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1. Einleitung 

1.1 Die Humane Schistosomiasis

Die humane Schistosomiasis ist eine parasitäre Erkrankung

subtropischen Gebieten Südamerikas, Afrikas und Süd

dem Namen Bilharziose bekannt

(Abb.: 1). Laut WHO sind weltweit 2

schwangere Frauen stärker betroffen 

reifen die männlichen und weiblichen Schistosomen im Blutkreislauf zu ihrer adulten und 

geschlechtsreifen Form heran. Bei der Paarung umschlie

größere aber schlankere Weibchen und bilde

nach der Befruchtung, je nach Art, 

(orientalische Spezies) Eier pro Tag produzieren.

(Miracidium), welche mittels prot

Intestinaltraktes durchdringt und so mit dem Urin

Bei Wasserkontakt schlüpft die Wimpernlarve

ihr asexuell zu Sporozyten

scheidet mehrere tausend Zerkarien pro Tag aus, diese begeben sich auf die 

menschlichen Wirt. Haben diese einen passenden Wirt gefunden

Abbildung 1: Lebenszyklus164: 
japonicum (S. j.), S. haematobium (S. h.)
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1. Einleitung 

Haut in den Blutkreislauf, finden sich zu Pärchen und wandern zu ihren Zielorganen, wodurch 

der Kreislauf von Neuem beginnt4. Schistosoma mansoni ist hauptverantwortlich für die 

Infektion am Menschen, sein Zwischenwirt ist die Süßwasserschnecke Biomphalaria. Eine 

chronische Erkrankung mit Schistosoma führt in der Regel zu einer immunpathologischen 

Entzündungsreaktion auf die Eier der Schistosomen, welche in verschiedenen Geweben 

abgelegt werden. So führt eine Infektion mit S. haematobium zu obstruktiven Erkrankungen 

der Harnwege und des Intestinaltraktes, während eine Infektion mit S. mansoni und S. 

japonicum zu hepatosplenalen Entzündungen und Leberfibrose führen. Die akute Form der 

Schistosomiasis ist das Katayama Fieber. Sie stellt eine systemische Überempfindlichkeits-

reaktion gegen die eingedrungenen Schistosomen dar. Diese Form wird häufig bei Touristen 

festgestellt und tritt ein paar Wochen nach der Infektion auf. Häufige Symptome sind Fieber, 

Abgeschlagenheit und Muskelschmerzen7,8,9. Eine gängige Nachweismethode der Erkrankung 

ist die mikroskopische Untersuchung des Stuhls auf Vorhandensein der Eier10. Zum jetzigen 

Zeitpunkt gibt es keinen Impfstoff gegen diese Erkrankung, und dazu schafft es Schistosoma 

sich durch komplexe Immunmechanismen an das Immunsystem des Wirtes anzupassen und 

so Resistenzen zu entwickeln. Das Arzneimittel der Wahl ist Praziquantel, ein 

weitverbreitetes Anthelminthikum. Der Wirkmechanismus ist weitestgehend unbekannt doch 

es wird angenommen, dass die durch den Wirkstoff verursachte Öffnung der Kalziumkanäle 

der kontraktilen Zellen der Wurmaußenhaut zur spastischen Lähmung des Wurmes und zu 

dessen Tod und Austreibung mit dem Stuhl führt11. Allerdings hat Praziquantel keine oder nur 

geringe Effekte auf die Eier und die unreifen Würmer. Dies führt bei unzureichender 

Behandlungsdauer zu einer schnellen Reinfektion12,13,14,15. Zur Behandlung des Katayama 

Fiebers werden zusätzlich Kortikosteroide eingesetzt um die überschießende Immunreaktion 

zu unterdrücken7,8. In Brasilien wird außerdem Oxamniquine eingesetzt, welches aber nur auf 

S. mansoni wirkt16. Durch die Anwendung von Oxamniquine sind die weiblichen Würmer 

nicht mehr in der Lage Eier zu legen17. Ein weiteres Medikament ist ein Artemisinderivat, 

welches auf die unreifen Würmer wirkt18. Es wird in Kombination mit Praziquantel zur 

Prophylaxe und zur Behandlung der akuten Schistosomiasis eingesetzt19. Allerdings wurden 

schon Resistenzen gegen Oxamniquine und Praziquantel nachgewiesen20. Vor allem bei der 

Massenbehandlung von Viehbeständen in Afrika mit Praziquantel konnten resistente Stämme 

von Schistosoma im Labor nachgewiesen werden21. Auch eine unzureichende Behandlung 

und die dadurch resultierenden Reinfektionen können die Bildung von Resistenzen 

begünstigen. Diese Situation erfordert es, in die Entwicklung neuer Medikamente gegen die 

humane Schistosomiasis zu investieren. 
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1.2 Epigenetik 

1.2 Epigenetik 

1.2.1 Epigenetische Grundlagen 

Die Epigenetik ist ein Teilgebiet der Biologie. Sie ist definiert als die vererbbare Veränderung 

der Genexpression und beschreibt die Ausgestaltung des Phänotyps ohne dabei den Genotyp 

zu verändern22,23. So können durch endogene Signale, aber auch Umwelteinflüsse und 

Krankheitserreger, Zellen mit Hilfe der Expression bestimmter Gene auf ihre Umwelt 

reagieren24,25, bzw. ermöglicht dieser Mechanismus auch die Differenzierung von Zellen. 

Modulatoren dieser Mechanismen kontrollieren den Zeitpunkt und Ablauf von Transkription, 

Rekombination, DNA-Replikation und DNA-Reparatur26. Diese werden auch unter dem 

Begriff “Epigenom“ zusammengefasst. Auf molekularer Ebene bedeutet dies die dynamische 

Regulation von kovalenten Modifikationen an der DNA und an Histonproteinen, sowie 

“Nicht-Histonproteinen“27. Kovalente Modifikationen der DNA sind hauptsächlich die 

Methylierung und Hydroxymethylierung von Cytosin an Position 5. Diese gehen in 

eukariotischen Zellen mit dem Ausschalten der betroffenen Genabschnitte einher28(Abb.: 2). 

 

Abbildung 2: Darstellung verschiedener epigenetischer Modifizierungen. (modifiziert nach MARSDEN)29 

Kovalente Modifikationen an Histonproteinen sind vielseitiger und können Gene sowohl 

aktivieren als auch supprimieren30,31,32. Am besten untersucht sind Acetylierung, 

Methylierung und Phosphorylierung. Weitere Modifikationen sind Ubiquitinylierung, SUMO-

ylierung und ADP-ribosylierung33,33,34,35. Diese Veränderungen ermöglichen es im 
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1. Einleitung 

Zusammenspiel mit der großen Zahl an Genen, codiert in der DNA, und den regulierenden 

Enzymen eine hohe zelluläre Diversität in einem Organismus zu schaffen. Dieses 

Zusammenspiel bildet den sogenannten Histoncode27,33,36,32. Ebenso wie die Steuerung und 

Verwaltung des Zellzyklus durch epigenetische Modifikationen kann auch der Zelltod durch 

Apoptose eingeleitet werden37,38,39,40. 

 

1.2.2 Histonmodifikationen 

Histone sind Proteine die im Zellkern von eukariotischen Zellen vorkommen. Sie bilden 

zusammen mit der DNA das Chromatin und unterscheiden sich in fünf Histonklassen (H1, 

H2A, H2B, H3, H4). Vier Untereinheiten bilden untereinander Dimere aus, die zusammen ein 

Histonoktamer bilden können (H2A/H2B)-(H3H4)2-(H2A/H2B)41,42. Histone besitzen in 

ihrem Aufbau ein globuläres Zentrum und Seitenketten mit hauptsächlich basischen 

Aminosäuren. Unter physio-logischen Bedingungen liegen diese Aminosäuren (Lysin, 

Arginin) protoniert, also positiv geladen vor. Mit ihrer positiven Ladung können sie über 

elektrostatische Wechsel-wirkungen mit den negativ geladenen Phosphatgruppen, die 

zusammen mit der Desoxyribose 

das Rückgrat der DNA bilden, 

interagieren43,44,45. Dies führt zu 

der besonderen Packung des 

Chromatins, dessen kleinste 

Untereinheit das Nukleosom ist 

und bei einer 1,65-fachen 

Wicklung der DNA um das 

Histon in etwa 146 Basenpaare 

entspricht46,43. Die einzelnen 

Nukleosome sind durch 

nichtassozierte DNA (Linker 

DNA) miteinander verbunden. 

Die Histonklasse H1 dient als 

Gerüstprotein bei der Ausbildung 

übergeordneter Strukturen der 

DNA Doppelhelix. Diese dicht 

gepackte Struktur (Abb.: 3) 

 

Abbildung 3: Chromatinstruktur 165(modifiziert nach Figueiredo, 
CROSS und JANZEN). 
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1.2 Epigenetik 

verhindert, dass bestimmte Gene transkribiert werden können (Hetero-chromatin)47,48. Durch 

Modifikationen an den Seitenketten der Histone, die verantwortlich sind für die Inter-aktion 

von DNA und Histon, lässt sich dieses Zusammenspiel schwächen oder verstärken. Enzyme, 

die hierbei eine wichtige Rolle spielen, nennt man Histon modifizierende Enzyme (histone 

modifying enzymes, HME´s). Zu ihnen gehören Histonacetyltransferasen (HAT) und 

Histonmethyltransferasen (HMT), respektive Histondesacetylasen (HDAC) und 

Histondemethylasen (HDM)49,50. Enzyme, die für das Hinzufügen von Modifikationen 

verantwortlich sind, werden auch als „writer“ bezeichnet. Hierzu gehören die Transferasen, 

welche eine Erkennungsdomäne „reader“ genannt aufweisen, um den aktuellen Stand der 

Modifikation am Histon zu prüfen. So besitzen alle Histonacetyltransferasen eine sogenannte 

Bromodomäne, welche mit den acetylierten Lysinresten der Histonenden interagiert. 

Lysinmethylierungen werden von plant homeodomains (PHDs) erkannt. Als „eraser“ werden 

die Enzyme benannt, welche die Modifikationen wieder entfernen (HDMs und HDACs)51,51,32 

(Abb.: 4). 

 

 

Abbildung 4: Histonmodifizierende Enzyme (HMEs) und deren Wirkort am Histon-DNA Komplex.49 (modifiziert 
nach FILIPPAKOPOULOS und KNAPP) 
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1. Einleitung 

1.2.3 Histondesacetylasen 

 

Abbildung 5: Histonacetylierung  und Desacetylierung.52 (modifiziert nach RODD, VERVERIS und KARAGIANNIS) 

 

Die Acetylierung von Histonen an der endständigen Aminogruppe der Lysinseitenkette wird 

von Histonacetyltransferasen (HAT) mit Hilfe von Acetyl-CoenzymA katalysiert, die 

dementsprechende Rückreaktion katalysieren die sogenannten Histondesacetylasen (HDAC) 

(Abb.: 5). Durch Acetylierung der ε-Aminogruppe des Lysins wird die positive Ladung am 

Lysin neutralisiert (Abb.: 6) und so die Interaktion mit der negativ geladenen DNA 

geschwächt53,54,55. Auf diese Weise werden ausgeschaltete Genabschnitte in Euchromatin 

überführt (Abb.: 5) und die Transkription kann an dieser Stelle beginnen32. Im Umkehrschluss 

führt eine Desacetylierung zur Suppression des betroffenen Genabschnittes, da nun eine 

verstärkte Interaktion zwischen DNA und Histon hergestellt ist.  

 

 

 

 

Histondesacetylasen werden oft mit Genrepression in Zusammenhang gebracht, da sie die 

Bildung von Chromatin höher geordneter Struktur fördern. Außerdem desacetylieren HDACs 

zusätzlich Nichthistonproteine, zu denen hauptsächlich Transkriptionsfaktoren, Proteine des 

Lys

N
HH

H

HAT

HDAC Lys

N
H

O

Abbildung 6: Acetylierung von Lysin. 
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Zytoskeletts und Proteine die für den Transport in den Zellkern verantwortlich sind, zählen. 

Außerdem werden Chaperone in ihrer biologischen Stabilität und Aktivität 

beeinflusst56,57,58,59,60. HDACs gehören zu der Lysindesacetylasesuperfamilie, welche sowohl 

in Bakterien als auch tierischen Lebewesen vorkommen. Mindestens 18 Lysindesacetylasen 

werden in Wirbeltieren gefunden und nach ihrer Phylogenie in 4 Klassen 

unterschieden61,60(Tabelle: 1). In die Klasse 1 (HDAC1-3,8), die Klasse 2 (HDAC4-7,9,10), 

sowie Klasse 3 (SIRT1-7) und Klasse 4, welche bisher nur HDAC11 als Vertreter aufweist. 

Klasse 1,2,4 sind Zn2+ abhängige Lysindesacetylasen62,60, während die Vertreter der Klasse 3 

von NAD+ abhängen und auch Sirtuine genannt werden. Klasse 2 kann ihrerseits noch in zwei 

Subklassen unterteilt werden. Klasse 2a (HDAC4,5,7,9) besitzt nur eine und Klasse 2b 

(HDAC6,10) hingegen zwei katalytische Domänen. 

Klassische HDACs sind verwand mit Enzymen der Arche- und Eubakterien, was auf ein 

gemeinsames Vorgängerenzym hinweist, welches eine Nichthistondesacetylaseaktivität 

vorweist61,60. Aus diesem Zusammenhang wird verständlich, dass nicht alle HDACs Histone 

als Substrat haben. Enzymatisch gesehen besitzen hauptsächlich die HDACs der Klasse 1 

Histondesacetylaseaktivität, während die anderen Klassen hauptsächlich in 

Transportvorgänge zwischen Zytoplasma und Nukleus, sowie Regulationsvorgänge im 

Zytoplasma involviert sind58. Für die Klasse 1 konnte in Studien gezeigt werden, dass ihre 

Isoformen stetig exprimiert werden, abgesehen von HDAC8, welche in nur geringen Maß 

vorkommt62. Klasse 1-HDACs treten mit Ausnahme von HDAC8 als Multiproteinkomplexe 

auf und in „knockout“ Studien von Mäusen wurde gezeigt, dass diese Klasse für die 

Zellproliferation und das Überleben von Zellen mitverantwortlich ist63,64. Klasse 2-HDACs 

bewegen sich hauptsächlich zwischen dem Nukleus und dem Zytoplasma und übernehmen 

gewebespezifische Aufgaben, wie die Desacetylierung von Tubulin und Cortactin oder von 

Chaperonen. Sie spielen somit eine wichtige Rolle in der microtubulin- und actin-abhängigen 

Zellmotalität sowie in der Überwachung der Proteinfaltung63,65,66,67. Über Klasse 4 ist bisher 

noch wenig bekannt. Sie scheint aber Einfluss bei der Entscheidung zwischen 

Immunsystemaktivierung und Immuntoleranz zu haben68. (Tabelle: 1) 
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Tabelle 1: Histondesacetylasesuperfamilien 

Klasse 1 Klasse 2a Klasse 2b Klasse 3 Klasse 4 

HDAC1 HDAC4 HDAC6 SIRT1/SIRT2 HDAC11 

HDAC2 HDAC5 HDAC10 SIRT3/SIRT4  

HDAC3 HDAC7  SIRT5/SIRT6  

HDAC8 HDAC9  SIRT7  

 

1.2.4 Struktur der Klasse 1 Histondesacetylasen 

Der strukturelle Aufbau der Klasse 1-HDACs beinhaltet eine einfache α/β Domäne mit einem 

sandwichartigen Aufbau. In der mittleren Region des Enzyms ordnen sich acht β-Faltblätter 

nebeneinander an, welche zwischen zwei Lagen aus α-Helices liegen. Ungefähr nur die Hälfte 

der vorhandenen Aminosäuren bilden die Sekundärstrukturen, die andere Hälfte formt 

Schleifen zwischen den Strukturen und bildet unter anderem auch die katalytische Tasche aus. 

Das Zn2+ Ion wird von zwei konservierten Aspartatmolekülen und einem konservierten 

Histidin in der Bindetasche koordiniert69,70. Die Strukturaufklärung erfolgte anfangs anhand 

der bakteriellen Klasse 1 Homologen von Aquifex aeolicus (thermophiles Bakterium) HDLP 

(engl.: histone desacetylase-like-protein)71. Inzwischen gibt es aufgelöste Strukturen von der 

humanen und schistosomalen HDAC8, einer Klasse 1 Histondesacetylase. Außerdem bindet 

HDAC8 nicht nur das katalytische Zn2+ Ion sondern noch zwei andere Kationen, vermutlich 

K+, welche anscheinend in der Strukturgebung eine Rolle spielen60. 

 

1.2.5 Bindungstasche und katalytischer Mechanismus der Histondesacetylase 

Mit der Struktur einer inaktiven Mutante von HDAC8 und einem von p53 abgeleiteten 

diacetylierten Substrat ((N-acetyl)Arg-His-Lys(ε-acetyl)-Lys(ε-acetyl)(C-amino-7-yl-methyl-

4-coumarin))72,73 (Abb.: 7) konnte die schon von diversen Inhibitoren abgeleitete Position der 

Bindungstasche bestätigt werden. Sie ähnelt einer 12 Å langen, hydrophoben Vertiefung mit 

dem katalytischen Zn2+ Ion an ihrem Ende. In der Struktur ist zu erkennen, dass das 

acetylierte Lysin in diese hydrophobe Vertiefung hineinragt und der Carbonylsauerstoff der 

Acetylgruppe in Richtung Zn2+ koordiniert (Abb.: 7). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 

Aspartat 101, welches in Klasse 1-und Klasse 2-HDACs konserviert ist, eine wichtige Rolle 

in der Substratbindung spielt. Es liegt am Rand der hydrophoben Tasche und man erkennt 
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eine Interaktion der Seitenkette von Asp101 mit dem Peptidrückgrat des Substrates. 

Vermutlich ist diese Aminosäure dafür verantwortlich die Histonseitenkette und das 

acetylierte Lysin festzuhalten und in eine korrekte Position während der 

Desacetylierungsreaktion zu bringen73. 

 

 

Abbildung 7: Die humane HDAC8 als inaktive Mutante Tyr 306Phe (ID 2V5W) mit diacetyliertem Substrat (pink), 
zwei Kaliumionen (lila) und dem Zinkion (orange) in der katalytischen Tasche (gepunktete Linien). (Modifiziert nach 

SIPPL und JUNG)74 (MOE) 

 

Biochemische und mutagenese Studien verschiedener HDACs lassen auf einen 

Katalysemechanismus schließen bei dem ein nukleophiler Angriff von einem enzymatisch 

aktivierten Wassermolekül (deprotoniert von dem His142-Asp176 Ladungsverteilungs-

system) auf den Carbonylkohlenstoff der ε-Acetylgruppe des acetylierten Lysins erfolgt und 

sich ein tetrahedrales Intermediat ausbildet. Man vermutet, dass das Proton von His142 auf 

sein benachbartes His143 übertragen wird und von dort aus auf den Stickstoff des 

Amides75,76. Eine andere Hypothese besagt, dass das Proton von Tyr306 stammt, was erklären 
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würde, warum eine Tyr306Phe-Mutante keine Aktivität besitzt72,76. Allerdings bleibt dabei 

ungeklärt, wie das daraus entstehende Tyr306 Anion stabilisiert wird. Zumindest wird 

angenommen, dass Tyr306 im katalytischen Mechanismus involviert ist (Abb.: 8), es wäre 

auch denkbar, dass Tyr306 den Carbonylsauerstoff der Acetylgruppe über eine 

Wasserstoffbrückenbindung der Tyr306-OH-Gruppe polarisiert und so den 

Carbonylkohlenstoff nukleophil angreifbarer macht76. 
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Abbildung 8: Vermuteter Katalysemechanismus der Histondesacetylasen.(Modifiziert nach SIPPL und JUNG)77 
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1.3 Die schistosomale Histondesacetylase 8 als Target 

1.3.1 Die schistosomale Histondesacetylasen (S. mansoni) 

Um die Entwicklung neuer antiparasitärer Wirkstoffe zu beschleunigen, kann man eine 

sogenannte Huckepack-Strategie (engl.: piggyback) verfolgen, welche darauf aufbaut, 

bekannte chemische Strukturen zu nutzen, die eigentlich für andere Krankheiten entwickelt 

wurden78,79. Die humanen HDACs sind die am besten studierten epigenetischen Targets80 und 

deren Inhibitoren werden bereits gegen verschiedene Krebsarten am Menschen 

eingesetzt81,82,83,84 (zum Beispiel: Vorinostat®). Momentan werden verschiedene HDAC-

Inhibitoren gegen verschiedene parasitäre Erkrankungen entwickelt und getestet, wie zum 

Beispiel Leischmaniose, Malaria, Toxoplasmose, Bilharziose und Trypanosomiasis85,86. Dabei 

ist aber immer das Risiko der Kreuzreaktivität zu den humanen Enzymen zu beachten und 

nach Möglichkeit gering zu halten um unerwünschten Wirkungen vorzubeugen. 

Schistosomen besitzen eine Chromatinstruktur, wie sie auch in anderen tierischen Lebewesen 

zu finden ist87. Es wurden verschiedene Histone (H1/H5, H3, H4, H2A und H2B) und deren 

Modifikationsmuster (Methylierung von H3K4, Acetylierung von H3K9 und Seitenketten von 

H4) identifiziert. Es konnten weitere schistosomale Histonacetyltransferasen (SmHATs) 

(SmGCN5, SmCBP1, SmCBP2 und NCoA1) nachgewiesen werden. Die SmHDACs werden 

ebenso wie die HmHDACs in 4 Klassen unterteilt und die Benennung erfolgte nach dem 

orthologen Enzym im Menschen88. Für Klasse 1-HDACs wurden HDAC1/2, HDAC3 und 

HDAC8 gefunden89,90,87, Klasse 2 beinhaltet die Enzyme HDAC4 und HDAC667 und für 

Klasse 4 HDAC 11 konnte kein orthologes Enzym in S. mansoni gefunden werden. 5 

vermeintliche Mitglieder der Klasse 3, den NAD+ abhängigen HDACs, konnten ebenfalls 

identifiziert werden91. 

Für die humane HDAC8 wurde bereits erwähnt, dass diese in humanen Zellen nur wenig 

exprimiert wird. Studien konnten zeigen, dass eine Inhibition von HmHDAC8 keine 

Veränderungen im Acetylierungsmuster der Histone bewirkt62. 

 

1.3.2 Einfluss von Histondesacetylaseinhibitoren auf den Lebenszyklus von 

Schistosomen 

Für die schistosomalen Klasse 1-SmHDACs hat man festgestellt, dass diese in allen 

Lebensabschnitten der Parasiten exprimiert werden und die SmHDAC8 am Stärksten 

vertreten ist. Die Behandlung der Schistosomen mit Histondesacetylaseinhibitoren führte zu 

erhöhten Acetylierungsmustern von Proteinen und in Abhängigkeit der Dosis auch zum Tod 
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adulter Würmer92. Dadurch wird SmHDAC8 zu einem wichtigen Target für die Entwicklung 

spezifischer Inhibitoren zur Behandlung der humanen Schistosomiasis. 

 

 

Abbildung 9: In vitro-Viabilität von Schistosomula in Gegenwart verschiedener Konzentrationen an TSA.92 

 

Behandlungen der Schistosomula mit dem PanHDAC-Inhibitor Trichostatin A (Abb.: 10; 

TSA) konnten die Wirksamkeit von HDAC-Inhibitoren bestätigen (Abb.: 9). Der Einsatz 

eines HDAC Inhibtors verhindert den Übergang und Reifung der Wimpernlarven zu den 

Sporozyten93 und führt bei längerer Anwendung zur Einleitung der Apotptose in den 

erwachsenen Parasiten88. Larven, die mit HDAC-Inhibtoren behandelt wurden, zeigten 

phänotypische Veränderungen und exprimierten neue Oberflächenantigene (Muzin-Typ, 

SmPoMuc)94. Dies führt zu einer veränderten Reaktion zwischen Parasit und dem 

Immunsystems des Wirtes95,96. Allerdings eignet sich TSA nicht zur Therapie von parasitären 

Erkrankungen, da es ebenfalls die humanen HDACs hemmt und somit eine Mortalität 

gegenüber humanen Zellen aufweist85.  
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Abbildung 10: PanHDAC-Inhibitor Trichostatin A (TSA). 
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1.3.3 Bekannte Histondesacetylaseinhibitoren 

Es gibt sieben verschiedene Klassen von Histondesacetylaseinhibitoren. Dazu gehören 

kurzkettige Fettsäuren wie Valproinsäure, Hydroxamsäuren wie zum Beispiel Vorinostat®, 

Aminoaniline, hier dargestellt durch SNDX-275, natürlich vorkommende zyklische Peptide 

wie Romidepsin und Apicidin, aber auch Moleküle mit Thiolgruppen oder elektrophile 

Ketone (Abb.: 11). Strukturell lassen sich alle diese Verbindungen, abgesehen von 

Valproinsäure, in drei gemeinsame Untereinheiten aufteilen. Das erste Merkmal ist die Zink-

bindende Gruppe (ZBG), welche das Zinkion am Boden der Bindetasche der 

Histondesacetylasen koordiniert (Klasse 1, 2 und 4). Als Zweites ist eine endständige Gruppe 

zu nennen, die am Rand der tunnelartigen Bindetasche mit Aminosäuren der HDAC 

interagiert. Dazu ist eine Verbindungsdomäne notwendig, welche zum Einen die Ausrichtung 

von der ZBG zur endständigen Gruppe bestimmt und zum Anderen mit der tunnelartigen 

lipophilen Bindetasche interagiert (Abb.: 12).97 
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Abbildung 12: Der HDAC-Inhibitor SAHA als Pharmacophor.98 
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Abbildung 11: Repräsentative HDAC Inhibitoren.93 
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1.3.4 Hydroxamsäuren als selektive Histondesacetylaseinhibitoren 

Trichostatin A und SAHA (Vorinostat®) haben bereits als PanHDAC-Inhibitoren gezeigt, 

dass Hydroxamsäuren als mehrzähnige Liganden durch Komplexierung des katalytischen 

Zinkions (Abb.: 13) innerhalb der Bindetaschen der Histondesacetylasen diese effizient 

hemmen92,99,51,100,85.  
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Abbildung 13: Bindungsmodus von Hydroxamsäuren als Inhibitoren der Bindetasche von Histondesacetylasen 
(HDAC8).77 

 

Hieraus ergibt sich eine weitere Anforderung an die Verbindungen um später als Wirkstoff im 

Menschen oder am Tier angewendet werden zu können. Sie müssen nicht nur selektiv auf die 

schistosomale Isoform SmHDAC8 wirken und dabei eine niedrige Aktivität gegenüber den 

humanen Enzymen aufweisen, sie sollten ebenso keine anderen Zink-abhängigen Enzyme 

beeinflussen. Allerdings stellen diese Enzyme eine große und sehr diverse Klasse im 

menschlichen Körper dar. Es gibt ungefähr 100 spezifische Enzyme, die Zink für ihre 

katalytische Aktivität benötigen (Alkoholdehydrogenasen, Carboanhydrasen, alkalische 

Phosphatasen) oder Zink als Strukturbildner nutzen (Zinkfingerdomäne)101. 

