhrend die des Inhibitors gleich bleibt, wird ein linearer
Anstieg der Fluoreszenz (Reaktionskinetik pseudonullter Ordnung) beobachtet
(Abbildung 16).1*%!
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Durchfiihrung und Auswertung des Akkumulationstests sind dem Experimentalteil
(Kapitel 6.2.4.6) zu entnehmen.
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Abbildung 16: Fluoreszenz-Zeit-Geraden eines typischen Calcein-AM-Akkumulationstests in
Gegenwart verschiedener Konzentrationen des Inhibitors Cyclosporin A (in
Mol pro Liter)

1.2.3  Enzymkinetische Untersuchungen

Enzyme sind mit einigen Ausnahmen Proteine und dienen der Beschleunigung (bio-)
chemischer Reaktionen.*”! Die enzymkinetischen GesetzmaRigkeiten konnen zur
Beschreibung des Wechselwirkungsverhaltens eines ABC-Transportproteins mit seinem
Substrat herangezogen werden. ]

Das von Michaelis und Menten im Jahre 1913 veroffentlichte Modell beschreibt den
Zusammenhang zwischen Substratkonzentration S und Umsatzgeschwindigkeit eines
Enzyms E.I!*

Nach
k
[E] + 5] <~ (5] ?}f——; [E] + [P]

bindet ein Enzym E reversibel mit der Bildungsgeschwindigkeitskonstante k; ein

Substrat S unter Ausbildung eines Enzym-Substrat-Komplexes ES.
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AnschlieBend kann ES wieder in die Edukte zerfallen (Zerfallsgeschwindigkeits-
konstante k1) oder aber mit der Geschwindigkeitskonstante k, zum Produkt umgesetzt
werden. Da bei Enzymen auch eine Rickreaktion mit der Geschwindigkeitskonstante k.,
zu beobachten ist, betrachtet man grundsatzlich die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit
Vo, bei der Produktkonzentration P sehr gering ist. Das Produkt aus der
Geschwindigkeits-konstanten k, und der Konzentration von ES stellt die
Reaktionsgeschwindigkeit vo des Enzyms E dar:
Vg = ky[ES]

Gibbs und Haldane nahmen flr enzymatische Reaktionen ein FlieRgleichgewicht an, bei
dem die Konzentration des Komplexes ES konstant ist, und somit auch Bildungs- und
Zerfallsgeschwindigkeiten gleich grof sind:™"!

k1[E] [S] = (k—1 + kz)[ES]
Man definiert daher die Michaelis-Konstante K, als:

[E][S] _k_i+k,
[ES] Ky

Ky, =

Gehorcht ein Enzym E einer Michaelis-Menten-Kinetik (Abbildung 17), wird die
Reaktionsgeschwindigkeit ab einer gewissen Substratkonzentration S maximal, da alle

katalytischen Bindungsstellen am Enzym mit dem Substrat besetzt sind:

Vmax = K2[E]
Umsatzgeschwindigkeit v
A
0.35 1
max| -~~~ ~~~"~""~""~""~"""~""~""~""~"~""~“"~"“"“—W“~"“~" "~ °~" 777
0.30 1
0.25 1
0.20 -
0,5 Vimax |-
015{ f
|
0.10 | :
|
0.05 1 !
|
|
0.00 ‘ ‘ ; — [3]
0 Ky 1000 2000 3000 4000 .
Substratkonzentration

Abbildung 17: Sattigungskurve eines Enzymes mit Michaelis-Menten-Kinetik: Darstellung
von v, als Funktion von Si*%U



1 Einleitung 29

Durch Kombination der einzelnen Gleichungen erhdlt man die Michaelis-Menten-
Gleichung:

N o

0 max [S] + Km
Kmn entspricht der Substratkonzentration, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit vo

halbmaximal ist. Da aber vpa lediglich asymptotisch erreicht wird, kann K, nur

naherungsweise bestimmt werden. K, kann durch die reziproke Gleichung

L_Kn 11
vO vmax [S] vmax

ermittelt werden. In einem Lineweaver-Burk-Diagramm, in dem 1/vy Uber 1/[S]
aufgetragen ist, wird die Funktion graphisch dargestellt, wodurch man die Parameter

Vmax und K., bestimmen kann.

v ,n’/
o’,
- '\ Km
_i /,.' V max
Km e
»
’i K\_‘ 1
\,” Vimax > 1
0 [S]

Abbildung 18: Lineweaver-Burk-Diagramm*%

Durch empirische Bestimmung der Katalysegeschwindigkeit bei verschiedenen
Substrat- und Inhibitorkonzentration kann die Art der Enzym-Inhibitor-Interaktion
ermittelt werden. Man unterscheidet kompetitiv, nichtkompetitiv und unkompetitiv

interagierende Inhibitoren.
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S S
E¥> ES E+P E+I¥>ES+I—>E+P
+
I kil s

|
ki AN ESI ——
S
El
kompetitiv nichtkompetitiv
S
E+I L» ES+|l—> E+P
ki

ESI ——X—

unkompetitiv

Abbildung 19: Reaktionsschemata mdglicher Enzym-Substrat- bzw. Enzym-Inhibitor-
Interaktionen (ES bzw. EI); P = Produkt™"!

Ein kompetitiver Inhibitor konkurriert mit dem Substrat um dieselbe Bindungsstelle des
Enzyms. Die vnax des Enzyms ist nicht erniedrigt. Ky, erhoht sich aber in Abhdngigkeit
der Dissoziationskonstanten ki des Enzym-Inhibitor-Komplexes. Je kleiner k; ist, desto
starker ist die Hemmung. Durch eine ausreichend hohe Erh6éhung der
Substratkonzentration ist es jedoch mdglich, den kompetitiven Inhibitor aus seinem
Komplex mit dem Enzym zu verdrangen. Dieses Verhalten zeigt sich im Lineweaver-
Burk-Diagramm dadurch, dass die Geraden einen gemeinsamen Schnittpunkt mit der
Ordinate haben.!*#]

Ein nichtkompetitiver Inhibitor bindet an einer anderen Bindungsstelle des Enzyms als
das Substrat. Dieses kann sowohl an das freie Enzym als auch an den Enzym-Inhibitor-
Komplex binden, wobei jedoch von letzterem kein Produkt gebildet werden kann. Der
Km-Wert des Enzyms bleibt unverandert. Dadurch, dass der Inhibitor die Anzahl freier
Enzyme zur Produktbildung erniedrigt, ist vmax reduziert. Graphisch wird dieses durch
einen gemeinsamen Schnittpunkt der Geraden auf der Abszisse deutlich.[**”
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Ein unkompetitiver Inhibitor bindet ausschlieRlich an eine Bindungsstelle des Enzyms,
die nach Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes entstanden ist. Durch die Mdoglichkeit
zur Bildung des Enzym-Substrat-Inhibitor-Komplexes (ESI) ist vmax erniedrigt. Ferner
ist durch die ESI-Komplexbildung die ES-Konzentration gering, was zum Erhalt des
Gleichgewichtszustandes zu vermehrter Bindung (Affinitatssteigerung) von S an E
fuhrt. Daher st der apparente Ky-Wert abgesenkt, da eine geringere
Substratkonzentration benétigt wird, um die Halfte der maximalen ES-Konzentration zu
erhalten. Im  Lineweaver-Burk-Diagramm  verlaufen die Geraden parallel
zueinander.*#"]

Es wurde das Wechselwirkungsverhalten der Inhibitorenklasse mit Heteroaryl-
phenylamid-Grundstruktur am ABCG2-Protein in Gegenwart der Substrate Hoechst
33342 und Pheophorbid A untersucht. Durchfiihrung und Auswertung der Versuche

sind dem Experimentalteil (Kapitel 6.2.4.8) zu entnehmen.

1.2.4  Zytotoxizitat

Das toxische Verhalten einer Substanz kann mit dem MTT-Test untersucht werden.
Lebende Zellen nehmen das gelbe Salz MTT (Methylthiazolyl-diphenyltetrazolium-
bromid) auf, das durch mitochondriale Dehydrogenasen zu einem schwer
wasserloslichen, violetten Formazan reduziert wird. Die Intensitat der Farbung bzw. die
gemessene Extinktion korreliert daher mit der Zellvitalitat.!****>®! Durchftihrung und

Auswertung eines MTT-Tests sind dem Experimentalteil (Kapitel 6.2.4.7) zu

entnehmen.
~ e
CHs HaC
0 O 3 . QO
= HsC
N%N—N o + 269+ 2H® N/)\N’H N

/ W + HBr
NN Br NN

Abbildung 20: Enzymvermittelte Reduktionsreaktion des MTT zum Formazan
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Der therapeutische Quotient TQ (oder therapeutische Breite) eines Arzneimittels ist das
Verhaltnis aus seiner therapeutischen und seiner toxischen Dosis; ein Wirkstoff ist um
so sicherer, je grofer das Verhaltnis aus mittlerer letaler Dosis (LDsp) und mittlerer
Effektivdosis (EDso) ist.* Um die Nutzbarkeit der Testsubstanzen fiir Lebendstudien
einschétzen zu konnen, wurde dieses Verhdltnis analog anhand der aus den
Testverfahren ermittelten halomaximalen Werte fur das Zelltberleben (Glsp) und die

Inhibition (ICs) mit der Gleichung
Gls,
TQ = -2
LT

berechnet.
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2 ZIELSETZUNG

Das Nichtansprechen bzw. Versagen einer Chemotherapie ist in vielen Féllen auf eine
in- oder extrinsische Resistenz  von Tumorzellen gegenuber Zytostatika
zurtickzufithren.®**¥) Ein Resistenzmechanismus besteht darin, dass entartete Zellen
durch erhodhte Expression von ABC-Proteinen die intrazellulare Konzentration eines
zytotoxisch wirkenden Arzneimittels so niedrig halten konnen, dass ihr Uberleben
gesichert ist.2”) Da ABC-Transporter strukturell unterschiedliche Substanzen, zu denen
auch viele Standardzytostatika gehoren, ausschleusen kdénnen, weisen Tumoren, die
diese Transporter Uberexprimieren, eine so genannte Multidrug-Resistenz (MDR)
auf.>>%%% \/on den bis dato achtundvierzig bekannten humanen ABC-Transportern
konnte die Uberexpression dreier Vertreter (ABCB1, ABCC1, ABCG2) fiir eine MDR
verantwortlich gemacht werden.®”

Daher verfolgte man den Ansatz, Uber die Hemmung dieser Proteine die Resistenz
aufzuheben. Im Rahmen dieser Arbeit sollten zwei Substanzklassen hinsichtlich ihrer
Fahigkeit, den Transporter ABCG2 zu hemmen, untersucht werden:

e Es ist herausgefunden worden, dass der ABCB1-Inhibitor Tariquidar (XR9577)
auch in der Lage ist, ABCG2 zu hemmen."> %8l Analoga ohne die
Tetrahydroisochinolin-Partialstruktur biRten ihre Aktivitat gegeniiber ABCB1
ein, inhibierten aber weiterhin ABCG2.1* Jedoch erreichten diese héchstens
das inhibitorische Niveau der Muttersubstanz.™® Es sollten die Auswirkungen
weiterer Modifikationen des in funf Bereiche teilbaren Anthranilamid-
Grundgertstes (Abbildung 21) untersucht und Struktur-Wirkungsbeziehungen
abgeleitet werden (Kapitel 3).
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Abbildung 21: Stammsubstanz Tariquidar (links) und allgemeine Struktur der von

Steggemann™® dargestellten Analoga ohne den Tetrahydroisochinolin-Rest
(rechts)

e Voruntersuchungen hatten ergeben, dass einige der in der AG Scholz
(Pharmazeutisches Institut, Universitiat Bonn) dargestellten Substanzen mit einer
Carborancarboxamid-Partialstruktur eine inhibitorische Wirkung gegentber
ABCG2 zeigten. Daher sollten die fur die Wirksamkeit verantwortlichen
Strukturen  ermittelt,  Substituenteneffekte  untersucht und  Struktur-

Wirkungsbeziehungen abgeleitet werden (Kapitel 4).

o)
\
HC=  NR:

e = BH

Abbildung 22: Grundstruktur der in der AG Scholz dargestellten Carborancarboxamide; das
Carboran bestent aus zwei Kohlenstoff- und zehn Boratomen, die
dodekaedrisch angeordnet sind.
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3 HETEROARYL-PHENYLAMIDE

3.1 Literatur

Anfang der 1990er Jahre ist berichtet worden, dass die 2,5-Diketopiperazine Piperafizin

A und B, isoliert aus dem Bakterium Streptoverticillium aspergilloides (Aktinomyces),

die Akkumulation des Mitosehemmers Vincristin (VCR) in der resistenten

Blutkrebszelllinie P388/VCR zu erhchen vermogen.'*” Die von Piperafizin A
abgewandelte Verbindung XR9051 (Abbildung 23) wurde 1998 als ABCB1-Inhibitor
vorgestellt.'®) Ausgehend von diesem wurde kurze Zeit spater eine wesentlich

wirkungsvollere Substanzklasse entwickelt, bei der die Piperafizin- gegen eine

Anthranilsdureamid-Teilstruktur ausgetauscht worden ist und deren bekanntester

Vertreter Tariquidar (XR9576) ist.[*6216%

A)

OCH;
{_IX
OCH;

B)

Abbildung 23: A) XR9051 mit Piperafizin-Teilstruktur; B) XR9577 (R = H) bzw. Tariquidar /
XR9576 (R = OCHj3) mit Anthranilamid-Teilstruktur
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Anhand der Strukturen vieler zur ABCB1-Modulation befahigter Verbindungen kénnen
gemeinsame Merkmale abgeleitet werden, nach denen sich die Grundstruktur eines
Inhibitors in drei groRe Bereiche einteilen l&sst. Eine basische Aminokomponente
(grin) ist Uber eine teils aromatische Briicke (rot) mit einer groRen hydrophoben
aromatischen Struktur (schwarz) verbunden.*®*! Tariquidar hat als Vorbild zur
Erstellung zahlreicher Substanzbibliotheken gedient, in denen vor allem der mittlere

Teil des Grundgeristes abgewandelt worden ist.

_OCHs
N,N\N/ o o~ ‘A\\/OCH
s P HM30181 XJLNNFJLN, (,SIV]\ OCHs
H3CO/©/ N% 5 _OCH;
r/\[A\l R HsCO o ©° \%\u/\HrOCHx
o @//\\ N\/ v// “R? n=1-5
3 P A~ -OCH:
:‘jg\):mu A 2 o N EJN Iv/j\ow
b A) JCL, <@U
oo N 9 o O
N - 0. _NH N~
RQY%/ ) qjocm L @
N OCH; OcHs

X = -NH-, -CHy-, -CH=CH- usw. o /©/\/ j’ s
R =-NO, -NHCO-Ar usw. ~N
-, HsCO N NONTY ) ocH,
HsCO NH
0

Tariquidar
A s FAIAj !
m y N E) gy
N A~ ~OCH3 Om/©/R \Rz
&L e : ) o
o R rA ‘A\

: seend oot

N \ Jo S

o R NH R =versch. kleine N
_/ O)\Ar Substituenten _

Abbildung 24: Beispiele publizierter Tariquidarabkémmlinge (R*™* = H oder OCHs):
A) dargestellt von der Firma Hanmi Pharmaceuticals (Seoul, Korea)™®!, B)
von der AG Wiese (Univ. Bonn)**¢1%% ) yon Labrie et al.?"®*"™ D) von
der AG Qian (Pharm. Univ. Nanking, China)"*** E) von der AG
Buschauer (Univ. Regensburg)™*">*® und F) von der AG Wiese!!0%110:157.15]

Es ist herausgefunden worden, dass Tariquidar auch in der Lage ist, ABCG2 zu
hemmen.'>" 1581 Anthranilsaureamid-Analoga  ohne  Tetrahydroisochinolin-Rest
(Abbildung 24F) biRten ihre Aktivitdt gegeniiber ABCBL1 ein und inhibierten selektiv
ABCG2."1 Auf Basis dieser Erkenntnis ist eine Substanzbibliothek zahlreicher
Anthranilsdureamid-Derivate, die selektiv. ABCG2 inhibierten, aufgebaut
worden.'®° jedoch erreichten diese héchstens das inhibitorische Niveau der
Muttersubstanzen XR9576 bzw. XR9577.[1%
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Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Auswirkungen von Abéanderungen der
Anthranilsdureamid-Struktur untersucht werden. Wie Abbildung 25 zu entnehmen ist,
besteht die Grundstruktur aus drei aromatischen Bereichen, die tber zwei Amidbricken
verbunden sind. Es sollte zunédchst eine Amidverknipfung gegen ein Tetrazol (grin)
ausgetauscht und die Effekte unterschiedlicher Substituenten an den drei Aromaten A,
B und C auf die inhibitorische Aktivitdt gegen ABCG2 untersucht werden. Ferner
sollten die Konsequenzen von Veranderungen innerhalb der Grundstruktur bestimmt
werden. Die &uBeren Phenylringe A und C wurden sowohl durch Alicyclen,
Heterocyclen, annelierte (heteroatomhaltige) Cyclen - und nicht planare Systeme
(Carborane, Kapitel 4) ersetzt als auch komplett ausgespart (grau schraffiert). Es
wurden ein 1,3,4-Oxadiazol- und ein 1,2,3-Triazol-Korper als weitere zum Amid
bioisostere Strukturen verwendet. Die Bedeutung der amidischen Verknipfung
zwischen den Ringen B und C (rot) fir die Hemmwirkung wurde tberprift. Neben
Aussparung und Positionswechseln relativ zum Heterocyclus (griin) wurde die Folge
(bio)isosterer Substitution untersucht. Daflr ist die Amidsequenz vertauscht und als

Substitut eine Sulfonamid- bzw. eine Tetrazolstruktur gewéhlt worden.

NH

- J

YO

HN

~

NH_|(Sn-N

NN
N:<

SNH

oA

N

.0
0”5~

Abbildung 25: Grundgerist der Anthranilamide und die im Rahmen dieser Arbeit
vorgenommenen strukturellen Veréanderungen
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3.2  Synthese

Zur Darstellung der Derivate wurden unterschiedliche Methoden angewandt, die in den

nachfolgenden Unterkapiteln vorgestellt werden.

CN

o o [
<« N o N® o NH NH, NN
y NO,
4N 2 o \© X . 0 NO, R 2 R
3 X R R2
t Kap. 3.2.1 Kap. 3.2.2 ‘Kap. 3.23 { Kap. 3.2.4
N=N, —\_R' N-N, l\f/N\ R! N;N R
< N - I N N/
oy : ’ o
4 3/’)(2 NH NO, NO,
X = 213/4-NO, o
5-0OCH3-2-NO, R?
2-COOCH,
2-Phenyl Kap. 3.2.5
Kap. 3.2.6

@ R!
O Het = Tetrazol; 1,3,4-Oxadiazol; 1,2,3-Triazol

5
B O ) Y = 2/3/4-NHj,; 5-OCH3-2-NH,; 2-COOH; 2-Phenyl
3 Y
\ Kap. 3.2.7
[re—( S~
3
R O Z = 2/3/4-NHCO-PhR?; 2-NHCO-CHj; 2-CONH-PhR?;
. ) 2-NHSO,-PhR%; 2-(CN,)-PhR2; 2-Phenyl
3 Z

Abbildung 26: Ubersicht tiber die beschrittenen Synthesewege
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3.2.1 2,5-Diaryl-2H-tetrazole

Die Uberlegung, disubstituierte Tetrazole Uber eine [2+3]-Cycloaddition (Huisgen-
Reaktion) herzustellen, ist nicht verfolgt worden, weil auBer stark elektronenarmen
organischen Nitrilen wie z.B. dem Perfluoracetonitril die erforderlichen Nitrile so
schwache Dipolarophile sind, dass sie mit den organischen Aziden nicht reagieren.™*™
Die Bildung von 2,5-Diphenyltetrazol ist erstmals von Wedekind durch Oxidation von
Tetrazoliumbasen mit salpetersaurem Kaliumpermanganat beschrieben worden.!*8%
Spéter stellten Dimroth und Merzbacher eine alternative Methode vor, nach der
Benzalphenylhydrazon und Phenylazid in alkoholischer Natriumethylat-Losung zu
diesem Tetrazol reagieren.™® Ito et al. haben zwei andere Synthesewege unter
Umgehung des doch recht empfindlichen Azids beschrieben, in denen zum einen
N-Phenylsulfonyl-arylhydrazidoylchloride mit Arylhydrazinen in Tetrahydrofuran, zum
anderen Phenylsulfonyl-arylhydrazone mit Aryldiazoniumsalzen in Pyridin umgesetzt
wurden. 1821831

In der vorliegenden Arbeit ist das Tetrazol nach letztgenannter Methode dargestellt
worden. In einer Kondensationsreaktion unterschiedlich substituierter Aldehyde mit
Benzolsulfonsdurehydrazid in Ethanol wurden die Hydrazone 1, 3-5 und 7-9
erhalten.™®! Da sich das Kondensationsprodukt aus 2-Carboxy-benzaldehyd und
Hydrazid in einer anschlieBenden intramolekularen Kondensation zum Phthalazinon
umsetzt, wurde die Carbonsédurefunktion des Aldehyds zuvor mit Jodmethan als
Sauremethylester geschiitzt (6).

R'= 2-NO, CHO R2= 2-NO, (1)
2-NO,, 5-OCHj (2) R1+<j/ 2-NO,, 5-OCH3 (3)
v g a N or (9

O, R Rz_()/\ y NO; (5)

2-COOCHj (6) H L (o] \© 2-COOCHj3; (7)

4-CF, H2N—N\S//o 4-CF5 (8)

2-Phenyl O// \@ 2-Phenyl (9)

Abbildung 27: Darstellung verschiedener Sulfonylhydrazone; a) MeOH oder EtOH, AT
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Diese reagierten dann mit einem nach Standardmethode erzeugten Aryldiazoniumion in

Gegenwart von Pyridin zu den Tetrazolen 12-31 und 53:

Tabelle 7:  Vorstufen mit 2,5-Diaryl-2H-tetrazol-Teilstruktur

NzN\ — R'l N=N\ =
< N \A/ X /N\@ocm
] M Y N N
X NO,
28

Verb. R R? Verb. R R?
12 4-n-C3H; 2-NO, 22 H 2-NO,
13 4-CHj 2-NO, 23 4-i-C3H; 2-NO,
14 4-CF, 2-NO, 24 3,4-OCH; 2-NO,
15 4-Cl 2-NO;, 25 3,4-F 2-NO,
16 4-OCH,CH; 2-NO;, 26 4-OPh 2-NO,
17 4-SCH, 2-NO, 27 4-OCHj 4-NO,
18 2-OCH, 2-NO, 29 H 4-NO,
19 3-OCHj 2-NO, 30 4-OCH, 3-NO,
20 4-OCHj 2-NO, 31 H 3-NO,
21 4-OCHj 2-NO,, 5-OCH; 53 4-OCHj 2-COOCH;

Man nimmt folgenden Reaktionsverlauf an (Abbildung 28)1%%): Das Aryldiazoniumion
greift zunachst nucleophil am Hydrazon-C an, und es bildet sich ein nicht isolierbares
Formazan (1). Einer Bamford-Stevens-Reaktion ahnlich deprotoniert das im Uberschuss
vorliegende Pyridin den Hydrazon-Stickstoff, wodurch sich ein Benzolsulfonsdure-
Anion abspaltet (I1). Da aber im Gegensatz zur Olefinbildung nach Bamford und
Stevens kein Stickstoff freigesetzt wird, muss sich das Arylazoaryldiazomethan-
Intermediat u-férmig im Raum angeordnet haben, wodurch es einen quasiaromatischen
Zustand erhalt, der die Ladungsunterschiede bzw. den Dipol delokalisiert und damit
stabilisiert (111). Dann kann sich der Heterocyclus in einer intramolekularen
1,5-dipolaren Cyclisierung bilden, indem das freie Elektronenpaar am positiv geladenen
Stickstoff angreift (1V).
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Abbildung 28: Mechanismus der Bildung von 2,5-Diaryltetrazolen nach Ito et al.'**!

Bemerkbar durch die nicht einsetzende Rotfarbung des Reaktionsansatzes bei Zutropfen
der Diazoniumsalz-Losung, wurde das Tetrazol offensichtlich nicht gebildet, wenn der
Rest R des Diazoniumsalzes eine Hydroxy- oder Hydroxyethylgruppe war. Es konnte
lediglich das Sulfonsdaurehydrazon-Derivat wiedergewonnen werden. Derivate mit
Pyridin-2-yl- und Pyridin-4-yl-Partialstruktur im aromatischen Bereich A kdnnen nach
dem gewahlten Syntheseweg nicht dargestellt werden.!*#>%! |n der Literatur sind einige
allgemeine Methoden zu finden, die die Darstellung ermdglichen kénnten (Abbildung
29).187188] b3 jedoch die Anwesenheit des Stickstoffes im Ring A keinen signifikanten
Einfluss auf die biochemische Aktivitat (Kapitel 3.3.1) ausgeibt hat, wurde von der

Darstellung weiterer Derivate Uber diese Synthesewege abgesehen.

Ausbeute: 90-98 %

. Pd(dba), / rac-BINAP (5 mol%), Nan
Niy . [ BE Cu'-Salz* / rac-BINAP (5 mol %) }\r'\"
\ I 4
<:> :N—NH t-BUOH, [Ar], T = 80 °C, 6 h @

N.
>N

\ !

N-NH T=110°C, 6-72 h \®

Ausbeute: 49-93 %

Abbildung 29: Alternative Methoden zur Darstellung von 2,5-Diaryltetrazolen!*¢"¢1
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3.2.2  5-Aryl-1H-tetrazole

Eine Abénderung in der Grundstruktur betraf den Wegfall des am N-2 des Tetrazols
befindlichen Aromaten. Einfach substituierte Tetrazole sind auf verschiedene Weisen
darstellbar. Pinner isolierte auf mehrstufigem Wege das 5-Phenyltetrazol, im letzten
Schritt durch salpetersaure Behandlung von Benzamidrazon.*®* Diese Darstellungs-
maoglichkeit erwies sich im Ganzen wegen hohen Aufwandes bei nur méiiger Ausbeute
als ungeeignet. Mihina und Herbst stellten 5-Aryltetrazole durch bis zu flinftagige
Einwirkung von Stickstoffwasserstoffsdaure auf Nitrilderivate in Benzol im
Einschlussrohr bei 150 °C dar.**! Da Stickstoffwasserstoffsaure (Kp 37 °C, toxisch und
explosiv) ein hohes Gefahrenpotential birgt, sind andere Syntheseprotokolle entwickelt
worden, die meist Natriumazid als Azidquelle und stéchiometrischen Mengen eines
Katalysators verwenden.!*9*194

Die Derivate mit einfach substituiertem Tetrazol (150, 151) wurden dem Protokoll von
Kogura et al. gemalR synthetisiert, nach dem ein Nitrilderivat mit Natriumazid in
Gegenwart von Triethylammonium-hydrochlorid in Toluol bei 100 °C uber Nacht
gerthrt wurde.*® Die Darstellung des Tetrazols ist der Amidbildung nachgestellt
worden, da die (2-Cyanophenyl)-amide 10 und 11 aus der Synthese der
1,2,4-Oxadiazole (Kapitel 3.2.2) bereits synthetisiert wurden.

HN-N,
N
b S a
oo N -
] d HN-N
NH, \N'N

o Nea
o —
NH, CN

o R' = OCHj (150)
R H (151)

R = OCHj; (10)
H (11)

Abbildung 30: Syntheseweg der einfachsubstituierten Tetrazole: a) Saurechlorid, TEA,
THF, RT; b) NaNs;, TEA-HCI, Toluol, T =100 °C
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Eine etwaige N-Acylierung des Tetrazols héatte jedoch keinen Umstand bedeutet, weil
diese Intermediate als aktivierte Carbonséuren leicht mit Nucleophilen — in diesem Falle
ausschlieBlich mit der Aminogruppe — reagieren, und das Tetrazol wieder freigesetzt
worden ware.[*%]

Quantenmechanische Berechnungen auf Basis der Dichtefunktionaltheorie haben
ergeben, dass unter den Reaktionsbedingungen die Tetrazolbildung tber einen
zweistufigen Prozess gegeniiber der konzertierten Addition bevorzugt ist (Abbildung
31).8 Es bildet sich in situ Triethylammoniumazid, welches besser als das
Natriumsalz in Toluol Iéslich ist. Ahnlich einer siurekatalysierten Nitrilhydrolyse
polarisiert das Proton des Triethylammoniumions die Nitrilgruppe, wodurch das
Azidanion an den Nitril-Kohlenstoff nucleophil angreifen (I) und dann der Ringschluss
zum Tetrazol-Anion (Il) erfolgen kann. Nach waéssriger Extraktion kann das Tetrazol

durch Anséuern mit konzentrierter Salzsaure gefallt werden (l11).

o
NaN, + (CZHs)NISa o]

l H---C?} HmN>
@CEN (CoHNHE N @CQ “)_\ . @EE: / )_\

N~ N

NN aq. HCI -
[N | mnega® MO N
N~ N-N
L H

1]

Abbildung 31: Reaktionsmechanismus der Bildung von 5-substituierten 1H-Tetrazolen nach
Himo et al. %!
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3.2.3 2,5-Diaryl-1,3,4-oxadiazole

Der Heterocyclus der Grundstruktur, das Tetrazol, wurde gegen einen Oxadiazol-
Korper ausgetauscht. In den letzten flinfzehn Jahren erfreuten sich Oxadiazole auf dem
Gebiet der Arzneimittelforschung als bioisostere Ersatz u. a. fur Carbonylfunktionen
(Ester, Amide usw.) groRer Beliebtheit.**®

Von den drei Konstitutionsisomeren des Oxadiazols werden vor allem das 1,2,4-, mehr
noch das 1,3,4-Isomer (z. B. im HIV-Intergraseinhibitor Raltegravir) eingesetzt.**®! Das
1,3,4-Oxadiazol hat ein groReres Dipolmoment als das 1,2,4-1somer, weshalb eine
Substanz mit 1,3,4-Isomer eine groRRere Polaritat und dadurch eine geringere Lipophilie
als eine analoge mit 1,2,4-1somer aufweist.**

Da die Lipophilie eines Molekuls auf die Modulation von ABCG2 einen gewissen
Einfluss hat,”®"! wurden zunachst Derivate mit 1,2,4-Oxadiazol geplant und nach dem
unten angegebenen Syntheseweg (Abbildung 32) dargestellt. Der Austausch bewirkte
jedoch, dass die ersten Derivate nur teilweise in Dimethylsulfoxid, welches zur
Herstellung der Stammlésungen fiir die biologische Testung eingesetzt wird, in Lésung
zu bringen waren. Daher ist von der Synthese weiterer Vertreter und deren biologischer

Untersuchung abgesehen worden.

_OH
- “ 0
NH, N N
NH _a _b H _c .
NH NH NH
o)
o)

Abbildung 32: Darstellung 1,2,4-oxadiazolhaltiger Derivate™®: a) NH,OH, DIPEA; b)
ArCOCI, DIPEA; c¢) Pyridin, AT

Als erster hat Glnther die Darstellung von 1,3,4-Oxadiazolen im Jahre 1889
beschrieben, der die Einwirkung von Phosphoroxychlorid und Ahnlichem auf
a-Benzildioxim untersucht hatte.™* 1hm war aufgefallen, dass sich bei niedrigeren

Reaktionstemperaturen das 3,4-Diphenyl-1,2,5-oxadiazol, bei héheren Temperaturen
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jedoch das 3,5-Diphenyl-1,3,4-oxadiazol bildet.* Eine bis heute tibliche Methode zur
Bildung des 1,3,4-Oxadiazol-Korpers ist die Cyclodehydratisierung von
Diacylhydraziden bei recht hoher Temperatur (240 °C) oder mittels wasserentziehender
Reagentien, wie von Stollé berichtet worden ist.”®” Da unter konventionellen
Bedingungen die Darstellung von Oxadiazolen bis zu mehreren Stunden des Erwarmens
unter Ruckfluss erfordert, haben Khan et al. eine Methode entwickelt, bei der sich die
Oxadiazole aus Arylacylhydraziden und Arylcarbonsauren in Gegenwart von
Aluminiumoxid und Phosphoroxychlorid durch Mikrowellenbestrahlung innerhalb von
maximal fiinfzehn Minuten bilden (Abbildung 33).1%!

Da sich bei diesem Verfahren wegen der Freisetzung von Chlorwasserstoffgas
(Abbildung 35) hohe Driicke aufbauen, sind die Reaktionsansatze zur Darstellung der
Vorstufen 55 und 56 nur langsam mit stark gedrosselter Bestrahlungsstarke erwarmt

worden.

o o) N"‘{
|
_NH a 1
©\)LN toe Ho)k©\ - do ’
H
NO, R’ NO,

R' = OCHj, (55)
H (56)

Abbildung 33: Syntheseweg der 1,3,4-Oxadiazole: a) POCl;, Al,O3, p =10 W, T =100 °C

Dabei greift zundchst der endstdndige Hydrazidstickstoff das Carbonyl-
Kohlenstoffatom der Carbonsdure in einer nucleophilen Substitution an, und das
Diacylhydrazid gebildet (Abbildung 34). Das entstandene Wasser wird vom

Aluminiumoxid gebunden.

(0] (0]

> (0] |T| O@

NH, + >~ ~N

N HO N~ 1>
H IH 12
H (OH

1K

-H,0 N

O

Abbildung 34: Bildung des Diacylhydrazids in situ?*?
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Ahnlich wie bei der Bildung eines Vilsmeier-Haack-Reagens®*!

greift ein Carbonyl-
Sauerstoff des Diacylhydrazids in einer nucleophilen Substitutionsreaktion (I) an, so
dass sich ein Chloratom am Carbonylkohlenstoff anlagern kann. Nach Abspaltung des
Phosphonsdaureesters (I1) erfolgt die Cyclisierung (111) durch den nucleophilen Angriff
des Sauerstoffes am aktivierten Kohlenstoff. Im letzten Schritt (IV) erfolgt die

Freisetzung von Chlorwasserstoff.

Cl— PCI

“ CI
©ﬂ< J\© N-N
® )
_H o 0

Abbildung 35: Reaktionsmechanismus der Bildung von 1,3,4-Oxadiazolen aus Diacyl-

hydraziden, abgewandelt nach Padmavathi et al.’**?

3.2.4 1,23-1H-Triazole

Als weiteres Substitut fir das Tetrazol ist ein 1,4-diaryliertes 1,2,3-1H-Triazol gewéhlt
worden. Dieser Korper kann durch Addition eines Azides an ein Acetylen dargestellt
werden, wie es 1898 von Michael als Erstem bei der Reaktion von Phenylazid mit
Acetylendicarbonsaure-dimethylester beobachtet worden ist.[2%4
Das Azid 59 wurde durch Umsetzung diazotierten 2-Nitranilins mit Natriumazid im
Salzsauren erhalten: %]

®

S
QNHz : QN:N o’ : QN\NGD
NO,

NO, NO, 'N

Abbildung 36: Darstellung des Phenylazids: a) konz. HCI, NaNO,, H,0, T <0 °C; b) NaN3
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Entsprechend der Vorschrift von Shao et al.”® wurde der Heterocyclus mittels
Kupfer(l)-lonen als Katalysator aus dem 1,3-Dipol 59 und einem ké&uflich erhéltlichen

Acetylenderivat, dem Dipolarophil, dargestellt:

0L, - e
. X
2 No2

= OCHj (60)
H (61)

59

Abbildung 37: Synthese der 1,2,3-Triazole: a) CuSO,5 H,O (0.01 Aq.), Natriumascorbat
(0.02 Ag.), Benzoesaure (0.1 Ag.), DMF-H,0, RT

Ein 1,3-Dipol ist definiert als eine Verbindung A-B-C, die durch den elektrophilen bzw.
nucleophilen Charakter der Positionen A bzw. C ambivalent ist. Huisgen nahm an, dass
die [3+2]-Cycloaddition eines Dipols an ein Dipolarophil in einer Mehrzentrenreaktion
ablauft, wie sie schon z. B. fiir die Diels-Alder-Reaktion beschrieben worden ist.?°"]
Huisgen et al. beobachteten bei der Umsetzung terminaler Acetylene mit Aziden die
Bildung von Gemischen aus 1,4- und 1,5-disubstituierten Triazolen (Abbildung 38).[2%!

Quantenmechanische Berechnungen auf Basis der Dichtefunktionaltheorie ergaben
Aktivierungsenergien (Ea) von 25.7 kcal/mol fur die Bildung des 1,4- und 26 kcal/mol

fur die Bildung des 1,5-Regioisomers.!?%!

® O Rr2
A//B\\C/R A//B\C’Rz
E— -~ & _ v
D=E
D=E 1
e R
® @/RZ R!
1,4-Regioisomer
.
D=E
R ® B.O R? B. p2
r'éG \\C/ ~ \C/R
L s - & o v
E-D E=D,
\R1 R1

1,5-Regioisomer

Abbildung 38: Mechanismus der Bildung des ladungsfreien Cyclus bei unkatalysierter
Reaktion der Reaktionsteilnehmer nach Huisgen®"#®!
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Meldal et al. entwickelten eine Festphasensynthese, die bereits bei Raumtemperatur und
wesentlich kiirzerer Reaktionszeit in Gegenwart von zwei Aquivalenten Kupfer(1)-iodid
nur ein Regioisomer, das 1,4-disubstituierte Triazol, lieferte.[2%#

Das Acetylen-Edukt wurde durch Bindung an PEGA-Resin (Poly[acryloyl-
bis(aminopropyl)-polyethylenglykol]) ,,immobilisiert“, um eine Polymerisierung zu
verhindern, da einwertiges Kupfer in Anwesenheit von Sauerstoff leicht zum
zweiwertigen oxidierte, das ,,mobile* Acetylene wie in der Glaser-Kupplung zu Diinen
umsetzt. 1210211

Eine ebenfalls bei Raumtemperatur ablaufende Synthesemethode ohne Festphase und
mit katalytischen Mengen Kupfer(ll)-sulfats présentierten Sharpless et al. kurz
darauf.’? Aufgrund der Annahme, dass die oxidative Polymerisierung in Anwesenheit
eines organischen Azides durch Wechselwirkung desselben mit dem Kupferatom teils
verhindert wird, generierten die Autoren Kupfer(l)-Spezies in situ durch Reduktion von
Kupfer(11)-sulfat mit Natriumascorbat.’’? Die glatte Umsetzung zum Triazol wurde
ferner dadurch gewahrleistet, dass das Natriumascorbat eine Oxidation des Cu' zu Cu"
verhindert.?™® Fokin et al. folgerten aus den Beobachtungen, dass im Gegensatz zur
konzertiert verlaufenen (thermischen) Huisgen-Cycloaddition die kupferkatalysierte

Alkin-Azid-Cycloaddition (CUAAC) schrittweise ablaufen muss:?%!

CU”
N /Rz Red.
N R-C=C-H
y=/ i
R [CUILn]
®
L, H -
Vv I
N 2
N“N-R _cz=c—[cu!
o R'-C=C—[Cu'L,4]
R1 Cuan-1
@
N I N=N©
N—R?2
] L
_N._ R? N
N N
- |
R1/C\C,Cu Lno ]| R1—CEC—éu'Ln_2
N~

Abbildung 39: Reaktionsmechanismus der CUAAC nach Fokin et al.[%%%
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Obwohl Acetylene nur schwach sauer (pKs ~ 25) sind, ist offenbar die Ausbildung eines
n-Komplexes zwischen Kupferatom und Acetylen flr einen Abfall des pKs-Wertes
verantwortlich, so dass sich im Wassrigen Kupferacetylide bilden kdnnen (I). Im
nachsten Schritt (11) wechselwirkt das Kupferatom unter Abgabe eines weiteren
Liganden mit dem RZproximalen Stickstoffatom (N-1) des Azides. Das distale
Stickstoffatom (N-3) kann nun das R'-proximale Kohlenstoffatom (C-2) angreifen,
wodurch sich ein sechsgliedriger Ring ausbildet (111). Eine Ringkontraktion (1V) erfolgt
durch Bildung einer o-Bindung zwischen N-3 und C-2, wobei das Kupferatom wieder
einen Liganden aufnimmt. Die dem Reaktionsgemisch zusatzlich hinzugefuigte
Benzoesaure fordert tber die Komplexierung des Cu'-lons die Umsetzung zum
Triazol.?® Die anschlieBende Protolyse des Kupferatoms setzt das 1,4-disubstituierte
1,2,3-Triazol frei.

3.2.5 Reduktion der Nitrogruppe

Die Reduktion der Nitrogruppe der Zwischenstufen zur Aminogruppe wurde Uber die

Hydrierung mit Wasserstoff in Gegenwart von Palladium erreicht.

Abbildung 40: Reduktion der Nitrogruppe zum Amin: a) H,, Pd/C, EtOH / THF, RT

So wurden die tetrazolhaltigen Vorstufen 32-46 und 48-52, die oxadiazolhaltigen
Vorstufen 57 und 58 und die triazolhaltigen Vorstufen 62 und 63 (Tabelle 8) erhalten.
Im Gegensatz zu vorhergehenden Berichten!***1%% reichte bei den eingesetzten Edukten
eine Reaktionsdauer von 60 min aus, um eine vollstdndige Umsetzung zu gewéhrleisten.
Sie verlief in der Regel ohne die Bildung von Nebenprodukten, so dass man das Produkt

ohne Reinigung umsetzen konnte. Es wurden bei der chlorhaltigen Verbindung 35
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Zersetzungsreaktionen beobachtet, da sie sich nach Entfernung des LOsungsmittels
allméhlich braun verfarbte.

Tabelle 8: Uber die katalytische Hydrierung erhaltene Vorstufen

- =N - -
N,N\N = R' N \N@\ '\f N\ = R! N ) — R
/ SN \ N \ N/ OCH3 o Yy N \
sz\ \

NO, R2 R?
32-46, 49-52 48 57-58 62-63
Verb. R R? Verb. R! R?
32 4-n-C;3H, 2-NH, 44 3,4-0OCH; 2-NH,
33 4-CHj 2-NH, 45 34-F 2-NH,
34 4-CF, 2-NH, 46 4-OPh 2-NH,
35 4-Cl 2-NH, 49 4-OCHj 4-NH,
36 4-OCH,CHj 2-NH, 50 H 4-NH,
37 4-SCH, 2-NH, 51 4-OCHj 3-NH,
38 2-OCHj 2-NH, 52 H 3-NH,
39 3-OCHj 2-NH, 57 4-OCH, 2-NH,
40 4-OCHj 2-NH, 58 H 2-NH,
41 4-OCHj 2-NH,-5-OCHj 62 4-OCHj 2-NH,
42 H 2-NH, 63 H 2-NH,
43 4-i-C3H; 2-NH,
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3.2.6  Sonstige Reaktionen

3.2.6.1 Esterhydrolyse

Eine weitere Variation der Carbonsaureamidstruktur bestand in der Umkehrung der
Reihenfolge der Briickenglieder. Daher wurde der zuvor gebildete Methylester fir die

Synthese der Verbindung 53 im Basischen verseift, um die freiwerdende Carbonsaure

54 mit einem Amin zum Amid umsetzen zu konnen.?*

53 54

Abbildung 41: Verseifung von Substanz 53 in Ggw. von Lithiumhydroxid in MeOH / H,0

3.2.6.2 Etherspaltung

Da die Bildung des Tetrazolringes durch die Anwesenheit von Hydroxygruppen
(Kapitel 3.2.1) verhindert wurde, wurde der Ether der Verbindung 40 durch Behandlung
mit Tribromboran und anschlieRender Hydrolyse zu Produkt 47 gespalten:™**!

40 47

Abbildung 42: Spaltung des Ethers: a) BBr;, DCM, T =-78 — 0 °C; b) H,0, 0 °C — RT
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Die Spaltung von Alkyl-Aryl-Ethern filhrt stets zum Phenol und Bromalkan.**®!
Es wurde zuvor unabhdngig von den Ethersubstituenten ein unimolekularer
Reaktionsverlauf angenommen.?® Den quantenmechanischen Berechnungen von
Sousa und Silval?*®! zufolge ist dieser nur bei Ethern mit sekundaren oder tertiaren
Alkylgruppen bevorzugt, wahrend die Demethylierung einem bimolekularen Verlauf
folgt, bei dem zwei Addukte aus Tribromboran und Ether miteinander reagieren. Auf
Basis dieses Ergebnisses schlugen Kosak et al.’!”) einen Drei-Cyclen-Mechanismus
vor, bei dem sich letztlich ein Triphenylborat bildet. Im Anschluss erfolgt die Hydrolyse
der Addukte in die Phenole und Orthoborsaure.

)E\ Br Br
unimolekular  H, C ®Br 'CHsB'; B-pr

0 3 3
Br ' '
i/_.,.\\ i ‘ ‘ Hydrolyse

@ / /CH3

(f CH3Br

bimolekular

H3C\’)O @ _Br
(0] B

BF\B Br’ “Br
Br’ Br

Abbildung 43: Bimolekularer Mechanismus der durch Bortribromid vermittelten Spaltung
eines Alkyl-Aryl-Ethers nach Sousa und Silva™®!

3.2.7 Darstellung des Amids

Bis auf wenige Ausnahmen (Biphenyl 172, Ditetrazol 175) besitzen die Testsubstanzen
eine Amidstruktur. Diese lieR sich aus einer nucleophilen Substitutionsreaktion eines
Amins mit einer aktivierten Carbonsdure beziehungsweise Sulfonséure bilden.

Zur Aktivierung der Carbonsdure stehen mannigfaltige Methoden zur Verfugung. In der
vorliegenden Arbeit erfolgte die Aktivierung der S&uren durch Umsetzung mit
Chlorierungsmitteln (Thionylchlorid, Oxalylchlorid) mit oder ohne katalytischer
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Mengen DMF in ein Carbonsaurechlorid oder mit Staabs Reagens?®]

(Carbonyldiimidazol) in ein reaktives Acylimidazol.

A)
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Abbildung 44: Mechanismen der S&aurechlorid-Bildung mit A) Thionylchlorid (Die
Chlorierung mit Oxalylchlorid ist entsprechend formulierbar.) und B)
Carbonyldiimidazol®*!

Die aktivierte Sdure wird vom Amin nucleophil angegriffen. Bei der Umsetzung von
Carbonséurechloriden wurde unter Zuhilfenahme einer Hilfsbase wie Triethylamin
(TEA), Diisopropylethylamin (DIPEA, Hinnigs Base) oder Pyridin der freiwerdende
Chlorwasserstoff abgefangen. Da Sulfonsédurechloride in Gegenwart von TEA oder
DIPEA auch im Uberschuss nicht mit den Aminen reagierten, wurden die Sulfonamide
nach Einhorns Variante der Schotten-Baumann-Reaktion dargestellt.??>?*"! Nach dieser
wurde das Saurechlorid zunédchst mit Pyridin versetzt, das das Saurechlorid in ein noch
aktiveres N-Acylpyridinium-Salz umwandelt. Diesem wurde dann ein in Pyridin
geléstes Amin zugefiihrt. Der Reaktionsmechanismus aller durchgefiihrten Varianten ist

derselbe:

o) © o)
+ X
H H

Abbildung 45: Reaktionsmechanismus der Amidbildung; X = CI, N-Imidazolyl oder
N-Pyridinyl
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3.3  Biologische Testung

3.3.1 Inhibitorische Aktivitat gegentiber ABCG2

Bei der Planung der Synthesen wurden Substituentenmuster gewahlt, die schon bei den
Tariquidaranaloga ohne Tetrahydroisochinolin-Struktur zu einer guten ABCG2-
Inhibition geflihrt hatten. Die inhibitorische Aktivitat der neuen Verbindungen wurde
mit dem Hoechst 33342-Test (Kapitel 1.2.1, 6.2.4.4) mit ABCG2 uberexprimierenden
Zellen (MDCK Il BCRP) bestimmt. Es wurden zunéchst Testsubstanzen dargestellt, die
an dem Phenylring C mit einer 4-Nitrogruppe versehen sind, an Phenylring A aber

unterschiedliche Substituenten tragen.

H . N,‘N’

o) o)
NO, NO,

Abbildung 46: Verbindung 64 tréagt dieselben Substituenten (4-n-Propyl an Ring A, 4-Nitro
an Ring C) wie der potenteste Vertreter der Anthranilamide.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 zusammengefasst. Es zeigte sich, dass
Verbindung 64 (ICso = 181 nmol/l) im Gegensatz zu seinem Anthranilamid-Analogon
(ICso = 940 nmol/l) eine ungeféahr funffach niedrigere Konzentration bengtigte, um den
halbmaximalen Effekt zu erzielen. Es wurde beobachtet, dass Substanz 64 ein im
Vergleich zum Standard und zum Anthranilamid geringeres Maximum erreicht
(Abbildung 47).
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Abbildung 47: Konzentrations-Effekt-Kurven des  Anthranilamids (@) und des
korrespondierenden Abkémmlings 64 mit Tetrazolstruktur (A) im Vergleich
zur Referenzsubstanz XR9577 (m)

Testsubstanz 65 (4-Methyl an Ring A) unterbot die ICsp von Verbindung 64 um das
Zweifache (ICso = 98.8 nmol/l), zeigte aber ebenfalls eine geringere Maximalinhibition
als die Referenzsubstanz. Dieser Effekt war auch schon von Kiihnle et al. beobachtet
worden. Sie machten die ungeniigende Wasserloslichkeit ihrer Substanzen fur die
erniedrigten Maximalinhibitionswerte verantwortlich.l*” Einige Vertreter wurden daher
auf ihre Tendenz zur Prazipitation unter Bedingungen, wie sie bei der Bestimmung der
Hemmwirkung herrschen, UV-spektroskopisch untersucht (Kapitel 3.3.5). Da auf Basis
dieser Ergebnisse die erniedrigten Plateaus nicht auf das Ausfallen der Substanzen
zuruckgefihrt werden konnten, wurde firr jede Substanz zusétzlich zum 1Csp-Wert das

inhibitorische Maximum Iy mittels

F. (Modulator) — Fpin(Modulator) *)
0 — JTmax min
Imax[ /0] Fmax(Referenz) — Fpin(Referenz) X100
berechnet.
*) Frmaxymin =  Fluoreszenzwerte [willk. Einh.] im Maximum bzw. Minimum

der Konzentrations-Effekt-Kurve
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Tabelle 9: Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Csp-Werte der Testsubstanzen
mit einem Nitrosubstituenten am Ring C; Referenzsubstanz XR9577: I1Cs, =
704 + 147 nmol/l; n=3

| c R
Verb. R R? R® Cs0 £ o lmax £ ©
[nmol/l] [90]
64 4n-CsH;,  4-NO, H 181 + 42 47 £ 7
65 4-CH; 4-NO, H 98.8 + 29.1 52+ 6
66 4-CF, 4-NO, H >> 10000 -
67 4-Cl 4-NO, H >> 10000 -
68  4-OCH,CH;  4-NO, H >> 10000 -
69 4-SCH; 4-NO, H >> 10000 -
70 2-OCH; 4-NO, H 117 + 26 101 + 4
71 3-OCH; 4-NO, H 788 + 1.7 58 + 4
72 4-OCH; 4-NO, H 117 + 26 45 £ 5
73 4-OCH; 4-NO,  OCH; 129 + 19 50 + 3
74 H 4-NO, H 150 + 28 60 + 7
75 4-OCH; 3-NO, H 168 + 23 57 + 11
76 H 3-NO, H 127 + 32 91 +5
77 4-OCH,CH;  2-NO, H 308 + 77 72+9
78 4-SCH; 2-NO, H 221 + 24 91 £ 2
79 4-OCH; 2-NO, H 266 + 28 76 + 10
80 H 2-NO, H 280 + 52 57 + 4

Der Austausch der lipophilen, schwach elektronenliefernden Methylgruppe durch
elektronenziehende Substituenten wie 4-Trifluormethyl (66) und 4-Chlor (67) hob die
modulierenden Eigenschaften vollstandig auf. Gleiches zeigte eine 4-Methylthiogruppe
(69). Es wurden unterschiedliche Ergebnisse bei den Verbindungen mit Sauerstoff

tragenden Gruppen beobachtet.
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Waéhrend eine Ethoxygruppe (68) zu einer Inaktivitdt flhrte, bewirkte eine
Methoxygruppe in der ortho-Position (70) ein Fluoreszenzmaximum auf dem Niveau
der Referenz (101 %) bei einem ICso-Wert von 117 nmol/l. Die Isomere der Substanz
70, die die Methoxygruppe in meta- (71) bzw. para-Position (72) am Phenylring A
tragen, inhibierten vergleichbar (71: 79 nmol/l, 58 %; 72: 117 nmol/l, 45 %).

Der Einfluss eines Substituenten an Ring B auf die Hemmung von ABCG2 wurde
untersucht (73). Hatte man bei den Anthranilamiden zumeist einen Absenkung der
Hemmstarke festgestellt™® wies die Testsubstanz 73 gegeniiber Verbindung 72 nahezu
gleiche Parameter auf (129 nmol/l, 50 %). Da auch die an Phenylring A unsubstituierte
Substanz 74 einen &hnliche ICso-Wert wie die vorher erorterten Verbindungen 64, 65
und 71-73 lieferte, wurden die Auswirkungen einer Positionsanderung der Nitrogruppe
an Ring C auf die Aktivitét untersucht.

Das 3-Nitro-4-methoxy-Derivat 75 schloss sich beziiglich seines inhibitorischen
Vermdgens (168 nmol/l) mit einer Imax von 57 % den vorher genannten Vertretern an.
Wahrend bei dem Substanzpaar 72/74 (4-Nitro an Ring C) kein Aktivitatsunterschied
festgestellt wurde, bewirkte der Wegfall des Substituenten an Ring A (76) eine
betréchtliche Zunahme des Ina-Wertes auf 91 % und eine leichte Zunahme der
inhibitorischen Wirksamkeit auf 127 nmol/l. Der Vergleich der zu den Verbindungen
68, 69, 72 und 74 Strukturisomeren 77-80 offenbarte, dass der Wechsel der Nitrogruppe
in die ortho-Position trotz erhdhter 1Cso-Werte grundsatzlich positiv zu bewerten ist, da
nun unabhangig vom Substituenten R! eine Inhibition des Transporters festgestellt
werden konnte. Dennoch zeigten diese Verbindungen immer noch erniedrigte

Maximalinhibitionen.

Da die an Ring C ein Halogenatom tragenden Anthranilamid-Vertreter keine bis
schwache, aber korrespondierende mit Cyano- und Trifluormethylgruppen akzeptable
modulierende Eigenschaften an ABCG2 gezeigt hatten,**%! wurde entschieden, letztere
als elektronenziehende Substitute fir die Nitrogruppe in para-Position an Ring C
einzusetzen (Tabelle 10). Im Vergleich zu den korrespondierenden Substanzen mit

Nitrogruppe wiesen die eine Cyanogruppe tragenden ein ahnliches Aktivitdtsmuster auf.
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Es wurde mit Verbindung 81 (4-CF3) keine Inhibition bis 10 pumol/l, mit 82 (2-OCHjs)
eine 1Csp von 153 nmol/l bei voller und mit 83 (4-OCHs) eine 1Cso von 77 nmol/l bei
66 %iger Imax ermittelt. Im Vergleich zum Derivat 74 war die an Ring A unsubstituierte
Substanz 84 hingegen etwas schwacher (257 nmol/l), erreichte aber ein hoheres

Maximum von 87 %.

Tabelle 10: Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs,-Werte der Testsubstanzen
mit 4-Nitril- oder 4-Trifluormethylgruppe am Ring C; Referenzsubstanz
XR9577: 1Csy =704 £ 147 nmol/l; n=3

N=N, —\ p1
R3 < N—Ca—R
DSt
NH

© | c\ —R?2
=
Verb. R! R? R® ICs £ o nax + ©
[nmol/l] [90]

81 4-CF; 4-CN H >> 10000 -
82 2-OCH;, 4-CN H 153 + 44 97 + 19
83 4-OCHjs 4-CN H 774+ 7.3 66 +1
84 H 4-CN H 257 + 68 87 + 15
85 4-n-C3H, 4-CF; H >> 10000 -
86 4-i-C3H; 4-CF; H >> 10000 -
87 4-CH; 4-CF; H 136 + 19 49 + 2
88 4-CF; 4-CF; H >> 10000 -
89 4-OCH,CH; 4-CF; H >> 10000 -
90 4-SCH; 4-CF; H >> 10000 -
91 3,4-OCH; 4-CF; H 330 + 19 80 + 13
92 2-OCH;, 4-CF; H 328 £ 10 104 + 13
93 3-OCHjs 4-CF; H 11200 £ 500 100*
94 4-OCH;  4-CFq H 105 + 11 91 + 4
95 4-OCHjs 4-CF; OCH3; 774 + 28.1 96 + 7
96 3,4-F 4-CF; H 255 + 124 58 + 7
97 H 4-CF; H 4390 + 180 100*

*) Berechnung durch Festlegen der Maximalinhibition auf das Referenzniveau
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Wie schon bei den Verbindungen mit der 4-Nitrofunktion zu beobachten war, bewirkten
auch die Kombinationen aus Alkyl-, Ethoxy- oder Methylthiosubstituenten am Ring A
und Trifluormethylgruppe am Ring C (85-90) keine oder nur schwache
Akkumulationen des Substrates, wahrend alle methoxytragenden Verbindungen (91-95)
Aktivitaten zeigten. Insgesamt schien die Trifluormethylgruppe im Gegensatz zu den
vorher untersuchten einen geringen Einfluss auf die Maximalinhibition zu haben, da die
meisten Verbindungen an den Referenzwert (80 — 96 %) heranreichten. Eine
Methoxygruppe in para-Position war ginstig (94: 105 nmol/l, 91 %), wohingegen eine
zusétzliche Gruppe in meta-Position die Wirksamkeit (91: 330 nmol/l, 80 %) reduzierte.
Substanz 95 inhibierte etwas stérker als 94 (77.4 nmol/l, 96 %), zeigte aber, dass der
Methoxysubstituent im mittleren aromatischen Bereich B keinen groRen Einfluss hat.
Waéhrend die Verbindungen 71 und 74 ein Plateau auf einem 2%:-Niveau bildeten,
bewirkte der Substituent am Ring C (93, 97), dass sich bis zur verwendeten
Hochstkonzentration der Verdunnungsreihen kein Plateau einstellte. Nach Festlegung
einer theoretischen Maximalfluoreszenz auf dem Niveau der Referenz wurden fur beide
Substanzen vergleichsweise schwache Hemmwirkungen von 11 pmol/l (93) bzw.
4.4 umol/l (97) berechnet. Im Vergleich zur 3,4-Dimethoxysubstitution (91) steigerte
die 3,4-Difluorsubstitution etwas die inhibitorische Aktivitdt (96: 255 nmol/l), senkte
aber die Inax auf unter 60 %.

Es wurde nun eine 4-n-Propyl-Gruppe am Ring C (Tabelle 11) eingefiihrt, die im
Gegensatz zu den vorher untersuchten Substituenten schwach elektronenliefernd ist und
keine Wasserstoffbriicken ausbilden kann. Volumindse Ester (98a) und Ether (99)
Substituenten an Ring A fuhrten zu Inaktivitat. Erst bei Verkleinerung des Substituenten
konnte wieder eine inhibitorische Aktivitat festgestellt werden. Zeigte der Thioether 100
einen erheblich erniedrigten Effekt (ICso = 783 nmol/l, Inax = 76 %), inhibierte das
Sauerstoffanalogon 101 (85 nmol/l, 91 %) &hnlich seinen verwandten Substanzen 94
und 95. Befand sich statt der Methoxy- eine Hydroxyfunktion (98b) bzw. tberhaupt
kein Substituent (102) am Ring A, sank die Aktivitit um das 2.5fache auf eine
ICs50 > 200 nmol/l.
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Tabelle 11: Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1C5-Werte der Testsubstanzen
mit 4-n-Propylgruppe am Ring C; Referenzsubstanz XR9577: ICsq = 704 + 147

nmol/l; n=3
N=N, —
NH
B
O)\@_Rz
Z
Verb Rl R2 IC50 _'__ (o) Imax _'__ (o)
' [nmol/I] [%0]
98a 4-00C-X* 4-n-C5H, >> 10000 -
99 4-OPh 4-n-C5H, >> 10000 -
100 4-SCH; 4-n-C3H, 783 + 30 76 +9
101 4-OCH;, 4-n-C5H, 85.2 + 3.6 91 + 15
98b 4-OH 4-n-C5H, 204 + 24 106 + 8
102 H 4-n-C3H; 212 + 12 100 + 3

*) X= 4-Propyl-phenyl-

Dass vor allem eine Methoxygruppe am Ring A, bevorzugt in para-Position, in niedrige
inhibitorische Konzentrationen resultierte, wurde zum Anlass genommen, den Einfluss
dieser Gruppe als Substituent am Ring C in Abhéngigkeit verschiedener Substituenten
am Ring A zu untersuchen (Tabelle 12).