Auch andere Strukturen, die mehrwertige Kationen beinhalten (z.B. Eisenion im Hämoglobin) 

sollten möglichst nicht beeinflusst werden, da ein Verlust des Kations auch ein Verlust der 

Aktivität der jeweiligen Struktur bedeutet und so die Wahrscheinlichkeit für unerwünschte 

Arzneimittelwirkung erhöht. Eine Untersuchung102 verschiedener Metallenzyminhibitoren 

konnte eine hohe Selektivität der einzelnen Inhibitoren auf die für sie bestimmte Zielstruktur 

nachweisen. Untersucht wurden verschiedene Metalloenzyme wie Carboanhydrase 

(HmCAII), verschiedene Matrixmetalloproteasen, Angiotensin Converting Enzyme (ACE), 

Histondesacetylasen (HDAC2) und Tyrosinkinase (TYK), ebenso die Fähigkeit der 

Inhibitoren Fe3+ aus der Bindung von Holotransferin, einem Transportprotein für Fe3+, zu 

entfernen. Zu den Inhibitoren zählten unter anderem Acetazolamid (Sulfonamid), Captopril 
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(Thiol), Vorinostat (Hydroxamsäure) und Deferoxamin. Diese Erkenntnisse bilden eine 

vielversprechende Grundlage für die Entwicklung potenter und selektiver Verbindungen, mit 

einer Hydroxamsäure als wichtigen Strukturelement, zur Behandlung der humanen 

Schistosomiasis und anderer parasitärer Erkrankungen. 

 

1.3.5 Entwicklung von SmHDAC-Inhibitoren anhand von Homologiemodellen, 

virtuellen “Screening“ und in vitro-Testungen 

In einer internationalen Zusammenarbeit von verschiedenen universitären Arbeitsgruppen und 

Forschungseinrichtungen (European Unions´s Seventh Framework Program for research, 

technological development, and demonstration under grant agreements nos. 241865 

SEtTReND and nos. 602080 A-ParaDDisE) konnte anhand des Homologiemodells der 

SmHDAC8 ein virtuelles „Screening“ durchgeführt werden103,104. Für diesen Fall wurde die 

“ZINC drug-like“-Datenbank durchsucht, welche über 20 Millionen Verbindungen enthält. 

Die ZINC-Datenbank ist öffentlich zugänglich, steht zum freien Herunterladen auf den 

eigenen Computer zur Verfügung und man kann mittels individuell eingestellten Filtern eine 

Vorselektion treffen103. Desweiteren sind die Verbindungen in dieser Datenbank käuflich zu 

erwerben. 

Nach dem ersten „Screening“ konnten circa 5000 Verbindungen mit einer typischen Zink-

bindenden Gruppe, darunter Thiazole, Hydroxamsäuren und Anilinobenzamide identifiziert 

werden. Diese Verbindungen wurden in die Bindetasche des Homologiemodells der 

SmHDAC8 “gedockt“. Der Vorgang des “dockens“ beschreibt eine Bewertung der einzeln 

untersuchten Liganden zueinander. Dazu werden sie in räumliche Nähe zur Bindetasche 

gebracht und somit mögliche Konformationen der Liganden und Interaktionen dieser mit dem 

Enzym nach bestimmten Kriterien und Deskriptoren (zum Beispiel: Verformung von 

Bindungswinkeln, Entfernung zwischen interagierenden Atomen, Anzahl der Interaktionen) 

bewertet. Dieser Vorgang läuft nach definierten und veränderlichen Algorithmen und kann 

mit einer speziellen Software (MOE) visualisiert werden. Es wurden 75 kommerziell 

erhältliche Verbindungen für eine in vitro-Testung ausgewählt (51 Hydroxamsäuren, 22 

Thiazolosulfonamide und 2 Anilinobenzamide). Anhand der Testung konnten 26 aktive 

Verbindungen (25 Hydroxamsäuren und ein Thiazolosulfonamid) bestimmt werden104. 
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Abbildung 14: Strukturen der beim “Screening“ gefundenen Verbindungen.104 

 

Die aktivsten Verbindungen (Abb.: 14) haben eine inhibitorische Aktivität gegenüber der 

schistosomalen HDAC8 im unteren mikromolaren Bereich. Weiterhin entsprechen diese nicht 

der typischen Struktur, welche als Pharmakophor für Histondesacetylasen vorhergesagt 

wurde. Sie besitzen größten teils keine Verbindungsdomäne zwischen der Zink-bindenden 

Gruppe und den größeren, meist aromatischen, endständigen Resten wie TSA und SAHA. Sie 

ähneln eher Tubastatin A (Abb.: 15), einem anderen bekannten Histondesacetylasehemmer 

mit einem IC50-Wert für die SmHDAC8 von 1,48 µM104. Die Zink-bindende Domäne befindet 

sich in den meisten Fällen direkt an einem aromatischen System und stellt so eine 

substituierte Benzhydroxamsäure dar. 



 

 

Alle gefundenen Hydroxamsäuren besitzen die gleiche Ausrichtung innerhalb der 

Bindetasche, die ZBG koordiniert das Zinkion, wie dies auch schon für Hydroxamsäuren 

anhand der Kristallstruktur von Hm

wurde104. Die Inhibitoren 

Bewertungen und inhibieren die S

besitzen sie keine Aktivität auf zellulärer Ebene. Die 

Ausrichtung von T5979345

des Liganden mit His292 in der S

der HmHDAC8 nicht geben, da 

der inhibitorischen Aktivitäten gegenüber dem humanen und de

konnte keine Selektivität festgestellt werden

Abbildung 16: Dockinglösung für T5979345
Kohlenstoff (grün), Stickstoff (blau), Sauerstoff (rot) und Schwefel (gelb)

 

1.3 Die schistosomale Histondesacetylase 8 als Target
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Abbildung 15: Tubastatin A. 

Alle gefundenen Hydroxamsäuren besitzen die gleiche Ausrichtung innerhalb der 

Bindetasche, die ZBG koordiniert das Zinkion, wie dies auch schon für Hydroxamsäuren 

nhand der Kristallstruktur von HmHDAC8 im Komplex mit Hydroxamsäuren beobachtet 

Die Inhibitoren T5971079 und T5979345 erreichten die besten „

Bewertungen und inhibieren die SmHDAC8 im unteren mikromolaren Bereich.

besitzen sie keine Aktivität auf zellulärer Ebene. Die „Docking“-Lösung 

T5979345 zeigt eine Interaktion zwischen dem Stickstoff der Amidfunktion 

des Liganden mit His292 in der SmHDAC8. Diese Interaktion kann es auf 

nicht geben, da dort Histidin statt Methionin (Met274) 

schen Aktivitäten gegenüber dem humanen und dem schistosomalen Enzym 

konnte keine Selektivität festgestellt werden104. 

Dockinglösung für T5979345 (rosa) in der Bindetasche von SmHADC8. Die Atome sind eingefärbt, 
Kohlenstoff (grün), Stickstoff (blau), Sauerstoff (rot) und Schwefel (gelb). Das Zinkion ist orange.
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Alle gefundenen Hydroxamsäuren besitzen die gleiche Ausrichtung innerhalb der 

Bindetasche, die ZBG koordiniert das Zinkion, wie dies auch schon für Hydroxamsäuren 

HDAC8 im Komplex mit Hydroxamsäuren beobachtet 

erreichten die besten „Docking“ 

im unteren mikromolaren Bereich. Allerdings 

Lösung (Abb.: 16) für die 

zeigt eine Interaktion zwischen dem Stickstoff der Amidfunktion 

mHDAC8. Diese Interaktion kann es auf gleiche Weise in 

Methionin (Met274) vorliegt. Im Vergleich 

schistosomalen Enzym 

 

Die Atome sind eingefärbt, 
. Das Zinkion ist orange. (MOE). 
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1.4 Zielstellung der Arbeit 
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Abbildung 17: Struktur von T597345 und T5971079. 

 

Basierend auf den Ergebnissen vorangegangener Forschungsarbeiten sollten neue potente 

Verbindungen zur selektiven Inhibition der schistosomalen Histondesacetylase 8 dargestellt 

werden. Die dafür gewählten Leitstrukturen auf denen diese Arbeit aufbaut sind T597345 und 

T5971079 (Abb.: 17)104. Das Grundgerüst für die Optimierung und zugleich Merkmal dieser 

Substanzklasse ist eine substituierte Benzhydroxamsäure (Abb.: 18). 
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Abbildung 18: Grundgerüst der substituierten Benzhydroxamsäuren. 

 

Hauptaufgabe dieser Arbeit war es eine Substanzbibliothek verschiedener 3-Amino- und 3-

Amidobenzhydroxamsäuren darzustellen, diese zu charakterisieren und hinsichtlich ihrer 

Struktur-Wirkungs-Beziehung zu analysieren. Durch eine Zusammenarbeit mit nationalen 

sowie internationalen Arbeitsgruppen sollten die Ergebnisse zusammengetragen  und bewertet 

werden um so eine zeitnahe, auf Ergebnissen basierende Wirkstoffoptimierung vornehmen zu 

können. Die in dieser Arbeit genutzten Methoden beinhalten die Auswertung verschiedener in 

vivo- und in vitro-Assays, computergestützte Methoden zur Vorhersage von Ligand-Protein-

Interaktionen und zusätzlich die Auswertung von Kristallstrukturen, der in dieser Arbeit 

synthetisierten Verbindungen kristallisiert mit SmHDAC8. 

 

  



 

2. Synthetische Arbeiten

benachbarten Histidin der S

gesättigten Rings bilden keine oder nur sehr unspezifische Wechselwirkungen mit der 

Bindetasche des Enzyms aus

Bindetasche (Abb.: 19). 
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Beziehung untersucht werden sollten. Zum 

benzhydroxamsäuren mit verschiedenen Substituenten

und zum anderen die der
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Position 4 wurde ein Substitutionsmuster gewählt

wiederholt und somit eine Aussage zulässt, welche St

Synthese geeignet ist. 
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Abbildung 20: Das chemische Grundgerüst

 

Zur Darstellung der verschiedenen Benzhydroxamsäuren wurden ihre korrespondierenden 

Carbonsäuren benötigt (Abb.:

Abbildung 19: Lig-Plot von T5979345 in der Bindetasche von      
SmHDAC8. (MOE) 
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2. Synthetische Arbeiten 
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Abbildung 21: Retrosynthese von Benzhydroxamsäure zur Benzoesäure. 

 

Dieses Kapitel ist in drei Abschnitte unterteilt, in die Darstellung der 3-

Aminobenzoesäurederivate, die Darstellung der 3-Amidobenzoesäurederivate und die 

Konvertierung der entstandenen Carbonsäurederivate in die entsprechenden Hydroxamsäuren, 

welche am Ende des Kapitels beschrieben wird. 

 

2.1 Darstellung der 3-Aminobenzoesäuren 

2.1.1 Darstellung einfach substituierter 3-N-(Cyclohexyl)-aminobenzoesäuren und 3-N-

(Benzyl)-aminobenzoesäuren 

Zur Darstellung der verschieden substituierten Derivate und die damit verbundene Knüpfung 

einer Aminbindung wurde die reduktive Aminierung angewendet. Als Ausgangsverbindung 

diente die jeweilige 3-Aminobenzoesäure mit unterschiedlichen Substituenten in Position 4. 

Diese wurde mit den entsprechenden Aldehyden, bzw. Ketonen in die resultierenden Imine 

überführt und anschließend mittels eines geeigneten Reduktionsmittels zu den entsprechenden 

Aminen umgesetzt (Abb.: 22). 
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Abbildung 22: Allgemeine Reaktion der reduktiven Aminierung. 

 

Beim ersten Schritt der reduktiven Aminierung erfolgt ein nukleophiler Angriff des freien 

Elektronenpaares des anilinischen Stickstoffs (6) auf das Kohlenstoffatom der 

Carbonylgruppe des Aldehyds (5). Die daraus entstehende SCHIFF´sche Base (7) wird 

quantitativ gebildet. Lösungsmittel der Wahl war Toluol, welches aufgrund seiner hohen 
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2.1 Darstellung der 3-Aminobenzoesäuren 

Siedetemperatur und mit Hilfe eines Wasserabscheiders für wasserentziehende Bedingungen 

sorgte und so eine Hydrolyse der SCHIFF´schen Base in die Ausgangsstoffe verhindert. Im 

zweiten Schritt erfolgt die Reduktion zu den jeweiligen sekundären Aminen (8) mittels 

Hydrid. Als Hydridquelle wurde Natriumtriacetoxyborhydrid verwendet. 

Natriumtriacetoxyborhydrid ist im Gegensatz zu anderen Reagenzien, wie zum Beispiel 

Borhydrid und Lithiumaluminiumhydrid oder auch gegenüber der katalysierten Hydrierung 

mittels Wasserstoff ein mildes und selektives Hydrierungsreagenz. 105,106,107,108. 

Die Wahl eines milden Reduktionsmittels ist nötig, um die Reduktion der Carbonsäure im 

Molekül in das entsprechende Aldehyd, bzw. weiterführend in den Alkohol zu verhindern, 

bzw. auszuschließen, da mit einem Überschuss an Hydrierungsreagenz gearbeitet wurde. Für 

die folgenden Reaktionen wurde die indirekte reduktive Aminierung gewählt. Bei dieser 

Methode reagiert zuerst der Aldehyd, bzw. das Keton und das entsprechende Amin (6) zu 

dem resultierenden Imin (9, 11) und erst nach Reinigung des Imins erfolgt die Reduktion in 

das resultierende Amin108 (10, 12) (Abb.: 23). 
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Abbildung 23: Darstellung der substituierten 3-Aminobenzoesäuren. 

 

Da sowohl im ersten Schritt der Aldehyd und im nächsten Schritt das Hydrid im Überschuss 

zugesetzt wurde, war es möglich, dass bei unzureichender Reinigung der SCHIFF´schen Base 

das entstandene sekundäre Amin eine Folgereaktion einging. In diesem Fall reagiert das 

sekundäre Amin erneut mit der Carbonylgruppe des Aldehyds zu einem Halbaminal, welches 

mittels Hydrid zum tertiären Amin reduziert wird (Abb.: 24). Diese Methode, bei der alle 

Reaktanten und das Hydrierungsmittel in einem Reaktionsgemisch vorliegen, wird auch als 

direkte reduktive Aminierung bezeichnet108. 
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2. Synthetische Arbeiten 
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Abbildung 24: Darstellung von 3-N,N-Dibenzylaminobenzoesäure. 

 

2.1.2 Einführung einer tert-Butyloxycarbonylgruppe in die einfach substituierten 3-N-

(Cyclohexyl)-aminobenzoesäuren und 3-N-(Benzyl)-aminobenzoesäuren 

Für die weitere Umsetzung des Hydroxylamins zur Hydroxamsäure mittels nukleophiler 

Substitution benötigt man eine reaktive Carbonylverbindung. Carbonsäuren können unter 

Verwendung bestimmter Reagenzien in reaktive Carbonylverbindungen überführt werden. Da 

aber die für diese Reaktion benötigten 3-Aminobenzoesäurederivate mit dem anilinischen 

Stickstoff selbst ein nukleophiles Zentrum besitzen, würde es zu unerwünschten 

Nebenprodukten führen. Auf Grund dessen wurde eine tert-Butyloxycarbonylgruppe 

eingeführt (Abb.: 25). Diese dient in der organischen Chemie als sogenannte Schutzgruppe 

(auch Boc-Schutzgruppe genannt) für primäre und sekundäre Amine109,110. Mit Einführung 

dieser Schutzgruppe verliert das Amin seine nukleophilen Eigenschaften und kann in diesem 

Fall nicht mehr mit der aktivierten Carbonylgruppe reagieren. Außerdem dient diese 

Schutzgruppe zur Maskierung des Protons am Stickstoff, welches mit dem Histidin der 

Bindetasche interagiert. So ließ sich sowohl eine Aussage treffen ob diese Interaktion 

essentiell für die Aktivität mit der SmHDAC8 ist, als auch über die Auswirkung auf die 

Selektivität dieser Modifikation am Molekül. 
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Abbildung 25: Einführung der tert-Butyloxycarbonylgruppe. 
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2.1 Darstellung der 3-Aminobenzoesäuren 

Die Einführung dieser Schutzgruppe erfolgt mittels Di-tert-butyldicarbonat111. Hierbei 

reagiert das freie Elektronenpaar des Amins mit dem Carbonylkohlenstoff des Anhydrids 

unter Abspaltung von Kohlenstoffdioxid und tert-Butanol zu einem Carbamat (Abb.: 26). Die 

Wahl der Schutzgruppe hatte praktische Gründe. Denn die tert-Butyloxycarbonylgruppe ist 

im basischen Milieu stabil109,112. Diese Eigenschaft ist unerlässlich, da im weiteren Verlauf 

der Synthese im Basischen gearbeitet wird. Aus diesem Grund konnte eine 

Fluorenylmethylenoxy-carbonylgruppe (Fmoc) als Schutzgruppe nicht genutzt werden, da 

diese im basischen Milieu gespalten wird. Einen weiteren Grund liefern die Bedingungen zur 

Abspaltung der Schutzgruppe. Benzyloxycarbonyl (Cbz) - und Allyloxycarbonylgruppen 

(Alloc) bedürfen einer aufwendigere Prozedur diese wieder vom Molekül zu entfernen. Die 

Benzyloxycarbonylgruppe wird hydrogenolytisch mit Wasserstoff und Palladium auf 

Aktivkohle abgespalten, während die Spaltung die Allyloxycarbonylgruppe durch 

Übergangsmetallkatalyse mit Metallen wie Palladium0– oder Nickel0-Komplexen erreicht 

wird. Die tert-Butyloxycarbonylgruppe kann dagegen im Sauren mit Trifluoressigsäure (TFA) 

oder Salzsäurelösung in Dichlormethan abgespalten werden112. 
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Abbildung 26: Reaktionsmechanismus der Einführung der tert-Butyloxycarbonylgruppe. 
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2. Synthetische Arbeiten 

Tabelle 2: 3-Aminobenzoesäurederivate 

OH

O

N
R2

OO

R1

16

 

Verbindung Rest 1 Rest 2 

16a H *
 

16b H 

*  

16c Methyl *
 

16d Methyl 

*  

16e Methoxy *
 

16f Methoxy 
*  

 

Nach dem oben genannten Verfahren wurde ebenso eine 3,5-N,N‘-Dibenzylcarbamoyl-

benzoesäure dargestellt (Abb.: 27). 
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Abbildung 27: Strukturformel von 3,5-N,N'-Dibenzylcarbamoylbenzoesäure. 
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2.2. Darstellung der 3-Amidobenzoesäurederivate 

2.1.3 Darstellung einfach substituierter 3-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-aminobenzoe-

säuren 

Ausgehend von den bereits synthetisierten Aminen mit zyklischen Resten sollte mit den hier 

synthetisierten Verbindungen die Auswirkung niedermolekularer Reste überprüft werden, ob 

diese ebenfalls eine inhibitorische Aktivität auf die SmHDAC8 besitzen, gegebenenfalls sogar 

selektive Effekte gegenüber der HmHDAC8 oder den Isoenzymen der humanen 

Desacetylasen zeigen. Dazu wurden die 3-Aminobenzoesäurederivate wie bereits unter 

Abschnitt 2.1.2. beschrieben mit Di-tert-butyldicarbonat umgesetzt (Abb.: 28). 
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Abbildung 28: Einführen der tert-Butyloxycarbonylgruppe. 

 

Diese Schutzgruppenstrategie resultierte in 3 unterschiedlich substituierten 

Aminobenzoesäurederivaten (Abb 29). 
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Abbildung 29: Strukturformeln der 3-Carbamoyl-benzoesäurederivate. 

 

2.2. Darstellung der 3-Amidobenzoesäurederivate 

2.2.1. Auswahl des geeigneten Aktivierungsreagenz für die aromatischen Carbonsäuren 

Diese Substanzgruppe umfasst den größten Teil der in dieser Arbeit dargestellten 

Verbindungen. Die hier beschriebenen Synthesen werden in der Art ihrer Herangehensweisen 

unterteilt. Zum einen wurde die direkte Synthese aus den kommerziell erhältlichen 3-Amino-

benzoesäurederivaten mit den jeweiligen Carbonsäuren zu den entsprechenden 3-

Amidobenzoesäurederivaten durchgeführt. Zum anderen erfolgte eine vorgelagerte Synthese 

bestimmter 3-Amino-benzoesäurederivate mit anschließender Amidierung zu den jeweiligen 

3-Amidobenzoesäure-derivaten. 
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2. Synthetische Arbeiten 
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Abbildung 30: Retrosynthese von 3-Amidobenzoesäuren aus 3-Aminobenzoesäuren. 

 

Die Darstellung von Säureamiden aus ihren Carbonsäuren und den entsprechenden primären 

Aminen im Sinne einer Aminolyse ergibt nur geringe Ausbeuten, einerseits entstehendes 

Reaktionswasser ständig entfernt werden muss, und andererseits sich Carbonsäuren und 

Amine leicht unter Salzbildung umsetzen113. Die Aminolyse von Carbonsäuren hat im Labor 

schon seit längeren keine oder nur noch geringe Bedeutung. Sie findet in analytischen 

Verfahren manchmal noch Anwendung 113 (Hydroxamsäurereaktion). 

Der bevorzugte Weg zur Darstellung der Amide ist die Aminolyse der Säurechloride oder 

Säureanhydride. Da die Reaktivität der nukleophilen Komponente bei Aminolysen mit ihrer 

Basizität steigt, bzw. fällt umso sterisch anspruchsvoller das Amin gebaut ist, liegt die 

maximale Reaktivität beim primären Amin113. In diesen und in den folgenden Reaktionen ist 

das primäre Amin ein aromatisches Amin, welches in der Literatur als Anilin bezeichnet 

wird114. Die nukleophile Eigenschaft von Anilin wird durch den mesomeren Effekt des 

Aromaten abgeschwächt (-M-Effekt), da dieser die Elektronendichte der Aminogruppe 

verringert. Die Carboxygruppe am Aromaten wirkt auf ihn desaktivierend, da diese aufgrund 

ihres negativen mesomeren Effekts die Elektronendichte im aromatischen Ring verringert114. 

Durch diese Abnahme der Elektronendichte wird der +M-Effekt des Amins verstärkt, was zur 

weiteren Reduktion der nukleophilen Eigenschaften des Anilins führt. Aus diesem Grund 

wurden verschiedene Reagenzien untersucht um die Carbonsäure in ein effektives 

Acylierungsreagenz zu überführen. Die Reaktivität des Acylierungsreagenzes hängt hierbei 

von der Resonanzstabilität der angegriffenen Carbonyldoppelbindung ab. Ein Überblick zu 

dieser Thematik liefert BRÜCKNER
115. Hier wird die Reaktivität eines Acylierungsmittel mit 

der Eigenschaft zur Resonanzstabilisierung seiner Carbonyldoppelbindung beschrieben. Das 

Acylierungsmittel ist im Allgemeinen umso energiereicher, je geringer die 

Resonanzstabilisierung seiner Carbonyldoppelbindung durch die Aktivierungsgruppe ist 

(Abb.: 31)116. 
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2.2. Darstellung der 3-Amidobenzoesäurederivate 
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Abbildung 31: Abnahme der Resonanzstabilität von links nach rechts. (Modifiziert nach BRÜCKNER)116 

 

Die größte Mesomeriestabilisierung besitzt das Carboxylation und ist damit das schwächste 

Acylierungsmittel. Ebenso sind Amide ausgeprägt mesomeriestabilisiert. Carbonsäuren und 

Carbonsäureester sind gegenüber den Amiden schon deutlich reaktiver, allerdings gilt dies nur 

für Carbonsäuren in Abwesenheit von Basen. Der Grund für die Abnahme der 

Mesomeriestabilisierung ist die Abnahme des +M-Effekts der Substituenten am 

Carbonylkohlenstoff. Für das Acylimidazolin kommt hinzu, dass das freie Elektronenpaar des 

acylierten Stickstoffs nur eingeschränkt für eine Stabilisierung der Carbonyldoppelbindung 

durch Mesomerie zur Verfügung steht, da es Bestandteil des � -Elektronensystems des 

Imidazolrings ist. Die weitere Reaktivitätszunahme in dieser Reihe ist darauf begründet, dass 

das freie Elektronenpaar am benachbarten, d.h. am einfach gebundenen O-Atom, nur noch 

zunehmend eingeschränkt zur Stabilisierung der Carbonyldoppelbindung durch Mesomerie 

beiträgt. Es dient partiell auch zur Mesomeriestabilisierung einer zweiten C-Heteratom-

Doppelbindung. Die Mitbeanspruchung des freien Elektronenpaars durch diese zweite C-

Heteratom-Doppelbindung ist umso ausgeprägter, je größer deren –M-Effekt ist. Weitere 

ausgezeichnete Hydroxylierungsmittel stellen elektronenarme Hydroxyaromaten dar, da deren 

Fähigkeit zur Stabilisierung der Carbonyldoppelbindung durch Mesomerie noch geringer ist 

(Abb.: 32)116.  
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Abbildung 32: Benzotriazolylester, Pentafluorphenylester und Arylester einer Carbonsäure als N-
Methylpyridiniumchlorid. 
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2. Synthetische Arbeiten 

Das stärkste Acylierungsreagenz in diesen Gruppen (Abb.: 31 und 32) ist das 

Carbonsäurechlorid. Das Chlor-Atom ist überhaupt nicht mehr in der Lage die benachbarte 

Carbonyldoppelbindung über Mesomerie zu stabilisieren. Im weiteren Verlauf der Synthese 

wurde verschiedene Möglichkeiten der Aktivierung und verschiedene Acylierungsreagenzien 

getestet und nach ihrer Effektivität und Handhabung bewertet um die entsprechenden 3-

Amidobenzoesäuren zu erhalten. 

 

2.2.2. Aktivierung mittels CDI 

Zur Darstellung der Amidbindung wurde im ersten Schritt die unsubstituierte aromatische 

Benzoesäure mittels Carbonyldiimidazol (CDI) aktiviert. Diese Methode wird auch als 

Azolid-Methode bezeichnet117. Im nächsten Schritt wurde die aktivierte Carbonsäure mit 3-

Aminobenzoesäure umgesetzt. Diese Methode läuft unter milden Bedingungen ab, führte 

jedoch nach der Reinigung zu einer zu geringen Ausbeute von 3-Benzamidobenzoesäure um 

die geplante Synthese der 3-Amidobenzhydroxamsäuren fortführen zu können (Abb. 33). 
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Abbildung 33: Aktivierung der Carbonsäure mit Carbonyldiimidazol. (Modifiziert nach BRÜCKNER)116 

 

2.2.3. Aktivierung mittels DCC und EDC 

Die Aktivierung mittels der Carbodiimide N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)118,119,120 und 

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC)121,122 verläuft ebenfalls unter milden 

Bedingungen. Bei der Reaktion mit Carbonsäuren reagiert das Carbodiimid zu einem O-

Acylharnstoffderivat, welches auch als aktivierter Ester betrachtet werden kann. In 
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2.2. Darstellung der 3-Amidobenzoesäurederivate 

Anwesenheit eines Nukleophils entsteht das entsprechende Harnstoffderivat und das jeweilige 

Produkt aus Carbonsäure und Nukleophil, in diesen Fall ein Amid (Abb.: 34). Vorteil bei 

dieser Methode gegenüber der Aktivierung als gemischtes Anhydrid ist der, dass keine 

weiteren nukleophilen Reaktionsprodukte entstehen, die im weiteren Reaktionsverlauf zu 

Nebenprodukte führen können. DCC geht nach der Reaktion in N,N'-Dicyclohexylharnstoff 

über, welches ein sehr lipophiles Reaktionsprodukt darstellt und durch einfache Extraktion 

nicht vom gewünschten Produkt zu trennen ist. EDC dagegen geht nach der Reaktion in 1-

Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-harnstoff über. Das tertiäre Amin in dieser Verbindung 

lässt sich im sauren Milieu protonieren und so durch Extraktion in die wässrige Phase 

überführen und vom Hauptprodukt trennen. Diese Methode brachte ebenfalls nicht den 

gewünschten Umsatz und wurde nicht weiter auf die Synthese der 3-Amidobenzoesäuren 

angewandt. 
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Abbildung 34: Aktivierung der Carbonsäure mit DCC und EDC. (Modifiziert nach BRÜCKNER)116 

 

2.2.4. Aktivierung als gemischtes Anhydrid 

Eine weitere Methode zur Aktivierung von Carbonsäuren ist die Darstellung von 

Carbonsäureanhydriden, beziehungsweise gemischter Anhydride. Hier ist das 

Aktivierungsreagenz Chloroethylformiat123,124. Bei dieser Synthese wurde die zu aktivierende 

Carbonsäure mit Triethylamin als Hilfsbase und Chloroethylformiat umgesetzt. Das entstande 

Carbonsäureanhydrid sollte im nächsten Schritt unter nukleophiler Substitution mit der 3-

Aminobenzoesäure reagieren (Abb.: 35). 

Mit Hilfe dieser Methode konnten die Ausbeuten leicht gesteigert werden. Weiterhin ergaben 

sich unerwünschte Nebenprodukte, da bei der Umsetzung von Chloroethylformiat Ethanol als 

zusätzliches Nukleophil freigesetzt wird. Um die Ausbeuten zu steigern und die 
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Nebenprodukte zu reduzieren, wurden verschiedene gemischte Anhydride angewendet. Dazu 

zählten Chloromethylformiat, Chloro-2,2,2-trichloro1,1-dimethylethyl-formiat und 

Chloroisopropylformiat. Es konnte dadurch aber keine Optimierung der Synthese erreicht 

werden.  
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Abbildung 35: Aktivierung der Carbonsäure mit Chlorcarbonsäureester. 

 

2.2.5. Aktivierung mittels PyBOP® 

Ein weiteres Reagenz für Amidknüpfungen ist das Phosphoniumsalz Benzotriazol-1-yl-

oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat (PyBOP®)125,122,126. 
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Abbildung 36: Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat (PyBOP®). 

 

Bei dieser Methode besteht die Möglichkeit die Carbonsäure als Phosphoniumsalz oder als O-

Benzotriazolester zu aktivieren. Letzteres ist weniger reaktiv und reagiert vornehmlich mit 

Aminen zu Amiden. Das Phosphoniumsalz der Carbonsäure ist sehr reaktiv und reagiert 

sowohl mit Alkoholen als auch Aminen zu den jeweiligen Estern oder Amiden. Im 

Reaktionsansatz reagiert das Phosphoniumsalz innerhalb weniger Minuten zu den jeweiligen 

aktiven O-Benzotriazolestern der Carbonsäuren (Abb.: 37).126,127 
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2.2. Darstellung der 3-Amidobenzoesäurederivate 
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Abbildung 37: Aktivierung der Carbonsäure mit PyBOP®. (Modifiziert nach KIM und PATEL)127 

 

Für diesen Syntheseweg wurde die jeweilige Carbonsäure mit der Hünig-Base (DIPEA, 

Diisopropylethylamin) und PyBOP® zur Reaktion gebracht. Die so aktivierte Carbonsäure 

sollte im nächsten Schritt mit einem 3-Aminobenzoesäurederivat zu dem jeweiligen Amid 

reagieren. Mit dieser Methode konnten die Ausbeuten verbessert und die Nebenprodukte 

reduziert werden. Allerdings ist diese Variante unwirtschaftlich, da der Ausgangsstoff 

PyBOP® preisintensiv ist und am Anfang einer mehrstufigen Synthese in entsprechend hohen 

Mengen eingesetzt werden muss.  

 

2.2.6. Aktivierung mittels Thionylchlorid 

Die Aktivierung einer Carbonsäure mittels Thionylchlorid zum Carbonsäurechlorid mit 

anschließender Aminolyse zu dem entsprechenden Carbonsäureamid (Abb.: 38) ist die 

gängigste und am häufigsten genutzte Methode zur Darstellung dieser Verbindungen128. Die 

Reaktion beginnt mit der Veresterung der Carbonsäure zum Chlorsulfonester. Der gebildete 

Chlorwasserstoff protoniert die Carbonyl-Gruppe und das Chlor-Atom addiert sich an das 

Carbonyl-Kohlenstoff-Atom. Die gebildete Zwischenstufe wird deprotoniert und zerfällt in 

das Säurechlorid, Schwefeldioxid und Chlorwasserstoff.116 
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Abbildung 38: Aktivierung der Carbonsäure mit Thionylchlorid. (Modifiziert nach BRÜCKNER)116 

 

Der hierbei entstehende Chlorwasserstoff bindet das in der Reaktion befindliche Nukleophil 

durch Salzbildung und entzieht es so der Reaktion. Um dies zu verhindern, braucht man einen 

Überschuss des Nukleophils oder man setzt eine Hilfsbase ein, die eine höhere Basizität als 

das Nukleophil aufweist. Diese Reaktion erfordert einen etwas höheren Materialaufwand und 

läuft unter drastischeren Bedingungen ab als die zuvor genannten Reaktionen zur Aktivierung 

der Carbonsäuren. Sie ist allerdings robust, zuverlässig und führt sowohl zu hohen Ausbeuten 

als auch bei der vorliegenden Verbindungsklasse zu keinen Nebenreaktionen. Diese Methode 

wurde somit zum Standard der Darstellung von 3-Amidobenzoesäuren. 

 

2.3. Darstellung der 3-Amidobenzoesäuren 

Zur Darstellung der 3-Amidobenzoesäuren wurde ein Zwischenschritt in die Synthese 

eingeführt um die Ausbeute zu erhöhen. Da bei der wässrigen Aufarbeitung des 

Reaktionsgemisches der Aminolyse noch vorhandene aktivierte Säure wieder in die 

Carbonsäure hydrolysiert, entsteht ein Reaktionsgemisch welches bis zu drei aromatische 

Carbonsäuren enthalten kann. Bei einem unvollständigen Umsatz können sowohl noch 3-

Aminobenzoesäure, das Produkt, die 3-Amidobenzoesäure, sowie bereits beschrieben die 

Carbonsäure, welche aus der aktivierten Säure hervorgeht, enthalten sein. Diese drei 

aromatischen Carbonsäuren chromatographisch zu trennen ist aufwendig und führt aufgrund 

des ähnlichen Retentionsverhalten häufig zu überlappenden Fraktionen, was eine Minderung 

der Ausbeute bedeutet. Um dem entgegenzuwirken, wurden die 3-Amino-benzoesäuren 

verestert (Abb.: 39). Die so erhaltenen 3-Aminobenzoesäuremethylester lassen sich gut 
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2.3. Darstellung der 3-Amidobenzoesäuren 

handhaben und ihre entsprechenden Produkte aus der Aminolyse sich aufgrund ihrer 

veränderten Polarität gegenüber den Carbonsäuren chromatographisch leichter aus dem 

Reaktionsgemisch isolieren. Nach einer einfachen und robusten Methode konnte der 

Methylester dargestellt werden. Mittels Thionylchlorid wurde in situ das Säurechlorid 

erzeugt. Als Lösungsmittel wurde Methanol eingesetzt, welches im Überschuss auch als 

Reaktant diente. Die Reaktion verlief quantitativ und ohne Nebenprodukte ab. 
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Abbildung 39: Darstellung der 3-Aminobenzoesäuremethylester. 

 

Im weiteren Verlauf der Synthese wurden die 3-Aminobenzoesäuremethylester mit den 

entsprechenden Carbonsäurechloriden zu den 3-Amidobenzoesäuremethylestern umgesetzt. 
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Abbildung 40: Darstellung der 3-Amidobenzoesäuremethylesterderivate. 

 

Diese Methode zur Darstellung von 3-Amidobenzoesäuremethylesterderivaten als Vorstufe 

der 3-Amidobenzoesäuren hat sich als effektivste Variante herausgestellt und wurde für die 

weiteren Synthesen dieser Substanzklasse verwendet. Diese Herangehensweise bedeutete 

zwei zusätzliche Synthesestufen. Zunächst erfolgte die Veresterung zum Methylester, 

anschließend die Hydrolyse des Esters um die gewünschten 3-Amidobenzoesäuren für die 



 

34 
 

2. Synthetische Arbeiten 

weitere Synthese zu erhalten. Das günstigere Retentionsverhalten der Methylester bei der 

chromatographischen Reinigung führte zu höheren Ausbeuten und rechtfertigt somit den 

synthetisch präparativen Mehraufwand. 

Die Hydrolyse der Ester erfolgte unter milden Bedingungen. Der betreffende Ester wurde 

dazu in Methanol gelöst, bzw. suspendiert und unter basischen Bedingungen mittels einer 

wässrigen Natriumhydrogencarbonat- oder Natriumhydroxid-Lösung hydrolysiert (Abb.: 41). 
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Abbildung 41: Hydrolyse der 3-Amidobenzoesäuremethylesterderivate. 

 

Tabelle 3: Dargestellte substituierte 3-Amidobenzhydroxamsäuren 

N
H

O

OH

O

R1

R2

23
 

Verbindung Rest 1 
R2

 

23a H 
*

 

23b Methyl 
*

 

23c Methyl 

N
*
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2.3. Darstellung der 3-Amidobenzoesäuren 

N
H

O

OH

O

R1

R2

23
 

Verbindung Rest 1 
R2

 

23d Methoxy 
*

 

23e Methoxy 

*

 

23f Methoxy *

 

23g Methoxy 
*

O  

23h Methoxy 
*

Cl  

23i Methoxy *

Cl

 

23j Methoxy *

Cl

Cl

 

23k Ethoxy 
*

 

23l Ethoxy 

*
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2.4. Darstellung der 3,5-Dibenzamidobenzoesäure 
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Verbindung Rest 1 
R2

 

23w Fluor 
*

 

23x Trifluormethyl 
*

 

 

2.4. Darstellung der 3,5-Dibenzamidobenzoesäure 
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Abbildung 42: Strukturformel von 3,5-Dibenzamidobenzoesäure. 

 

Die hier dargestellte Verbindung ist eine 3,5-disubstituierte Benzoesäure und wurde direkt aus 

der Umsetzung der 3,5-Diaminobenzoesäure mit Benzoylchlorid und einer Hilfsbase 

dargestellt (Abb.: 43). Dieses Substitutionsmuster soll in folgenden Testungen zeigen, ob eine 

raumgreifende Substitution in Position 5 der Benzhydroxamsäure einen Einfluss auf 

Selektivität und inhibitorische Aktivität auf die SmHDAC8 besitzt. 
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Abbildung 43: Darstellung der 3,5-Dibenzamidobenzoesäure. 

 

2.5. Darstellung der 9-Oxo-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-carbonsäure 
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Abbildung 44: Strukturformel von 9-Oxo-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-carbonsäure. 

 

Die 9-Oxo-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-carbonsäure stellt eine trizyklische Carbonsäure dar. 

Sie vereint mit ihrem gesättigten Ring die Merkmale der 3-(N-Cyclohexyl)aminobenzoesäure 

und durch ihr vinyloges Amid die chemischen Eigenschaften der NH-Funktion der 3-

Amidobenzoesäuren. Die Verbindung wurde direkt aus 3-Aminoterephthalsäure und 

Cyclohexanon, gelöst in hochsiedenden Diphenylether (DPE), dargestellt129,130,131 (Abb.: 45). 

Sie stellt eine starre Verbindung mit einem leicht gewinkelten gesättigten Ring dar. 

Und weißt eine Oxo/Hydroxy-Tautomerie auf. Frühere Röntgenuntersuchungen für diese 

Substanzklasse haben gezeigt, dass das Verhältnis der Tautomere in Lösung 1000:1 auf der 

Seite der Oxo-Verbindung liegt132,133. 
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Abbildung 45: Darstellung der 9-Oxo-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-carbonsäure129,130,131. 

 



 

39 
 

2.7. Darstellung verschiedener 3-Benzamido-4-alkoxybenzhydroxamsäuren 

2.6. Darstellung der 3-(N-Phenyl)-carboxamidobenzoesäure 
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Abbildung 46: Strukturformel von 3-(N-Phenyl)-carboxamidobenzoesäure. 

 

Die 3-(N-Phenyl)-carboxamidobenzoesäure stellt eine Derivat der 3-Benzamidobenzoesäure 

mit inverser Amidgruppierung dar und soll im Vergleich dieser beiden Verbindungen 

aufzeigen, welchen Einfluss diese Modifikation auf die Interaktion mit der SmHDAC8 

besitzt. Als Ausgangsstoffe dienten die 3-Carboxybenzoesäure, Thionylchlorid als 

Aktivierungsreagenz und als Aminkomponente das Anilin,welches ebenso Lösungsmittel und 

Hilfsbase darstellte (Abb.: 47). Der daraus entstandene 3-(N-Phenyl)-carboxamido-

benzoesäuremethylester wurde im darauffolgenden Schritt hydrolysiert (Absatz: 2.3.) 
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Abbildung 47: Darstellung der 3-(N-Phenyl)-carboxamidobenzoesäure. 

 

2.7. Darstellung verschiedener 3-Benzamido-4-alkoxybenzhydroxamsäuren 

Im Laufe der hier beschriebenen Arbeit ließ sich bei der Auswertung von Struktur-

Wirkungsbeziehungen anhand von in vitro-Aktivitätsmessungen in Form von EC50-Werten 

und hochaufgelösten Röntgenkristallstrukturen (Abb.: 48) eine Substitutionsvariation 

ableiten, die zu einer gesteigerten inhibitorischen Aktivität gegenüber der SmHDAC8 führt. 

Es wurden drei unterschiedliche Strukturen betrachtet: 3-Benzamidobenzhydroxamsäure 50a, 

3-Benzamido-4-methylbenzhydroxamsäure 50b und 3-Benzamido-4-methoxybenzhydroxam-

säure 50d. Die Unterschiede der drei Verbindungen liegen in ihrer Substitution an Position 4 

der Benzhydroxamsäure. 
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Abbildung 48: Röntgenkristallstruktur von SmHDAC8 kokristallisiert mit Verbindung 

 

In Abbildung 48 sind die drei Kristallstrukturen mit den jeweiligen Verbindungen 

kokristallisiert dargestellt. Man erkennt

ist. Die Hydroxamsäurefunktion koordiniert das Zinkion im Innere

Carbonylfunktion des Amidlinkers

der zweite aromatische Ring interagiert vermutlich über 

Am Rand der Bindungstasche von 

eine kleine lipophile Seitentasche erkennen, welche so in der HmHDAC8 nicht vorhanden ist. 

Betrachtet man die Verbindungen 

Substitution in Position 4 der Benzhydroxams

der Auswertung ergab sich der Trend, da

Benzhydroxamsäure ist, desto stärker ist die inhibitorische Wirkung auf SmHDAC8

(Abb.: 49). 
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Abbildung 49: Zunehmender Einfluss auf die inhibitorische Aktivität gegenüber der SmHDAC8 in Abhängi
Substituenten in Position 4 der Benzhydroxamsäure
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2.7. Darstellung verschiedener 3-Benzamido-4-alkoxybenzhydroxamsäuren 

Daraus ergab sich die Idee weitere 3-Benzamido-4-alkoxybenzhydroxamsäurederivate zu 

synthetisieren und den Einfluss der Alkoxygruppe hinsichtlich der Aktivität auf SmHDAC8 

und Selektivität zu den humanen Histondesacetylasen zu untersuchen. Da die Grundkörper als 

3-Amino-4-alkoxybenzoesäuren kommerziell nicht verfügbar waren, mussten diese zuerst 

dargestellt werden. 

 

2.7.1. Darstellung von 3-Amino-4-ethoxybenzoesäure 

Zur Darstellung der 3-Amino-4-ethoxybenzoesäure wurde zuerst der Ansatz der 

Phenolsynthese nach DOW
134 und der klassischen WILLIAMSON-Ethersynthese135 gewählt 

(Abb.: 50), da die jeweiligen 3-Amino-4-chlorbenzoesäuren, bzw. 3-Amino-4-hydroxy-

benzoesäuren und die entsprechenden Alkohole, bzw. Halogenalkane verfügbar waren. 

 

OH

O

H2N

Cl EtONa

EtOH OH

O

H2N

O

R Na
CH3CH2I

THF OH

O

H2N

HO

33 34 35  

Abbildung 50: Darstellung der 3-Amino-4-alkoxybenzoesäuren nach DOW
134 (links) und WILLIAMSON

135 (rechts). 

 

Im ersten Versuch wurde 3-Amino-4-chlorbenzoesäure mit einer frisch hergestellten 

Natriumethanolat-Lösung in Ethanol umgesetzt. Dies führte auch unter Variation der 

Reaktionsbedingungen nicht zum gewünschten Produkt. Diese nukleophile aromatische 

Substitution verläuft über einen Arinzwischenschritt (cine-Substitution, Phenolsynthese von 

DOW
134) (Abb.: 51) und kann Gemische aus 3-Amino-4-ethoxybenzoesäure und 3-Amino-5-

ethoxybenzoesäure ergeben, weshalb diese Strategie nicht weiter verfolgt wurde.  

 

Cl * *NaOH OH-/H+ *HO *

HO  

Abbildung 51: Phenolsynthese nach DOW mit Arinzwischenschritt134. 
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Die zweite Möglichkeit einen Ether nach der WILLIAMSON Ethersynthese aus einem 

Halogenalkan und einem Phenolat darzustellen war ebenfalls nicht erfolgreich. Hierbei wurde 

vorher die Aminfunktion mit einer Boc-Schutzgruppe versehen um eine N-Alkylierung zu 

verhindern. Vermutlich entsteht bei dieser Methode das Phenolatanion nur in unzureichenden 

Mengen, da zuerst Natriumbenzoat gebildet wird und somit die Ausbildung eines Dianions 

erschwert ist (Abb.: 52). 
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Abbildung 52: Bildung des Dianions. 

 

Eine abgewandelte Form der WILLAMSON Ethersynthese wird von DIF et al. beschrieben136, 

wobei das Eisenoxid durch Silberoxid ersetzt und die eingesetzten Äquivalente abgewandelt 

wurden137. Bei dieser Reaktion wurde der entsprechende Alkohol und das entsprechende 

Halogenalkan mit Hilfe von Silberoxid als Katalysator unter milden Bedingungen zur 

Reaktion gebracht (Abb.: 53). 
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Abbildung 53: Modifizierte Ethersynthese nach Dif et al..136,137 

 

Diese, in einer vorangegangenen Arbeit bereits erprobte Methode führte ebenfalls nicht zum 

gewünschten Produkt. Ebenso erwiesen sich die Methoden der modifizierten WILLIAMSON 

Ethersynthese, bei denen das Deprotonierungsreagenz variiert wurde, als erfolglos. Zum einen 

wurde Natriumhydrid138 genutzt um das Phenolatanion zu erzeugen und zum anderen 

Tetrabutylphosphoniumhydroxid, welches nach LIU et al. selektiv und quantitativ zu einer O-

Alkylierung in Anwesenheit einer Carbonsäuregruppe führen sollte (Abb.: 54)139. 
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Abbildung 54: Ethersynthese nach LIU et al..139 

 

Da die vorangegangenen Versuche einer O-Alkylierung nicht zu den gewünschten Produkten 

führten, wurde die Synthese der 3-Amino-4-alkoxybenzoesäuren überdacht und eine neue 

Syntheseroute etabliert. Als Grundkörper dienten hierzu kommerziell erhältliche 4-

Alkoxybenzoesäuren, welche durch Nitrierung und anschließender Reduktion in die 

entsprechenden Amine überführt wurden. Laut Literatur140,141 hat bei einer Zweitsubstitution 

am Aromaten der erste Substituent einen erheblichen Einfluss auf die Reaktivität des 

Aromaten und zugleich eine dirigierende Wirkung auf den Ort der Zweitsubstitution. Die 

Reaktion zwischen dem nukleophilen Kern und dem elektrophilen Agens erfolgt umso 

leichter, je basischer der Aromat und je saurer das Reagenz ist. Die Basizität des Kerns wird 

durch Substituenten erhöht, die die Elektronendichte durch induktive und mesomere Effekte 

vergrößern. Hierzu zählen, Alkyl-, Alkoxy-, Hydroxy- und Aminsubstituenten. Diese sind 

Substituenten erster Ordnung und dirigieren in ortho- und para-Stellung des Aromaten 

(Abb.: 55). Die Reaktivität von Aromaten wird durch Carbonsäuren und Carbonsäureester, 

sowie Nitril- und Nitrogruppen erniedrigt. Hierbei nimmt das Ausmaß der Desaktivierung von 

der Carbonsäuregruppe zur Nitrogruppe zu. Diese Substituenten dirigieren vornehmlich in 

meta Position des Aromaten (Abb.: 55)140,141. 

In diesem Fall handelt es sich um eine Drittsubstitution. Die Ethoxyfunktion übt einen +M-

Effekt aus, hat somit eine aktivierende Wirkung auf den Aromaten und dirigiert zudem in 

ortho- und para-Position. Die Carbonsäurefunktion wurde im Vorfeld in einen 

Carbonsäuremethylester überführt und hat einen –M-Effekt, was zu einer Inaktivierung des 

Aromaten führt und sie dirigiert die Zweitsubstitution in meta-Position. Die Substituenten 

weisen gegenläufige Eigenschaften hinsichtlich des Einflusses auf die Reaktivität des 

Aromaten auf, ergänzen sich aber hinsichtlich der Position für eine Drittsubstitution. Diese 

sollte daher bevorzugt in Position drei des Aromaten stattfinden. 
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Abbildung 55: Position der Zweitsubstitution in Abhängigkeit des Erstsubstituenten. 

 

Für die Einführung einer Nitrogruppe mittels Nitrierung am Aromaten bietet die Literatur142 

drei Möglichkeiten, die sich jeweils nach der Reaktivität des Aromaten richten. Dabei wird in 

reaktionsträge Aromaten (Variante A), Aromaten mittlerer Reaktivität (Variante B) und 

reaktionsfähige Aromaten (Variante C) unterschieden. Als elektrophiles Reagens wirkt bei der 

Nitrierung das Nitrylkation. Aus Salpetersäure bildet sich das Nitrylkation nur im sauren 

Milieu. Im einfachsten Fall protoniert sich Salpetersäure in Form der Autoprotolyse selbst. 

Allerdings liegt das Gleichgewicht auf der linken Seite und so können nur reaktionsfähige 

Aromaten umgesetzt werden142 (Abb.: 56). 

HONO2  +  HONO2 OH2 NO2 O NO2  

Abbildung 56: Autoprotolyse von Salpetersäure. 

 

Der Zusatz von konzentrierter Schwefelsäure verschiebt dieses Gleichgewicht und erhöht die 

Konzentration der Nitrylkationen142 (Abb.: 57). 

NO2 H3OHNO3  +  2 H2SO4 2 HSO4  

Abbildung 57: Bildung der Nitriersäure. 

 

Dieses Salpetersäure-Schwefelsäuregemisch wird auch als Nitriersäure bezeichnet. Für die 

Nitrierung des para-Ethoxybenzoesäuremethylesters wurde Variante B für Aromaten 

mittlerer Reaktivität gewählt (68%ige Salpetersäure/konz. Schwefelsäure; 1/1,4 V/V) 
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2.7. Darstellung verschiedener 3-Benzamido-4-alkoxybenzhydroxamsäuren 

(Abb.: 58). Eine Viertsubstitution ist unter diesen Bedingungen nahezu ausgeschlossen und 

wurde auch nicht beobachtet. 
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Abbildung 58: Darstellung des 3-Nitro-4-ethoxybenzoesäuremethylesters. 