Verbindung 103 stellt ein Konstitutionsisomer von 101 dar, bei dem sich die beiden
Substituenten Methoxy und n-Propyl an dem jeweils anderen Aromaten befinden.
Derivat 103 inhibierte bei einer Ina = 90 % mit einem ICs von 64 nmol/l noch ein
wenig starker als ihr ebenfalls sehr aktives Isomer. Fir Substanz 104, die ebenfalls ein
Konstitutionsisomer des Derivates 103 (Isopropyl statt n-Propyl) ist, wurde eine ICsg
von 136 nmol/l mit ahnlicher Maximalinhibition (97 %) ermittelt. Die Halbierung der
Hemmstéarke konnte darin bergriindet liegen, dass die Isopropylgruppe sterisch etwas

anspruchsvoller als die Propylgruppe ist.
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Ein Chlorsubstituent am Ring A wirkte sich nachteilig auf das inhibitorische
Vermdgen aus, da Substanz 106 zwar eine gute ABCG2-Hemmung (223 nmol/l)
zeigte, aber nur 60 % der Maximalinhibition erreichte. Die Inaktivitat der Verbindung
107 (R* = Phenoxy) war wiederum auf ihren volumindsen Substituenten
zurlckzufuhren. Hatten die vorher untersuchten Derivate mit Ethoxygruppe keine
Effekte gezeigt, wurde in Gegenwart einer Methoxygruppe an R? eine schwache
ABCG2-Modulation (108: ICso = 793 nmol/l, Inx = 50 %) festgestellt. Mit dem
Wechsel des Substituenten zu einer Methylthiogruppe (109: ICso = 132 nmol/l,
Imax = 100 %) erlangte die Verbindung eine ahnlich gute Wirksamkeit, wie sie schon bei
den Derivaten 103-105 beobachtet worden war.

Tabelle 12: Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs,-Werte der Testsubstanzen
mit 4-Methoxygruppe am Ring C; Referenzsubstanz XR9577: ICsq = 704 + 147

nmol/l; n=3
N=N
NH
=
Verb. R! R? ICoto  lnxto
[nmol/l] [90]
103 4-n-C3H; 4-OCH; 63.8 + 4.5 90 =x2
104 4-i-C3H, 4-OCH; 136 £ 5 97 + 12
105 4-CF; 4-OCH; 72.3 £ 13.1 97 £ 7
106 4-Cl 4-OCH; 223 £ 20 59 7
107 4-OPh 4-OCH3; >> 10000 -
108 4-OCH,CH; 4-OCH; 793 + 222 507
109 4-SCH; 4-OCH; 132 + 13 100 £+ 4
110 3,4-OCHj; 4-OCH; 319 £+ 54 100 £ 11
111 2-OCHg; 4-OCH; 180 £ 1 83 + 27
112 4-OCH; 4-OCH; 199 £ 14 100 £ 12
113 3,4-F 4-OCH; 230 £ 44 86 = 2

114 H 4-OCH; 200 + 17 101 £ 6
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Den Analoga mit Trifluormethylgruppe als R? entsprechend war ein am Ring A meta-
positionierter Methoxyrest von Nachteil. Der [Cso-Wert der Verbindung 110
(3,4-OCHj3) war um die Halfte héher (319 nmol/l, 100 %) als die Verbindungen 111
mit 2-Methoxygruppe (180 nmol/l, 83 %) und 112 mit 4-Methoxygruppe (199 nmol/I,
100 %). Die bei Verbindung 96 beobachteten Auswirkungen einer 3,4-Difluor-
substitution zeichneten sich in geringerem Male auch bei Substanz 113 (230 nmol/I,
86 %) ab, da diese eine erniedrigte Imax im Vergleich zu 110 zeigte, aber beziliglich des
ICso-Wertes etwas starker hemmte. Die Prasenz eines Substituenten an Phenylring A
war offenbar bei dieser Substanzunterklasse nicht notwendig, da das Derivat 114
(200 nmol/l, 101 %) eine der Verbindung 112 &hnliche Hemmwirkung zeigten.

Ferner wurden Art und Position sauerstofftragender Substituenten am Phenylring C
untersucht (Tabelle 13). Fiihrte die Prasenz einer 4-Ethoxygruppe an R* bei den bisher
dargestellten  Verbindungen grundsétzlich zur einer drastischen Reduktion
der inhibitorischen Aktivitat, konnte aufgrund des Ergebnisses des Derivates
115 (145 nmol/l, 92 %) nicht nur die Verzichtbarkeit eines Substituenten R* bestatigt
werden, sondern es zog auch die Vermutung nach sich, dass ein an Ring C para-
standiger, nicht elektronenziehender Substituent einen recht geringen Einfluss auf die
Inhibition hat. Der Tausch der Methoxygruppe von der para- (115) in die meta-Position
(116: 257 nmol/l, 119 %) fihrte zu einem Kkleinen, in die ortho-Position zu einem
4.5fachen Aktivitatsabfall (117: 894 nmol/l, 119 %). Dieser negative Einfluss ist
offenbar dominant, da es weitere Methoxysubstituenten in der als glnstig fir die
Modulation anzusehenden para-Position an einem oder beiden Ringen nicht
vermochten, die Aktivitat zu steigern, sondern einen der Struktur 117 &hnlichen
ICso-Wert zeigten (118: 766 nmol/l, 111 %; 119: 788 nmol/l, 115 %).

In den Verbindungen 120-124 sind die beiden Methoxygruppen an Ring C direkt
benachbart. Wéhrend fur die vier Vertreter mit Substituenten am Ring A (120-123)
vergleichbare Aktivitaten zwischen 130 und 300 nmol/l berechnet wurden, fihrte das
Fehlen eines Substituenten an Ring A hingegen zu einer starken Erniedrigung der
Hemmstérke (124, I1Cso = 823 nmol/l, Iyax = 83 %).
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Der bei dem unsubstituierten Derivat 124 beobachtete Aktivitatsverlust konnte
offenbar durch die Fixierung beider Sauerstoffunktionen mittels einer Methylen-
(125: 259 nmol/l, 123 %) bzw. Ethylenverknipfung (126: 190 nmol/l, 106 %) wieder

beseitigt werden.

Tabelle 13: Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs-Werte der Testsubstanzen
mit Alkoxysubstituenten am Ring C; Referenzsubstanz XR9577: 1Csq = 704 +
147 nmol/l; n=3

N:N\N = Rt N:N\N N:N\N
‘\/LG SN @ (I SN @ (I SN @
NH NH NH
le) (e}
o) |C\—R2 o ) o)
=
0 o
125 126

Verb. R! R? ICs0 £ o Imax £ &
[nmol/l] [90]

115 H 4-OCH,CH; 145 + 11 92 £5
116 H 3-OCHjs 257 £ 25 119 + 14
117 H 2-OCHj; 894 + 27 119 + 4
118 4-OCH; 2,4-OCH, 766 + 78 111 + 10
119 H 2,4-OCH; 788 £ 101 115+ 6
120 4-CF; 3,4-OCH; 287 £ 14 97 £ 15
121 4-OCH,CH; 3,4-OCH; 197 + 36 104 + 7
122 4-SCH; 3,4-OCH; 134 + 24 839
123 4-OCHjs 3,4-OCH; 134 + 19 101+ 4
124 H 3,4-OCHj; 823 + 90 102 £5
125 H [d][1,3]dioxol 259 + 62 123 + 11
126 H [b][1,4]dioxin 190 + 18 106 + 7
127 3,4-OCH; H 230 £ 37 104 + 11
128 3,4-F H 446 * 31 100 + 4

129 H H 66.9 + 4.8 90 + 3
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Stellt man die Verbindungen 120-124 den korrespondierenden Derivaten mit nur einer
Methoxygruppe gegentiber, zeigt sich ein  Widerspruch. Die zusatzliche
3-Methoxygruppe an Ring C fiihrte bei dem Paar mit R' = 4-Trifluormethyl (105, 120)
oder (114, 124) zu einer Herabsenkung, bei R! = 4-Ethoxy (108, 121) hingegen zu einer
Steigerung der inhibitorischen Wirkung, wahrend man bei R' = 4-Methylthio (109, 122)
oder 4-Methoxy (112, 123) keinen signifikanten Unterschied feststellte.

Nach der oben getroffenen Feststellung, dass die Anwesenheit einer Methoxygruppe an
Ring A praktisch keine Auswirkung auf die Aktivitat hat, wurde die Notwendigkeit
eines Substituenten an Ring B in Frage gestellt. So zeigte die Verbindung 124 einen
geringfugig niedrigeren ICsp-Wert von 230 nmol/l als seine Analoga 91 und 110.
Substanz 127 erreichte nur einen etwas héheren 1Cso-Wert von 446 nmol/l im Vergleich
zum Derivat 113 (ICso = 230 nmol/l). Das Fehlen des Substituenten hat offenbar nur
einen recht geringen Einfluss auf die Aktivitat. Die vollstandig unsubstituierte Substanz
129 wies eine ausgesprochen gute Hemmwirkung (ICsp = 66.9 nmol/l, Inax = 90 %) auf

und bestétigte dartiber hinaus die Verzichtbarkeit des Methoxysubstituenten.

Da die bloRe Grundstruktur ein hohes Potential besitzt, ABCG2 zu hemmen, wurden die
Auswirkungen struktureller Veranderungen untersucht. Bei den in Tabelle 14 gelisteten
Analoga ist stets einer der beiden aufleren Phenylringe ersetzt worden.

Das aromatische System ist bei den Verbindungen 130-132 durch alicyclische
Strukturen verkleinert worden, was zu einer Reduktion der inhibitorischen Potenz, aber
nicht der Maximalinhibition, flihrte. Die cyclohexylhaltigen Derivate 130 und 131
hemmten im niederen dreistelligen nanomolaren Bereich, wahrend der Adamantanrest
an R? (132: 1060 nmol/l) zu einer mehr als flinfzehnfachen Zunahme des 1Cso-Wertes
im Vergleich zu Verbindung 129, fihrte. Vermutlich fallt der Wirkverlust durch den
Cyclohexylsubstituenten aufgrund seiner sterischen Flexibilitat, der Anderung von der
Sessel- in die Wannenkonformation, nicht so dramatisch wie bei dem starren,
kugelférmigen Adamantangerist aus. Anhand des in der pharmazeutischen Chemie
bisher wenig geléufigen Carboranrestes, der u. a. als Bioisoster fiir Benzol (Kapitel 4)
eingesetzt werden kann, zeigte sich, dass fur die Aktivitdt aromatische Reste bei dieser

Substanzklasse bevorzugt sind.
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Dass die carboranhaltigen Vertreter im Konzentrationsbereich der cyclohexylhaltigen
Derivate (133: 807 nmol/l; 134: 508 nmol/l) hemmten, konnte auf die hohe Lipophilie
und die quasiaromatischen Eigenschaften des Carborans??? zuriickgefiihrt werden, die

anscheinend imstande sind, den Nachteil rAumlicher Ausdehnung auszugleichen.

Tabelle 14: Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs,-Werte der Testsubstanzen
mit  (ali-)cyclischen  Substituenten  anstelle  eines  Phenylringes;
Referenzsubstanz XR9577: 1Cs, = 704 £ 147 nmol/l; n=3

N=N —\ o
=~ /N /R
SO
NH
oél\R2
Verb. R! X R? ICs0 £ o Imax £ &
[nmol/l] [90]

130 4-OCH; C Cyclohexyl- 565 + 182 9% +8
131 H C Cyclohexyl- 287 + 46 97 + 6
132 H C Adamantyl- 1060 + 160 95
133 4-OCH; C  m-Carboranyl- 807 + 187 112+ 6
134 H C  m-Carboranyl- 508 + 30 107 £ 5
135 4-OCH; N 4-CF;-Phenyl 130 + 35 95 + 13
136 4-OCH; N 4-CH;0-Phenyl 61.6 + 9.2 103 + 12
137 4-OCH; N Phenyl- 102 + 6 120 + 16
138 H C Pyridin-2-yl- 445 + 17 81+9
139 H C Pyridin-3-yl- 733 + 60 99 +8
140 H C Pyridin-4-yl- 287 + 46 97 £ 6
141 4-OCH; C Pyrazin-2-yl- 174 + 47 79 £ 13
142 2-OCH; C Thien-2-yl- 330 + 18 89 +9
143 4-OCH; C Thien-2-yl- 351 + 60 90+1
144 H- C Thien-2-yl- 270 + 41 106 + 3
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Fortsetzung Tabelle 14:

145  4-OCH,CH; C  Naphth-1-yl 3300 + 790 100*
146 4-OCH; C  Naphth-1-yl 267 + 28 78+ 7
147 H C  Naphth-1-yl 430 £ 70 85 + 2
148 4-OCH; C  Chinolin-3-yl- 228 + 17 82+ 9
149 H C  Chinolin-3-yl- 176 + 35 51+ 4

*) Berechnung durch Festlegen der Maximalinhibition auf das Referenzniveau

Als Variation des Phenylringes A wurde ein Pyridin eingesetzt. Der zusatzliche
Stickstoff hatte keine Auswirkungen auf die Hemmstéarke, wenn als Substituenten-
muster 4-Methoxy am Ring A und 4-Trifluormethyl am Ring C verwendet wurde, da
Verbindung 135 (130 nmol/l; 95 %) praktisch dieselben Ergebnisse wie ihr Analogon
94 lieferte. Dagegen bewirkte das Heteroatom in Anwesenheit von zwei
4-Methoxygruppen an den Ringen A und C eine dreifache Aktivitétssteigerung. Das zu
112 verwandte Derivat 136 zeigte einen ICsp-Wert von 61.6 nmol/l bei einer
Maximalinhibition auf Referenzniveau. Die an R? phenylsubstituierte Verbindung 137
war ebenfalls sehr potent mit einer ICso von 102 nmol/l, was der Erhéhung der
Elektronendichte durch den Stickstoff zuzuschreiben sein kdnnte. Ein dem Derivat 137
analoge Verbindung ohne Stickstoffatom im Ring A hatte wahrscheinlich einen
ICso-Wert von > 200 nmol/l gezeigt, da der Tausch der Reste R! und R? bei
Substituenten in para-Position (Paare 94/105 und 101/103) zu vergleichbaren
ICso-Werten gefiihrt hat, und einfach substituierte Verbindungen wie 114 (R* = H,
R? = 4-Methoxy) und 127 (R' = 3,4-Methoxy, R? = H) in dem oben genannten Bereich
liegen. Da die Anwesenheit eines Stickstoffs keine signifikante Wirksteigerung erzielt

hatte, wurde von der Synthese weitere Derivate abgesehen.

Daruber hinaus wurde der Effekt von Heteroatomen im Phenylring C untersucht. Im
Allgemeinen ist deren Anwesenheit mit einem Verlust inhibitorischer Aktivitat, kaum
aber der I, verbunden. In Relation zum Derivat 129 sinkt sie um das Vierfache bei
para-stdandigem (140: 287 nmol/l, 97 %), um das 6.5fache bei ortho-standigem

(138: 445 nmol/l, 81 %) und sogar um mehr als das Zehnfache bei meta-stdndigem
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Stickstoff (139: 733 nmol/l, 99 %). Interessanterweise bewirkt ein Pyrazin an dieser
Stelle eine verhaltnismaRig geringe Abschwachung der Potenz (140: 174 nmol/l, 79 %).
Da auch die schwefelhaltigen Verbindungen 141-143 eine ebenfalls verminderte, aber
annahernd gleiche Aktivitit um 320 nmol/l bei einer Maximalinhibition wvon
durchschnittlich 95 % zeigten, tiberwiegt offenbar der Einfluss des Heteroaromaten den
des Substituenten R™.

Auch ein Naphthyl- anstelle des Phenylrings senkte grundsétzlich die Aktivitat.
Substanz 145 mit R' = 4-Ethoxy inhibierte vergleichsweise schwach mit einer
halbomaximalen Konzentration von 3300 nmol/l. Gegenlber der unsubstituierten
Verbindung (147: 430 nmol/l, 85 %) ergab eine Methoxygruppe an dieser Position eine
anderthalbfache Steigerung der Aktivitat (146: 267 nmol/l, 78 %). Die moderate Inax des
Derivates 146 war auf eine schlechte Loslichkeit unter den Testbedingungen
zuruckzufiihren, die sich nach Erreichen des Plateaus in einer steten Abnahme der
Fluoreszenz bei hdheren Konzentrationen duferte.

Die Verwendung des tariquidartypischen 3-Chinolins fuhrte wider Erwarten nicht zu
einer Steigerung der inhibitorischen Aktivitat, wie es von Tariquidaranaloga berichtet
worden ist™ Im Falle der Verbindung 148, die eine Analogon des Naphthalin-
Derivates 146 ist, wurde eine nahezu gleiche ICsy von 228 nmol/l und einer Inax von
82 % erhalten. Die unsubstituierte Verbindung 149 zeigte zwar eine ICsy von
176 nmol/l, aber eine drastische Reduktion der Maximalinhibition (51 %). Da sich in
den Messungen das Plateau recht frih eingestellt hatte, und die Fluoreszenzwerte
danach auf einem Niveau blieben, wurde auf das Prazipitationsverhalten nicht gepruft.

Anhand der biologischen Daten der Verbindungen 138-149 sind die auf 3D-QSAR-
Studien fuRenden Postulate, bicyclische Reste an dieser Position im Molekiil (R?) seien
monocyclischen gegenuber bevorzugt, und der Chinolinstickstoff sei fir die Aktivitat

bedeutsam, auf diese Substanzklasse nicht tibertragbar.[**
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Nach Erorterung der Substituenteneinflisse auf die Grundstruktur hinsichtlich der
Aktivitdt gegentiber ABCG2 wurde nun untersucht, welche Voraussetzungen der
Grundkdrper aufweisen muss (Abbildung 48). Dazu wurde einerseits auf die Présenz der
cyclischen Systeme A und C und auf die Wichtigkeit der Position der Amidgruppe zum
Tetrazol hin geprift, andererseits wurden die Brickenglieder (Tetrazol, Amid) einem
(bioisosteren) Tausch unterzogen.
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Abbildung 48: Vorgenommene strukturelle Variationen der Grundstruktur

Fehlte der Aromat A (150, 151), fiihrte dieses unabhéngig vom Substituenten am Ring
C zu Inaktivitat, wie es schon bei den Anthranilamiden beobachtet worden war.[*1%*%]
Der Austausch des Cyclus C durch eine Methylgruppe flhrte nicht wie bei den Anthra-
nilamiden zu einem vélligen Effektverlust,™" sondern zu einer stark verringerten

halbmaximalen Hemmkonzentration von 3.2 umol/l (152) bzw. 6.9 pumol/l (153).
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Tabelle 15: Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs,-Werte der Testsubstanzen
mit erster Modifikation der Grundstruktur — Wegfall des Phenylringes A bzw.
C; Referenzsubstanz XR9577: 1Csy = 704 + 147 nmol/l; n=3

150, 151 152, 153
Verb. R ICs £ o [nmol/l] Inax £ o [%0]
150 OCH; >> 10000 -
151 H >> 10000 -
152 OCH;, 3230 + 600 100*
153 H 6910 £ 930 100*

*) Berechnung durch Festlegen der Maximalinhibition auf das Referenzniveau

Die zweite Modifikation betraf das Tetrazol, welches selbst als Bioisoster fir die
Amidgruppe der Tariquidar-Abkémmlinge eingesetzt worden ist. Es wurden das 1,3,4-
Oxadiazol und das 1,2,3-Triazol als Substitute gewahlt (Tabelle 16). Da sich vor allem
die Methoxygruppe in Parastellung am Ring A bewahrt hatte, wurde sie als einziger
Substituent neben der unsubstituierten Variante gewahlt.

Mit Ausnahme der dem Tetrazolderivat 72 analogen Oxadiazolverbindung
154 (ICs0 = 109 nmol/l, Inax = 51 %) resultierte der Wechsel des Heterocyclus in einen
Aktivitatsverlust oder in einer Absenkung der Maximalinhibition. Bei den
Verbindungen 155 (R* = 4-OCHs, R? = NO,) und 156 (R' = 4-OCHj;, R? = CF3) wurde
eine im Vergleich zu ihren korrespondierenden Substanzen (79 bzw. 94) um 30 % bzw.
44 % geringere Imax beobachtet. Eine Methoxygruppe in ortho-Position zur
Amidgruppe (157) fihrte ebenfalls zur Ausbildung eines verminderten Plateaus
(342 nmol/l, 58 %). Wurde der Abstand zur Amidgruppe (3-OCHs) vergrolRert,
verschwand der sich auf die Imax negativ auswirkende Effekt des Substituenten wieder
(158: 293 nmol/l, 104 %).
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Die Substanzen 159 (R', R? = 4-OCHs) und die 160 (unsubstituiert) erreichten hohe
Imax-Werte, waren aber nur noch halb so aktiv wie ihre Tetrazol-Analoga 112 und 129.

Insgesamt ist ein 1,3,4-Oxadiazol als Tetrazolersatz unginstig.

Tabelle 16: Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs-Werte der Testsubstanzen
mit zweiter Modifikation der Grundstruktur — Austausch des Tetrazols gegen
Oxadiazol (148-154) oder Triazol (160-164); Referenzsubstanz XR9577: 1Cs =
704 + 147 nmol/l; n=3

NH
O | C\—R2
=
Verb. Heterocyclus R! R? Co0 £ & lnax £ ©
[nmol/l] [%6]

154 1,2,4-Oxadiazol OCH;, 4-NO, 109 + 11 51+ 15
155 1,2,4-Oxadiazol OCHs3 2-NO, 232 + 84 46 + 15
156 1,2,4-Oxadiazol OCHs3 4-CF; 90.0 + 24.6 47 + 7
157 1,2,4-Oxadiazol OCH; 2-OCH; 342 + 84 58 + 15
158 1,2,4-Oxadiazol OCH; 3-OCH; 293 + 45 104 £ 9
159 1,2,4-Oxadiazol OCH; 4-OCHj; 438 + 122 124 + 23
160 1,2,4-Oxadiazol H H 112 + 18 101 £ 9
161 1,2,3-Triazol OCH; 4-CF; 766 + 46 118 £ 9
162 1,2,3-Triazol OCH, 2-OCH; >> 10000 -
163 1,2,3-Triazol OCH;  4-OCHj; 2360 + 350 100*
164 1,2,3-Triazol OCH; 4-n-C3H, 367 + 106 89 +6
165 1,2,3-Triazol H H >> 10000 -

*) Berechnung durch Festlegen der Maximalinhibition auf das Referenzniveau

Die Anwesenheit eines Triazols anstelle des Tetrazols bewirkte nicht nur erhebliche
Aktivitatsverluste unabhangig von den Substituenten, sondern auch eine Veranderung
der bisher abgeleiteten Struktur-Wirkungs-Beziehungen. verbindung 161 (R* = 4-OCHs,

R? = 4-CF3) erlangte eine Imax von 118 %, war aber mit einer 1Csq von 766 nmol/l rund

siebenmal schwécher als sein tetrazolhaltiges Analogon 94.
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Die Prasenz von Methoxygruppen am Ring C senkte unerwartet die Hemmwirkung bis
hin zur Inaktivitat. Verbindung 162 (2-OCHpg) zeigte keinen und 163 (4-OCHg3) lediglich
einen schwachen Effekt mit 2.4 umol/l (zwdlfmal héher als der 1Cso von 112).

Ein Propylrest an Ring C (164) bewirkte jedoch eine Steigerung auf 376 nmol/l bei
hoher Inax = 89 % im Vergleich zum Derivat 161. Da die unsubstituierte Grundstruktur
165 keinerlei Hemmwirkung aufwies, eignet sich offenbar die Triazolbriicke auch nicht

als Amid- bzw. Tetrazolsubstitut.

Tabelle 17: Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs-Werte der Testsubstanzen

mit dritter Modifikation der Grundstruktur - Auswirkung des
Positionswechsels des Amids; Referenzsubstanz XR9577: I1Cg, = 704 £ 147
nmol/l; n=3

N
166, 167 168, 169
R?
Verb. R R? ICs + o [nmol/l] Imax * 0 [%6]
166 OCH; 4-CF; >> 10000 -
167 H H >> 10000 -
168 OCH; 4-CF; >> 10000 -
169 H H 4930 + 990 100*

*) Berechnung durch Festlegen der Maximalinhibition auf das Referenzniveau

Die Position der Amidgruppe zwischen den Cyclen B und C relativ zum Tetrazol
wurde variiert (Tabelle 17). Es wurden dazu die Isomere 166-169 synthetisiert und
getestet. Sie sind Stereoisomere zum unsubstituierten Derivat 129 sowie zur Substanz
94 mit R' = OCHs und R? = CF5. Das Abweichen von der ortho-Substitution fiihrte zu
einer Aufhebung der inhibitorischen Fahigkeit. Als einzige zeigte die unsubstituierte,
meta-verknipfte Verbindung 169 einen schwachen Effekt im einstelligen mikromolaren
Bereich (4.9 umol/l).
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Tabelle 18: Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs,-Werte der Testsubstanzen
mit dritter Modifikation der Grundstruktur — Veranderung der Amid-
Teilstruktur; Referenzsubstanz XR9577: 1Csq = 704 + 147 nmol/l; n =3

170,171 172,173 174 175
Verb. R! R? ICs £ o [nmol/l]  Inay + o [%]

170 OCH; H >> 10000 -
171 OCHj OCHj 7670 + 872 100*
172 OCHj CF; >> 10000 -
173 OCH; OCH; >> 10000 -
174 OCH; CF; >> 10000 -
175 - - 8340 + 3000 100*

*) Berechnung durch Festlegen der Maximalinhibition auf das Referenzniveau

Des Weiteren wurde die Bedeutsamkeit der ortho-stdndigen Amidgruppe untersucht,
indem sie bioisoster ersetzt oder weggelassen wurde (Tabelle 18). Der Wechsel des
Carbonséureamides zu einer Sulfonsdureamid-Gruppe wirkte sich negativ auf die
Aktivitat aus. Wéhrend Substanz 170 keinen Effekt bis 10 pmol/l zeigte, erzielte 171
mit zusétzlichem Methoxysubstituenten eine schwache Hemmung mit einem 1Cso-Wert
von 7.7 umol/l. Die Umkehrung der Amidbriickenglieder in den Verbindungen 172 und
173 und die Substitution des Amids durch ein Tetrazol im Derivat 174 resultierten in
einem vollstdndigen Wirkungsverlust. Die bei dem Derivat 175 fehlende amidische
Verknipfung reduzierte die inhibitorische Aktivitat auf eine 1Csp von 8.4 umol/l. Eine
NHCO-Bricke in ortho-Stellung zur ersten Verknlpfung, dem Tetrazol, ist offenbar
essentiell fur die biologische Aktivitat, wie sie auch schon bei den Tariquidaranaloga

beobachtet worden ist.[*%%62
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Zur Kontrolle der aus dem Hoechst 33342-Test erhaltenen Daten wurde die
Akkumulation des ABCG2 spezifischen Substrates Pheophorbid A in Anwesenheit
ausgewahlter Verbindungen durchflusszytometrisch untersucht (Tabelle 19). Die
Aktivitatsdaten beider Testverfahren korrelieren nur bedingt miteinander (r* = 0.68),
was an der geringen Diversitat der plCso-Werte liegen konnte (Abbildung 49). Jedoch ist
innerhalb eines jeden Datensatzes eine ahnliche Tendenz erkennbar, so dass ein vom

Substrat unabhangiges Verhalten der Inhibitoren vermutet werden kann.
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Abbildung 49: Streudiagramm der in beiden Akkumulationstest erhaltenen plCsy-Werte
(erstellt mit GraphPad Prism 6.0)
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Tabelle 19: Vergleich der Aktivitatsdaten ausgewéhlter Modulatoren in Gegenwart der
Substrate Hoechst 33342 und Pheophorbid A; n > 31!

N=N =
i
NH
=
Hoechst 33342 Pheophorbid A
Verb. R R? ICsh26  lxto6 | ICx*tc  lpwto
[nmol/l] [%%0] [nmol/l] [%%0]
74 H 4-NO, 150 + 28 60 £ 7 321 £ 52 69 £5
75 4-OCH; 3-NO, 168 + 23 57 £ 11 247 £ 36 56 £ 5
76 H 3-NO, 127 £ 32 915 123 £ 30 98 + 12
78 4-SCH; 2-NO; 221 + 24 912 117 £ 27 77 £9
79 4-OCH; 2-NO; 266 + 28 76 £ 10 311 £ 13 61 £5
80 H 2-NO, 280 = 52 57 £ 4 458 + 14 76 £ 4
97 H 4-CF; 4390 £ 180 100* 3630 £ 190 100*
100 4-SCH; 4-n-C3H, 783 = 30 76 £9 679 £ 110 69 £7
98b 4-OH 4-n-C3H, 204 + 24 106 + 8 129 £ 20 107 £ 9
102 H 4-n-C3H, 212 + 12 100 £ 3 96.6 £ 9.3 85+ 4
104  4-i-C3Hy 4-OCH; 136 £ 5 97 + 12 131 £ 45 95 + 10
109 4-SCH; 4-OCH; 132 £ 13 100 + 4 251 £15 85+ 2
112 4-OCH; 4-OCH; 199 £ 14 100 = 12 300 £ 60 92 £11
114 H 4-OCH; 200 = 17 101 £6 208 + 3 937
124 H 3,4-OCH; 832 + 90 102 £ 5 511 £ 23 86 £ 9
127  3,4-OCH; H 230 = 37 104 + 11 212 + 58 95 +9
129 H H 66.9 £ 4.8 90 +3 64.0 £9.6 109 £ 7
XR9577 704 + 147 100 741 = 146 100
Ko143 221 + 24 103 £ 3 276 + 40 113 + 8

*) Berechnung durch Festlegen der Maximalinhibition auf das Referenzniveau
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3.3.2 Untersuchungen zur ABCG2-Selektivitat

Es wurde die Hemmwirkung von ausgewahlten Vertretern der Substanzklasse
gegenuber den beiden anderen ABC-Transportproteinen, die bei der Zytostatikatherapie
eine Rolle spielen kdnnen, bestimmt. Da die Substanzen mit Anthranilamidstruktur
zumeist nur geringe hemmende Effekte bei hohen Konzentrationen weit aullerhalb des
Messfensters zeigten, wurden zunéchst ber ein Screeningverfahren die Aktivitat der
neuen Vertreter Uber die relative Fluoreszenz Fr mittels Calcein-AM-Tests (Kapitel
1.2.2, 6.2.4.6) mit der ABCB1 uberexprimierenden Zelllinie A2780 adr und mit der
ABCC1 iiberexprimierenden Zelllinie H69AR ermittelt. Zusétzlich zu Verbindungen mit
guter ABCG2-Hemmwirkung wurden auch solche, die weniger oder nicht aktiv an

diesem Transporter waren, untersucht.

3.3.2.1 ABCBI1-Inhibition

Wie Abbildung 50 zu entnehmen ist, wiesen die Verbindungen mit einer Nitrogruppe in
para-Position am Ring C (64-74) zumeist sehr schwache inhibitorische Eigenschaften
gegentiber ABCB1 bis ungeféhr 10 % bei 10 pmol/l auf. Der Wechsel der Nitrogruppe
in die meta- bzw. ortho-Stellung fuhrte zu unterschiedlichen Ergebnissen. Im Gegensatz
zu der Verbindung 75 (4-OCHjs an Ring A) stellte man eine 50 %ige Hemmung bei der
unsubstitutierten Substanz 76 fest. Bei den Derivaten mit 2-Nitrogruppe an Ring C
fuhrte die Anwesenheit des Methylthio- (78) bzw. des Methoxysubstituenten (79) zu
einem Anstieg der Inhibition auf ein dhnliches Aktivitatsniveau, wahrend die
Verbindungen 77 (4-OCH,CHz) und 80 (unsubstituiert) eine recht geringe Zunahme der

Fluoreszenz verursachten.
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100 -~

50 -~

rel. Fluoreszenz (% der Kontrolle)

£

CyA 64 65 66 67 68 69 70 71 72 74 75 76 77 78 79 80
Verbindung

Abbildung 50: Ubersicht (ber die gemessene Fluoreszenzen in Gegenwart von
Verbindungen mit R? = 4-NO, (dunkelgriin), 3-NO, (hellgriin) und 2-NO,
(tdrkis) bei 10 umol/l, auf Cyclosporin A (10 umol/l) bezogen; n =3

Von den Derivaten mit Trifluormethylgruppe als R* (orange) waren diejenigen, die als
R! eine Alkyl-, 4-Ethoxy- oder 4-Methylthiogruppe tragen (Abbildung 51), nahezu
inaktiv. Mit einer Ausnahme (93) flihrte eine Methoxygruppe zu einer Zunahme der
ABCB1-Inhibition. So zeigten Substanz 91 (R' = 2-OCHsj) eine 25 %ige und
92 (R' = 3,4-OCHs) eine 35 %ige Inhibition, wahrend mit 94 (R' = 4-OCHs;
Fre1 =10 %) und 95 (R' = 4-OCH3, R® = OCHs; Fe = 18 %) der Fluoreszenzanstieg
etwas geringer ausfiel.

Die Verbindungen 98a und 99 mit volumindsen Resten an Ring A und mit 4-n-Propyl
an Ring B (lila) waren an ABCBL1 inaktiv. In Analogie zu den Derivaten 90 und 94
verfugten die korrespondierenden Verbindungen 100 und 101 ebenfalls nur tber ein
geringes Inhibitionsvermdgen. Die eine Hydroxylgruppe tragende Verbindung 98b
zeigte hingegen eine beachtliche relative Inhibition von 81 %. Auch fir die an Ring A
unsubstituierte Verbindung 102 wurde eine recht hohe Aktivitdt (Fe = 45 %)
festgestellt.
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100 ~

50 -

rel. Fluoreszenz (% der Kontrolle)

CyA 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 97 98a 99 100 101 98b 102
Verbindung

Abbildung 51: Ubersicht (ber die gemessene Fluoreszenzzunahme in Gegenwart von
Verbindungen mit R? = 4-CF; (orange) und 4-n-C3H- (lila) bei 10 pmol/l, auf
Cyclosporin A (10 umol/l) bezogen; n =3

Wie aus Abbildung 52 hervorgeht, wiesen die Isomeren 103 und 104 im Vergleich zu
Cyclosporin A niedrige Fluoreszenzwerte auf, wobei deren augenscheinlich grof3er
Unterschied zueinander (7 % und 24 %) wohl den Grenzen des Testverfahrens in Bezug
auf Substanzen geringerer Aktivitat zuzuschreiben ist. Verbindung 105, die zu den an
ABCG2 potentesten Derivaten gehort, zeigte praktisch keine ABCB1-Hemmung.
Analog zu den vorher erorterten Verbindungen mit Trifluormethylgruppe waren
diejenigen, die an ABCG2 eine verminderte Potenz gezeigt hatten, auch an ABCB1
kaum aktiv (106-108). Ein Zunahme der inhibitorischen Wirkung wurde festgestellt,
wenn der Ring A mit Methylthio- oder Methoxygruppen (109-112, 114) substituiert
war. Es wurden relative Fluoreszenzen zwischen 40 und 65 % des Niveaus von
Cyclosporin A gemessen.

Im Vergleich zu den Verbindungen mit 4-Methoxy an Ring C (105, 108, 109, 112, 114)
fuhrte eine 3,4-Dimethoxysubstitution am Ring C (120-124) zu gegensétzlichen

Ergebnissen.
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Wihrend die Substanzpaare 105/120 (R' = 4-CF3; Fe = 0 % / 5 %) und 109/122
(R! = 4-SCH3; Fe = 55 % / 48 %) kaum Unterschiede aufwiesen, nahm die inhibito-
rische Wirkung durch die zusatzliche 3-Methoxygruppe bei den Substanzen mit
R' = 4-OCHj3 von 64 % (112) auf 31 % (123, R* = 4-OCH3) beziehungsweise bei den
unsubstituierten Verbindungen von 56 % (114) auf 17 % (124) ab. Im Vergleich zur
Substanz 108 (R* = 4-OCH,CHs, Fa = 2 %) bewirkte der zusatzliche Substituent der
Verbindung 122 (berhaupt erst eine messbare ABCB1-Hemmung (Fre = 28 %).

In dem Substanzensatz sind ferner vier Konstitutionsisomeren-Paare enthalten, bei
denen die beiden Substituenten R' und R? vertauscht worden waren. Nur eines dieser
Paare zeigte einen signifikanten Unterschied in der Aktivitat (124, 17 % / 127, 50 %).
Die Messergebnisse der anderen Paare (91/120, 94/105, 101/103) blieben unter 25 %
der Referenzinhibition, so dass 1Cso-Werte weit aullerhalb des Messfensters von uber
10 umol/l zu erwarten waren. Die gegeniiber ABCG2 sehr aktive Verbindung 129

(R, R? = H) zeigte eine relativ schwache 15 %ige Hemmung.

100 -~

rel. Fluoreszenz (% der Kontrolle)
a1
o
|

CyA 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 114 120 121 122 123 124 127 129
Verbindung

Abbildung 52: Ubersicht (iber die gemessene Fluoreszenzzunahme in Gegenwart der
Testsubstanzen mit R? = 4-OCH; (dunkelrot), 3,4-OCHj (rot) und H (hellrot)
bei 10 pumol/l, auf Cyclosporin A (10 pumol/l) bezogen; n =3
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Der Austausch des dem Tetrazol bioisosteren Oxadiazols (braun) anderte wenig an den
ABCG2-selektiven Eigenschaften der Stammverbindungen (Abbildung 53). Es wurde
bei den drei ausgewéhlten Verbindungen 154 (12 %), 156 (0 %) und 160 (10 %) eine
ahnlich schwache Aktivitat wie bei ihren korrespondieren tetrazolhaltigen Derivaten
(72: 7 %; 94: 11 %; 129: 15 %) beobachtet. Die zu den Substanzen 94 bzw. 129
analogen Derivate 166-169 mit veranderter Amidposition (violett) waren an ABCB1

nahezu inaktiv.

100

50

rel. Fluoreszenz (% der Kontrolle)

CyA 154 156 160 166 167 168 169
Verbindung

Abbildung 53: Ubersicht (ber die gemessene Fluoreszenzzunahme in Gegenwart von
Verbindungen mit einem Oxadiazol anstelle des Tetrazols (braun) und meta-
(graublau) bzw. para-Tetrazolylphenyl-amiden (violett) bei 10 umol/l, auf
Cyclosporin A (10 umol/l) bezogen; n =3

Es wurde allgemein beobachtet, dass die Testsubstanzen, die gegen ABCG2 keine oder
schwache Aktivitatswerte gezeigt hatten, hinsichtlich ABCB1 ebenfalls nahezu inaktiv
waren. Von denjenigen Modulatoren mit Fr > 25 % und von der Substanz 129,
stellvertretend fur alle anderen Substanzen mit einer Inhibition unter 25 %, wurde
mittels Calcein-AM-Tests der ICso-Wert bestimmt (Tabelle 20).
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Da sich bei fast allen Verbindungen kein Fluoreszenzplateau innerhalb des Messfensters
ausbildete, musste als Maximalinhibition die der Referenzsubstanz Cyclosporin A
herangezogen werden, nur Verbindung 98b erreichte maximale Fluoreszenzwerte auf
Referenzniveau.

Die unsubstituierte Verbindung 129 zeigte eine im Verhaltnis zu ihrer ABCG2
hemmenden Wirkung uber 300fach schwachere ABCB1-Inhibition (ICso = 21.8 umol/l)
und kann daher als selektiver Inhibitor angesehen werden. Die Préferenz
methoxygruppenhaltiger Verbindungen bei der Inhibition des ABCB1-Transporters ist
bereits in der Literatur beschrieben worden.?? Dieses Phanomen konnte beztglich der
in dieser Arbeit diskutierten Substanzklasse nicht nur fir Methoxy-, sondern auch fur
Methylthiogruppen festgestellt werden. Tendenziell sank die Selektivitit ABCG2-
aktiver Verbindungen, wenn ihre Phenylringe keine elektronenziehenden (Nitro- bzw.
Trifluormethyl-) oder schwach elektronenschiebenden (n-Propyl-) Substituenten trugen,
wobei der Einfluss des Substituenten R auf die Selektivitatsabnahme groRer als der des
Substituenten R? zu sein schien.

Jedoch lieR sich kein allgemeingltiges Schema ableiten, da einige Substitutionsmuster
aus dem Raster fielen. So weichen die Substanzpaare 75/76 und 101/102 von der oben
aufgefiihrten Regel ab, da die methoxytragenden Strukturen 75 und 101 relative
Fluoreszenzen unter 25 % zeigten und daher recht geringe ABCBL-Aktivitaten
auswiesen, wohingegen ihre Analoga ohne diesen Substituenten (76/102) aber mit 1Csq-
Werten von knapp unter 10 umol/l hemmten. Bezuglich der mit einer 2-Nitrogruppe an
Ring C substituierten Derivate ist der die ABCB1-Inhibition fordernde Effekt des
Methylthio- (78: 9.78 pmol/l) etwas schwacher als der des Methoxysubstituenten
(79: 6.20 pmol/l) ausgeprégt.

Ausnahmen von der Regel finden sich auch bei den Verbindungen mit Trifluor-
methylgruppe an Ring C. Die Substanzen 91 (R' = 3,4-OCHj) und 92 (R* = 2-OCHs)
zeigten eine halbmaximale Hemmstarke von ca. 10 pmol/l, wahrend die Analoga
93 (R = 3-OCHs) und 94 (R* = 4-OCHj) schwache ABCB1-Inhibitoren sind. Mit dem
Derivat 98b ist der an ABCB1 potenteste Modulator dieser Klasse identifiziert worden,
der mit einem ICsp-Wert von 0.434 pmol/l dreimal so stark wie Cyclosporin A

inhibierte.
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Einen weiteren Sonderfall stellt die sich von der selektiven Substanz 129 durch eine
n-Propylgruppe unterscheidende Verbindung 102 dar, die im hohen einstellen
mikromolaren Bereich hemmte.

Trotz den stark voneinander abweichenden prozentualen Werten der Strukturisomeren
103 (Frel = 7 %) und 104 (Fe = 24 %) ist dieser Unterschied mit Hinblick auf die
Transporterselektivitat letztlich bedeutungslos, da Substanz 104 nur einen recht hohen
Hemmwert von 19.4 pmol/l aufwies und daher 140mal schwécher ABCB1 als ABCG2
inhibierte. Die auf Methoxygruppen zurlickzufiihrende gesteigerte ABCB1-Inhibition
zeigte sich vor allem bei den Derivaten 109-112 und 114, die durchschnittlich
niedrigere 1Cso-Werte als die anderen zeigten. Dabei zeigte sich, dass sich
4-Methylthio- (109: 4.20 pmol/l) und 3,4-Dimethoxysubstitution (110: 3.20 pmol/l) zur
4-Methoxysubstitution (112: 2.88 pmol/l) biochemisch nahezu &quivalent verhalten.
Befindet sich die Methoxygruppe in ortho-Position, fihrt dieses zu einem Aktivitats-
verlust (111, ICso = 8.14 pmol/l).

Am Phenylring C scheint eine zusétzliche Methoxygruppe in meta-Position
von Nachteil zu sein, da nebst der schwach inhibierenden Verbindung 121
(ICs0 = 19.0 pmol/l) die Derivate 122 (1Cso = 9.61 umol/l), 123 (1Cso = 27.2 pmol/I) und
124 (FAa = 17 %) im Vergleich zu ihren Analoga ohne 3-Methoxygruppe
(109: 1Csg = 4.20 pumol/l; 112: 1Csp = 2.88 umol/l; 114: 1Csy = 5.47 pmol/l) entschieden
schwachere Aktivitaten aufwiesen, die offenbar auf den durch die nicht planaren
Amidbrucke abgewinkelten Phenylring C zuriickzufuhren sind. Ist der Phenylring C
unsubstituiert, sinkt die ABCBI1-Aktivitit nur gering, da Verbindung 127
(ICs0 = 4.03 pmol/l) eine der 110 ahnliche Inhibition zeigte.
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Tabelle 20: Inhibitorische Aktivitaten der tber das Screening identifizierten Substanzen
mit mehr als 25 %iger verusachter Fluoreszenz im Calcein-AM-Test;
Referenzsubstanz CsA: ICsq =1.21 £ 0.16 pmol/l; n =3

TN N
=
Verb. R R? 1Cs0 £ ©
[umol/l]
76 H 3-NO, 9.40 + 0.88
78 4-SCH;, 2-NO, 9.78 + 0.13
79 4-OCH, 2-NO, 6.20 + 1.20
o1 3,4-OCHs 4-CF, 10.2 + 2.5
92 2-OCH;, 4-CF, 124 +15
98b 4-OH 4-n-CsH, 0.434 + 0.043
102 H 4-n-C3H; 8.14 + 0.52
104 4-i-C4H; 4-OCHs 194 + 1.5
109 4-SCH 4-OCH, 4.20 + 0.47
110 3,4-OCHs 4-OCH, 3.20 + 0.85
111 2-OCHs 4-OCH, 8.14 + 1.12
112 4-OCH, 4-OCH, 2.88 + 0.30
114 H 4-OCHs 5.47 + 1.77
121 4-OCH,CH;, 3,4-OCHs 19.0 + 5.5
122 4-SCH; 3,4-OCHs 9.61 + 1.65
123 4-OCH, 3,4-OCHs 272 £ 1.0
127 3,4-OCHs H 4.03 + 1.30
129 H H 218 + 13
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3.3.2.2 ABCCl1-Inhibition

Untersuchungen hatten ergeben, dass Tariquidar bei 10 pmol/l keine Aktivitat gegen
ABCC1 gezeigt hatte.l*®®! Fiir die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Derivate
wurden bei der selben Konzentration lediglich schwache Inhibitionen bis zu 10 % im
Vergleich zu Cyclosporin A festgestellt, so dass sie als nahezu inaktiv angesehen
werden konnen. Aufgrund der Diversitat des vorliegenden Datensatzes kann davon
ausgegangen werden, dass die Substanzklasse praktisch keine Fahigkeit zur Inhibition
von ABCC1 hat.
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Abbildung 54: Ubersicht (ber die gemessene Fluoreszenzzunahme in Gegenwart von
Verbindungen mit R? = 4-NO, (dunkelgriin), 4-CF; (orange) 4-n-Propyl (lila),
4-OCHjs (dunkelrot) und 3,4-OCHj; (rot) bei 10 pmol/l, auf Cyclosporin A
(10 pmol/l) bezogen; n =3
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3.3.3  Enzymkinetische Untersuchungen

Die in Kapitel 1.2.3 vorgestellte Methode zur Ermittlung des Interaktionsverhaltens
eines Inhibitors mit seinem Enzym ist auf ABC-Transporter-Inhibitoren anwendbar.

Es wurden zundchst Konzentrations-Effekt-Kurven von Verbindungen 102, 114 sowie
der Referenz Ko143 bei unterschiedlichen Konzentrationen der verwendeten Substrate
Pheophorbid A und Hoechst 33342 aufgenommen. Minimal- und Maximalwerte der
Konzentrations-Effekt-Kurven wurden in einem Diagramm gegen die jeweilige
Substratkonzentration aufgetragen und einer linearen Regression unterworfen. Die
daraus erhaltenen Maximalwerte (F,.,) dienten der Schaffung einer Proportionalitat
der gemessenen Fluoreszenzwerte F zur Transportgeschwindigkeit. Es wurden die
intrazellulare Substratkonzentration Sj, und die Umsatzgeschwindigkeit vy Uber die

Gleichungen

vo = [S] = [Sin]

berechnet. Danach erfolgte die enzymkinetische Auswertung Uber das
Linearisierungsverfahren nach Lineweaver und Burk.

Es wurde fir Tariquidaranaloga wie XR9577 sowie WK-X-8 ohne Tetrahydro-
isochinolin-Rest beobachtet, dass diese in Gegenwart von Pheophorbid A als
nichtkompetitive, in Gegenwart von Hoechst 33342 hingegen als kompetitive ABCG2-
Inhibitoren agierten.'®"?*! Daher war es nicht weiter verwunderlich, dass dieses
Interaktionsverhalten auch von den tetrazolhaltigen Analoga 102 und 114 gezeigt
worden ist (Abbildung 55).?2! Der Schnittpunkt der Geradenschar mit der Abszisse
indiziert eine nichtkompetitive Interaktion Pheophorbid A, der Schnittpunkt mit der
Ordinate eine kompetitive Interaktion mit dem Substrat Hoechst 33342. Ferner wurde
fur Ko143 dasselbe Verhalten ermittelt, wonach zu schliel}en ist, dass der Inhibitor an
der gleichen Bindungsstelle wie Hoechst 33342 und von Tariquidar abstammenden

Verbindungen angreifen.
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Pheophorbid A*? Hoechst 33342°

1/v

® Kontrolle
B 56 nmoll
61 A 10 nmol/
17.8 nmol/l
4 31.6 nmolll
@ 56.2 nmol/l
41
2

1/s

102 (nicht bestimmt) 102

® Kontrolle ® Kontrolle
A 17.8 nmolll ®  10nmol
31.6 nmolll A 17.8nmoll
# 56.2 nmolll 31.6 nmol/l
® 100 nmolll ¢ 56.2nmoll
® 100 nmol/l
, r T T T
20 -5
1/s / 1/s
24 -2-
Kontrolle ® Kontrolle
156 nmol/l u 5.6 nmol/l
251 nmol/l A 10 nmol/l
316 nmol/l 17.8 nmol/l
398 nmol/l 4 31.6 nmol/l
631 nmol/l ® 56.2 nmol/l

5 %| 5 10 : ‘ 20 //| 20 40 60
1/s 1/s
-2 -
Ko143 Ko143
Abbildung 55: Lineweaver-Burk-Diagramme zur Ermittlung der Interaktionstypen zwischen

Modulator und Substrat; von K. Silbermann durchgefiihrt (a) und
ausgewertet (b)
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3.3.4  Intrinsische Zytotoxizitat und Sensibilisierung
resistenter Zellen

Von einigen Verbindungen - stellvertretend fiir die gesamte Substanzklasse - wurde die
intrinsische Zytotoxizitat bestimmt. Mit der Indikation ,,ABCG2-Hemmung™ sollten die
Verbindungen geringe Toxizitatswerte relativ zur inhibitorischen Aktivitat aufweisen,
um sich fir zukunftige Testungen in vivo zu eignen. Das toxische Verhalten der
Substanzen gegentber der Zelllinie MDCK 11 (resistente und nicht transfizierte) wurde
mittels MTT-Test (Kapitel 6.2.4.7) untersucht und der therapeutische Quotient TQ
berechnet.
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Abbildung 56: Reprasentative Dosis-Effektkurven der Verbindungen 103 (A) und 104 (B)
grau = MDCK Il BCRP, schwarz = MDCK |1 wt
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Eine Ubersicht uber die Daten ist in Tabelle 21 gegeben. Zum Vergleich ist der bei
nichtkleinzelligem Bronchialcarcinom eingesetzte Tyrosinkinaseinhibitor Gefitinib, der
auch zur ABCG2-Inhibition befahigt ist,® mit aufgefiihrt. Das sich die mittleren
Zytotoxizitdten der untersuchten Verbindungen auf die resistenten und parenteralen
Zellen sich kaum voneinander unterscheiden, ist ein Indiz dafir, dass die Modulatoren
nicht als Substrate fungieren. Im Vergleich zum Referenzinhibitor Ko143 wiesen sie
geringe Toxizitatswerte im Vergleich zu ihren inhibitorischen Wirkungen auf.
Verbindung 129 eignet sich besonders fur Untersuchungen in vivo, da sie den &uferst
hohen TQ-Wert von 1100 aufweist.

Tabelle 21: 1Csy-, Zytotoxizitats- und TQ-Werte ausgewahlter Verbindungen, ermittelt
mit dem MTT-Testverfahren; n = 3, Einzelwerte als Quadruplikat

N:N‘N =\ R!
T
NH

(o] | :—RZ
Verb. R R® ICso % & [umol/I] Glg = o [umol/l[*  TQ

101 4-OCH; 4-n-CsH; 0.0852 + 0.0036  res:  60.1 + 1.8 705
wit: 725 + 4.2

103 4-n-C;H; 4-OCH; 0.0638 + 0.0045 res: 54,7 + 11.5 857
wt:  62.9 + 8.8

104  4-iCsH; 4-OCH;  0.136 + 0.005 res:  89.3 +17.0 657
wt: 1143 + 19.0

105 4-CF; 4-OCH; 0.0723 +0.0131  res: 286 +9.3 396
wt:  31.1+54

129 H H 0.0669 + 0.0048  res:  73.0 + 148 1091
wt:  68.0+25.1

Ko143 0.221 + 0.023 res: 11.1 50.2
wit: 10.9

Gefitinib™® 1.45 res: 3.19 2.2

*) res = MDCK Il BCRP, wt = MDCK |1 wt



88 3 Heteroaryl-phenylamide

Die Fahigkeit der Substanzen, resistente Zellen gegentiber einem Zytostatikum zu
sensibilisieren, wurde anhand des Zelluberlebens mit dem MTT-Verfahren Uberprift.
Dazu wurden resistente Zellen vom Typ MDCK Il BCRP unterschiedlichen
Konzentration des Irinotecan-Metaboliten und ABCG2-Substrates SN-38 (7-Ethyl-10-
hydroxy-camptothecin) in Anwesenheit zweier Konzentrationen der Verbindung 105
ausgesetzt. Fir den Positivnachweis wurden nicht transfizierte, fir die Negativprobe
transfizierte Zellen in Abwesenheit des Modulators mit SN-38 behandelt. Es wurde eine
deutliche Verschiebung der Wendepunkte der sigmoidalen Kurven zu niedrigeren
Konzentrationen beobachtet (Abbildung 57). In Abwesenheit des Modulators wurden
3.79 = 0.12 pmol/l des Zytostatikums benétigt, um das Wachstum der resistenten
Zellpopulation zu halbieren. Gab man 0.1 bzw. 0.25 pumol/l der Verbindung 105 hinzu,
trat derselbe Effekt mit der Halfte (1.88 + 0.31 pmol/l) bzw. einem Viertel (0.96 + 0.18
pmol/l) der ursprunglichen Zytostatikumskonzentration auf. Ferner erreichte man mit
der hoheren Inhibitorenkonzentration eine nahezu vollstdndige Aufhebung der
Resistenz, da im Vergleich zur sensitiven Zellpopulation (0.78 + 0.05 pumol/l) eine nur

geringfugig héhere Konzentration an SN-38 notwendig war.

1001 &
c
()
o]
©
2 501
E
5
N
0.
-00 -8 7 6 5 4

Zytostatikumskonzentration [10*mol/I]

Abbildung 57: Dosis-Wirkungskurven von SN-38 auf resistente Zellen in Abwesenheit von
105 (®, Negativprobe), in Anwesenheit von 0.1 pmol/l 105(A), in
Anwesenheit von 0.25 pmol/l 105 () und auf parenterale Zellen (M,
Positivprobe); n = 3, Einzelwerte als Duplikate
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3.3.5 Ldoslichkeitsuntersuchungen

Um auszuschlielRen, dass das Auftreten reduzierter Maximalinhibition im Vergleich zur
Referenzverbindung mit einem Ausfallen wahrend der Messung im Zusammenhang
stand, wurden einige Vertreter auf etwaige Prazipitation untersucht, indem sie bei der
hochsten verwendeten Konzentration von 10 pmol/l UV-spektroskopisch Uber drei
Stunden vermessen wurden (Kapitel 6.1.1). Das Ausfallen der Substanzen und damit die
Verringerung der in Losung verbleibenden Molekiile geht nach dem Lambert-Beerschen

Gesetz mit einem Abfall der Extinktion einher.

Tabelle 22: Verlauf der Extinktion ausgewahlter Verbindungen mit verschiedenen
Imax-Werten; c(Verb.) = 10 umol/I

65 Inax =52+ 6 % 70: lmax =101+ 4 %

Zeit [min] Zeit [min]

71 lnax =58 £ 4 % 75 lmax =57 £ 11 %

E E

Zeit [min] Zeit [min]
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Fortsetzung: Tabelle 22

76> Inax=91+5% 79 lnax =76 £ 10 %

E E

0.3 0.3

Zeit [min] Zeit [min]

80: Inax =574 % 87 lnax=49+2%

E E

0.3 0.3

0.2 0.2

0.0 0.0

0 30 60 90 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180

Zeit [min] Zeit [min]

Es konnte kein Zusammenhang zwischen der Loslichkeit der untersuchten Substanzen
und der Ausbildung eines Plateaus auf einem niedrigerem als dem Referenzniveau
festgestellt werden. Da die Verbindungen 65, 71, 75, 79 und 87 die Messzeit iber kaum
Veranderungen in der Extinktion zeigten, war davon auszugehen, dass sie auch wahrend
der biologischen Tests in Lésung geblieben sind. Lediglich Substanz 80 lie} einen
Zusammenhang zwischen Loslichkeit und erniedrigtem Plateau vermuten, da sie bei
10 umol/l nahezu vollstandig ausfiel.

Wie anhand der Verbindungen 70 und 76 zu sehen ist, fallen diese bei der untersuchten
Konzentration zum Teil aus. Da sie aber bereits bei recht niedriger Konzentration ein
der Referenz ahnliches Plateau bildeten, machte sich das Erreichen der Sattigungs-
konzentration auch in der Testung durch einen pl6tzlichen Abfall der Fluoreszenzwerte

bemerkbar. Diese Werte wurden zur Ermittlung der 1Csg nicht herangezogen.
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3.4  Ergebnisse und Ausblick

Ausgehend von den bereits untersuchten Anthranilamid-Derivaten:®%*°! wuyrden in
der neuen Substanzklasse mit der (2-Tetrazolyl)-phenylamid-Partialstruktur zunéchst
die biologischen Auswirkungen von Substituenten untersucht.

Tabelle 23: Ubersicht ber die 1Cs-Werte substitutionsgleicher Anthranilamid- und
Tetrazolylphenylamid-Derivate

0~ "R? 0~ "R?
A B

Substitutionsmuster I1Cs0£ o [umol/l]

R R? Grundstruktur A Grundstruktur B2
4-n-C4H; 4-NO,-Ph 0.94 + (.33 0.18 + 0.04 (47 %)
4-OCH, 4-NO,-Ph 3.56 + 0.84117 0.12 + 0.03 (52 %)

H 4-NO,-Ph 13.4 + 420110 0.15 + 0.03 (60 %)

H 4-CF4-Ph n. a.” o 4.39 + 0.18 (100 %)
4-OCH, 3,4-OCHs-Ph 3.34 + 0.25!17 0.13 + 0.02 (101 %)

H 3,4-OCHs-Ph 1.76 + 0.64M% 0.82 + 0.09 (102 %)

H 1-Naphthyl n. a.! 0.43 + 0.07 (85 %)

H 3-Chinolyl n. a.! 0.18 + 0.04 (51 %)

a) in Klammern: Angabe der Maximalinhibition im Vgl. zur Referenz, b) nicht aktiv

Wie aus Tabelle 23 hervorgeht, fiihrte die Substitution der einen Amid-Bricke
(umrahmt) durch einen Tetrazolkdrper im Allgemeinen zu einer wesentlichen
Steigerung der ABCG2-Hemmwirkung, die auf die tetrazolbedingte Zunahme der

Planaritat zurtickgefiihrt werden kann.*?
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1)

Abbildung 58: Dreidimensionale Darstellungen (I: Aufsicht; 11: mit nach hinten gedrehtem
mittlerem Phenylring) der Grundstrukturen A und B im jeweiligen
Energieminimum; statistische Konformationsanalyse mittels MOE®® mit
Standardeinstellungen

Fur aktive als auch inaktive Verbindungen wurden theoretische logP-Werte??” {iber 4.5
berechnet (Daten nicht gezeigt), so dass davon ausgegangen werden kann, dass diese
ihrer hohen Lipophilie wegen leicht in die Zellmembran diffundieren. Da sich diese
Werte kaum voneinander unterscheiden, liel sich kein Zusammenhang zwischen
Lipophilie und Aktivitat ableiten. Daher kann vorausgesetzt werden, dass vor allem die
elektronischen Eigenschaften der Substituenten fur die biologische Aktivitdt von
Bedeutung sind. Der aus der Ebene ragende Phenylring C (Abbildung 58) kann dafiir
verantwortlich sein, dass der Einfluss des Substituenten R? (iberwiegt. So setzen vor
allem elektronenziehende Nitrosubstituenten, weniger Cyano- und Trifluormethyl-

gruppen, an diesem Ring in vielen Féllen die Maximalinhibition herab.
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Untersuchungen zur Loslichkeit flhrten zu unterschiedlichen Ergebnissen, so dass
dieses Phanomen nicht eindeutig auf die Schwerldslichkeit zurlickgefiihrt werden
konnte. Befand sich ebenfalls eine elektronenziehende Gruppe am Phenylring A, fuhrte
dieses zu Inaktivitdt. Unterschiedliche Ergebnisse hingegen beobachtete man, wenn die
Derivate schwach desaktivierende Halogene oder elektronenliefernde Substituenten wie
Alkylgruppen, Thioether oder Ether am Ring A trugen. Einzig eine Methoxygruppe in
ortho-Position am Ring A (70, 82, 92) fihrt zu hohen Maximalinhibitionen. In
Anwesenheit eines 4-Nitro- bzw. 4-Trifluormethylsubstituenten stellte sich der Einfluss
einer Methoxygruppe am Ring B auf die inhibitorische Potenz als recht gering heraus,
da sich die 1Cso-Werte der entsprechende Substanzpaare (72/73, 94/95) kaum
voneinander unterscheiden.

Setzte man elektronenliefernde Substituenten wie Alkyl- und Methoxygruppen am Ring
C ein, waren bis auf wenige Ausnahmen In.-Werte auf Niveau der Referenzsubstanz
XR9577 garantiert. Dadurch konnte aber auch abgeleitet werden, dass volumingse
Substituenten wie 4-Phenoxy (99, 107) und ein 4-Phenylester (98a) eindeutig zu einem
Aktivitatsverlust fuhrten. Im Falle letzterer Gruppe zeigte sich dariiber hinaus, dass die
zellul&ren unspezifischen Esterasen nicht in der Lage waren, die Verbindung in das
aktive Derivat 98b zu Uberfiihren. Fir Ethersubstituenten am Ring C erwies sich die
para-Position als optimal. Eine ortho-stdndige Methoxygruppe setzte unabh&ngig von
weiteren para-standigen Methoxysubstituenten die inhibitorische Aktivitat herab. Die
meta-standige Methoxygruppe, wie sie bei den Verbindungen mit 3,4-Dimethoxy-
substituenten vorkommt, wirkte sich teilweise aktivitdtsmindernd aus. Bei Anwesenheit
elektronenschiebender Substituenten am Ring A (121-123) oder durch Fixierung beider
Ether-Sauerstoffe durch eine Methylen- oder Ethylenbriicke (125, 126) wurde wieder
eine hohe Wirksamkeit erreicht.

Anhand der Aktivitatsdaten von Substanzpaaren mit vertauschten Substitutionsmustern
zeigte sich, dass sie bedingt vertauschbar sind, wenn ein Substituent eine para-standige
Methoxygruppe ist. Eine zusatzliche meta-standige Methoxygruppe bewirkt teilweise

stark unterschiedliche Aktivitaten.
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Tabelle 24: Vergleich der Aktivitaten von Derivaten mit gleichartigen, aber zwischen den
Aromaten A und C getauschten Substituenten

N=N\ = 1
2R
N'N\@
NH

° | clge
2z
Verb. R! R? ICsht o lhax £ ©
[nmol/l] [%0]

91 3,4-OCH; 4-CF3 330 + 19 80 £ 13
120 4-CF; 3,4-OCHj,3 287 £ 14 97 £ 15
94 4-OCH; 4-CF; 105 + 11 91+ 4
105 4-CF; 4-OCHj, 723 +13.1 97 £ 7
101 4-OCH;, 4-n-C3H; 85.2 £ 3.6 91 £ 15
103 4-n-C3H; 4-OCHj, 63.8 + 45 90 £ 2
127 3,4-OCH; H 230 £ 37 104 + 11
124 H 3,4-OCH; 823 + 90 102 £ 5
110 3,4-OCH; 4-OCHj3 319 + 54 100 £ 11
123 4-OCH; 3,4-OCHj,3 134 + 19 101+ 4

Es stellte sich heraus, dass der unsubstituierte Grundkorper 129 einen der niedrigsten
gemessenen [Cso-Werte der Substanzklasse besitzt. Veranderungen innerhalb der
Grundstruktur (130-149) zeigten, dass im Bereich des Phenylringes C sowohl die
Aufhebung der Aromatizitat, die Anwesenheit von Heteroatomen (N, S) als auch die
Vergrollerung des aromatischen Systems die Hemmstérke reduzierte. Im Gegensatz
dazu hob die Anwesenheit eines Stickstoffatoms im Ring A im Falle der Verbindung
136 den inhibitorischen Effekt sogar im Vergleich zur Substanz 112 an. Die
Verkleinerung der planaren tetrazolhaltigen Partialstruktur fuhrte zu einem
vollstdndigen  Aktivitatsverlust, wahrend dieser bei fehlendem aromatischem
Strukturteil C nur teilweise beobachtet wurde (150-153).

Weitere Abwandlungen (154-175) bestatigten, dass ein 2-(2-Amidophenyl)-5-phenyl-
2H-tetrazol fir die Fahigkeit zur Inhibition vorausgesetzt werden muss. Fast alle

Variationen der amidischen als auch der tetrazolischen Briicke bewirkten eine
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Reduktion der inhibitorischen Wirkung bis hin zur Inaktivitat; im Falle der oxadiazol-
haltigen Derivate muss beriicksichtigt werden, dass diese h&ufig schlecht 16slich waren.
Zumeist wurden die selektiven Hemmeigenschaften durch die Anwesenheit von
Methoxy- oder Methylthiosubstituenten aufgehoben. Gegenlber dem Transporter
ABCCL1 wurden unabhéngig von den Substitutenten durchweg schwache Aktivitaten

gemessen.

Ausgewahlte ABCG2-aktive Verbindungen zeigten, dass ihre intrinsischen
zytotoxischen Eigenschaften im Vergleich zu ihrer inhibitorischen Aktivitat gering
ausgepragt sind, so dass sie flr In-vivo-Untersuchungen geeignet sind. In Anwesenheit
eines Zytostatikums konnte die Fahigkeit zur Aufhebung der Resistenz durch einen
aktiven Vertreter dieser Substanzklasse unter Beweis gestellt werden.

In weiteren Untersuchungen sollten die Auswirkungen einer VergroRerung der planaren
2,5-Diaryltetrazol-Partialstruktur und die Erhdhung ihrer Elektronendichte untersucht
werden. Aufgrund der biologischen Ergebnisse sollte der Aromat C ein Phenylring sein,

der hdchstens mit einer para-standigen Methoxygruppe versehen ist.

(R
R
A )R
\x
—X
\ A XR
0 ~ —
(OCHa)

Abbildung 59: Vorschléage fur weitere Vertreter dieser Substanzklasse (R = Wasserstoff oder
Elektronendonor; X = C oder N)
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4 CARBORANCARBOXAMIDE

4.1 Literatur

Verbindungen, die aus Bor-Wasserstoff- und Kohlenstoff-Wasserstoff-Untereinheiten
bestehen, werden als Carborane (IUPAC-Name: Carbaborane) bezeichnet. Sie sind ein
Ergebnis der Suche nach einfacher Handhabung der sehr reaktiven Polyborhydride, die
im ,,Kalten Krieg* sowohl in den USA als auch in der Sowjetunion als mdgliche
Raketentreibstoffe in Betracht gezogen worden waren.”?® In der medizinisch-
chemischen Literatur werden die bekanntesten Vertreter dieser Klasse, die Dicarba-
closo-carborane (C,BigH12-Einheiten), hdufig nur als Carborane bezeichnet. Dieser
Terminus technicus wurde in der vorliegenden Arbeit ebenfalls benutzt.

Naturliches Bor kommt in zwei stabilen Nukliden vor. Durch Neutronenbeschuss
zerfallt das Nuklid °B unter Freisetzung von etwa 2,4 MeV Energie in einen 'Li- und
*He-Kern (a-Teilchen).??®%% |n den 1930er Jahren wurde vorgeschlagen, diese
Reaktion im medizinischen Bereich zu nutzen.?®! Die Therapie mittels Bor-
Neutroneneinfangreaktion (BNCT) ist ein in der Erprobungsphase befindliches
Verfahren der Radioonkologie mit dem Ziel der selektiven Anreicherung °B-haltiger
Substanzen im Tumorgewebe mit anschlieBender Bestrahlung mittels einer
Neutronenquelle und Zerstdrung der Tumorzellen. Da die a-Strahlung eine dem
Durchmesser einer Zelle entsprechende Reichweite (5 — 9 um) hat, ist ihre zytotoxische
Wirkung nur auf die Zelle selbst begrenzt.”®™ Unter der Voraussetzung, dass eine
solche borhaltige Verbindung sich vor allem in Tumorzellen anreichert, kdnnte so die
Behandlung des gesamten Tumorgewebes ohne grolie Begleitschaden, wie sie bei den
aktuellen Strahlentherapiemethoden auftreten, durchgefiihrt werden.!”**! Ferner konnten

auch so nicht detektierbare Mikrometastasen beseitigt werden.[
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Da maligne Tumoren einen erhohten Stoffwechsel aufweisen, wurden Boratome in
physiologisch vorkommende Substanzen wie z. B. in das p-Dihydroxyboryl-phenyl-
alanin (BPA) eingebaut. Teilweise in Kombination mit der borreichen Verbindung BSH
(Abbildung 60) ist BPA bereits an Patienten mit hochgradigen Gliablastoma, malignen
Meningioma, Hirn-, Leber- und Lungentumoren sowie Hautmelanoma und
Plattenepithelcarcinoma im Kopf- und Nackenbereich klinisch getestet worden.[?*
Die Nachteile der eingesetzten Therapeutika sind, dass einerseits BPA nur ein Boratom
aufweist, man jedoch fir eine erfolgreiche BNCT eine ausreichende Boratomanzahl pro
Zelle benétigt, andererseits das Polyboran BSH dagegen zwolf Boratome pro
Verbindung liefert, es aber wegen seiner thiolbedingten Oxidationsempfindlichkeit nur

schwerlich als Medikament einsetzbar ist.??%

HOOC,, 20
SH
10R~"
l\,;z\@m OH 2 N&®? @T

$/
OH
4-Dihydroxyboryl- Natrium-mercapto-undecahydro-
phenylalanin, BPA closo-dodecaborat, BSH
(o= 1°BH)

Abbildung 60: Strukturen der in humanen klinischen Studien verwendeten BNCT-Agentien

Gekoppelt an Kohlenhydrate, Porphyrine oder Nucleoside sind Carborane als BNCT-
Agentien (Abbildung 61a) teilweise schon mit Erfolg im Mausmodell getestet
worden.[”¥ Die Substanzklasse riickte aber nicht nur wegen ihrer fur die BNCT
bendtigten vielen Boratome, sondern auch wegen ihrer physikochemischen
Eigenschaften in den chemisch-medizinischen Fokus. lhre Geristelektronen sind
innerhalb des Kafigs delokalisiert, so dass sie als ,,dreidimensional-aromatisches
Substitut flr Aromaten in Arzneistoffen unterschiedlicher Klassen eingesetzt worden
sind (Abbildung 61b).”**%% So wurde die Carboraneinheit als Aromatenersatz
beispielsweise in Steroiden (17p-Ostradiol, Testosteron, Cholesterin),'???l im selektiven
Ostrogenrezeptor-Modulator ~ Tamoxifen,'””?  im  Dihydrofolatreduktase-Hemmer

Trimethoprim,””?? in  nichtsteroidalen ~ Antirheumatika  (Acetylsalicylsaure,
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Indometacin®®®), im Tumornekrosefaktor-a-Modulator ~ Thalidomid®” und im
Carboanhydrarase-Hemmer Acetazolamid®® eingesetzt.

a)

o A

o

Glykosidanalogon Acetylsalicylsaure

OH

OH

\
OH
Thalidomid
Thymidinanalogon

Abbildung 61: a) Carboranhaltige Analoga physiologisch vorkommender Substanzen*24!:
b) Beispiele fiir carboranhaltige Arzneistoffmimetika/®>%**": @ = BH

4.2  Synthese

Die Grundlagen zur Boranchemie sind vor allem auf die grundlegenden Arbeiten von
Stock zuriickzufuhren, dem ab 1909 die Darstellung zahlreicher Borwasserstoff-
verbindungen, der Polyborane, gelang.***! Durch Einwirkung verdiinnter Sauren auf
Magnesiumborid bildete sich gasférmiges Diboran, das bei Temperaturen tber 50 °C
unter Wasserstoffabgabe zu héheren Borwasserstoffen wie z.B. Tetraboran, Pentaboran
oder zum kristallinen Decaboran reagierte.[?*!

Die zwischen Bor- und Wasserstoffatomen herrschenden Bindungsverhaltnisse waren
lange Zeit unklar. Struktur und Bindungsverhéltnisse der Polyborane sind vor allem
durch die Arbeiten von Longuet-Higgins und Lipskomb aufgeklart worden.[24224]
Bor besitzt die Elektronenkonfiguration 1s?2s?2p', wodurch es durch kovalente
Bindungen nur (ber sechs statt acht VValenzelektronen und ein unbesetztes Hybridorbital

verfligen kann.



100 4 Carborancarboxamide

Im Gegensatz zu der klassischen kovalenten Bindung, bei der sich zwei Atome ein
Elektronenpaar (Zweielektronen-Zweizentren-Bindung) teilen, nimmt bei Boranen das
unbesetzte Orbital an der Bindungsbildung teil, so dass sich das Molekulorbital tGber
drei Atome erstreckt, und der Elektronenmangel ausgeglichen ist (Zweielektronen-
Dreizentren-Bindung). Daher liegt das Monomer der Borhydride, das Monoboran
(BH3), im Gleichgewicht mit seinem Dimer, dem Diboran (B,Hg) vor, wobei das
Gleichgewicht weit auf der Seite des Dimers liegt (Abbildung 62). Héhere Polyborane
ordnen sich zur weiteren Stabilisierung in polyedrischen Strukturen an, in denen die

Boratome in einer Hexakoordination angeordnet sind.!?**!

a) b)

1] 0

2px 2py 2p;

T e OO P

3] . -
2% sp°-Hybridorbitale

1s 1s

Abbildung 62: a) Hybridisierungsschema von Bor; b) Zweielektronen-Dreizentren-Bindung
im Diboran*

Die zu den Polyboranen zahlenden Dicarba-decaborane weisen eine geschlossene
(closo), ikosaedrische Form auf, in der die Bor- und Kohlenstoffatome in den Ecken des

Ikosaeders angeordnet sind:

Abbildung 63: 1,2-Dicarba-, 1,7-Dicarba- und 1,12-Dicarba-closo-decaboran (von links
nach rechts); grau = CH, griin = BH
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Ihre Synthese ist 1963 sowohl von amerikanischen als auch sowjetischen Forschern
verdffentlicht worden.?! Aus dem offen strukturierten nido-Decaboran und Acetylen
entsteht in Gegenwart von Lewis-Basen das 1,2-Dicarba-decaboran (ortho-Carboran),
welches sich durch Erhéhung der Reaktionstemperatur zunéchst in das 1,7-lsomer

(meta-Carboran), dann in das 1,12-Isomer (para-Carboran) umlagert.

HC=CH H H H
cC c

C
N
* Lewis’ Base K7 \.CH 465.500°C K/\ 615 °C @
H H ————— — A
HH cH %
H
ortho meta para

Abbildung 64: Ubliche Darstellung der Carborane (e = BH)

Die Wasserstoffatome der BH-Untereinheiten sind wenig polarisiert, wodurch die
Carborane einen auflerordentlich hydrophoben Charakter haben. Dagegen sind die
Protonen der CH-Untereinheiten relativ azid (pKs = 20 — 30, abhéangig vom Isomer) und
kdnnen z. B. durch Organometall-Basen gespalten werden, so dass an diesen Stellen
leicht substituiert bzw. funktionalisiert werden kann.[??? Eine weitere Eigenschaft der
Carborane, die bei der Arzneistoffplanung berlcksichtigt werden muss, ist die
Deboranierungsreaktion in Gegenwart nucleophiler Agentien, aus der ein negativ
geladenes nido-Undecaboran hervorgeht. Dieser ,,Entkappung® unterliegt das ortho-
Carboran bereits bei Raumtemperatur in Solventien wie DMSO oder Wasser.!??

H

NS _H
CH Nu@ 7(9\\0
l CERCEH + BH(NU),
/\CH
CIOSO-CQB10H12 nido-7,8-CngH11’

Abbildung 65: Angenommener Mechanismus des nucleophil bedingten Zerfalls eines
ortho-Carborans/®?
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Die vorliegende Arbeit konzentriert sich vor allem auf das meta-Carboran, welches
hinsichtlich seiner Eigenschaften zwischen dem ortho- und dem para-Isomer liegt.
Somit lassen sich vom meta-lsomer stabile C-verknlpfte Derivate darstellen.
Vorarbeiten in der AG Scholz (Pharmazeutisches Institut, Universitdt Bonn) haben
gezeigt, dass eine Carbonséurefunktion ein idealer Anker ist, um weitere Modfikationen
zu ermdglichen. Die kauflichen Carborane wurde in der AG Scholz durch Einleiten von
Kohlendioxid in Gegenwart atherischer n-Butyllithium-Lésung zu Carboran-
carbonsauren  umgesetzt.®? Die Carbonsaurefunktion wurde entweder als
Carbonséaurechlorid  oder mittels COMU, (1-Cyano-2-ethoxy-2-oxoethyliden-
aminooxy)-dimethylamino-morpholino-carbenium-hexafluorophosphat,  aktiviert.!*®!
AnschlieRend erfolgte die Umsetzung der aktivierten Carbonsaure mit diversen Aminen
zu Amiden (Abbildung 66). Nicht kaufliche Aminobenzothiazole wurden entweder aus
1-Chlor-2-nitro-benzolen und Thioharnstoff®*”! oder aus Anilinen mit Kaliumrhodanid

und Brom[®*! dargestellt.

a

_<O [NjN_<CN b—

e p. \C —
\r;?__o/ 0—-0  COOEt

N(CH3),
o) 0
P ~c — L . P \0—4
W/ o \r'n;o/ NR,

o)

W

m—=g

Abbildung 66: Synthesewege zur Darstellung der Amide: a) CUMO (1 Aq.), DIPEA (2.2
Ag.), DMF, RT; b) Amin, DMF, RT; c) PCls; d) Amin, TEA, THF, RT.
0, m, p: Position des zweiten Kohlenstoffatomes in Relation zum ersten
Kohlenstoffatom im jeweilig eingesetzten Konstitutionsisomer
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4.3  Biologische Testung

4.3.1 Inhibitorische Aktivitat gegentiber ABCG2

Eine von der AG Scholz dargestellte Reihe von Carboran-carbonsdureamiden (176-189,
Tabelle 25) wurde im Rahmen der Prifung auf Aktivitdt an verschiedenen
biochemischen Zielen auch auf die Fahigkeit, ABCG2 zu hemmen, untersucht. Da bei
Vortestungen positive Ergebnisse festgestellt worden waren, wurde von den Substanzen
die halbmaximale inhibitorische Konzentration Uber den Hoechst 33342-
Akkumulationstest mit der Zelllinie MDCK 11 BCRP ermittelt.

Tabelle 25: Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs,-Werte unterschiedlich
substituierter Carborancarboxamide; Referenzsubstanz XR9577: 1Csy = 704 +
147 nmol/l; n=3

H
C
/\ (o]
Lo
R
m-Carboran
Verb. R ICs £ o [nmol/l] Imax £ © [%0]
OCHj
176 A >> 10000 -
N OCH;
177 LI >> 10000 .
N
OCH;
178 fi” >> 10000 -
£
179 H@ 19830 + 760 100*
OCH;

180 A Hﬁ% 16720 * 2120 100*
(6}
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Fortsetzung Tabelle 25:

181 2 NC@ 6670 + 380 100*

182 ANO 9180 + 630 100*
H

OCH,
183 N @[ >> 10000 i
N OCH,
184 ,f\N 13120 + 2250 100*
H
185 Aoy 909 9430 + 460 100*
H

A\
186 Ay y >> 10000 -
H H
X
187 A4 - 5920 + 540 100*
H
188 AN 536 + 61 107 + 13
H N\S/
189 ﬁNi\N 109 + 23 100 + 6

*) Berechnung durch Festlegen der Maximalinhibition auf das Referenzniveau

Waihrend die Substanzen 176-180 keine bis gering ausgepragte Fahigkeiten zur
ABCG2-Inhibition (ICso > 15 umol/l) aufwiesen, zeigte Verbindung 181 eine
Hemmstarke von 6.7 pmol/l. Diesen Verbindungen ist gemein, dass sie eine
aliphatische Briicke (Methylen- beziehungsweise Ethylen-Gruppe) zwischen dem
Amid-Stickstoff und dem aromatischen Rest besitzen. Diese Briicke liegt ebenfalls bei
181 vor, wenn man das Tetrahydroisochinolin als ein mit einer Ethylengruppe
verbriicktes Benzylamin betrachtet. Madoglicherweise ist die aufgehobene freie
Drehbarkeit des Aromaten in dieser Struktur fiir den Aktivitatszuwachs verantwortlich,
da erfahrungsgemé&l ausreichend planare Molekilgeriiste der Transporterhemmung
dienlich sind.’? Dieses wiirde auch erklaren, weshalb Substanz 182, in der sich der
Phenylring unmittelbar an der Amidfunktion befindet, eine inhibitorische Aktivitat von

9.2 umol/l zeigte.
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Die Prasenz von Methoxygruppen in meta- und para-Position (183) oder eines
4-Benzylsubstituenten (184) an diesem Phenylring flhrten wiederum zu einer
Potenzabnahme bis hin zur Inaktivitat. Im Vergleich zu Verbindung 182 hatte die
VergroRerung des aromatischen Systems zu einem Anthracen (185: 9.4 umol/l) keine
Auswirkungen.

Der Austausch des Phenylringes durch heterocyclische Systeme fuhrte zu
unterschiedlichen Ergebnissen. Ein 1H-Indol (186) flihrte zu Inaktivitét, ein Chinolin
(187) bewirkte eine leichte Zunahme der Hemmwirkung auf 6 pmol/l. Mehr als
zehnmal niedrigere 1Csp-Werte bei nicht erniedrigter Maximalinhibition wurden
gemessen, wenn ein Benzothiadiazol (188: 0.5 pumol/l) oder ein Benzothiazol (189:
0.1 umol/l) direkt amidisch mit dem Carboran verknipft waren. Aufféllig war, dass die
Aktivitat stieg, je naher sich die Heteroatome an der Amidbriicke befanden.

Um die fur das Inhibitionsvermdgen verantwortlichen Strukturmerkmale identifizieren
zu konnen, wurden in der AG Scholz Analoga zur Verbindung 189 synthetisiert
(Tabelle 26). Einerseits wurden Verdnderungen an der heterocyclischen Partialstruktur
vorgenommen, indem ein zusétzliches Stickstoffatom (190) eingebaut, das
Schwefelatom durch ein Sauerstoff- (191) beziehungsweise ein Stickstoffatom (192)
ersetzt, und das Ringsystem vergroRert (193) sowie verkleinert (194) wurden. Da ein
zusatzliches Stickstoffatom in Position 7 des Cyclus (190) zu einer Abschwdachung des
ICso-Wertes auf 0.37 umol/l fiihrte, konnte mit Hinblick auf die Aktivitatsdaten der
Derivate 186-188 angenommen werden, dass raumlich vom Amid entfernte
Heteroatome die inhibitorische Potenz absenken. Unter Beibehaltung des aromatischen
Ringsystems ist das Schwefelatom notwendig, da Verbindung 191 mit einer ICsy von
1.2 pmol/l zwolffach schwéacher und 192 sogar nur noch mit 4.2 umol/l inhibierten.
Veranderungen der GroRe des aromatischen Systems flhrten ebenfalls zu einem
Riuckgang der Hemmwirkung, wobei ein zusatzlich anellierter Benzolring (193:
3.0 umol/l) weit mehr ins Gewicht fiel als ein fehlender (194: 1.2 umol/l).
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Tabelle 26: Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs-Werte der Verbindungen
zur  Charakterisierung der aktivitatsrelevanten  Strukturmerkmale;
Referenzsubstanz XR9577: 1Cs, = 704 £ 147 nmol/l; n=3

|C50 to
Verb. Struktur lmax £ o [%6
[nmol/1] max + © [%]
/C\H
189 @ 100 + 23 100 + 6
JH<N%\ ]@
2
190 373 + 74 99 + 7
4 T
CH
191 @ 1190 + 140 101 + 5
CJH<N%\ ]@
A
192 4200 + 860 100*
CAH<N4<\ ]@
e
193 e ¢ 3040 + 430 100*
HN—\
CH
194 @ 1200 + 350 100 + 8
HN—<\
0]
195 i >> 10000 .
N
(o]
196 @ﬁH\S@ 11260 + 2020 100*
N
[0
197 s 8510 + 2230 100*
o
\CH
198 **) ch< 231 + 38 112 + 6
199 @ 222 £5 109 + 13
HN—<\

*) Berechnung durch Festlegen der Maximalinhibition auf das Referenzniveau
**) Verfahrensbedingt als ortho-nido-Carboran vermessen
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Andererseits wurde Uberpruft, in welchem Ausmald das Carboran flr die Aktivitat dieser
neuartigen Inhibitorenklasse bedeutsam ist. Das Carboran stellte sich als essentieller
Bestandteil des Pharmakophors heraus, da das Methyl-Analogon (195) keine Aktivitat
und die beiden Phenyl- (196) und Adamantylderivate (197) 85-110fach hdhere 1Cso-
Werte als Substanz 189 besallen. Es anderte sich dagegen wenig an der inhibitorischen
Starke, wenn die Isomere des m-Carborans (198, 199) verwendet wurden.
Interessanterweise wirkte sich die verfahrensbedingte Entkappungsreaktion, der ortho-
Carborane in Anwesenheit von Nucleophilen wie DMSO oder Wasser leicht

unterliegen, nicht auf die Aktivitat aus.

Da auf Basis der Ergebnisse Verbindung 189 als Leitstruktur dieser Substanzklasse
ausgemacht worden ist, wurde der Einfluss von Substituenten am Benzothiazol
untersucht. Wahrend eine Methylgruppe in Position 4 (200) zu einer verminderten
Hemmstéarke von 699 nmol/l fuhrte, &nderte die Gruppe in Position 6 (201: 150 nmol/l)
nur wenig. Daher untersuchte man diese Stelle eingehender. Negative induktive Effekte
wirken sich hier offenbar kaum auf die Aktivitdt aus, da auch die mit einem Fluoratom
als dblichem bioisosteren Wasserstoffsubstitut versehene Verbindung 202 (ICsp =
96.4 nmol/l) keinen Unterschied zu Verbindung 189 zeigte. Der Einfluss von
Substituenten mit mesomeren Effekten hingegen fihrte teilweise zu groReren
Veranderungen. So beobachtete man eine flinffach gréReren 1Cso-Wert mit einem
Methoxysubstituenten (203: 523 nmol/l), der einen +M-Effekt ausiibt. Bezlglich der
Substituenten mit negativem mesomeren Effekt blieben die Aktivitaten bei Anwesenheit
einer Carboxyethylester- (204: 152 nmol/l) und einer Cyanogruppe (205: 102 nmol/l)
praktisch unveréndert hoch, wahrend eine Nitrogruppe eine Halbierung der ICs (206:
51.8 nmol/l) bewirkte. Als &uRerst aktiv hat sich die einen 5-Cyanosubstituenten
tragende Verbindung 207 (ICsp = 36.6 nmol/l)herausgestellt.

Der Ubergang vom Benzothiazol zum Thiazol war zwar begleitet von einem
Aktivitatsverlust von 1 umol/l, erdffnete aber die Madoglichkeit, eine weitere
Substanzunterklasse mit Substituenten an R® und/oder R? darzustellen und zu

untersuchen.



108 4 Carborancarboxamide

Tabelle 27: Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1C5-Werte der Benzothiazol-
Reihe zur Uberprifung von Substituenteneinflissen; Referenzsubstanz
XR9577: I1Csy =704 £ 147 nmol/l; n=3

H

C

A o

/\C_q S X 6
HN—<\Nj|\/>—5R
4
Verb. R ICs £ o [nmol/l] Inax £ © [%0]

189 H 109 + 23 100 + 6
200 4-CH; 699 + 83 99 + 10
201 6-CH; 150 + 15 97 + 8
202 6-F 96.4 + 9.1 100 + 6
203 6-OCHj; 523 + 39 117 + 5
204 6-COOC,H; 152 + 11 97 + 8
205 6-CN 102 + 23 113 + 11
206 6-NO, 518 +7.4 97 £ 6
207 5-CN 36.6 +7.3 9 * 8

Es wurde festgestellt, dass die Anwesenheit eines Substituenten an R? die inhibitorische
Aktivitat steigerte (Tabelle 28). Das bromierte Derivat 208 erreichte einen ICso-Wert
von 604 nmol/l, der bei Anwesenheit einer Cyano- (209: 374 nmol/l) bzw. Nitrogruppe
(210: 413 nmol/l) an dieser Stelle abermals unterschritten wurde.

Von den eingesetzten beiden aromatische Carbocyclen an R' wirkte sich der
Naphthylrest (211: 2540 nmol/l) negativ aus, wahrend der Phenylrest der Substanz 212
(ICso = 843 nmol/l) die Aktivitdt gegeniiber der Substanz 194 leicht erhohte. Die
VergroRerung des anellierten Systems scheint allgemein von Nachteil zu sein, da auch
bei der Benzothiazolreihe ein zusatzlicher kondensierter Phenylring (193) zu einem
Einbruch des Inhibitionsvermdgens gefiihrt hatte.

Interessanterweise l0ste ein 4-Chlorsubstituent an dem Phenylring (213) einen starken
Zuwachs der Hemmstarke auf 282 nmol/l aus. Das an R? methylierte Derivat 214
inhibierte etwas schwécher als die ihm verwandte Verbindung 212 mit einem ICsy von
1190 nmol/l, ebenso wie die Leitstruktur 194.
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Wie sich an Verbindung 215 (ICso = 351 nmol/l) zeigte, fihrte im Gegensatz zu den
Benzothiazol-Analoga (189—204) der Carboxymethylester bei dieser Unterklasse zu
einer 2.5fachen Steigerung der Hemmstarke.

Die Untersuchung, ob Substituenten, die einzeln einen aktivitatssteigernden Effekt
austibten, als Paar kumulativ die 1Csy weiter senken konnten, flihrte zu einem
widerspriichlichen Ergebnis. Die Kombination aus Phenyl- (R) und Bromsubstituenten
(R?) (216) fiihrte zu einer Verminderung der Aktivitat auf 1080 nmol/l im Vergleich zu
den einfach substituierten Derivaten. Dagegen erreichte Substanz 217 (R* = Phenyl;
R? = CN) den deutlich niedrigeren 1Cso-Wert von 47.5 nmol/l. Trotzdem zeichnete sich
ab, dass mit dem Anstieg des Elektronenzuges an Position 5 des Thiazols ein

Phenylring als R? giinstig erscheint, wie am Substanzpaar 209/217 bestatigt worden ist.

Tabelle 28: Uber_.das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs;-Werte der Thiazol-Reihe
zur Uberprifung von Substituenteneinfliissen; Referenzsubstanz XR9577:
1C50 =704 + 147 nmol/l; n=3

H
AL
C—§N_</SIR
N R
Verb. R R? ICs + o [nmol/l] Imax * © [%0]
194 H H 1200 + 350 100 + 8
208 H Br 604 + 83 93+6
209 H CN 374 £+ 71 93+ 6
210 H NO, 413 + 105 91 +3
211 Naphth-1-yl ~ H 2540 + 230 100*
212 Phenyl H 843 + 105 106 + 13
213 4-Cl-phenyl H 282 + 44 104 + 6
214 Phenyl CHs 1190 + 220 100 £ 5
215 Phenyl COOC,Hs5 351 + 82 97 = 7
216 Phenyl Br 1080 + 130 104 £ 9
217 Phenyl CN 475+ 9.8 105 + 11

*) Berechnung durch Festlegen der Maximalinhibition auf das Referenzniveau
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4.3.2  Untersuchungen zur ABCG2-Selektivitat

Erste Vortests ausgewdhlter Verbindungen mit dem Calcein-AM-Akkumulations-
verfahren zeigten recht geringe Aktivitdten gegenuber ABCB1 bei einer Modulator-
konzentration von 10 pmol/l, so dass von einer Uberwiegenden ABCG2-Spezifitat

seitens der Substanzklasse auszugehen ist.

Tabelle 29: Ubersicht tiber die Fluoreszenzzunahme ausgewéhlter Verbindungen bei 10
pumol/l, auf Cyclosporin A (10 umol/l) bezogen

Verb. Struktur F | Verb. Struktur Frel
o 15 % A 19 %

181 @:J{ ° 182 1.g °
o2 () 0D

H
C
187 AL - > 188 @Cﬁ o
¢« ) (n=1) HNQ n=2)
I\
N___N

g

H
C
189 e % 202 AP 2%
WAL ey oo ey oo
N N
H
C
@40 on  6x4%
C S -
217 HN*\NI‘




4 Carborancarboxamide

4.3.3  Zytotoxische Eigenschaften

Um die zytotoxizitatsfordernden Teilstrukturen dieser Substanzklasse zu identifizieren,
wurden die Glso-Werte der benzothiazolhaltigen Derivate 189, 195-197, 205, 207 und
die benzothiadiazolhaltige Verbindung 188 mit dem MTT-Verfahren (Kapitel 6.2.4.7)

ermittelt.

Tabelle 30: 1Cs-, Zytotoxizitats- und TQ-Werte ausgewahlter Verbindungen, ermittelt

Uber das MTT-Testverfahren; n 3, wenn nicht Anderes angegeben;

Einzelwerte als Quadruplikat

Verb. Struktur ICs £ o Glo * o e
[umol/1] [umol/1]
195 HsC{N) *\SD >>10 res.  80.5 (n=2) -
N wit: 113 (n=2)
196 o 11.3 + 2.0 res:  66.3 (n=2) 5.89
@*]@ wt 775 (n=2)
197 0, 851 +223 ress 296+15 3.48
w10 Wt 257 % 1.4
189 ko o 0.109 + 0.023 res:  13.3 £ 0.5 122
e Te® wt 149+ 1.9
205 A 0.102 + 0.023 res: 526 +0.15 51.6
Ju]@ wt:  7.36 £ 0.79
207 A 0.0366 + 0.0073 res: 851 + 2.83 232
@*@jj Wt 8.99 + 2.17
188 Koy o 0536 + 0.061 res:  95.7 + 10.5 178
AL H wt 113 £ 28
Ko0143™] 0.221 + 0.023  res: 11.1 50.2
wt: 10.9
Gefitinib™® 1.45 res: 3.19 0.45

*) res = MDCK Il BCRP, wt = MDCK |1 wt
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Es wurde festgestellt, dass Zelltoxizitat und inhibitorisches Vermdgen bei den
»Benzothiazolen* in einem Zusammenhang stehen. Von den sich in der Carbonséure
unterscheidenden Verbindungen war die aktivste auch die mit der hdochsten
Zytotoxizitat (189: Glsp ~ 14 umol/l). Durch eine Cyanogruppe am Benzothiazol wurde
die Zellproliferation weiter eingeschrénkt (205: Glsp = 6 pmol/l; 207: Glsg = 9 pmol/l).
Es scheint vor allem die Kombination aus Carboran und Benzothiazol fur die hohe
Toxizitat verantwortlich zu sein, da das ebenfalls recht potente Benzothiadiazol-Derivat
188 vergleichsweise untoxische Werte um die 100 pmol/I ergab.

Da die Verbindungen 188, 189 und 207 tber Toxizitats-Hemmwirkungsverhaltnisse
verfiigen, die (weit) Uber den TQ des Zytostatikums Gefitinib und der bereits in vivo
getesteten Referenz Ko1431%% liegen, durften sie sich fiir Testungen im Mausmodell

eignen.

4.4  Ergebnisse und Ausblick

Mit den unterschiedlich N-substituierten 1,7-Dicarba-closo-decaboran-1-carboxamiden
steht eine neuartige, synthetisch leicht zugéngliche ABCG2-Inhibitorenklasse zur
Verfugung.

Die Carboransubstruktur konnte als essentieller Teil des Phamakophors identifiziert
werden. Die Wichtigkeit dieser Teilstruktur flr das inhibitorische Vermdogen ist durch
ihre Entfernung und ihren Austausch durch (ali)cyclische Systeme bewiesen worden,
wobei der Einsatz isomerer Dicarba-decaborane kaum Auswirkungen auf die Aktivitat
hat. Ferner stellte es sich heraus, dass heterocyclische Aromaten flr eine signifikante
Aktivitatssteigerung bendtigt werden, deren Heteroatome sich in die N&he der
Amidgruppe befinden. Ausgehend von den Grundstrukturen des N-(Benzothiazol-2-yl)-
und des N-(Thiazol-2-yl)-1,7-dicarba-closo-decaboran-1-carboxamides (189 und 194)
ist der Einfluss von Substituenten untersucht worden. Um Aktivitaten unter 100 nmol/Il
zu erreichen, ist es offenbar in beiden Unterklassen gemein, dass sich am Heterocyclus
ein aromatischer Bereich von der maximalen Ausdehnung eines Phenylringes,
tendenziell in der Nahe des Stickstoffes, und eine stark elektronenziehende Gruppe,

tendenziell in der Nahe des Schwefels, befinden missen.
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Abbildung 67: Zusammenfassung der Struktur-Wirkungsbeziehungen
(EWG: elektronenziehende Gruppe, EDG: elektronenschiebende Gruppe)

Drei Verbindungen dieser Substanzklasse haben sehr gute Inhibitionswerte gezeigt, die
mit viereinhalb- bis sechsfach geringerer I1Cso-Konzentration als der allgemein bekannte
ABCG2-Inhibitor Ko143 hemmen. Unter den Testbedingungen ist mit Verbindung 207
die bis dato hdchste Hemmwirkung mit einer 1Cso von 36.6 nmol/l gemessen worden.
Erste Tests weisen auf selektive Inhibitionseigenschaften hin.

Mit einer Ausnahme zeigen die untersuchten Inhibitoren wesentlich glnstigere
therapeutische Quotienten als die Referenzsubstanz Ko143, so dass sie sich flr In-vivo-
Untersuchungen anbieten.

Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen der von den beiden oben erérterten
Unterklassen abweichenden Verbindung 188 mit einer N-(Benzo[c][1,2,5]thiadiazol-4-
yl-Teilstruktur zeigten, dass diese neben guten inhibitorischen und geringen
zytotoxischen Eigenschaften auch einen Fluorophor mit ginstigen Anregungs- und
Emissionsmaxima (Aex = 310 nm, Aem = 480 nm) besitzt (Abbildung 68). Dadurch
konnte sich die Mdglichkeit erdffnen, die Substanzklasse auch ohne eine zusatzliche
Fluoreszenz-markierung, die die Eigenschaften eines Liganden hinsichtlich seiner
Interaktion mit dem biologischen Ziel massiv beeinflussen kann und somit den
Vergleich zu nicht markierten Analoga erschwert, tber die Verbindung 188 als
pharmakologische Sonde fiir Rezeptor-Ligand-Bindungsstudien oder Ahnlichem mittels

bildgebender Verfahren (Fluoreszenzmikroskopie) zu untersuchen. 4925
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Abbildung 68:
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Anregungsspektrum (schwarz) bei 4 = 310 nm der Verbindung 188 in DMSO
(c =0.45 pmol/l)

Um eine umfangreiche Struktur-Wirkungsanalyse durchfuhren zu konnen, sollte die

Substanzklasse um folgende Variationen erweitert werden:
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Abbildung 69: Vorschléage zur Erweiterung der Substanzklasse
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Der Ansatz, die Multidrug-Resistenz eines Tumors tber einen Modulator bzw. Inhibitor
aufzuheben, wurde in dieser Arbeit mit der Darstellung potenter, selektiver und

untoxischer Hemmestoffe fir den Transporter ABCG2 verfolgt und in vitro untersucht.

Im ersten Teil Heteroaryl-phenylamide (Kapitel 3) werden die biochemischen
Ergebnisse einer einhundertzwolf Verbindungen umfassenden Substanzbibliothek
erortert. Die Verbindungen wurden auf Basis vorangegangener Untersuchungen zu
tariquidarabgewandelten ~ ABCG2-Inhibitoren  gestaltet. Fir die biologische
Charakterisierung dieser Substanzklasse sind Verbindungen mit unterschiedlichen
Substituenten und verdnderter Grundstruktur dargestellt worden. Es hat sich
herausgestellt, dass der Grundkorper, ein N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-
benzamid, nicht nur fir die Fahigkeit zur Inhibition vorausgesetzt werden muss,
sondern auch gleichzeitig eine der hochsten Wirksamkeiten zeigte. Samtliche
Variationen der amidischen als auch der tetrazolischen Briicken fiihrten zu Absenkung
der Hemmstarke bis hin zu Inaktivitat. Die meisten Substituenten und Abwandlungen
der Phenylringe reduzierten ebenfalls das inhibitorische Vermdgen.

Fur einige Derivate wurde ein gunstiger therapeutischer Index ermittelt und somit eine

Empfehlung fiir Untersuchungen in vivo ausgesprochen.

Im zweiten Teil Carborancarboxamide (Kapitel 4) werden die Entdeckung und der
Ausbau einer neuen ABCG2-Inhibitorenklasse, deren gemeinsames Merkmal ein
Carborancarboxamid ist, erdrtert. Anhand der biologischen Daten von zweiundvierzig
Derivaten hat sich herausgestellt, dass neben dem Carboran als essentiellem

Bestandteil der Substanzklasse die am Stickstoff der Amidbriicke gebundenen,
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mit elektronenziehenden Substituenten ausgestatteten Benzothiazol-2-yl- oder Thiazol-
2-yl-Partialstrukturen hohe inhibitorische Aktivitaten gegentiber ABCG2 hervorrufen.
Die Toxizitatsdaten untersuchter Verbindungen zeigen, dass diese fur Untersuchungen

in vivo in Betracht gezogen werden kdénnen.
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6 EXPERIMENTALTEIL

6.1  Chemische Synthese

6.1.1  Allgemeines

Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien sind von der Acros Organics BVBA (Geel, Belgien), der
AlfaAesar GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland), Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland), Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland), der Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland), der VWR Chemicals GmbH (Darmstadt,
Deutschland), der Linde AG (Minchen, Deutschland) oder AirLiquide S.A. (Paris,
Frankreich) bezogen worden. Sie wurden ohne weitere Reinigung eingesetzt, wenn
nichts Anderes angegeben ist. Die verwendeten Losungsmittel wurden ohne vorherige
Reinigung in der kauflichen Qualitat verwendet. Bei Bedarf ist Tetrahydrofuran tber
Lithiumaluminiumhydrid, Methylenchlorid ber Phosphorpentoxid und Ethanol tber

Natrium destilliert worden.

Mikrowellensynthesen

Synthesen unter Mikrowellenbestrahlung wurden in einer Mikrowelle Discover-SP
W/Activent (Modellnummer 909155) der Firma CEM GmbH (Kamp-Lintfort,
Deutschland) durchgefihrt.
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Reduktionsreaktionen
Katalytische Hydrierungen sind in einer Hydrierapparatur (Hersteller: Hr. Scholl,

Pharmazeutisches Institut der Universitat Bonn, Deutschland) durchgefihrt worden.

Chromatographie

Dinnschichtchromatographien wurden auf Kieselgel beschichteten Aluminiumplatten
mit Fluoreszenzindikator (Kieselgel 60 Fys4, Merck) durchgefiihrt. Die Detektion
erfolgte unter einem UV-Kabinett (CAMAG Chemie-Erzeugnisse & Adsorptionstechnik
AG & Co. GmbH, Berlin, Deutschland) bei Wellenldngen von 254 nm oder 366 nm.
Saulenchromatographische Trennungen sind an Kieselgel 60 (0.040 — 0.063 mm
Korngrofie, Merck) in einer mit Fritte versehenen Glasséule durchgefihrt worden. Diese
ist grundsétzlich mit aufgeschlammtem Kieselgel gepackt worden. Zur Steigerung der
Flussrate bei Vorreinigungen wurde der Druck mittels einer handelsublichen

Aquariumpumpe erhdht.

Schmelzpunktsbestimmung

Die Schmelzpunkte der biochemisch untersuchten Verbindungen wurden mit einer
Schmelzpunktsbestimmungsapparatur MPD350.BM3.5 der Firma Sanyo Gallenkamp
PLC (Leicestershire, Grof3britannien) bestimmt und sind unkorrigiert. Zersetzungs-

punkte bei Substanzen sind durch (Z) hinter der Temperaturangabe gekennzeichnet.

Elementaranalyse

Mit Ausnahme der von der AG Scholz (Pharmazeutisches Institut, Universitdt Bonn)
synthetisierten Verbindungen wurden alle biologisch untersuchten Substanzen mit dem
Elementaranalysator Vario EL V24 CHN der Firma Elementar Analysensysteme GmbH
(Hanau, Deutschland) auf eine Reinheit groRer als 95 % untersucht. Alle gemessenen
Werte wichen nicht mehr als 0.4 % von den theoretischen ab, wenn nichts Anderes

erwahnt ist.
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Kernspinresonanzspektroskopie

'"H-NMR-, *C-NMR- sowie *B-NMR-Spektren wurden mit einem Bruker Avance 500-
(*H: 500 MHz, *C: 125 MHz) oder mit einem Bruker Avance 600-Spektrometer (*H:
600 MHz, *C: 151 MHz, B: 193 MHz) der Firma Bruker BioSpin GmbH
(Rheinstetten, Deutschland) bei T = 30 °C aufgenommen. Die chemischen
Verschiebungen 6 sind in Teilen pro Million (ppm), Kopplungskonstanten J in Hertz
(Hz) angegeben.

Als interner Standard dienten die verwendeten deuterierten LOsungsmittel
Dimethylsulfoxid-dg (*H: & 2.50, *C: & 39.5)**"! und Chloroform-d; (*H: & 7.26, °C: &
77.2),% als externer Standard Bortrifluorid-diethyletherat in Chloroform-d; zur
Aufnahme der **B-NMR-Spektren. Die Signalmultiplizitaten in den *H-NMR-Spektren
sind mit s fir ein Singulett, br fur ein breites Singulett, d fir ein Dublett, dd fir ein
Dublett vom Dublett, ddd fir ein Dublett vom Dublett vom Dublett, td fur ein Triplett
vom Dublett, t fur ein Triplett, dt fir ein Dublett vom Triplett, g fur ein Quartett, sept
flr ein Septett oder m flr ein Multiplett gekennzeichnet. Austauschbare Protonen sind
mit einem Sternchen (*) versehen. Die *C-NMR-Spektren sind grundsétzlich CH-
entkoppelt aufgenommen worden. Es wurde das APT- (attached proton test) sowie
DEPT135-Verfahren (distortionsless enhancement by polarization transfer) angewandt,
um zusétzlich den Substitutionsgrad der Kohlenstoffatome zu bestimmen.
Messungsbedingt fehlende Kohlenstoffatomsignale (C*) sind in der Struktur
gekennzeichnet. Die *B-NMR-Spektren sind sowohl gekoppelt als auch entkoppelt
aufgenommen worden. Die Anzahl der Boratome war wegen Uberlagerter breiter

Signale nicht eindeutig zu bestimmen.

Fluoreszenzspektroskopie
Anregungs- und Emissionsspektren der zu untersuchenden Substanzen wurden in
Dimethylsulfoxid mit einem Lumineszenzspektrometer LS 55 der Firma Perkin-Elmer

(Wokingham, GroRbritannien) bei Raumtemperatur aufgenommen.
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HPLC/MS- und HRMS-Spektroskopie

Identitdt und Reinheit der von der AG Scholz (Pharmazeutisches Institut, Universitat
Bonn) dargestellten Verbindungen wurden hochleistungsflissigkeitschromatographisch
mit nachgeschalteter Massenspektroskopie untersucht. Die Proben wurden mittels des
Systems Agilent 1100 (Agilent Technologies Deutschland GmbH, Ratingen,
Deutschland) mit einer HPLC-Sdule Phenomenex Luna C18 (Phenomenex Ltd.,
Aschaffenburg, Deutschland) auf Reinheit untersucht. Die Detektion erfolgte UV-
spektroskopisch in einer Photodiodenzeile (DAD). Die Identitat wurde durch Aufnahme
von hochauflésenden Massenspektren (HRMS) in einem Massenspektrometer AP1 2000
(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) mit einem Elektrosprayionisator Kratos
50 MS (Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg, Deutschland) tberpriift.
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6.1.2

Allgemeine Synthesevorschriften (ASV)

Spezielle Kochvorschriften und Abénderungen in der Durchfiihrung sind den jeweiligen

Monographien zu entnehmen.

6.1.2.1 Carbonsaurechloride

Die Carbonséurechloride wurden nach zwei Verfahren dargestellt:

A)

B)

6.1.2.2 Benzolsulfonsdurehydrazid-Derivate

Die korrespondierende  Carbonsdure wurde mit frisch destilliertem
Thionylchlorid ~ zwei  bis  vier  Stunden  unter  Rickfluss  und
Feuchtigkeitsausschluss erhitzt und nach Entfernen des Thionylchlorides bei
Normaldruck entweder unter vermindertem Druck fraktioniert destilliert oder
aus Benzol umkristallisiert.

Die korrespondierende Carbonsaure wurde in trockenem Benzol oder
Methylenchlorid geldst bzw. suspendiert, mit frisch destilliertem Thionylchlorid
oder mit Oxalylchlorid (2 Aqg.) versetzt und unter Riickfluss und Feuchtigkeits-
ausschluss bis zur vollstdindigen Umsetzung (DC-Kontrolle) erhitzt.
AnschlieBend wurden Losungsmittel und Uberschissiges Chlorierungsmittel

unter verringertem Druck entfernt.

[184]

Benzolsulfonsaurehydrazin (1 Aq.) in EtOH (50 ml) wurde unter Riickfluss erhitzt.

Wihrend des Erwidrmens wurde das Aldehydderivat (1 Ag.), in einer kleinen Menge

heiBen EtOH (5 — 20 ml) gel6st, dem Reaktionsansatz hinzugesetzt. Nach einstiindigem

Kochen unter Ruckfluss wurde die Losung erkalten gelassen, wobei Kristallbildung

einsetzte. Alternativ wurde das Losungsmittel Uber den Rotationsverdampfer im

Vakuum entfernt und der Riickstand aus EtOH umkristallisiert
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6.1.2.3 2,5-Diaryl-2H-tetrazole"®!

Das frisch destillierte oder umkristallisierte Anilinderivat (1 Ag.) wurde in 50 %igem
EtOH (5 — 10 ml) gelost bzw. suspendiert und auf unter 0 °C gekihlt. Nach Zugabe
konz. Salzsaure (3 Ag.) wurde wassrige Natriumnitritlésung (1 Ag. in 2 — 4 ml) derart
hinzugetropft, dass die Temperatur der Losung O °C nicht Uberstieg. Das
Benzolsulfonsaurehydrazid-Derivat (1 Ag.) wurde in trockenem Pyridin (30 — 50 ml)
gelost und auf unter -15 °C gekihlt. Je nach Losungsvolumen fiel das Edukt aus, was
aber fur den Reaktionsverlauf nicht hinderlich war. Zur Pyridinlésung wurde die
Diazoniumsalz-Lésung hinzugetropft, wobei die Temperatur des Reaktionsansatzes
stets unter -10 °C gehalten wurde. Nach der Zugabe wurde der rote Reaktionsansatz bis
zum Erreichen der Raumtemperatur und anschlieBend 2 h bei Raumtemperatur gerihrt,
dann in Chloroform (100 ml) und demineralisiertem Wasser (100 ml) aufgenommen
und in einen Scheidetrichter tberfiihrt. Die organische Phase wurde nacheinander mit
Salzsdure (1 N, 100 ml) und demin. Wasser (100 ml) gewaschen und (ber
Calciumchlorid getrocknet. Die Losung wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und
uber eine kurze Chromatographiesdaule mit Toluol oder Benzol als FlieBmittel

vorgereinigt. Nach Abziehen des Losungsmittels wurde der Rickstand umkristallisiert.

6.1.2.4 5-Aryl-1H-tetrazole!!

Das Nitrilderivat (1 Ag.), Natriumazid (1.3 Aq.) und Triethylamin-hydrochlorid
(1.3 Ag) wurden in Toluol (50 ml) bei 100 °C so lange geriihrt, bis das Nitril
dunnschichtchromatographisch nicht mehr nachweisbar war (ca. 15 h). Nach Abkihlen
auf Raumtemperatur wurde der Reaktionsansatz in demin. Wasser (50 ml) gegossen und
die organische Phase mit demin. Wasser (25 ml) nachgewaschen. Anschlielend wurde
das Produkt durch Ansduern mit konz. Salzsdure geféllt und nach Abfiltrieren neutral

gewaschen und umkristallisiert.



6 Experimentalteil 123

6.1.2.5 2,5-Diaryl-1,3,5-oxadiazole®™™

Zwei Varianten sind zu ihrer Darstellung angewandt worden:

A) 2-Nitrobenzhydrazid (1 Ag.) und das Arylcarbonséure-Derivat (1 Ag.) wurden
mit Phosphorylchlorid (> 10 ml) tibergossen und bis zur kompletten Umsetzung
unter Ruckfluss erhitzt.

B) 2-Nitrobenzhydrazid (1 Aq.), das Arylcarbonsaure-Derivat (1 Ag.) und saures
Aluminiumoxid (1.5 g) wurden verrieben und in ein Mikrowellen-Reagenzglas
uberfuhrt. Nach Zugabe von Phosphorylchlorid (5 — 8 ml) wurde das
Reaktionsgemisch vermengt und zur Umsetzung in der Mikrowelle (t = 15 min,
T =100 °C, p = 10 W) erhitzt, wobei darauf geachtet werden musste, dass der
Uberdruck 20 atm nicht Gberstieg.

Das dunkelbraune, 6lige Reaktionsgemisch wurde mit Eiswasser versetzt und bis zum
Erreichen der RT gerthrt. Der gebildete braunliche Feststoff wurde filtriert, erst mit
geséttigter  Natriumhydrogencarbonat-Lésung, dann mit demin. Wasser neutral

gewaschen und umkristallisiert.

6.1.2.6 1,4-Diaryl-1H-1,2,3-triazole®

Kupfer(l1)-sulfat-pentahydrat (0.01 Ag.), Natriumascorbat (0.02 Ag.) und Benzoeséure
(0.1 Ag.) wurden mit demin. Wasser (10 ml) versetzt und eine Mischung aus dem
Acetylenderivat (1 Ag.) und 2-Nitrophenylazid (1.1 Ag.) in DMF (10 ml) hinzugetropft.
Der Reaktionsansatz wurde bei Raumtemperatur bis Reaktionsende (DC-Kontrolle)
gerlihrt. Nach Extraktion mit Methylenchlorid (1x 50 ml) wurde die organische Phase
nacheinander mit demin. Wasser und geséttigter NaCl-Ldsung gewaschen und Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Abdestillieren des Lésungsmittels wurde der feste

Rickstand umkristallisiert.
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6.1.2.7 Katalytische Hydrierungen®?

Die nitrogruppenhaltige Verbindung (1 Aq.) wurde in THF gel6st und einer dem
dreifachen Volumen entsprechenden Suspension des Katalysators (10 mol% Pd/C) in
EtOH in einer Druckgasflasche hinzugefligt. Der Reaktionsansatz wurde in einer
Hydrierapparatur je dreimal mit Stickstoff und mit Wasserstoff gespult und dann unter
Wasserstoffatmosphére (3 — 4 atm) solange (in der Regel eine Stunde) bei
Raumtemperatur gerthrt, bis die Nitroverbindung diinnschichtchromatographisch nicht
mehr nachweisbar war. Nach Entfernen des Katalysators tber eine kurze mit Kieselgel
gefiillte Séule und Abdestillieren des Lésungsmittelgemisches wurde ein in der Regel

DC-reines Produkt erhalten, das ohne Umbkristallisation verwendet werden konnte.

6.1.2.8 Saureamide

Zu ihrer Darstellung wurden folgende Umsetzungen angewandt:

A) Anilinderivat (1 Ag.) und Triethylamin (1.4 Ag.) wurden in trockenem THF (5 —
10 ml) gel6st. Nach langsamer Zugabe des Saurechlorides (1 Aqg.) in trockenem
THF (5 — 10 ml) wurde der Reaktionsansatz bis zur vollstdndigen Umsetzung
(DC-Kontrolle) bei Raumtemperatur unter Feuchtigkeitsausschluss gerihrt.
Nach dem Abfiltrieren des Triethylamin-hydrochlorides und Abdestillieren des
Losungsmittels wurde der Ruckstand umkristallisiert.

B) Die Arylcarbonsiure (1 Ag.) wurde gemaR ASV 6.1.2.1.B zum Saurechlorid
umgesetzt, in trockenem Pyridin (5 ml) aufgenommen und zu einer Losung des
Anilinderivates (1 Ag.) in trockenem Pyridin (10 ml) unter
Feuchtigkeitsausschluss  zugetropft.??! Es wurde bis zur vollstandigen
Umsetzung (DC-Kontrolle) bei Raumtemperatur gertihrt. Nach Entfernen des
Pyridins bei verringertem Druck wurde der Riickstand in demin. Wasser (50 ml)
und Essigester (50 ml) aufgenommen. Nach Trennung beider Phasen wurde die

waéssrige Phase mit Essigester (2 x 25 ml) gewaschen.
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C)

Die vereinigten organischen Phasen wurden nacheinander mit Natronlauge
(1 N), demin. Wasser und geséttigter Natriumchloridlésung gewaschen und Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Der nach Abziehen des Losungsmittels anfallende
Ruckstand wurde umkristallisiert.

Analog zur Literatur®Y wurde das Sulfonsaurechlorid-Derivat (3 Ag.) in
trockenem Pyridin (5 ml) geldst und fur 10 min bei Raumtemperatur gerihrt.
Nach langsamen Hinzutropfen des in trockenem Pyridin (5 ml) gelGsten
Anilinderivates (1 Ag.) wurde das Reaktionsgemisch bis zur kompletten
Umsetzung (DC-Kontrolle) bei Raumtemperatur unter Feuchtigkeitsausschluss
gertihrt. Der Ansatz wurde auf demin. Wasser (40 ml) gegeben und mit
Methylenchlorid ausgeschittelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden
nach Waschen mit demin. Wasser und gesattigter Natriumchloridlésung Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Abziehen des Lésungsmittels wurde ein DC-
reines Produkt erhalten.
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6.1.3  Synthetisierte Verbindungen

6.1.3.1 Vorstufen flr tetrazolhaltige Testsubstanzen

1) N’-(2-Nitrobenzyliden)-benzolsulfonsaurehydrazid

wurde aus 2-Nitrobenzaldehyd (7.60 g, 50 mmol) und Benzolsulfonsdurehydrazin
(8.60 g, 50 mmol) geméall ASV 6.1.2.2 hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (gelbe
Prismen; 13.74 g, 45 mmol, 90 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.61 — 7.70 (m, 4H, ArH), 7.72 — 7.77 (m, 1H,
ArH), 7.81 (dd, *Jun = 7.9, “Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.87 — 7.91 (m, 2H, ArH), 8.02
(dd, *Jpn = 8.2 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 8.30 (s, 1H, Imin-H), 11.96 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 124.6 (CH), 127.1 (2x CH), 127.8 (CH), 127.9
(C), 129.3 (2x CH), 130.7 (CH), 133.2 (CH), 133.7 (CH), 138.9 (C), 142.5 (CH), 147.8

(©).

(2) 5-Methoxy-2-nitro-benzaldehyd?!

O

H,CO
NO,

5-Hydroxy-2-nitrobenzaldehyd (2.53 g, 15 mmol, 1 Ag.) und Casiumcarbonat (4.94 g,
15 mmol, 1 Ag.) wurden in trocknem DMF (20 ml) vorgelegt und auf 0 °C gekihlt,
anschlieRend Jodmethan (2.14 g, 15 mmol, 1 Aq.) in trockenem DMF (10 ml) bei 0 °C
hinzugetropft. Nach dreitdgigem Rihren bei RT wurde das Reaktionsgemisch mit
demin. Wasser (50 ml) versetzt und funfmal mit EtOAc (50 ml) extrahiert. Nach
Trocknen tiber Magnesiumsulfat wurde die organische Phase eingeengt und das Produkt
saulenchromatographisch (FlieBmittel: PA/EtOAc = 3/1) als gelber Feststoff (2.49 g,
13.7 mmol, 92 % d. Th.) isoliert. Auf die Anfertigung von NMR-Spektren wurde
verzichtet.
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(3) N’-(5-Methoxy-2-nitrobenzyliden)-benzolsulfonsaurehydrazid

wurde aus 2 (2.72 g, 15 mmol) und Benzolsulfonséurehydrazin (2.58 g, 15 mmol)
gemal ASV 6.1.2.2 hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (gelbe Mikrokristalle; 3.1
g, 9.2 mmol, 62 % d. Th.).