 

Im nächsten Schritt wird die Nitrogruppe zum Amin reduziert. Hierfür wurde eine Vorschrift 

nach PFLÄSTERER et al. modifiziert143 und auf die Verbindung erfolgreich angewendet. Die 

Reduktion verläuft in einer salzsauren ethanolischen Lösung unter Verwendung von 

Eisenspänen als Reduktionsmittel (Abb.: 59). 
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Abbildung 59: Darstellung des 3-Amino-4-ethoxybenzoesäuremethylesters. 

 

Mit Hilfe dieser Vorschrift konnten weitere 3-Amino-4-alkoxybenzoesäuremethylester 

dargestellt werden. Anschließend wurden wie unter Kapitel 2.3. beschrieben diese in die 

jeweiligen 3-Benzamido-4-alkoxybenzoesäuren überführt. 
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Abbildung 60: In diesem Kapitel dargestellte 3-Benzamido-4-alkoxybenzoesäuren. 
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2.8. Darstellung der Benzhydroxamsäuren 

Die Umwandlung der Benzoesäuren in ihre entsprechenden Benzhydroxamsäurederivate 

erfolgte im Allgemeinen über eine nukleophile Substitution am Carbonyl-Kohlenstoff der 

aktivierten Carbonsäure (siehe: Absatz 2.2.) durch Hydroxylamin. Im Folgenden wird auf die 

verschiedenen Darstellungsmöglichkeiten der Hydroxamsäuren eingegangen, die im Rahmen 

dieser Arbeit durchgeführt wurden. Da sich zu Beginn dieser Arbeit schnell abzeichnete, dass 

die Darstellung der Hydroxamsäuren nach allgemeinen Literaturangaben wie zum Beispiel 

die basische Aminolyse von Benzoesäureester mit Hydroxylaminhydrochlorid144,145,122 nicht 

effektiv genug ist und eine schwierige Reinigung nach sich zieht, wurden verschiedene 

Aktivierungsreagenzien und Hydroxylaminquellen auf ihre Praktikabilität hin getestet. 
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Abbildung 61: Retrosynthese von Benzhydroxamsäure zur Benzoesäure. 

 

Die ersten Versuche zur Darstellung der Hydroxamsäuren verlaufen im Allgemeinen nach 

folgendem Schema. Zuerst wird die Carbonsäure aktiviert um den Carbonyl-Kohlenstoff für 

eine nukleophile Reaktion zugänglich zu machen und anschließend wird das Nukleophil 

hinzugegeben99, in diesen Fall Hydroxylamin. Hydroxylamin ist eine farblose, kristalline 

anorganische Verbindung die unter Luftausschluss ebenso als wässrige Lösung einige 

Wochen stabil ist. Bei Anwesenheit von Luftsauerstoff zersetzt sich Hydroxylamin sowohl als 

Reinstoff wie auch in Lösung sehr schnell. Oberhalb von 70 °C erfolgt die Zersetzung 

explosionsartig146. Aufgrund dieser Instabilität findet Hydroxylamin meist als Salz 

Verwendung, zum Beispiel als Hydroxylaminhydrochlorid. In der Salzform geht der 

Stickstoff allerdings keine nukleophile Reaktion ein, da sein freies Elektronenpaar zur 

Bildung des Hydrochlorids benötigt wird. Für die folgende Synthese wird die Base 

Hydroxylamin benötigt. Diese kann durch Zusatz stärkere Basen als Hydroxylamin selbst aus 

ihrer Salzform freigesetzt werden. Es gibt die Möglichkeit sie aus einer ethanolischen 

Kaliumhydroxidlösung, oder aus einer methanolischen Natriummethanolatlösung 

freizusetzen, welche durch Auflösen einer definierten Menge metallischen Natriums in 

Methanol hergestellt wird147. 
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2.8. Darstellung der Benzhydroxamsäuren 

2.8.1. Darstellung der Benzhydroxamsäuren durch Substitution aktivierter 

Carbonsäuren durch Hydroxylamin 

Als erste Methode wurde die Azolid-Methode angewendet. Sie verläuft unter milden 

Bedingungen. Die Hydroxylaminquelle war zum einen Hydroxylaminhydrochlorid , welches 

in situ durch Triethylamin in die freie Base überführt wurde und zum anderen eine 

methanolische Hydroxylaminlösung. In beiden Fällen konnte kein nennenswerter Umsatz in 

die gewünschte Benzhydroxamsäure beobachtet werden. Der zu erwartende 

Benzoesäuremethylester als Nebenprodukt wurde allerdings nicht gefunden, was auf eine 

unzureichende Aktivierung der Carbonsäure schließen lässt. 

Eine weitere Methode war die Aktivierung der Carbonsäure als Carbonsäurechlorid mit 

anschließender Umsetzung zur Hydroxamsäure durch Hydroxylaminhydrochlorid und 

Triethylamin als Hilfsbase. Triethylamin setzt bei dieser Reaktion das Hydroxylamin aus 

seinem Salz frei und dient zusätzlich dazu das bei der Substitution freiwerdende Hydrochlorid 

des Carbonsäurechlorids zu binden. Diese Reaktion erforderte einen höheren 

Materialaufwand und führte zu geringen Ausbeuten, sowie Nebenprodukten. 

Als nächstes Verfahren wurde die Aminolyse der Benzoesäuremethylester getestet. Sie stellt 

eine ältere aber robuste Methode zur Darstellung von Hydroxamsäuren dar. Dazu wird 

Hydroxylaminhydrochlorid in einer methanolischen Natriummethanolatlösung gelöst. Es 

werden wenigstens zwei Äquivalente Natriummethanolat benötigt. Das erste Äquivalent dient 

zur Freisetzung des Hydroxylamins und das zweite Äquivalent deprotoniert das 

Hydroxylamin zum Hydroxylaminanion, welches ein noch stärkeres Nukleophil darstellt als 

Hydroxylamin selbst. Dieses Anion reagiert in einer nukleophilen Reaktion mit dem 

Carbonyl-Kohlenstoff des Carbonsäuremethylesters unter Abspaltung von Methanolat zu 

einer Hydroxamsäure. Bei dieser Methode konnte ebenfalls keine ausreichende Umsetzung 

zum gewünschten Produkt erreicht werden, aber mit dem Carbonsäuremethylester gab es nur 

ein Nebenprodukt (Abb.: 62). Da die Konvertierung der Benzoesäurederivate in ihre 

Benzhydroxamsäurederivate am Ende einer mehrstufigen Synthese steht, musste eine 

Möglichkeit zur Darstellung gefunden werden, bei der keine Nebenprodukte entstehen, 

beziehungsweise das Produkt leicht von seinen Nebenprodukten zu isolieren ist. 
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Abbildung 62: Methoden zur Darstellung substituierter Benzhydroxamsäuren. 

 

Um die Ausbeute zu steigern wurden weitere Aktivierungsreagenzien auf die Reaktion 

angewendet. Diese wurden allerdings nicht an bereits synthetisierten Benzoesäurederivaten 

erprobt, sondern an reiner Benzoesäure. Diese ist günstig zu erwerben und erspart den Verlust 

bereits synthetisierter Zwischenverbindungen. Außerdem kann man so die unterschiedlichen 

Methoden besser miteinander vergleichen. Es wurde die Umsetzung des 

Carbonsäuremethylesters unter basischen Bedingungen (Abb.: 62), die Aktivierung der 

Carbonsäure mittels Cyanurchlorid148 oder Tosylchlorid118 und die Aktivierung als 

gemischtes Anhydrid mit Chloroethylformiat147 miteinander verglichen. Die Substitution des 

Carbonsäuremethylesters lieferte unter den gewählten Bedingungen die gewünschte 

Benzhydroxamsäure, aber die Umsetzung verlief nicht vollständig. Da die Bedingungen recht 

drastisch sind und eine Spaltung der bereits geknüpften Amidbindung bei der späteren 

Umsetzung der 3-Amidobenzoesäuren ebenso mit sich führen könnte, wurde diese Methode 

verworfen. Die Umsetzung mittels Cyanurchlorid und Dimethylaminopyridin als 

Katalysator148 ergaben ebenfalls die gewünschte Benzhydroxamsäure, allerdings auch eine 

große Anzahl an Nebenprodukten. Selbst nach verschiedenen Reinigungsversuchen konnte 

die Benzhydroxamsäure nicht vollständig von den anderen Reaktionsprodukten getrennt 

werden. Als weitere Möglichkeit zur Darstellung der Benzhydroxamsäure wurde eine 

lösungsmittelfreie Methode118 getestet. Hierbei wird Hydroxylaminhydrochlorid in Wasser 

gelöst und anschließend an Kieselgel adsorbiert und getrocknet. Im Anschluss werden die 

einzelnen Edukte in einem Reagenzglas verrührt und so zur Reaktion gebracht. Das 

Aktivierungsmittel ist Tosylchlorid und Triethylamin stellt die Hilfsbase dar (Abb.: 63). Es 

konnte kein nennenswerter Umsatz zur Hydroxamsäure beobachtet werden.  
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Abbildung 63: Methoden zur Darstellung von Benzhydroxamsäuren. 

 

Die Aktivierung der Benzoesäure mittels Chloroethylformiat zum gemischten Anhydrid und 

anschließender Umsetzung zur Benzhydroxamsäure verläuft unter milden Bedingungen147. 

Als Hydroxylaminquelle diente eine frisch hergestellte methanolische Hydroxylaminlösung 

(Abb.: 64). Die Umsetzung verläuft quantitativ, als Nebenprodukte treten Benzoesäure, 

Dibenzoesäureanhydrid, Benzoesäuremethylester und Benzoesäureethylester auf. Diese 

Methode wurde auf einige Verbindungen angewendet. Es zeigte sich aber, dass die 

Anwesenheit freier, nicht umgesetzter Carbonsäure einen erheblichen Ausbeuteverlust an 

Hydroxamsäure bedeutet. 
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Abbildung 64: Darstellung der Benzhydroxamsäure mittels Chloroethylformiat. 

 

Dabei ist nicht die Menge der freien Carbonsäure von Bedeutung. Die chemischen und 

physikalischen Eigenschaften der synthetiserten Benzhydroxamsäurederivate und deren 

Carbonsäurehomologe ähneln sich stark (Abb.: 65), was eine Reinigung mittels 

chromatographischer Methoden oder Umkristallisation nur unter erheblichen Verlusten 

zulässt. 
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Abbildung 65: Vergleich der Lipophilie zwischen Benzoesäure (links) und Benzhydroxamsäure (rechts). lipophil 
(grün), hydrophil (pink), neutral (blau). (MOE) 

 

Da bei der Reinigung des Reaktionsgemisches die freie Carbonsäure auftritt, sei es durch 

Hydrolyse von noch vorhandenem gemischten Carbonsäureanhydrid oder wie im Fall der 

Benzoesäure durch Hydrolyse des Dibenzoesäureanhydrids, musste die Synthese weiterhin 

optimiert werden. Eine weitere Möglichkeit besteht im Wechsel zu einer alternativen 

Hydroxylaminquelle, anstelle das Aktivierungsreagenz auszutauschen. In der Literatur wird 

die Nutzung von O-substituierten Hydroxylaminen beschrieben120. Diese stellen 

Hydroxylaminverbindungen dar, bei denen die OH-Funktion durch Einführung einer 

typischen Alkoholschutzgruppe substituiert ist. Zwei Beispiele dafür sind O-

Benzylhydroxylamin und O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-hydroxylamin. In dieser Arbeit 

wurde O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)hydroxylamin als alternative Hydroxylaminquelle auf 

seine Eignung für die Darstellung der verschiedenen Benzhydroxamsäuren untersucht. Die 

Einführung dieser Gruppe führt zu einer Zwischen-verbindung (Abb.: 66), welche deutlich 

andere chemische Eigenschaften aufweist als die freie Carbonsäure und Hydroxamsäure. Sie 

ist deutlich lipophiler und kann durch chromatographische Methoden von der freien 

Carbonsäure abgetrennt werden. Da sie säurelabil ist und in saurer Umgebung sich leicht zu 

der entsprechenden Hydroxamsäure und 2-Dihydropyran zersetzt, wird die 

chromatographische Trennung unter basischen Bedingungen durchgeführt. Dies erleichtert 

zusätzlich die Trennung von der Carbonsäure. 
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2.8. Darstellung der Benzhydroxamsäuren 

 

Abbildung 66: Darstellung der Lipophilie von Benz-[O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)]hydroxamsäure. lipophil (grün), 
hydrophil (pink), neutral (blau). (MOE) 

 

Im Folgenden wurde die schon beschriebene Methode unter Verwendung von 

Chloroethylformiat als Aktivierungsreagenz genutzt um die Zwischenstufe zu erhalten. Bei 

der Bildung des gemischten Carbonsäureanhydrids wird Salzsäure frei. Diese wird mittels 

Hilfsbase als Triethylammoniumchlorid gebunden, es reicht aber aus um bereits in gewissem 

Ausmaß die Tetrahydro-2H-pyran-2-ylgruppe abzuspalten. Da im Verlauf dieser Arbeit 

verschiedene Aktivierungsreagenzien respektive Peptidbildungsreagenzien untersucht 

wurden, fiel die Wahl auf PyBOP® (Abb.: 67). Die Synthese verläuft zügig, unter milden 

Bedingungen und hat einen geringen Materialaufwand. 
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Abbildung 67: Darstellung der Benz-[O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)]hydroxamsäure. 

 

Die so gewonnene Zwischenstufe wird in einem letzten Syntheseschritt in das gewünschte 

Endprodukt überführt. Hierfür wird die Zwischenstufe lediglich in THF gelöst und mit einer 

katalytischen Menge para-Toluensulfonsäure oder Salzsäure versetzt und bei 
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Raumtemperatur rühren gelassen. Bei der Charakterisierung der Endverbindungen fiel bei der 

Überprüfung der Reinheit auf, dass bei der Methode mit para-Toluensulfonsäure diese nach 

der Reinigung immer noch nachweisbar war. Daraufhin wurde die Spaltungsmethode mit 

Salzsäure zum Standard, da diese in einem einfachen Waschschritt aus dem 

Reaktionsgemisch entfernt werden kann (Abb.: 68). 
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Abbildung 68: Darstellung der 3-Amidobenzhydroxamsäuren aus den 3-Amidobenz-[O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)]hydroxamsäuren. 

 

Bei dieser Reaktion ist zu beachten, dass man nicht zu stark ansäuert, da sonst 5-

Hydroxypentanal entsteht149, welches Nebenreaktionen verursachen kann oder es entsteht ein 

O-Pentanal-Benzhydroxamsäureesterderivat. Unter den im Verlauf dieser Arbeit dargestellten 

Verbindungen befinden sich die substituierten 3-Aminobenzoesäurederivate mit einer tert-

Butyloxycarbonylgruppe am anilinischen Stickstoff. Diese wird ebenfalls gespalten um die 

einfach substituierten 3-N-(Cyclohexyl)-aminobenzhydroxamsäuren und 3-N-(Benzyl)-

aminobenzhydroxamsäuren zu erhalten. Die tert-Butyloxycarbonylgruppe ist ebenfalls wie 

die Tetrahydro-2H-pyran-2-ylgruppe basenstabil und säurelabil110,150, benötigt aber 

drastischere Bedingungen zur Abspaltung. Hierfür wird konzentrierte Trifluoressigsäure in 

Dichlormethan verwendet (Abb.: 69). 
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Abbildung 69: Darstellung der 3-Aminobenzhydroxamsäurederivate. 
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2.9. Übersicht der dargestellten Benzhydroxamsäuren 

Abschließend zu den synthetischen Arbeiten kann zusammengefasst werden, dass eine 

geeignete Methode zur Darstellung der 3-Aminobenzoesäuren mittels reduktiver Aminierung 

unter Verwendung von Triacetoxyborhydrid gefunden wurde. Ebenso konnte eine 

wirtschaftliche und robuste Methode zur Darstellung der 3-Amidobenzoesäuren mittels 

Thionylchlorid ermittelt werden und die Darstellung der Benzhydroxamsäuren aus den 

jeweiligen Carbonsäuren unter Nutzung einer Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-Zwischenstufe 

etabliert werden. 

 

2.9. Übersicht der dargestellten Benzhydroxamsäuren 

2.9.1. Übersicht der 3-Aminobenzhydroxamsäuren 

Diese Übersicht beinhaltet die in dieser Arbeit dargestellten 3-Aminobenzhydroxamsäure-

derivate sowie einige ihrer 3-N-tert-Butyloxycarbonylvorstufen. 

 

Tabelle 4: Übersicht der 3-Aminobenzhydroxamsäuren 

Verb. Strukturformel Verb. Strukturformel 
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2.9.2. Übersicht der 3-Amidobenzhydroxamsäuren 

 

Tabelle 5: Übersicht der 3-Amidobenzhydroxamsäuren 

Verb. Strukturformel Verb. Strukturformel 
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2.9. Übersicht der dargestellten Benzhydroxamsäuren 

Verb. Strukturformel Verb. Strukturformel 
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2.8.3. Übersicht diverser Hydroxamsäuren 

Diese Übersicht beinhaltet eine Reihe diverser Hydroxamsäuren, die nicht einer der beiden 

zuvor genannten Gruppen zugeordnet werden können. Sie unterscheiden sich in ihrem 

Grundgerüst oder in ihrer Verknüpfung zwischen den beiden aromatischen Ringsystemen. 

 

Tabelle 6: Übersicht diverser Hydroxamsäuren 

Verb. Strukturformel Verb. Strukturformel 

58 
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O
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H

O

 

61 
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3.1. Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivität der dargestellten 
Verbindungen gegenüber der schistosomalen HDAC8 

3. Ergebnisse und Diskussion 

3.1. Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivität der 

dargestellten Verbindungen gegenüber der schistosomalen HDAC8 

Die hier angegebenen Werte wurden in der Arbeitsgruppe von MANFRED JUNG an der Albert-

Ludwigs-Universität in Freiburg ermittelt und zur Verfügung gestellt. Für die Untersuchung 

der Struktur-Wirkungsbeziehungen werden die EC50-Werte der in dieser Arbeit 

synthetisierten Verbindungen angegeben. Die Messung der Histondesacetylaseaktivität wurde 

mittels eines kommerziell erhältlichen HDAC8 Fluorimetric Drug Discovery Kit (Fluor de 

Lys® R-HDAC8, BML-KI178) durchgeführt. 

 

3.1.1. Inhibitoren aus der Substanzklasse der 3-Aminobenzhydroxamsäuren 

Als erste Substanzklasse wurden die 3-Aminobenzhydroxamsäuren und deren Derivate 

hinsichtlich ihrer Struktur-Wirkungsbeziehung untersucht. Eine Bewertung ihrer chemischen 

Stabilität und Eignung als Arzneistoff wird hier nicht betrachtet, folgend aber in Kapitel 3.2. 

diskutiert. Ausgehend von T5979345 (EC50, 1.48 ± 0.46 µM) (Abb.: 70) wird die gemessene 

in vitro-Aktivität der Substanzen in EC50-Werten angegeben und miteinander verglichen. 

 

H
N

OH

O

S∗∗∗∗

N
H

O

T5979345  

Abbildung 70: T5979345 mit EC50-Werten für SmHDAC8 (Fluor de Lys®). 
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Tabelle 7: EC50-Werte für die Inhibition der SmHADC8 durch die 3-Aminobenzoesäuren und deren Derivate 

H
N

O

N
R2

R3

R1

OH

 

Verbindung Rest 1 Rest 2 Rest 3 

EC50 [µM] 

SmHDAC8 

Fluor de Lys® 

52a H 

*  
H 3,63 ± 0,62 

51a H 
*  

Boc 4,01 ± 0,62 

52b H *
 

H 1,08 ± 0,25 

53 H -H- Boc 0,22 ± 0,09 

52c Methyl 
*  

H 0,60 ± 0,20 

51b Methyl 

*  
Boc 0,66 ± 0, 8 

52d Methyl *
 

H 1,29 ± 1,33 

51c Methyl *
 

Boc 16,04 ± 9,26 

54 Methyl -H- Boc 0,13 ± 0,01 

52f Methoxy *
 

H 0,62 ± 0,12 

51d Methoxy *
 

Boc 2,09 ± 0,17 
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3.1. Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivität der dargestellten 
Verbindungen gegenüber der schistosomalen HDAC8 

H
N

O

N
R2

R3

R1

OH

 

Verbindung Rest 1 Rest 2 Rest 3 

EC50 [µM] 

SmHDAC8 

Fluor de Lys® 

55 Methoxy H Boc 0,14 ± 0,04 

56 H Methyl Methyl 1,43 ± 0,55 

57 H *
 

*
 

9,29 ± 1,50 

 

Die 3-Aminobenzhydroxamsäuren mit einem Cyclohexylrest an der Aminfunktion (52a und 

51a) zeigen eine Aktivität im unteren mikromolaren Bereich, wobei das Boc-geschützte 

Derivat geringer wirksam ist. Beide Verbindungen sind weniger aktiv gegenüber der 

SmHDAC8 als T5979345. Der Austausch des Cyclohexylrestes gegen einen Benzylrest bei 

Verbindung 52b führte zu einer Akivitätssteigerung gegenüber T5979345, ebenso konnte die 

Einführung einer einzelnen tert-Butyloxycarbonylgruppe in das Molekül die Aktivität fast um 

den Faktor sieben steigern. Die Einführung einer Methylgruppe in Position 4 der 3-Amino-

benzhydroxamsäure führte für die Derivate mit Cyclohexylrest an der Aminogruppe zu einer 

Aktivitätssteigerung gegenüber SmHDAC8. Dabei ist Verbindung 52c mit einem EC50-Wert 

von 0,60 ± 0,20 µM ebenfalls stärker wirksam als sein Boc-geschütztes Derivat 51b (0,66 ± 

0,80 µM), wie dies schon bei Verbindung 52a in Bezug zu 51a beobachtet werden konnte. 

Der Austausch der Cyclohexylstruktur gegen einen Benzylrest bedeutet einen Verlust der 

inhibitorischen Aktivität gegenüber SmHDAC8 um die Hälfte (52d). Das Boc-geschützte 

Derivat (52e) ist sogar um Faktor 20 schlechter wirksam als die entsprechenden 

Cyclohexylderivate. Das 3-Amino-4-methylbenzhydroxamsäurederivat mit einer tert-

Butyloxycarbonylgruppe (54) ist der potenteste Vertreter der 3-Aminobenzoesäuren mit 

einem EC50-Wert von 0,13 ± 0,01 µM. Die Verbindungen 52f und 51c sind N-

benzylsubstituierte 3-Amino-4-methoxybenzhydroxamsäuren. Durch die Einführung der 

Methoxygruppe konnte eine Aktivitätsteigerung gegenüber ihrer 4-Methylderivate erreicht 
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werden. Verbindung 52f weist eine um Faktor zwei erhöhte inhibitorische Aktivität 

gegenüber SmHDAC8 auf, als Verbindung 52d. Dies trifft ebenso im Vergleich der Boc-

Derivate 51c (EC50, 16,04 ± 9,26 µM) und 51d (EC50, 2,09 ± 0,17 µM) zu. Das 3-Amino-4-

methoxybenzhydroxamsäurederivat mit einer tert-Butyloxycarbonylgruppe (55) ist mit einem 

EC50-Wert von 0,14 ± 0,04 µM nahezu identisch in seiner Aktivität wie Verbindung 54. 

Verbindung 56 führt mit seiner N,N-Dimethylaminfunktion zu keiner Aktivitätsteigerung im 

Vergleich zu T5979345 und das Derivat mit der N,N-Dibenzylaminfunktion im Molekül für 

zu einem deutlichen Abfall der inhibitorischen Aktivität gegenüber SmHDAC8. 

3.1.2. Inhibitoren aus der Substanzklasse der 3-Amidobenzhydroxamsäuren 

 

Tabelle 8: EC50-Werte für die Inhibition der SmHADC8 durch die 3-Amidobenzoesäuren 

N
H

O H
N

O

R1

R2 OH

 

Verbindung Rest 1 
R2

 

EC50 [nM] 

SmHDAC8 

Fluor de Lys® 

50a H 
*

 
468,2 ± 79,0 

50b Methyl 
*

 
154,4 ± 26,0 

50c Methyl 

N
*

 
96,1 ± 13,7 

50d Methoxy 
*

 
135,6 ± 25,0 

50e Methoxy 

*

 

75.4 ± 25.5 
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3.1. Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivität der dargestellten 
Verbindungen gegenüber der schistosomalen HDAC8 

N
H

O H
N

O

R1

R2 OH

 

Verbindung Rest 1 
R2

 

EC50 [nM] 

SmHDAC8 

Fluor de Lys® 

50f Methoxy *

 

289.7 ± 20,0 

50g Methoxy 
*

O  
106,0 ± 17,5 

50h Methoxy 
*

Cl  
146.0 ± 4.3 

50i Methoxy *

Cl

 

699.3 ± 27.4 

50j Methoxy *

Cl

Cl

 

121.6 ± 18.7 

50k Ethoxy 
*

 
129,3 ± 7,6 

50l Ethoxy 

*

 

92,0 ± 26,0 

50m Propoxy 
*

 
266.9 ± 49.5 

50n Isopropoxy 
*

 
220.1 ± 56.2 
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N
H

O H
N

O

R1

R2 OH

 

Verbindung Rest 1 
R2

 

EC50 [nM] 

SmHDAC8 

Fluor de Lys® 

50o Chlor 
*

 
67,0 ± 10.2 

50p Chlor 
*

Cl  
234,8 ± 10.3 

50q Chlor 
*

O  
147.1 ± 4.8 

50r Chlor 
*

O  
979,1 ± 1100,0 

50s Chlor 
*

O

 
396.4 ± 43.3 

50t Chlor *O

 

378.1 ± 44.9 

50u Chlor 
O2N

*

 
393.6 ± 50.5 

50v Brom 
*

 
150.4 ± 8.5 

50w Fluor 
*

 
177.6 ± 8.1 

50x Trifluormethyl 
*

 
139.6 ± 8.3 
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3.1. Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivität der dargestellten 
Verbindungen gegenüber der schistosomalen HDAC8 

Vergleicht man die verschiedenen 3-Benzamidobenzhydroxamsäure, welche sich nur in 

Position 4 der Benzhydroxamsäure (R1) unterscheiden, besitzt 50a als unsubstituiertes 

Derivat die niedrigste inhibitorische Aktivität gegenüber SmHDAC8. Mit der Einführung 

größerer Substituenten kann die Aktivität gesteigert werden. So nimmt die Aktivität über 

Verbindung 50b (Methylsubstituent), 50d (Methoxysubstituent) bis hin zum Ethoxyderivat 

50k kontinuierlich zu, wobei der Unterschied von 50d zu 50k nur marginal ist. Voluminösere 

Alkoxysubstituenten wie in Verbindung 50m und 50n können die Aktivität nicht weiter 

steigern sondern führen sogar zu einer verringerten inhibitorischen Aktivität gegenüber der 

SmHDAC8. 