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 3.88 (s, 3H, OCH3), 7.10 (d, 3Jun = 2.9 Hz, 1H,
ArH), 7.16 (dd, *Jun = 9.1 Hz, “Jy = 2.9 Hz, 1H, ArH), 7.62 — 7.66 (m, 2H, ArH), 7.68
—7.72 (m, 1H, ArH), 7.90 (dd, 334y = 7.3 Hz, *Jun = 1.6 Hz, 2H, ArH), 8.09 (d, *Jun =
9.1 Hz, 1H, ArH), 8.39 (s, 1H, Imin-H), 11.96 (s, 1H*, NH).

BCL'H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) 8 56.2 (CH3), 112.1 (CH), 115.7 (CH), 127.1 (2x

CH), 127.6 (CH), 129.3 (2x CH), 131.0 (C), 133.3 (CH), 138.8 (C), 140.8 (C), 143.1
(CH), 162.8 (C).

4) N’-(4-Nitrobenzyliden)-benzolsulfonsdurehydrazid

wurde aus 4-Nitrobenzaldehyd (2.63 g, 17 mmol) und Benzolsulfonsédurehydrazin
(2.94 g, 17 mmol) gemal ASV 6.1.2.2 hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (gelbe
Mikrokristalle; 3.9 g, 12.9 mmol, 74 % d. Th.).

'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg) § 7.60 — 7.64 (m, 2H, ArH), 7.65 — 7.70 (m, 1H,
ArH), 7.80 — 7.84 (m, 2H, ArH), 7.88 — 7.92 (m, 2H, ArH), 8.04 (s, 1H, Imin-H), 8.21 —
8.25 (m, 2H, ArH), 11.97 (s, 1H*, NH).

BCLH}-NMR (151 MHz, DMSO-ds) 5 124.0 (2x CH), 127.1 (2x CH), 127.7 (2x CH),
129.3 (2x CH), 133.2 (CH), 138.8 (C), 139.7 (C), 144.5 (CH), 147.9 (C).

(5) N’-(3-Nitrobenzyliden)-benzolsulfonsdurehydrazid

NO,
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wurde aus 3-Nitrobenzaldehyd (2.63 g, 17.4 mmol) und Benzolsulfonsaurehydrazin
(3.00 g, 17.4 mmol) gemall ASV 6.1.2.2 hergestellt und aus EtOH umkristallisiert
(gelbliche Plattchen; 3.5 g, 11.5 mmol, 67 % d. Th.).

'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg) & 7.60 — 7.64 (m, 2H, ArH), 7.65 — 7.71 (m, 2H,
ArH), 7.88 — 7.92 (m, 2H, ArH), 8.01 (dt, *Jun = 7.8 Hz, “Jun = 1.3 Hz, 1H, ArH), 8.07
(s, 1H, Imin-H), 8.19 — 8.23 (m, 1H, ArH), 8.36 (t, “Jun = 2.0 Hz, 1H, ArH), 11.88 (s,
1H*, NH).

BC{’H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) § 121.0 (CH), 124.3 (CH), 127.1 (2x CH), 129.3
(2x CH), 130.4 (CH), 132.6 (CH), 133.2 (CH), 135.4 (C), 138.9 (C), 144.7, 148.1 (C).

(6) 2-Formyl-benzoesaure-methylester®*

0]

oL
COOCH;

Zu einer Mischung aus 2-Formyl-benzoeséure (6 g, 40 mmol, 1 Ag.) und wasserfreiem
Kaliumcarbonat (17 g, 123 mmol, 3 Ag.) in Aceton (100 ml) wurde Jodmethan (2.7 ml,
44 mmol, 1.1 Aq.) bei RT hinzugefiigt, und der Ansatz fiir vier Stunden unter Rickfluss
erhitzt. Nach Filtration des Kaliumcarbonats und Abdestillieren des Losungsmittels
wurde das gelbe Ol in Methylenchlorid (100 ml) aufgenommen. Die organische Phase
wurde mit geséattigter NaCl-Lésung gewaschen und tber Magnesiumsulfat getrocknet.
Nach Abziehen des Losungsmittels wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch
(FlieRmittel: PA/EtOAc = 10:1) gereinigt. Man erhielt ein farbloses Ol (6.16 g, 37.5
mmol, 94 % d. Th.). Auf die Aufnahme von NMR-Spektren wurde verzichtet.

7) 2-((2-(Phenylsulfonyl)hydrazono)methyl)-benzoesaure-methylester?**!

IO

X NI
S0
O

COOCH;

wurde aus 6 (4 g, 24.4 mmol) und Benzolsulfonsdurehydrazin (4.2 g, 24.4 mmol)
gemal ASV 6.1.2.2 hergestellt. Nach Abziehen des Ldsungsmittels wurde das
dunkelgelbe Ol mit MeOH (50 ml) verdiinnt, wodurch sich nach einiger Zeit farblose
Mikrokristalle abschieden (4.58 g, 14.4 mmol, 59 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.83 (s, 3H, OCH3), 7.50 (td, *Jun = 7.6 Hz, *Jpn =
1.4 Hz, 1H, ArH), 7.58 — 7.69 (m, 4H, ArH), 7.73 — 7.78 (m, 1H, ArH), 7.80 — 7.83 (m,
1H, ArH) , 7.87 — 7.90 (m, 2H, ArH), 8.56 (s, 1H, Imin-H), 11.73 (s, 1H*, NH).
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BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 52.3 (CH3), 126.5 (CH), 127.0 (2x CH),
129.19 (C), 129.2 (2x CH), 129.7 (CH), 130.0 (CH), 132.3 (CH), 133.0 (CH), 133.6
(C), 139.0 (C), 145.6 (CH), 166.6 (C).

(8) N'-(4-(Trifluormethyl)benzyliden)-benzolsulfonsaurehydrazid

wurde aus 4-(Trif|uormethyl)-benzaldehyd (2.63 g, 17.4 mmol) und Benzolsulfonsaure-
hydrazin (3.00 g, 17.4 mmol) gemal ASV 6.1.2.2 hergestellt und aus EtOH
umkristallisiert (farblose Prismen; 3.5 g, 11.5 mmol, 67 % d. Th.).

IH-NMR (600 MHz, DMSO-dg) & 7.58 — 7.64 (m, 2H, ArH), 7.65 — 7.69 (m, 1H,
ArH), 7.72 — 7.79 (m, 4H, ArH), 7.87 — 7.91 (m, 2H, ArH), 8.00 (s, 1H, Imin-C), 11.82
(s, LH*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 122.91 (q, *Jcr = 271.8 Hz, C), 125.68 (q, Jcr

= 3.7 Hz, 2x CH), 127.1 (2x CH), 127.3 (2x CH), 129.3 (2x CH), 129.73 (q, 2Jcr = 31.6
Hz, C), 133.2 (CH), 137.5 (C), 138.9 (C), 145.3 (CH).

(9) N'-([1,1'-Biphenyl]-2-ylmethylen)-benzolsulfonsaurehydrazid®*!

Eine Suspension aus Benzolsulfonséure-hydrazin (1.89 g, 11 mmol) in MeOH (10 ml)
wurde auf 60 °C erwarmt und in MeOH eingetragener 2-Biphenyl-carbaldehyd (2 g, 11
mmol in 5 ml) hinzugetropft. Nach vollstandiger Umsetzung (DC-Kontrolle) wurde das
Losungsmittel unter Vakuum abdestilliert und der Riickstand aus MeOH umkristallisiert
(weiler Feststoff; 1.78 g, 5.3 mmol, 48 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) § 7.20 — 7.23 (m, 2H, ArH), 7.29 — 7.31 (m, 1H,
ArH), 7.37 — 7.48 (m, 5H, ArH), 7.59 — 7.68 (m, 3H, ArH), 7.77 (dd, *Ju = 7.8 Hz,
“Jun = 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.82 — 7.86 (m, 3H, 2x ArH und Imin-H), 11.34 (s, 1H*, NH).

BC-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 125.2 (CH), 127.1 (2x CH), 127.5 (CH), 127.7
(CH), 128.4 (2x CH), 129.2 (2x CH), 129.5 (2x CH), 129.9 (CH), 130.2 (CH), 130.7
(C), 133.0 (CH), 138.7 (C), 139.0 (C), 141.7 (C), 145.9 (CH).
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(10) N-(2-Cyanophenyl)-4-methoxybenzamid
NH
L
OCHj,4

wurde aus 2-Amino-benzonitril (0.24 g, 2 mmol) und 4-Methoxy-benzoylchlorid (0.34
g, 2 mmol) gemaR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (weiRer
Feststoff; 0.35 g, 1.4 mmol, 70 % d. Th.).

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.86 (s, 3H, OCHa), 7.07 — 7.12 (m, 2H, ArH), 7.41
(td, 3Jun = 7.6 Hz, *Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.55 — 7.61 (m, 1H, ArH), 7.70 — 7.76 (m,
1H, ArH), 7.86 (dd, *Jun = 7.7 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.97 — 8.02 (m, 2H, ArH),
10.41 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.5 (CHs), 109.2 (C), 113.8 (2x CH), 117.0
(C), 125.6 (C), 126.0 (CH), 126.7 (CH), 129.7 (2x CH), 133.0 (CH), 133.6 (CH), 140.6
(C), 162.3 (C), 164.9 (C).

(11) N-(2-Cyanophenyl)benzamid?*®!

: N
NH
0

wurde aus 2-Amino-benzonitril (0.24 g, 2 mmol) und Benzoylchlorid (0.28 g, 2 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (weil3er Feststoff; 0.29
g, 1.3 mmol, 65 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.44 (td, *Jun = 7.7 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH),
7.55—7.66 (M, 4H, ArH), 7.73 — 7.77 (m, 1H, ArH), 7.88 (dd, 3J = 7.8 Hz, “Jyy = 1.4
Hz, 1H, ArH), 7.99 — 8.02 (m, 2H, ArH), 10.59 (s, 1H*, NH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) § 109.3 (C), 116.9 (C), 126.3 (CH), 126.8 (CH),
127.7 (2x CH), 128.5 (2x CH), 132.1 (CH), 133.0 (CH), 133.5 (C), 133.7 (CH), 140.4
(C), 165.6 (C).
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(12) 2-(2-Nitrophenyl)-2-(4-propylphenyl)-2H-tetrazol

wurde aus 4-Propylanilin (2.03 g, 15 mmol) und 1 (4.58 g, 15 mmol) gemaR ASV
6.1.2.3 hergestellt und aus EtOH/CHCI; (1:1) umkristallisiert (gelbliche Nadeln; 2.92 g,
9.45 mmol, 63 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 0.92 (t, *Juy = 7.3 Hz, 3H, CH3), 1.59 — 1.71 (m,
2H, CH,), 2.68 (t, *Jun = 7.6 Hz, 2H, CH,), 7.51 (d, *Jun = 8.5 Hz, 2H, ArH), 7.87 (td,
3Jun = 7.8 Hz, “Jun = 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.93 (td, *Jun = 7.6 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H,
ArH), 8.02 (d, *Juy = 8.5 Hz, 2H, ArH), 8.11 (dd, *Juy = 7.7 Hz, “Jun = 1.3 Hz, 1H,
ArH), 8.14 (dd, *Jup = 8.0 Hz, “Jun = 1.0 Hz, 1H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 13.4 (CH3), 23.7 (CH,), 36.7 (CH,), 119.7 (C),
119.9 (2x CH), 124.4 (CH), 130.0 (2x CH), 131.0 (CH), 132.2 (CH), 133.2 (CH), 133.9
(C), 145.1 (C), 148.6 (C), 161.0 (C).

(13) 2-(4-Methylphenyl)-5-(2-nitrophenyl)-2H-tetrazol (12)

wurde aus 4-Methylanilin (1.61 g, 15 mmol) und 1 (4.58 g, 15 mmol) gemall ASV
6.1.2.3 hergestellt und aus EtOH/CHCI; (1:1) umkristallisiert (gelbliche Plattchen; 2.62
g, 9.31 mmol, 62 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 2.44 (s, 3H, CHs), 7.51 (d, *Jun = 8.1 Hz, 2H, ArH),
7.88 (td, *Jun = 7.8 Hz, “Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.94 (td, *Jpn = 7.6 Hz, “Jun = 1.3 Hz,
1H, ArH), 8.01 (d, *Jun = 8.5 Hz, 2H, ArH), 8.12 (dd, *Jun = 7.7 Hz, “Jun = 1.4 Hz, 1H,
ArH), 8.14 (dd, *Jun = 8.0, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-dg)  20.7 (CHs), 119.7 (C), 119.9 (2x CH), 124.4
(CH), 130.6 (2x CH), 131.0 (CH), 132.3 (CH), 133.3 (CH), 133.7 (C), 140.6 (C), 148.6
(C), 161.0 (C).
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(14) 5-(2-Nitrophenyl)-2-(4-trifluormethylphenyl)-2H-tetrazol

wurde aus 4-Trifluormethyl-anilin (2.42 g, 15 mmol) und 1 (4.58 g, 15 mmol) geméR
ASV 6.1.2.3 hergestellt und aus Aceton umkristallisiert (farblose Prismen; 2.56 g, 7.64
mmol, 51 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.89 (t, 3Jun = 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.95 (t, *Jyy = 7.5
Hz, 1H, ArH), 8.09 (d, Jun = 8.5 Hz, 2H, ArH), 8.13 (d, *Jun = 7.6 Hz, 1H, ArH), 8.16
(d, *Jun = 8.0 Hz, 1H, ArH), 8.36 (d, *Jun = 8.4 Hz, 2H, ArH).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 119.4 (C), 120.7 (2x CH), 1235 (q, *Jcr =

272.5 Hz, C), 124.5 (CH), 127.6 (q, %Jcr = 3.3 Hz, 2x CH), 130.3 (q, 2Jcr = 32.5 Hz, C),
131.1 (CH), 132.5 (CH), 133.3 (CH), 138.5 (C), 148.6 (C), 161.5 (C).

(15) 2-(4-Chlorphenyl)-5-(2-nitrophenyl)-2H-tetrazol

wurde aus 4-Chloranilin (1.28 g, 10 mmol) und 1 (3.05 g, 10 mmol) geméR ASV 6.1.2.3
hergestellt und aus EtOH/Toluol (2:1) umkristallisiert (beiger Feststoff; 1.38 g, 4.58
mmol, 46 % d. Th.).

'H-NMR (600 MHz, CDCls) & 7.53 — 7.57 (m, 2H, ArH), 7.67 — 7.71 (m, 1H, ArH),
7.76 (td, *Jun = 7.6 Hz, “3un = 1.3 Hz, 1H, ArH), 7.93 (dd, *Jun = 8.1 Hz, *Jpn = 1.3 Hz,
1H, ArH), 8.07 (dd, *Jun = 7.7 Hz, *Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH), 8.10 — 8.13 (m, 2H).

BC{*H}-NMR (151 MHz, CDCls) & 121.1 (C), 121.3 (2x CH), 124.5 (CH), 130.1 (2x
CH), 131.4 (CH), 131.5 (CH), 132.6 (CH), 135.2 (C), 136.1 (C), 149.2 (C), 161.8 (C).

(16) 2-(4-Ethoxyphenyl)-5-(2-nitrophenyl)-2H-tetrazol

NE

g /N@OCHZCH3
o
NO,
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wurde aus 4-Ethoxyanilin (2.06 g, 15 mmol) und 1 (4.58 g, 15 mmol) gemalR ASV
6.1.2.3 hergestellt und aus EtOH/CHCI3 (1:1) umkristallisiert (farblose Plattchen; 2.00
g, 6.42 mmol, 43 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 1.38 (t, *Jun = 7.0 Hz, 3H, CHs), 4.15 (q, *Jun = 7.0
Hz, 2H, CHy), 7.20 — 7.24 (m, 1H, ArH), 7.87 (td, *Juyy = 7.8 Hz, “Jun = 1.5 Hz, 1H,
ArH), 7.93 (td, %34y = 7.6 Hz, “Jun = 1.3 Hz, 1H, ArH), 8.00 — 8.04 (m, 2H, ArH), 8.10
—8.14 (m, 1H, ArH).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 14.5 (CH3), 63.9 (CH,), 115.7 (2x CH), 119.9
(C), 121.8 (2x CH), 124.5 (CH), 129.2 (C), 131.1 (CH), 132.3 (CH), 133.3 (CH), 148.7
(C), 160.0 (C), 161.0 (C).

17) 2-(4-(Methylthio)phenyl)-5-(2-nitrophenyl)-2H-tetrazol

_N,
N\ /NOSCH3
o
NO,

wurde aus 4-Methylthio-anilin (2.01 g, 15 mmol) und 1 (4.58 g, 15 mmol) geméaR ASV
6.1.2.3 hergestellt und aus EtOH/CHCI; (1:2) umkristallisiert (orangefarbene Prismen;
1.23 g, 4.0 mmol, 27 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 2.58 (s, 3H, SCH3), 7.54 — 7.58 (m, 2H, ArH), 7.88
(td, ®Jun = 7.8 Hz, “Inn = 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.94 (td, *Jpuy = 7.6 Hz, *Juy = 1.2 Hz, 1H,
ArH), 8.02 — 8.07 (m, 2H, ArH), 8.09 — 8.13 (m, 1H, ArH), 8.13 — 8.16 (m, 1H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 14.4 (CHs), 119.7 (C), 120.4 (2x CH), 124.5
(CH), 126.7 (2x CH), 131.0 (CH), 132.3 (CH), 132.7 (C), 133.3 (CH), 141.9 (C), 148.6
(C), 161.0 (C).

(18) 2-(2-Methoxyphenyl)-5-(2-nitrophenyl)-2H-tetrazol

N
=N
HsCO
NO,

wurde aus 2-Methoxyanilin (1.85 g, 15 mmol) und 1 (4.58 g, 15 mmol) gemall ASV
6.1.2.3 hergestellt und aus Aceton umkristallisiert (farblose Nadeln; 1.03 g, 3.46 mmol,
23 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.86 (s, 3H, OCHs), 7.22 (td, %Jun = 7.7 Hz, *Jun =
1.2 Hz, 1H, ArH), 7.41 (dd, Juy = 8.4 Hz, *Juy = 1.0 Hz, 1H), 7.66 — 7.72 (m, 2H),
7.84 —7.89 (m, 1H), 7.92 (td, Jn = 7.6 Hz, “Jun = 1.3 Hz, 1H), 8.09 — 8.14 (m, 2H).
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BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) 5 56.3 (CH3), 113.5 (CH), 119.6 (C), 120.8
(CH), 124.4 (CH), 125.1 (C), 127.1 (CH), 130.9 (CH), 132.1 (CH), 133.0 (CH), 133.2
(CH), 148.7 (C), 153.2 (C), 160.6 (C).

(19) 2-(3-Methoxyphenyl)-5-(2-nitrophenyl)-2H-tetrazol

N
=N
OCH,
NO,

wurde aus 3-Methoxyanilin (1.85 g, 15 mmol) und 1 (4.58 g, 15 mmol) gemall ASV
6.1.2.3 hergestellt und aus EtOH/CHCI3 (1:1) umkristallisiert (graulich-weilRe Plattchen;
2.49 g, 8.38 mmol, 56 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 3.90 (s, 3H, OCHa), 7.20 — 7.25 (m, 1H, ArH), 7.61
(t, *Jun = 8.2 Hz, 1H, ArH), 7.64 (t, *Jyy = 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.67 — 7.71 (m, 1H,
ArH), 7.88 (td, *Jun = 7.8 Hz, “Ju = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.94 (td, *Jyy = 7.6 Hz, “Jpy =
1.2 Hz, 1H, ArH), 8.11 (dd, Juy = 7.6 Hz, “Jun = 1.4 Hz, 1H, ArH), 8.15 (dd, 3y =
8.0 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH).

BC{H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.7 (CHs), 105.5 (CH), 112.1 (CH), 116.4
(CH), 119.7 (C), 124.5 (CH), 131.1 (CH), 131.3 (CH), 132.3 (CH), 133.3 (CH), 136.8
(C), 148.6 (C), 160.2 (C), 161.2 (C).

(20) 2-(4-Methoxyphenyl)-5-(2-nitrophenyl)-2H-tetrazol

N
"~ /N@—OCHs
o
NO,

wurde aus 4-Methoxyanilin (1.85 g, 15 mmol) und 1 (4.58 g, 15 mmol) gema ASV
6.1.2.3 hergestellt und aus EtOH/CHCI; (1:1) umkristallisiert (farblose Nadeln; 2.01 g,
6.76 mmol, 45 % d. Th.)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) 3.87 (s, 3H, OCHs), 7.21 — 7.25 (m, 1H, ArH), 7.87
(td, *Jun = 7.8 Hz, “Ju = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.93 (td, *Jun = 7.6 Hz, “Jun = 1.3 Hz, 1H,
ArH), 8.01 —8.06 (m, 1H, ArH), 8.11 (dd, *Jun = 7.7 Hz, “Ju = 1.4 Hz, 1H, ArH), 8.13
(dd, *Jun = 8.0 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.7 (CHs), 115.2 (2x CH), 119.8 (C), 121.7
(2x CH), 124.4 (CH), 129.3 (C), 131.0 (CH), 132.2 (CH), 133.2 (CH), 148.6 (C), 160.6
(C), 160.9 (C).
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(21) 2-(4-Methoxyphenyl)-5-(5-methoxy-2-nitrophenyl)-2H-tetrazol

N
N N—<<:j>—00H3
H3co\©&“
NO,

wurde aus 4-Methoxyanilin (0.62 g, 5 mmol) und 3 (1.68 g, 5 mmol) gemal ASV
6.1.2.3 hergestellt und aus EtOH/Toluol (2:1) umkristallisiert (gelbliche N&delchen;
0.63 g, 1.92 mmol, 39 % d. Th.).

'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg) & 3.87 (s, 3H, OCHjs), 3.96 (s, 3H, OCHs), 7.20 — 7.25
(m, 2H, ArH), 7.36 (dd, *Jun = 9.1 Hz, “Jun = 2.9 Hz, 1H, ArH), 7.46 (d, “Jun = 2.9 Hz,
1H, ArH), 8.01 — 8.08 (m, 2H, ArH), 8.19 (d, 3J4n = 9.0 Hz, 1H).

BC{*H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 55.7 (CH3), 56.5 (CH3), 115.2 (2x CH), 116.6
(CH), 116.7 (CH), 121.7 (2x CH), 123.2 (C), 127.4 (CH), 129.3 (C), 141.4 (C), 160.6
(C), 161.4 (C), 162.5 (C).

(22) 5-(2-Nitrophenyl)-2-phenyl-2H-tetrazol

wurde aus Anilin (1.40 g, 15 mmol) und 1 (4.58 g, 15 mmol) geméR ASV 6.1.2.3
hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (farblose Mikrokristalle; 1.73 g, 6.48 mmol,
43 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7.63 — 7.68 (m, 1H, ArH), 7.69 — 7.74 (m, 2H,
ArH), 7.86 — 7.90 (m, 1H, ArH), 7.94 (td, *Juy = 7.6 Hz, “Jun = 1.3 Hz, 1H, ArH), 8.10
—8.17 (m, 4H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 119.7 (C), 120.0 (2x CH), 124.5 (CH), 130.2
(2x CH), 130.6 (CH), 131.1 (CH), 132.3 (CH), 133.3 (CH), 135.9 (C), 148.6 (C), 161.2

().

(23) 2-(4-1sopropylphenyl)-5-(2-nitrophenyl)-2H-tetrazol

_N CHs
N\ /N < > <
(;(\\N CH3
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wurde aus 4-Isopropylanilin (0.68 g, 5 mmol) und 1 (1.53 g, 5 mmol) gemaR ASV
6.1.2.3 hergestellt. Das nach siulenchromatographischer Reinigung erhaltene rote Ol
wurde im Maorser mit MeOH (15 ml) verrieben, wodurch das Produkt als weiRer
Feststoff erhalten wurde (0.82 g, 2.65 mmol, 53 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 1.26 (d, *Jun = 6.9 Hz, 6H, 2x CHs), 3.03 (sept, *Jun
= 6.9 Hz, 1H, CH), 7.55 — 7.60 (m, 2H, ArH), 7.88 (td, *Juy = 7.8 Hz, “Jun = 1.5 Hz,
1H, ArH), 7.94 (td, 334y = 7.6 Hz, *Jun = 1.3 Hz, 1H, ArH), 8.05 — 8.01 (m, 2H, ArH),
8.11 (dd, *Jun = 7.7 Hz, “Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH), 8.14 (dd, 3Juy = 8.0 Hz, *Jyy = 1.3
Hz, 1H, ArH).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 23.5 (2x CH3), 33.1 (CH), 119.7 (C), 120.06
(2x CH), 124.44 (CH), 128.0 (CH), 131.0 (CH), 132.2 (CH), 133.3 (CH), 133.9 (C),
148.6 (C), 151.2 (C), 161.0 (C).

(24) 2-(3,4-Dimethoxyphenyl)-5-(2-nitrophenyl)-2H-tetrazol

N OCH,
=N
OCH,4
NO,
wurde aus 3,4-Dimethoxyanilin (1.53 g, 10 mmol) und 1 (3.05 g, 10 mmol) gemal ASV

6.1.2.3 hergestellt und aus EtOH/CHCI; (1:1) umkristallisiert (gelbliche Prismen; 0.98
g, 2.99 mmol, 30 % d. Th.).

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 3.87 (s, 3H, OCHs), 3.90 (s, 3H, OCH3), 7.21 — 7.26
(m, 1H, ArH), 7.62 — 7.67 (m, 2H, ArH), 7.87 (td, *Jun = 7.8 Hz, “Jun = 1.5 Hz, 1H,
ArH), 7.93 (td, %3un = 7.6 Hz, “Jun = 1.3 Hz, 1H, ArH), 8.10 (dd, Jun = 7.7 Hz, *J pu=
1.4 Hz, 1H, ArH), 8.14 (dd, *Jun = 8.1 Hz, “Ju = 1.2 Hz, 1H, ArH).

BCLH}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) § 55.90 (CHs), 55.93 (CH3), 104.1 (CH), 112.1
(CH), 112.6 (CH), 119.9 (C), 124.5 (CH), 129.2 (C), 131.1 (CH), 132.2 (CH), 133.3
(CH), 148.6 (C), 149.4 (C), 150.4 (C), 160.9 (C).

(25) 2-(3,4-Difluorphenyl)-5-(2-nitrophenyl)-2H-tetrazol

wurde aus 3,4-Difluoranilin (1.29 g, 10 mmol) und 1 (3.05 g, 10 mmol) geméall ASV
6.1.2.3 hergestellt und aus Aceton umkristallisiert (gelbliche Plattchen; 0.94 g, 3.10
mmol, 31 % d. Th.).
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.81 (dt, *Jue = 10.0 Hz, *Jun = 8.8 Hz, 1H, ArH),
7.89 (td, *Jun = 7.8 Hz, “Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.95 (td, *Jun = 7.6, “Jun = 1.3 Hz,
1H, ArH), 7.99 — 8.04 (m, 1H, ArH), 8.11 (dd, *Jun = 7.6 Hz, *Jun = 1.4 Hz, 1H, ArH),
8.16 (dd, *Jun = 8.0 Hz, *Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 8.29 (ddd, *Jur = 10.6 Hz, *Jpe = 6.9
Hz, *Jun = 2.6 Hz, 1H, ArH).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 110.63 (d, “Jcr = 22.5 Hz, CH), 117.48 (dd,
3Jcr = 7.3 Hz, *Jcr = 3.7 Hz, CH), 119.27 (d, 2Jcr = 19.1 Hz, CH), 119.5 (C), 124.5
(CH), 131.1 (CH), 132.30 (dd, *Jcr = 8.6 Hz, “Jcr = 3.0 Hz, C), 132.5 (CH), 133.4
(CH), 148.6 (C), 149.72 (dd, Jcr = 248.7 Hz, 2Jcr = 13.6 Hz, C), 150.45 (dd, *Jcr =
250.0 Hz, %Jcr = 12.2 Hz, C), 161.4 (C).

(26) 5-(2-Nitrophenyl)-2-(4-phenoxyphenyl)-2H-tetrazol

. O
N/ N
O
<\ N/
NO,

wurde aus 4-Phenoxyanilin (1.85 g, 10 mmol) und 1 (3.05 g, 10 mmol) gemall ASV
6.1.2.3 hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (roter Feststoff; 1.17 g, 3.25 mmol, 33
% d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.14 — 7.18 (m, 2H, ArH), 7.22 — 7.30 (m, 3H,
ArH), 7.44 —7.50 (m, 2H, ArH), 7.87 (td, I = 7.8 Hz, *Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.93
(td, *Jpn = 7.6 Hz, “Jun = 1.3 Hz, 1H, ArH), 8.09 — 8.15 (m, 4H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 119.1 (2x CH), 119.5 (2x CH), 119.7 (C),

122.2 (2x CH), 124.4 (CH), 124.5 (CH), 130.3 (2x CH), 131.0 (CH), 132.3 (CH), 133.3
(CH), 148.6 (C), 155.4 (C), 158.5 (C), 161.0 (C): Signal fiir Phenyl-C fehlt.

(27) 2-Methoxy-5-(5-(2-nitrophenyl)-2H-tetrazol-2-yl)-pyridin

NN
— /NOOCH3
N N
NO,

wurde aus 5-Amino-2-methoxy-pyridin (1.24 g, 10 mmol) und 1 (3.05 g, 10 mmol)
geméall ASV 6.1.2.3 hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (roter Feststoff; 1.58 g,
5.30 mmol, 53 % d. Th.).
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg)  3.98 (s, 3H, OCH3), 7.15 (dd, 3Jun = 9.0 Hz, *Jun =
0.6 Hz, 1H, ArH), 7.86 — 7.90 (m, 1H, ArH), 7.94 (td, *Juy = 7.6 Hz, *Jun = 1.3 Hz, 1H,
ArH), 8.09 — 8.12 (m, 1H, ArH), 8.13 — 8.16 (m, 1H, ArH), 8.40 (dd, *Jun = 9.0, “Jun =
2.8 Hz, 1H, ArH), 8.92 (dd, “Jun = 2.8 Hz, *Jyy = 0.6, 1H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) 5 54.1 (CH3), 111.8 (CH), 119.6 (C), 124.5

(CH), 127.8 (C), 131.1 (CH), 132.0 (CH), 132.3 (CH), 133.3 (CH), 139.2 (CH), 148.6
(C), 161.2 (C), 164.4 (C).

(28) 2-(4-Methoxyphenyl)-5-(4-nitrophenyl)-2H-tetrazol

_N
N\ /N@OCH3
ﬁ "
O.N

wurde aus 4-Methoxyanilin (0.616 g, 5 mmol) und 4 (1.53 g, 5 mmol) gemalR ASV
6.1.2.3 hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (graulich-weiRer Feststoff; 0.33 g, 1.1
mmol, 22 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.89 (s, 3H, OCHs), 7.20 — 7.25 (m, 2H, ArH), 8.05
—8.10 (M, 2H, ArH), 8.38 — 8.44 (m, 4H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 55.5 (CHa), 114.9 (2x CH), 121.6 (2x CH),
124.1 (2x CH), 127.5 (2x CH), 129.2 (C), 132.2 (C), 148.5 (C), 160.5 (C), 162.4 (C).

(29) 5-(4-Nitrophenyl)-2-phenyl-2H-tetrazol

_N
o
O,N

wurde aus Anilin (0.47 g, 5 mmol) und 4 (1.53 g, 5 mmol) gemdl ASV 6.1.2.3
hergestellt und aus EtOH/CHCI; (1:1) umkristallisiert (gelblicher Feststoff; 0.47 g, 1.76
mmol, 35 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.64 — 7.75 (m, 3H, ArH), 8.18 — 8.21 (m, 2H,
ArH), 8.43 — 8.48 (m, 4H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 120.1 (2x CH), 124.6 (2x CH), 127.9 (2x CH),
130.2 (2x CH), 130.5 (CH), 132.3 (C), 136.0 (C), 148.7 (C), 162.9 (C).
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(30) 2-(4-Methoxyphenyl)-5-(3-nitrophenyl)-2H-tetrazol
=N,
N /N@—ocm
=N

NO,

wurde aus 4-Methoxyanilin (0.616 g, 5 mmol) und 5 (1.53 g, 5 mmol) gemaR ASV
6.1.2.3 hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (farblose Nédelchen; 0.274 g, 0.92
mmol, 18 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.88 (s, 3H, OCH3), 7.22 (d, *Jun = 9.0 Hz, 2H,
ArH), 7.91 (t, *Jun = 8.0 Hz, 1H, ArH), 8.10 (d, *Jun = 9.0 Hz, 2H, ArH), 8.42 (dd, 33y
= 8.2 Hz, “34y = 1.7 Hz, 1H, ArH), 8.57 (d, *Jun = 7.7 Hz, 1H, ArH), 8.83 (s, 1H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 55.7 (CHs), 115.1 (2x CH), 120.9 (CH), 121.8
(2x CH), 125.3 (CH), 128.0 (C), 129.4 (C), 131.2 (CH), 132.6 (CH), 148.3 (C), 160.6
(C), 162.6 (C).

(31) 5-(3-Nitrophenyl)-2-phenyl-2H-tetrazol

NO,

wurde aus Anilin (0.47 g, 5 mmol) und 5 (1.53 g, 5 mmol) gemdl ASV 6.1.2.3
hergestellt und aus EtOH/CHCI; (1:3) umkristallisiert (weiller Feststoff; 0.68 g, 2.54
mmol, 51 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.63 — 7.75 (m, 3H, ArH), 7.94 (t, 3y = 8.2 Hz,
1H, ArH), 8.19 — 8.22 (m, 2H, ArH), 8.42 — 8.46 (m, 1H, ArH), 8.57 — 8.63 (m, 1H,
ArH), 8.86 — 8.88 (m, 1H, ArH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 120.1 (2x CH), 121.0 (CH), 125.4 (CH), 127.9
(C), 130.2 (2x CH), 130.5 (CH), 131.3 (CH), 132.7 (CH), 136.0 (C), 148.4 (C), 162.9

(©).
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(32) 2-(2-(4-Propylphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

_N CHj
el
o
NH,

wurde aus 12 gemaR ASV 6.1.2.7 als weiRer Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 0.93 (t, *Jun = 7.3 Hz, 3H, CHs), 1.61 — 1.70 (m,
2H, CH,), 2.68 (t, *Jun = 7.6 Hz, 2H, CH,), 6.35 (br, 2H*, NH,), 6.69 — 6.74 (m, 1H,
ArH), 6.92 (dd, *Jun = 8.3 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.21 — 7.27 (m, 1H, ArH), 7.47
—7.53 (M, 2H, ArH), 8.04 (dd, *Jun = 7.9 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.08 — 8.13 (m,
2H, ArH).

BC{H}-NMR (126 MHz, DMSO) & 13.5 (CHs), 23.8 (CH,), 35.7 (CH), 107.7 (C),

115.7 (CH), 116.2 (CH), 119.8 (2x CH), 128.2 (CH), 129.8 (2x CH), 131.3 (CH), 134.1
(C), 144.5 (C), 146.9 (C), 164.4 (C).

(33) 2-(2-(4-Methylphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

wurde aus 13 gemaR ASV 6.1.2.7 als weiBer Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 2.43 (s, 3H, CHs), 6.35 (br, 2H*, NH,), 6.68 — 6.74
(m, 1H, ArH), 6.92 (dd, *Jun = 8.3 Hz, “Juy = 0.8 Hz, 1H, ArH), 7.21 — 7.27 (m, 1H,
ArH), 7.49 (d, *Juy = 8.1 Hz, 2H, ArH), 8.04 (dd, *Juy = 7.9 Hz, “Juy = 1.5 Hz, 1H,
ArH), 8.09 (d, ®Ju = 8.5 Hz, 2H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 20.7 (CHs), 107.7 (C), 115.7 (CH), 116.2
(CH), 119.8 (2x CH), 128.2 (CH), 130.4 (2x CH), 131.3 (CH), 133.9 (C), 139.9 (C),
146.9 (C), 164.4 (C).

(34) 2-(2-(4-Trifluormethylphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

N,
e
oo
NH»

wurde aus 14 gemal ASV 6.1.2.7 als weiller Feststoff quantitativ erhalten.
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 6.38 (br, 2H*, NH,), 6.70 — 6.75 (m, 1H, ArH), 6.93
(dd, Jun = 8.3 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.23 — 7.28 (m, 1H, ArH), 8.04 — 8.09 (m,
3H, ArH), 8.46 (d, *Jun = 8.4 Hz, 2H, ArH).

BC{!H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 107.3 (C), 115.7 (CH), 116.3 (CH), 120.5 (2x
CH), 123.7 (q, }cr = 272.2 Hz, C), 127.3 (q, *Jcr = 3.4 Hz, 2x CH), 128.4 (CH), 129.8
(9, “Jer = 32.5 Hz, C), 131.6 (CH), 138.7 (C), 147.1 (C), 164.7 (C).

(35) 2-(2-(4-Chlorphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

wurde aus 15 gemal ASV 6.1.2.7 als weiler Feststoff erhalten, das sich aber
unverzuglich unter Braunfarbung zu zersetzen begann. Daher ist auf die Aufhahme von
NMR-Spektren verzichten worden.

(36) 2-(2-(4-Ethoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

N=N,

g /N@OCHQCH3
!
NH,

wurde aus 17 gemalR ASV 6.1.2.7 als weiller Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 1.38 (t, *Jun = 7.0 Hz, 3H, CH3), 4.15 (g, 3Jun = 7.0
Hz, 2H, CH,), 6.34 (br, 2H*, NH,), 6.68 — 6.73 (m, 1H, ArH), 6.91 (dd, 3Ju = 8.4 Hz,
“Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.18 — 7.25 (m, 3H, ArH), 8.03 (dd, 3J = 7.9 Hz, “Juy = 1.6
Hz, 1H, ArH), 8.08 — 8.13 (m, 2H, ArH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO) & 14.5 (CHs), 63.7 (CH,), 107.8 (C), 115.4 (2x
CH), 115.7 (CH), 116.2 (CH), 121.6 (2x CH), 128.2 (CH), 129.4 (C), 131.3 (CH), 146.8
(C), 159.6 (C), 164.3 (C).

(37) 2-(2-(4-(Methylthio)phenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

N,
N~ /N@—scm
o
NH,
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wurde aus 16 gemaR ASV 6.1.2.7 als gelber Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 2.57 (s, 3H, CHz), 6.35 (br, 2H*, NH,), 6.68 — 6.73
(m, 1H, ArH), 6.92 (dd, Juy = 8.4 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.22 — 7.26 (m, 1H,
ArH), 7.52 — 7.55 (m, 2H, ArH), 8.04 (dd, *J,n = 7.9 Hz, *Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.11
—8.16 (M, 2H, ArH).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 14.5 (CH3), 107.6 (C), 115.7 (CH), 116.2
(CH), 120.3 (2x CH), 126.6 (2x CH), 128.3 (CH), 131.4 (CH), 133.0 (C), 141.1 (C),
146.9 (C), 164.4 (C).

(38) 2-(2-(2-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

N=N,

N
=N
H,CO
NH,

wurde aus 18 gemalR ASV 6.1.2.7 als weiller Feststoff quantitativ erhalten.

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.85 (s, 3H, OCH3), 6.29 (br, 2H*, NH,), 6.68 —
6.73 (m, 1H), 6.90 (dd, *Jun = 8.3 Hz, “Juy = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.19 — 7.26 (m, 2H,
ArH), 7.40 (dd, *Juy = 8.5 Hz, *Juy = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.66 — 7.70 (m, 1H, ArH), 7.72
(dd, *Jun = 7.8 Hz, *Jun = 1.7 Hz, 1H, ArH), 8.00 (dd, *Juy = 7.9 Hz, “Jyn = 1.6 Hz, 1H,
ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 56.3 (CH3), 107.8 (C), 113.4 (CH), 115.8
(CH), 116.2 (CH), 120.7 (CH), 125.4 (C), 127.3 (CH), 128.1 (CH), 131.2 (CH), 132.6
(CH), 146.8 (C), 153.4 (C), 164.1 (C).

(39) 2-(2-(3-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

N
=N
OCH,
NH,

wurde aus 19 gemalR ASV 6.1.2.7 als weiller Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.90 (s, 3H, OCH3), 6.35 (br, 2H*, NH,), 6.69 —
6.74 (m, 1H, ArH), 6.92 (dd, 3Jun = 8.2 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.17 — 7.20 (m,
1H, ArH), 7.22 — 7.27 (m, 1H, ArH), 7.60 (t, ®Jun = 8.2 Hz, 1H, ArH), 7.73 (t, “Juy =
2.3 Hz, 1H, ArH), 7.76 — 7.80 (m, 1H, ArH), 8.05 (dd, *Jun = 8.0 Hz, “Jun = 1.6 Hz,
1H, ArH).
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BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) 5 55.7 (CH3), 105.5 (CH), 107.6 (C), 112.0
(CH), 115.72 (CH), 115.75 (CH), 116.3(CH), 128.3 (CH), 131.0 (CH), 131.4 (CH),
137.0 (C), 146.9 (C), 160.2 (C), 164.5 (C).

(40) 2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

N
"~ /N@—OCHS
o
NH,

wurde aus 20 gemaR ASV 6.1.2.7 als weiBer Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.87 (s, 3H, OCHs), 6.34 (br, 2H*, NH,), 6.68 —
6.74 (m, 1H, ArH), 6.91 (dd, 3Jun = 8.3 Hz, *Juy = 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.19 — 7.25 (m,
3H, ArH), 8.03 (dd, 3y = 7.9 Hz, “J4n = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.09 — 8.15 (m, 2H, ArH).

BC{'H}-NMR (126 MHz, DMSO) & 55.7 (CHg), 107.8 (C), 115.0 (2x CH), 115.7
(CH), 116.2 (CH), 121.6 (2x CH), 128.2 (CH), 129.5 (C), 131.3 (CH), 146.9 (C), 160.3
(C), 164.3 (C).

(41) 4-Methoxy-2-(2-(4-methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

=N,
N N@ocm,
NH,

wurde aus 21 gemaR ASV 6.1.2.7 als weiBer Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg) & 3.74 (s, 3H, OCHs), 3.87 (s, 3H, OCH3), 5.97 (br,
2H*, NH,), 6.88 (d, *Jun = 8.9 Hz, 1H, ArH), 6.94 (dd, 3Ju = 8.9 Hz, “Ju = 3.0 Hz,
1H, ArH), 7.19 — 7.24 (m, 2H, ArH), 7.56 (d, “Jun = 2.9 Hz, 1H, ArH), 8.10 — 8.14 (m,
2H, ArH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, DMSO-ds)  55.5 (CH3), 55.7 (CH3), 107.8 (C), 111.2 (CH),
115.1 (2x CH), 117.9 (CH), 119.5 (CH), 121.7 (2x CH), 129.5 (C), 141.3 (C), 150.1
(C), 160.3 (C), 164.2 (C).
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(42) 2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

=N
!
NH,
wurde aus 22 gemal ASV 6.1.2.7 als weiller Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 6.36 (br, 2H*, NH,), 6.69 — 6.74 (m, 1H, ArH), 6.93
(d, Jun = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.21 — 7.28 (m, 1H, ArH), 7.59 — 7.64 (m, 1H, ArH), 7.66
—7.72 (M, 2H, ArH), 8.05 (dd, 33y = 7.9 Hz, “Ju = 1.4 Hz, 1H, ArH), 8.19 — 8.24 (m,
2H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) 5 107.6 (C), 115.7 (CH), 116.3 (CH), 119.9 (2x
CH), 128.3 (CH), 130.01 (CH), 130.04 (2x CH), 131.4 (CH), 136.1 (C), 146.9 (C),
164.5 (C).

(43) 2-(2-(4-1sopropylphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

wurde aus 23 gemal ASV 6.1.2.7 als weiller Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCls) & 1.31 (d, 33y = 7.0 Hz, 6H, CHs), 3.02 (sept, *Jun = 6.9
Hz, 1H, CH), 6.81 — 6.87 (m, 2H, ArH), 7.24 — 7.30 (m, 1H, ArH), 7.40 — 7.45 (m, 2H,
ArH), 8.07 — 8.11 (m, 2H, ArH), 8.24 (dd, *Juy = 7.9 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH); -
NH; ausgetauscht.

BC{*H}-NMR (151 MHz, CDCls)  24.0 (2x CH3), 34.1 (CH), 110.0 (C), 116.8 (CH),
117.7 (CH), 120.1 (2x CH), 127.8 (2x CH), 129.1 (CH), 131.5 (CH), 134.9 (C), 146.0
(C), 151.0 (C), 165.1 (C).

(44) 2-(2-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

N OCH;
=N
OCHj
NH,

wurde aus 24 gemall ASV 6.1.2.7 als weiler Feststoff quantitativ erhalten.



6 Experimentalteil 145

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.87 (s, 3H, OCHs), 3.92 (s, 3H, OCHs), 6.34 (br,
2H*, NH,), 6.69 — 6.73 (m, 1H, ArH), 6.91 (dd, *Jun = 8.3 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH),
7.20 — 7.26 (m, 2H, ArH), 7.69 — 7.76 (m, 2H, ArH), 8.03 (dd, 34y = 7.9 Hz, *Jun = 1.6
Hz, 1H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 55.9 (CH3), 56.0 (CH3), 104.1 (CH), 107.7 (C),
112.0 (CH), 112.5 (CH), 115.7 (CH), 116.2 (CH), 128.3 (CH), 129.5 (C), 131.3 (CH),
146.9 (C), 149.4 (C), 150.1 (C), 164.3 (C).

(45) 2-(2-(3,4-Difluorphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

wurde aus 25 gemaR ASV 6.1.2.7 als weiRer Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 6.36 (s, 2H*, NHy), 6.71 (ddd, *Jyy = 8.1 Hz, 3Jup =
7.1 Hz, *Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 6.92 (dd, Ju = 8.3 Hz, “Jpyn = 0.8 Hz, 1H, ArH), 7.25
(ddd, 3Jun = 8.6 Hz, *Jyn = 7.1 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.78 (dt, *Jye = 10.2 Hz,
*Jun = 8.8 Hz, 1H, ArH), 8.05 (dd, %34y = 7.9 Hz, “Jyn = 1.5 Hz, 1H, ArH), 8.10 — 8.15
(m, 1H, ArH), 8.43 (ddd, *Jue = 11.0 Hz, “Jpe = 7.0 Hz, *Jun = 2.6 Hz, 1H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 107.2 (C), 110.40 (d, “Jcr = 22.7 Hz, CH),
115.7 (CH), 116.3 (CH), 117.07 (dd, *Jcr = 7.1 Hz, *Jcr = 3.5 Hz, CH), 118.98 (d, *Jcr
=19.1 Hz, CH), 128.3 (CH), 131.6 (CH), 132.58 (dd, *Jcr = 8.9 Hz, “Jcr = 3.2 Hz, C),
147.0 (C), 149.71 (dd, "Jcr = 248.1 Hz, “Jcr = 13.4 Hz, C), 150.04 (dd, *Jcr = 249.1 Hz,
2Jcr = 12.5 Hz, C), 164.6 (C).

(46) 2-(2-(4-Phenoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

=N, Q
s
o
NH,
wurde aus 26 (1 g, 2.78 mmol) geméll ASV 6.1.2.7 als rotes Rohprodukt isoliert, das

tber eine Saule (FlieRmittel: DCM/PA = 2:1) gereinigt und aus EtOH umkristallisiert
(leicht rosafarbene Nadeln; 0.65 g, 1.97 mmol, 71 % d. Th.).
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 6.35 (br, 2H*, NH,), 6.69 — 6.73 (m, 1H, ArH), 6.90
~6.94 (m, 1H, ArH), 7.13 — 7.17 (m, 2H, ArH), 7.21 — 7.29 (m, 4H, ArH), 7.45 — 7.50
(m, 2H, ArH), 8.02 — 8.05 (m, 1H, ArH), 8.19 — 8.23 (m, 2H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 107.6 (C), 115.7 (CH), 116.2 (CH), 119.1 (2x
CH), 119.4 (2x CH), 122.0 (2x CH), 124.4 (CH), 128.2 (CH), 130.3 (2x CH), 131.4
(CH), 146.9 (C), 155.6 (C), 158.1 (C), 164.4 (C).

(47) 2-(2-(4-Hydroxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin[?'®!

wurde erhalten, indem eine Tribromboran-Lésung (1.1 ml, 11.22 mmol, 6 Ag.) in
trockenem Methylenchlorid (10 ml) zu einer Losung von 40 (0.5 g, 1.87 mmol, 1 Aq.)
in trockenem Methylenchlorid (10 ml) unter Argonatmosphére bei -78 °C langsam
zugetropft wurde. Nach dreistindigem Rihren bei Raumtemperatur wurde der
Reaktionsansatz auf unter 0 °C gekihlt und langsam mit demineralisiertem Wasser (20
ml) versetzt. Er wurde unter starkem Ruhren mit Natronlauge (2 N) bis zur Bildung
einer Losung versetzt. Nach Ansduern (pH 4 — 5) mit Salzsaure (2 N) wurden die
Phasen getrennt, und die wassrige Phase mit Methylenchlorid gewaschen. Nach
Trocknung der vereinigten organischen Phasen uUber Magnesiumsulfat und Abziehen
des Lésungsmittels wurde das Produkt DC-rein erhalten (weiRer Feststoff; 0.41 g, 1.6
mmol, 87 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 6.33 (br, 2H*, NH,), 6.67 — 6.73 (m, 1H, ArH), 6.90
(dd, Jun = 8.3 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 6.99 — 7.05 (m, 2H, ArH), 7.19 — 7.26 (m,
1H, ArH), 7.97 — 8.04 (m, 3H, ArH), 10.17 (s, 1H*, OH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 107.9 (C), 115.7 (CH), 116.2 (3x CH), 121.7
(2x CH), 128.2 (CH), 128.3 (C), 131.2 (CH), 146.8 (C), 158.9 (C), 164.2 (C).

(48) 2-(2-(6-Methoxypyridin-3-yl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

NN
_ /N@OCH3
N N
NH,

wurde aus 27 gemaR ASV 6.1.2.7 als rétlicher Feststoff erhalten.
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.97(s, 3H, OCHj), 6.34 (br, 2H*, NH,), 6.68 — 6.73
(m, 1H, ArH), 6.92 (dd, 334y = 8.3 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.12 (dd, 3Jun = 9.0
Hz, ®Jun = 0.6 Hz, 1H, ArH), 7.21 — 7.26 (m, 1H, ArH), 8.03 (dd, *Jun = 7.9 Hz, 3y =
1.6 Hz, 1H, ArH), 8.50 (dd, 3Jun = 8.9 Hz, *Jun = 2.8 Hz, 1H, ArH), 9.01 (dd, *Juy =
2.8 Hz, °Jun = 0.6 Hz, 1H, ArH).

BC{H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 54.0 (CHs), 107.5 (C), 111.6 (CH), 115.7

(CH), 116.3 (CH), 128.0 (C), 128.3 (CH), 131.4 (CH), 131.8 (CH), 139.0 (CH), 146.9
(C), 164.0 (C), 164.5 (C).

(49) 4-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

N
" ,NOOCH;,,
o
HN

wurde aus 28 gemal ASV 6.1.2.7 als weiller Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.86 (s, 3H, OCH3), 5.66 (s, 2H*, NH,), 6.67 — 6.75
(m, 2H, ArH), 7.15 — 7.23 (m, 2H, ArH), 7.78 — 7.86 (m, 2H, ArH), 7.99 — 8.07 (m, 2H,
ArH).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.6 (CH3), 113.3 (C), 113.7 (2x CH), 115.0
(2x CH), 121.3 (2x CH), 127.7 (2x CH), 129.7 (C), 151.2 (C), 160.0 (C), 165.1 (C).

(50) 4-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

N,
@M
Ho>N

wurde aus 29 gemaR ASV 6.1.2.7 als weiRer Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 5.68 (s, 2H*, NH>), 6.68 — 6.75 (m, 2H, ArH), 7.57
—7.62 (m, 1H, ArH), 7.65 — 7.71 (m, 2H, ArH), 7.80 — 7.87 (m, 2H, ArH), 8.08 — 8.15
(m, 2H, ArH).

BC{H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 113.1 (C), 113.7 (2x CH), 119.6 (2x CH),
127.8 (2x CH), 129.7 (CH), 130.0 (2x CH), 136.3 (C), 151.3 (C), 165.3 (C).
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(51) 3-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-anilin
=N,
N /N@—ocm
=N

NH»

wurde aus 30 gemalR ASV 6.1.2.7 als weiller Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dgs) & 3.87 (s, 3H, OCHs), 5.40 (br, 2H*, NH,), 6.72 —
6.76 (m, 1H, ArH), 7.19 — 7.23 (m, 3H, ArH), 7.29 (dt, *Jun = 7.5 Hz, “Jun = 1.3 Hz,
1H, ArH), 7.39 — 7.42 (m, 1H, ArH), 8.01 — 8.07 (m, 2H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 55.7 (CH3), 111.5 (CH), 113.8 (CH), 115.1 (2x
CH), 116.1 (CH), 121.5 (2x CH), 127.0 (C), 129.6 (C), 129.7 (CH), 149.4 (C), 160.3
(C), 164.9 (C).

(52) 3-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)-anilin

NH,

wurde aus 31 gemalR ASV 6.1.2.7 als weiller Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 5.42 (br, 2H*, NH,), 6.72 — 6.78 (m, 1H, ArH), 7.22
(t, Iy = 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.30 — 7.34 (m, 1H, ArH), 7.41 — 7.45 (m, 1H, ArH), 7.60 —
7.64 (m, 1H), 7.67 — 7.72 (m, 2H), 8.11 — 8.17 (m, 2H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 111.5 (CH), 113.9 (CH), 116.2 (CH), 119.8
(2x CH), 126.8 (C), 129.7 (CH), 130.0 (2x CH), 130.1 (CH), 136.2 (C), 149.4 (C),
165.1 (C).

(53) 2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-benzoesaure-methylester?4
=N,
N /N@OCHS
o
COOCH;

wurde aus 4-Methoxyanilin (0.54 g, 4.4 mmol) und 7 (1.4 g, 4.4 mmol) gemaR ASV
6.1.2.7 dargestellt (dunkelrotes Ol; 0.56 g, 1.8 mmol, 41 % d. Th.).
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.74 (s, 3H, COOCHjs), 3.87 (s, 3H, OCHs), 7.20 —
7.26 (m, 2H, ArH), 7.72 (td, *Jun = 7.6 Hz, “Jun = 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.77 (td, *Jun =
7.6 Hz, “Ju = 1.5 Hz, 1H), 7.81 — 7.85 (m, 1H, ArH), 7.95 — 7.99 (m, 1H, ArH), 8.02 —
8.07 (m, 2H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 52.3 (CHs), 55.7 (CH3), 115.2 (2x CH), 121.5
(2x CH), 125.4 (C), 129.1 (CH), 129.4 (C), 129.7 (CH), 130.7 (CH), 131.6 (CH), 131.8
(C), 160.4 (C), 163.5 (C), 167.7 (C).

(54) 2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-benzoesaure!?**!

=N
N\ /NOOCHg
!
COOH*
wurde durch Erwarmen einer Losung von 53 (0.55 g, 2.22 mmol, 1 Aq.) in MeOH/H,0
(5:1, 20 ml) in Gegenwart von Lithiumhydroxid-hydrat (0.28 g, 6.66 mmol, 3 Ag.) unter

Rickfluss bis zur vollstandigen Umsetzung (DC-Kontrolle) dargestellt (bréaunlicher
kristalliner Feststoff; 0.53 g, 2.11 mmol, 95 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 3.87 (s, 3H, OCHz), 7.19 — 7.27 (m, 2H, ArH), 7.69
(td, ®Jun = 7.5 Hz, “Iup = 1.6 Hz, 1H), 7.73 (td, *Jpyn = 7.5 Hz, “Jpy = 1.6 Hz, 1H), 7.83
—7.88 (m, 2H, ArH), 8.02 — 8.09 (m, 2H, ArH); Signal fir -COOH fehlt.

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 55.7 (CH3), 115.2 (2x CH), 121.5 (2x CH),
125.9 (C), 129.2 (CH), 129.5 (C), 130.0 (CH), 130.5 (CH), 131.2 (CH), 133.2 (C),
160.4 (C), 164.0 (C), 168.4 (C).



150 6 Experimentalteil

6.1.3.2 Vorstufen fir oxadiazolhaltige Testsubstanzen

(55) 2-(4-Methoxyphenyl)-5-(2-nitrophenyl)-1,3,4-oxadiazol

-N
NN
NO,

wurde aus 4-Methoxy-benzoeséure (0.76 g, 5 mmol) und 2-Nitrobenzhydrazid (0.91 g,
5 mmol) gemall ASV 6.1.2.5.B erhalten und aus EtOH umkristallisiert (braune Nadeln;
0.47 g, 1.6 mmol, 32 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.87 (s, 3H, OCHa), 7.16 — 7.20 (m, 2H, ArH), 7.91
—8.00 (M, 4H, ArH), 8.16 — 8.18 (m, 1H, ArH), 8.18 — 8.21 (m, 1H, ArH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8 55.5 (CHs), 115.0 (2x CH), 115.1 (C), 117.0
(C), 124.6 (CH), 128.6 (2x CH), 131.1 (CH), 133.3 (CH), 133.5 (CH), 147.9 (C), 160.0
(C), 162.4 (C), 164.7 (C).

(56) 2-(2-Nitrophenyl)-5-phenyl-1,3,4-oxadiazol

wurde aus Benzoesdure (0.61 g, 5 mmol) und 2-Nitrobenzhydrazid (0.91 g, 5 mmol)
gemal ASV 6.1.2.5.A hergestellt und aus MeOH umkristallisiert (hellbrauner Feststoff;
0.28 g, 1.1 mmol, 21 % d. Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) § 7.61 — 7.70 (m, 3H, ArH), 7.91 — 8.00 (m, 2H,
ArH), 8.03 — 8.07 (m, 2H, ArH), 8.15 — 8.21 (m, 1H, ArH), 8.15 — 8.24 (m, 1H, ArH).

BCL'H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 116.9 (C), 122.8 (C), 124.7 (CH), 126.7 (2x
CH), 129.5 (2x CH), 131.3 (CH), 132.4 (CH), 133.4 (CH), 133.6 (CH), 147.9 (C), 160.6
(C), 164.8 (C).
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(57) 2-(5-(4-Methoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)-anilin

-N
NN
NH,

wurde aus 55 gemal ASV 6.1.2.7 als weiller Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.87 (s, 3H), 6.67 — 6.76 (m, 2H), 6.74 (br, 2H*,
NH,), 6.92 (dd, 3Jun = 8.4 Hz, *Jun = 0.8 Hz, 1H), 7.16 — 7.19 (m, 2H), 7.26 — 7.30 (m,
1H), 7.85 (dd, *Jun = 8.0 Hz, *Jun = 1.5 Hz, 1H), 8.06 — 8.09 (m, 2H).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.5 (CHs), 104.1 (C), 114.8 (2x CH), 115.5
(C), 115.6 (CH), 115.8 (CH), 127.6 (CH), 128.5 (2x CH), 132.3 (CH), 147.7 (C), 161.9
(C), 162.0 (C), 163.8 (C).

(58) 2-(5-Phenyl-1,3,4-oxadiazol-2-yl)-anilin

-N
L0
L
NH,
wurde aus 56 gemaR ASV 6.1.2.7 als weiRer Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 6.69 — 6.74 (m, 1H, ArH), 6.76 (br, 2H*, NH,), 6.93
(dd, *J = 8.5 Hz, %3 = 1.0 Hz, 1H), 7.27 — 7.32 (m, 1H), 7.60 — 7.68 (m, 4H), 7.87 (dd, *J
= 8.0 Hz, Y= 1.6 Hz, 1H), 8.13 - 8.16 (m, 2H).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) § 104.0 (C), 115.5 (CH), 115.9 (CH), 123.3 (C),
126.6 (2x CH), 127.7 (CH), 129.3 (2x CH), 131.9 (CH), 132.5 (CH), 147.8 (C), 162.0
(C), 164.3 (C).
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6.1.3.3  Vorstufen fir triazolhaltige Testsubstanzen

(59) 2-Nitrophenylazid®®

O
NO,

Zu einer Suspension von 2-Nitranilin (4.14 g, 30 mmol, 1 Ag.) in demin. Wasser (20
ml) wurde unter kraftigem Riihren konz. Salzséure (7.6 ml, 90 mmol, 3 Aq.) bei unter 0
°C zugetropft. Eine eiskalte wassrige Natriumnitritlésung (2.28 g, 33 mmol, 1.1 Ag. in
10 ml) wurde hinzugetropft, und das Gemisch bis zur vollstandigen Lésung bei unter 0
°C geruhrt. Schwerldsliche Nebenprodukte des verunreinigten Eduktes wurden durch
zlgiges Abfiltrieren entfernt. Durch langsames Hinzutropfen einer eiskalten wassrigen
Natriumazidlésung (1.95 g, 30 mmol, 1 Aqg. in 15 ml) unter kraftigem Rihren fiel das
Rohprodukt als beige- bis braunfarbiges Prézipitat aus. Nach Ende der durch den
freiwerdenden Stickstoff bedingten Schaumbildung wurde das Rohprodukt abfiltriert,
mit demineralisiertem Wasser neutral gewaschen und aus EtOH umkristallisiert
(hellbrauner Feststoff; 3.8 g, 23 mmol, 77 % d. Th.).

Das Produkt wurde im Kuhlschrank gelagert, um die bei RT plétzlich auftretenden
Zersetzungsreaktionen unter Braunfarbung zu vermeiden.

(60) 4-(4-Methoxyphenyl)-1-(2-nitrophenyl)-1H-1,2,3-triazol

_N
N =
: Wl
NO,

wurde aus 4-Methoxy-phenylacetylen (1 g, 7.56 mmol) und 59 (1.37 g, 8.32 mmol) in
Gegenwart von CuSQO,4-5H,0O (0.019 g, 0.0756 mmol), Natriumascorbat (0.030 g,
0.0151 mmol) und Benzoeséure (0.092 g, 0.756 mmol) gem&lR ASV 6.1.2.6 erhalten und
aus EtOH/THF (10:1) umkristallisiert (gelbe Mikrokristalle; 1.43 g, 4.83 mmol, 64 % d.
Th.).

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 3.82 (s, 3H, OCH3), 7.06 — 7.09 (m, 2H, ArH), 7.83
—7.88 (m, 3H, ArH), 7.93 — 8.01 (m, 2H, ArH), 8.23 (dd, *Jun = 8.1 Hz, “Jun = 1.3 Hz,
1H, ArH), 9.05 (s, 1H, Triazol-H).

BC{*H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) 6 55.4 (CH3), 114.7 (2x CH), 121.8 (CH), 122.5
(CH), 125.7 (CH), 126.9 (2x CH), 127.4 (CH), 129.3 (C), 131.3 (CH), 134.6 (CH),
144.2 (C), 147.2 (C), 159.6 (C).
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(61) 1-(2-Nitrophenyl)-4-phenyl-1H-1,2,3-triazol

NN
N C(\ />
(L,

wurde aus Phenylacetylen (0.77 g, 7.56 mmol) und 59 (1.37 g, 8.32 mmol) in
Gegenwart von CuSQO,4-5H,0 (0.019 g, 0.0756 mmol), Natriumascorbat (0.030 g,
0.0151 mmol) und Benzoesaure (0.092 g, 0.756 mmol) gemaR ASV 6.1.2.6 erhalten und
aus EtOH/THF (10:1) umkristallisiert (gelbliche Plattchen; 0.99 g, 3.70 mmol, 49 % d.
Th.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.38 — 7.43 (m, 1H, ArH), 7.49 — 7.53 (m, 2H,
ArH), 7.85 — 7.90 (m, 1H, ArH), 7.92 — 8.02 (m, 4H, ArH), 8.25 (dd, 3Jun = 8.1 Hz,
“Jun = 1.3 Hz, 1H, ArH), 9.17 (s, 1H, Triazol-H).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 122.7 (CH), 125.4 (2x CH), 125.5 (CH), 127.4
(CH), 128.4 (CH), 129.0 (2x CH), 129.8 (C), 131.2 (CH), 134.4 (CH), 144.0 (C), 147.0
(C); Signal fur Phenyl-C fehit.

(62) 2-(4-(4-Methoxyphenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-anilin

_N
N/
e
NH,

wurde aus 60 gemalR ASV 6.1.2.7 als weiller Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCls) & 3.86 (s, 3H, OCH3), 6.84 (t, *Jun = 7.3 Hz, 1H, ArH),
6.90 (d, *Jun = 8.0 Hz, 1H, ArH), 6.97 — 7.02 (m, 2H, ArH), 7.22 — 7.29 (m, 2H, ArH),
7.80 - 7.86 (m, 2H, ArH), 7.97 (s, 1H, Triazol-H); -NH,-Austausch.

BC{*H}-NMR (151 MHz, CDCls) § 55.5 (CH3), 114.5 (2x CH), 117.8 (CH), 118.4
(CH), 119.6 (CH), 123.0 (C), 123.3 (C), 124.4 (CH), 127.3 (2x CH), 130.2 (CH), 141.0
(C), 147.6 (C), 160.0 (C).
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(63) 2-(4-Phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-anilin

N=N
o
NH,

wurde aus 61 gemalR ASV 6.1.2.7 als weiller Feststoff quantitativ erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 5.46 (br, 2H*, NH,), 6.69 — 6.75 (m, 1H, ArH), 6.95
(dd, *Jun = 8.2 Hz, *Jun = 1.3 Hz, 1H, ArH), 7.20 — 7.25 (m, 1H, ArH), 7.31 (dd, ®Juy =
7.9 Hz, “Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.34 — 7.39 (m, 1H, ArH), 7.46 — 7.51 (m, 2H, ArH),
7.93-7.98 (m, 2H, ArH), 8.89 (s, 1H, Triazol-H).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 116.0 (CH), 116.7 (CH), 121.9 (C), 122.4
(CH), 125.3 (2x CH), 125.4 (CH), 127.9 (CH), 128.8 (2x CH), 130.0 (C), 130.5 (CH),
142.4 (C), 146.3 (C).
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6.1.3.4 Testsubstanzen mit Nitrogruppe

(64) 4-Nitro-N-(2-(2-(4-propylphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

NO,

wurde aus 32 (0.14 g, 0.5 mmol) und 4-Nitro-benzoylchlorid (0.093 g, 0.5 mmol)
gemall ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (2:1) umkristallisiert (gelbliche
Nadeln; 0.12 g, 0.29 mmol, 57 % d. Th.).

Smp.: 174 — 175 °C (2)
UV (MeOH): Amax (log €) = 263.0 (4.45)

IH-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 0.92 (t, *Juy = 7.3 Hz, 3H, CH3), 1.60 — 1.69 (m,
2H, CHy), 2.67 (t, Jun = 7.5 Hz, 2H, CH,), 7.44 — 7.50 (m, 3H, ArH), 7.64 — 7.69 (m,
1H, ArH), 7.94 — 7.99 (m, 2H, ArH), 8.15 (dd, *Jis = 8.2 Hz, “Jus = 0.9 Hz, 1H, ArH),
8.23 — 8.29 (m, 3H, ArH), 8.36 — 8.41 (m, 2H, ArH), 10.92 (s, 1H*, NH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 13.4 (CHs), 23.7 (CH>), 36.6 (CH5), 119.2 (C),
119.8 (2x CH), 123.7 (2x CH), 124.9 (CH), 125.8 (CH), 129.0 (2x CH), 129.1 (CH),
129.9 (2x CH), 131.3 (CH), 134.0 (C), 136.0 (C), 140.2 (C), 144.8 (C), 149.4 (C), 163.2
(C), 163.8 (C).

Ca3H20NgO3 (428.44) Ber.. C,6448 H,4.71 N, 19.62
Gef.. C,64.46 H,4.76 N, 19.25

(65) N-(2-(2-(4-Methylphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-nitro-benzamid
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wurde aus 33 (0.35 g, 1.4 mmol) und 4-Nitro-benzoylchlorid (0.26 g, 1.4 mmol) gemaR
ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (2:1) umkristallisiert (gelblichen Nadeln;
0.36 g, 0.90 mmol, 64 % d. Th.).

Smp.: 187 — 188 °C (2)
UV (MeOH): Amax (log €) = 262.0 (4.46)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 2.42 (s, 3H, CHs), 7.44 — 7.50 (m, 1H, ArH), 7.64 —
7.69 (m, 1H, ArH), 7.92 — 7.97 (m, 2H, ArH), 8.14 (dd, *Jun = 8.2 Hz, “Jun = 0.8 Hz,
1H, ArH), 8.24 (dd, *Jun = 8.0 Hz, “Jun = 1.4 Hz, 1H, ArH), 8.25 — 8.29 (m, 2H, ArH),
8.37 —8.42 (m, 2H, ArH), 10.91 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 20.7 (CHs), 119.2 (C), 119.7 (2x CH), 123.8
(2x CH), 124.9 (CH), 125.8 (CH), 129.0 (2x CH), 129.1 (CH), 130.5 (2x CH), 131.3
(CH), 133.8 (C), 135.9 (C), 140.2 (C), 140.3 (C), 149.4 (C), 163.2 (C), 163.8 (C).

C21H16N6O3 (400.40) Ber. C,6299 H,403 N,20.99
Gef.. C,63.00 H,416 N, ?20.87

(66) 4-Nitro-N-(2-(2-(4-trifluormethyl-phenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-
benzamid

wurde aus 34 (0.15 g, 0.5 mmol) und 4-Nitro-benzoylchlorid (0.093 g, 0.5 mmol)
gemall ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (2:1) umkristallisiert (gelbe
Mikrokristalle; 0.11 g, 0.23 mmol, 46 % d. Th.).

Smp.: 209 - 210 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.50 (t, *Jun = 7.5 Hz, 1H, ArH), 7.69 (t, *Juy = 7.3
Hz, 1H, ArH), 8.07 (d, ®Jun = 8.5 Hz, 2H, ArH), 8.10 (d, *Jun = 8.1 Hz, 1H, ArH), 8.22
— 8.27 (m, 3H, ArH), 8.30 (d, *Jun = 8.5 Hz, 2H, ArH), 8.40 (d, 3Juy = 8.7 Hz, 2H,
ArH), 10.86 (s, 1H*, NH).

BC{H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 119.5 (C), 120.7 (2x CH), 123.73 (d, "Jcr =
272.2 Hz, C), 123.9 (2x CH), 125.5 (CH), 126.1 (CH), 127.68 (q, ®Jc¢ = 3.5 Hz, 2x CH),
129.1 (2x CH), 129.5 (CH), 130.27 (d, 2J¢r = 32.5 Hz, C), 131.7 (CH), 136.2 (C), 138.7
(C), 140.3 (C), 149.6 (C), 163.9 (C), 164.0 (C).
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C21H13F3NgO3 (454.36) Ber.:  C,5551 H,2.88 N, 18.50
Gef.. C,55.14 H,2.96 N, 18.10

(67) N-(2-(2-(4-Chlorphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-nitro-benzamid

_N
2
o

NH
0
NO,

wurde aus 35 (0.14 g, 0.5 mmol) und 4-Nitro-benzoylchlorid (0.093 g, 0.5 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (1:2) umkristallisiert
(beigefarbener Feststoff; 0.090 g, 0.21 mmol, 43 % d. Th.).

Smp.: 213 - 214 °C (2)

IH-NMR (600 MHz, DMSO-dg) & 7.49 (td, 3Jun = 7.7 Hz, *Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH),
7.65 — 7.70 (m, 1H, ArH), 7.72 — 7.78 (m, 2H, ArH), 8.07 — 8.12 (m, 3H, ArH), 8.22 —
8.27 (m, 3H, ArH), 8.37 — 8.42 (m, 2H, ArH), 10.87 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 119.3 (C), 121.6 (2x CH), 123.8 (2x CH),
125.2 (CH), 125.9 (CH), 129.0 (2x CH), 129.3 (CH), 130.2 (2x CH), 131.4 (CH), 134.7
(C), 134.8 (C), 136.0 (C), 140.1 (C), 149.4 (C), 163.5 (C), 163.9 (C).

C2H13CINgO3 (420.81) Ber.: C,57.08 H,3.11 N, 19.97
Gef.. C,57.41 H,351 N, 19.87

(68) N-(2-(2-(4-Ethoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-nitro-benzamid
=N
N /N@OCHZCHg
o
NH

wurde aus 36 (0.14 g, 0.5 mmol) und 4-Nitro-benzoylchlorid (0.093 g, 0.5 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (4:3) umkristallisiert (gelbe
Mikrokristalle; 0.13 g, 0.30 mmol, 60 % d. Th.).

Smp: 198 — 199 °C (2)
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'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg) & 1.37 (t, *Jun = 6.9 Hz, 3H, CHs), 4.14 (q, *Jun = 6.9
Hz, 2H, CH,), 7.18 (d, *Jun = 8.9 Hz, 2H, ArH), 7.47 (t, ®Jun = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.66
(t, 3Jun = 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.97 (d, %34y = 8.9 Hz, 2H, ArH), 8.16 (d, *Jun = 8.1 Hz,
1H, ArH), 8.24 (d, *Jun = 7.8 Hz, 2H, ArH), 8.26 (d, *Jun = 8.5 Hz, 2H, ArH), 8.40 (d,
3Jun = 8.5 Hz, 2H, ArH), 10.94 (s, 1H*, NH).

BC{’H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 14.5 (CH3), 63.7 (CH,), 115.5 (2x CH), 119.1
(C), 121.6 (2x CH), 123.8 (2x CH), 124.8 (CH), 125.8 (CH), 129.0 (2x CH), 129.1
(CH), 129.2 (C), 131.2 (CH), 135.9 (C), 140.2 (C), 149.4 (C), 159.8 (C), 163.1 (C),
163.8 (C).

C22H1sN6O4 (430.42) Ber. C,6139 H,422 N,19.53
Gef.. C,61.66 H,430 N,19.30

(69) N-(2-(2-(4-(Methylthio)phenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-nitro-
benzamid

=N,

N /NOSCW
=N

NH

@)
NO,

wurde aus 37 (0.15 g, 0.53 mmol) und 4-Nitro-benzoylchlorid (0.10 g, 0.53 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus THF umkristallisiert (gelber Feststoff; 0.15 g,
0.35 mmol, 66 % d. Th.).

Smp.: 194 - 195 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 2.57 (s, 3H, SCHs), 7.47 (td, *Juw = 7.7 Hz, “Jun =
1.1 Hz, 1H, ArH), 7.53 — 7.49 (m, 2H, ArH), 7.66 (td, *Jun = 8.0 Hz, “Jun = 1.5 Hz,
1H, ArH), 8.01 — 7.96 (m, 2H, ArH), 8.15 (d, *Jun = 7.8 Hz, 1H, ArH), 8.24 (d, 3Ju =
7.9 Hz, 1H, ArH), 8.28 — 8.24 (m, 2H, ArH), 8.42 — 8.38 (m, 2H, ArH), 10.91 (s, 1H*,
NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 14.4 (CHs), 119.1 (C), 120.2 (2x CH), 123.8
(2x CH), 124.9 (CH), 125.8 (CH), 126.6 (2x CH), 129.0 (2x CH), 129.1 (CH), 131.3
(CH), 132.8 (C), 135.9 (C), 140.2 (C), 141.6 (C), 149.4 (C), 163.2 (C), 163.8 (C).

C21H16NsO5S (432.46) Ber.. C,5832 H,3.73 N,19.43
Gef.. C,5855 H,4.04 N,19.09
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(70) N-(2-(2-(2-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl) 4-nitrobenzamid

wurde aus 38 (0.13 g, 0.5 mmol) und 4-Nitro-benzoylchlorid (0.093 g, 0.5 mmol)
gemall ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:1) umkristallisiert (gelbe
Nadeln; 0.12 g, 0.29 mmol, 58 % d. Th.).

Smp.: 176 — 177 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.77 (s, 3H, OCHs), 7.20 (td, %Jun = 7.7 Hz, *Jun =
1.1 Hz, 1H, ArH), 7.40 (dd, ®Jun = 8.5 Hz, “Jun = 1.0 Hz, 1H, ArH), 7.46 (td, *Jpyy = 7.6
Hz, *Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.63 — 7.71 (m, 3H, ArH), 8.19 — 8.26 (m, 4H, ArH), 8.31
—8.35 (M, 2H, ArH), 10.96 (s, 1H*, NH).

BC{'H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) 8 56.2 (CHs), 113.5 (CH), 118.8 (C), 120.7
(CH), 123.6 (2x CH), 124.5 (CH), 125.2 (CH), 125.7 (C), 127.0 (CH), 128.9 (3x CH),
131.2 (CH), 132.8 (CH), 135.9 (C), 140.2 (C), 149.3 (C), 153.1 (C), 162.8 (C), 163.6
(©).

C21H16NgO3 (416.39) Ber.. C,6057 H,387 N,20.18
Gef.. C,6054 H,395 N,19.85

(71) N-(2-(2-(3-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-nitro-benzamid

wurde aus 39 (0.27 g, 1 mmol) und 4-Nitro-benzoylchlorid (0.19 g, 1 mmol) geméR
ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (2:1) umkristallisiert (gelben Nadeln;
0.19 g, 0.45 mmol, 45 % d. Th.).

Smp.: 192 - 193 °C (2)

UV (MeOH): hmex (log €) = 258.0 (4.42)
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.81 (s, 3H, OCH3), 7.19 (dd, 334y = 8.3 Hz, *Jpn =
2.6 Hz, 1H, ArH), 7.47 — 7.51 (m, 2H, ArH), 7.57 (t, *Jun = 8.2 Hz, 1H, ArH), 7.64 —
7.70 (m, 2H, ArH), 8.11 (d, *Jun = 8.3 Hz, 1H, ArH), 8.28 (m, 3H, ArH), 8.39 (d, 33y =
8.8 Hz, 2H, ArH), 10.88 (s, 1H*, NH).

BC{H}-NMR (126 MHz, DMSO) § 55.6 (CHs), 105.6 (CH), 111.8 (CH), 115.8 (CH),
119.2 (C), 123.8 (2x CH), 125.1 (CH), 125.9 (CH), 129.0 (2x CH), 129.1 (CH), 131.2
(CH), 131.3 (CH), 135.9 (C), 136.9 (C), 140.2 (C), 149.4 (C), 160.1 (C), 163.2 (C),
163.8 (C).

C21H16N6O4 (416.40) Ber.. C,60.57 H,387 N,20.18
Gef.. C,6056 H,3.83 N,19.81

(72) N-(2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-nitro-benzamid

N,
N /N@—OCH?,
o
ﬁ@

NO,

wurde aus 40 (0.30 g, 1.12 mmol) und 4-Nitro-benzoylchlorid (0.21 g, 1.12 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (2:1) umkristallisiert (gelben
Nadeln; 0.22 g, 0.52 mmol, 58 % d. Th.).

Smp.: 196 — 197 °C (2)
UV (MeOH): hmex (log €) = 289.0 (4.43)

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.86 (s, 3H, OCHa), 7.17 — 7.21 (m, 1H, ArH), 7.47
(td, *Jnn = 7.7 Hz, *Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.63 — 7.69 (m, 1H, ArH), 7.97 — 8.01 (m,
2H, ArH), 8.15 - 8.19 (m, 1H, ArH), 8.24 (dd, *Jy = 7.9 Hz, *Jun = 1.4 Hz, 1H, ArH),
8.25 — 8.28 (m, 1H, ArH), 8.37 — 8.41 (m, 1H, ArH), 10.94 (s, 1H*, NH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.7 (CHs), 115.05 (CH), 115.12 (2x CH),
119.1 (C), 121.6 (2x CH), 123.8 (2x CH), 124.7 (CH), 125.7 (CH), 129.0 (2x CH),
129.1 (CH), 129.4 (C), 131.2 (CH), 135.9 (C), 140.2 (C), 149.4 (C), 160.5 (C), 163.1
(C), 163.8 (C).

C21H16N6O4 (416.40) Ber.. C,60.57 H,387 N,20.18
Gef.. C,60.54 H,401 N,1981
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(73) N-(4-Methoxy-2-(2-(4-methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-
nitrobenzamid

N,
N N@*OC%
NH

o)
NO,

wurde aus 41 (0.15 g, 0.5 mmol) und 4-Nitro-benzoylchlorid (0.094 g, 0.5 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (4:5) umkristallisiert (gelber
Feststoff; 0.083 g, 0.19 mmol, 38 % d. Th.).

Smp.: 195 — 196 °C (2)

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.86 (s, 3H, OCH3), 3.89 (s, 3H, OCH3), 7.16 — 7.20
(m, 2H, ArH), 7.25 (dd, *Jun = 8.9 Hz, “Jun = 3.0 Hz, 1H, ArH), 7.71 (d, “Jun = 3.0 Hz,
1H, ArH), 7.92 (d, *Jun = 8.9 Hz, 1H, ArH), 7.95 — 7.98 (m, 2H, ArH), 8.24 (d, 3Juy =
8.8 Hz, 2H, ArH), 8.36 — 8.40 (m, 2H, ArH), 10.68 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.6 (CH3), 55.7 (CH3), 113.4 (CH), 115.1 (2x
CH), 116.9 (CH), 121.3 (C), 121.5 (2x CH), 123.7 (2x CH), 127.5 (CH), 128.8 (C),
128.9 (2x CH), 129.4 (C), 140.3 (C), 149.3 (C), 156.9 (C), 160.4 (C), 162.9 (C), 163.8
(©).

CoH1gNgOs (446.42)  Ber. C,59.19 H,4.06 N, 18.83
Gef. C,59.03 H,395 N, 1871

(74) 4-Nitro-N-(2-(2-phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

wurde aus 42 (0.12 g, 0.5 mmol) und 4-Nitro-benzoylchlorid (0.093 g, 0.5 mmol)
geméll ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (5:4) umkristallisiert (gelbe
Prismen; 0.16 g, 0.41 mmol, 82 % d. Th.).

Smp.: 177 - 178 °C (2)
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'H-NMR (600 MHz, CDCl3) & 7.33 (td, *Jun = 7.6 Hz, *Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.57 —
7.66 (m, 4H, ArH), 8.19 — 8.23 (m, 2H, ArH), 8.33 — 8.37 (m, 2H, ArH), 8.39 — 8.43
(m, 3H, ArH), 8.92 (dd, *Juw = 8.5 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 11.81 (s, 1H*, NH).

BC{!H}-NMR (151 MHz, CDCls) & 114.6 (C), 120.2 (2x CH), 121.3 (CH), 124.2 (2x
CH), 124.6 (CH), 128.9 (2x CH), 128.9 (CH), 130.1 (2x CH), 130.7 (CH), 132.1 (CH),
136.6 (C), 137.4 (C), 140.8 (C), 150.0 (C), 163.8 (C), 164.6 (C).

C20H14NgO3 (386.37) Ber.. C,6217 H,365 N,21.75
Gef.. C,61.99 H,368 N,21.70

(75) N-(2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-3-nitro-benzamid

_N
N /N@—OCHs
Cr
NH

O

NO,

wurde aus 40 (0.066 g, 0.25 mmol) und 3-Nitro-benzoylchlorid (0.047 g, 0.25 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (grdulich-weilRer
Feststoff; 0.058 g, 0.14 mmol, 55 % d. Th.).

Smp.: 131-133°C
UV (MeOH): Amax (log €) = 274.0 (4.50)

'"H-NMR (500 MHz, CDCls) & 3.92 (s, 3H, OCHz), 7.06 — 7.10 (m, 2H, ArH), 7.28 —
7.35 (m, 1H, ArH), 7.58 (m, 1H, ArH), 7.76 (t, *Jun = 8.0 Hz, 1H, ArH), 8.08 — 8.14 (m,
2H, ArH), 8.39 (dd, 33y = 7.9 Hz, “Juy = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.44 (m, 1H, ArH), 8.51
(m, 1H, ArH), 8.91 (dd, *Jun = 8.4 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 9.05 (t, *Jun = 2.0 Hz,
1H, ArH), 11.83 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, CDCls;) 6 55.9 (CHs), 114.8 (C), 115.0 (2x CH), 121.3 (CH),
121.8 (2x CH), 122.9 (CH), 124.5 (CH), 126.5 (CH), 128.8 (CH), 130.0 (C), 130.2
(CH), 131.9 (CH), 133.5 (CH), 137.1 (C), 137.3 (C), 148.7 (C), 161.2 (C), 163.5 (C),
164.3 (C).

CxH1NgOs (416.40)  Ber. C,6057 H,3.87 N,20.18
Gef. C,60.78 H,3.94 N, 19.80
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(76) 3-Nitro-N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

NO,

wurde aus 42 (0.059 g, 0.25 mmol) und 3-Nitro-benzoylchlorid (0.047 g, 0.25 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (farblose
Mikrokristalle; 0.065 g, 0.17 mmol, 67 % d. Th.).

Smp.: 152 - 153 °C
UV (MeOH): Amax (log €) = 258.0 (4.50)

'H-NMR (600 MHz, CDCls) & 7.33 (td, 3Ju = 7.5 Hz, “Jyn = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.54 —
7.66 (m, 4H, ArH), 7.77 (t, *Jun = 8.0 Hz, 1H, ArH), 8.18 — 8.25 (m, 2H, ArH), 8.42
(dd, *Jnn = 7.8 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.45 (m, 1H, ArH), 8.51 (m, 1H, ArH),
8.91 (dd, *Jun = 8.5 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 9.06 (t, “Jun = 2.0 Hz, 1H, ArH),
11.80 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, CDCls) & 114.6 (C), 120.3 (2x CH), 121.4 (CH), 122.9
(CH), 124.5 (CH), 126.6 (CH), 128.9 (CH), 130.0 (CH), 130.2 (2x CH), 130.6 (CH),
132.1 (CH), 133.5 (CH), 136.6 (C), 137.1 (C), 137.4 (C), 148.7 (C), 163.5 (C), 164.6

(C).

C20H14N603 (38637) Ber.: C, 62.17 H, 3.65 N, 21.75
Gef.. C,6252 H,4.02 N, 21.49

(77) N-(2-(2-(4-Ethoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-2-nitro-benzamid

N=N,
g ,NOOCHZCHS
o
NH NO,
0

wurde aus 36 (0.075 g, 0.27 mmol) und 2-Nitro-benzoylchlorid (0.050 g, 0.27 mmol)
geméal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (weiRer Feststoff; 0.046
g, 0.11 mmol, 40 % d. Th.).
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Smp.: 180 — 181 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 1.38 (t, *Jun = 7.0 Hz, 3H, CHs), 4.15 (q, *Jun = 7.0
Hz, 2H, CHy), 7.17 — 7.22 (m, 2H, ArH), 7.46 (t, *Jun = 7.5 Hz, 1H, ArH), 7.66 (t, *Jun
= 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.79 (t, *Jun = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.90 (t, *Jun = 7.4 Hz, 1H, ArH),
7.95 (d, 33un = 7.2 Hz, 1H, ArH), 8.01 (d, *Jun = 9.0 Hz, 2H, ArH), 8.06 (d, *Jun = 8.0
Hz, 1H, ArH), 8.15 (m, 2H, ArH), 10.68 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 14.5 (CHs), 63.7 (CH,), 115.5 (2x CH), 119.3
(C), 121.6 (2x CH), 124.3 (CH), 124.6 (CH), 125.7 (CH), 128.7 (CH), 129.3 (CH),
129.3 (C), 131.1 (CH), 131.3 (CH), 132.2 (C), 133.9 (CH), 135.6 (C), 146.9 (C), 159.7
(C), 162.9 (C), 163.9 (C).

C2H1sNgO4 (430.42) Ber.. C,61.39 H,422 N,19.53
Gef.. C,61.74 H,441 N,19.33

(78) N-(2-(2-(4-(Methylthio)phenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-2-nitro-
benzamid
=N,
N /NOSCHg
o
NH NO,
02\©

wurde aus 37 (0.15 g, 0.53 mmol) und 2-Nitro-benzoylchlorid (0.10 g, 0.53 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus THF umkristallisiert (gelber Feststoff; 0.066
g, 0.15 mmol, 29 % d. Th.).

Smp.: 180 — 181 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 2.58 (s, 3H, SCH3), 7.46 (td, *Juy = 7.7 Hz, “Jun =
0.9 Hz, 1H, ArH), 7.51 — 7.55 (m, 2H, ArH), 7.66 (t, *Ju = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.76 —
7.82 (m, 1H, ArH), 7.88 — 7.97 (m, 2H, ArH), 8.01 — 8.07 (m, 3H, ArH), 8.11 — 8.17
(m, 2H, ArH), 10.67 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 14.4 (CHs), 119.3 (C), 120.3 (2x CH), 124.3
(CH), 124.7 (CH), 125.8 (CH), 126.6 (2x CH), 128.7 (CH), 129.4 (CH), 131.2 (CH),
131.3 (CH), 132.2 (C), 132.9 (C), 133.9 (CH), 135.7 (C), 141.5 (C), 146.9 (C), 163.0
(C), 163.9 (C).

C21H16N6O3S (432.46) Ber. C,5832 H,3.73 N,19.43
Gef.: C,58.72 H,391 N,19.17
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(79) N-(2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-2-nitro-benzamid

=N,
N /NOOC%
o
NH  NO,
o

wurde aus 40 (0.20 g, 0.75 mmol) und 2-Nitro-benzoylchlorid (0.14 g, 0.75 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (weiRer Feststoff; 0.085
g, 0.20 mmol, 40 % d. Th.).

Smp.: 166 — 167 °C
UV (MeOH): Amax (log €) = 285.2 (4.34)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.88 (s, 3H, OCH3), 7.19 — 7.24 (m, 2H, ArH), 7.46
(t, Jun = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.66 (t, *Jun = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.79 (t, *Jun = 7.4 Hz, 1H,
ArH), 7.90 (t, *Juy = 7.4 Hz, 1H, ArH), 7.95 (d, *Jun = 7.2 Hz, 1H, ArH), 8.00 — 8.04
(m, 1H, ArH), 8.06 (d, %4y = 8.0 Hz, 1H, ArH), 8.14 (t, ®Jun = 7.2 Hz, 2H, ArH), 10.68
(s, TH*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.7 (CHs), 115.1 (2x CH), 119.3 (C), 121.6
(2x CH), 124.4 (CH), 124.6 (CH), 125.7 (CH), 128.7 (CH), 129.3 (CH), 129.5 (C),
131.1 (CH), 131.3 (CH), 132.2 (C), 133.9 (CH), 135.6 (C), 146.9 (C), 160.4 (C), 162.9
(C), 163.9 (C).

CxH1NgOs (416.40)  Ber. C,6057 H,3.87 N, 20.18
Gef. C,60.66 H,3.89 N,20.03

(80) 2-Nitro-N-(2-(2-phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

wurde aus 42 (0.12 g, 0.5 mmol) und 2-Nitro-benzoylchlorid (0.093 g, 0.5 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (weiBer Feststoff; 0.049
g, 0.13 mmol, 25 % d. Th.).

Smp.: 170 - 171 °C (2)

UV (MeOH): hmex (log €) = 251.4 (4.40)
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.47 (td, *Jun = 7.6 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH),
7.60 —7.72 (m, 4H, ArH), 7.78 (td, *Jun = 8.3 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.89 (t, *Jun
= 7.4 Hz, 1H, ArH), 7.95 (d, *Juy = 7.3 Hz, 1H, ArH), 8.05 (d, %Jun = 8.1 Hz, 1H, ArH),
8.09 — 8.18 (M, 4H, ArH), 10.67 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 119.3 (C), 119.9 (2x CH), 124.3 (CH), 124.7
(CH), 125.8 (CH), 128.8 (CH), 129.4 (CH), 130.1 (2x CH), 130.3 (CH), 131.3 (CH),
131.3 (CH), 132.2 (C), 133.8 (CH), 135.7 (C), 136.1 (C), 146.9 (C), 163.2 (C), 163.9
(C).

C20H14NgO3 (386.37) Ber.. C,6217 H,365 N,21.75
Gef.. C,62.12 H,3.70 N, 21.69
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6.1.3.5 Testsubstanzen mit Nitril-, Trifluormethyl- oder Propylgruppe

(81) 4-Cyano-N-(2-(2-(4-trifluormethyl-phenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-
benzamid

wurde aus 34 (0.15 g, 0.5 mmol) und 4-Cyano-benzoylchlorid (0.080 g, 0.5 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (3:1) umkristallisiert (weiler
Feststoff; 0.12 g, 0.28 mmol, 56 % d. Th.).

Smp.: 216 — 217 °C (2)

'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg) & 7.49 (t, *Jun = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.68 (t, *Juy = 7.7
Hz, 1H, ArH), 8.06 — 8.11 (m, 4H, ArH), 8.13 (d, *Jun = 8.2 Hz, 1H, ArH), 8.18 (d, *Jun
= 8.1 Hz, 2H, ArH), 8.25 (d, 334y = 7.8 Hz, 1H, ArH), 8.31 (d, *Juy = 8.4 Hz, 2H, ArH),
10.81 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 114.3 (C), 118.2 (C), 119.0 (C), 120.5 (2x
CH), 123.60 (q, "Jcr = 272.3 Hz, C), 125.1 (CH), 125.9 (CH), 127.57 (q, %Jcr = 3.5 Hz,
2x CH), 128.3 (2x CH), 129.3 (CH), 130.1 (q, 2Jcr = 32.5 Hz, C), 131.5 (CH), 132.8 (2x
CH), 136.0 (C), 138.5 (C), 138.6 (C), 163.7 (C), 164.1 (C).

CxHi3F3NgO (434.38)  Ber.: C,60.83 H,3.02 N,19.35
Gef.. C,6046 H,3.15 N,1895

(82) 4-Cyano-N-(2-(2-(2-methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid
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wurde aus 38 (0.066 g, 0.25 mmol) und 4-Cyano-benzoylchlorid (0.042 g, 0.25 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (weilBer Feststoff; 0.066
g, 0.17 mmol, 66 % d. Th.).

Smp.: 163 —-164 °C

'H-NMR (500 MHz, CDCls) & 3.86 (s, 3H, OCHa), 7.15 — 7.23 (m, 2H, ArH), 7.26 —
7.34 (m, 1H, ArH), 7.58 (m, 1H, ArH), 7.60 — 7.67 (m, 2H, ArH), 7.73 — 7.81 (m, 2H,
ArH), 8.24 — 8.31 (m, 1H, ArH), 8.41 (dt, *Juy = 7.9 Hz, “Jun = 2.0 Hz, 1H, ArH), 8.92
(dd, *Jun = 8.5 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 11.77 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, CDCls) & 56.4 (CH3), 113.1 (CH), 114.8 (C), 115.5 (C),
118.2 (C), 121.1 (CH), 121.3 (CH), 124.5 (CH), 126.0 (C), 127.0 (CH), 128.4 (2x CH),
128.9 (CH), 131.9 (CH), 132.7 (CH), 132.8 (2x CH), 137.3 (C), 139.1 (C), 153.6 (C),
163.9 (C), 164.1 (C).

C2H16NsO; (396.41) Ber.: C,66.66 H,4.07 N,21.20
Ber. * EtOH: C,65.15 H,501 N,18.99
Gef.: C,6478 H,476 N,19.24
(83) 4-Cyano-N-(2-(2-(4-methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

NiN:NOOCHg
.,
NH
R ot
CN

wurde aus 40 (0.28 g, 1 mmol) und 4-Cyano-benzoylchlorid (0.17 g, 1 mmol) geméR
ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (3:2) als weiller Feststoff; 0.153 g, 0.39
mmol, 39 % d. Th.).

Smp.: 202 — 206 °C (2)

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 3.88 (s, 3H, OCHa), 7.22 (d, *Jun = 8.9 Hz, 2H,
ArH), 7.46 (t, *Jan = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.65 (t, *Jun = 7.7 Hz, 1H, ArH), 8.00 (d, 3Jun =
8.9 Hz, 2H, ArH), 8.07 (d, *Jun = 8.0 Hz, 2H, ArH), 8.16 — 8.22 (m, 3H, ArH), 8.24 (d,
3Jun = 7.8 Hz, 1H, ArH), 10.89 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 55.7 (CHs), 114.2 (C), 115.2 (2x CH), 118.2
(C), 118.8 (C), 121.6 (2x CH), 124.6 (CH), 125.6 (CH), 128.3 (2x CH), 129.0 (CH),
129.4 (C), 131.2 (CH), 132.7 (2x CH), 136.0 (C), 138.6 (C), 160.5 (C), 163.1 (C), 164.0

©).

C22H16N6O2 (396.41) Ber. C,66.66 H,407 N,21.20
Gef: C,66.39 H,423 N,20.80
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(84) 4-Cyano-N-(2-(2-phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

wurde aus 42 (0.059 g, 0.25 mmol) und 4-Cyano-benzoylchlorid (0.042 g, 0.25 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:1) umkristallisiert (weiler
Feststoff; 0.042 g, 0.11 mmol, 46 % d. Th.).

Smp.: 185 —186 °C (2)

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 7.47 (td, *Juy = 7.6 Hz, *Jyn = 1.2 Hz, 1H, ArH),
7.61—7.71 (m, 4H, ArH), 8.04 — 8.09 (m, 4H, ArH), 8.17 (dd, %34y = 8.2 Hz, “Jpy = 1.1
Hz, 1H, ArH), 8.18 — 8.22 (m, 2H, ArH), 8.25 (dd, *Juy = 7.8 Hz, “Juy = 1.6 Hz, 1H,
ArH), 10.86 (s, 1H*, NH).

BCLH}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 114.2 (C), 118.2 (C), 118.9 (C), 119.8 (2x
CH), 124.8 (CH), 125.7 (C), 128.3 (2x CH), 129.1 (CH), 130.10 (2x CH), 130.15 (CH),
130.4 (CH), 131.3 (CH), 132.7 (2x CH), 135.97 (CH), 136.01 (C), 138.5 (C), 163.3 (C),
164.0 (C).

C21H14NgO (366.38) Ber.. C,68.84 H,385 N,2294
Gef.. C,6892 H,389 N,2261

(85) N-(2-(2-(4-Propylphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-trifluormethyl-
benzamid
_N_ CH
N N <:> / 3
=N
NH

O)\@\
C*F5

wurde aus 32 (0.14 g, 0.5 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.10 g, 0.5
mmol) geméll ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (2:1) umkristallisiert
(farblose Mikrokristalle; 0.28 g, 0.31 mmol, 62 % d. Th.).

Smp.: 165 -166 °C
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 0.91 (t, 3Juy = 7.3 Hz, 3H, CH3), 1.60 — 1.69 (m,
2H, CH,), 2.67 (t, *Jut = 7.5 Hz, 2H, CH,), 7.42 — 7.49 (m, 3H, ArH), 7.63 — 7.69 (m,
1H, ArH), 7.90 — 7.98 (m, 4H, ArH), 8.18 — 8.28 (m, 4H, ArH), 10.88 (s, 1H*, NH).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 13.4 (CHs), 23.7 (CH,), 36.6 (CH,), 118.8
(CH), 119.8 (2x CH), 124.6 (CH), 125.55 (CH), 125.61 (d, *Jc¢ = 3.3 Hz, 2x CH), 128.4
(2x CH), 129.0 (CH), 129.8 (2x CH), 131.3 (CH), 131.66 (d, %Jcr = 32.0 Hz, C), 134.0
(C), 136.1 (C), 138.4 (C), 144.8 (C), 163.2 (C), 164.2 (C); CFs-Signal fehlt.

Co4HzoF3Ns0 (451.44)  Ber.:. C,63.85 H,447 N, 1551
Gef.. C,63.88 H,461 N,15.40

(86) N-(2-(2-(4-1sopropylphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-trifluormethyl-
benzamid

wurde aus 43 (0.28 g, 1 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.21 g, 1 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:1) als weilRe Mikrokristalle;
0.23 g, 0.51 mmol, 51 % d. Th.).

Smp.: 111 -112°C

'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg) & 1.25 (d, 3Jn = 6.9 Hz, 6H, 2x CHs), 3.01 (sept, *Jun
= 6.9 Hz, 1H, CH), 7.46 (td, *Jup = 7.7 Hz, “Ju = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.48 — 7.51 (m,
2H, ArH), 7.63 — 7.67 (m, 1H, ArH), 7.92 — 7.96 (m, 4H, ArH), 8.19 (dd, *Juy = 8.2 Hz,
*Jun = 0.8 Hz, 1H, ArH), 8.22 — 8.27 (m, 3H, ArH), 10.89 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 23.5 (2x CH3), 33.1 (CH), 118.8 (C), 119.9 (2x
CH), 123.85 (q, "Jcr = 272.5 Hz, C), 124.6 (CH), 125.6 (CH), 125.66 (q, *Jc¢ = 3.6 Hz,
2x CH), 127.8 (2x CH), 128.4 (2x CH), 129.0 (CH), 131.3 (CH), 131.68 (q, *Jcr = 31.9
Hz, C), 134.0 (C), 136.2 (C), 138.4 (C), 151.0 (C), 163.2 (C), 164.3 (C).

CoaHxF3Ns0 (451.44)  Ber.: C,63.85 H,4.47 N,1551
Gef.. C,63.86 H,462 N,15.37
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(87) N-(2-(2-(4-Methylphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-trifluormethyl-
benzamid

wurde aus 33 (0.075 g, 0.3 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.063 g, 0.3
mmol) gemaR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (farblose
Nadeln; 0.079 g, 0.19 mmol, 62% d. Th.).

Smp.: 157 -158 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 2.41 (s, 3H, CHz), 7.41 — 7.49 (m, 3H, ArH), 7.63 —
7.68 (m, 1H, ArH), 7.91 — 7.97 (m, 4H, ArH), 8.19 (dd, 3Jun = 8.2 Hz, “Juy = 0.9 Hz,
1H, ArH), 8.22 — 8.26 (m, 3H, ArH), 10.87 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 20.7 (CH3), 118.8 (C), 119.7 (2x CH), 123.8
(q, YJcr = 272.5 Hz, C), 124.6 (CH), 125.6 (CH), 125.63 (q, *Jcr = 3.8 Hz, 2x CH),
128.4 (2x CH), 129.0 (CH), 130.4 (2x CH), 131.3 (CH), 131.67 (d, “Jcr = 31.9 Hz, C),
133.8 (C), 136.1 (C), 138.4 (C), 140.3 (C), 163.2 (C), 164.2 (C).

CxHi6F3NsO (423.40)  Ber.: C,6241 H,381 N, 16.54
Gef.. C,6214 H,390 N,16.51

(88) 4-Trifluormethyl-N-(2-(2-(4-trifluormethyl-phenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-
phenyl)-benzamid

wurde aus 34 (0.15 g, 0.5 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.10 g, 0.5
mmol) gemalR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (farblose
Nadeln; 0.12 g, 0.25 mmol, 50 % d. Th.).

Smp.: 182 -183 °C
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.48 (td, *Jun = 7.6 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH),
7.65—7.71 (m, 1H, ArH), 7.96 (d, 3Jun = 8.2 Hz, 2H, ArH), 8.03 (d, 3Jun = 8.6 Hz, 2H,
ArH), 8.14 (dd, %34y = 8.2 Hz, “Jun = 1.0 Hz, 1H, ArH), 8.22 (d, *Juy = 8.1 Hz, 2H,
ArH), 8.24 (dd, %Jun = 7.9 Hz, “Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH), 8.28 (d, *Jun = 8.5 Hz, 2H,
ArH), 10.81 (s, 1H*, NH).

BC{H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 119.0 (C), 120.5 (2x CH), 123.54 (d, "Jcr =
272.3 Hz, C), 125.1 (CH), 125.65 (q, %Jcr = 3.5 Hz, 2x CH), 125.73 (CH), 127.40 (q,
3Jcr = 3.4 Hz, 2x CH), 128.4 (2x CH), 129.3 (CH), 130.11 (d, Jcr = 32.7 Hz, C), 131.5
(CH), 131.66 (d, Jcr = 32.0 Hz, C), 136.2 (C), 138.3 (C), 138.6 (C), 163.7 (C), 164.3
(C); CFs-Signal fehit.

CxH13FeNsO (477.36)  Ber.. C,55.35 H,2.75 N, 14.67
Gef.. C,5555 H,294 N,14.53

(89) N-(2-(2-(4-Ethoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-trifluormethyl-
benzamid (80)

wurde aus 36 (0.45 g, 1.6 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.34 g, 1.6
mmol) gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:1) umkristallisiert
(graulich-weiler Feststoff; 0.45 g, 0.99 mmol, 62 % d. Th.).

Smp.: 146 — 147 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 1.37 (t, *Jun = 7.0 Hz, 3H, CHs), 4.13 (q, *Jun = 7.0
Hz, 2H, CHy), 7.13 — 7.17 (m, 2H, ArH), 7.45 (td, *Juy = 7.7 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H,
ArH), 7.62 — 7.68 (m, 1H, ArH), 7.93 — 7.98 (m, 4H, ArH), 8.21 — 8.26 (m, 4H, ArH),
10.90 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 14.4 (CHs), 63.7 (CH,), 115.4 (2x CH), 118.6
(C), 121.6 (2x CH), 123.83 (d, “Jcr = 272.8 Hz, C), 124.4 (CH), 125.65 (CH), 125.7 (q,
*Jcr = 3.6 Hz, 2x CH), 128.4 (2x CH), 129.0 (CH), 129.2 (C), 131.2 (CH), 131.67 (d,
2Jer = 31.9 Hz, C), 136.1 (C), 138.4 (C), 159.8 (C), 163.1 (C), 164.2 (C).

Ca3HisF3Ns0O, (453.42) Ber.:. C,60.93 H,4.00 N, 1545
Gef.: C,60.88 H,4.08 N,15.38
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(90) N-(2-(2-(4-(Methylthio)phenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-
trifluormethyl-benzamid

C*F3

wurde aus 37 (0.10 g, 0.35 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.074 g, 0.35
mmol) gemall ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (graulich-weiRe
Nadeln; 0.10 g, 0.23 mmol, 65 % d. Th.).

Smp.: 175 - 176 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 2.56 (s, 3H, SCHy), 7.44 — 7.52 (m, 3H, ArH), 7.64
—7.68 (M, 1H, ArH), 7.94 — 8.00 (m, 4H, ArH), 8.19 (d, *Juy = 8.1 Hz, 1H, ArH), 8.21
—8.26 (M, 3H, ArH), 10.87 (s, 1H*, NH).

BC{'H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 14.3 (CHs), 118.8 (C), 120.2 (2x CH), 124.6
(CH), 125.6 (CH), 125.67 (q, *Jcr = 3.7 Hz, 2x CH), 126.5 (2x CH), 128.4 (2x CH),
129.1 (CH), 131.3 (CH), 131.67 (d, 2Jcr = 32.0 Hz, C), 132.8 (C), 136.1 (C), 138.4 (C),
141.6 (C), 163.2 (C), 164.2 (C); CFs-Signal fehlt.

CxH16F3NsOS (455.46) Ber.: C,58.02 H,354 N, 15.38
Gef.. C,58.14 H,3.63 N, 15.15

(91) N-(2-(2-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-
trifluormethyl-benzamid

wurde aus 44 (0.1 g, 0.34 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.071 g, 0.34
mmol) geméll ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (5:2) umkristallisiert
(weiler Feststoff; 0.096 g, 0.20 mmol, 60 % d. Th.).

Smp.: 164 — 166 °C
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.73 (s, 3H, OCH3), 3.86 (s, 3H, OCH3), 7.18 (d,
33 = 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.46 (td, %34y = 7.6 Hz, “J4n = 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.55 (d, *Jun
= 2.5 Hz, 1H, ArH), 7.62 (dd, *Jun = 8.7 Hz, *Jun = 2.5 Hz, 1H, ArH), 7.63 — 7.67 (m,
1H, ArH), 7.94 (d, *Jun = 8.4 Hz, 2H, ArH), 8.15 — 8.18 (m, 1H, ArH), 8.22 — 8.28 (m,
3H, ArH), 10.88 (s, 1H*, NH).

BC{!H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 55.7 (CHs), 55.9 (CHs), 103.9 (CH), 112.0
(CH), 112.4 (CH), 118.9 (C), 123.82 (q, “Jcr = 272.1 Hz, C), 124.7 (CH), 125.6 (CH),
125.65 (q, *Jcr = 3.5 Hz, 2x CH), 128.4 (2x CH), 129.0 (CH), 129.3 (C), 131.2 (CH),
131.65 (d, 2Jcr = 32.0 Hz, C), 136.1 (C), 138.4 (C), 149.3 (C), 150.2 (C), 163.1 (C),
164.2 (C).

Co3HigF3NsO5 (469.42) Ber.: C,58.85 H,3.87 N, 14.92
Gef.. C,5898 H,399 N,14.98

(92) N-(2-(2-(2-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-trifluormethyl-
benzamid

CF3

wurde aus 38 (0.13 g, 0.5 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.10 g, 0.5
mmol) gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (farblose
Nadeln; 0.1 g, 0.23 mmol, 45 % d. Th.).

Smp.: 146 — 147 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.77 (s, 3H, OCH3), 7.19 (td, 3Juy = 7.7 Hz, “Juy =
1.2 Hz, 1H, ArH), 7.40 (dd, %Juy = 8.5 Hz, *Jun = 1.0 Hz, 1H, ArH), 7.43 — 7.47 (m,
1H, ArH), 7.63 — 7.70 (m, 3H, ArH), 7.88 (d, *Jun = 8.2 Hz, 2H, ArH), 8.21 (d, 3Juy =
8.1 Hz, 2H, ArH), 8.23 — 8.28 (m, 2H, ArH), 10.94 (s, 1H, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 56.2 (CH3), 113.4 (CH), 118.3 (C), 120.7
(CH), 123.8 (d, }Jcr = 272.4 Hz, C), 124.1 (CH), 125.2 (C), 125.4 (CH), 125.5 (q, 3Jcr =
3.5 Hz, 2x CH), 127.0 (CH), 128.3 (CH), 128.9 (2x CH), 131.2 (CH), 131.6 (d, %Jcr =
31.9 Hz, C), 132.8 (CH), 136.1 (C), 138.4 (C), 153.1 (C), 162.9 (C), 164.1 (C).

CoH16F3N50, (439.39) Ber.: C,60.14 H,3.67 N,1594
Gef.. C,59.81 H,3.88 N,15.68
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(93) N-(2-(2-(3-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-trifluormethyl-
benzamid
=N,
N N
=N
OCHj,4
NH
QL
CF3

wurde aus 39 (0.54 g, 2 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.42 g, 2 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:1) umkristallisiert (farblose
Nadeln; 0.42 g, 0.96 mmol, 48 % d. Th.).

Smp.: 189 — 190 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 3.79 (s, 3H, OCHa), 7.18 — 7.21 (m, 1H, ArH), 7.47
(td, 3Jun = 7.6 Hz, *Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.52 — 7.58 (m, 2H, ArH), 7.63 — 7.69 (m,
2H, ArH), 7.94 (d, *Jyn = 8.2 Hz, 2H, ArH), 8.18 (dd, Juy = 8.2 Hz, “Jyn = 0.9 Hz, 1H,
ArH), 8.25 (d, *Jun = 8.1 Hz, 2H, ArH), 8.28 (dd, *Juy = 7.8 Hz, *Juy = 1.5 Hz, 1H,
ArH), 10.84 (s, 1H*, NH).

BC{H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.5 (CHs), 105.5 (CH), 111.8 (CH), 115.9
(CH), 118.8 (C), 123.83 (d, YJcr = 272.5 Hz, C), 124.8 (CH), 125.6 (CH), 125.64 (g,
3Jcr = 3.7 Hz, 2x CH), 128.4 (2x CH), 129.1 (CH), 131.1 (CH), 131.3 (CH), 131.67 (d,
2Jcr = 31.9 Hz, C), 136.1 (C), 136.9 (C), 138.4 (C), 160.2 (C), 163.2 (C), 164.2 (C).

CxHi6F3Ns05 (439.40) Ber.: C,60.14 H,3.67 N,15.94
Gef.. C,5998 H,3.74 N,15.97

(94) N-(2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-trifluormethyl-
benzamid

wurde aus 40 (0.54 g, 2 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.42 g, 2 mmol)
geméal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und nach Umkristallisation aus EtOH umkristallisiert
(farblose Nadeln; 0.50 g, 1.12 mmol, 56 % d. Th.).

Smp.: 150 - 152 °C
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.86 (s, 3H, OCH3), 7.14 — 7.19 (m, 2H, ArH), 7.44
(td, *Jun = 7.6 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.61 — 7.68 (m, 2H, ArH), 7.92 — 7.99 (m,
4H, ArH), 8.20 — 8.26 (m, 4H, ArH), 10.90 (s, 1H*, NH).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.7 (CHs), 115.0 (2x CH), 118.5 (C), 121.5
(2x CH), 123.83 (q, YJcr = 272.5 Hz, C), 124.3 (CH), 125.4 (CH), 125.65 (q, *Jcr = 3.3
Hz, 2x CH), 128.3 (2x CH), 128.9 (CH), 129.4 (C), 131.2 (CH), 131.67 (q, 2Jcr = 32.0
Hz, C), 136.1 (C), 138.4 (C), 160.5 (C), 163.1 (C), 164.2 (C).

CaoH16F3N503 (43940) Ber.: C, 60.14 H, 3.67 N, 15.94
Gef.. C,59.88 H,3.74 N, 15.63

(95) N-(4-Methoxy-2-(2-(4-methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-
trifluormethyl-benzamid

_N
N NOOCH3
H3c0\©\/k\N/
NH
O)\@\
CF

wurde aus 41 (0.15 g, 0.505 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.11 g, 0.505
mmol) gemé&lR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (2:1) umkristallisiert
(weiBer Feststoff; 0.17 g, 0.35 mmol, 69 % d. Th.).

3

Smp.: 175 - 176 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.85 (s, 3H, OCH3), 3.89 (s, 3H, OCH3), 7.13 — 7.17
(m, 2H, ArH), 7.24 (dd, 3Jun = 8.9 Hz, *Jun = 3.0 Hz, 1H, ArH), 7.71 (d, “Jun = 3.0 Hz,
1H, ArH), 7.92 — 7.98 (m, 5H, ArH), 8.21 (d, 3Juy = 8.1 Hz, 2H, ArH), 10.62 (s, 1H*,
NH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 55.6 (CHs), 55.7 (CH3), 113.3 (CH), 115.0 (2x
CH), 116.9 (CH), 121.0 (C), 121.5 (2x CH), 123.87 (d, “Jcr = 272.9 Hz, C), 127.2 (CH),
12554 (q, *Jor = 3.1 Hz, 2x CH), 128.3 (2x CH), 129.0 (C), 129.4 (C), 131.48 (d, 2Jcr =
31.6 Hz, C), 138.5 (C), 156.8 (C), 160.4 (C), 162.9 (C), 164.2 (C).

Co3HigF3NsO5 (469.42) Ber.: C,58.85 H,3.87 N,14.92
Gef.. C,58.78 H,3.77 N,14.93
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(96) N-(2-(2-(3,4-Difluorphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-trifluormethyl-
benzamid
F
=N, C/<
N N F
o
NH

wurde aus 45 (0.10 g, 0.37 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.077 g, 0.37
mmol) gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:1) umkristallisiert
(weiler Feststoff; 0.086 g, 0.19 mmol, 52 % d. Th.).

Smp.: 160 - 161 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.47 (td, *Jun = 7.6 Hz, *Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH),
7.67 (ddd, Jun = 8.2 Hz, 3Juy = 7.4 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.76 (dt, %34 = 10.1,
3Jun = 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.94 (d, *Jun = 8.2 Hz, 2H, ArH), 7.96 — 8.00 (m, 1H, ArH),
8.07 (ddd, *Jyr = 10.8 Hz, “Jue = 7.0 Hz, “Jpn = 2.6 Hz, 1H, ArH), 8.15 (dd, 3Ju = 8.2,
*Jun = 1.0 Hz, 1H, ArH), 8.23 (d, ®Jun = 8.1 Hz, 2H, ArH), 8.25 (dd, *Juy = 7.8 Hz,
*Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 10.80 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 110.21 (d, “Jcr = 22.5 Hz, CH), 117.08 (dd,
3Jcr = 7.3 Hz, *Jcr = 3.6 Hz, CH), 118.8 (C), 119.18 (d, “J¢cr = 19.0 Hz, CH), 122.7
(CFs-Signal), 124.9 (CH), 125.64 (q, *Jcr = 3.7 Hz, 2x CH), 125.7 (CH), 128.4 (2x CH),
129.1 (CH), 131.5 (CH), 131.74 (d, “Jcr = 32.1 Hz, C), 132.41 (dd, *Jcr = 8.3 Hz, *Jcr =
3.0 Hz, C), 136.1 (C), 138.4 (C), 148.67 (dd, “Jcr = 249.2 Hz, 2Jcr = 13.6 Hz, C),
150.23 (dd, YJcr = 249.9 Hz, “Jcr = 12.1 Hz, C), 163.5 (C), 164.3 (C).

C1H12FsNsO;, (445.35) Ber.:  C,56.64 H,2.72 N, 15.73
Gef.: C,56.45 H,292 N, 15.68

97) N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-trifluormethyl-benzamid

CF3
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wurde aus 42 (0.12 g, 0.5 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.10 g, 0.5
mmol) gemé&lR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (5:3) umkristallisiert
(farblose Néadelchen; 0.16 g, 0.38 mmol, 76 % d. Th.).

Smp.: 157 - 158 °C (2)

'H-NMR (600 MHz, CDCl3) & 7.31 (td, *Jun = 7.6 Hz, *Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.56 —
7.64 (m, 4H, ArH), 7.83 (d, *Jun = 8.1 Hz, 2H, ArH), 8.18 — 8.21 (m, 2H, ArH), 8.29 (d,
3Jun = 8.0 Hz, 2H, ArH), 8.42 (dd, ®Juy = 7.8 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.94 (dd,
3Jun = 8.4 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 11.71 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, CDCls) & 114.5 (C), 120.2 (2x CH), 121.3 (CH), 123.9 (d,
LJer = 272.6 Hz, C), 124.3 (CH), 126.0 (q, %Jcr = 3.8 Hz, 2x CH), 128.2 (2x CH), 128.9
(CH), 130.0 (2x CH), 130.6 (CH), 132.1 (CH), 133.70 (d, 2Jcr = 32.6 Hz, C), 136.6 (C),
137.6 (C), 138.6 (C), 164.6 (C), 164.7 (C).

C21H14F3NsO (409.37)  Ber.: C,61.61 H,345 N,17.11
Gef.. C,61.88 H,352 N,17.22

(98)

Entsprechend der Literatur™® wurde zu einer intensiv geriihrten Mischung aus
gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung (50 ml) und 47 (0.20 g, 0.79 mmol) in
Essigester (15 ml) eine Losung des 4-n-Propylbenzoylchlorides (0.145 g, 0.79 mmol) in
Essigester (10 ml) bei RT hinzugetropft. Nach Rihren iber Nacht wurden die Phasen
getrennt, und die wassrige Phase mit Essigester extrahiert. Nach Trocknen der
vereinigten organischen Phasen Uber Magnesiumsulfat und Abdestillieren des
Losungsmittels wurden neben der gewiinschten 98b auch 98a und 98c aus dem
Riickstand saulenchromatographisch (FlieRmittel: EtOAC/PA = 2:1) abgetrennt:

4-Propylbenzoesaure-(4-(5-(2-(4-propylbenzamido)phenyl)-2H-tetrazol-2-
yl)phenyl)-ester (98a)

N,
N /NOO CHs
N }/._QJ
0

WeiRer Feststoff; 0.11 g, 0.20 mmol, 25 % d. Th.

Smp.: 120 — 121 °C
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 0.88 — 0.94 (m, 6H, 2x CHs), 1.59 — 1.71 (m, 4H, 2x
CH,), 2.64 — 2.72 (m, 4H, 2x CH,), 7.37 — 7.43 (m, 3H, ArH), 7.43 — 7.48 (m, 2H,
ArH), 7.59 — 7.67 (m, 3H, ArH), 7.96 — 8.03 (m, 3H, ArH), 8.07 — 8.11 (m, 2H, ArH),
8.18 — 8.22 (m, 2H, ArH), 8.29 (dd, 3Jun = 7.9 Hz, *Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.41 (dd,
33 = 8.4 Hz, *Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 10.82 (s, 1H*, NH).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 13.18 (CHs), 13.21 (CHs), 23.3 (CH,), 23.4
(CHy), 36.9 (CH,), 37.1 (CH,), 116.8 (C), 121.4 (2x CH), 123.0 (CH), 123.4 (2x CH),
124.5 (CH), 126.0 (C), 127.2 (2x CH), 128.5 (2x CH), 128.7 (CH), 128.8 (2x CH),
129.8 (2x CH), 131.2 (CH), 132.1 (C), 133.5 (C), 136.8 (C), 146.6 (C), 149.2 (C), 151.7
(C), 163.5 (C), 164.2 (C), 165.2 (C).