Die Einführung von Halogenatomen in Position 4 bewirkt ebenfalls eine gesteigerte Aktivität 

im Vergleich zum unsubstituierten Derivat (50a). So weist Verbindung 50o die höchste 

Aktivität mit einem EC50-Wert von 67,0 ± 10,2 nM auf. Die Verbindungen (50v – 50x) mit 

Brom, Fluor und Trifluormethylsubstituenten waren den Verbindungen (50b und 50d) mit 

Methyl- und Methoxysubstituenten gleichwertig. Vergleicht man 50b mit 50c, so führt der 

Austausch eines Phenylrestes gegen einen Chinaldinrest (R2) zu einer gesteigerten Aktivität 

gegenüber dem Enzym. Ein 4-Biphenylrest an dieser Position konnte die Aktivität ebenfalls 

steigern (50e), wobei ein 3-Biphenylrest (50f) führt dagegen zu einem Verlust um Faktor 4 im 

Vergleich zu 50e. Ein 4-Biphenylrest (R2) in Kombination mit einem Ethoxysubstituenten 

(R1) an der Benzhydromsäure (50l) hat eine ähnliche Aktivität wie 50e. 

Verbindungen mit größeren aromatischen Resten (50r- 50t) wie Phenoxy- und Benzyloxy- 

oder Aromaten mit Substituenten mit –M-Effekt (50u) führen zu schlechteren EC50-Werten 

im Vergleich zu Verbindung 50e und 50l. Kleine Substituenten am zweiten aromatischen 

Ring (R2) führen zu EC50-Werten zwischen 100 und 150 nM, wobei hier die Position der 

Substitution entscheidend ist. Ein para-Methoxygruppe führt bei Verbindung 50g zu einer 

gesteigerten Aktivität gegenüber SmHDAC8 im Vergleich zu 50d, vergleicht man 50g mit 

Verbindung 50p und 50q so wurde durch diese Substitution die Aktivität erniedrigt. 

Desweiteren erkennt man eine marginale Verschlechterung der Aktivität bei 50h (para-

chlorsubstituiert), eine drastische Verschlechterung um Faktor bei 50i (ortho-

chlorsubstituiert) und eine leichte Aktivitätssteigerung bei Verbindung 50j (2,4-

dichlorsubstituiert), in Bezug zur Inhibition mit Verbindung 50d. 
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3.1.3. Inhibitoren verschiedener Grundköper 

In diesen Absatz werden verschiedene Hydroxamsäuren mit unterschiedlichen Grundkörpern 

welche nicht direkt zu einer der oben beschriebenen Substanzklassen zugeordnet werden 

können, hinsichtlich ihrer biochemischen Wirksamkeit untersucht. Sie unterscheiden sich in 

ihren Grundkörper, in ihren Substitutionsstellen sowie chemisch in der Art der Verknüpfung 

der beiden aromatischen Systeme. 

 

Tabelle 9: EC50-Werte für die Inhibition der SmHADC8 durch Hydroxamsäuren mit verschiedenen Grundkörper 

Verbindung Strukturformel 

EC50 [µM] 

SmHDAC8 

Fluor de Lys® 

58 H
N

O

OHN
H

O

 

3,22 ± 0,64 

59 
O

HN

N
H

O

HN

O

OH  

7,73 ± 3,84 

60 N

H
N

O

OH

 

8,21 ± 1,30 

61 
S

O

HN OH  
10,09 ± 2,35 

62 
H
N

O

OHO

O

 

0,27 ± 0,02 

63 
H
N

O

OHS

H
N

O

OO
 

0,49 ± 0,16 



 

65 
 

3.1. Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivität der dargestellten 
Verbindungen gegenüber der schistosomalen HDAC8 

Verbindung Strukturformel 

EC50 [µM] 

SmHDAC8 

Fluor de Lys® 

64 
H
N

O

OH

H
N

O  

0,22 ± 0,01 

65 
H
N

O

OH
HO

O  

1.59 ± 0.19 

 

 

Betrachtet man die Verbindungen (58 - 61, 65) mit den Vertretern der 3-Aminobenz-

hydroxamsäuren und der 3-Amidobenzhydroxamsäuren, so fällt auf, dass diese immer noch 

potent die SmHDAC8 inhibieren, aber keine Verbesserung zu T5979345 darstellen. 

Verbindung 62 als Derivat von 50d besitzt mit Einführung der Methylenoxystruktur anstelle 

der Amindstruktur eine um die Hälfte niedrigere Aktivität. Ebenso ist bei Verbindung 63 mit 

der Sulfonamidstruktur eine Abnahme der Aktivität gegenüber der SmHDAC8 im Vergleich 

zu 50d zu beobachten. Verbindung 64 stellt ein Derivat von 50a dar und führt mit der 

Inversion der Amidstruktur zwischen den beiden aromatischen Ringen zu einer gesteigerten 

inhibitorischen Aktivität. Verbindung 65 führte zu keiner Verbesserung im Vergleich zu 

T5979345. 
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3.2. Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivität der dar-

gestellten Verbindungen gegenüber den humanen Histondesacetylasen 1, 6 und 8 

3.2.1. Fluor de Lys® und ZMAL im Vergleich151 

Beide hier besprochene Testsysteme leiten sich nach den Testsystemen von WEGENER et al. 

für die Klasse I- und II-HDACs ab152. In einem ersten Reaktionsschritt wird das 

Lysinsubstrat, welches ein Chromophor/Fluorophor trägt (Abb.: 71; gelb dargestellt), von den 

Histondesacetylasen zu einem desacetylierten Metabolit umgesetzt. In einem zweiten 

Reaktionsschritt wird der entstandene Metabolit mit der Endopeptidase Trypsin zum 

Lysinderivat und dem Chromophor bzw. Fluorophor gespalten, welches andere 

spektroskopische Eigenschaften (Abb.: 71; orange dargestellt) besitzt als das ursprüngliche 

Substrat. Die verbleibende Menge an acetyliertem Substrat wird von der Endopeptidase nicht 

gespalten (Abb.: 71). 

 

 

Abbildung 71: Allgemeines Reaktionsschema für den HDAC-Assay. (modifiziert nach TRAPP)151 
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3.2. Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivität der dar-gestellten 
Verbindungen gegenüber den humanen Histondesacetylasen 1, 6 und 8 

In vorangegangenen Arbeiten wurden verschiedene Testsysteme entwickelt und hinsichtlich 

ihrer Eignung zur Messung der Aktivität bestimmter Substanzen auf die Histondesacetylasen 

untersucht153,151. Bei dem Fluor de Lys® Assay handelt es sich um ein Testsystem, bei dem 

das komplette Substrat nicht vollständig bekannt ist. Es besteht zumindest aus einer 

aliphatischen Seitenkette mit einer acetylierten endständigen Aminogruppe. Ebenfalls im 

Molekül befindet sich ein Fluorophor, welches sich nach Abspaltung durch Trypsin in seiner 

Fluoreszens unterscheidet und somit bestimmt werden kann. ZMAL ((S)-[5-Acetylamino-1-

(4-methyl-2-oxo-2H-chromen-7-ylcarbamoyl)-pentyl]-carbaminsäurebenzylester) stellt eben-

falls ein acetyliertes Substrat dar und soll wie bei Fluor de Lys® die acetylierte Seitenkette 

von Lysin imitieren, welche Substrat der Histondesacetylasen ist. 

 

O
H
N

N
H

CH3
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O

O

O

O

O
H
N
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O

O
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O NH2 NH2
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O
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O

O

HO
AMC Ex/Em : 390/460

 

Abbildung 72: Reaktionsschema für den HDAC-Assay mit ZMAL. 

 

Allerdings zeigte sich, dass der Subtyp HDAC8 nur sehr schlecht auf dieses Substrat 

anspricht und deshalb keine reproduzierbaren Ergebnisse erhalten werden konnten106,107,154. 

Fluor de Lys® hingegen ist als Substrat sehr gut geeignet um die inhibitorische Aktivität von 

verschiedenen Liganden zu messen. Um vergleichbare Ergebnisse unter den Substanzen zu 

erzielen, wird dieser Test nur auf die schistosomale und humane HDAC8 angewendet, da die 

Anschaffung des Assay-Kits sehr preisintensiv ist. Für die humanen Isoformen der 

Histondesacetylasen Subtyp 1 und 6 wurde der günstigere ZMAL Assay benutzt und dient als 

Orientierung und dem Vergleich der Substanzen untereinander hinsichtlich ihrer 
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inhibitorischen Aktivität. Die beiden Testsysteme können und werden nicht direkt 

miteinander verglichen, finden aber beide Eingang in die Bewertung der einzelnen 

Substanzen. Ein weiteres Substrat, auf welches hier aber nicht weiter eingegangen werden soll 

ist ZMTFAL ((S)-[1-(4-Methyl-2-oxo-2H-chromen-7-ylcarbamoyl)-5-trifluoracetyl-amino-

pentyl]-carbaminsäurebenzylester). ZMTFAL wird sowohl von der schistosomalen und 

humanen HDAC8 erkannt und umgesetzt und stellt ein Derivat von ZMAL dar (Abb.: 73), 

welchen anstelle einer Acetylgruppe eine Trifluoracetylgruppe trägt. Die mit diesem Substrat 

erhaltenen EC50-Werte (siehe Anhang) für SmHDAC8 und HmHDAC8 waren nicht 

reproduzierbar. 

O
H
N

N
H

R

OHN

O

O

O

O

R: -CH3 ... ZMAL

-CF3 ... ZMTFAL
 

Abbildung 73: Strukturformel von ZMAL und ZMTFAL. 

 

Tabelle 10: EC50-Werte der 3-Aminobenzhydroxamsäurederivate auf die HmHDAC1,6(ZMAL),8(Fluor de Lys®) 

H
N

O

N
R2

R3

R1

OH

 

Verb. Rest 1 Rest 2 Rest 3 

EC50 [µM] 

HmHDAC8 

Fluor de Lys ® 

EC50 [µM] 

HmHDAC1 

ZMAL 

EC50 [µM] 

HmHDAC6 

ZMAL 

52a H Cyclohexyl H 0,83 ± 0,04 129,59 ± 18,47 n.b. 

51a H Cyclohexyl Boc 1,95 ± 0,52 n.b. n.b. 

52b H Benzyl H 0,14 ± 0,01 41,4%@10µM n.b. 

53 H H Boc 0,01 ± 0,01 n.b. n.b. 

52c Methyl Cyclohexyl H 0,10 ± 0,01 49,5%@10µM n.b. 
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3.2. Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivität der dar-gestellten 
Verbindungen gegenüber den humanen Histondesacetylasen 1, 6 und 8 

H
N

O

N
R2

R3

R1

OH

 

Verb. Rest 1 Rest 2 Rest 3 

EC50 [µM] 

HmHDAC8 

Fluor de Lys ® 

EC50 [µM] 

HmHDAC1 

ZMAL 

EC50 [µM] 

HmHDAC6 

ZMAL 

51b Methyl Cyclohexyl Boc 0,07 ± 0,01 n.b. n.b. 

52d Methyl Benzyl H 0,02 ± 0,01 16,3%@5µM 35,1%@5µM 

51c Methyl Benzyl Boc 0,08 ± 0,01 n.b. n.b. 

54 Methyl H Boc 0,03 ± 0,01 n.b. n.b. 

52f Methoxy Benzyl H 0,03 ± 0,01 49,3%@10µM n.b. 

51d Methoxy Benzyl Boc 0,04 ± 0,01 n.b. n.b. 

55 Methoxy H Boc 0,03 ± 0,01 n.b. n.b. 

56 H Methyl Methyl 0,07 ± 0,01 n.b. n.b. 

57 H Benzyl Benzyl 2,19 ± 0,42 42,27 ± 3,82 8,59 ± 1,94 

 

Vergleicht man die Verbindungen mit einer N-Benzylaminogruppe (52b, 52d und 52f) so sind 

diese stärker aktiv gegenüber der humanen HDAC8 als ihre Derivate mit einer N-

Cyclohexylsubstitution (52a und 52c). Die Einführung einer Boc-Schutzgruppe in diese 

Verbindungen führt im Allgemeinen zu einer niedrigeren Aktivität, wobei die einfach tert-

Butyloxycarbonyl- substituierten Derivate (53, 54, 55) EC50-Werte im Bereich der 

Verbindungen 52b, 52d und 52f aufweisen. Verbindung 56 ist mit seinen inhibitorischen 

Eigenschaften auf die HmHDAC8 vergleichbar mit 51b und 51c. Ersetzt man die 

Dimethylaminogruppe von Verbindung 56 durch eine Dibenzylaminogruppe wie bei 

Verbindung 57, so führt dies zu einem deutlichen Aktivitätsverlust. Auch die Isoenzyme 

HmHDAC1 und HmHDAC6 werden nur im mikromolaren Bereich inhibiert, wobei die 

HmHDAC6 um Faktor 5 stärker als HmHDAC1 inhibiert wird. 
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Tabelle 11: EC50-Werte der 3-Amidobenzhydroxamsäurederivate auf die HmHDAC1,6(ZMAL),8(Fluor de Lys®) 

N
H

O H
N

O

R1

R2 OH

 

Verb. Rest 1 Rest 2 

EC50 [µM] 

HmHDAC8 

Fluor de Lys ® 

EC50 [µM] 

HmHDAC1 

ZMAL 

EC50 [µM] 

HmHDAC6 

ZMAL 

50a H Benzyl 0,58 ± 0,05 31,80  ± 13,30 3,00 ± 0,30 

50b Methyl Benzyl 0,20 ± 0,02 8,35 ± 2,02 0,90 ± 0,39 

50c Methyl Chinaldin 0,03 ± 0,01 2,68 ± 0,84 0,09 ± 0,01 

50d Methoxy Benzyl 0,09 ± 0,02 2,32 ± 1,24 2,47 ± 1,06 

50e Methoxy 4-Biphenyl 0,03 ± 0,02 6,34 ± 2,10 0,39 ± 0,01 

50f Methoxy 3-Biphenyl n.b. n.b. n.b. 

50g Methoxy 4-Methoxyphenyl 0,08 ± 0,01 2,59 ± 0,18 0,40 ± 0,06 

50h Methoxy 4-Chlorphenyl 0,24 ± 0,10 2,85 ± 0,30 0,88 ± 0,10 

50i Methoxy 2-Chlorphenyl n.b. 9,64 ± 1,04 3,10 ± 0,65 

50j Methoxy 2,4-Dichlorphenyl 0,55 ± 0,09 13,02 ± 1,90 2,29 ± 0,35 

50k Ethoxy Benzyl 0,17 ± 0,02 4,56 ± 0,30 1,30 ± 0,10 

50l Ethoxy 4-Biphenyl 0,15 ± 0,02 2,08 ± 0,14 0,61 ± 0,08 

50m Propoxy Benzyl n.b. n.b. n.b. 

50n Isopropoxy Benzyl 0,03 ± 0,01 3,59 ± 0,33 2,59 ± 0,39 

50o Chlor Benzyl 0,12 ± 0,04 11,55 ± 3,90 0,12 ± 0,02 

50p Chlor 4-Chlorbenzyl 0,29 ± 0,05 3,48 ± 0,19 0,08 ± 0,05 

50q Chlor 4-Methoxyphenyl 0,24 ± 0,05 4,08 ± 0,90 0,12 ± 0,01 

50r Chlor 4-Phenoxyphenyl 1,08 ± 0,30 8,05 ± 2,10 0,15 ± 0,01 

50s Chlor 3-Phenoxyphenyl 0,45 ± 0,10 6,42 ± 0,70 0,31 ±0,07 

50t Chlor 3-Benzyloxyphenyl 0,21 ± 0,03 9,41 ± 2,80 1,51 ± 0,10 

50u Chlor 4-Nitrophenyl n.b. n.b. n.b. 

50v Brom Benzyl 0,19 ± 0,03 7,43 ± 0,80 0,15 ± 0,01 

50w Fluor Benzyl 0,32 ± 0,05 22,25 ± 7,70 0,50 ± 7,70 

50x Trifluormethyl Benzyl 0,34 ± 0,08 2,44 ± 0,10 0,14 ± 0,02 
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3.2. Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivität der dar-gestellten 
Verbindungen gegenüber den humanen Histondesacetylasen 1, 6 und 8 

Wie zuvor bei den 3-Aminobenzhydroxamsäuren wird auch hier nur ein kurzer Überblick 

über die biochemischen Eigenschaften der 3-Amidobenhydroxamsäuren gegeben. Alle 

dargestellten Verbindungen weisen eine inhibitorische Aktivität gegenüber HmHDAC8 im 

nanomolaren Bereich auf. Die unsubstituierte Phenylamidobenzhydroxamsäure (50a) besitzt 

einen EC50-Wert von 582 ± 48 nM und zählt somit zu den Verbindungen mit der 

schlechtesten inhibitorischen Eigenschaft in dieser Gruppe, zusammen mit den Verbindungen 

(50j, 50r – 50t), die größere aromatische Reste tragen (R2), und die fluorierten Verbindungen 

50w und 50x. Die restlichen Verbindungen weisen unabhängig von ihren strukturellen 

Eigenschaften ähnliche EC50-Werte in einem Bereich von ca. 25 – 200 nM auf. Betrachtet 

man die inhibitorische Aktivität zu den Isoenzymen HmHDAC1 und HmHDAC6, so sind 

diese Werte deutlich im mikromolaren Bereich für HmHDAC1 und im unteren mikromolaren 

bis niedrigen nanomolaren Bereich für die HmHDAC6. Die Werte des ZMAL-Assays kann 

man nur bedingt mit den Werten des Flour de Lys®-Assay vergleichen, es gilt aber dennoch, 

je höher der EC50-Wert für die HmHDAC1 und 6 ist, desto selektiver scheint der Ligand auf 

die HmHDAC8 zu wirken. Besser vergleichbar sind die EC50-Werte zwischen HmHDAC1 

und HmHDAC6. Es ist ersichtlich, dass HmHDAC1 weniger stark inhibiert wird als 

HmHDAC6 und für die HmHDAC6 erkennt man außerdem eine Präferenz für Substanzen mit 

Chlor- und Bromsubstituenten in Position 4 der Benzhydroxamsäure (50o – 50r und 50v). 

 

Tabelle 12: EC50-Werte der Hydroxamsäuren mit verschiedenen Grundkörper auf die HmHDAC1,6(ZMAL),8(Fluor 
de Lys®) 

Verb. Strukturformel 

EC50 [µM] 

HmHDAC8 

Fluor de Lys ® 

EC50 [µM] 

HmHDAC1 

ZMAL 

EC50 [µM] 

HmHDAC6 

ZMAL 

58 
9-Oxo-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-

hydroxamsäure 
3,90 ± 0,38 61,06 ± 8,29 n.b. 

59 3,5-bis-Benzamido-benzhydroxamsäure 1,47 ± 1,20 14,4%@10µM n.b. 

60 Chinaldin-2-hydroxamsäure 0,58 ± 0,09 n.b. n.b. 

61 
4,5,6,7-Tetrahydro-benzothiophen-2-

hydroxamsäure 
1,47 ± 0,20 n.b. n.b. 
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3. Ergebnisse und Diskussion 

Verb. Strukturformel 

EC50 [µM] 

HmHDAC8 

Fluor de Lys ® 

EC50 [µM] 

HmHDAC1 

ZMAL 

EC50 [µM] 

HmHDAC6 

ZMAL 

62 
3-Benzyloxy-4-methoxy-

benzhydroxamsäure 
0,02 ± 0,01 33,9%@5µM 53,4%@5µM 

63 
3-(4-Methylphenylsulfonamido)-4-

methoxy-benzhydroxamsäure 
0,02 ± 0,01 27,6%@5µM 55,9%@5µM 

64 
3-N-Phenylcarboxamido-

benzhydroxamsäure 
0,27 ± 0,05 39,12 ± 8,93 3,12 ± 0,10 

65 3-Carboxybenzhydroxamsäure n.b. n.b. n.b. 

 

Betrachtet man hier die Verbindungen, die sich von dem allgemeinen Aufbau der 3-

Phenylamidobenzhydroxamsäuren unterscheiden, so erkennt man, dass diese abgesehen von 

Verbindung 60 nur EC50-Werte im mikromolaren Bereich erreichen. 
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Abbildung 74: Allgemeine Struktur der 3-Phenylamidobenzhydroxamsäuren. 

 

Die Verbindung mit dem Methylenoxy-Linker (62) und dem Sulfonamid-Linker (63) 

erreichen ähnlich hohe EC50-Werte und sind die beiden Verbindungen mit der höchsten 

inhibitorischen Aktivität gegenüber der HmHDAC8 aller der in dieser Arbeit dargestellten 

Verbindungen. Verbindung 64, die ein Derivat von 50a mit inversen Amidlinker darstellt, ist 

ca. um Faktor zwei stärker wirksam auf HmHDAC8 als 50a. Wie bereits für die anderen 

Substanzen beschrieben, kann sie zwischen den humanen Isoformen HmHDAC1 und 6 

diskriminieren ebenso mit einer Präferenz für die HmHDAC6. 
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3.3. Röntgenkristallstrukturen ausgewählter Histondesacetylasen 

3.3. Röntgenkristallstrukturen ausgewählter Histondesacetylasen 

3.3.1. Röntgenkristallstruktur von SmHDAC8 kokristallisiert mit SAHA und T5979345 

In vorangegangenen Arbeiten wurden bereits SAHA und T5979345 mit SmHDAC8 

kokristallisiert und so mögliche Interaktionen zwischen Enzym und Ligand bestimmt. 

3.3.2. Röntgenkristallstrukturen ausgewählter Verbindungen kokristallisiert mit 

SmHDAC8 

Während dieser Arbeit gelang es der Arbeitsgruppe von CHRISTOPHE ROMIER am Institut für 

Genetik, Zell- und Molekularbiologie in Strasbourg Kristallstrukturen der SmHDAC8 

kokristallisiert mit den Verbindungen 50a, 50b, 50d und 50e aufzulösen (Abb.: 75). 

 

 

Abbildung 75: Röntgenkristallstrukturen von SmHDAC8 kokristallisiert mit 50a (a), 50b (b), 50d (c) und 50e (d). 
(MOE) 
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3. Ergebnisse und Diskussion 

Man erkennt in allen vier Darstellungen 

(Abb.: 75), dass die Verbindungen die 

gleiche Orientierung innerhalb der 

Bindetasche einnehmen. Die ZBG 

koordiniert das Zinkion. Die Amidstruktur ist 

so ausgerichtet, dass der Sauerstoff der 

Carbonylgruppe eine Interaktion mit Lys20 

eingeht und der Substituent in Position 4 der 

Benzhydroxamsäure weist in Richtung einer 

kleinen lipophilen Tasche unterhalb der 

Aminosäure Asp100. Weiterhin scheint es 

eine Wechselwirkung zwischen dem zweiten aromatischen Ring der Verbindungen und 

Tyr341 zu geben Zu vermuten wären hier π-π-Wechselwirkungen der beiden aromatischen 

Ringsysteme. Eine weitere Auffälligkeit ist der 90° Winkel der beiden aromatischen 

Ringsysteme innerhalb des Moleküls zueinander (Abb.: 76). 

 

3.3.3. Vergleich der Bindetaschen von SmHDAC8 und HmHDAC8 

Die für diesen Vergleich verwendete Röntgenkristallstruktur ist die SmHDAC8 

kokristallisiert mit Verbindung 50b. Zur übersichtlicheren Darstellung und Erläuterung des 

hier besprochenen Sachverhalts wurde Verbindung 50e aus der Grafik entfernt. Für die 

HmHDAC8 wurde eine Röntgenkristallstruktur von der Proteindatenbank bezogen (ID 2V5X, 

Kette C), ebenso für die HmHDAC1 (ID 5BKX, Kette D). Für die HmHDAC6 wurde ein 

Homologiemodell verwendet (siehe Abbildung: 77). 

Vergleicht man die Architektur der katalytischen Tasche von SmHDAC8 (Abb.: 77 Figur a) 

und HmHDAC8 (Abb.: 77 Figur b), so ergeben sich einige Unterschiede zwischen diesen 

beiden Proteinen. Als Erstes wäre der Austausch von Methionin M274 durch Histidin H292 in 

der schistosomalen HDAC8 zu nennen Dies verringert den hydrophoben Charakter dieses 

Bereiches der Bindetasche, welcher normalerweise mit dem aliphatischen Teil des 

acetylierten Lysins interagiert. Eine Gemeinsamkeit besitzen beide Proteine in der Lage der 

Histidine H141, H142 und H188 für die SmHDAC8 und entsprechend für die HmHDAC8 

H142, H143 und H180. Ebenso ist die Ausrichtung von Tyrosin Y341 im schistosomalen 

Enzym identisch mit Tyrosin Y306 im humanen Gegenstück. Dies trifft ebenso für die 

Aminosäuren C152 und G150 in der SmHDAC8 zu, respektive C153 und G151 in der 

90°C

Abbildung 76: Die überlagerten Strukturen von 50a, 50b, 
50d und 50e. (MOE) 
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3.3. Röntgenkristallstrukturen ausgewählter Histondesacetylasen 

HmHDAC8. Ein wichtiger Unterschied, in der Konformation der einzelnen Aminosäuren 

betrifft die Ausrichtung von Phenylalanin F151 in der SmHDAC8. Die aromatische 

Seitenkette hat sich so ausgerichtet, dass diese von der Bindetasche weg zeigt. Diese 

Konformation wird auch als „flipped out“-Konformation bezeichnet. Im Gegensatz zum 

Phenylalanin F152 in der HmHDAC8, welches das Gegenstück zu F151 darstellt, besitzt 

dieses eine sogenannte „flipped in“-Konformation. Für die SmHDAC8 konnte in 

verschiedenen Kristallstrukturen mit unterschiedlichen Inhibitoren sowohl die „flipped in“ als 

auch die „flipped out“ Konformation beobachtet werden. 