C33H31N505 (545.64) Ber.. C,7264 H,573 N,12.84
Gef.. C,7253 H,588 N,12.61

N-(2-(2-(4-Hydroxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-propyl-benzamid (98b)

Weilier Feststoff; 0.050 g, 0.13 mmol, 16 % d. Th.
Smp.: 204 — 205 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 0.93 (t, 3Jun = 7.3 Hz, 3H, CHg), 1.61 — 1.71 (m,
2H, CH,), 2.64 — 2.71 (m, 2H, CHy), 6.97 — 7.03 (m, 2H, ArH), 7.38 (m, 3H, ArH), 7.62
(m, 1H, ArH), 7.88 — 7.94 (m, 2H, ArH), 7.96 — 8.02 (m, 2H, ArH), 8.26 (dd, 3 =79
Hz, *Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH), 8.43 (dd, 33un = 8.4 Hz, “Jyy = 1.2 Hz, 1H, ArH), 10.26
(s, 1H*, OH), 10.88 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-d) 5 13.5 (CH3), 23.8 (CH,), 37.0 (CH»), 116.2 (2x
CH), 116.9 (C), 121.8 (2x CH), 122.9 (CH), 124.5(CH), 127.4 (2x CH), 128.1 (C),
128.6 (2x CH), 128.7 (CH), 131.2 (CH), 132.1 (C), 136.7 (C), 146.6 (C), 159.2 (C),
163.0 (C), 165.0 (C).

C23H21N50; (399.45) Ber. C,69.16 H,530 N,17.53
Gef.. C,69.23 H,560 N,17.20
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4-Propylbenzoesaure-(4-(5-(2-aminophenyl)-2H-tetrazol-2-yl)phenyl)ester (98c)

=N,
U W
=N
O
Weilier Feststoff; 0.010 g, 0.025 mmol, 3 % d. Th.

Smp.: 131-132 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 0.92 (t, *Jun = 7.3 Hz, 3H, CHs), 1.61 — 1.70 (m,
2H, CHy), 2.66 — 2.73 (m, 2H, CH,), 6.37 (br, 2H*, NH,), 6.69 — 6.75 (m, 1H, ArH),
6.93 (dd, ®J4n = 8.4 Hz, “Jy = 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.23 — 7.28 (m, 1H, ArH), 7.44 — 7.48
(m, 2H, ArH), 7.60 — 7.65 (m, 2H, ArH), 8.06 (dd, *Juy = 7.9 Hz, *Juy = 1.6 Hz, 1H,
ArH), 8.08 — 8.12 (m, 2H, ArH), 8.29 — 8.34 (m, 2H, ArH).

BC{H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) 5 13.6 (CH3), 23.8 (CH2), 37.3 (CH2), 107.7
(C), 116.0 (CH), 116.4 (CH), 121.5 (2x CH), 123.8 (2x CH), 126.2 (C), 128.4 (CH),
129.1 (2x CH), 130.1 (2x CH), 131.6 (CH), 133.8 (C), 147.0 (C), 149.4 (C), 151.6 (C),
164.5 (C), 164.7 (C).

C23H21N50; (399.45) Ber.: C,69.16 H,530 N,17.53
Ber. *0.5H,0: C,67.63 H,543 N,17.15
Gef. C,67.91 H,535 N, 16.96
(99) N-(2-(2-(4-Phenoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-propylbenzamid

o F
o
NH
Y
CH

wurde aus 46 (0.115 g, 0.35 mmol) und 4-Propyl-benzoylchlorid (0.077 g, 0.42 mmol,
1.2 Ag.) gemaR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (graulich-
weiler Feststoff; 0.062 g, 0.13 mmol, 37 % d. Th.).

3

Smp.:81-82°C
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 0.88 (t, 3Ju = 7.3 Hz, 3H, CHs), 1.60 (m, 2H, CH,),
2.60 — 2.67 (M, 2H, CHy), 7.14 — 7.17 (m, 2H, ArH), 7.21 — 7.24 (m, 2H, ArH), 7.24 —
7.28 (m, 1H, ArH), 7.35 — 7.38 (m, 2H, ArH), 7.38 — 7.42 (m, 1H, ArH), 7.46 — 7.50
(m, 2H, ArH), 7.59 — 7.67 (m, 1H, ArH), 7.95 — 8.00 (m, 2H, ArH), 8.06 — 8.11 (m, 2H,
ArH), 8.27 (dd, *Jun = 7.8 Hz, *Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH), 8.39 (dd, *Jun = 8.3 Hz, “Jun =
1.2 Hz, 1H, ArH), 10.82 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) 5 13.5 (CHs), 23.7 (CHy), 36.9 (CH,), 117.0 (C),
118.9 (2x CH), 119.6 (2x CH), 122.0 (2x CH), 123.2 (CH), 124.5 (CH), 124.6 (CH),
127.4 (2x CH), 128.6 (2x CH), 128.8 (CH), 130.3 (2x CH), 131.1 (C), 131.3 (CH),
132.1 (C), 136.8 (C), 146.6 (C), 155.4 (C), 158.5 (C), 163.3 (C), 165.1 (C).

Ca29H25N50, (475.20) Ber.. C,7325 H,5.30 N, 14.73
Gef.. C,73.10 H,5.46 N, 14.61

(100) N-(2-(2-(4-(Methylthio)phenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-propyl-
benzamid

wurde aus 37 (0.10 g, 0.35 mmol) und 4-Propyl-benzoylchlorid (0.077 g, 0.42 mmol,
1.2 Ag.) gemaR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (graulich-
weiler Feststoff; 0.11 g, 0.26 mmol, 74 % d. Th.).

Smp.: 118 -119 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 0.92 (t, *Jun = 7.3 Hz, 3H, CHs), 1.61 — 1.70 (m,
2H, CHy), 2.57 (s, 3H; SCH3), 2.67 (t, *Juy = 7.4 Hz, 2H, CH,), 7.37 — 7.42 (m, 3H,
ArH), 7.49 — 7.53 (m, 2H, ArH), 7.60 — 7.65 (m, 1H, ArH), 7.96 — 8.00 (m, 2H, ArH),
8.00 — 8.04 (m, 2H, ArH), 8.26 (dd, *Jun = 7.9 Hz, “Jun = 1.4 Hz, 1H, ArH), 8.39 (dd,
33 = 8.4 Hz, *Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 10.82 (s, 1H*, NH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 13.5 (CH3), 14.4 (CHg), 23.8 (CH,), 37.0
(CH,), 117.1 (C), 120.3 (2x CH), 123.2 (CH), 124.6 (CH), 126.5 (2x CH), 127.4 (2x
CH), 128.6 (2x CH), 128.8 (CH), 131.3 (CH), 132.1 (C), 132.8 (C), 136.8 (C), 141.6
(C), 146.6 (C), 163.3 (C), 165.1 (C).

C24H23N50S (429.54) Ber. C,6711 H,540 N, 16.30
Gef.. C,67.16 H,524 N,16.37
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(101) N-(2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-propyl-
benzamid

wurde aus 40 (0.10 g, 0.37 mmol) und 4-Propyl-benzoylchlorid (0.069 g, 0.37 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (weil3er Feststoff; 0.090
g, 0.22 mmol, 58 % d. Th.).

Smp.: 103 -104 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 0.92 (t, 334y = 7.3 Hz, 3H, CH3), 1.65 (m, 2H, CH,),
2.67 (t, *Jun = 7.5 Hz, 2H, CH,), 3.87 (s, 3H, OCHs), 7.17 — 7.22 (m, 2H, ArH), 7.36 —
7.42 (m, 3H, ArH), 7.59 — 7.65 (m, 1H, ArH), 7.98 (d, 3Jun = 8.2 Hz, 2H, ArH), 8.01 —
8.05 (m, 2H, ArH), 8.26 (dd, Jun = 7.8 Hz, *Jun = 1.4 Hz, 1H, ArH), 8.42 (d, *Juy =
8.0 Hz, 1H, ArH), 10.86 (s, 1H, NH).

BC{H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 13.5 (CH3), 23.8 (CH,), 37.0 (CH,), 55.7
(CHs), 115.0 (2x CH), 116.9 (C), 121.7 (2x CH), 123.0 (CH), 124.5 (CH), 127.4 (2x
CH), 128.6 (2x CH), 128.7 (CH), 129.4 (C), 131.2 (CH), 132.1 (C), 136.8 (C), 146.6
(C), 160.5 (C), 163.2 (C), 165.1 (C).

C24H23N50, (413.48) Ber.. C,69.72 H,561 N,16.94
Gef.. C,6942 H,560 N,16.81

(102) N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-propyl-benzamid

wurde aus 42 (0.12 g, 0.5 mmol) und 4-Propyl-benzoylchlorid (0.092 g, 0.5 mmol)
gemédl ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (farblose
Mikrokristalle; 0.11 g, 0.28 mmol, 56 % d. Th.).

Smp.: 112 -113 °C
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'H-NMR (600 MHz, CDCl3) & 0.97 (t, 3Jun = 7.3 Hz, 3H, CHs), 1.65 — 2.71 (m, 2H,
CHy), 2.68 (t, %3y = 7.5 Hz, 2H, CH,), 7.23 — 7.29 (m, 1H, ArH), 7.34 (d, %J4y = 8.2
Hz, 2H, ArH), 7.52 — 7.64 (m, 4H, ArH), 8.04 — 8.11 (m, 2H, ArH), 8.17 — 8.23 (m, 2H,
ArH), 8.40 (dd, Juy = 7.9 Hz, *Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.94 (dd, *Juy = 8.5 Hz, “Jpyn =
1.2 Hz, 1H, ArH), 11.47 (s, 1H*, NH).

BC{’H}-NMR (151 MHz, CDCls) & 14.0 (CHs), 24.5 (CH,), 38.1 (CH,), 114.3 (C),
120.2 (2x CH), 121.3 (CH), 123.7 (CH), 127.7 (2x CH), 128.9 (CH), 129.0 (2x CH),
130.0 (2x CH), 130.4 (CH), 132.0 (CH), 132.8 (C), 136.7 (C), 138.0 (C), 147.3 (C),
164.7 (C), 166.1 (C).

C23H21N50 (38346) Ber.: C, 72.04 H, 5.52 N, 18.26
Gef.. C,72.04 H,5.39 N, 18.27
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6.1.3.6  Testsubstanzen mit Alkylethergruppen und
unsubstituierte Testsubstanzen

(103) 4-Methoxy-N-(2-(2-(4-propylphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-
benzamid

NH

O)\@\
OCH;

wurde aus 32 (0.14 g, 0.5 mmol) und 4-Methoxy-benzoylchlorid (0.085 g, 0.5 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (weil’e Mikrokristalle;
0.12 g, 0.28 mmol, 68 % d. Th.).

Smp.: 110-111°C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 0.92 (t, *Jun = 7.3 Hz, 3H, CH3), 1.61 — 1.69 (m,
2H, CHy), 2.68 (t, 3y = 7.5 Hz, 2H, CH,), 3.87 (s, 3H, OCH3), 7.07 — 7.12 (m, 2H,
ArH), 7.35 — 7.40 (m, 1H, ArH), 7.47 — 7.51 (m, 1H, ArH), 7.59 — 7.64 (m, 1H, ArH),
7.99 — 8.03 (m, 2H, ArH), 8.03 — 8.06 (m, 2H, ArH), 8.26 (dd, *Jun = 7.9 Hz, “Jup = 1.6
Hz, 1H, ArH), 8.41 (dd, *Jun = 8.3 Hz, *Jun = 1.0 Hz, 1H, ArH), 10.79 (s, 1H*, NH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 13.6 (CH3), 23.9 (CH,), 36.8 (CH,), 55.6
(CHa), 114.1 (2x CH), 117.0 (C), 120.1 (2x CH), 123.2 (CH), 124.6 (CH), 126.9 (C),
128.9 (CH), 129.5 (2x CH), 130.0 (2x CH), 131.5 (CH), 134.2 (C), 137.1 (C), 145.1
(C), 162.4 (C), 163.5 (C), 164.7 (C).

C24H23N50, (413.47) Ber.. C,69.72 H,561 N,16.94
Gef.. C,6951 H,580 N,16.84
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(104) N-(2-(2-(4-1sopropylphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-methoxy-
benzamid

O}\@\
OCH;

wurde aus 43 (0.10 g, 0.36 mmol) und 4-Methoxy-benzoylchlorid (0.061 g, 0.36 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:1) umkristallisiert (weiler
Feststoff; 0.068 g, 0.16 mmol, 45 % d. Th.).

Smp.: 121 -122 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 1.27 (d, *Jun = 6.9 Hz, 6H, 2x CH3), 3.04 (sept, 3 JhH
= 6.9 Hz, 1H, CH), 3.87 (s, 3H, OCHz), 7.08 — 7.13 (m, 2H, ArH), 7.38 (td, *Jyy = 7.6
Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.53 — 7.57 (m, 2H, ArH), 7.58 — 7.66 (m, 1H, ArH), 8.01
—8.04 (m, 2H, ArH), 8.04 — 8.07 (m, 2H, ArH), 8.27 (dd, Jun = 7.9 Hz, “Jun = 1.5 Hz,
1H, ArH), 8.41 (dd, *Jun = 8.3 Hz, *Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 10.81 (s, 1H*, NH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 23.6 (2x CHs), 33.1 (CH), 55.5 (CH3), 113.9
(2x CH), 116.8 (C), 120.0 (2x CH), 123.0 (CH), 124.4 (CH), 126.7 (C), 127.9 (2x CH),
128.8 (CH), 129.3 (2x CH), 131.3 (CH), 134.0 (C), 136.9 (C), 151.0 (C), 162.2 (C),
163.4 (C), 164.6 (C).

C24H23N50, (413.48) Ber.. C,69.72 H,561 N,16.94
Gef.. C,69.46 H,570 N,17.07

(105) 4-Methoxy-N-(2-(2-(4-trifluormethyl-phenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-
benzamid

O%\©\
OCH,

wurde aus 34 (0.15 g, 0.5 mmol) und 4-Methoxy-benzoylchlorid (0.085 g, 0.5 mmol)
geméalR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (1:1) umkristallisiert (farblose
Nadeln; 0.079 g, 0.18 mmol, 35 % d. Th.).
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Smp.: 175 - 176 °C (2)

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 3.86 (s, 3H, OCHa), 7.12 (d, *Juy = 8.6 Hz, 2H,
ArH), 7.41 (t, *Jan = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.65 (t, *Jun = 7.8 Hz, 1H, ArH), 8.03 (d, 3Jun =
8.6 Hz, 2H, ArH), 8.09 (d, *Jun = 8.4 Hz, 2H, ArH), 8.26 (d, *Jun = 7.8 Hz, 1H, ArH),
8.32 —8.37 (m, 3H, ArH), 10.69 (s, 1H*, NH).

BC{!H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 55.5 (CHs), 114.0 (2x CH), 117.1 (C), 120.7
(2x CH), 123.59 (CH), 123.60 (q, “Jcr = 272.4 Hz, C), 124.7 (C), 126.6 (C), 127.5 (q,
*Jcr = 3.6 Hz, 2x CH), 129.0 (CH), 129.4 (2x CH), 130.2 (q, 2Jcr = 32.4 Hz, C), 131.5
(CH), 137.0 (C), 138.6 (C), 162.2 (C), 163.9 (C), 164.7 (C).

C2oH16F3N50, (43940) Ber.: C, 60.41 H, 3.67 N, 15.49
Gef. C,60.16 H,3.73 N, 15.83

(106) N-(2-(2-(4-Chlorphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-methoxy-benzamid

O}\O\
OCHs

wurde aus 35 (0.14 g, 0.5 mmol) und 4-Methoxy-benzoylchlorid (0.086 g, 0.5 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (2:1) umkristallisiert (weiler
Feststoff; 0.078 g. 0.19 mmol, 38 % d. Th.).

Smp.: 170 - 171 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.87 (s, 3H, OCHs), 7.08 — 7.13 (m, 2H, ArH), 7.39
(td, 3Jun = 7.7 Hz, *Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.60 — 7.65 (m, 1H, ArH), 7.75 — 7.79 (m,
2H, ArH), 8.01 — 8.05 (m, 2H, ArH), 8.11 — 8.15 (m, 2H, ArH), 8.25 (dd, *Juy = 7.9 Hz,
“Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.37 (dd, *Ju = 8.3 Hz, *Jun = 1.0 Hz, 1H, ArH), 10.72 (s,
1H*, NH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8 55.5 (CHs), 113.9 (2x CH), 116.9 (C), 121.7
(2x CH), 123.3 (CH), 124.5 (CH), 126.6 (CH), 128.9 (CH), 129.3 (2x CH), 130.2 (2x
CH), 131.4 (CH), 134.8 (C), 136.9 (C), 162.2 (C), 163.6 (C), 164.6 (C). Ein Signal
fehlt.

C21H16CINsO, (405.84) Ber.: C,62.15 H,3.97 N, 17.26
Gef.. C,6228 H,4.07 N,17.11
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(107) N-(2-(2-(4-Phenoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-

methoxybenzamid
o f
o
NH
o)\©\
OCHj

wurde aus 46 (0.115 g, 0.35 mmol) und 4-Methoxy-benzoylchlorid (0.072 g, 0.42
mmol, 1.2 Aqg.) gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (5:2)
umkristallisiert (weil3er Feststoff; 0.095 g, 0.21 mmol, 60 % d. Th.).

Smp.: 107 -108 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.83 (s, 3H, OCHs), 7.07 — 7.11 (m, 2H, ArH), 7.14
—7.18 (m, 2H, ArH), 7.22 — 7.28 (m, 3H, ArH), 7.38 (td, 33 = 7.6 Hz, “Jun = 1.2 Hz,
1H, ArH), 7.45 — 7.51 (m, 2H, ArH), 7.60 — 7.65 (m, 1H, ArH), 8.01 — 8.05 (m, 2H,
ArH), 8.08 — 8.12 (m, 2H, ArH), 8.26 (dd, *Ju = 7.8 Hz, “Ju = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.41
(dd, 33 = 8.3 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 10.79 (s, 1H*, NH).

BCL'H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8 55.4 (CHs), 113.9 (2x CH), 116.8 (C), 119.0
(2x CH), 119.6 (2x CH), 122.1 (2x CH), 123.0 (CH), 124.4 (CH), 124.5 (CH), 126.7
(C), 128.8 (CH), 129.3 (2x CH), 130.3 (2x CH), 131.1 (C), 131.3 (CH), 136.9 (C),
155.4 (C), 158.5 (C), 162.2 (C), 163.4 (C), 164.6 (C).

C27H21N505 (463.16) Ber.. C,69.97 H,457 N,1511
Gef.. C,6990 H,478 N,14.78

(108) N-(2-(2-(4-Ethoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-methoxy-
benzamid
=N,
o
o e
NH
(0]



188 6 Experimentalteil

wurde aus 36 (0.066 g, 0.25 mmol) und 4-Methoxy-benzoylchlorid (0.056 g, 0.3 mmol,
1.2 Ag.) geméBR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (5:2) umkristallisiert
(farblose Nadelchen; 0.082 g, 0.20 mmol, 66 % d. Th.).

Smp.: 177 - 178 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 1.37 (t, %3y = 7.0 Hz, 3H, CHs), 3.88 (s, 3H,
OCHa), 4.15 (g, *Jun = 7.0 Hz, 2H, CH,), 7.07 — 7.11 (m, 2H, ArH), 7.20 — 7.25 (m, 2H,
ArH), 7.38 (td, Jun = 7.5 Hz, “Juu = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.61 (m, 1H, ArH), 8.01 —
8.06 (M, 4H, ArH), 8.26 (dd, Jun = 7.9 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.42 (dd, %Iy =
8.4 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 10.81 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 14.5 (CH3), 55.7 (CH3), 63.5 (CH,), 114.3 (2x
CH), 115.1 (2x CH), 116.8 (C), 121.7 (2x CH), 122.9 (CH), 124.4 (CH), 126.5 (C),
128.7 (CH), 129.3 (2x CH), 129.4 (C), 131.2 (CH), 136.9 (C), 160.5 (C), 161.5 (C),
163.3 (C), 164.6 (C).

CxsHxuNsO; (415.45)  Ber. C,66.49 H,510 N, 16.86
Gef: C,6641 H,502 N,16.75

(109) 4-Methoxy-N-(2-(2-(4-(methylthio)phenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-
benzamid

OCH,

wurde aus 37 (0.10 g, 0.35 mmol) und 4-Methoxy-benzoylchlorid (0.072 g, 0.42 mmol,
1.2 Ag.) gemaR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (2:1) umkristallisiert
(hellgelber Feststoff; 0.11 g, 0.26 mmol, 74 % d. Th.).

Smp.: 156 - 157 °C

'"H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 2.58 (s, 3H, SCH3), 3.87 (s, 3H, OCH3), 7.09 — 7.14
(m, 2H, ArH), 7.35 — 7.41 (m, 1H, ArH), 7.51 — 7.56 (m, 2H, ArH), 7.60 — 7.64 (m, 1H,
ArH), 8.01 — 8.07 (m, 4H, ArH), 8.25 (dd, *Juy = 7.8 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.40
(dd, *Jpn = 8.3 Hz, 3y = 1.1 Hz, 1H, ArH), 10.78 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 14.4 (CH3), 55.5 (CHs), 114.0 (2x CH), 116.9
(C), 120.4 (2x CH), 123.1 (CH), 124.5 (CH), 126.6 (2x CH), 126.7 (C), 128.8 (CH),
129.3 (2x CH), 131.3 (CH), 132.8 (C), 136.9 (C), 141.7 (C), 162.2 (C), 163.4 (C), 164.6

©).
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C2H19N50,S (417.49) Ber.. C,6329 H,459 N,16.78
Gef.. C,63.49 H,478 N,16.98

(110) N-(2-(2-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-methoxy-
benzamid
N OCHj
=N
OCH;
NH
QL
OCH;

wurde aus 44 (0.1 g, 0.34 mmol) und 4-Methoxy-benzoylchlorid (0.058 g, 0.34 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (5:4) umkristallisiert (weiler
Feststoff; 0.11 g, 0.25 mmol, 74 % d. Th.).

Smp.: 153 -154 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.79 (s, 3H, OCHs), 3.86 (s, 3H, OCHs), 3.87 (s,
3H, OCH3), 7.07 — 7.11 (m, 2H, ArH), 7.22 (d, *Jun = 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.38 (td, %34y
= 7.6 Hz, “Jyn = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.59 — 7.64 (m, 2H, ArH), 7.67 (dd, *Juy = 8.7 Hz,
*Jun = 2.5 Hz, 1H, ArH), 8.02 — 8.06 (m, 2H, ArH), 8.27 (dd, *Jun = 7.9 Hz, “Jyn = 1.6
Hz, 1H, ArH), 8.36 (dd, 234y = 8.3 Hz, “Jyn = 1.0 Hz, 1H, ArH), 10.78 (s, 1H*, NH).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.5 (CH3), 55.8 (CH3), 55.9 (CHs), 104.1
(CH), 112.0 (CH), 112.5 (CH), 113.9 (2x CH), 117.1 (C), 123.3 (CH), 124.5 (CH),
126.7 (C), 128.8 (CH), 129.28 (C), 129.31 (2x CH), 131.2, 136.9 (C), 149.4 (C), 150.3
(C), 162.2 (C), 163.3 (C), 164.6 (C).

CsHxuNsO, (431.45)  Ber. C,64.03 H,491 N, 16.23
Gef. C,63.96 H,503 N,16.37

(111) 4-Methoxy-N-(2-(2-(2-methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-
benzamid
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wurde aus 38 (0.13 g, 0.5 mmol) und 4-Methoxy-benzoylchlorid (0.085 g, 0.5 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (15:1) umkristallisiert (gelbliche
Nadeln; 0.13 g, 0.32 mmol, 65 % d. Th.).

Smp.: 172 - 174 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.81 (s, 3H, OCHs), 3.84 (s, 3H, OCHs), 7.01 — 7.05
(m, 2H, ArH), 7.24 (td, *Juy = 7.7 Hz, “J4 = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.35 — 7.39 (m, 1H,
ArH), 7.43 (dd, *Jun = 8.5 Hz, “Jyn = 1.0 Hz, 1H, ArH), 7.60 — 7.64 (m, 1H, ArH), 7.68
—7.74 (m, 2H, ArH), 7.99 — 8.03 (m, 2H, ArH), 8.27 (dd, *Jun = 7.9 Hz, “Jun = 1.5 Hz,
1H, ArH), 8.49 (dd, *Jun = 8.4 Hz, *Jun = 1.0 Hz, 1H, ArH), 10.89 (s, 1H*, NH).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.4 (CH3), 56.2 (CH3), 113.4 (CH), 113.9 (2x
CH), 116.2 (C), 120.7 (CH), 122.5 (CH), 124.3 (CH), 125.2 (C), 126.6 (C), 127.1 (CH),
128.6 (CH), 129.2 (2x CH), 131.3 (CH), 132.9 (CH), 136.9 (C), 153.2 (C), 162.2 (C),
163.0 (C), 164.4 (C).

C22H19N505 (401.42) Ber. C,6583 H,477 N,17.45
Gef.. C,6557 H,486 N,17.12

(112) 4-Methoxy-N-(2-(2-(4-methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-
benzamid

O}\O\
OCH;

wurde aus 40 (0.13 g, 0.5 mmol) und 4-Methoxy-benzoylchlorid (0.086 g, 0.5 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (5:2) umkristallisiert (farblose
Né&delchen; 0.14 g, 0.35 mmol, 70 % d. Th.).

Smp.: 164 - 165 °C

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.87 (s, 3H, OCHs3), 3.88 (s, 3H, OCHs3), 7.08 — 7.14
(m, 2H, ArH), 7.19 — 7.25 (m, 2H, ArH), 7.35 — 7.41 (m, 1H, ArH), 7.59 — 7.64 (m, 1H,
ArH), 8.02 — 8.06 (m, 4H, ArH), 8.26 (dd, *Jun = 7.9 Hz, “Juy = 1.5 Hz, 1H, ArH), 8.42
(dd, *Jpn = 8.3 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 10.82 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.5 (CHs), 55.7 (CH3), 113.9 (2x CH), 115.1
(2x CH), 116.8 (C), 121.7 (2x CH), 122.9 (CH), 124.4 (CH), 126.7 (C), 128.7 (CH),
129.3 (2x CH), 129.4 (C), 131.2 (CH), 136.9 (C), 160.5 (C), 162.2 (C), 163.3 (C), 164.6
(C).
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C2H19N505 (401.43) Ber.. C,6583 H, 477 N,17.45
Gef.. C,6533 H,482 N,17.52

(113) N-(2-(2-(3,4-Difluorphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-methoxy-

benzamid
E
NiN:N F
e
NH
o)
OCHj

wurde aus 45 (0.14 g, 0.5 mmol) und 4-Methoxy-benzoylchlorid (0.085 g, 0.5 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:3) umkristallisiert (weiler
Feststoff; 0.16 g, 0.39 mmol, 79 % d. Th.).

Smp.: 164 — 165 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.86 (s, 3H, OCH3), 7.08 — 7.12 (m, 2H, ArH), 7.36
—7.43 (m, 1H, ArH), 7.63 (ddd, Juy = 8.6 Hz, %34y = 7.5 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 2H, ArH),
7.80 (dt, *Jue = 10.1 Hz, Juy = 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.99 — 8.02 (m, 1H, ArH), 8.02 —
8.05 (m, 2H, ArH), 8.16 (ddd, *Jpy = 10.8 Hz, “Jue = 7.0 Hz, “Jun = 2.6 Hz, 1H, ArH),
8.26 (dd, *Jun = 7.9 Hz, “Jpuy = 1.4 Hz, 1H), 8.35 (dd, *Jpn = 8.3 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H),
10.67 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 55.5 (CHs), 110.38 (d, 2Jcr = 22.6 Hz, CH),
113.9 (2x CH), 117.0 (C), 117.22 (dd, *Jcr = 6.9 Hz, “Jcr = 3.5 Hz, CH), 119.20 (d, 2Jcr
= 19.1 Hz, CH), 123.5 (CH), 124.6 (CH), 126.6 (C), 128.9 (CH), 129.3 (2x CH), 131.5
(CH), 132.4 (dd, ®Jcr = 8.7 Hz, “Jcr = 2.8 Hz, C), 137.0 (C), 149.68 (dd, “Jcr = 248.5
Hz, 2Jcr = 13.5 Hz, C), 150.29 (dd, “Jcr = 249.7 Hz, %Jcr = 12.1 Hz, C), 162.2 (C),
163.6 (C), 164.6 (C).

CaiHisFoNsO, (407.38)  Ber..  C,61.92 H,3.71 N, 17.19
Gef. C,61.70 H,377 N,17.05



192 6 Experimentalteil

(114) 4-Methoxy-N-(2-(2-phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

O}\@\
OCH;

wurde aus 42 (0.12 g, 0.5 mmol) und 4-Methoxy-benzoylchlorid (0.086 g, 0.5 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (5:1) umkristallisiert (weiler
Feststoff; 0.089 g, 0.24 mmol, 48 % d. Th.).

Smp.: 195 — 196 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 3.87 (s, 3H, OCHa), 7.08 — 7.12 (m, 2H, ArH), 7.39
(td, 3Jun = 7.6 Hz, *Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.60 — 7.72 (m, 4H, ArH), 8.02 — 8.07 (m,
2H, ArH), 8.09 — 8.14 (m, 2H, ArH), 8.27 (dd, *Jun = 7.9 Hz, *Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH),
8.39 (dd, *Jun = 8.3 Hz, “Jun = 1.0 Hz, 1H, ArH), 10.77 (s, 1H*, NH).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.5 (CHs), 113.9 (2x CH), 116.9 (C), 120.0
(2x CH), 123.2 (CH), 124.5 (CH), 126.7 (C), 128.8 (CH), 129.3 (2x CH), 130.1 (2x
CH), 130.4 (CH), 131.3 (CH), 136.0 (C), 136.9 (C), 162.2 (C), 163.5 (C), 164.6 (C).

C21H17N50, (371.40) Ber. C,6791 H,461 N,18.86
Gef.. C,67.74 H,467 N,19.12

(115) 4-Ethoxy-N-(2-(2-phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid
*@ .

wurde aus 42 (0.12 g, 0.5 mmol) und 4-Ethoxy-benzoylch|orid (0.093 g, 0.5 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:3) umkristallisiert (weiller
Feststoff; 0.17 g, 0.43 mmol, 86 % d. Th.).

Smp.: 150 - 151 °C
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'H-NMR (600 MHz, CDCls) & 1.47 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 3H, CH3), 4.12 (q, *Jun = 7.0 Hz,
2H, CHy), 6.99 — 7.04 (m, 2H, ArH), 7.22 — 7.28 (m, 1H, ArH), 7.53 — 7.64 (m, 4H,
ArH), 8.10 — 8.15 (m, 2H, ArH), 8.18 — 8.23 (m, 2H, ArH), 8.39 (dd, J.y = 7.9 Hz,
*Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.93 (dd, %34y = 8.5 Hz, “Juy = 1.2 Hz, 1H, ArH), 11.42 (s,
1H*, NH).

BC{’H}-NMR (151 MHz, CDCl3) & 14.9 (CHs), 63.9 (CH,), 114.2 (C), 114.6 (2x CH),
120.2 (2x CH), 121.3 (CH), 123.6 (CH), 127.4 (C), 128.9 (CH), 129.6 (2x CH), 130.0
(2x CH), 130.4 (CH), 132.0 (CH), 136.7 (C), 138.2 (C), 162.2 (C), 164.7 (C), 165.7 (C).

C2H19N50; (385.43) Ber.. C,6856 H,497 N,18.17
Gef.. C,68.47 H,503 N,17.93

(116) 3-Methoxy-N-(2-(2-phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

OCH,

wurde aus 42 (0.12 g, 0.5 mmol) und 3-Methoxy-benzoylchlorid (0.086 g, 0.5 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:1) umkristallisiert (weiler
Feststoff; 0.12 g, 0.32 mmol, 64 % d. Th.).

Smp.: 125-127 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.83 (s, 3H, OCHs), 7.20 — 7.24 (m, 1H, ArH), 7.40
— 7.44 (m, 1H, ArH), 7.49 (t, *Ju = 7.9 Hz, 1H, ArH), 7.59 (dd, “Jun = 2.4 Hz, s =
1.7 Hz, 1H, ArH), 7.61 — 7.70 (m, 5H, ArH), 8.08 — 8.12 (m, 2H, ArH), 8.28 (dd, 3Jun =
7.9 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.37 (dd, *Jun = 8.3 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH),
10.81 (s, 1H*, NH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) 8 55.3 (CHg), 112.7 (CH), 117.4 (C), 117.6
(CH), 119.5 (CH), 120.0 (2x CH), 123.4 (CH), 124.9 (CH), 128.9 (CH), 129.8 (CH),
130.1 (2x CH), 130.4 (CH), 131.3 (CH), 136.0 (CH), 136.1 (C), 136.6 (C), 159.4 (C),
163.4 (C), 164.9 (C).

C21H17Ns50, (371.40) Ber. C,6791 H,461 N,18.86
Gef.. C,6831 H,471 N,18.83
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(117) 2-Methoxy-N-(2-(2-phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

wurde aus 42 (0.12 g, 0.5 mmol) und 2-Methoxy-benzoylchlorid (0.086 g, 0.5 mmol)
geméal ASV 6.1.2.8.A hergestellt erhalten und aus EtOH umkristallisiert (farblose
Né&delchen; 0.092 g, 0.25 mmol, 50 % d. Th.).

Smp.: 114 - 115 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.88 (s, 3H, OCHs), 7.12 (td, %34y = 7.7 Hz, *Ju =
1.0 Hz, 1H, ArH), 7.25 (d, *Juy = 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.35 — 7.40 (m, 1H, ArH), 7.56 —
7.71 (m, 5H, ArH), 7.95 (dd, 3Jun = 7.7 Hz, *Jun = 1.8 Hz, 1H, ArH), 8.09 — 8.13 (m,
2H, ArH), 8.20 (dd, %34y = 7.9 Hz, “Jun = 1.4 Hz, 1H, ArH), 8.53 (d, *Jun = 8.3 Hz, 1H,
ArH), 11.22 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 56.0 (CH3), 112.2 (CH), 116.2 (C), 120.1 (2x
CH), 120.8 (CH), 122.5 (C), 123.0 (CH), 124.3 (CH), 129.1 (CH), 130.1 (2x CH), 130.4
(CH), 131.1 (CH), 131.3 (CH), 133.4 (CH), 136.0 (C), 136.6 (C), 156.9 (C), 163.3 (C),
163.7 (C).

CxH1NsO, (371.40)  Ber. C,67.91 H,461 N, 18.86
Gef. C,67.97 H,486 N, 18.46

(118) 2,4-Dimethoxy-N-(2-(2-(4-methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-

benzamid
//N\
"~ /NOOCHa
@ "
NH OCH;

o)
OCH;

wurde aus 40 (0.066 g, 0.25 mmol) und 2,4-Dimethoxy-benzoylchlorid (0.061 g, 0.3
mmol, 1.2 Ag.) gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (5:2)
umkristallisiert (weilBer Feststoff; 0.047 g, 0.12 mmol, 47 % d. Th.).

Smp.: 142 — 144 °C
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.87 (s, 3H, OCHs), 3.88 (s, 3H, OCHs), 3.90 (s,
3H, OCHs), 6.71 (dd, *Jun = 8.6 Hz, “Jun = 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.74 (d, “Jun = 2.3 Hz,
1H, ArH), 7.23 (d, 3Jun = 8.7 Hz, 2H, ArH), 7.34 (t, %Jun = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.59 (t,
33 = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.97 (d, 334y = 8.7 Hz, 1H, ArH), 8.05 (d, *Jun = 8.9 Hz, 2H,
ArH), 8.13 — 8.20 (m, 1H, ArH), 8.54 (d, ®J = 8.4 Hz, 1H, ArH), 11.22 (s, 1H*, NH).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.6 (CHs3), 55.7 (CH3), 56.1 (CHs), 98.4
(CH), 106.2 (CH), 114.5 (C), 115.1 (2x CH), 116.0 (C), 121.9 (2x CH), 123.0 (CH),
124.0 (CH), 129.1 (CH), 129.4 (C), 131.0 (CH), 133.1 (CH), 136.8 (C), 158.7 (C),
160.6 (C), 163.1 (C), 163.2 (C), 163.7 (C).

CxHauNsO, (401.43)  Ber. C,64.03 H,491 N, 16.23
Gef.. C,63.75 H,4.94 N, 16.17

(119) 2,4-Dimethoxy-N-(2-(2-phenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

N,
o
NH OCH,
o)

OCH;4

wurde aus 42 (0.1 g, 0.42 mmol) und 2,4-Dimethoxy-benzoylchlorid (0.1 g, 0.51 mmol,
1.2 Ag.) geméBR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:1) umkristallisiert
(farblose Mikrokristalle; 0.12 g, 0.31 mmol, 60 % d. Th.).

Smp.: 158 — 159 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.87 (s, 3H, OCH3), 3.90 (s, 3H, OCHs3), 6.69 — 6.72
(m, 1H, ArH), 6.74 (d, “Jun = 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.32 — 7.37 (m, 1H, ArH), 7.56 — 7.64
(m, 1H, ArH), 7.63 — 7.73 (m, 3H, ArH), 7.97 (dd, *Jun = 8.6 Hz, *Juy = 0.7 Hz, 1H,
ArH), 8.09 — 8.16 (m, 2H, ArH), 8.18 (dd, *Juy = 7.8 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.54
(d, *Jun = 8.3 Hz, 1H, ArH), 11.20 (s, 1H*, NH).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.6 (CH3), 56.1 (CH3), 98.4 (CH), 106.2
(CH), 114.5 (C), 116.0 (C), 120.1 (2x CH), 123.1 (CH), 124.0 (CH), 129.1 (CH), 130.1
(2x CH), 130.4 (CH), 131.2 (CH), 133.1 (CH), 136.0 (C), 136.8 (C), 158.7 (C), 163.2
(C), 163.3 (C), 163.7 (C).

C2H19N505 (401.43) Ber. C,6583 H,4.77 N, 17.45
Gef.: C,65.47 H,4.80 N, 17.43



196 6 Experimentalteil

(120) 3,4-Dimethoxy-N-(2-(2-(4-trifluormethyl-phenyl)-2H-tetrazol-5-
yl)phenyl)-benzamid

OCH,

OCH,

wurde aus 34 (0.15 g, 0.5 mmol) und 3,4-Dimethoxy-benzoylchlorid (0.10 g, 0.5 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (weiller Feststoff; 0.14
g, 0.30 mmol, 63 % d. Th.).

Smp.: 167 - 168 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.80 (s, 3H, OCHs), 3.86 (s, 3H, OCH3), 7.13 (d,
3Jun = 8.5 Hz, 1H, ArH), 7.40 (td, ®Jun = 7.7 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.59 (d, “Jun
= 2.1 Hz, 1H, ArH), 7.62 — 7.66 (m, 1H, ArH), 7.69 (dd, *Juy = 8.4 Hz, “Juy = 2.1 Hz,
1H, ArH), 8.07 (d, *Jun = 8.6 Hz, 2H, ArH), 8.25 (dd, *Jun = 7.9 Hz, “Jyn = 1.5 Hz, 1H,
ArH), 8.33 (d, *Jun = 8.5 Hz, 2H, ArH), 8.36 (dd, *Juy = 8.3 Hz, *Juy = 0.8 Hz, 1H,
ArH), 10.73 (s, 1H*, NH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.5 (CHs), 55.7 (CHg), 110.8 (CH), 111.2
(CH), 116.9 (C), 120.68 (2x CH), 120.71 (CH), 123.3 (CH), 123.56 (d, “cr = 272.7 Hz,
C), 124.6 (CH), 126.7 (C), 127.44 (d, *Jcr = 3.6 Hz, 2x CH), 129.0 (CH), 130.18 (q,
2Jor = 32.4 Hz, C), 131.5 (CH), 137.0 (C), 138.6 (C), 148.6 (C), 152.0 (C), 163.9 (C),
164.7 (C).

CasH1sFsNsO; (469.42) Ber: C,58.85 H,3.87 N, 14.92
Gef. C,58.69 H,3.94 N,14.75

(121) 3,4-Dimethoxy-N-(2-(2-(4-ethoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-
benzamid

wurde aus 36 (0.14 g, 0.5 mmol) und 3,4-Dimethoxy-benzoylchlorid (0.10 g, 0.5 mmol)
geméall ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (3:2) umkristallisiert (farblose
Né&delchen; 0.14 g, 0.32 mmol, 64 % d. Th.).
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Smp.: 165167 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 1.39 (t, *Juy = 7.0 Hz, 3H, CHj3), 3.84 (s, 3H,
OCHs), 3.89 (s, 3H, OCHg), 4.18 (q, *Jun = 7.0 Hz, 2H, CHy), 7.13 (d, *Jun = 8.4 Hz,
1H, ArH), 7.16 — 7.21 (m, 2H, ArH), 7.33 — 7.39 (m, 1H, ArH), 7.59 — 7.63 (m, 1H,
ArH), 7.63 (d, “Jun = 2.1 Hz, 1H, ArH), 7.70 (dd, *Jun = 8.4 Hz, “Juy = 2.2 Hz, 1H,
ArH), 7.98 — 8.03 (m, 2H, ArH), 8.26 (dd, *Jun = 7.9 Hz, *Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH), 8.48
(dd, *Jun = 8.3 Hz, “Ju = 1.0 Hz, 1H, ArH), 10.82 (s, 1H*, NH).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 14.0 (CHs), 55.57 (CH3), 55.61 (CHs), 63.6
(CH,), 111.2 (CH), 111.5 (CH), 115.4 (2x CH), 116.2 (C), 120.5 (CH), 121.5 (2x CH),
122.3 (CH), 123.9 (CH), 126.9 (C), 128.4 (CH), 129.1 (C), 130.8 (CH), 136.8 (C),
148.6 (C), 152.0 (C), 159.7 (C), 163.1 (C), 164.3 (C).

C24H23N50,4 (445.47) Ber.. C,64.71 H,520 N, 15.72
Gef.. C,64.41 H,5.29 N, 15.68

(122) 3,4-Dimethoxy-N-(2-(2-(4-(methylthio)phenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-

benzamid
=N,
N /N@SCHg
o
NH

OCH,

OCH,

wurde aus 37 (0.14 g, 0.49 mmol) und 3,4-Dimethoxy-benzoylchlorid (0.10 g, 0.49
mmol) gemédlR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (2:1) umkristallisiert
(weiler Feststoff; 0.14 g, 0.31 mmol, 64 % d. Th.).

Smp.: 166 — 168 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 2.58 (s, 3H, SCH3), 3.82 (s, 3H, OCH3), 3.87 (s, 3H,
OCHs), 7.14 (d, 3Jun = 8.5 Hz, 1H, ArH), 7.36 — 7.41 (m, 1H, ArH), 7.50 — 7.54 (m,
2H, ArH), 7.59 — 7.65 (m, 2H, ArH), 7.70 (dd, *Jun = 8.4 Hz, *Jun = 2.1 Hz, 1H, ArH),
8.01 — 8.05 (m, 2H, ArH), 8.25 (dd, *Juy = 7.8 Hz, “Juy = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.40 (d,
3Jun = 8.2 Hz, 1H, ArH), 10.81 (s, 1H*, NH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 14.4 (CHs), 55.5 (CHg), 55.7 (CHs), 110.8
(CH), 111.2 (CH), 116.9 (C), 120.4 (2x CH), 120.7 (CH), 123.0 (CH), 124.5 (CH),
126.6 (2x CH), 126.8 (C), 128.8 (CH), 131.3 (CH), 132.8 (C), 137.0 (C), 141.7 (C),
148.6 (C), 152.0 (C), 163.4 (C), 164.7 (C).

C23H21N505S (447.51) Ber.. C,61.73 H,4.73 N, 15.65
Gef.. C,61.86 H,4.75 N, 15.40
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(123) 3,4-Dimethoxy-N-(2-(2-(4-methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-
benzamid

o)\@ocm
OCHj,4
wurde aus 40 (0.30 g, 1.12 mmol) und 3,4-Dimethoxy-benzoylchlorid (0.23 ¢, 1.12

mmol) gemé&lR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (1:1) umkristallisiert
(weiBer Feststoff; 0.44 g, 0.81 mmol, 72 % d. Th.).

Smp.: 150 - 151 °C

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.82 (s, 3H, OCHs), 3.869 (s, 3H, OCH3), 3.873 (s,
3H, OCH3), 7.13 (d, ®Jun = 8.5 Hz, 1H, ArH), 7.18 — 7.23 (m, 2H, ArH), 7.37 (td, Ju4
= 7.8 Hz, “Jyn = 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.59 — 7.64 (m, 2H, ArH), 7.70 (dd, *Juy = 8.4 Hz,
*Jun = 2.1 Hz, 1H, ArH), 8.00 — 8.05 (m, 2H, ArH), 8.25 (dd, *Jun = 7.9 Hz, “Jpn = 1.5
Hz, 1H, ArH), 8.41 — 8.45 (m, 1H, ArH), 10.86 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.5 (CH3), 55.7 (2x CHs), 110.8 (CH), 111.2
(CH), 115.1 (2x CH), 116.7 (C), 120.7 (CH), 121.7 (2x CH), 122.8 (CH), 124.4 (CH),
126.8 (C), 128.8 (CH), 129.4 (C), 131.2 (CH), 136.9 (C), 148.6 (C), 152.0 (C), 160.6
(C), 163.3 (C), 164.6 (C).

CsHxuNsO, (431.41)  Ber. C,64.03 H,491 N, 16.23
Gef. C,63.90 H,486 N,16.17

(124) 3,4-Dimethoxy-N-(2-(2-phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

o)\@ocm

OCHjs
wurde aus 42 (0.12 g, 0.5 mmol) und 3,4-Dimethoxy-benzoylchlorid (0.1 g, 0.5 mmol)
geméall ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (1:1) umkristallisiert (farblose

Plattchen; 0.16 g, 0.38 mmol, 76 % d. Th.).

Smp.: 171173 °C (2)
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'H-NMR (600 MHz, CDCls) & 3.98 (s, 3H, OCH3), 4.03 (s, 3H, OCH3), 7.01 (d, 33 =
8.3 Hz, 1H, ArH), 7.23 — 7.30 (m, 1H, ArH), 7.54 — 7.65 (m, 4H, ArH), 7.77 (d, *Jun =
2.1 Hz, 1H, ArH), 7.82 (dd, Juy = 8.3 Hz, “Juy = 2.0 Hz, 1H, ArH), 8.18 — 8.23 (m,
2H, ArH), 8.39 (dd, 3Jun = 7.9 Hz, *Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.95 (d, *Juy = 8.2 Hz, 1H,
ArH), 11.58 (s, 1H*, NH).

BC{’H}-NMR (151 MHz, CDCls) & 56.23 (CHs), 56.24 (CH3), 110.7 (CH), 110.9
(CH), 114.2 (C), 120.2 (2x CH), 120.8 (CH), 121.2 (CH), 123.6 (CH), 127.9 (C), 128.8
(CH), 130.0 (2x CH), 130.4 (CH), 132.0 (CH), 136.7 (C), 138.2 (C), 149.2 (C), 152.3
(C), 164.8 (C), 165.6 (C).

C2H19N5O3 (40143) Ber.: C, 65.83 H, 4.77 N, 17.45
Gef.. C,65.79 H,4.83 N, 17.53

(125) N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzo[d][1,3]dioxol-5-

carboxamid
=N,
@ "
NH
o)
ﬁ >
o

wurde aus 42 (0.12 g, 0.5 mmol) und Piperonylsaurechlorid (0.095 g, 0.5 mmol) gemaR
ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (2:1) umkristallisiert (farblose
Mikrokristalle; 0.16 g, 0.41 mmol, 82 % d. Th.).

Smp.: 157 - 158 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 6.17 (s, 2H, CH>), 7.09 (d, *Jun = 8.1 Hz, 1H, ArH),
7.38 — 7.42 (m, 1H, ArH), 7.58 (d, “Jun = 1.8 Hz, 1H, ArH), 7.60 — 7.72 (m, 5H, ArH),
8.10 — 8.15 (m, 2H, ArH), 8.27 (dd, *Jun = 7.9 Hz, “Juy = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.35 (dd,
3Jun = 8.3 Hz, *Juy = 1.2 Hz, 1H, ArH), 10.68 (s, 1H*, NH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) § 102.0 (CH,), 107.3 (CH), 108.1 (CH), 117.2
(C), 119.9 (2x CH), 122.7 (CH), 123.3 (CH), 124.6 (CH), 128.5 (C), 128.9 (CH), 130.1
(2x CH), 130.4 (CH), 131.3 (CH), 136.0 (C), 136.7 (C), 147.7 (C), 150.4 (C), 163.4 (C),
164.3 (C).

C21H15N505 (385.38) Ber.. C,6545 H,3.92 N, 18.17
Gef.. C,6543 H,431 N, 17.87
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(126) N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-2,3-
dihydrobenzo[b][1,4]dioxin-6-carboxamid

20
N
CL.
OO
o)
wurde aus 42 (0.12 g, 0.5 mmol) und 1,4-Benzodioxan-6-carbonsaurechlorid (0.1 g, 0.5

mmol) gemé&lR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (1:1) umkristallisiert
(weilBer Feststoff; 0.14 g, 0.35 mmol, 71 % d. Th.).

Smp.: 129 -130 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 4.31 — 4.37 (m, 4H, 2x CH,), 7.03 (d, *Jun = 8.4 Hz,
1H, ArH), 7.35 — 7.43 (m, 1H, ArH), 7.56 — 7.72 (m, 6H, ArH), 8.11 — 8.15 (m, 2H,
ArH), 8.28 (dd, *Jun = 7.9 Hz, *Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.39 (dd, *Juy = 8.3 Hz, “Jun =
1.1 Hz, 1H, ArH), 10.71 (s, 1H*, NH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 64.0 (CH), 64.4 (CH,), 116.3 (CH), 116.9 (C),
117.1 (CH), 120.0 (2x CH), 121.0 (CH), 123.1 (CH), 124.5 (CH), 127.4 (C), 128.8
(CH), 130.1 (2x CH), 130.4 (CH), 131.3 (CH), 136.0 (C), 136.8 (C), 143.2 (C), 146.7
(C), 163.4 (C), 164.3 (C).

CpH17Ns03 (399.41)  Ber.: C,66.16 H,429 N,17.53
Ber.*H,0  C,63.30 H,459 N, 16.78
Gef.: C,6327 H,478 N,16.43

(127) N-(2-(2-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

N,
N N OCH;
N
OCH;
NH

wurde aus 44 (0.1 g, 0.34 mmol) und Benzoylchlorid (0.048 g, 0.34 mmol) geméalR ASV
6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:1) umkristallisiert (weiler Feststoff; 0.12
g, 0.29 mmol, 85 % d. Th.).

Smp.: 156 — 157 °C
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.78 (s, 3H, OCH3), 3.87 (s, 3H, OCH3), 7.21 (d,
3Jun = 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.41 (td, *Juy = 7.6 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H), 7.54 — 7.69 (m,
6H, ArH), 8.05 — 8.09 (m, 2H, ArH), 8.28 (dd, *Jun = 7.9 Hz, *Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH),
8.34 (dd, Jun = 8.3 Hz, “Jun = 1.0 Hz, 1H, ArH), 10.85 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 55.8 (CHs), 55.9 (CHs), 104.0 (CH), 112.0
(CH), 112.4 (CH), 117.6 (C), 123.6 (CH), 124.8 (CH), 127.4 (2x CH), 128.7 (2x CH),
128.9 (CH), 129.3 (C), 131.2 (CH), 132.0 (CH), 134.6 (C), 136.6 (C), 149.4 (C), 150.3
(C), 163.2 (C), 165.1 (C).

C2H19N505 (401.43) Ber.. C,6583 H, 477 N,17.45
Gef.. C,6553 H,480 N,17.31

(128) N-(2-(2-(3,4-Difluorphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

O)\C* N
L
wurde aus 45 (0.067 g, 0.25 mmol) und Benzoylchlorid (0.036 g, 0.25 mmol) gemaR
ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (5:1) umkristallisiert (weiller Feststoff;
0.077 g, 0.20 mmol, 82 % d. Th.).

Smp.: 160 - 161 °C

'H-NMR (600 MHz, CDCls) & 7.28 (t, 3Jun = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.42 (td, %34 = 9.2
Hz, 334y = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.54 — 7.64 (m, 4H), 7.99 — 8.03 (m, 1H, ArH), 8.09 (ddd,
3Jur = 10.2 Hz, “3ue = 6.8 Hz, “Jun = 2.6 Hz, 1H, ArH), 8.15 (d, 3Jun = 7.1 Hz, 2H,
ArH), 8.37 (dd, *Jun = 7.9 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.94 (d, *Juy = 8.4 Hz, 1H,
ArH), 11.42 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, CDCls) § 110.32 (d, 2¢e = 22.7 Hz, CH), 114.0 (C), 116.36
(dd, Jcr = 6.8 Hz, “Jcr = 3.9 Hz, CH), 118.81 (d, %Jcr = 18.9 Hz, CH), 121.5 (CH),
124.0 (CH), 127.6 (2x CH), 128.9 (CH), 129.0 (2x CH), 132.2 (CH), 132.3 (CH),
132.72 (dd, %Jce = 8.1 Hz, “Jcr = 3.5 Hz, C), 137.9 (C), 150.82 (dd, *Jcr = 252.4 Hz,
2Jcr = 13.7 Hz, C), 151.40 (dd, “Jcr = 253.9 Hz, e = 12.4 Hz, C), 165.0 (C); Signale
flir das Tetrazol-C und Phenyl-C fehlen.

CooH13F2NsO (377.35)  Ber.. C,63.66 H,3.47 N, 18.56
Gef.. C,64.00 H,3.68 N,18.43
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(129) N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

wurde aus 42 (0.15 g, 0.63 mmol) und Benzoylchlorid (0.090 g, 0.63 mmol) geméR
ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:1) umkristallisiert (weil3er Feststoff;
0.13 g, 0.38 mmol, 61 % d. Th.).

Smp.: 133-134 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.40 — 7.44 (m, 1H, ArH), 7.55 — 7.60 (m, 2H,
ArH), 7.61 — 7.71 (m, 5H, ArH), 8.05 — 8.13 (m, 4H, ArH), 8.28 (dd, *Ju = 7.9 Hz,
“Jan = 1.5 Hz, 1H, ArH), 8.37 (dd, 3Jun = 8.3 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 10.84 (s,
1H*, NH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) § 117.4 (C), 119.9 (2x CH), 123.5 (CH), 124.8
(CH), 127.4 (CH), 128.7 (2x CH), 128.9 (2x CH), 130.1 (2x CH), 130.4 (CH), 131.3
(CH), 132.0 (CH), 134.6 (C), 136.0 (C), 136.7 (C), 163.4 (C), 165.2 (C).

CaoH1sN5O (341.37) Ber. C,70.37 H,4.43 N, 2052
Gef. C,69.98 H,4.69 N,20.44

6.1.3.7 Testsubstanzen mit substituierten Alicyclen

(130) N-(2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-
cyclohexancarboxamid

wurde aus 40 (0.066 g, 0.25 mmol) und Cyclohexansaurechlorid (0.037 g, 0.25 mmol)
gemdl ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (farblose
Mikrokristalle; 0.066 g, 0.17 mmol, 70 % d. Th.).

Smp.: 137 -138 °C
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'H-NMR (600 MHz, CDCl3) & 1.27 — 1.34 (m, 1H, CH), 1.34 — 1.43 (m, 2H, CH>),
1.59 — 1.68 (m, 2H, CH,), 1.71 — 1.78 (m, 1H, CH), 1.83 — 1.91 (m, 2H, CH,), 2.06 —
2.13 (m, 2H, CHy), 2.38 — 2.48 (m, 1H, CH,), 3.90 — 3.94 (m, 3H, OCHs), 7.05 — 7.13
(m, 2H, ArH), 7.21 (t, *Jun = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.49 (t, *Jun = 7.9 Hz, 1H, ArH), 8.12
(dd, *Jun = 8.8 Hz, “Jun = 1.5 Hz, 2H, ArH), 8.32 (d, *Jun = 7.8 Hz, 1H, ArH), 8.75 (d,
Jun = 8.4 Hz, 1H, ArH), 10.71 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, CDCls) § 25.97 (2x CH,), 25.98 (CH,), 29.9 (2x CH,), 47.5
(CH), 55.9 (CHs), 114.2 (C), 115.0 (2x CH), 121.3 (2x CH), 121.7 (CH), 123.4 (CH),
128.7 (CH), 130.2 (C), 131.7 (CH), 137.9 (C), 161.1 (C), 164.4 (C), 175.4 (C).

C21H23N50, (377.45) Ber. C,66.83 H,6.14 N, 1855
Gef.. C,6655 H,6.14 N,18.33

(131) N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-cyclohexancarboxamid

wurde aus 42 (0.066 g, 0.28 mmol) und Cyclohexanséaurechlorid (0.042 g, 0.28 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (farblose
Mikrokristalle; 0.024 g, 0.07 mmol, 25 % d. Th.).

Smp.: 122 - 123 °C

'H-NMR (600 MHz, CDCl3) 6 1.28 — 1.35 (m, 1H, CH), 1.34 — 1.45 (m, 2H, CH,),
1.60 — 1.69 (m, 2H, CH,), 1.71 — 1.79 (m, 1H, CH), 1.84 — 1.92 (m, 2H, CH,), 2.05 —
2.15 (m, 2H, CH,), 2.39 — 2.49 (m, 1H, CH), 7.22 (td, *Jun = 7.6 Hz, “Juy = 1.2 Hz, 1H,
ArH), 7.48 — 7.53 (m, 1H, ArH), 7.54 — 7.59 (m, 1H, ArH), 7.59 — 7.66 (m, 2H, ArH),
8.21 (dd, 3Jun = 7.4 Hz, “Jun = 1.5 Hz, 2H, ArH), 8.34 (dd, %Juy = 7.9 Hz, 0y = 1.6
Hz, 1H, ArH), 8.75 (dd, *Jun = 8.5 Hz, *Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 10.67 (s, 1H*, NH).

BCL'H}-NMR (151 MHz, CDCl3) 5 25.96 (2x CHy), 25.97 (CH,), 29.9 (2x CH,), 47.5
(CH), 114.0 (C), 120.1 (2x CH), 121.4 (CH), 123.5 (CH), 128.8 (CH), 130.0 (2x CH),
130.3 (CH), 131.8 (CH), 136.7 (C), 137.9 (C), 164.7 (C), 175.4 (C).

C20H21N50 (347.42) Ber. C,69.14 H,6.09 N, 20.16
Gef.: C,69.07 H,5.80 N, 20.12
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(132) N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-adamantan-1-carboxamid

ist in der AG Scholz (Pharmazeutisches Institut, Universitdt Bonn) aus 40 (0.050 g, 0.21
mmol) und Adamatan-1-carbonsaurechlorid (0.042 g, 0.21 mmol) gemaR ASV
6.1.2.8.A dargestellt und aus EtOH umkristallisiert worden (weiBer Feststoff; 0.051 g,
0.13 mmol, 61 % d. Th.). Die spektroskopische Charakterisierung erfolgte in der AG
Scholz.

Smp.: 158 — 159 °C

'H-NMR (600 MHz, CDCls) & 1.80 (s, 6H, CHy), 2.11 (s, 6H, CHy), 2.13 (s, 3H, CH),
7.22 (t, *Jun = 7.5 Hz, 1H, ArH), 7.50 (t, *Jun = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.56 (t, 334y = 7.4
Hz, 1H, ArH), 7.58 — 7.67 (m, 2H, ArH), 8.22 (dd, *Juy = 7.8 Hz, *J = 1.7 Hz, 2H,
ArH), 8.35 (dd, ®Juy = 7.9 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.80 (d, *Jun = 8.4 Hz, 1H,
ArH), 10.64 (s, 1H*, NH).

BC{'H}-NMR (151 MHz, CDCls) § 28.4 (3x CH), 36.7 (3x CH,), 39.5 (3x CH,), 42.5
(C), 114.3 (C), 120.2 (2x CH), 121.5 (CH), 123.5 (CH), 128.9 (CH), 130.0 (2x CH),
130.3 (CH), 131.8 (C), 136.7 (C), 138.0 (C), 164.6 (C), 177.6 (C).

Reinheit (LC-DAD/MS): > 98 %

HR-ESI*-MS Ber. fiir Co4HzNsO [M+H]"™ : 400.2137
Gef. ; 400.2121

(133) N-(2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-1,7-dicarba-closo-
dodecaboran-1-carboxamid
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ist in der AG Scholz (Pharmazeutisches Institut, Universitat Bonn) aus 40 (0.056 g, 0.21
mmol) und m-Carboran-1-carbonséurechlorid (0.043 g, 0.21 mmol) gemal ASV
6.1.2.8.A dargestellt und sdaulenchromatographisch isoliert worden (weiller Feststoff;
0.058 g, 0.13 mmol, 63 % d. Th.). Die spektroskopische Charakterisierung erfolgte in
der AG Scholz.