 

Abbildung 77: Röntgenkristallstrukturen von (a): SmHDAC8 kokristallisiert mit 50b Kette B, (b) HmHDAC8 PDB 
ID 2V5X Kette C, (c) HmHDAC1 PDB ID 5BKX Kette D, (d) HmHDAC6 Homologiemodell, katalytische Domäne 2. 

Die Liganden wurden für diese Ansicht entfernt. (MOE) 
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3. Ergebnisse und Diskussion 

Eine Untersuchung der HmHDAC8 ergab, dass diese sehr wahrscheinlich nur die „flipped 

in“-Konformation für F152 einnehmen kann. Eine Erklärung hierfür könnten Aminosäuren in 

der näheren Umgebung von F151 bzw. F152 geben, die sich hinsichtlich ihrer Struktur 

unterscheiden. In der humanen HDAC8 befindet sich die Aminosäure Leucin L31 in 

räumlicher Nähe zu F152. Diese ist in ihrer Ausrichtung und durch Nachbaraminosäuren so 

starr eingebunden, so dass die „flipped out“-Konformation von F152 höchst wahrscheinlich 

nicht möglich ist. In der schistosomalen HDAC8 ist dieses Leucin durch die Aminosäure 

Serin S18 ausgetauscht. Diese kleinere Aminosäure verändert die Seitentasche in der sich 

F151 in der „flipped in“-Konformation befindet derart, dass eine Konformationsänderung in 

die „flipped out“-Konformation möglich ist. Die „flipped out“-Konformation scheint durch 

starke Van-der-Waals-Kräfte in dieser Position begünstigt zu sein. Abgesehen von der 

HmHDAC6, welche an dieser Stelle ein Tyrosin besitzt, scheint das Phenylalanin stark 

konserviert und in allen humanen Histondesacetylasen vorhanden zu sein und stets in der 

„flipped in“-Konformation vorzuliegen (Abb.: 77 Figur c für die humane HDAC1 und Figur d 

für die humane HDAC6). Diese Konformation ist ein spezifisches Merkmal für das 

schistosomale Protein und ermöglicht ebenso eine Konformationsänderung für Lysin 20 in 

der SmHDAC8. In der HmHDAC8 zeigt Lysin K33, welches das Gegenstück zu K20 in der 

SmHDAC8 darstellt, weg von der katalytischen Tasche. In der SmHDAC8 mit der „flipped 

out“-Konformation von F151 zeigt K20 in die katalytische Tasche und kann mit potentiellen 

Liganden interagieren. Ebenso erweitert sich dadurch die räumliche Ausdehnung der 

katalytischen Tasche im Vergleich zur humanen Histondesacetylase. Zusammengefasst stellen 

der Austausch von M274 gegen H292 und die „flipped out“-Konformation von F151 

spezifische Unterschiede zwischen den beiden Proteinen dar und bietet die Möglichkeit zur 

Darstellung selektiver Inhibitoren. 

 

3.4. Selektivität der dargestellten Substanzen 

3.4.1. Selektivität der dargestellten Substanzen zwischen SmHDAC8 und HmHDAC8 

Die in dieser Arbeit dargestellten Verbindungen sollten einerseits zu einer Verbesserung der 

inhibitorischen Aktivität gegenüber der SmHDAC8 im Vergleich zur Leitsubstanz T5979345 

führen, und andererseits eine Selektivität gegenüber den humanen Histondesacetylasen 

(HmHDAC1,6 und 8) aufweisen. In der nachfolgenden Tabelle wird für die Steigerung der 

inhibitorischen Aktivität zusätzlich zum Zahlenwert des EC50-Wertes ein Farbcode 

angewendet (grün für EC50,Substanz < EC50,T5979345/10 ; hellgrün für EC50,T5979345/10 ≤ 
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3.4. Selektivität der dargestellten Substanzen 

EC50,Substanz < EC50,T5979345 , hellrot für EC50,T5979345 ≤ EC50,Substanz ≤ 2 x EC50,T5979345 , rot für 

EC50,Substanz > 2 x EC50,T5979345). Die Selektivität wird als einheitsloser Quotient der EC50-

Werte von HmHDAC8 und SmHDAC8 dargestellt. Ein Wert von 1 bedeutet, dass keine 

Diskriminierung zwischen beiden Enzymen stattfindet. Ein Wert unter 1 bedeutet, dass das 

humane Enzym bevorzugt gehemmt wird wohingegen ein Wert über 1 für eine Selektivität 

gegenüber dem schistosomalen Enzym spricht (grün für Werte größer 1, rot für Werte unter 

1). Die Werte für die humanen Isoformen HmHDAC1 und HmHDAC6 werden nur ergänzend 

erwähnt, da diese im Aktivitätstest durch ein anderes Substrat ermittelt wurden. Da wie schon 

erwähnt ein Vergleich der beiden Testsysteme, in diesen Fall nicht möglich ist, soll hier nur 

eine Präferenz der einzelnen Substanzen dargestellt werden. Die folgende Tabelle dient 

ausschließlich zur Wertung der Substanzen untereinander sowie als Vergleich zu T5979345. 

 

Tabelle 13: EC50-Werte für SmHDAC8 und HmHDAC8 gemessen mit dem Fluor de Lys®-Assay-Kit. Der Quotient 
aus den EC50-Werten der HmHDAC8 und SmHDAC8 zur Darstellung der Selektivität. EC50-Werte für HmHDAC1 
und HmHDAC6 gemessen mit dem ZMAL-Assay-Kit. Die Werte wurden gerundet und ohne Standardabweichung 
dargestellt. 

Verbindung 

EC50 [µM] 

SmHDAC8 

Fluor de Lys ® 

EC50 [µM] 

HmHDAC8 

Fluor de Lys ® 

�������

�������
 

EC50 [µM] 

HmHDAC1 

ZMAL 

EC50 [µM] 

HmHDAC6 

ZMAL 

T5979345 1,48 0,97 0,66 
27,48 

28,39 
3,56 

52a 3,63 0,83 0,23 - - 

51a 4,01 1,95 0,49 - - 

52b 1,08 0,14 0,13 - - 

53 0,22 0,10 0,46 - - 

52c 0,60 0,10 0,17 - - 

51b 0,66 0,07 0,11 - - 

52d 1,29 0,02 0,02 - - 

51c 16,04 0,08 0,01 - - 

54 0,13 0,03 0,23 - - 

52f 0,62 0,03 0,05 - - 

51d 2,09 0,04 0,02 - - 

55 0,14 0,03 0,21 - - 

56 1,43 0,07 0,05 - - 
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3. Ergebnisse und Diskussion 

Verbindung 

EC50 [µM] 

SmHDAC8 

Fluor de Lys ® 

EC50 [µM] 

HmHDAC8 

Fluor de Lys ® 

�������

�������
 

EC50 [µM] 

HmHDAC1 

ZMAL 

EC50 [µM] 

HmHDAC6 

ZMAL 

57 9,29 2,19 0,24 42,27 8,59 

50a 0,47 0,58 1,23 - - 

50b 0,15 0,20 1,33 - - 

50c 0,10 0,03 0,3 - - 

50d 0,14 0,09 0,64 - - 

50e 0,08 0,03 0,38 6,34 0,39 

50f 0,29 - - - - 

50g 0,11 0,08 0,73 2,59 0,40 

50h 0,15 0,24 1,60 2,85 0,88 

50i 0,70 - - 9,64 3,10 

50j 0,12 0,55 4,58 13,02 2,29 

50k 0,13 0,17 1,31 4,56 1,30 

50l 0,09 0,15 1,67 2,08 0,61 

50m 0,27 - - - - 

50n 0,22 0,03 0,14 3,59 2,59 

50o 0,07 0,12 1,71 11,55 0,12 

50p 0,23 0,29 1,26 3,84 0,08 

50q 0,15 0,24 1,60 4,08 0,12 

50r 0,98 1,08 1,10 8,05 0,15 

50s 0,40 0,45 1,13 6,42 0,31 

50t 0,38 0,21 0,55 9,41 1,51 

50u 0,39 - - - - 

50v 0,15 0,19 1,27 7,43 0,15 

50w 0,18 0,32 1,78 22,25 0,50 

50x 0,14 0,34 2,43 2,44 0,14 

58 3,22 3,90 1,21 - - 

59 7,73 1,47 0,19 - - 

60 8,21 0,58 0,07 - - 

61 10,09 1,47 0,15 - - 

62 0,27 0,02 0,07 - - 

63 0,49 0,02 0,04 - - 

64 0,22 0,27 1,23 39,12 3,12 

65 1,59 - - - - 
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3.5. Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung der Verbindungen anhand der 
Proteinstruktur 

Betrachtet man die drei Gruppen hinsichtlich ihrer inhibitorischen Wirkung auf die 

SmHDAC8 erkennt man deutlich eine Potenzsteigerung der Substanzen im Vergleich zu 

T5979345, wobei die Derivate der 3-Benzamidobenzhydroxamsäuren (50a – 50x) durchweg 

höhere Hemmwerte aufweisen als T5979345 und über die Hälfte der Substanzen eine höhere 

Affinität auf SmHDAC8 zeigt. Die Substanzen die eine 3-Aminobenzhydroxamsäure als 

Struktur besitzen (51a – 51d, 52a – 52f, 53 - 57) weisen ebenfalls potente Vertreter auf, 

zeigen aber eine gesteigerte Aktivität an der HmHDAC8. Bei den Substanzen mit 

verschiedenen Grundkörpern (58 – 65) findet einzig Verbindung 64 Bedeutung, da diese 

EC50-Werte im Bereich der 3-Benzamidobenzhydroxamsäuren vorweist und im direkten 

Vergleich mit Verbindung 50a zu einer zweifach höheren Aktivität geführt hat. 

 

3.5. Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung der Verbindungen 

anhand der Proteinstruktur 

Zur Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung wurden die Ergebnisse aus den Röntgen-

kristallstrukturexperimenten an SmHDAC8, in vitro Daten des Fluor de Lys®-Assays und 

optimierte Dockinglösungen von SmHDAC8 und HmHDAC8 genutzt. Die Dockinglösungen 

wurden von JELENA MELESINA innerhalb der Arbeitsgruppe von Prof. SIPPL angefertigt und 

zur Verfügung gestellt. 

 

3.5.1. Inhibitoren mit 3-Aminobenzhydroxamsäure-Grundkörper 

Für die Substanzklasse der 3-Aminobenzhydroxamsäuren gibt es keine Röntgenkristall-

struktur. Die Diskussion der Struktur-Wirkungsbeziehung verläuft anhand von ausgewählten 

Dockinglösungen. Um eine Orientierung innerhalb der katalytischen Tasche zu erhalten, 

wurden wahlweise die Dockinglösungen für die Verbindungen 51c (gelb), 52c (weis), 52d 

(grau) und 54 (rot) sowohl in der Bindetasche der schistosomalen HDAC8 (Abb.: 78 Figur a) 

als auch in der humanen HDAC8 abgebildet (Abb.: 78 Figur b). Die dargestellten 

Dockinglösungen entsprechen den von dem Programm am besten bewerteten Lösungen. 
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3. Ergebnisse und Diskussion 

 

Abbildung 78: Dockinglösungen für die Verbindungen 51c (gelb), 52c (weiß), 52d (grau) und 54 (rosa) in (a) 
SmHDAC8 und (b) HmHDAC8. (MOE) 

 

Betrachtet man die Hemmkonzentrationen der hier dargestellten 3-

Aminobenzhydroxamsäuren und 3-Carbamoylbenzhydroxamsäuren für die SmHDAC8 sind 

keine direkten Beziehungen zwischen unterschiedlichen Substitutionsmustern und der 

inhibitorischen Aktivität nachvollziehbar. Der Austausch der Cyclohexylgruppe gegen eine 

Benzylgruppe am anilinischen Stickstoff führt bei den unsubstituierten Derivaten in Position 

4 der Benzhydroxamsäure zu einer Aktivitätssteigerung von EC50 = 3,63 ± 0,62 µM (52a) auf 

EC50 = 1,08 ± 0,25 µM (52b). Dagegen führt dieser Austausch der N-Substituenten bei den 

Derivaten mit einer Methylgruppe in Position 4 der Benzhydroxamsäure zu niedrigeren 

Aktivitäten (EC50 = 0,60 ± 0,20 µM für 52c und EC50 = 1,29 ± 1,33 µM für 52d). Vergleicht 

man die Verbindungen 50b, 52d und 52f, so erkennt man einen Trend, dass Verbindungen 

mit größeren Resten in Position 4 der Benzhydroxamsäure auch eine höhere Aktivität 

gegenüber der SmHDAC8 aufweisen. Substanzen, die eine N,N-Disubstitution im Molekül 

aufweisen (51a, 51b, 51c, 51d, 56 und 57), besitzen schlechtere Hemmkonstanten als 

Verbindungen mit einem freien Proton am anilinischen Stickstoff. Dieses scheint eine für die 

Aktivität wichtige Interaktion mit His242 auszubilden. Ebenso ist vorstellbar, dass wie in 

Abbildung 78 (Figur a) die Substituenten keine Interaktion zu den Aminosäuren des Proteins 

eingehen und aus der Bindetasche hinausragen (51c, EC50 = 16,04 ± 9,26 µM) und so auf 

Grund von entropischen Effekten eine schlechtere Aktivität besitzen.  
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3.5. Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung der Verbindungen anhand der 
Proteinstruktur 

Die Verbindungen 53, 54 und 55 weisen die höchste inhibitorische Aktivität in dieser 

Verbindungsklasse auf. Dies ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass diese sowohl 

eine Interaktion mit His242 ausbilden und zusätzlich eine Interaktion zwischen der Carbonyl-

funktion und Lys20 ausbilden. Betrachtet man diese Substanzen hinsichtlich ihrer Selektivität 

zur HmHDAC8, so muss man sagen, dass sie eine höhere Aktivität gegenüber dem humanen 

Protein aufweisen. Die 4-Methylbenzhydroxamsäurederivate scheinen die aktivsten 

Verbindungen zu sein und dazu erhöht die N-Benzylgruppe (52d, EC50 = 0,015 ± 0,002 µM) 

die Aktivität gegenüber einer N-Cyclohexylgruppe (52c, EC50 = 0,104 ± 0,012 µM). 

Die größere Affinität der Substanzen zum humanen Protein lässt sich aus der Architektur der 

Bindetaschen erklären. Zum einen bilden sie eine Interaktion zu Met274 aus und zum anderen 

besteht ein Wasserstoffbrückennetzwerk über ein Wassermolekül und His180. Dies scheint 

auszureichen um in einer im Schnitt zweifach höheren Aktivität auf die HmHDAC8 zu 

resultieren (Beispiel: 52f, EC50(SmHDAC8) = 0,062 ± 0,012 µM; 52f, EC50(HmHDAC8) = 

0,032 ± 0,006 µM). 

3.5.2. Inhibitoren mit 3-Amidobenzhydroxamsäure-Grundkörper 

Um die Struktur-Wirkungsbeziehung der 3-Amidobenzhydroxamsäuren zu diskutieren und zu 

veranschaulichen, stützt sich dieses Kapitel auf vorhandene Röntgenkristallstrukturen und 

Dockinglösungen ausgewählter Verbindungen. 

 

 

Abbildung 79: Dockinglösungen für die Verbindungen 50g (weiß), 50n (gelb) und 50s (rosa) in (a) SmHDAC8 und (b) 
HmHDAC8. (MOE) 
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3. Ergebnisse und Diskussion 

Die Substanzklasse der 3-Amidobenzhydroxamsäuren kann aufgrund des Substitutions-

musters in zwei Klassen eingeteilt werden. In der übergeordneten Klasse diskutiert man die 

Auswirkung verschiedener Substituenten in Position 4 der Benzhydroxamsäure auf die 

inhibitorische Aktivität gegenüber der SmHDAC8 und HmHDAC8 während man in der 

untergeordneten Klasse die Variationen der aromatischen Ringsysteme und deren 

Substitutionen mit dem unsubstituierten Benzamidrest vergleicht (Abb.: 80). 
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Abbildung 80: Einteilung der 3-Amidobenzhydroxamsäuren in eine übergeordnete Klasse und eine untergeordnete 
Klasse. 

 

Als Erstes wird die Auswirkung der verschiedenen Substituenten auf die Aktivität gegenüber 

der SmHDAC8 und der HmHDAC8 in der übergeordneten Klasse diskutiert. Die 

Grundstruktur bildet hierbei die 3-Benzamidobenzhydroxamsäure (Verbindung 50a, EC50 = 

468,2 ± 79,0 nM). Um eine Aussage über die Struktur-Wirkungsbeziehung der 

unterschiedlichen Substituenten treffen zu können, werden in dieser übergeordneten Klasse 

einzig die Verbindungen mit verschiedenen Substituenten in Position 4 der Benzhydroxam-

säure diskutiert. 

Verbindung 50a stellt in dieser Reihe, die Verbindung mit der geringsten Potenz gegen 

SmHDAC8 dar. Allein die Einführung einer Methylgruppe (50b) konnte die inhibitorische 

Aktivität um das Dreifache steigern. Vermutlich ist dies auf den induktiven Effekt der 
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Methylgruppe und der daraus folgenden gesteigerten Elektro

zurückzuführen. Der Austausch der Methylgruppe durch eine Methoxygruppe (

50d, EC50 = 135,6 ± 25,0 nM

SmHDAC8. Hier könnte der positiv mesomere Effekt verantwortl

Erhöhung der Elektronendichte im Aromaten über die freien Elektronen

Sauerstoffatoms realisiert werden kann. Verstärkt man diesen Effekt durch 

Alkoxysubstituenten mit größere

dadurch verstärkten elektronenschiebenden Wirkung in Richtung Sauerstoffatom der 

Alkoxygruppe, müsste die Aktivi

Verbindung 50k scheint diese Theorie zu bestätigen, wobei der Aktivitätsgewinn nur sehr 

gering ausfällt (EC50 = 129,3 

Isopropoxyrest zeigen allerdings eine um die Hälfte geminderte inhibitorische Aktivität 

gegenüber SmHDAC8 im Vergleich zu 

 

Abbildung 81: Dockinglösungen für die Verbindungen 50d 

 

Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung der Verbindungen anhand der 

daraus folgenden gesteigerten Elektronendichte im Aromaten 

zurückzuführen. Der Austausch der Methylgruppe durch eine Methoxygruppe (

25,0 nM) steigert nur marginal die inhibitorische Aktivität gegenüber 

SmHDAC8. Hier könnte der positiv mesomere Effekt verantwortlich sein, bei 

Erhöhung der Elektronendichte im Aromaten über die freien Elektronen

Sauerstoffatoms realisiert werden kann. Verstärkt man diesen Effekt durch 

Alkoxysubstituenten mit größerem Alkylanteil (Ethoxy, Propoxy, Isopropoxy,

dadurch verstärkten elektronenschiebenden Wirkung in Richtung Sauerstoffatom der 

Alkoxygruppe, müsste die Aktivität theoretisch weiter steigen. 

scheint diese Theorie zu bestätigen, wobei der Aktivitätsgewinn nur sehr 

= 129,3 ± 7,6 nM). Verbindung 50m und 50n, jeweils mit Propoxy

zeigen allerdings eine um die Hälfte geminderte inhibitorische Aktivität 

gegenüber SmHDAC8 im Vergleich zu 50d. 

Dockinglösungen für die Verbindungen 50d (weiß), 50k (schwarz), 50m (dunkel grau
grau). (SmHDAC8) MOE 
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3. Ergebnisse und Diskussion 

Der Grund hierfür könnte sterischer Natur sein. In Abbildung 79 (a) ist die anhand von 

Röntgenkristallstrukturexperimenten und computergestützter Methoden ermittelte 

Ausrichtung der 3-Amidobenzhydroxamsäuren in SmHDAC8 zu erkennen. Der Substituent 

an Position 4 der Benzhydroxamsäure deutet in Richtung einer kleinen hydrophoben Tasche 

unterhalb von Asp100. Bei Verbindung 50m und 50n scheint das Volumen dieser Tasche 

ausgereizt und der Inhibitor ist gezwungen, eine für die Interaktion mit dem Enzym 

ungünstigere Position einzunehmen. (Vergleiche Abb.: 81) Allerdings können 

Dockinglösungen nur bedingt zur Ableitung der Struktur-Wirkungsbeziehung heran gezogen 

werden. Die dynamischen Wechselwirkungen von Protein und Ligand werden hierbei nur als 

Momentaufnahme dargestellt. Sie können nur unzureichend die unterschiedlichen 

inhibitorischen Aktivitäten der in Abbildung 81 besprochenen Verbindungen bildlich 

darstellen. So ist zu erkennen, dass alle vier Verbindungen die gleiche Orientierung innerhalb 

der Bindetasche einnehmen und ebenso die gleichen Interaktionen zu den Aminosäuren des 

Enzyms ausbilden. 

Betrachtet man an dieser Stelle die inhibitorischen Aktivitäten der bisher besprochenen 

Verbindungen gegenüber der humanen HDAC8, so sind für 50a und 50b keine 

nennenswerten Unterschiede in den EC50-Werten zu erkennen. Die strukturellen und 

konstitutionellen Unterschiede beider Enzyme innerhalb der Bindetasche scheinen für diese 

Liganden nicht ausreichend zu sein um eine Selektivität zu erzeugen. Die für die SmHDAC8 

spezifische Interaktion von His292 mit dem Liganden und die „flipped out“ Konformation 

von Phe151 und die damit verbundene Interaktion von Lys20 mit der Carbonylgruppe des 

Liganden scheint im humanen Enzym durch ein Wasserstoffbrückennetzwerk zwischen dem 

Liganden, einem Wassermolekül und His180 sowie der Interaktion des Liganden mit Met274 

gleichwertig ersetzt zu sein. Allein Verbindung 50k zeigt eine leichte Präferenz für das 

schistosomale Enzym (EC50(SmHDAC8) = 129,3 ± 7,6 nM; EC50(HmHDAC8) = 172,0 ± 

16,0 nM). Verbindung 50n (EC50 = 29,0 ± 1,0 nM) bestätigt für das humane Enzym, dass eine 

erhöhte Elektronendichte im aromatischen Ring der Benzhydroxamsäure auch zu einer 

erhöhten inhibitorischen Aktivität führt. 

Die Einführung von Halogenatomen in Position 4 der Benzhydroxamsäure steigerte ebenfalls 

die inhibitorische Aktivität gegenüber der SmHDAC8 im Vergleich zu 50a und führte zu 

einer messbaren Selektivität zum schistosomalen Enzym um den Faktor 2. Dabei weist die 

Verbindung mit Chlor in Position 4 (50o) die höchste inhibitorische Aktivität auf 

(EC50(SmHDAC8) = 67,0 ± 10,2 nM; EC50(HmHDAC8) = 120,0 ± 37 nM). Die 

Verbindungen mit Brom (50v) und Fluor (50w) sowie einer Trifluormethylgruppe (50x) sind 
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ebenfalls potent und ergaben

und Methoxysubstituenten. 

im Aromaten für eine Aktivitätssteigerung 

die stark elektronenziehende Trifluormethylgruppe 

die Elektronendichte im aromatischen System 

unspezifische Verdrängen von Wasser aus der Bindetasche von SmHDAC8 und HmHDAC8 

sowie sterische Effekte für 

bekannte Inhibitoren wie SAHA oder TSA bestätigen

Elektronensystem nicht zwingend für eine gerichtete Interaktion mit Histondesacetylasen

notwendig ist. Betrachtet man die Dockinglösungen für die 3

(Abb.: 79) so ist zum einen 

aromatischen Systeme und zum anderen

Aminosäuren am Rand der Histondesacetylasen

wird in der untergeordneten Klasse diskutiert, welche sic

Verbindungen aus der übergeordneten Klasse zusammensetzt.

 

Abbildung 82: Dockinglösungen für die Verbindungen 50b 

Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung der Verbindungen anhand der 

ben vergleichbare Aktivitäten ähnlich der Verbindungen mit Methyl

und Methoxysubstituenten. Dies widerspricht der These, dass eine erhöhte Elek

im Aromaten für eine Aktivitätssteigerung erforderlich ist, sowohl die Halogenatome 

die stark elektronenziehende Trifluormethylgruppe durch ihren negativ-

aromatischen System verringern. So scheinen

unspezifische Verdrängen von Wasser aus der Bindetasche von SmHDAC8 und HmHDAC8 

sowie sterische Effekte für die unterschiedlichen Aktivitäten verantwortlich 

bekannte Inhibitoren wie SAHA oder TSA bestätigen anhand ihrer Struktur

Elektronensystem nicht zwingend für eine gerichtete Interaktion mit Histondesacetylasen

man die Dockinglösungen für die 3-Amidobenz

zum einen die Position der Amidstruktur als Verbindung der beiden 

und zum anderen die Interaktion des Liganden mit spezifischen 

Aminosäuren am Rand der Histondesacetylasen eher von Bedeutung

in der untergeordneten Klasse diskutiert, welche sich aus den Vertretern der potentesten 

Verbindungen aus der übergeordneten Klasse zusammensetzt. 

Dockinglösungen für die Verbindungen 50b (schwarz) und 50c (weiß
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3. Ergebnisse und Diskussion 

Vergleicht man Verbindung 50b mit Verbindung 50c (Abb.: 82), so hat sich durch den 

Austausch des Phenylrestes gegen einen 2-Chinaldinylrest die Aktivität auf SmHDAC8 um 

35% steigern lassen. Vergleicht man die beiden Substanzen hinsichtlich ihrer inhibitorischen 

Aktivität auf die HmHDAC8 so wurde die Aktivität um 85% gesteigert. Gründe hierfür 

können die Änderung der Elektronendichte im Phenylring im Vergleich zum elektronenarmen 

2-Chinaldinylringsystems sowie deren unterschiedliche räumliche Ausdehnung sein. Im 

Verlauf dieser Diskussion wird für die in dieser Arbeit dargestellten Verbindungen deutlich, 

dass weniger die Elektronendichte im aromatischen System Auswirkung auf die Aktivität hat 

sondern vorwiegend die sterische Konstitution der verschiedenen Substituenten am 

Phenylring. 

So führt ein 4-Biphenylrest (50e) bei den Derivaten der 3-Amido-4-methoxybenz-

hydroxamsäuren zu einer Steigerung der Aktivität auf die SmHDAC8 um Faktor 2 in Bezug 

auf Verbindung 50d, jedoch ein 3-Biphenylrest (50f) führt zu einer Verschlechterung der 

Aktivität um Faktor 2. Nachteilig ist bei Verbindung 50e die dreifach höhere Aktivität auf das 

humane Enzym (EC50(SmHDAC8) = 75,4 ± 25,5 nM; EC50(HmHDAC8) = 26,0 ± 18,0 nM). 