Smp.: 187 °C

'H-NMR (600 MHz, CDCl3) & 1.73 — 3.71 (m, 10H, B¢pH), 3.09 (s, 1H, CepH), 3.92 (5,
3H, OCHs), 7.10 (m, 2H, ArH), 7.29 (td, 3Jun = 7.6 Hz, *Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.49
(m, 1H, ArH), 8.13 — 8.17 (m, 2H, ArH), 8.37 (dd, *Juy = 7.9 Hz, *Jun = 1.6 Hz, 1H,
ArH), 8.56 (dd, *Jun = 8.5 Hz, “Jun = 1.0 Hz, 1H), 10.75 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, CDCls)  55.0 (CH), 55.9 (CHs), 77.1 (C), 115.0 (2x CH),
115.4 (C), 121.5 (CH), 121.8 (2x CH), 125.0 (CH), 129.0 (CH), 130.1 (C), 131.6 (CH),
136.2 (C), 159.4 (C), 161.1 (C), 163.5 (C).

“B-NMR (193 MHz, CDCls3) & -15.8 (d, 'Jgn = 187.3 Hz, 2B, BH), -13.5 (d, gy =
168.7 Hz, 1B, BH), -12.6 —-9.8 (m, 3B, BH), -7.5 (d, *Jsy = 156.2 Hz, 1B, BH), -5.8 (d,
Jgn = 170.1 Hz, 2B, BH).*

Reinheit (LC-DAD/MS): > 99 %

HR-ESI*-MS  Ber. fiir C17H»3B1oNsO, [M+H]* :  438.2933, 439.2897**
Gef. © 438.2887, 439.2847**

*  Boratomanzahl wegen breiter Signale nicht eindeutig bestimmbar
** |sotopengemisch (bedingt durch chargenabhéngigen héheren Anteil an 'B)

(134) N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-1,7-dicarba-closo-decaboran-1-
carboxamid

O)\@
® =BH

ist in der AG Scholz (Pharmazeutisches Institut, Univ. Bonn) aus 42 (0.050 g, 0.21
mmol) und m-Carboran-1-carbonséurechlorid (0.043 g, 0.21 mmol) gemal ASV
6.1.2.8.A dargestellt und sdulenchromatographisch isoliert worden (weiller Feststoff;
0.067 g, 0.16 mmol, 78 % d. Th.). Die spektroskopische Charakterisierung erfolgte in
der AG Scholz.

Smp.: 170 °C
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'H-NMR (600 MHz, CDCls) & 1.70 — 3.77 (m, 10H, BcyH), 3.10 (s, 1H, CepH), 7.30
(td, *Jun = 7.6 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.48 — 7.52 (m, 1H, ArH), 7.55 — 7.58 (m,
1H, ArH), 7.60 — 7.66 (m, 2H, ArH), 8.23 — 8.27 (m, 2H, ArH), 8.39 (dd, 3Jun = 7.9 Hz,
*Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.56 (dd, *Ju = 8.5 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 10.72 (s,
1H*, NH).

BC{’H}-NMR (151 MHz, CDCl3) & 55.0 (CH), 77.0 (C), 115.3 (C), 120.3 (2x CH),
121.6 (CH), 125.0 (CH), 129.1 (CH), 130.0 (2x CH), 130.4 (CH), 131.8 (CH), 136.2
(C), 136.6 (C), 159.4 (C), 163.7 (C).

UB-NMR (193 MHz, CDCls) & -15.4 (d, *Jgy = 187.2 Hz, 2B, BH), -13.1 (d, “Jg =
168.6 Hz, 2B, BH), -12.1 —-9.4 (m, 3B, BH), -7.2 (d, “Jgn = 160.5 Hz, 1B, BH), -5.4 (d,
1Jgr = 168.7 Hz, 2B, BH).*

Reinheit (LC-DAD/MS): > 98 %

HR-ESI"-MS  Ber. fiir CigH2B1oNsO [M+H]"  :  408.2828, 409.2791**
Gef. . 408.2758, 409.2734**

* Boratomanzahl wegen breiter Signale nicht eindeutig bestimmbar
** |sotopengemisch (bedingt durch chargenabhangigen héheren Anteil an 'B)

(135) N-(2-(2-(6-Methoxypyridin-3-yl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-
trifluormethyl-benzamid

NN
o
NH

. CX
O/

CF;

wurde aus 48 (0.13 g, 0.5 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.11 g, 0.5
mmol) gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:3) umkristallisiert
(gelblicher Feststoff; 0.14 g, 0.32 mmol, 65 % d. Th.).

Smp.: 163 -165 °C

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 3.96 (s, 1H, OCH3), 7.10 (dd, *Jun = 9.0 Hz, “Juy =
0.7 Hz, 1H, ArH), 7.46 (td, *Jun = 7.6 Hz, *Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.64 — 7.68 (m, 1H,
ArH), 7.94 (d, *Jun = 8.1 Hz, 2H, ArH), 8.18 — 8.26 (m, 4H, ArH), 8.35 (dd, *Juy = 8.9
Hz, “Jun = 2.8 Hz, 1H, ArH), 8.83 (dd, “Jun = 2.8 Hz, *Jun = 0.7 Hz, 1H, ArH), 10.87
(s, IH*, NH).
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BC{*H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 54.0 (CHs), 111.7 (CH), 118.6 (C), 123.81 (d,
YJer = 272.5 Hz, C), 124.5 (CH), 125.6 (CH), 125.64 (q, *Jcr = 3.6 Hz, 2x CH), 127.9
(C), 128.3 (CH), 129.1 (CH), 131.4 (CH), 131.67 (d, “Jcr = 31.9 Hz, C), 131.7 (CH),
136.1 (CH), 138.4 (C), 139.0 (CH), 163.4 (C), 164.2 (C); Signal des Carbonyl-C fehlt.

C2o1H1sF3NgO, (440.39) Ber.: C,57.27 H,3.43 N, 19.08
Gef.. C,5755 H,3.72 N,19.20

(136) 4-Methoxy-N-(2-(2-(6-methoxypyridin-3-yl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-

benzamid
NiN:N@OCHe,
O\/w N
NH
o)\©
OCHj

wurde aus 48 (0.13 g, 0.5 mmol) und 4-Methoxy-benzoylchlorid (0.086 g, 0.5 mmol)
geméal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (5:2) umkristallisiert (graulicher
Feststoff; 0.055 g, 0.14 mmol, 28 % d. Th.).

Smp.: 138 - 140 °C

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 3.86 (s, 3H, OCH3), 3.98 (s, 3H, OCHs), 7.08 — 7.12
(m, 2H, ArH), 7.15 (dd, *Jun = 8.9 Hz, “Juy = 0.7 Hz, 1H, ArH), 7.38 (td, *Jun = 7.6 Hz,
*Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.60 — 7.64 (m, 1H, ArH), 8.01 — 8.05 (m, 2H, ArH), 8.25 (dd,
3Jun = 7.8 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.38 — 8.42 (m, 2H, ArH), 8.90 (dd, “Jyn = 2.8
Hz, °Jun = 0.7 Hz, 1H, ArH), 10.77 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 54.1 (CHs), 55.5 (CHs), 111.7 (CH), 113.9 (2x
CH), 116.7 (C), 123.0 (CH), 124.4 (CH), 126.6 (C), 127.9 (C), 128.8 (CH), 129.3 (2x
CH), 131.4 (CH), 131.8 (CH), 136.9 (C), 139.2 (CH), 162.2 (C), 163.6 (C), 164.3 (C),
164.6 (C).

C21H1sNgO3 (402.41) Ber. C,62.68 H,451 N, 20.88
Gef.: C,6250 H,451 N,21.26
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(137) N-(2-(2-(6-Methoxypyridin-3-yl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

NN
o
NH

0]

wurde aus 48 (0.13 g, 0.5 mmol) und Benzoylchlorid (0.07 g, 0.5 mmol) gemal ASV
6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (graulich-weil3e Mikrokristalle; 0.13
g, 0.34 mmol, 69 % d. Th.).

Smp.: 147 - 148 °C

'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg) & 3.97 (s, 3H, OCHs), 7.13 (d, %34y = 9.0 Hz, 1H,
ArH), 7.41 (td, *Jun = 7.6 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.57 (t, ®Jun = 7.7 Hz, 2H,
ArH), 7.61 — 7.68 (m, 2H, ArH), 8.03 — 8.08 (m, 2H, ArH), 8.26 (dd, ®Juy = 7.8 Hz,
*Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.36 — 8.40 (m, 2H, ArH), 8.91 (d, “Jun = 2.7 Hz, 1H, ArH),
10.85 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 54.1 (CH3), 111.7 (CH), 117.2 (C), 123.4
(CH), 124.8 (CH), 127.3 (2x CH), 127.9 (C), 128.7 (2x CH), 128.9 (CH), 131.4 (CH),
131.8 (CH), 132.0 (CH), 134.5 (C), 136.6 (C), 139.1 (CH), 163.5 (C), 164.2 (C), 165.1
(©).

C20H16N6O- (372.39) Ber. C,6451 H,433 N,2257
Gef.. C,6431 H,457 N,2233

(138) N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-picolinamid

\NgZ

wurde aus 42 (0.137 g, 0.5 mmol) und 2-Pyridincarbonsdure (0.062 g, 0.5 mmol) gemaR
ASV 6.1.2.8.B hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (farblose Mikrokristalle; 0.10
g, 0.30 mmol, 60 % d. Th.).

Smp.: 196 — 197 °C (2)
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'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg) & 7.39 (td, *Jun = 7.6 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH),
7.63 — 7.71 (m, 2H, ArH), 7.74 — 7.78 (m, 1H, ArH), 7.79 — 7.83 (m, 2H, ArH), 8.13
(td, 3Jun = 7.7 Hz, “Juy = 1.7 Hz, 1H, ArH), 8.26 (dt, *Juy = 7.8 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H,
ArH), 8.37 — 8.43 (m, 3H, ArH), 8.82 (dt, *Jyn = 4.7 Hz, “Juy = 1.3 Hz, 1H, ArH), 8.84
—8.87 (M, 1H, ArH), 12.39 (s, 1H*, NH).

BC{!H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 115.0 (C), 119.8 (2x CH), 121.2 (CH), 122.8
(CH), 124.4 (CH), 127.7 (CH), 128.9 (CH), 130.4 (2x CH), 130.5 (CH), 131.8 (CH),
136.2 (C), 136.4 (C), 138.6 (CH), 148.7 (CH), 149.6 (C), 162.8 (C), 163.0 (C).

C19H14N6O (342.36) Ber.. C,66.66 H,412 N,24.55
Gef.. C,66.55 H,393 N,24.38

(139) N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-nicotinamid

wurde aus 42 (0.066 g, 0.28 mmol) und 3-Pyridincarbonséure-hydrochlorid (0.050 g,
0.28 mmol) in Gegenwart von Triethylamin (0.12 ml, 0.84 mmol, 3 Aq.) gemaR ASV
6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (farblose Mikrokristalle; 0.046 g,
0.13 mmol, 48 % d. Th.).

Smp.: 152 -153 °C

'H-NMR (600 MHz, CDCls) & 7.31 (td, *Jun = 7.6 Hz, *Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.53 —
7.66 (m, 5H, ArH), 8.18 — 8.24 (m, 2H, ArH), 8.40 (dd, Juy = 7.9 Hz, *Jun = 1.6 Hz,
1H, ArH), 8.51 (dt, 3Juy = 8.0 Hz, *Jun = 1.9 Hz, 1H, ArH), 8.81 — 8.88 (m, 2H, ArH),
8.91 (dd, Juy = 8.4 Hz, “Jyn = 1.1 Hz, 1H, ArH), 9.45 (s, 1H, ArH), 11.75 (s, 1H*,
NH).

BC{H}-NMR (151 MHz, CDCls) § 114.5 (C), 120.2 (2x CH), 121.4 (CH), 124.0
(CH), 124.4 (CH), 128.9 (CH), 130.1 (2x CH), 130.5 (CH), 131.3 (C), 132.1 (CH),
136.1 (CH), 136.6 (C), 137.4 (C), 148.5 (CH), 152.0 (CH), 163.8 (C), 164.6 (C).

C1oH14NgO (342.36) Ber. C,66.66 H,4.12 N, 2455
Gef. C,66.72 H,3.95 N,24.53
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(140) N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-isonicotinamid

wurde hergestellt, indem nach Aktivierung®*®! der Isonicotinsaure (0.050 g, 0.41 mmol,
1 Aq.) in trockenem THF (5 ml) mit Carbonyldiimidazol (0.086 g, 0.53 mmol, 1.3 Aq.)
eine Losung von 42 (0.097 g, 0.41 mmol, 1 Ag.) in trocknem THF (5 ml) und
Diisopropylethylamin (0.15 ml, 0.86 mmol, 2.1 Ag.) hinzugefiigt wurde. Das
Reaktionsgemisch wurde bis zur vollstandigen Umsetzung unter Rickfluss erhitzt und
anschlieBend auf Wasser gegeben. Das ausgefallene Produkt wurde abfiltriert und aus
EtOH umkristallisiert (weiRer Feststoff; 0.11 g, 0.33 mmol, 80 % d. Th.).

Smp.: 182 - 183 °C

'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg) & 7.48 (td, *Jun = 7.6 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH),
7.61 — 7.70 (m, 4H, ArH), 7.93 — 7.96 (m, 2H, ArH), 8.06 — 8.10 (m, 2H, ArH), 8.18
(dd, 34y = 8.2 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 8.26 (dd, *Jun = 7.8 Hz, “Jun = 1.4 Hz, 1H,
ArH), 8.80 — 8.86 (m, 2H, ArH), 10.89 (s, 1H*, NH).

BC{!H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 118.9 (C), 119.8 (2x CH), 121.3 (2x CH),
124.7 (CH), 125.8 (CH), 129.1 (CH), 130.1 (CH), 130.4 (2x CH), 131.3 (CH), 135.9
(C), 136.0 (C), 141.5 (C), 150.5 (2x CH), 163.3 (C), 163.8 (C).

C19H14N6O (342.36) Ber.. C,66.66 H,4.12 N, 2455
Gef.. C,66.31 H,391 N,2432

(141) N-(2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-pyrazin-2-

carboxamid
=N,
"~ /NOOCHe,

d "
NH

O%\[N\

»

N

wurde aus 40 (0.066 g, 0.25 mmol, 1 Ag.) und Pyrazincarbonséure (0.062 g, 0.5 mmol,

2 Ag.) gemaB ASV 6.1.2.8.B hergestellt und aus EtOH/THF (5:6) umkristallisiert
(gelblicher Feststoff; 0.035 g, 0.094 mmol, 38 % d. Th.).

Smp.: 216 — 217 °C (2)
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'H-NMR (600 MHz, CDCls) & 3.94 (s, 3H, OCHa), 7.10 — 7.14 (m, 2H, ArH), 7.31 —
7.35 (m, 1H), 7.57 — 7.61 (m, 1H, ArH), 8.26 — 8.31 (m, 2H, ArH), 8.45 (dd, 3Ju4 = 7.8
Hz, “Ju = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.69 (s, 1H, ArH), 8.85 (s, 1H, ArH), 8.96 (dd, *Ju = 8.4
Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 9.57 (s, 1H, ArH), 12.49 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, CDCls) § 55.9 (CH3), 114.9 (2x CH), 115.6 (C), 121.56 (2x
CH), 121.57 (CH), 124.6 (CH), 129.1 (CH), 130.4 (C), 131.7 (CH), 136.5 (C), 142.7
(CH), 145.3 (CH), 145.5 (C), 147.5 (CH), 160.9 (C), 162.1 (C), 163.7 (C).

C19H15N702 (37338) Ber.: C, 61.12 H, 4.05 N, 26.26
Gef.. C,61.15 H,4.14 N, 26.44

(142) N-(2-(2-(2-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-2-
thenoesdureamid

wurde aus 38 (0.066 g, 0.25 mmol) und 2-Thenoesaurechlorid (0.037 g, 0.25 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:1) umkristallisiert (weier
Feststoff; 0.041 g, 0.11 mmol, 44 % d. Th.).

Smp.: 171 - 172 °C (2)

'"H-NMR (500 MHz, CDCl5) & 3.88 (s, 3H, OCH3), 7.10 — 7.14 (m, 1H, HetH), 7.15 —
7.21 (m, 2H, ArH), 7.23 — 7.28 (m, 1H, ArH), 7.52 — 7.58 (m, 2H, ArH), 7.58 — 7.63
(m, 1H, ArH), 7.62 — 7.68 (m, 1H, HetH), 7.94 (dt, *Juy = 3.8 Hz, “Juy = 1.1 Hz, 1H,
HetH), 8.38 (dt, *Jun = 7.9 Hz, “Jun = 1.3 Hz, 1H, ArH), 8.87 (dd, *Juy = 8.5 Hz, “Jup =
1.2 Hz, 1H, ArH), 11.64 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, CDCls) 56.4 (CH3), 112.9 (CH), 114.3 (C), 121.0 (CH),
121.1 (CH), 123.8 (CH), 126.1 (C), 127.1 (CH), 127.9 (CH), 128.6 (CH), 128.8 (CH),
131.3 (CH), 131.8 (CH), 132.6 (CH), 137.7 (C), 140.9 (C), 153.6 (C), 160.6 (C), 164.3
(C).

CioH1sNsO,S (377.42)  Ber. C,6047 H,401 N, 18.56
Gef. C,6030 H,4.00 N,1851
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(143) N-(2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-2-
thenoesaureamid

wurde aus 40 (0.066 g, 0.25 mmol) und 2-Thenoesdurechlorid (0.037 g, 0.25 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (5:2) umkristallisiert (weiler
Feststoff; 0.055 g, 0.14 mmol, 58 % d. Th.).

Smp.: 180 — 181 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, CDCls) & 3.92 (s, 3H, OCH3), 7.07 — 7.11 (m, 2H, ArH), 7.19 (dd,
3Jnm = 5.0 Hz, *Jun = 3.7 Hz, 1H, HetH), 7.23 — 7.28 (m, 2H, ArH), 7.52 — 7.57 (m, 1H,
ArH), 7.59 (dd, *Jun = 5.0 Hz, “Jup = 1.2 Hz, 1H, HetH), 7.97 (dd, *Jun = 3.7 Hz, “Jun
= 1.2 Hz, 1H, HetH), 8.10 — 8.16 (m, 2H, ArH), 8.35 (dd, *Jun = 7.9 Hz, *Juy = 1.6 Hz,
1H, ArH), 8.86 (dd, *Jun = 8.5 Hz, *Jun = 1.1 Hz, 1H, ArH), 11.62 (s, 1H*, NH).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCls) 5 55.9 (CH3), 114.2 (C), 115.0 (2x CH), 121.2 (CH),
121.8 (2x CH), 123.8 (CH), 128.1 (CH), 128.7 (CH), 128.8 (CH), 130.2 (C), 131.3
(CH), 131.9 (CH), 137.7 (C), 140.8 (C), 160.6 (C), 161.1 (C), 164.5 (C).

CioH1sNsO,S (377.42)  Ber:. C,6047 H,4.01 N, 1856
Gef.. C,60.66 H,4.05 N,18.54

(144) N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-2-thenoesdureamid

wurde aus 42 (0.059 g, 0.25 mmol) und 2-Thenoesdurechlorid (0.037 g, 0.25 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:1) umkristallisiert (weiler
Feststoff; 0.059 g, 0.17 mmol, 68 % d. Th.).

Smp.: 155156 °C
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'H-NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.20 (dd, *Jun = 5.0 Hz, 3y = 3.7 Hz, 1H, HetH), 7.23
—7.30 (M, 1H, ArH), 7.53 — 7.65 (m, 5H, ArH), 7.97 (dd, Jun = 3.8 Hz, *Jun = 1.1 Hz,
1H, HetH), 8.21 — 8.24 (m, 2H, ArH), 8.37 (dd, *Jun = 7.9 Hz, *Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH),
8.86 (dd, *Jun = 8.5 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 11.58 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, CDCIl3) § 114.1 (C), 120.3 (2x CH), 121.2 (CH), 123.8
(CH), 128.1 (CH), 128.78 (CH), 128.83 (CH), 130.0 (2x CH), 130.4 (CH), 131.3 (CH),
132.0 (CH), 136.7 (C), 137.8 (C), 140.7 (C), 160.6 (C), 164.7 (C).

C1sH13N50S (347.40) Ber.. C,62.23 H,3.77 N, 20.16
Gef.. C,6214 H,3.79 N, 20.06

(145) N-(2-(2-(4-Ethoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-1-naphthamid

_N
e
solinfin:
NH
(0]

wurde aus 36 (0.45 g, 1.6 mmol) und 1-Naphthoylchlorid (0.31 g, 1.6 mmol) gemaR
ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (1:5) umkristallisiert (gelbe
Mikrokristalle; 0.21 g, 0.49 mmol, 30 % d. Th.).

Smp: 184 — 185 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 1.37 (t, 3Juy = 7.0 Hz, 3H, CHa), 4.13 (q, %I =
6.9 Hz, 2H, CH,), 7.09 — 7.15 (m, 2H, ArH), 7.45 (td, *Jun = 7.6 Hz, “Jqy = 1.2 Hz, 1H,
ArH), 7.54 — 7.71 (m, 4H, ArH), 7.86 — 7.92 (m, 2H, ArH), 8.02 (dd, ®Juy = 7.1 Hz,
*Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH), 8.03 — 8.06 (m, 1H, ArH), 8.10 — 8.16 (m, 1H, ArH), 8.21 (dd,
3Jhm = 7.8 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.32 — 8.40 (m, 2H, ArH), 10.77 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 14.4 (CH3), 63.7 (CH,), 115.4 (2x CH), 118.4
(C), 121.4 (2x CH), 123.9 (CH), 124.9 (CH), 125.1 (CH), 125.2 (CH), 125.6 (CH),
126.4 (CH), 127.0 (CH), 128.3 (CH), 129.1 (CH), 129.2 (C), 129.6 (C), 130.7 (CH),
131.2 (CH), 133.3 (C), 134.1 (C), 136.5 (C), 159.6 (C), 163.1 (C), 167.1 (C).

CoH2:N50; (435.49) Ber. C,71.71 H,4.86 N, 16.08
Gef. C,7210 H,519 N, 15.86
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(146) N-(2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-1-naphthamid

N

N /NOOCHs
o

NH

wurde aus 40 (0.10 g, 0.37 mmol) und 1-Naphthoylchlorid (0.086 g, 0.45 mmol, 1.2
Ag.) gemaR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:7) umkristallisiert
(gelblicher Feststoff; 0.12 g, 0.27 mmol, 74 % d. Th.).

Smp.: 186 — 187 °C (2)

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 5 3.86 (s, 3H, OCH3), 7.10 — 7.17 (m, 2H, ArH), 7.45
(td, 3Jun = 7.6 Hz, “Jyn = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.54 — 7.71 (m, 4H, ArH), 7.89 — 7.94 (m,
2H, ArH), 7.99 — 8.08 (m, 2H, ArH), 8.13 (d, ®Jun = 8.2 Hz, 1H, ArH), 8.21 (dd, *Jun =
7.9 Hz, *Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.31 — 8.39 (m, 2H, ArH), 10.78 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 55.7 (CHs), 115.0 (2x CH), 118.4 (C), 121.5
(2x CH), 124.0 (CH), 125.0 (CH), 125.1 (CH), 125.2 (CH), 125.7 (CH), 126.4 (CH),
127.0 (CH), 128.3 (CH), 129.1 (CH), 129.4 (C), 129.7 (C), 130.8 (CH), 131.2 (CH),
133.3 (C), 134.2 (C), 136.5 (C), 160.4 (C), 163.2 (C), 167.1 (C).

CasH19N6O, (421.46) Ber. C,71.25 H,454 N, 16.62
Gef: C,7091 H,424 N,16.52

(147) N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-1-naphthamid

wurde aus 42 (0.1 g, 0.42 mmol) und 1-Naphthoylchlorid (0.097 g, 0.51 mmol, 1.2 Aq.)
gemal ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (10:7) umkristallisiert (farblose
Mikrokristalle; 0.087 g, 0.22 mmol, 53 % d. Th.).

Smp.: 170-171°C
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.46 (td, *Jun = 7.6 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, ArH),
7.54 — 7.65 (m, 6H, ArH), 7.66 — 7.71 (m, 1H, ArH), 7.96 — 8.01 (m, 2H, ArH), 8.01 —
8.06 (m, 2H, ArH), 8.12 (dt, *Jun = 8.3 Hz, “Jun = 1.0 Hz, 1H, ArH), 8.22 (dd, *Juy =
7.8 Hz, “Jqu = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.32 (d, *Jun = 8.2 Hz, 1H, ArH), 8.33 — 8.39 (m, 1H,
ArH), 10.75 (s, 1H*, NH).

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 118.5 (C), 119.7 (2x CH), 124.1 (CH), 124.9
(CH), 125.2 (2x CH), 125.7 (CH), 126.4 (CH), 127.0 (CH), 128.3 (CH), 129.2 (CH),
129.7 (C), 130.0 (2x CH), 130.2 (CH), 130.7 (CH), 131.3 (CH), 133.3 (C), 134.2 (C),
135.9 (C), 136.5 (C), 163.4 (C), 167.1 (C).

C24H17N50 (391.43) Ber. C,73.64 H,4.38 N, 17.89
Gef.. C,7331 H,4.19 N, 17.75

(148) N-(2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-chinolin-3-
carboxamid

wurde aus 40 (0.066 g, 0.25 mmol, 1 Ag.) und 3-Chinolin-carbonséurechlorid (0.095 g,
0.5 mmol, 2 Aq.) in Gegenwart von Triethylamin (0.12 ml, 0.75 mmol, 3 Ag.) gemaR
ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (5:6) umkristallisiert (weiller Feststoff;
0.064 g, 0.15 mmol, 61 % d. Th.).

Smp.: 209 — 210 °C (2)

'H-NMR (600 MHz, CDCls) & 3.91 (s, 3H, OCHz), 7.02 — 7.11 (m, 2H, ArH), 7.28 —
7.35 (m, 1H, ArH), 7.57 — 7.63 (m, 1H, ArH), 7.68 (t, *Jun = 7.5 Hz, 1H, ArH), 7.84 —
7.92 (m, 1H, ArH), 8.01 (d, *Juy = 8.1 Hz, 1H, ArH), 8.08 — 8.15 (m, 2H, ArH), 8.26 (d,
3Jun = 8.4 Hz, 1H, ArH), 8.41 (dd, %Jun = 7.9 Hz, “Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.95 — 9.01
(m, 2H, ArH), 9.70 (s, 1H, ArH), 11.91 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, CDCls) 6 55.9 (CHs), 114.6 (C), 115.1 (2x CH), 121.3 (CH),
121.7 (2x CH), 124.3 (CH), 127.2 (C), 127.88 (C), 127.93 (CH), 128.8 (CH), 129.2
(CH), 129.3 (CH), 130.1 (C), 131.9 (CH), 136.7 (CH), 137.5 (CH), 148.7 (CH), 148.9
(C), 161.1 (C), 163.9 (C), 164.3 (C). Ein Signal fehlt.

CoH1gNgO, (422.45)  Ber. C,68.24 H,4.29 N, 19.89
Gef. C,67.94 H,409 N,19.72
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(149) N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-chinolin-3-carboxamid

wurde aus 42 (0.059 g, 0.25 mmol, 1 Ag.) und 3-Chinolin-carbonséurechlorid (0.096 g,
0.5 mmol, 2 Ag.) in Gegenwart von Triethylamin (0.12 ml, 0.75 mmol, 3 Ag.) gemaR
ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (2:1) umkristallisiert (weiller Feststoff;
0.054 g, 0.14 mmol, 55 % d. Th.).

Smp.: 201 — 202 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d) & 7.49 (td, *Juy = 7.7 Hz, *Jyn = 1.2 Hz, 1H, ArH),
7.56 — 7.61 (m, 3H, ArH), 7.69 (td, ®Juy = 7.7 Hz, *Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.72 - 7.78
(m, 1H, ArH), 7.89 — 7.97 (m, 1H, ArH), 8.05 — 8.12 (m, 3H, ArH), 8.15 (d, *Ju = 8.5
Hz, 1H, ArH), 8.26 (dd, *Jun = 8.2 Hz, *J = 1.1 Hz, 1H, ArH), 8.28 (dd, *Jun = 7.8 Hz,
*Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH), 9.05 (d, “Jun = 2.3 Hz, 1H, ArH), 9.45 (d, *Jun = 2.3 Hz, 1H,
ArH), 10.96 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 118.8 (C), 119.9 (2x CH), 124.6 (CH), 125.5
(CH), 126.4 (C), 127.3 (C), 127.6 (CH), 128.8 (CH), 129.1 (CH), 129.2 (CH), 130.1 (2x
CH), 130.3 (CH), 131.4 (CH), 131.6 (CH), 136.0 (CH), 136.2 (C), 148.6 (CH), 148.8
(C), 163.3 (C), 164.0 (C); Signal fur Phenyl-C fehlt.

CpsHigNgO (392.42)  Ber:. C,7040 H,4.11 N, 21.42
Gef.. C,70.13 H,3.96 N,21.20
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6.1.3.8  Testsubstanzen mit abgeanderter Grundstruktur

(150) N-(2-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)-4-methoxy-benzamid

HN-N,

~ /N
[::]i'\N
NH
o)\©\
OCHj

wurde aus 10 (0.11 g, 0.45 mmol) gemaB ASV 6.1.2.4 hergestellt und aus EtOH
umkristallisiert (weiBer Feststoff; 0.081 g, 0.27 mmol, 60 % d. Th.).

Smp.: 181 -183 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.87 (s, 3H, OCHa), 7.14 (d, %4y = 8.7 Hz, 2H,
ArH), 7.31 (t, ®Jun = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.57 (t, *Jus = 7.7 Hz, 1H, ArH), 8.00 — 8.11
(m, 3H, ArH), 8.65 (d, ®J = 8.4 Hz, 1H, ArH), 11.78 (s, 1H*, NH); Signal fiir Tetrazol-
H fehlt.

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) 8 55.5 (CHs), 114.0 (C), 114.1 (2x CH), 121.2
(CH), 123.6 (CH), 126.6 (C), 128.3 (CH), 129.2 (2x CH), 131.1 (CH), 137.3 (C), 155.6
(C), 162.2 (C), 164.5 (C).

C15H13N502 (29530) Ber.: C, 61.01 H, 4.44 N, 23.72
Gef.. C,61.04 H,483 N,23.60

(151) N-(2-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

HN-N
\/N

N

NH

wurde aus 11 (0.1 g, 0.45 mmol) gemal ASV 6.1.2.4 hergestellt und aus EtOH
umkristallisiert (weiler Feststoff; 0.071 g, 0.27 mmol, 60 % d. Th.).

Smp.: 226 — 227 °C (2)
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7.38 (t, *Jun = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.57 — 7.68 (m,
4H, ArH), 8.02 (d, 3Juy = 7.7 Hz, 1H, ArH), 8.06 (d, *Juy = 6.8 Hz, 2H, ArH), 8.59 (d,
3Jun = 8.3 Hz, 1H, ArH), 11.52 (s, 1H*, NH); Signal fur Tetrazol-H fehlt.

BC{’H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) § 113.5 (C), 121.9 (CH), 124.2 (CH), 127.3 (2x
CH), 128.6 (CH), 128.8 (2x CH), 131.8 (CH), 132.1 (CH), 134.4 (C), 137.2 (C), 165.0

().

C14H11N50 (256.28) Ber.. C,63.39 H,418 N, 26.40
Gef.. C,63.62 H,454 N, 26.28

(152) N-(2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-acetamid

N
L N OCHj
C* N

©\NH
N

wurde erhalten, indem frisch destilliertes Acetanhydrid (5 ml) zu 40 (0.066 g, 0.25
mmol) in trockenem THF (5 ml) bei Raumtemperatur getropft wurde. Nach
vollstandiger Umsetzung (DC-Kontrolle) und Abdestillieren des Lésungsmittels wird
das Produkt durch Eiswasser (20 ml) gefallt, abfiltriert und pH-neutral gewaschen
(weiBer Feststoff; 0.062 g, 0.20 mmol, 79 % d. Th.). Ein Umkristallisieren war nicht
notwendig.

Smp.: 157 - 158 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 2.13 (s, 3H, CHs), 3.88 (s, 3H, OCH3), 7.22 — 7.28
(m, 2H, ArH), 7.34 (td, *Jun = 7.5 Hz, “Juy = 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.51 — 7.59 (m, 1H,
ArH), 8.06 — 8.13 (m, 4H, ArH), 10.01 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 24.1 (CH3), 55.7 (CHs), 115.2 (2x CH), 121.6
(2x CH), 123.5 (CH), 124.4 (CH), 129.0 (CH), 129.5 (C), 131.0 (CH), 136.5 (C), 160.4
(C), 163.1 (C), 168.4 (C); C*-Signal fehlt.

Ci16H15N50- (309.33) Ber.. C,6231 H,489 N,?22.64
Gef.. C,62.00 H,498 N,22.89
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(153) N-(2-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-acetamid

)
o
NH
o)\

wurde erhalten, indem frisch destilliertes Acetanhydrid (5 ml) zu 42 (0.059 g, 0.25
mmol) in trockenem THF (5 ml) bei Raumtemperatur getropft wurde. Nach
vollstandiger Umsetzung (DC-Kontrolle) und Abdestillieren des Lésungsmittels wird
das Produkt durch Eiswasser (20 ml) gefallt, abfiltriert und pH-neutral gewaschen
(weilder Feststoff; 0.062 g, 0.21 mmol, 84 % d. Th.). Ein Umkristallisieren war nicht
notwendig.

Smp.: 139 -140 °C

'H-NMR (600 MHz, CDCls) § 2.34 (s, 3H, CHy), 7.21 — 7.25 (m, 1H, ArH), 7.49 —
7.53 (M, 1H, ArH), 7.54 — 7.58 (m, 1H, ArH), 7.60 — 7.65 (m, 2H, ArH), 8.17 — 8.24
(m, 2H, ArH), 8.32 (dd, *Ju = 7.9 Hz, “Ju = 1.6 Hz, 1H, ArH), 8.70 (d, *Jun = 8.4 Hz,
1H, ArH), 10.73 (s, 1H*, NH).

BC{'H}-NMR (151 MHz, CDCls) 5 25.7 (CH3), 114.0 (C), 120.1 (2x CH), 121.3 (CH),
123.7 (CH), 128.7 (CH), 130.0 (2x CH), 130.4 (CH), 131.9 (CH), 136.7 (C), 137.7 (C),
164.6 (C), 166.6 (C).

Ci15H13N50 (279.30) Ber. C,6451 H,4.69 N,25.07
Gef.. C,6462 H,452 N, 25.00

(154) N-(2-(5-(4-Methoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)phenyl)-4-nitro-
benzamid

wurde aus 57 (0.1 g, 0.37 mmol) und 4-Nitrobenzoylchlorid (0.069 g, 0.37 mmol)
gemélR ASV 6.1.2.8 hergestellt und aus EtOH/THF (1:1) umkristallisiert (gelber
Feststoff; 0.065 g, 0. mmol, 42 % d. Th.).

Smp.: 241 - 242 °C
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.88 (s, 3H, OCHs), 7.12 — 7.18 (m, 2H, ArH), 7.42
— 7.46 (M, 1H, ArH), 7.68 — 7.73 (m, 1H, ArH), 8.01 — 8.06 (m, 2H, ArH), 8.19 (dd,
3Iun = 7.9 Hz, “3u = 1.5 Hz, 1H, ArH),8.40 — 8.44 (m, 2H, ArH), 8.49 — 8.54 (m, 1H,
ArH), 8.30 — 8.26 (m, 2H, ArH), 11.41 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.3 (CHs), 113.3 (C), 114.7 (CH), 115.0 (C),
122.0 (CH), 123.6 (CH), 124.5 (CH), 128.1 (CH), 128.4 (CH), 128.5 (CH), 132.2 (CH),
136.6 (C), 139.7 (C), 149.4 (C), 162.2 (C), 162.7 (C), 163.0 (C), 163.4 (C).

C22H16N4Os (416.39) Ber.: C,63.46 H,3.87 N,13.46
Ber. *0.5 EtOH: C,62.87 H,4.36 N, 12.75
Gef.: C,62.74 H,431 N, 1247

(155) N-(2-(5-(4-Methoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)phenyl)-2-nitro-
benzamid

N/N

o
NH NO,
o)

wurde aus 57 (0.1 g, 0.37 mmol) und 2-Nitrobenzoylchlorid (0.069 g, 0.37 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8 hergestellt und aus EtOH/THF (5:3) umkristallisiert (gelblicher
Feststoff; 0.076 g, 0.18 mmol, 49 % d. Th.).

Smp.: 215-216 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.87 (s, 3H, OCHs), 7.18 — 7.14 (m, 2H, ArH), 7.45
(td, 3Jun = 7.7, 1.1 Hz, 1H, ArH),7.71 (¢, *Jun = 7.3 Hz, 1H, ArH), 7.85 — 7.80 (m, 1H,
ArH), 7.97 — 7.91 (m, 2H, ArH), 8.06 — 8.02 (m, 2H, ArH), 8.32 (d, *Ju = 8.1 Hz, 1H,
ArH), 8.19 — 8.15 (m, 2H, ArH), 11.12 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.5 (CHs), 114.1 (C), 114.9 (2x CH), 115.3
(C), 122.7 (CH), 124.6 (CH), 125.1 (CH), 128.6 (2x CH), 128.7 (CH), 128.8 (CH),
131.6 (CH), 131.8 (C), 132.5 (CH), 134.1 (CH), 136.4 (C), 146.9 (C), 162.3 (C), 162.7
(C), 163.4 (C), 164.0 (C).

C22H16N4Os (416.39) Ber. C,6346 H,3.87 N, 13.46
Gef: C,6349 H,401 N,13.39
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(156) N-(2-(5-(4-Methoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)phenyl)-4-
trifluormethyl-benzamid

wurde aus 57 (0.1 g, 0.37 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.078 g, 0.37
mmol) gemaR ASV 6.1.2.8 hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (weiller Feststoff;
0.073 g, 0.17 mmol, 45 % d. Th.).

Smp.: 219 — 220 °C

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 3.87 (s, 3H, OCHa), 7.13 — 7.17 (m, 2H, ArH), 7.42
— 7.46 (m, 1H, ArH), 7.69 — 7.73 (m, 1H, ArH), 8.00 — 8.06 (m, 4H, ArH), 8.22 (dd,
3Jun = 7.9 Hz, “Jpn = 1.4 Hz, 1H, ArH), 8.25 (d, *Jun = 8.1 Hz, 2H, ArH), 8.54 (d, *Ju4
= 7.9 Hz, 1H, ArH), 11.48 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 55.5 (CH3), 113.3 (C), 114.9 (2x CH), 115.2
(C), 122.1 (CH), 123.80 (q, "Jcr = 272.6 Hz, C), 124.8 (CH), 125.96 (q, *Jcr = 3.6 Hz,
2x CH), 128.3 (2x CH), 128.5 (CH), 128.7 (2x CH), 131.95 (q, Jcr = 32.1 Hz, C),
132.6 (CH), 136.9 (C), 138.1 (C), 162.3 (C), 163.0 (C), 163.2 (C), 164.1 (C).

C23H16F3N303 (43939) Ber.: C, 62.87 H, 3.67 N, 9.56
Gef.. C,62.77 H,3.79 N, 9.53

(157) 2-Methoxy-N-(2-(5-(4-methoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)phenyl)-

benzamid
_N
@ﬁ °
NH OCH;
o)

wurde aus 57 (0.08 g, 0.30 mmol, 1 Ag.) und 2-Methoxy-benzoylchlorid (0.062 g, 0.36
mmol, 1.2 Ag.) gemiR ASV 6.1.2.8 hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (weiRer
Feststoff; 0.065 g, 0.16 mmol, 54 % d. Th.).

Smp.: 178 -179 °C
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'H-NMR (600 MHz, CDCl3) & 3.91 (d, *Jun = 4.0 Hz, 3H, OCHs), 4.15 (d, 334y = 3.9
Hz, 3H, OCHs), 6.97 — 7.16 (m, 4H, ArH), 7.20 — 7.32 (m, 1H, ArH), 7.45 — 7.64 (m,
2H, ArH), 7.96 — 8.21 (m, 4H, ArH), 8.99 (dd, 3Ju = 8.6 Hz, “Jun = 3.7 Hz, 1H, ArH),
12.02 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, CDCl3) & 55.7 (CHs), 56.1 (CH3), 111.5 (C), 112.0 (CH),
114.8 (2x CH), 116.2 (C), 121.0 (CH), 122.7 (CH), 123.0 (C), 123.4 (CH), 128.0 (CH),
129.0 (2x CH), 132.3 (CH), 132.5 (CH), 133.3 (CH), 138.6 (C), 157.8 (C), 162.7 (C),
163.1 (C), 163.9 (C), 165.2 (C).

C23H19N304 (401.42) Ber.. C,68.82 H,4.77 N,10.47
Gef.. C,69.09 H, 498 N,10.43

(158) 3-Methoxy-N-(2-(5-(4-methoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)phenyl)-
benzamid

N/N

CL”
NH

OCH
O)\@/ 3

wurde aus 57 (0.080 g, 0.30 mmol, 1 Ag.) und 3-Methoxy-benzoylchlorid (0.062 g,
0.36 mmol, 1.2 Aqg.) gemal ASV 6.1.2.8 hergestellt und aus EtOH/THF (5:1)
umkristallisiert (weil3er Feststoff; 0.065 g, 0.16 mmol, 54 % d. Th.).

Smp.: 177 -178 °C

'H-NMR (600 MHz, CDCl3) & 3.91 (s, 3H, OCHs), 3.94 (s, 3H, OCH3), 7.06 (d, 33 =
7.7 Hz, 2H, ArH), 7.12 (d, *Jun = 8.3 Hz, 1H, ArH), 7.23 — 7.29 (m, 1H, ArH), 7.48 (t,
3Jun = 7.9 Hz, 1H, ArH), 7.60 (t, *Jun = 7.9 Hz, 1H, ArH), 7.75 (s, 1H, ArH), 7.80 (d,
3Jun = 7.6 Hz, 1H, ArH), 8.06 (d, *Jun = 7.6 Hz, 1H, ArH), 8.10 (d, *Jun = 7.7 Hz, 2H,
ArH), 9.05 (d, *Juy = 8.5 Hz, 1H, ArH), 11.90 (s, 1H*, NH).

BC{'H}-NMR (151 MHz, CDCls) § 55.66 (CH3), 55.68 (CHs), 111.0 (C), 112.5 (CH),
114.8 (2x CH), 115.9 (C), 119.0 (CH), 119.8 (CH), 120.9 (CH), 123.4 (CH), 127.7
(CH), 129.0 (2x CH), 130.1 (CH), 133.1 (CH), 136.2 (C), 138.8 (C), 160.1 (C), 162.9
(C), 163.7 (C), 163.8 (C), 166.2 (C).

C23H19N304 (401.42) Ber.. C,68.82 H,4.77 N,1047
Gef.. C,68.60 H, 489 N,10.29
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(159) 4-Methoxy-N-(2-(5-(4-methoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)phenyl)-
benzamid
-N
CLe
NH

o)
OCH,

wurde aus 57 (0.080 g, 0.30 mmol, 1 Aq.) und 4-Methoxy-benzoylchlorid (0.062 g, 0.36
mmol, 1.2 Ag.) gemall ASV 6.1.2.8 hergestellt und aus EtOH/THF (5:3) umkristallisiert
(weil3er Feststoff; 0.062 g, 0.15 mmol, 51 % d. Th.).

Smp.: 212 - 213 °C
'H-NMR (600 MHz, CDCl3) & 3.89 (s, 3H, OCHg), 3.91 (s, 3H, OCHj), 7.04 — 7.08
(m, 4H, ArH), 7.21 — 7.27 (m, 1H, ArH), 7.55 — 7.63 (m, 1H, ArH), 8.05 (dd, 3Jus = 7.9

Hz, “Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH), 8.08 — 8.13 (m, 2H, ArH), 8.16 — 8.21 (m, 2H, ArH), 9.05
(d, ®Jun = 8.4 Hz, 1H, ArH), 11.79 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, CDClI3) & 55.6 (CHs), 55.7 (CH3), 110.7 (C), 114.3 (2x CH),
114.9 (2x CH), 115.9 (C), 120.9 (CH), 123.1 (CH), 127.1 (C), 127.7 (CH), 129.0 (2x
CH), 129.8 (2x CH), 133.1 (CH), 139.1 (C), 162.8 (C), 162.9 (C), 163.7 (C), 163.9 (C),
165.9 (C).

CxHN3Os (401.42)  Ber:. C,6882 H,477 N, 1047
Gef.. C,68.90 H,506 N,10.54

(160) N-(2-(5-Phenyl-1,3,4-oxadiazol-2-yl)phenyl)-benzamid

Nl’N\> <:>
@O
NH
0

wurde aus 58 (0.15 g, 0.63 mmol) und Benzoylchlorid (0.086 g, 0.63 mmol) gemal
ASV 6.1.2.8 hergestellt und aus EtOH/THF (5:1) umkristallisiert (farblose
Mikrokristalle; 0.11 g, 0.51 mmol, 81 % d. Th.).

Smp.: 189 — 190 °C
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.38 — 7.43 (m, 1H, ArH), 7.60 — 7.72 (m, 7H,
ArH), 8.07 — 8.10 (m, 2H, ArH), 8.11 — 8.14 (m, 2H, ArH), 8.22 (dd, 3Jun = 7.9 Hz,
*Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH), 8.64 (dd, *Juy = 8.4 Hz, “Jun = 0.9 Hz, 1H, ArH), 11.44 (s,
1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 112.5 (C), 121.5 (CH), 122.9 (C), 124.2 (CH),
126.8 (2x CH), 127.3 (2x CH), 128.6 (CH), 128.9 (2x CH), 129.4 (2x CH), 132.3 (2x
CH), 132.8 (CH), 134.2 (C), 137.5 (C), 163.2 (C), 163.6 (C), 165.2 (C).

CuHisNgO, (341.37)  Ber. C,73.89 H,4.43 N, 12.31
Gef. C,7357 H,458 N,12.23

(161) N-(2-(4-(4-Methoxyphenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)phenyl)-4-
trifluormethyl-benzamid

_N
N/
(O
NH

O%\©\
CF

wurde aus 62 (0.067 g, 0.25 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.063 g, 0.3
mmol, 1.2 Ag.) gemall ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (weil3er
Feststoff; 0.085 g, 0.19 mmol, 78 % d. Th.).

3

Smp.: 171 -173 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 3.79 (s, 3H, OCHg), 6.99 —7.05 (m, 2H, ArH), 7.52
(td, *Jun = 7.7 Hz, “Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.62 (td, *Jun = 7.8 Hz, *Jun = 1.5 Hz, 1H,
ArH), 7.72 (dd, *Jun = 8.0 Hz, “Juy = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.79 — 7.84 (m, 3H, ArH), 7.87
(d, *Jun = 8.1 Hz, 2H, ArH), 8.02 (d, *Jun = 7.8 Hz, 2H, ArH), 8.88 (s, 1H, Triazol-H),
10.46 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 55.1 (CH3), 114.3 (2x CH), 121.3 (CH), 122.8
(C), 123.78 (q, *Jcr = 272.7 Hz, C), 125.4 (q, *Jcr = 3.5 Hz, 2x CH), 125.5 (CH), 126.6
(2x CH), 126.9 (CH), 127.6 (CH), 128.4 (2x CH), 129.6 (CH), 131.25 (d, 2Jcr = 32.0
Hz, C), 131.3 (C), 131.6 (C), 137.9 (C), 146.3 (C), 159.1 (C), 164.4 (C).

Ca3Hi17F3N4O, (438.41) Ber.: C,63.01 H,391 N, 12.78
Gef.. C,6290 H,410 N, 1267



6 Experimentalteil 225

(162) 2-Methoxy-N-(2-(4-(4-methoxyphenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)phenyl)-
benzamid

wurde aus 62 (0.067 g, 0.25 mmol) und 2-Methoxybenzoylchlorid (0.052 g, 0.3 mmol,
1.2 Ag.) gemall ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (5:1) umkristallisiert
(weil3er Feststoff; 0.062 g, 0.16 mmol, 62 % d. Th.).

Smp.: 184 - 185 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.79 (s, 3H, CHs), 3.81 (s, 3H, CH3), 7.04 — 7.12 (m,
3H, ArH), 7.15 (d, 33y = 8.2 Hz, 1H, ArH), 7.36 — 7.42 (m, 1H, ArH), 7.50 — 7.57 (m,
1H, ArH), 7.60 — 7.68 (m, 2H, ArH), 7.86 — 7.92 (m, 2H, ArH), 7.99 (dd, 3Jun = 7.8 Hz,
‘It = 1.9 Hz, 1H, ArH), 8.48 (d, *Jun = 8.3 Hz, 1H, ArH), 8.97 (s, 1H, Triazol-H),
10.40 (s, 1H*, NH).

BCL'H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 3 55.2 (CHs), 56.0 (CH3), 112.3 (CH), 114.4 (2x
CH), 120.8 (C), 120.9 (CH), 122.2 (CH), 122.6 (C), 123.7 (CH), 124.8 (CH), 125.9
(CH), 126.7 (2x CH), 127.7 (C), 130.1 (CH), 131.3 (CH), 132.6 (C), 133.8 (CH), 146.8
(C), 157.0 (C), 159.3 (C), 163.1 (C).

Ca23H20N4O5 (400.44) Ber.. C,6899 H,503 N,13.99
Gef.. C,69.00 H,531 N,13.87

(163) 4-Methoxy-N-(2-(4-(4-methoxyphenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)phenyl)-

benzamid
_N
N/
At
NH

o)
OCH,

wurde aus 62 (0.067 g, 0.25 mmol) und 4-Methoxybenzoylchlorid (0.052 g, 0.3 mmol,
1.2 Ag.) gemaR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (weiRer
Feststoff; 0.049 g, 0.12 mmol, 49 % d. Th.).

Smp.: 189 — 190 °C
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.79 (s, 3H, CHs), 3.81 (s, 3H, OCHs), 6.99 — 7.05
(m, 4H, ArH), 7.44 — 7.50 (m, 1H, ArH), 7.57 — 7.62 (m, 1H, ArH), 7.70 (dd, *Jyy = 7.9
Hz, *Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.78 — 7.84 (m, 4H, ArH), 7.88 (dd, *Jun = 8.1 Hz, *Jun =
1.4 Hz, 1H, ArH), 8.85 (s, 1H, Triazol-H), 10.13 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.1 (CHs), 55.4 (CH3), 113.7 (2x CH), 114.3
(2x CH), 121.3 (CH), 122.8 (C), 125.2 (CH), 126.1 (C), 126.2 (CH), 126.6 (2x CH),
127.1 (CH), 129.4 (2x CH), 129.5 (CH), 131.1 (C), 131.8 (C), 146.2 (C), 159.1 (C),
162.0 (C), 164.8 (C).

Ca23H20N4O5 (400.44) Ber.. C,68.99 H,503 N,13.99
Gef.. C,68.76 H,514 N, 13.95

(164) N-(2-(4-(4-Methoxyphenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)phenyl)-4-propyl-

benzamid
_N
N ~
(O
NH

o)
CH,

wurde aus 62 (0.067 g, 0.25 mmol) und 4-n-Propyl-benzoylchlorid (0.055 g, 0.3 mmol,
1.2 Ag.) geméaB ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus MeOH umkristallisiert (weil3er
Feststoff; 0.042 g, 0.10 mmol, 41 % d. Th.).

Smp.: 124 - 125 °C

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 0.88 (t, *Juy = 7.3 Hz, 3H, CH3), 1.55 — 1.64 (m,
2H, CH,), 2.60 (t, *Jun = 7.5 Hz, 2H, CHy), 3.79 (s, 3H, OCHs), 7.00 — 7.04 (m, 2H,
ArH), 7.28 — 7.32 (m, 2H, ArH), 7.48 (td, *Jun = 7.7 Hz, *Jun = 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.60
(td, *Jnn = 7.9 Hz, “Inp = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.71 (dd, *Jup = 8.0 Hz, “Juy = 1.5 Hz, 1H,
ArH), 7.73 — 7.77 (m, 2H, ArH), 7.78 — 7.83 (m, 2H, ArH), 7.88 (dd, ®Ju4 = 8.1 Hz,
*Jun = 1.4 Hz, 1H, ArH), 8.86 (s, 1H, Triazol-H), 10.20 (s, 1H*, NH).

BCLH}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) § 13.5 (CH3), 23.7 (CHy), 37.0 (CH,), 55.1
(CHa), 114.3 (2x CH), 121.4 (CH), 122.8 (C), 125.3 (CH), 126.3 (CH), 126.6 (2x CH),
127.1 (CH), 127.5 (2x CH), 128.4 (2x CH), 129.5 (CH), 131.1 (CH), 131.6 (C), 131.7
(C), 146.2 (C), 146.4 (C), 159.1 (C), 165.4 (C).

Cos5H24N40, (412.49) Ber.. C,7280 H,586 N, 13.58
Gef.. C,7244 H,6.03 N,1351
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(165) N-(2-(4-Phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)phenyl)-benzamid

NKNHD
o
NH

o)

wurde aus 63 (0.06 g, 0.25 mmol) und Benzoylchlorid (0.042 g, 0.3 mmol, 1.2 Ag.)
gemall ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (1:1) umkristallisiert (farblose
Nadeln; 0.072 g, 0.21 mmol, 85 % d. Th.).

Smp.: 184 - 185 °C

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 7.35 (t, *Juy = 7.4 Hz, 1H, ArH), 7.43 — 7.52 (m,
5H, ArH), 7.56 (t, $Jun = 7.4 Hz, 1H, ArH), 7.62 (td, *Juy = 7.9 Hz, “Jun = 1.4 Hz, 1H,
ArH), 7.72 (dd, Jun = 7.9 Hz, “Jun = 1.3 Hz, 1H), 7.83 (dd, *Juy = 8.2 Hz, “Jyn = 1.0
Hz, 2H), 7.86 (dd, *Jun = 8.0 Hz, “Juy = 1.1 Hz, 1H), 7.89 (dd, Juy = 8.0 Hz, “J4 = 0.9
Hz, 2H), 8.99 (s, 1H, Triazol-H), 10.28 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (151 MHz, DMSO-dg) § 122.4 (CH), 125.2 (2x CH), 125.5 (CH), 126.6
(CH), 127.4 (CH), 127.5 (2x CH), 128.1 (CH), 128.4 (2x CH), 128.9 (2x CH), 129.7
(CH), 130.3 (C), 131.4 (C), 131.7 (C), 131.8 (CH), 134.1 (C), 146.3 (C), 165.5 (C).

C21H16N4O (340.39) Ber.. C,7410 H,474 N, 16.46
Gef.. C,7448 H,508 N,16.16

(166) N-(4-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-trifluormethyl-
benzamid

wurde aus 49 (0.20 g, 0.75 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.16 g, 0.75
mmol) gemédlR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (2:1) umkristallisiert
(farblose Plattchen; 0.22 g, 0.49 mmol, 65 % d. Th.).

Smp.: 233 — 234 °C (2)
IH-NMR (500 MHz, DMSO-de) 5 3.88 (s, 3H, OCH), 7.20 — 7.25 (m, 2H, ArH), 7.94

(d, *Jun = 8.2 Hz, 2H, ArH), 8.02 — 8.05 (m, 2H, ArH), 8.06 — 8.09 (m, 2H, ArH), 8.21
—8.15 (m, 4H, ArH), 10.71 (s, 1H*, NH).
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BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) 5 55.7 (CHs), 115.1 (2x CH), 120.6 (2x CH),
121.6 (2x CH), 121.9 (C), 123.86 (d, "Jcr = 272.5 Hz, C), 125.38 (q, *Jcr = 3.6 Hz, 2x
CH), 127.2 (2x CH), 128.6 (2x CH), 129.6 (C), 131.49 (q, 2Jcr = 31.6 Hz, C), 138.5 (C),
141.1 (C), 160.3 (C), 164.1 (C), 164.6 (C).

CxHi6F3Ns0,(439.40) Ber.: C,60.14 H,3.67 N, 15.94
Gef.. C,60.19 H,358 N, 16.02

(167) N-(4-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

wurde aus 50 (0.1 g, 0.42 mmol) und Benzoylchlorid (0.061 g, 0.42 mmol) gemal ASV
6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (weier Feststoff; 0.090 g, 0.26
mmol, 61 % d. Th.).

Smp.: 201 — 202 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7.54 — 7.58 (m, 2H, ArH), 7.60 — 7.65 (m, 2H,
ArH), 7.68 — 7.73 (m, 2H, ArH), 7.98 — 8.02 (m, 2H, ArH), 8.03 — 8.07 (m, 2H, ArH),
8.14 — 8.20 (m, 4H, ArH), 10.52 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 119.9 (2x CH), 120.5 (2x CH), 121.4 (C),
127.2 (2x CH), 127.7 (2x CH), 128.4 (2x CH), 130.1 (3x CH), 131.7 (CH), 134.7 (C),
136.2 (C), 141.6 (C), 164.4 (C), 165.8 (C).

C2oH15N50 (341.37) Ber.. C,70.37 H,443 N, 20.52
Gef.: C,7059 H,445 N,20.22

(168) N-(3-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-4-trifluormethyl-
benzamid

CF3
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wurde aus 51 (0.51 g, 1.9 mmol) und 4-Trifluormethyl-benzoylchlorid (0.40 g, 1.9
mmol) gemé&lR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (2:1) umkristallisiert
(weiler Feststoff; 0.338 g, 0.77 mmol, 40 % d. Th.).

Smp.: 215 — 216 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.88 (s, 3H, OCHa), 7.21 — 7.26 (m, 2H, ArH), 7.61
(t, *Jun = 7.9 Hz, 1H, ArH), 7.91 — 7.96 (m, 3H, ArH), 8.00 — 8.04 (m, 1H, ArH), 8.06 —
8.11 (m, 2H, ArH), 8.22 (d, 33 = 8.1 Hz, 2H, ArH), 8.69 (t, “Ju = 1.7 Hz, 1H, ArH),
10.71 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 55.7 (CH3), 115.1 (2x CH), 118.3 (CH), 121.7
(2x CH), 122.0 (CH), 122.4 (CH), 123.88 (d, *Jcr = 272.7 Hz, C), 125.39 (q, *Jcr = 3.3
Hz, 2x CH), 127.0 (C), 128.6 (2x CH), 129.6 (C), 129.8 (CH), 131.49 (q, 2Jcr = 31.9
Hz, C), 138.4 (C), 139.7 (C), 160.4 (C), 164.2 (C), 164.6 (C).

CxHi6F3Ns0,(439.40) Ber.: C,60.14 H,3.67 N,1594
Gef.. C,60.08 H,359 N,15.83

(169) N-(3-(2-Phenyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzamid

wurde aus 52 (0.1 g, 0.42 mmol) und Benzoylchlorid (0.061 g, 0.42 mmol) gemaR ASV
6.1.2.8.A hergestellt und aus EtOH/THF (2:1) umkristallisiert (weiler Feststoff; 0.13 g,
0.37 mmol, 88 % d. Th.).

Smp.: 205 — 206 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) § 7.53 — 7.65 (m, 5H, ArH), 7.68 — 7.73 (m, 2H,
ArH), 7.90 — 7.93 (m, 1H, ArH), 7.99 — 8.04 (m, 3H, ArH), 8.15 — 8.19 (m, 2H, ArH),
8.72 (t, “Jun = 1.8 Hz, 1H, ArH), 10.50 (s, 1H*, NH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 118.3 (CH), 120.0 (2x CH), 121.8 (CH), 122.5
(CH), 126.8 (C), 127.7 (2x CH), 128.4 (2x CH), 129.7 (CH), 130.1 (2x CH), 130.2
(CH), 131.7 (CH), 134.6 (C), 136.2 (C), 140.1 (C), 164.5 (C), 165.7 (C).

CaoH1sNsO (341.37) Ber. C,70.37 H,4.43 N,20.52
Gef. C,7024 H,440 N,20.12



230 6 Experimentalteil

(170) N-(2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-benzolsulfonamid

N
N\ /NOOCH3
o
NH
0=8=0

wurde aus 40 (0.1 g, 0.37 mmol) und Benzolsulfonsdurechlorid (0.2 g, 1.12 mmol)
gemal ASV 6.1.2.8.C hergestellt und aus EtOH/THF (5:6) umkristallisiert (weiler
Feststoff; 0.055 g, 0.14 mmol, 37 % d. Th.).

Smp.: 134 -136 °C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.89 (s, 3H, OCHg), 7.24 — 7.29 (m, 2H, ArH), 7.33
—7.43 (m, 3H, ArH), 7.50 — 7.56 (m, 3H, ArH), 7.64 — 7.68 (m, 2H, ArH), 7.96 — 8.00
(m, 1H, ArH), 8.03 —8.08 (m, 2H, ArH), 9.96 (s, 1H*, NH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8 55.7 (CHs), 115.1 (2x CH), 118.9 (C), 121.6
(2x CH), 123.5 (CH), 125.6 (CH), 126.6 (2x CH), 129.0 (2x CH), 129.3 (C), 129.4 (C),
131.5 (CH), 133.0 (CH), 135.0 (C), 139.1 (C), 160.5 (C), 162.3 (C).