Die Übertragung dieses Substituenten auf die 3-Amido-4-ethoxybenzhydroxamsäure 50k, 

welche eine leichte Präferenz auf die SmHDAC8 aufweist, erzielte den erwünschten Effekt. 

Die resultierende Verbindung 50l ist potenter als 50k mit Beibehaltung der etwas höheren 

Aktivität gegenüber dem schistosomalen Enzym (EC50(SmHDAC8) = 92,0 ± 26,0 nM; EC50 

(HmHDAC8) = 149,0 ± 23,0 nM). Die Dockinglösung zeigt für Verbindung 50l zeigt eine 

zusätzlich Interaktion zum Pro291 der SmHDAC8, dies könnte die leicht gesteigerte Aktivität 

gegenüber 50e erklären. (Abb.: 83) 
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Abbildung 83: Dockinglösungen für die Verbindungen 50e (weiß), 50f (grau) und 50
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50l) bekräftigt den Vorteil eines lipo

Verbindung 50g (EC50(SmHDAC8 = 106

Substituent in ortho-Position scheint hierbei eine Rolle bei der Diskriminierung der Substanz 

bezüglich des schistosomalen und humanen Enzyms einzunehmen.

 

Abbildung 84: Dockinglösungen für die Verbindungen 50h (
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Solvatationseffekte hervorruft, verursacht durch den Phenoxyrest in Position 4. Verbindungen 

50s und 50t hingegen besitzen im Vergleich zu 50r eine höhere Aktivität. Vermutlich erlaubt 

die Substitution in Position 3 eine Interaktion des Phenoxyrestes mit dem Enzym bzw. 

ermöglicht die flexiblere Benzyloxyseitenkette eine vorteilhaftere Ausrichtung des Moleküls 

zum Enzym. 

Mit der Einführung einer stark elektronenziehenden polaren Nitrogruppe in para-Position 

(50u) wird die Aktivität gegenüber SmHDAC8 im Vergleich zu 50o ebenfalls gesenkt. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Klasse der 3-Amido-4-methoxyderivate und 3-

Amido-4-ethoxyderivate, sowie die 3-Amido-4-chlorbenzhydroxamsäuren bisher das 

erfolgreichste Substitutionsmuster der Benzhydroxamsäuren darstellt. Als potenteste 

Strukturen für die Seitenkette erweisen sich 4-Biphenyl-, 4-Methoxyphenyl- und 2,4-

Dichlorphenylsubstituenten. Um diese These zu stützen sind weitere Untersuchungen nötig 

die auch außerhalb dieser Arbeit durch- und fortgeführt werden. Ebenso sind 

pharmakokinetische und pharmakodynamische Eruierungen der potenten Verbindung 

angestrebt und werden bereits für eine der dargestellten Verbindungen durchgeführt. 
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Abbildung 85: Das Substitutionsmuster der 3-Amidobenzhydroxamsäuren mit potentesten und selektivsten 
Vertretern gegenüber SmHDAC8 und HmHDAC8. 
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3. Ergebnisse und Diskussion 

3.5.3. Inhibitoren mit unterschiedlichen Grundkörper 

 

Abbildung 86: Dockinglösungen für die Verbindungen 58 (rosa), 59 (gelb) und 63 (weiß). (a) SmHDAC8 und (b) 
HmHDAC8. (MOE) 

 

Um die Struktur-Wirkungsbeziehungen dieser Gruppe zu diskutieren und mögliche 

Erklärungen für ihre unterschiedliche inhibitorische Aktivität auf SmHDAC8 und 

HmHDAC8 zu geben, wurden ausschließlich Dockinglösungen und die für die jeweilige 

Substanz dazugehörigen EC50-Werte genutzt. 

Betrachtet man zuerst die Derivate mit abweichendem Grundkörper in Bezug auf die bisher 

behandelten Verbindungen so ist für alle Verbindungen eine mehr oder weniger stark 

ausgeprägte Minderung in der Aktivität gegenüber SmHDAC8 und HmHDAC8 zu 

verzeichnen. 

Das Acridinderivat (58) zeigt mit einem EC50-Wert (SmHDAC8) = 3,22 ± 0,38 µM eine 

Minderung um Faktor 2 im Vergleich zu T5979345. Der Grund hierfür ist wahrscheinlich die 

rigide Struktur des Tetrahydroacridinmoleküls, wodurch eine günstige Ausrichtung innerhalb 

der Bindetasche unmöglich wird. Verbindung 59 stellt ein symmetrisch disubstituiertes 

Derivat der 3-Benzamidobenzhydroxamsäuren dar. Die Dockinglösung (Abb.: 86) für diese 

Verbindung zeigt die für die 3-Benzamidobenzhydroxamsäuren typische Ausrichtung 

innerhalb der Bindungsregion der beiden Enzyme, wobei der Substituent in Position fünf der 

Benzhydroxamsäure eine lipophile Region unterhalb von Asp100/Asp101 adressiert. Für das 

schistosomale Enzym führt dies zu einer Verringerung der inhibitorischen Aktivität, für das 

humane Enzym zu einer gleichwertigen Aktivität in Bezug auf T5979345. In Abbildung 82 ist 

zu erkennen, dass der Carbonylsauerstoff des Benzamidrestes in Position 5 eine Wasserstoff-
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brücke über ein Wassermolekül in der Bindetasche mit His180 ausbildet. Dies könnte die 

höhere inhibitorische Aktivität auf HmHDAC8 erklären.

Verbindung 60 und 61 zeigen ebenfalls deutlich schlechtere Aktivitäten auf die SmHDAC8 

und eine Selektivität gegenüber dem

Aktivitäten kann das unspezifische Verdrängen von Wasser aus der Bindetasche der Enzyme 

sein. Aus den Dockinglösungen ist keine gerichtete Interaktion, abgesehen von der 

Koordination der Hydroxamsäure mit dem Zinkion, zwischen Molekül und Enzym zu 

erkennen. 

 

Abbildung 87: Dockinglösungen für die Verbindungen 62 (
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Aktivität auf SmHDAC8 sind sie schlechter wirksam als 

auf HmHDAC8 so sind beide Verbindung deutlich stärker wirksam auf 

Abbildung 86 ist eine Interaktion zwischen der Sulfoxygruppe von Verbindung 

Met274 zu erkennen, die so im schistosomalen Enzym nicht e
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Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung der Verbindungen anhand der 
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Aktivitäten kann das unspezifische Verdrängen von Wasser aus der Bindetasche der Enzyme 

inglösungen ist keine gerichtete Interaktion, abgesehen von der 

Koordination der Hydroxamsäure mit dem Zinkion, zwischen Molekül und Enzym zu 

Dockinglösungen für die Verbindungen 62 (weiß) und 63 (schwarz). (SmHDAC8)

und 63 stellen Derivate von 50d dar. Bezüglich ihrer inhibitorischen 

Aktivität auf SmHDAC8 sind sie schlechter wirksam als 50d. Betrachtet man die Aktivität 

auf HmHDAC8 so sind beide Verbindung deutlich stärker wirksam auf 

ist eine Interaktion zwischen der Sulfoxygruppe von Verbindung 

erkennen, die so im schistosomalen Enzym nicht existieren kann. Womöglich ist 

dies ein Grund für die gesteigerte Aktivität auf HmHDAC8. Ebenso kann die erhöhte 
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brücke über ein Wassermolekül in der Bindetasche mit His180 ausbildet. Dies könnte die 

zeigen ebenfalls deutlich schlechtere Aktivitäten auf die SmHDAC8 

Enzym. Grund für die unterschiedlichen 

Aktivitäten kann das unspezifische Verdrängen von Wasser aus der Bindetasche der Enzyme 

inglösungen ist keine gerichtete Interaktion, abgesehen von der 

Koordination der Hydroxamsäure mit dem Zinkion, zwischen Molekül und Enzym zu 

 

). (SmHDAC8) MOE 

dar. Bezüglich ihrer inhibitorischen 

etrachtet man die Aktivität 

auf HmHDAC8 so sind beide Verbindung deutlich stärker wirksam auf dieses Enzym. In der 

ist eine Interaktion zwischen der Sulfoxygruppe von Verbindung 63 und 

xistieren kann. Womöglich ist 

dies ein Grund für die gesteigerte Aktivität auf HmHDAC8. Ebenso kann die erhöhte 
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Elektronendichte des para-Methylphenylrestes mitverantwortlich sein. In Abbildung 87 ist für 

beide Verbindungen keine Wechselwirkung mit Lys20 und His292 zu erkennen, dies könnte 

die geringere inhibitorische Aktivität gegenüber der SmHDAC8 im Vergleich zu Verbindung 

50d erklären. 

Ein weiterer interessanter Vergleich hinsichtlich ihrer Struktur-Wirkungsbeziehung ergibt 

sich bei der Betrachtung von Verbindung 64 und 50a. Verbindung 64 stellt das Derivat von 

Verbindung 50a mit inverser Amidstruktur zwischen den beiden aromatischen Ringsystemen 

dar. Diese Modifikation führt zu einer Erhöhung der inhibitorischen Aktivität um den Faktor 

2 sowohl für das schistosomale als auch für das humane Enzym. 

 

Tabelle 14: EC50-Werte SmHDAC8 und HmHDAC8 (Fluor de Lys®) für 50a und 64 

Verb. Strukturformel 

EC50 [µM] 

SmHDAC8 

Fluor de Lys ® 

EC50 [µM] 

HmHDAC8 

Fluor de Lys ® 

50a 
H
N

O

OHN
H

O

 

0,47 ± 0,08 0,58 ± 0,05 

64 
H
N

O

OH

H
N

O  

0,22 ± 0,01 0,27 ± 0,05 

 

Eine mögliche Erklärung liegt sehr wahrscheinlich in der unterschiedlichen räumliche Nähe 

zum Enzym (Lys20) der an den Interaktionen beteiligten Molekülstrukturen (Carbonyl-

sauerstoff) beider Verbindungen. 

Die 3-Carboxybenzhydroxamsäure (65) sollte als chemische Sonde dienen und eine gerichtete 

Interaktion zu Lys20 im schistosomalen Enzym forcieren. Mit einem EC50-Wert (SmHDAC8) 

= 1,59 ± 0,19 µM auf SmHDAC8 ist Verbindung 65 ähnlich wirksam wie T5979345. 

Selektive Eigenschaften konnten bisher nicht nachgewiesen werden, da weitere Tests am 

humanen Enzym noch ausstehen. 
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3.5. Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung der Verbindungen anhand der 
Proteinstruktur 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Anordnung von Benzhydroxamsäure, 

kurzem Amidlinker und zweiter aromatischer Ring an sich von Vorteil für die Aktivität auf 

die Histondesacetylasen ist, jedoch mit Blick auf die Selektivität nur eine äquipotente 

Hemmung der Enzyme erreicht werden kann. Die Inversion des Amidlinkers (64) (Abb.: 88) 

stellt eine Verbesserung der bisherigen 3-Benzamidobenzhydroxamsäuren dar, konnte aber im 

zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht werden. Sie stellt aber einen guten 

Ansatz für die weiterführende Entwicklung von potenten und selektiven 

Histondesacetylaseinhibtoren dar. 

 

H
N

O

OH

H
N

O

Y

X

N-Carboxyanilin 3-Carboxybenzhydroxamsäure  

Abbildung 88: Grundkörper für zukünftige Histondesacetylaseinhibitoren. 
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3.6. Versuche über die Toxizität der dargestellten Verbindungen 

Die Toxizitätstests der in dieser Arbeit dargestellten Substanzen dienen dazu, eine potentielle 

Giftigkeit der Substanzen auf die ausgewählten Organismen und Zellen zu bestimmen. Die 

komplexe Stoffeigenschaft „Toxizität“ hat einerseits eine qualitative Komponente (z. B. 

Wirkmechanismus oder Organbezug) und andererseits eine quantitative Komponente, die die 

toxische Potenz des Stoffes (u. a. die Dosis-Wirkungsbeziehung) beschreibt155. Die hier 

ermittelten Daten in Form von Viabilitätsstudien und Inhibitionstests in Abhängigkeit von der 

Dosis oder Dauer der Exposition durch die gewählte Substanz, können nur einen Aufschluss 

über die quantitative Komponente wiedergeben. Der Wirkmechanismus, der für die Toxizität 

auf die jeweilige Zelle oder den behandelten Parasiten ausschlaggebend ist, wurde nicht 

ermittelt. Ein Vergleich der in vivo-Daten mit den Ergebnissen aus den in vitro-Experimenten 

lässt dennoch eine Diskussion über die Eigenschaften der Substanzen als potentielle 

Wirkstoffe zu. 

 

Tabellen für die durchgeführten Tests und die dazugehörigen Diagramme und Abbildungen 

können im Anhang nachgeschlagen werden. 

 

3.6.1. Toxizität auf Schistosoma mansoni 

Die für diese Arbeit stattgefundenen Testungen an Schistosoma mansoni wurden in der 

Arbeitsgruppe von RAYMOND PIERCE in Lille (Centre d'Infection et d'Immunité de Lille) 

durchgeführt und zur Verfügung gestellt. Die Messung der Toxizität ausgewählter 

Verbindungen auf Schistosoma mansoni wurde auf verschiedenen Wegen realisiert. Zur 

Messung der Viabilität der Schistosomen wurde das Larvenstadium genommen und mittels 

Alamar Blue
®-Test die Viabilität nach der Exposition mit einer gewählten Substanz bestimmt. 

Der Alamar Blue
®-Viabilitätstest bestimmt die metabolische Aktivität und das Redoxpotential 

der Zelle und kann so zur Messung der Zytotoxizität von Substanzen verwendet werden156. 

Dabei wird der Farbstoff Resazurin verwendet. Resazurin ist ein ungiftiger, wasserlöslicher, 

blauer Redox-Farbstoff, der bei Reduktion irreversibel zum rosafarbenen, fluoreszierenden 

Resafurin umgesetzt wird157 (Abbildung: 81). 
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Abbildung 89: Reduktion des Redoxfarbstoffs Resazurin durch NADH/H+ 

 

Die ausgewählten Verbindungen zeigten bei diesem Test eine mäßige Toxizität auf die 

Schistosomen. Im Durchschnitt verringerte sich die Viabilität um etwa 35 %. Ein anderer 

Test, bei dem die mikroskopisch gestützte Auszählung der lebenden beziehungsweise toten 

Schistosomen zur Anwendung kommt, ergab eine gesteigerte Toxizität für 50e. 

Die Behandlung der juvenilen Schistosomen mit 50e in einer Konzentration von 10 µM führte 

nach zwei Tagen zu keinen überlebenden Parasiten. Ein weiterer Aspekt war das Verhalten 

der adulten Schistosomen während der Geschlechtsreife, da diese als Pärchen auftreten und 

auch nur in der gepaarten Form fähig zur Fortpflanzung sind. Unter der Behandlung mit 50e 

in einer Konzentration von 10 µM waren nach fünf Tagen nur noch 40 % der Schistosomen 

gepaart. Die abweichenden Ergebnisse der beiden Viabilitätstests können unter anderem 

durch die unterschiedliche Versuchsdurchführung erklärt werden. Beim Alamar Blue
® Test 

wurden die Parasiten nur einmal mit der jeweiligen Substanz und Alamar Blue
® inkubiert und 

nach zwei Tagen das Ergebnis ausgewertet. Im Test mit der optischen Auswertung wurde die 

Substanz anfangs in das Medium zu den Schistosomen gegeben und täglich halb erneuert, d.h. 

die Hälfte des Mediums wurde entfernt und wieder mit der halben Menge an Substanz und 

Medium aufgefrischt. Weiterhin lief dieser Test über zwei Tage. Pharmakokinetikstudien über 

50e haben gezeigt, dass die Halbwertszeit, gemessen in Ratten, mit ca. 30 Minuten, recht 

gering ist. So ist zu überlegen, ob die Stabilität der Verbindungen bei einmaliger Gabe 

überhaupt ausreichend ist. Ebenso könnte das Beobachtungsfenster von zwei Tagen zu kurz 

gewählt sein. Der hier angewendete Alamar Blue
® Test hat noch Optimierungsbedarf und 

sollte als „medium throughput“-Test als Vortest fungieren. 

Im Rahmen von A-ParaDDisE wurden einige Substanzen auch hinsichtlich ihrer Wirkung auf 

andere Parasiten untersucht. Dabei wurden zwei verschiedene Plasmodienstämme und drei 

Resazurin Resafurin

NADH/H+ NAD+/H2O

O

N

O

HO O
O

N

HO O
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verschiedene Leishmanienstämme mit ausgewählten Substanzen dieser Arbeit inkubiert. Viele 

der Substanzen (u.a. 50e) zeigten eine Toxizität gegenüber den Plasmodienstämmen im 

unteren mikromolaren Bereich und wären durchaus für weitere Testungen in diese Richtung 

interessant. Gegenüber den Leishmanienstämmen konnte nur im höheren mikromolaren 

Bereich eine toxische Wirkung beobachtet werden. Für Verbindung 50e wurden im Lauf 

dieser Arbeit Negativkontrollen angefertigt um einen zusätzlichen Mechanismus für die 

gemessene Toxizität auszuschließen, welcher nicht auf die inhibitorische Wirkung der 

SmHDAC aufbaut. 

Hierfür wurden das Carbonsäurederivat (50e‘) und das Methylbenzoatderivat (50e‘‘) 

untersucht. Beide Verbindungen zeigten in vitro und in vivo der hier angewendeten 

Testsysteme keine Aktivität. Von daher ist ein Wirkmechanismus, der auf die Inhibition der 

SmHDAC8 beruht, wahrscheinlich. 
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Abbildung 90: Strukturformel des Carbonsäurederivats 50e‘ und des Methylbenzoatderivats 50e‘‘. 

 

3.6.2. Toxizität auf Jurkatzellen, Glioblastomazellen und HEK-Zellen 

Die hier vorgestellten Tests an humanen Zelllinien wurden von FRANK ERDMANN am Institut 

für Pharmazie der Martin-Luther-Universtät in Halle durchgeführt. Es sollte untersucht 

werden ob die dargestellten Verbindungen ebenso einen Effekt auf humane Zellen haben. Die 

verwendeten Zelllinien sind humane Krebszelllinien (Jurkat und Glioblastoma) aus 

unterschiedlichen Geweben sowie durch ein Virus immortalisierte, menschliche embryonale 

Nierenzellen (HEK-Zellen). Die Viabilität wurde ebenfalls mittels Alamar Blue
®-Test 

ermittelt. Die getesteten Substanzen zeigten überwiegend nur im unteren mikromolaren 

Bereich eine toxische Wirkung auf die Krebszelllinien. Dies ist konform mit anderen Studien, 

die die Toxizität von HDAC-Inhibitoren auf Krebszellen untersucht haben. Gegenüber den 

HEK-Zellen zeigen die untersuchten Substanzen in den entsprechenden Konzentrationen, 

abgesehen von wenigen Ausnahmen, keine oder nur geringe Toxizität. 
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3.6.3. Toxizität auf Escherichia coli und Saccharomyces cerevisiae 

Die Zytotoxizitätstests der Substanzen an Escherichia coli und Saccharomyces cerevisiae 

dienten ebenfalls dazu Hinweise auf eine generelle Toxizität auf Zellen zu erkennen bzw. 

nach Möglichkeit auszuschließen. Alle hier getesteten Substanzen zeigten unter den 

jeweiligen Testbedingungen keine Zytotoxizität. 

Zusammenfassend können die bisherigen Toxizitätstests positiv bewertet werden. Es gibt 

Raum für Optimierung hinsichtlich der Tests an Schistosoma mansoni und die Einführung 

weiterer Testsysteme zur Überprüfung der Viabilität (zum Beispiel TTC-Test, MTT- und 

XTT-Test). Ebenso scheint der Einsatz eines Matrix-Metalloprotease Tests bei den hier 

aufgeführten Verbindungen sinnvoll. Erste pharmakokinetische Versuche an Ratten zeigen, 

dass die für diese Versuche verwendete Benzhydroxamsäure keine akute Toxizität besitzt und 

gut von den Tieren vertragen wurde Die hohe Bioverfügbarkeit sowie die lange Halbwertszeit 

ermöglichen Blutkonzentrationen, die für eine Therapie nötig sind. Die Tests an den humanen 

Zellen können ebenfalls als erfolgreich angesehen werden und lassen auf eine zusätzliche 

Verwendung der Substanzen hoffen. Vorläufige in vitro-Tests an mehreren humanen 

Histondesactylasen wurden bereits durchgeführt. Auch die Verwendung für andere parasitäre 

Erkrankungen scheint mit dieser Substanzklasse vielversprechend. 
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4. Zusammenfassung 

4.1. Zusammenfassung 

Betrachtet man die Tatsache, dass die Investitionen in neue therapeutische Ansätze und die 

Entwicklung neuer Medikamente für viele Erkrankungen nur wenig bzw. nicht die nötige 

Aufmerksamkeit bekommt (engl.: neglected diseases), die in Betracht der großen Zahl an 

erkrankten Menschen bedeutsam wäre, so stellt die Entwicklung neuer Arzneistoffe in diesem 

Bereich eine wichtige Säule in der Behandlung dieser Erkrankungen dar. Mit der 

schistosomalen Histondesacetylase 8 ist ein vielversprechendes Target zur Behandlung der 

humanen Schistosomiasis gefunden worden. 

Durch vorangegangene Arbeiten, im Rahmen einer internationalen Zusammenarbeit von 

verschiedenen universitären Arbeitsgruppen und Forschungseinrichtungen (European 

Unions´s Seventh Framework Programme for research, technological development, and 

demonstration under grant agreements nos. 241865 SEtTReND and nos. 602080 A-

ParaDDisE), konnten mit Hilfe von Röntgenkristallstrukturen und computergestützten 

Methoden (in silico) einige Verbindungen ausgemacht werden, welche sich sowohl als aktiv 

in in vitro-Studien als auch in in vivo-Experimenten zeigten. Um die inhibitorische Wirkung 

dieser Substanzen auf die schistosomale HDAC8 zu steigern und gleichzeitig eine Selektivität 

zu den humanen Histondesacetylasen zu schaffen, wurden zwei dieser Strukturen erwählt um 

als Startstrukturen für die ligandenbasierte Strukturoptimierung zu fungieren. 

Daraus ergaben sich zwei Inhibitorklassen. Zum einen die 3-Aminobenzhydroxamsäuren, 

welche sich durch ihre hohe inhibitorische Aktivität gegenüber den Histondesacetylasen 

auszeichneten, jedoch eine deutliche Präferenz zu den humanen Enzymen aufwiesen und die 

3-Amidobenzhydroxamsäuren, welche ebenfalls im unteren nanomolaren Bereich aktiv 

waren. Die 3-Aminobenzhydroxamsäuren werden derzeit in fortführenden Projekten 

hinsichtlich ihrer Eignung in der Krebstherapie untersucht. 

Durch Kristallisationsexperimente mit den 3-Amidobenzhydroxamsäuren konnten vier 

Kristallstrukturen der SmHDAC8 kokristallisiert mit einem Inhibitor erhalten werden. Darauf 

aufbauend war eine gerichtete Strukturoptimierung möglich, welche durch verbesserte 

Computersimulationen unterstützt wurde. Es konnte eine praktikable und wirtschaftliche 

Methode zur Synthese der 3-Amidobenzhydroxamsäuren entwickelt werden, ebenso für 

kommerziell nicht erhältliche Vorstufen. 

Die Ausdehnung des Forschungsprojektes SEtTReND zu A-ParaDDisE erweiterte die 

Testung der in dieser Arbeit dargestellten Verbindungen auf zusätzliche Targets. So wurde 
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nicht nur die Aktivität auf das schistosomale Enzym untersucht sondern ebenso die Eignung 

der Substanzen als Inhibitoren anderer parasitärer Histondesacetylasen (Plasmodium 

falciparum (Dd2, 3D7), Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis und Trypanosoma 

brucei). In verschiedenen Toxizitätstests erwiesen sich viele der Verbindungen in 

Konzentrationen die auch in therapeutischen Bereichen liegen würden als wenig bis nicht 

toxisch. Durch die voranschreitende Strukturoptimierung konnte ein Substitutionsmuster 

gefunden werden, welches sowohl potente als auch leicht selektive Verbindungen erlaubt. 

Versuche an lebenden Schistosomen konnten eine Toxizität auf die juvenilen und auf die 

adulten Lebensstadien zeigen. Bisherige Medikamente zeigten nur eine Wirkung auf die 

adulten Lebensformen. Die vielversprechendste Verbindung wurde bereits zu 

pharmakokinetischen Studien an Mäusen verwendet und bewies eine sehr gute Verträglichkeit 

und hohe Bioverfügbarkeit. 

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde die Strukturoptimierung mehr in Richtung 

Bioverfügbarkeit, Halbwertszeit und die Fähigkeit Zellbarrieren zu überwinden ausgerichtet 

(engl.: drug like). Mit der Inversion des Amidlinkers der 3-Amidobenzhydroxamsäuren 

konnte eine neue strukturelle Optimierung erzielt werden, deren Effekt hinsichtlich Aktivität 

und Selektivität weiter untersucht werden müsste. Ebenso müssen noch manche der in dieser 

Arbeit enthaltenen Verbindungen abschließenden und ergänzenden Tests unterzogen werden 

um ihre Eignung als möglichen Kandidat zur Arzneistoffentwicklung zu prüfen. 

Am Ende dieser Arbeit kann durchaus ein positives Resümee gezogen werden. Das Ziel die 

Optimierung der Startstrukturen hinsichtlich Aktivität und Selektivität konnte erfüllt werden. 