CooH17NsOsS (407.45)  Ber: C,58.96 H,421 N, 17.19
Gef. C,58.73 H,440 N,16.81

(171) 4-Methoxy-N-(2-(2-(4-methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)-
benzolsulfonamid

N
"~ /N@—ocm
@N
NH

I
0=S=0

OCHs

wurde aus 40 (0.1 g, 0.37 mmol) und 4-Methoxy-benzolsulfonsaurechlorid (0.23 g, 1.12
mmol) gemédlR ASV 6.1.2.8.C hergestellt und aus EtOH/THF (5:6) umkristallisiert
(weil3er Feststoff; 0.093 g, 0.21 mmol, 57 % d. Th.).

Smp.: 170 - 171 °C (2)
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.70 (s, 3H, OCHs), 3.89 (s, 3H, OCHs), 6.87 — 6.93
(m, 2H, ArH), 7.23 — 7.30 (m, 2H, ArH), 7.31 — 7.37 (m, 1H, ArH), 7.51 — 7.57 (m, 2H,
ArH), 7.57 — 7.61 (m, 2H, ArH), 7.99 (dd, %J = 7.5 Hz, “J = 1.1 Hz, 1H, ArH), 8.04 —
8.10 (m, 2H, ArH), 9.85 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.5 (CHs), 55.7 (CH3), 114.2 (2x CH), 115.1
(2x CH), 118.4 (C), 121.6 (2x CH), 123.1 (CH), 125.4 (CH), 128.9 (2x CH), 129.3
(CH), 130.5 (C), 131.5 (CH), 135.3 (C), 160.5 (C), 162.4 (C), 162.5 (C).

C21H19N50,S (437.12) Ber. C,57.66 H,4.38 N, 16.01
Gef.. C,57.80 H,4.38 N, 15.68

(172) 2-(4-Methoxyphenyl)-5-(2-(5-(4-(trifluormethyl)phenyl)-2H-tetrazol-2-
yl)-phenyl)-2H-tetrazol

CF3

wurde aus 40 (0.3 g, 1.12 mmol) und 8 (0.37 g, 1.12 mmol) gemédR ASV 6.1.2.3
hergestellt und aus EtOH umkristallisiert (weil3er Feststoff; 0.126 g, 0.27 mmol, 24 % d.
Th.).

Smp.: 172 -173 °C (2)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 3.81 (s, 3H, OCH3), 7.05 — 7.10 (m, 2H, ArH), 7.74
—7.79 (m, 2H, ArH), 7.93 — 7.98 (m, 3H, ArH), 8.00 (td, *Jun = 7.7 Hz, “Jun = 1.5 Hz,
1H, ArH), 8.09 (dd, *Juy = 7.7 Hz, “Jun = 1.5 Hz, 1H, ArH), 8.33 (d, *Jun = 8.1 Hz, 2H,
ArH), 8.41 (dd, *Jun = 7.7 Hz, *Jun = 1.6 Hz, 1H, ArH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 55.6 (CH3), 115.0 (2x CH), 121.2 (2x CH),
123.2 (C), 123.84 (q, "Jcr = 272.3 Hz, C), 126.38 (q, *Jcr = 3.8 Hz, 2x CH), 127.3 (2x
CH), 127.8 (CH), 129.0 (C), 130.1 (CH), 130.3 (C), 130.76 (q, 2Jcr = 32.1 Hz, C), 132.1
(CH), 132.4 (CH), 134.2 (C), 160.5 (C), 160.9 (C), 163.2 (C).

CoHisF3NgO (464.41) Ber.: C,56.90 H,3.26 N, 24.13
Gef.. C,57.00 H,337 N,24.85
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(173) 2-(2-(4-Methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-yl)-N-(4-trifluormethyl-phenyl)-
benzamid

wurde aus dem nach ASV 6.1.2.1.B dargestelltem S&urechlorid von 54 (0.15 g, 0.6
mmol) und 4-Trifluormethyl-anilin (0.07 g, 0.6 mmol) gemal ASV 6.1.2.8.A
hergestellt. Nach Abziehen des Ldsungsmittels wurde das Reaktionsgemisch in demin.
Wasser (100 ml) und Essigester (100 ml) aufgenommen. Die organische Phase wurde
nacheinander mit Natronlauge (1 N), Salzséure (1 N), demin. Wasser und gesattigter
NaCl-Loésung gewaschen und tber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Abziehen des
Losungsmittels wurde aus EtOH umkristallisiert (farblose Plattchen; 0.1 g, 0.23 mmol,
389%d. Th.).

Smp.: 197 —199 °C (2)

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.82 (s, 3H, OCHz), 7.04 — 7.10 (m, 2H, ArH), 7.69
—7.77 (m, 5H, ArH), 7.79 — 7.83 (m, 2H, ArH), 7.89 (d, ®J.y = 8.5 Hz, 2H), 8.15 — 8.19
(m, 1H), 10.82 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 55.6 (CH3), 114.9 (2x CH), 119.4 (2x CH),
121.2 (2x CH), 123.52 (d, %J¢cr = 32.0 Hz, C), 123.9 (C), 125.27 (q, *Jcr = 271.3 Hz, C),
126.02 (q, “Jcr = 3.8 Hz, 2x CH), 128.3, 128.8, 129.3 (C), 130.3 (CH), 130.6 (CH),
136.8 (C), 143.0 (C), 160.3 (C), 163.3 (C), 167.5 (C).

CH16F3N50, (439.40) Ber.: C,60.14 H, 3.67 N, 15.94
Gef.. C,60.18 H,3.77 N,16.15

(174) N-(4-Methoxyphenyl)-2-(2-(4-methoxyphenyl)-2H-tetrazol-5-

yl)benzamid

HN

OCH,
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wurde aus dem nach ASV 6.1.2.1.B dargestelltem S&urechlorid von 54 (0.150 g, 0.6
mmol) und 4-Methoxyanilin (0.1 g, 0.6 mmol) gemaR ASV 6.1.2.8.A hergestellt und
durch Fallung aus Methylenchlorid mit Petrolather erhalten (graulich-weiRer Feststoff;
0.082 g, 0.21 mmol, 34 % d. Th.). Ein Umkristallisieren war nicht notwendig.

Smp.: 162 - 164 °C

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 3.74 (s, 3H, OCHs), 3.85 (s, 3H, OCHs), 6.88 — 6.93
(m, 2H, ArH), 7.10 — 7.15 (m, 2H, ArH), 7.55 — 7.60 (m, 2H, ArH), 7.66 — 7.73 (m, 3H,
ArH), 7.86 — 7.92 (m, 2H, ArH), 8.08 — 8.12 (m, 1H, ArH), 10.27 (s, 1H*, NH).

BC{*H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 55.2 (CHs), 55.6 (CH3), 113.8 (2x CH), 115.0
(2x CH), 121.1 (2x CH), 121.2 (2x CH), 124.0 (C), 128.2 (CH), 128.9 (CH), 129.4 (C),
129.8 (CH), 130.4 (CH), 132.5 (C), 137.6 (C), 155.4 (C), 160.3 (C), 163.5 (C), 166.4
(©).

C2H19N505 (401.43) Ber.. C,6583 H, 477 N,17.45
Gef.. C,6578 H,504 N,17.29

(175) 5-([1,1'-Biphenyl]-2-yl)-2-phenyl-2H-tetrazol

wurde aus Anilin (0.19 g, 2 mmol) und 9 (0.67 g, 2 mmol) geméalR ASV 6.1.2.3 erhalten.
Das nach dem Séulen erhaltene rote Ol wurde im Morser mit MeOH (15 ml) verrieben,
wodurch das Produkt ausfiel (weiBer Feststoff; 0.14 g, 0.47 mmol, 24 % d. Th.). Ein
Umkristallisieren war nicht notwendig.

Smp.: 70-71°C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 7.18 — 7.24 (m, 2H, ArH), 7.29 — 7.38 (m, 3H,
ArH), 7.51 — 7.71 (m, 6H, ArH), 7.88 — 7.92 (m, 2H, ArH), 7.94 (dd, *Juy = 7.6 Hz,
*Jun = 1.4 Hz, 1H, ArH).

BCLH}-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 119.6 (2x CH), 125.2 (CH), 127.1 (CH), 127.8
(C), 128.0 (2x CH), 128.9 (2x CH), 130.1 (2x CH), 130.2 (CH), 130.6 (CH), 130.8
(CH), 136.0 (C), 140.2 (C), 141.6 (C), 164.8 (C).

C19H14N4 (29835) Ber.: C, 76.49 H, 473 N, 18.78
Gef.. C,76.34 H,4.80 N, 18.45
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6.2  Biologische Testung

6.2.1 Material

Chemikalien
Hersteller

Calcein-AM Sigma-Aldrich
Calciumchlorid-dihydrat Merck
CASYton-Elektrolytlésung Schérfe System
Cyclosporin A Sigma-Aldrich
D-Glucose-monohydrat Merck
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich
Doxorubicin Fluka
Fotales Kalberserum Sigma-Aldrich
HEPES, freie Sdure Applichem
Hoechst 33342 Sigma-Aldrich
Kaliumchlorid Merck
Kaliumphosphat Applichem
Ko143 Tocris
L-Glutamin-Ldsung (0.2 mol/l) Sigma-Aldrich
Magnesiumsulfat-heptahydrat Applichem
Né&hrmedium DMEM 5671, phenolrothaltig Sigma-Aldrich
Nahrmedium RPMI-1640, phenolrothaltig PAN Biotech
Natriumchlorid Merck
Natriumhydrogencarbonat Merck
Natriumhydrogenphosphat Applichem
Natronlauge (1 N) Grissing
Penicillin-Streptomycin-Losung (10* U/ml Penicillin, Sigma-Aldrich

10 mg/ml Streptomycin in 0.9 %iger NaCl-Ldsung)
Pheophorbid A Fontier Scientific

Dulbeccos phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) Sigma-Aldrich
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Salzsdure (0.1 N)
SN-38 (7-Ethyl-10-hydoxy-camptothecin)

Spul- und Reinigungslésungen fur Durchflusszytometer
FACSFlow, FACSClean, FACSRinse

Thiazolylblau-tetrazoliumbromid (MTT)

Trypsin/EDTA-L6sung, phenolrothaltig
(0.5 % Trypsin, 0.2 % EDTA)

XR9577

Grissing
TCI Europa
Becton Dickenson

Applichem
PAN Biotech

eigene Herstellung™®!

Verbrauchsmaterial fur Zellkultur und Testungen

Hersteller
CASY-Rohrchen mit Deckel Schérfe System
Kryoréhrchen mit Schraubverschluss (aus PP) Greiner bio-one
Mehrkammerreservoire (aus PP, weil3, autoklavierbar) Carl Roth
Membranfilter (steril, Porengréfie 0.2 pm) Whatman

Mikrotiterplatten
(aus PS, klar, 96 Vertiefungen mit flachem Boden)

Mikrotiterplatten
(aus PS, klar, 96 Vertiefungen mit u-formigem Boden)

Mikrotiterplatten
(aus PS, schwarz, 96 Vertiefungen mit flachem Boden)

Mikrotiterplatten mit Deckel
(aus PS, steril, 96 Vertiefungen mit flachem Boden)

Pasteurpipetten (aus Glas, 230 mm Lé&nge)

Pipetten, serologisch
(aus PS, steril, pyrogenfrei, 10 oder 25 ml)

Pipettenspitzen (aus PP, 0.2, 1.0 oder 5.0 ml)
Reagentienreservoire, steril

Reagentienreservoire, unsteril

Spritzen (aus PP, steril, pyrogenfrei, 10 oder 20 ml)

Gewebekulturflaschen mit Filter-Schraubverschluss
(aus PS, 25 cm?, 75 cm? oder 175 cm? Flache, steril)

Zentrifugenrdhrchen (aus PP, steril, 15 oder 50 ml)

Greiner bio-one

Greiner bio-one

Nunc

Starlab

VWR international
Sarstedt

Starlab

Carl Roth

Carl Roth

B. Braun
Greiner bio-one

Greiner bio-one
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Geratschaften

Hersteller
Absaugevorrichtung mit Pumpe Vacuubrand
Autoklav Systec VX-95 Systec

Durchflusszytometer FACScalibur mit Hochdurchsatz-
Probennehmer

elektronische Feinwaage R160P

elektronische Pipettierhilfe Accu-Jet
elektronische 8-Kanalpipette (10 — 200 pl)
elektronische 12-Kanalpipette (15 — 300 pl)
Heizblockthermostat ThermoStat plus

Inkubator

Kohlendioxid-Gasflasche

Lichtmikroskop Axiovert 25

Magnetrihrer RH basic
Mikrotiterplattenfluorometer FLUOstar Optima
Mikrotiterplattenfluorometer POLARstar Galaxy
Mikrotiterplattenphotometer Multiscan Ex
Mikrozentrifuge 5417C

pH-Messgerét pH-Meter 744

Pipetten unterschiedlicher Volumina

Quarz-Mikrokivetten Suprasil
Sicherheitswerkbank Safe 2010
UV/Vis-Spektrophotometer Ultrospec 4000

Vortexschittler Minishaker
Wasserbad (Typ 1083)

Zellz&hler CASY1Modell TT
Zentrifuge Avanti J-25

Becton Dickenson

Sartorius

Brand

Brand

Eppendorf

Eppendorf

IBS Integra Bioscience
Air liquide

Zeiss

IKA Labortechnik
BMG Lab Tech.

BMG Lab Tech.
Thermo Fisher Scientific
Eppendorf

Metrohm

Eppendorf, Thermo
Fischer Scientific

Hellma Analytics
Holten LaminAir

Amersham Pharmacia
Biotech

IKA Labortechnik

Gesellschaft fur
Labortechnik

Schérfe System
Beckman
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Programme fir Messungen und deren Analyse

Hersteller
Ascent fur Mikrotiterplattenphotometer (Windows) Thermo Fisher Scientific
Cellquest Pro fur Durchflusszytometrie (Linux) Becton Dickenson
Prism 6.01 (Windows) GraphPad Software
Excel 2010 Microsoft
Fluo.Galaxy 4.11 / Optima 2.20 fir BMG Lab Tech.
Mikrotiterplattenfluorometer (Windows)
Swift fur UV/Vis-Spektrophotometrie (Windows) Amersham Pharmacia
Biotech

6.2.2  Uberprufung des Prazipitationsverhaltens

Ob Substanzen wéhrend der Testverfahren in Losung blieben, wurde festgestellt, indem
von der Stammlésung ausgewahlter Substanzen eine Verdinnung (10 pumol/l) in doppelt
destilliertem Wasser hergestellt wurde. Die Verdinnungen wurden bei dem
Extinktionsmaximum (Kapitel 6.1.1) mit konstantem Messintervall (60 s) fur drei
Stunden bei Raumtemperatur vermessen und das Ergebnis im Programm Swift
graphisch festgehalten. Eine wassrige DMSO-L6sung (0.1 % v/v) diente als Referenz,

deren Extinktion von den Messwerten der Testsubstanzen subtrahiert wurde.
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6.2.3  Vorschriften zur Zellkultur

6.2.3.1 Inkulturnahme

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter aseptischen Bedingungen in einer Werkbank mit
laminarem Luftstrom durchgefihrt. Zur Inkulturnahme wurde die in einem in flissigem
Stickstoff gelagertem Kryoréhrchen befindliche Zellsuspension (1 ml) schnellstmdglich
aufgetaut und in ein Zentrifugenréhrchen (50 ml) mit dem jeweiligen Nahrmedium
(9 ml; Kapitel 6.2.3.2) uberfiihrt. Nach Zentrifugation (266 x g, 4 °C, 4 min) wurde der
Uberstand vorsichtig abgesaugt, das Zellsediment in wenig Nihrmedium resuspendiert
und in eine Kulturflasche Uberfuhrt, in der N&hrmedium (ca. 20 ml) vorgelegt worden

war. Diese wurde dann im Inkubator (Kapitel 6.2.3.2) gelagert.

6.2.3.2 Kulturbedingungen

Alle Zelllinien wurden in Standard-Gewebekulturflaschen mit Flachen von 25 cm?,
75cm? oder 125 cm? - je nach benétigter Zellzahl - unter einer auf 5 % CO,
angereicherten Atmosphére mit einer relativen Luftfeuchte von 95 % bei 37 °C in einem
Inkubator in Kultur gehalten. Das dafiir verwendete Nahrmedium ist auf die jeweilige
Zelllinie abgestimmt (Kapitel 6.2.3.5). Ein Wechsel des Nahrmediums war dann
notwendig, wenn der vorhandene Indikator Phenolrot durch das stoffwechselbedingte
Absinken des pH-Wertes von Rot nach Gelb umschlug. Zumeist war der
Nahrmediumswechsel mit der Zellernte verbunden, die bei einer Konfluenz des
Zellrasens ab 90% erfolgte. Dazu wurde das Nahrmedium entfernt, der Zellrasen zwei-
bis dreimal mit PBS (5 ml) zur endglltigen Entfernung toter Zellen und
Né&hrmediumsreste gespuilt.

Danach wurde eine Trypsin/EDTA-L6sung (3 ml) zum Ablésen des Zellrasens von der
Kulturflasche hinzugefligt und diese im Inkubator gelagert; die Ablbsezeit variierte
dabei (Kapitel 6.2.3.5).
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Die Zellsuspension wurde in Nahrmedium (7 ml) aufgenommen, in ein
Zentrifugenrohrchen (Volumen: 50 ml) Gberfiihrt, zentrifugiert (266 x g, 4 °C, 4 min)
und der Uberstand vorsichtig abgesaugt.

Das Zellsediment wurde in Nahrmedium (3 — 5 ml) aufgenommen und die Suspension
durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren mdglichst homogen suspendiert. Nach der
Zellz&hlung (Kapitel 6.2.3.3) wurde von dieser Suspension ein gewisser Anteil zur
erneuten Vermehrung in eine neue Kulturflasche, in der Nahrmedium (20 — 25 ml)
vorgelegt worden war, Gberfiihrt. Der Anteil fir die neue Passage wurde in der Regel so
gewahlt, dass der Zellrasen nach zwei Tagen wieder geerntet werden konnte (Kapitel
6.2.3.5).

6.2.3.3  Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mittels des Zellzdhlers Casyl Modell TT System bestimmt.
Es wurden 20 pl der aufbereiteten Zellsuspension (Kapitel 6.2.3.2) in steril filtrierte
CasyTon-Elektrolytlosung (10 ml) Gberfiihrt, mehrmals geschwenkt und die Probe im
Zellz&hler vermessen. Dieser misst den elektrischen Widerstand einer Suspension
definierten Volumens, die mit konstanter Stromungsgeschwindigkeit durch eine
Kapillare definierten Durchmessers (150 um) geleitet wird. Dabei erfasst das Gerét
nicht nur die Haufigkeit, sondern auch die Intensitdt der dabei auftretenden
Widerstandsanderungen bei dem Durchtritt der Zellen durch die Kapillare, so dass
PopulationsgroRe und GréRenverteilung einer Zellernte bestimmt werden kdnnen. Vor
allem durch letzteren Parameter kann auf die Vitalitat der Zellen riickgeschlossen
werden. Eine gesunde Zellkultur ist dadurch charakterisiert, dass der Hauptanteil der
Zellen eine GroRe um den zelllinienspezifischen Durchmesser aufweist. Generell
wurden alle Zellen mit einem Durchmesser zwischen 8 und 30 um zur Zahlung
herangezogen. ZellgréRen von unter 8 um wiesen auf Zellbestandteile und tote Zellen

hin, GréRen von tber 30 um auf Zellkonglomerate.
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6.2.3.4 Kryokonservierung

Eine langerfristige Lagerung der Zellen erfolgte in einem Lagerbehalter in flissigem
Stickstoff. Eine gewisse Zellmenge wurde nach der in Kapitel 6.2.3.2 aufgefiihrten
Prozedur geerntet und das Zellsediment mit Nahrmedium (ca. 10”7 Zellen pro ml)
verdunnt. Nach Verteilung der Zellsuspension auf die Kryorohrchen zu je 900 pl pro
Rohrchen wurde DMSO (100 pl, 10 %) hinzugefigt, um die Bildung
zellmembranschadigender Kristalle wahrend des Gefrierens zu verhindern. Nach
mindestens 24stlndiger Vorkihlung bei -80 °C konnten die Kryordhrchen dann im

Lagerbehdlter in flissigem Stickstoff gelagert werden.

6.2.3.5 Zelllinien

Zur Bestimmung der inhibitorischen Aktivitat der Testsubstanzen wurden folgende
Zelllinien herangezogen:

A) Fur die ABCG2-Inhibitionsbestimmung wurden die aus Epithelzellen einer
Hundeniere stammende sensitive Zelllinie MDCK Il wt und ihre mit humaner
ABCG2-cDNS transfizierte Zelllinie MDCK Il BCRP verwendet." Das zur
Transfektion verwendete ABCG2-Gen enthdlt am C-Terminus die cDNS des
grinfluoreszierenden Proteins (GFP). Beide Zelllinien wurden in N&hrmedium
des Typs DMEM (Dulbecco's modified Eagle medium), welches fotales
Kélberserum (10 % v/v), Streptomycin (50 pg/ml), Penicillin G (50 U/ml) und
L-Glutamin (2 mmol/l) enthielt, in Kultur gehalten. Sie lieRen sich innerhalb von
10 — 15 min mit Trypsin ablésen. Fur die neue Passage wurden drei bis fiinf
Millionen Zellen in eine neue Gewebekulturflasche tberfiihrt. Die Passagierung
der resistenten Zelllinie wurde auf maximal 25 — 30 Zyklen begrenzt, weil sich
die Messergebnisse danach verschlechterten.

B) Zur Messung der ABCBI1-Inhibition wurde der Doxorubicin resistente
Abkémmling A2780 adr der humanen Ovarialkarzinomzelllinie A2780

verwendet.
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C)

D)

Die Zellen wurden im N&hrmedium des Typs RPMI-1640, welches fotales
Kélberserum (10 % v/v), Streptomycin (50 pg/ml), Penicillin G (50 U/ml) und
L-Glutamin (2 mmol/l) enthielt, in Kultur gehalten. Ein vollstandiges Abldsen
der Zellen erfolgte nach drei bis funf Minuten. Fir die neue Passage wurden ca.
vier bis sechs Millionen Zellen in eine neue 75-cm?-Gewebekulturflasche
tberfuhrt. Um einen Abfall der ABCB1-Uberexpression zu vermeiden, wurden
die Zellen regelmélig mit Doxorubicin (0.1 pumol/l) wahrend einer Passage
behandelt. Eine Passagierung von 30 Zyklen wurde nicht tUberschritten.

Die Inhibition von ABCC1 wurde mittels der resistenten Zelllinie H69AR, die
von einem Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom stammt, Uberprft.
Diese Zelllinie wurde im Nahrmedium des Typs RPMI-1640, welches fotales
Kélberserum (20 % v/v), Streptomycin (50 pg/ml), Penicillin G (50 U/ml) und
L-Glutamin (2 mmol/l) enthielt, in Kultur gehalten. Das N&hrmedium wurde
jeden Tag gewechselt. Nach einer Abldsezeit von drei bis funf Minuten wurden
mindestens zehn  Millionen  Zellen zur weiteren Kultivierung in
Gewebekulturflaschen genutzt, da bei geringerer Zelldichte die Zellen nicht oder

inselartig wachsen. Eine Passagierung von 30 Zyklen wurde nicht tiberschritten.
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6.2.4  Testverfahren

6.2.4.1 Stammldsungen

Eine gewisse Menge der zu testenden Substanz bzw. des Substrates
(Fluoreszenzfarbstoffe, Zytostatika) wurde in ein farbloses Reagiergefa (Volumen:
2 ml) tberfuhrt. Lésungen von Fluoreszenzfarbstoffen wurden zum Schutz vor Licht in
braungeféarbten Gefalen aufbewahrt. Die Wagung der Stoffe fand auf einer analytischen
Feinwaage statt. Anschlieend wurde mit DMSO eine Lésung mit einer Konzentration
von 102 mol/l hergestellt. Die Stammldsungen wurden bei -20 °C gelagert. Fir die
Testung wurden sie kurz in einem Heizblockthermostat bei 50 — 60 °C aufgetaut.

6.2.4.2 Verdunnungsreihen

Folgendes Schema wurde zur Praparation der Verdiinnungsreihen angewandt:

¢ [10* mol/I] Volumina [pl] ¢ [10” mol/]
Zielverdiinnung  \ /e qiinnun KHP MeOH der Substanz
9 e auf der Platte
-4.00 10 (10%) 990 _5.00
oder min. 500 max. 490
-4.25 224 (107 176 .55
-4.50 158 (10°) 342 _5.50
-4.75 178 (10°) 822 _5.75
-5.00 50 (107 450 - 6.00
-5.25 50 (10*%) 450 -6.25
- 5.50 50 (10™°) 450 - 6.50
-5.75 50 (107) 450 -6.75
-6.00 50 (10™) 450 700

USW.
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Die héchste Konzentration einer Substanz fiir die Messung betrug 10° mol/l, fir die, bei
schlechter Loslichkeit im Puffer, Methanol (bis zu 49 % v/v) hinzugegeben wurde.
Nach erster Feststellung des ICso-Wertes einer Substanz wurden die ausgewahlten
Konzentrationen so angepasst, dass sie moglichst gleichmaRig um den 1Cso-Wert der

Testsubstanz lagen.

6.2.4.3 Substratverdiinnungen

Um die fur die Tests erforderlichen Substratkonzentrationen zu erhalten, wurden nach
folgenden Schemata Verdlinnungen hergestellt; ferner sind die benétigten

Gesamtvolumina pro Platte(n) angegeben:

Hoechst 33342: 10 pl der Stammldsung (10 mmol/l) wurden mit 990 pl KHP auf
0.1 mmol/l verdiinnt. 450 pl Verdinnung (0.1 mmol/l) plus 4050 pl
KHP flr zwei Platten.

Pheophorbid A: 15 pl der Stammldsung (1 mmol/l) plus 2985 pl KHP fiir eine Platte.

Calcein-AM: 10 pl Stammldsung (1 mmol/l) plus 3190 pl KHP fiir eine Platte,
15 pul Stammldsung (1 mmol/l) plus 4785 pl KHP fir zwei Platten,
25 pl Stammlésung (1 mmol/l) plus 7975 pl KHP fir drei Platten.

6.2.4.4 Akkumulationstest mit Hoechst 33342

Durchfiihrung

Der Akkumulationstest wurde dem Protokoll entsprechend durchgefiihrt.[22%2®!
Es wurden Verdiinnungsreihen von den Stammldsungen der zu testenden Substanzen
(Kapitel 6.2.4.2) vorbereitet. Die Verdinnungen (20 ul pro Vertiefung) wurden in die
Vertiefungen einer schwarzen, flachbodigen Mikrotiterplatte (Abbildung 70) tberfuhrt.
Messungen mit durchsichtigen Platten hatten gezeigt, dass diese bei der verwendeten
Anregungswellenldnge eine wesentlich hohere Hintergrundfluoreszenz aufgewiesen
haben. Hierzu trug nicht nur ihre hohe Autofluoreszenz bei, sondern auch eine

gegenseitige Beeinflussung der Proben in den Vertiefungen.!?*!
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Dagegen sind Messungen in schwarzen Mikrotiterplatten wegen geringerer
Autofluoreszenz und Abschirmung der Proben voneinander weniger anfallig fur

Fehler.[??

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

~N
A 0 10-7.5 10-7.25 10-7.0 10-6,75 10-6.5 10-6.25 10-6.0 10-5.75 10-5.5 10-5.25 10-5.0

C‘CQOOQCCQCCQ
4

E > Substanz 2

- 900000000000
7

> Substanz 1

Referenz

KHP @ resistente Zellen . sensitive Zellen

Abbildung 70: Ubliche Praparation einer Platte fur Hoechst 33342-Akkumulationstests. Die
Konzentrationen der Modulatoren (Spalten) sind in Mol pro Liter angegeben.

Als Referenzsubstanzen wurden XR9577 und Ko0143 verwendet. Nach Ernte und
Zahlung von Zellen der Typen MDCK 11 BCRP und MDCK |1 wt (Kapitel 6.2.3) wurde
den Zellsuspensionen Volumina entnommen, die die fir den Test erforderliche
Gesamtzellzahl enthielten, und in ein Reagiergefal (Volumen: 2 ml) uberfihrt. Eine
Anzahl von ungefahr 27.000 Zellen pro Vertiefung wurde benétigt. Nach dreimaligem
Waschen der Zellen mittels Zentrifugation (10000 x g, 7 s), vorsichtigem Entfernen des
Uberstandes und Resuspension in KHP (1 ml) wurde die Suspension in eine unsterile
Ausplattierschale Gberfuhrt und mit KHP auf die gewiinschte Zellkonzentration
verdiinnt. VVon der Zellsuspension wurden mit einer Multikanalpipette jeweils 160 pl in
jede Vertiefung Uberflhrt, und die Platte, mit einer Abdeckplatte versehen, in den
Inkubator (30 min, 37 °C, 5 % CO,) gestellt. Nach Ende der Prdinkubationszeit wurden
jeder Vertiefung 20 pl einer frisch hergestellten Verdinnung des Farbstoffes (Kapitel
6.2.4.3) mittels Multikanalpipette hinzugefugt, so dass seine Konzentration 1 pmol/I

und das Gesamtvolumen 200 ul betrugen.
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Die Platte wurde anschlieBend in einem Fluorometer gemal den folgenden

Geréteeinstellungen tber einen Zeitraum von zwei Stunden vermessen:

Parameter POLARstar Galaxy = FLUOstar Optima
Plattenstellung horizontal
Messtemperatur 37°C

Schitteln vor Messung ja

Messdauer 120 min
Messwerterfassung alle 60 s
Intervallzeit zwischen zwei Reihen 0.2s

Anregung 355 nm

Emission 460 nm
Lichtblitze 10s*
Signalverstarkung (Gain) 43 1400
Datenauswertung

Die Messwerte wurden durch das Fluorometer in einer Exceltabelle erfasst. Aus dieser
wurden die Daten in eine weitere Exceltabelle Ubertragen, aus der die Mittelwerte der
Messwerte von Minute 100 bis 109 gebildet wurden. Fir jede Substanzverdiinnung
wurden die Mittelwerte der zellfreien Reihen (A, D, G) von denen der zellhaltigen
Reihen (B, E, H mit resistenten Zellen bzw. C, F mit sensitiven Zellen) subtrahiert, um
die Hintergrundfluoreszenz (z. B. Eigenfluoreszenz der Substanz) herauszurechnen. Die
daraus resultierenden Daten wurden im Programm GraphPad Prism gegen die
entsprechenden Verdiinnungen aufgetragen. Uber die logistische Gleichung mit
variablem und auf 1 fixiertem Hill-Koeffizienten wurden sigmoidal verlaufende
Konzentrations-Effektkurven erstellt. Der Wendepunkt des statistisch bevorzugten

Modells wurde zur Ermittlung des 1Cso-Wertes herangezogen.
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6.2.4.5 Akkumulationstest mit Pheophorbid A

Durchfiihrung

Der Akkumulationstest wurde entsprechend dem bereits beschriebenen Protokoll
durchgefuhrt.”? Es wurden Verdinnungsreinen von den Stammldsungen der zu
testenden Substanzen (Kapitel 6.2.4.2) vorbereitet. Die Verdinnungen (20 ul pro
Vertiefung) wurden in die flachbddigen Vertiefungen einer Mikrotiterplatte
(Abbildung 71) uberfuhrt. Als Referenzsubstanzen dienten XR9577 und Ko143.

Nach Ernte und Zahlung von Zellen des Typs MDCK Il BCRP (Kapitel 6.2.3) wurde
den Zellsuspensionen Volumina entnommen, die die fir den Test erforderliche
Gesamtzellzahl enthielten, und in ein Reagiergefal (Volumen: 2 ml) uberfihrt. Eine
Anzahl von ungefahr 45000 Zellen pro Vertiefung wurde bendtigt. Nach dreimaligem
Waschen der Zellen mittels Zentrifugation (10000 x g, 7 s), vorsichtigem Entfernen des
fliissigen Uberstandes und Resuspension in KHP (1 ml) wurde die Suspension in eine
unsterile  Ausplattierschale uberfihrt und mit KHP auf die gewiinschte
Zellkonzentration verdinnt. VVon der Zellsuspension wurden mit einer Multikanalpipette
jeweils 160 pl in jede Vertiefung Uberfuhrt, und die Platte, mit einer Abdeckplatte
versehen, in den Inkubator (30 min, 37 °C, 5 % CO,) gestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0 107° 10721070 1067% 10621062 1000 1057 1052 10°2° 10°°  Substanz 1

B Substanz 2
C Substanz 3
D Substanz 4
E Substanz 5
F Substanz 6
G Substanz 7

900000000000 ~---

Abbildung 71: Ubliche Praparation einer Platte fiir Pheophorbid-A-Akkumulationstests. Die
Konzentrationen der Modulatoren (Spalten) sind in Mol pro Liter angegeben.
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Nach Ende der Prainkubationszeit wurden jeder Vertiefung 20 pl einer frisch
hergestellten Verdinnung des Farbstoffes (Kapitel 6.2.4.3) mittels Multikanalpipette
hinzugefugt, so dass seine Konzentration 0.5 pumol/l und das Gesamtvolumen 200 pl in
jeder Vertiefung betrugen.

AnschlieBend wurde die Platte mit einer Abdeckplatte versehen und durch
Aluminiumfolie lichtgeschitzt im Inkubator unter Zellkulturbedingungen fir zwei
Stunden gelagert. Danach wurden die sich nach der Zeit am Vertiefungsgrund
anhaftenden Zellen mittels Multikanalpipette durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren (mindestens 30 x) gelost, um die Zellen im Durchflusszytometer

vermessen zu konnen. Die Messung wurde mit folgenden Gerdteeinstellungen

durchgefunhrt:
Parameter
Messmodus Hochdurchsatz, 96-Mikrotiter-Platte
Probenvolumen 10 pl
Probenflussgeschwindigkeit 3.0 ul/s
Mischvolumen 100 pl
Mischgeschwindigkeit 200 pul/s
Probenwaschvolumen 200 pl
Mischdurchgange 2
Anregung 488 nm
Emission 670 nm (FL3)
Datenauswertung

Die Messtechnik registrierte neben der von den einzelnen Zellen ausgesandten
Fluoreszenz auch die Qualitdt der eingesetzten Zellpopulation. Die gemessenen
Parameter wurden mit Hilfe des Programmes Cellquest Pro als Punktwolken in einem
Streudiagramm (Qualitat der Zellprobe) bzw. als Balken in einem Histogramm
(Fluoreszenzintensitaten) dargestellt und ausgewertet.

Mit Hilfe des Streudiagramms wurden die vermessenen Zellen hinsichtlich ihrer Grolze
(forward scatter) und Zellgranularitat (sideward scatter) untersucht. So konnten tote
Zellen, Zellagglomerate und -trimmer ausgeschlossen werden, indem man den

Messbereich durch Setzen eines Analysefensters (gate) im Diagramm eingrenzte.
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Zellen, die kein ABCG2 exprimierten, konnten ebenfalls ausgeschlossen werden, da
man Uber den FL1-Kanal die vom GFP verursachte Fluoreszenz (Kapitel 6.2.3.5)
messen konnte. Diese Malinahme schloss die unerwiinschten Fluoreszenzwerte im
Histogramm aus, in dem die Fluoreszenzintensitit gegen die Zellzahl aufgetragen war.
Die geometrischen Mittelwerte der Fluoreszenzintensitaten wurden mit dem Programm
GraphPad Prism gegen die entsprechenden Verdiinnungen aufgetragen. Uber die
logistische Gleichung mit variablem und auf 1 fixiertem Hill-Koeffizienten wurden
sigmoidal verlaufende Konzentrations-Effektkurven erstellt. Der Wendepunkt des

statistisch bevorzugten Modells wurde zur Ermittlung des I1Cso-Wertes herangezogen.

6.2.4.6 Akkumulationstest mit Calcein-AM

Durchfiihrung

Der Akkumulationstest wurde entsprechend dem bereits beschriebenen Protokoll
durchgefuihrt.'??*2%] Es wurden Verdiinnungsreihen von den Stammlésungen der zu
testenden Substanzen (Kapitel 6.2.4.2) vorbereitet. Die Verdinnungen (20 pl pro
Vertiefung) wurden in die Vertiefungen einer farblosen, flachbodigen Mikrotiterplatte
uberfhrt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0 107° 10%% 1060 10°° 10°°| 0 1070 10°° 10°° (10°° 100

* Substanzen 1/ 2
B
C

 Substanzen 3/ 4
D
E

r Substanzen 5/6
Foy \

O 0 107 1071070 1087 10 105 11057 2% 105 s
> Referenz
" 900000000000

Abbildung 72: Schema einer Ublichen Préparation fur das Screening. Es wurde in
Duplikaten gemessen. Die Konzentrationen der Modulatoren (Spalten) sind in
Mol pro Liter angegeben.
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Als Referenzsubstanz wurde Cyclosporin A benutzt. Nach Ernte und Zahlung von
Zellen der Zelllinien A2780 adr bzw. H69AR (Kapitel 6.2.3) wurde der jeweiligen
Zellsuspension ein VVolumen, das die fir den Test erforderliche Gesamtzellzahl enthielt,
entnommen und in ein Reagiergefal (Volumen: 2 ml) Gberflihrt. Eine Anzahl von
ungeféahr 27000 Zellen pro Vertiefung wurde benotigt. Nach dreimaligem Waschen der
Zellen mittels Zentrifugation (10000 x g, 7 s), vorsichtigem Entfernen des flissigen
Uberstandes und Resuspension mit 1 ml KHP wurden die Suspension in eine unsterile
Ausplattierschale Uberfuhrt und mit KHP auf die gewinschte Zellkonzentration
verdunnt. VVon dieser wurden mit einer Multikanalpipette jeweils 160 pl in jede
Vertiefung uberfiihrt, und die Platte, mit einer Abdeckplatte versehen, in den Inkubator
(30 min, 37 °C, 5 % CO,) gestelit.

Nach Ende der Prdinkubationszeit wurden jeder Vertiefung 20 pl einer frisch
hergestellten Calcein-AM-Verdunnung (Kapitel 6.2.4.3) mittels Multikanalpipette
hinzugefigt, so dass die Farbstoffkonzentration 0.3125 pmol/l und das Gesamtvolumen
200 pl in jeder Vertiefung betrugen. Die Platte wurde anschlieBend in einem
Fluorometer gemal den folgenden Geréateeinstellungen Uber einen Zeitraum von einer

Stunde vermessen:

Parameter POLARstar Galaxy FLUOstar Optima
Plattenstellung horizontal
Messtemperatur 37 °C

Schitteln vor Messung ja

Cyclenzahl 60

Messwerterfassung alle 60 s

Intervallzeit zwischen zwei Reihen 0.2s

Anregung 485 nm

Emission 520 nm

Lichtblitze 10s™

Signalverstarkung (Gain) 15 1450
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Datenauswertung

Die Messwerte wurden durch das Fluorometer in einer Exceltabelle erfasst. Aus dieser
wurden die Daten in eine weitere Exceltabelle bertragen. Da der Anstieg der
Fluoreszenz zu Anfang linear verlauft, wurden die Werte von Minute 10 bis 29 zur
Berechnung der Steigungen herangezogen. Zur Ermittlung der relativen Hemmwirkung
einer Testsubstanz bei einer Konzentration von 10 umol/l (Abbildung 72) wurde der
Steigungswert dieser Konzentration von dem Nullwert in der gleichen Reihe subtrahiert
(z. B. Wert von A6 minus Wert von Al) und dieser in Bezug zum ebenfalls bereinigtem
Maximum des Standards (z. B. G12 minus G1) gesetzt. Von allen Substanzen, die bei
10 pumol/l einen durchschnittlichen Effekt von tber 25 % im Vergleich zum Standard
zeigten, wurde der ICs-Wert bestimmt. Bei vollstdndigen Verdiunnungsreihen wurden
die berechneten Steigungswerte gegen die jeweilige Modulatorkonzentration mit dem
Programm GraphPad Prism aufgetragen und (ber die logistische Gleichung mit
variablem und auf 1 fixiertem Hill-Koeffizienten eine sigmoidal verlaufende
Konzentrations-Effektkurve erstellt. Der Wendepunkt des statistisch bevorzugten

Modells wurde zur Ermittlung des 1Cso-Wertes herangezogen.

6.2.4.7 MTT-Test zur Zelltoxizitatsbestimmung

Durchfiihrung

t.58 Die sterilen

Der MTT-Test wurde entsprechend der Literatur durchgefiihr
Mikrotiterplatten wiesen Raume zwischen den Vertiefungen auf, die mit sterilem PBS
bis zur Halfte befullt wurden, um Volumenreduktionen in die Vertiefungen durch
Verdunstung wahrend der Inkubationsphasen vorzubeugen. Die zu untersuchenden
Zellen des resistenten und des sensitiven Typs wurden vorbereitet (Kapitel 6.2.3). Den
Zellsuspensionen wurden Volumina, die die fir den Test erforderliche Gesamtzellzahl
enthielten, entnommen und mit Nahrmedium verdiinnt, so dass durchschnittlich 3000
Zellen pro 20 pl in jeden Vertiefung mittels einer Multikanalpipette tberfiihrt werden
konnten. Nach Zufligen zusétzlicher 160 pl Ndhrmediums in die Vertiefungen wurde
die Platte fur drei bis sechs Stunden in den Inkubator (30 min, 37 °C, 5 % CO,) gestellt,
um die Zellen anhaften zu lassen. Es wurde eine Verdunnungsreihe von der

Stamml6sung der zu testenden Substanz nach folgendem Schema vorbereitet:
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¢ [10° mol/l] Volumina [pl] . ¢ [10¥ mol/l]
Zielverdunnung Verdinnung Nahrmedium erds:rb;'g?tze au
-3.00 150 (107 1350 -4.00
-3.25 448 (10®) 352 -4.25
-3.50 316 (10 684 -4.50
-3.75 178 (107%) 822 -4.75
-4.00 100 (107%) 900 -5.00
-4.25 100 (10°%%) 900 -5.25
- 4.50 100 (1073°) 900 -5.50
-4.75 100 (10%7) 900 -5.75
-5.00 100 (107 900 -6.00
- 6.00 100 (107) 900 -7.00

Es wurde ein autoklaviertes Reagentienreservoir mit zwolf Fachern zu Hilfe genommen.
Die Facher wurden entsprechend dem Testschema mit den bendtigten Ldsungen
beschickt, so dass das erste Fach reines Nahrmedium, die ndchsten zehn Fé&cher die
Verdunnungen der Testsubstanz mit steigenden Konzentration und das zwolfte Fach
reines DMSO enthielten. Nun konnten 20 pul einer jeden Lésung mittels

Multikanalpipette in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte Gberfthrt werden.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 10—7.0 10-6.0 10—5.75 10—5.5 10—5.25 10—5.0 10-4.75 10-4.5 10—4.25 10—4.0 DMSO A

A
B

S resistente
c Zellen
D
E

. sensitive
Zellen

J

Abbildung 73: Schema einer Ublichen Praparaion fir den MTT-Test zur Bestimmung der
Zelltoxizitat. Jeder Messwert wurde als Quadruplikat aufgenommen. Die
Konzentrationen des Modulators (Spalten) sind in Mol pro Liter angegeben.
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Zur Feststellung der Aufhebung der Resistenz gegen ein Zytostatikum mittels eines
Modulators wurde der MTT-Test mit einem abgewandelten Protokoll durchgefiihrt.!**®!

Im Gegensatz zur Uberpriifung der Zelltoxizitat wurden einigen Reihen mit resistenten
Zellen statt der tblichen 160 ul nur 140 pl des Nahrmediums hinzupipettiert. Es wurden
zwei unterschiedlich konzentrierte Verdinnungen aus der Stammldsung eines
Modulators in Nahrmedium hergestellt. Nach Ablauf der Zeit zur Anhaftung der Zellen,
wurden 20 pl dieser Verdinnungen in die Reihen mit resistenten Zellen, die das
geringere Gesamtvolumen (160 pl statt 180 pl) beinhalteten, hinzupipettiert.
AnschlieBend wurde eine Verdunnungsreihe von der Stammldsung des Zytostatikums
nach dem in Abbildung 74 dargestellten Schema hergestellt. Es wurde ein autoklaviertes
Reagentienreservoir mit zwolf Fachern zu Hilfe genommen.

Die Facher wurden entsprechend dem Testschema mit den bendtigten Ldsungen
beschickt, so dass das erste Fach reines Nahrmedium, die ndchsten zehn Fé&cher die
Verdunnungen der Testsubstanz mit steigenden Konzentration und das zwolfte Fach
reines DMSO enthielten. Nun konnten 20 pl einer jeden L&ésung mittels

Multikanalpipette in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte Gberfuhrt werden.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0 10-7.0 10-645 10-6.25 10-6.0 10-5.75 10-5.5 10-5.25 10-5.0 10—4.75 10—445 DMSO .
resistente Zellen
B ohne Modulator
C .
resistente Zellen
D inkl. x pmol/I Modulator
E .
resistente Zellen
F inkl. y ymol/l Modulator

sensitive Zellen

00000000000 } orne Modator

Abbildung 74: Typische Anordnung eines MTT-Tests zur Bestimmung der Zelltoxizitat.
Jeder Messwert wurde als Duplikat gemessen. Die Konzentration des
Cytostatikums (Spalten) ist in Mol pro Liter angegeben.

Nach einer Lagerung tber 72 Stunden im Inkubator (37 °C, 5 % CO;) wurden in jede
Vertiefung 40 pl einer MTT-L6sung (5 mg MTT / ml PBS) mittels Multikanalpipette
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hinzugefigt, wobei auf steriles Arbeiten verzichtet wurde. Die Platte wurde fur eine
Stunde in den Inkubator gestellt. Die Uberstande in den Vertiefungen wurden vorsichtig
entfernt, in dem man die Platte kopfliber auf Zellstoff legte und leicht klopfte. Durch
Zugabe von 100 pl DMSO in jede Vertiefung wurden die Zellen lysiert und die in ihnen
gebildeten Formazankristalle gel6st. Im Anschluss wurden die Extinktionen der
Formazanldsungen bei 570 nm und die Hintergrundextinktion bei 690 nm gemessen.

Datenauswertung

Die Messwerte wurden durch das Photometerprogramm Ascent in einer Exceltabelle
erfasst. Nach Abzug der Hintergrund- von den Gesamtextinktion trug man die Werte
gegen die jeweilige Modulatorkonzentration im Programm GraphPad Prism auf und
erstellte Uber die logistische Gleichung mit vier Parametern eine sigmoidal verlaufende

Konzentrations-Effektkurve, aus der sich dann der Glsg-Wert ableiten liel?.

6.2.4.8 Enzymkinetische Versuche

Die Versuche wurden von K. Silbermann (AG Wiese, Pharmazeutisches Institut,

Universitat Bonn) durchgefuhrt und ausgewertet.

Durchfiihrung

Zur ldentifikation des Interaktionstyps einer Substanz mit einem verwendeten Substrat
wurden analog zu den schon beschriebenen Verfahren Dosis-Wirkungskurven mit
unterschiedlichen Substratkonzentrationen ermittelt. Die Messbedingungen waren
dieselben wie bei den schon beschriebenen Standardtests. Die verwendeten
Konzentrationen wurden so gewéhlt, dass sie unterhalb des ICso-Wertes des Inhibitors
lagen. Eine weitere Reihe enthielt eine Konzentration, mit der die Maximalfluoreszenz

ermittelt wurde.
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Abbildung 75: Préaparation einer enzymkinetischen Untersuchung von Kol143 (in Reihen,
Konzentration in Mol pro Liter) mit verschiedenen Konzentrationen von
Hoechst 33342 bzw. Pheophorbid A

Datenauswertung

Die Messwerte wurden analog zu den schon beschriebenen Verfahren (s. 0.) ermittelt.
Die Duplikate wurden gemittelt und gegen die jeweilige Modulatorkonzentration in
GraphPad Prism aufgetragen. Uber die logistische Gleichung wurden sigmoidal
verlaufenden Konzentrations-Effektkurven fir jede Substratkonzentration erstellt. Der
Fluoreszenz-Maximalwert Fax des statistisch bevorzugten Modells (variabler oder auf
1 fixierter Hill-Koeffizient) wurden zur Berechnung der intrazelluldaren Substrat-

konzentrationen S, und der Geschwindigkeiten v herangezogen, die nach

[Sin] = und v =[S]—[Sin] berechnet wurden.*!
Die ermittelten Werte wurden reziprok in einem Lineweaver-Burk-Diagramm mit [Sin]™
als Abszisse und [v]™ als Ordinate aufgetragen, wodurch eine Geradenschar erhalten
wurde. Der Schnittpunkt der Geraden gab Aufschluss tber die Art der Interaktion des

Inhibitors mit dem Substrat in Gegenwart des Proteins.



7 Anhang

255

7.1

ABC
ADP
AG
ASV
ATP
atm
Aq.
BCRP

BNCT

br

Calcein-
AM

cDNS

CsA
CuAAC

DC
DCM

ANHANG

Abkurzungsverzeichnis

ATP-Bindungskassette
Adenosindiphosphat
Arbeitsgruppe

Allgemeine Synthesevorschrift
Adenosintriphosphat
physikalische Atmosphére
Aquivalent(e)

brustkrebsresistentes Protein,
ABCG2

Bor-Neutroneneinfang-Therapie

(boron neutron capture
therapy)

breites Singulett
Calceinacetoxymethylester

komplementére Desoxy-
ribonukleinsaure

Cyclosporin A

Kupfer katalysierte Alkin-Azid-

Cycloaddition
chemische Verschiebung
Dunnschichtchromatographie

Dichlormethan,
Methylenchlorid

Dublett

dd
ddd

demin.
DIPEA

DMF
DMSO

d. Th.

EDTA
EtOAC
EtOH
:7:'

Tre/.
FKS
GFP

Glso

GSH

Dublett vom Dublett

Dublett vom Dublett vom
Dublett

demineralisiert

Diisopropylethylamin,
Hinnigs Base

Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Dublett vom Triplett

(Ausbeute in Prozent) der
Theorie

dekadischer Extinktions-
koeffizient

Ethylendiamintetraessigsaure
Essigester
Ethanol

Fluoreszenzwert [willkdrliche
Einheiten]

relative Fluoreszenz [%]
fotales Kalberserum

grinfluoreszierendes
Protein

halbmaximale Wachstums-
hemmung (growth inhibition)

Glutathion
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HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1- n nano; Versuchsanzahl
piperazinyl)-ethansulfonséure N Normalitat
HPLC  Hochleistungsfliissigchroma- a nicht aktiv
tographie (high performance o
liquid chromatography) NMR Kernspi_nresonanz (nuclear
HRMS  hochauflésende Massen- magnetic resonance)
spektroskopie (high resolution OAT organischer Anionentransporter
mass spectroscopy) p [W] Leistung [Watt]
HGNC  Gennomenklatur-Ausschuss der  pa Petrolither. Leichtbenzin
Humangenom-Organisation (Siedebereich 40 — 60 °C)
(HUGO gene nomenclature ]
committee) PDB Protein-Datenbank
(www.rcsh.org)
Hz Hertz
) o PBS phosphatgepufferte Salzlésung
ICso halbmaximale inhibitorische ] )
Konzentration (inhibitory Pd/C Palladium auf Aktivkohle
concentration) q Quartett
| Maximalinhibition o Standardabweichung
IUPAC Internationale Union flr reine sept Septett
und angewandte Chemie hmel K
(international union of pure Smp.  Schmelzpunkt
and applied chemistry) S. 0. siehe oben
J Kopplungskonstante t Triplett
kcal Kilokalorie td Triplett vom Duplett
KHP Krebs-HEPES-Puffer t[s] Zeit [Sekunde(n)]
konz. konzentriert T[°C] Temperatur in [Grad Celsius]
I Liter THF Tetrahydrofuran
logP Octanol-Wasser-Verteilungs- TQ therapeutische Quotient
koefnizient U Einheiten (units)
Amax. Wellenlangenmaximum [nm] U a unter anderem
m milli; Multiplett USW und so weiter
M mega uv ultravioletter Wellenléangen-
MDR Multidrug-Resistenz bereich
MeOH  Methanol Vis sichtbarer Wellenlangenbereich
MDCK Madin-Darby-Hundeniere wit Wildtyp, parenteraler Typ
(Madin-Darby canine kidney) 7 Zersetzungspunkt
MRP1  MDR-assoziertes Protein, i
ABCCL z.B. zum Beispiel
. . % v/ Vol t
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)- oV olumenprozen

2,5-diphenyltetrazoliumbromid
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7.2

Tabellenverzeichnis

Tabelle Beschreibung Seite
Tabelle1  Durch Mutationen in ABC-Genen ausgeldste Erbkrankheiten 2
Tabelle2 ~ ABCB1-Substrate (Auswahl)Z344754 12
Tabelle3  ABCBI1-Inhibitoren der ersten Generation (Auswahl)®”! 13
Tabelle4  ABCC1-Substrate (Auswahl)!?*%®! 17
Tabelle5  ABCG2-Substrate (Auswahl)!%%09296:97] 20
Tabelle 6 Selektive ABCG2-Inhibitoren (Auswahl) 22
Tabelle 7 Vorstufen mit 2,5-Diaryl-2H-tetrazol-Teilstruktur 40
Tabelle 8  Uber die katalytische Hydrierung erhaltene Vorstufen 50
Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs-Werte der
Tabelle 9 Testsubstanzen mit einem Nitrosubstituenten am Ring C; Referenzsubstanz 56
XR9577: IC5y = 704 = 147 nmol/l; n=3
Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs-Werte der
Tabelle 10  Testsubstanzen mit 4-Nitril- oder 4-Trifluormethylgruppe am Ring C; 58
Referenzsubstanz XR9577: 1Csq = 704 + 147 nmol/l; n=3
Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs-Werte der
Tabelle 11  Testsubstanzen mit 4-n-Propylgruppe am Ring C; Referenzsubstanz 60
XR9577: IC50 =704 = 147 nmol/l; n=3
Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cso-Werte der
Tabelle 12  Testsubstanzen mit 4-Methoxygruppe am Ring C; Referenzsubstanz 61
XR9577: IC5y = 704 + 147 nmol/l; n=3
Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cso-Werte der
Tabelle 13  Testsubstanzen mit Alkoxysubstituenten am Ring C; Referenzsubstanz 63
XR9577: IC5y = 704 + 147 nmol/l; n=3
Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs-Werte der
Tabelle 14  Testsubstanzen mit (ali-)cyclischen Substituenten anstelle eines 65
Phenylringes; Referenzsubstanz XR9577: ICso = 704 £ 147 nmol/l; n = 3
Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs-Werte der
Tabelle 15 Testsubstanzen mit erster Modifikation der Grundstruktur — Wegfall des 69
Phenylringes A bzw. C; Referenzsubstanz XR9577: 1Cs, = 704 + 147
nmol/l; n=3
Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cs-Werte der
Tabelle 16 Testsubstanzen mit zweiter Modifikation der Grundstruktur — Austausch 70

des Tetrazols gegen Oxadiazol (148-154) oder Triazol (160-164);
Referenzsubstanz XR9577: ICso = 704 + 147 nmol/l; n=3
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Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Csy-Werte der
Testsubstanzen mit dritter Modifikation der Grundstruktur — Auswirkung
des Positionswechsels des Amids; Referenzsubstanz XR9577: IC5, = 704 +
147 nmol/l; n=3

Tabelle 17 71

Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Csy-Werte der
Testsubstanzen mit dritter Modifikation der Grundstruktur — Verdnderung
der Amid-Teilstruktur; Referenzsubstanz XR9577: ICsq = 704 + 147
nmol/l; n=3

Tabelle 18 72

Vergleich der Aktivitatsdaten ausgewéhlter Modulatoren in Gegen-

Tabelle 19 art der Substrate Hoechst 33342 und Pheophorbid A; n > 3%

74

Inhibitorische Aktivitaten der tiber das Screening identifizierten
Tabelle 20  Substanzen mit mehr als 25 %iger verusachter Fluoreszenz im Calcein- 82
AM-Test; Referenzsubstanz CsA: ICso = 1.21 £ 0.16 pumol/l; n =3

IC50-, Zytotoxizitats- und TQ-Werte ausgewahlter Verbindungen, ermittelt

Tabelle 21 mit dem MTT-Testverfahren; n = 3, Einzelwerte als Quadruplikat 87
Verlauf der Extinktion ausgewahlter Verbindungen mit verschiedenen

Tabelle 22 Imax-Werten; c(Verb.) = 10 umol/I 89

Tabelle 23 Ubersicht iber die IQ50-We_zrte substitutionsgleicher Anthranilamid- und 91
Tetrazolylphenylamid-Derivate

Tabelle 24 Vergleich der Aktivitaten von Derivaten mit gleichartigen, aber zwischen 94

den Aromaten A und C getauschten Substituenten

Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cso-Werte unterschiedlich
Tabelle 25 substituierter Carborancarboxamide; Referenzsubstanz XR9577: ICs, = 103
704 + 147 nmol/l; n=3

Uber das Hoechst 33342-Verfahren ermittelte 1Cso-Werte der Verbin-
Tabelle 26  dungen zur Charakterisierung der aktivitatsrelevanten Strukturmerkmale; 106
Referenzsubstanz XR9577: 1Cso = 704 + 147 nmol/l; n =3

Uber das Hoechst 33342_—_Verfahren ermittelte 1Cso-Werte der
Tabelle 27 Benzothiazol-Reihe zur Uberpriifung von Substituenteneinfliissen; 108
Referenzsubstanz XR9577: 1Cso = 704 + 147 nmol/l; n =3

Uber das I—_|_oechst 33342-Verfahren ermittelte 1Csp-Werte der Thiazol-
Tabelle 28 Reihe zur Uberprifung von Substituenteneinfliissen; Referenzsubstanz 109
XR9577: IC5o = 704 = 147 nmol/l; n=3

Ubersicht tiber die Fluoreszenzzunahme ausgewahlter Verbindungen bei

Tabelle 29 10 pumol/l, auf Cyclosporin A (10 pmol/l) bezogen

110

ICs0-, Zytotoxizitats- und TQ-Werte ausgewahlter Verbindungen, ermittelt
Tabelle 30 (iber das MTT-Testverfahren; n = 3, wenn nicht Anderes angegeben; 111
Einzelwerte als Quadruplikat
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7.3

Abbildungsverzeichnis

Abbildung Beschreibung Seite
Kristallstruktur der NBD des ABC-Transporters Hamolysin B in
Abbildung 1 Escherichia coli (PDB-Nummer 1MTO0)!®#: Walker-A-Motiv (gelb), 3
g Q-Schleife (orange), C-Schleife (rot), Walker-B-Motiv (grin),
D-Schleife (cyan), H-Schleife (lila)
. Formulierungen zum Transportmechanismus eines ABC-
Abbildung 2 oo 22231 Porenmodell; B: Flippasemodell; C: HVC-Modell 4
Allgemein angenommener Transportcyclus eines ABC-Transporters,
Abbildung 3 basierend auf dem Higgins und Linton formulierten ATP-Switch- 5
Modell(® Substrat, m ATP)[82025-30]
Kolbenmodell nach George und Jones:®**ITMD = graue Rechtecke;
(®) Substrat; Substratbindungsstellen (O = gebunden, OJ ungebun-
Abbildung 4 den); NBD = Kreise; Nucleotidbindungsstelle in geschlossener Kon- 6
g formation (schwarz); Nucleotidbindungsstelle in offener Konfor-
mation (weiR) - die abgesenkte Position verdeutlicht die Ausrichtung
der offenen Konformation (NBD vom Komplex weggedreht)
Abbildung 5 Ubersicht iber gene[£7e]lle Mechanismen zur Ausbildung einer MDR 8
nach Holohan et al.
Abbildung 6  Sekundarstruktur von ABCB1M*! 9
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Abbildung 55
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Abbildung 72

Schema einer blichen Praparation flir das Screening. Es wurde in
Duplikaten gemessen. Die Konzentrationen der Modulatoren
(Spalten) sind in Mol pro Liter angegeben.
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Abbildung 73

Schema einer Ublichen Praparation fir den MTT-Test zur
Bestimmung der Zelltoxizitat. Jeder Messwert wurde als
Quadruplikat aufgenommen. Die Konzentrationen des Modulators
(Spalten) sind in Mol pro Liter angegeben.
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Abbildung 75
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