Es konnte eine große Menge an Daten (EC50, Halbwertszeit, Bioverfügbarkeit, Toxizität, 

Röntgenkristallstrukturen) gewonnen werden, die zur Zeit noch nicht alle vollständig 

ausgewertet sind und es wurden vielversprechende Ansätze für eine weiterführende 

Forschung auf diesen und auch auf anderen pharmazeutisch wichtigen Gebieten 

(Krebsforschung, Forschungen am Grippevirus) geschaffen. 
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5. Experimentelle Daten 

5.1. Materialien und Methoden 

5.1.1. Chromatographische Methoden  

Dünnschichtchromatographie (DC)  

Die Dünnschichtchromatographie diente zur Überwachung von Reaktionsverläufen und zur 

Prüfung der Reinheit von Zwischen- und Endprodukten sowie zur Charakterisierung der 

einzelnen Verbindungen durch Bestimmung der Rf-Werte und Laufverhalten mit den 

jeweiligen Laufmitteln. Es wurden mit Kieselgel 60 F254-beschichtete Aluminiumplatten der 

Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die Substanz wurde in einem geeigneten 

Lösungsmittel gelöst bzw. direkt dem Reaktionsgemisch entnommen und auf die DC-Platten 

aufgetragen. Anschließend wurden diese in Chromatographiekammern unter 

Kammersättigung entwickelt. Als mobile Phase dienten Standardlaufmittel folgender 

Zusammensetzungen (V/V). 

LM 1: Chloroform/Methanol; 80/20 

LM 2: Chloroform/Methanol; 90/10 

LM 3: Chloroform 

LM 4: Chloroform/Methanol; 80/20; (Zusatz von 0,5 % Triethylamin) 

LM 5: Chloroform/Methanol; 80/20; (Zusatz von 0,5 % Trifluoressigsäure) 

LM 6: Ethylacetat/Heptan; 50/50  

LM 7: Ethylacetat  

Detektionsverfahren 

Gebrauch von UV-Licht mit der Wellenlänge 254 nm (kurzwellig) und 366 nm (langwellig). 

Dieses Verfahren der Detektion basiert auf Fluoreszenzlöschung und kam bei allen 

Substanzen mit aromatischen Ringsystemen zum Einsatz.  

Ehrlichs Reagenz diente als Detektionsmittel für primäre aromatische Amine, diese ergeben 

eine hellgelbe Färbung auf der DC-Platte. Ehrlichs Reagenz ist laut Literatur158 eine Lösung 

aus 2 % Dimethylaminobenzaldehyd in 20 %iger Salzsäure. Für den Gebrauch im Labor 
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wurden 2 g Dimethylaminobenzaldehyd in 50 ml destillierten Wasser suspendiert und 

anschließend 50 ml konzentrierte Salzsäurelösung (36 %) hinzugegeben. 

Eisen-(III)-chloridlösung wurde verwendet um die Hydroxamsäuren zu detektieren. Diese 

färben sich mit Eisen-(III)-Ionen tief rot bis lila. 

Die Säulenchromatographie diente zur Reinigung der Zwischen- und Endprodukte. Als 

Trennmittel diente Kieselgel 60 (Korngröße: 0,063-0,200 mm) der Firma Merck (Darmstadt, 

Deutschland). Als Elutionsmittel dienten Chloroform und Heptan, sowie Gemische aus 

Chloroform und Methanol, Heptan und Chloroform sowie Heptan und Ethylacetat. In der 

Regel wurde die Polarität der Elutionsmittel während der Chromatographie kontinuierlich 

erhöht. Um den Ansprüchen der jeweiligen Substanzen gerecht zu werden, wurde diesen 

Gemischen geringe Mengen Triethylamin oder Trifluoressigsäure zugesetzt. Die Detektion 

erfolgte mittels Dünnschichtchromatographie. Es kamen drei verschiedene Methoden zum 

Einsatz:  

Methode 1a 

Trocken gepackte Säulen: Die benötigte Kieselgelmenge wurde für ein Verhältnis von 20/1 

(mKieselgel/mSubstanzgemisch) berechnet und anschließend trocken und mit Hilfe von 

angelegten Unterdruck in die Säule eingefüllt. 

Methode 1b 

Trocken gepackte Säulen: Die benötigte Kieselgelmenge wurde für ein Verhältnis von 20/1 

(mKieselgel/mSubstanzgemisch) berechnet und anschließend trocken und mit Hilfe von 

angelegten Unterdruck in die Säule eingefüllt. Anschließend wurde das Säulenmaterial mit 

Chloroform/Triethylamin (99 %: 1 %; V/V) konditioniert, diese Methode wurde zur 

Reinigung der THP-geschützten Zwischenstufen verwendet. 

Methode 2  

Eingeschwemmte Säulen: Die benötigte Kieselgelmenge wurde für ein Verhältnis von 100/1 

(mKieselgel/mSubstanzgemisch) berechnet und mit dem Elutionsmittel suspendiert und unter 

kontinuierlichem Elutionsmittelstrom in die Säule eingeschwemmt. 
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Das Auftragen der Proben auf das Säulenmaterial erfolgte nach 2 verschiedenen Varianten. 

Variante 1 

Direktes Auftragen: Die Substanz bzw. das Substanzgemisch wird in dem Lösungsmittel 

aufgenommen, welches die unpolare Komponente des Elutionsmittels darstellt. Das Volumen 

wird hierbei so gering wie möglich gewählt um eine möglichst schmale Bande der Substanz 

am Startpunkt der Chromatographie zu gewährleisten. 

Variante 2 

Auftragen nach Adsorbtion: Falls die Substanz nicht nach Variante 1 auf das Säulenmaterial 

aufgetragen werden kann, z.B. hervorgerufen durch Probleme der Löslichkeit, kann diese in 

einem geeigneten Lösungsmittel gelöst werden. Polarität und Volumen können frei gewählt 

werden. Danach wird Kieselgel in einem Mengenverhältnis von 1/1 

(mKieselgel/mSubstanzgemisch) hinzugegeben und das Lösungsmittel anschließend am 

Rotationsverdampfer unter Vakuum vorsichtig entfernt. Zu niedrige Drücke beim Entfernen 

des Lösungsmittel können ein spontanes Aufwirbeln des Gemisches verursachen. Das 

Kieselgel-Substanzgemisch kann anschließend auf das Säulenmaterial aufgebracht werden. 

Zum Abschließen der Säule wird Seesand reinst der Firma Grüssing (Filsum, Deutschland), 

vorgeglüht und säurebehandelt aufgegeben um ein Aufwirbeln des Säulenmaterials bei 

Zugabe des Elutionsmittels zu verhindern. 

5.1.2. Massenspektrometrie 

Elektrospray-Massenspektrometrie (ESI-MS)  

Die Proben wurden in einer CHCl3/MeOH-Mischung (unterschiedliche Zusammensetzung) 

gelöst und über eine Spritzenpumpe Havard Apparatus 22 injiziert (20 μl min-1). Die 

Ionisation wurde sowohl positiv als auch negativ im Elektronenspray bei 5,0 kV durchgeführt. 

Die Aufnahme der Spektren erfolgte mit einem Ionenfallen-Massenspektrometer Finnigan 

LCQ-Classic der Firma Thermo Electron (Egelsbach, Deutschland). Das Gerät verfügt über 

eine beheizbare Kapillare (220 °C) und weist eine Flussrate von 20 μl min-1 auf.  

Hochauflösende Massenspektrometrie (HR-MS)  

Für die Identitätsbestimmung der Endprodukte wurden Massenspektren mit hoher Auflösung 

aufgenommen. Die Proben wurden in einer CHCl3/MeOH-Mischung (unterschiedliche Zu-

sammensetzung) gelöst und mittels Proxeon-Nano-ESI-Quelle der Firma Thermo Fisher 
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Scientific (Bremen, Deutschland) bei 1,3 kV ionisiert. Die Aufnahme der Spektren erfolgte 

mit einem LTQ-Orbitrap-XL-Massenspektrometer der Firma Thermo Fisher Scientific 

(Bremen, Deutschland). 

5.1.13. NMR-Spektroskopie 
1H-NMR- und 13C-NMR-Spektren wurden an einem Varian Gemini 2000 (400 MHz für 1H-

NMR und 100 MHz für 13C-NMR) und an einem Varian Inova 500 (500 MHz für 1H-NMR 

und 125 MHz für 13C-NMR) aufgenommen. Als interner Standard diente das verwendete 

Lösungsmittel. Die 1H-NMR-Spektren wurden in CDCl3 und d-DMSO aufgenommen. Bei 

den 13C-NMR-Spektren wurde d-DMSO verwendet. 

Die chemische Verschiebung δ ist in ppm angegeben und für Signale mit definierten 

Multiplizitäten auf die Symmetrieachse bezogen. Für Multipletts wurde ein Bereich der 

chemischen Verschiebung angegeben. Die Signale im 1H-NMR-Spektrum werden wie folgt 

zugeordnet: (Multiplizität, Kopplungskonstante J in Hz, Protonenzahl; zugeordnetes Proton 

(fett, kursiv)). 

Für die Multiplizitäten wurden folgende Abkürzungen verwendet: s (Singulett), d (Duplett), t 

(Triplett), dd (Duplett vom Duplett), m (Multiplett). 

5.1.14. Computergestützte Methoden 

Das Homolgiemodell der HmHDAC6 wurde mit dem Programm MODELLER erstellt. Die 

hierbei verwendeten Einstellungen entsprechen denen der Publikation von KANNAN et. al.104. 

Das Docking der Substanzen in die Röntgenkristallstrukturen von SmHDAC8, HmHDAC8, 

HmHDAC1 und in das Homolgiemodell von HmHDAC6 erfolgte mit Schrödingers Glide. 

Das hierfür verwendete Protokoll entspricht dem früherer Studien, welches im Rahmen dieses 

Projektes benutzt wurde. Als Erstes wurde das Protein für das Dockingexperiment mittels den 

Programm Schrödingers Protein Preparation Wizard vorbereitet. Anschließend wurden 

Wasserstoffatome hinzugefügt und der Protonierungsstatus angepasst, außerdem wurde eine 

sogenannte sanfte Minimierung des Systems durchgeführt (engl.: restrained minimization). 

Die Liganden wurden mittels MOE vorbereitet. Dazu wurden diese als neutralgeladene 

Liganden gedockt. Dieses Docking wurde mehrmals durchgeführt, wobei als Startpunkt 

verschiedene energieminimierte Konformationen des Liganden genutzt wurden. Die 

Visualisierung der Ergebnisse ebenso die Erstellung von Bildern erfolgte mittels MOE. 
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5.2. Synthese der Verbindungen 

5.2.1. Darstellung der 3-Aminobenzoesäuren 

Zur Darstellung der folgenden Verbindungen werden als Ausgangsstoffe 2 mmol (1 Äq.) der 

verschiedenen 3-Aminobenzoesäurederivate und 4 mmol (2 Äq.) des entsprechenden 

Aldehyds bzw. Ketons, in diesen Fall Benzaldehyd oder Cyclohexanon, eingesetzt. Als 

Lösungsmittel dient Toluol (100 ml). Die Substanzen werden in einem Dreihalskolben gelöst 

und unter Rückfluss und der Anwendung eines Wasserabscheiders für 1 Stunde erhitzt. Die 

daraus entstandenen 3-Imino-benzoesäurederivate werden ohne weitere Reinigung zu den 

entsprechenden Aminen umgesetzt. Dazu wird das Reaktionsgemisch am 

Rotationsverdampfer unter Vakuum bis zur Trockene eingeengt. Hierbei wird auch 

überschüssiger Aldehyd entfernt. Das Reaktionsgemisch wird anschließend in trockenen THF 

aufgenommen und mit 4 Äquivalenten Natriumtriacetoxyborhydrid107 versetzt und 15 

Minuten bei Raumtemperatur rühren gelassen. Danach wird dem Reaktionsansatz 4 

Äquivalente Essigsäure (99,5 %ig) zugesetzt und für weitere 2 Stunden bzw. über Nacht 

rühren gelassen. Die Reaktion wird mittels Dünnschichtchromatographie überwacht 

(Chloroform/Methanol; 9/1, V/V), das Detektionsmittel war Ehrlichs Reagenz. Zum Abbruch 

der Reaktion wird diese auf 0°C gekühlt und vorsichtig Wasser hinzugefügt. Danach wird das 

Gemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum eingeengt, anschließend in Ethylacetat 

aufgenommen und mit einer 1 molaren Kochsalzlösung gewaschen (3 mal 50 ml). Das 

Produkt wird mittels Säulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform 100 %, 

Methanol 0 % bis Chloroform 95 %, Methanol 5 %, V/V). 
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3-N-Benzyliminobenzoesäure  

MS m/z: 224.17 [M-H]-  

  

3-N-Benzylaminobenzoesäure  
MS m/z: 226.17 [M-H]- 

Ausbeute: 450 mg; 1,99 mmol; 99,5 % 

 
3-(N-Cyclohexyl)-iminobenzoesäure (5 mmol)  

MS m/z: 216.34 [M-H]-  

  

3-(N-Cyclohexyl)-aminobenzoesäure 
 

MS m/z: 218.26 [M-H]- 

Ausbeute: n.b. 

 
3-N-Benzylimino-4-methylbenzoesäure  

MS m/z: 238.21 [M-H]-  

  

3-N-Benzylamino-4-methylbenzoesäure  
MS m/z: 240.29 [M-H]- 

Ausbeute: n.b. 

 
3-(N-Cyclohexyl)-imino-4-methylbenzoesäure  

MS m/z: 230.26 [M-H]-  

  

3-(N-Cyclohexyl)-amino-4-methylbenzoesäure 
 

MS m/z: 232.30 [M-H]- 

Ausbeute: n.b. 

 
3-N-Benzylimino-4-methoxybenzoesäure  

MS m/z: 254.22 [M-H]-  

  

3-N-Benzylimino-4-methoxybenzoesäure  

MS m/z: 256.24 [M-H]- 

Ausbeute: n.b. 
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5. Experimentelle Daten 

5.2.2. Darstellung von 3-N,N-Dibenzylaminobenzoesäure 

5 mmol der 3-Aminobenzoesäure wird in 100 ml THF gelöst. Danach werden 20 mmol an 

Benzaldehyd hinzugegeben und unter Rückfluss und unter Benutzung eines 

Wasserabscheiders 2 Stunden erhitzt. Nach dem Abkühlen wird zum Reaktionsgemisch 20 

mmol Natriumtriacetoxyborhydrid107 gegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur rühren 

gelassen. Anschließend wird 20 mmol Essigsäure (99,5 %) hinzugefügt und über Nacht 

rühren gelassen. Die Reaktion wird mittels Dünnschichtchromatographie überwacht 

(Chloroform: Methanol; 80 %: 20 %, V/V) und mit Ehrlichs Reagenz. Zum Abbruch der 

Reaktion wird diese auf 0°C gekühlt und vorsichtig Wasser hinzugefügt. Danach wird das 

Gemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum eingeengt, anschließend in Ethylacetat 

aufgenommen und mit einer 1 molaren Kochsalzlösung gewaschen (3 mal 50 ml). Das 

Produkt wird mittels Säulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform 100 %, 

Methanol 0 % bis Chloroform 95 %, Methanol 5 %, V/V). 

3-N,N-Dibenzylaminobenzoesäure  

MS m/z: 216.26 [M-H]- 

Ausbeute: n.b. 

 

 

5.2.3. Einführung der tert-Butyloxycarbonylgruppe 

Für die Einführung der tert-Butyloxycarbonylgruppe werden die substituierten und 

unsubstituierten 3-Aminobenzoesäuren (1 Äq.) in einer Mischung aus gleichen Teilen 

Methanol und tert-Butanol (total: 100 ml) gelöst und anschließend 4 Äquivalente an Di-tert-

butyloxydicarbonat hinzugegeben159,160,161. Es wird 6 Stunden bzw. über Nacht bei 

Raumtemperatur rühren gelassen. Danach wird das Gemisch am Rotationsverdampfer unter 

Vakuum zur Trockene eingeengt und mittels Säulenchromatographie gereinigt (Gradient: 

Chloroform 100 %, Methanol 0 % bis Chloroform 95 %, Methanol 5 %, V/V). 

Die 3-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-benzoesäurederivate werden nach einer anderen Methode 

gereinigt. Hierbei wird nach Abschluss der Reaktion das Lösungsmittel am 

Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen und das Reaktionsgemisch anschließend in 

heißen Toluol aufgenommen. Das Produkt wird heiß filtriert und der Filterrückstand 

anschließend am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. 
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5.2. Synthese der Verbindungen 

3-N-[Benzyl-(tert-butyloxycarbonyl)-amino]-benzoesäure 
 

MS m/z: 326.24 [M-H]- 

Ausbeute: n.b. 

 
3-N-[Cyclohexyl-(tert-butyloxycarbonyl)-amino]-benzoesäure 

 
MS m/z: 318.26 [M-H]- 

Ausbeute: n.b. 

 
3-N-[Benzyl-(tert-butyloxycarbonyl)-amino]-4-methylbenzoesäure  
MS m/z: 340.25 [M-H]-;  

Ausbeute: n.b. 

 
3-N-[Cyclohexyl-(tert-butyloxycarbonyl)-amino]-4-
methylbenzoesäure  
MS m/z: 332.27 [M-H]-;  

Ausbeute: n.b. 

 
3-N-[Benzyl-(tert-butyloxycarbonyl)-amino]-4-
methoxybenzoesäure 

 

MS m/z: 356.30 [M-H]-; 

Ausbeute: n.b. 

 
3-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-aminobenzoesäure 

 
MS m/z: 356.30 [M-H]-; 

Ausbeute: 1,6 g; 6,75 mmol, 67,5 % 

 
3-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-amino-4-methylbenzoesäure 

 
MS m/z: 250.17 [M-H]- 

Ausbeute: 1,6 g; 6,37 mmol; 63,7 % 

 
3-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-amino-4-methoxybenzoesäure  
MS m/z: 266.27 [M-H]- 

Ausbeute: 2,17 g; 8,57 mmol; 85,7 % 
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5. Experimentelle Daten 

5.2.4. Methode zur Darstellung einer Hydroxylaminlösung aus Hydroxylamin-

hydrochlorid 

Die Herstellung einer frischen Hydroxylaminlösung aus Hydroxylaminhydrochlorid ist 

Ausgangspunkt jeder Synthese, bei der Hydroxylaminhydrochlorid als Ausgangsstoff diente. 

Hierbei wird das Hydroxylaminhydrochlorid in Methanol gelöst und zu einer vorher 

berechneten Menge an Natriummethanolat in Methanol gegeben (10 mmol 

Hydroxylaminhydrochlorid in 100 ml Methanol). Die Lösung wird vor Gebrauch filtriert. 

 

5.2.5 Methoden zur Darstellung der Hydroxamsäuren 

Methode A: Darstellung mittels Thionylchlorid und Hydroxylaminhydrochlorid 

Zuerst wird die jeweilige Carbonsäure (1 Äq.) in Diethylether gelöst, danach das 

Thionylchlorid hinzugetropft (1,5 Äq.) und 30 Minuten unter Rückfluss erhitzt. Anschließend 

wird das Lösungsmittel und überschüssiges Thionylchlorid am Rotationsverdampfer unter 

Vakuum abgezogen. Das Gemisch wird in Diethylether aufgenommen und nacheinander das 

Triethylamin (2 Äq.) und eine frisch hergestellte Hydroxylaminlösung (1,5 Äq.) 

hinzugegeben. Die Reaktion wird mittels Dünnschichtchromatographie überwacht 

(Chloroform: Methanol; 8 %: 2 %, V/V) Als Detektionsmittel dient eine 3 %ige Eisen-(III)-

chloridlösung. Für die Reinigung wurde das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer unter 

Vakuum abgezogen und das Reaktionsgemisch in Ethylacetat aufgenommen. Es wurde mit 

1M HCl-Lösung gewaschen und anschließend die organische Phase über Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und zur Trockene am Rotationsverdampfer eingeengt. Anschließend 

wurde das Produkt mittels Säulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform: 

Methanol; 100 %: 0 % bis 95 %: 5 %, V/V). 

Methode B: Darstellung mittels Chloroethylformiat und Hydroxylaminhydrochlorid 

Zuerst wird die jeweilige Carbonsäure (1. Äq.) in THF gelöst und auf 0°C gekühlt. Danach 

werden Chloroethylformiat (1,2 Äq.) und Triethylamin (1,3 Äq.) hinzugegeben und 10 

Minuten bei 0°C rühren gelassen. Anschließend wird das Gemisch filtriert, das Filtrat zu einer 

frisch hergestellten Hydroxylaminlösung (1,5 Äq.) hinzugetropft und für weitere 30 Minuten 

bei Raumtemperatur rühren gelassen. Die Reaktion wird mittels Dünnschichtchromatographie 

überwacht (Chloroform: Methanol; 80 %: 20 %, V/V), Detektionsmittel ist eine 3 %ige Eisen-

(III)-chloridlösung. Für die Reinigung wurde das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer 

unter Vakuum abgezogen und das Reaktionsgemisch in Ethylacetat aufgenommen. Es wurde 



 

109 
 

5.2. Synthese der Verbindungen 

mit 1M HCl-Lösung gewaschen und anschließend die organische Phase über Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und zur Trockene am Rotationsverdampfer eingeengt. Anschließend 

wurde das Produkt mittels Säulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform: 

Methanol; 100 %: 0 % bis 95 %: 5 %, V/V). 

 

Methode C: Darstellung mittels Chloroethylformiat und O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-

hydroxylamin 

Zuerst wird die jeweilige Carbonsäure (1. Äq.) in THF gelöst und auf 0°C gekühlt. Danach 

werden Chloroethylformiat (1,2 Äq.) und Triethylamin (1,3 Äq.) hinzugegeben und 10 

Minuten bei 0°C rühren gelassen. Anschließend wird das Gemisch filtriert und das Filtrat 

wird zu einem Gemisch aus O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-hydroxylamin (1,5 Äq.) und 

Diisopropylethylamin (1,5 Äq.) in etwas THF hinzugetropft und 4 Stunden bzw. über Nacht 

bei Raumtemperatur rühren gelassen. Die Reaktion wird mittels Dünnschichtchromatographie 

überwacht. Detektionsmittel ist eine 3 %ige Eisen-(III)-chloridlösung. Für die Reinigung wird 

das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen und das 

Reaktionsgemisch in Ethylacetat aufgenommen. Es wird anschließend mit 1M 

Kaliumcarbonatlösung gewaschen und die organische Phase über Natriumsulfat getrocknet, 

filtriert und zur Trockene am Rotationsverdampfer eingeengt. Danach wird das Produkt 

mittels Säulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform + 0,2 % Triethylamin: 

Methanol; 100%: 0 % bis 95 %: 5 %, V/V). 

Methode D: Darstellung mittels PyBOP®, EDC und O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-

hydroxylamin 

Zuerst wird die jeweilige Carbonsäure (1. Äq.) in THF gelöst, anschließend PyBOP® (1,2 

Äq.) und EDC (1,2 Äq.) hinzugegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur rühren gelassen. 

Im Anschluss wird ein Gemisch aus O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-hydroxylamin (1,5 Äq.) 

und Diisopropylethylamin (1,5 Äq.) in etwas THF hinzugetropft und 4 Stunden bzw. über 

Nacht bei Raumtemperatur rühren gelassen. Die Reaktion wird mittels 

Dünnschichtchromatographie überwacht (Chloroform: Methanol; 80 %: 20 %, V/V), 

Detektionsmittel ist eine 3 %ige Eisen-(III)-chloridlösung. Für die Reinigung wurde das 

Lösungsmittel am Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen und das Reaktionsgemisch 

in Ethylacetat aufgenommen. Es wurde mit 1M Kaliumcarbonatlösung gewaschen und 

anschließend die organische Phase über Natriumsulfat getrocknet, filtriert und zur Trockene 
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am Rotationsverdampfer eingeengt. Anschließend wurde das Produkt mittels 

Säulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform + 0,2 % Triethylamin: Methanol; 

100 : 0 bis 95 : 5). 

Methode E: Darstellung mittels PyBOP® und O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)hydroxylamin 

Zuerst wird die jeweilige Carbonsäure (1. Äq.) in THF gelöst, anschließend PyBOP® (1,2 

Äq.) hinzugegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur rühren gelassen. Anschließend wird 

ein Gemisch aus O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-hydroxylamin (1,5 Äq.) und 

Diisopropylethylamin (1,5 Äq.) in etwas THF hinzugetropft und 4 Stunden bzw. über Nacht 

bei Raumtemperatur rühren gelassen. Die Reaktion wird mittels Dünnschichtchromatographie 

überwacht (Chloroform: Methanol; 80 %: 20 %, V/V), Detektionsmittel ist eine 3 %ige Eisen-

(III)-chloridlösung. Für die Reinigung wurde das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer 

unter Vakuum abgezogen und das Reaktionsgemisch in Ethylacetat aufgenommen. Es wurde 

mit 1M Kaliumcarbonatlösung gewaschen und anschließend die organische Phase über 

Natriumsulfat getrocknet, filtriert und zur trockene am Rotationsverdampfer eingeengt. 

Anschließend wurde das Produkt mittels Säulenchromatographie gereinigt (Gradient: 

Chloroform + 0,2 % Triethylamin : Methanol; 100%: 0 % bis 95 %: 5 %, V/V). 

 

5.2.6. Abspaltung der Tetrahydro-2H-pyran-2-ylgruppe 

Die O-Tetrahydro-2H-pyran-2-ylgruppe am stickstoffständigen Sauerstoffatom der 

Hydroxamsäure ist eine basenstabile Schutzgruppe, welche sich im leicht sauren Medium 

abspalten lässt. Hierzu werden zwei Methoden aufgeführt. 

Methode 1: Abspaltung der Tetrahydro-2H-pyran-2-ylgruppe mit para-Toluensulfonsäure 

Die jeweilige THP-geschützte Hydroxamsäure wird in THF gelöst und zusammen mit 

katalytischen Mengen para-Toluensulfonsäure bei Raumtemperatur rühren gelassen. Die 

Reaktion wird mittels Dünnschichtchromatographie überwacht (Chloroform: Methanol; 80 %: 

20 %, V/V), Detektionsmittel ist eine 3 %ige Eisen-(III)-chloridlösung. Anschließend wird 

das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer unter Vakuum entfernt und das Gemisch wird 

säulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform + 0,2 % Ameisensäure/Methanol; 

100 %: 0 % bis 95 %: 5 %, V/V). 

 



 

111 
 

5.2. Synthese der Verbindungen 

Methode 2: Abspaltung der Tetrahydro-2H-pyran-2-ylgruppe mit Salzsäure 

Die jeweilige THP-geschützte Hydroxamsäure wird in THF gelöst und zusammen mit 

katalytischen Mengen konzentrierter Salzsäure bei Raumtemperatur rühren gelassen. Die 

Reaktion wird mittels Dünnschichtchromatographie überwacht (Chloroform : Methanol; 80 % 

: 20 %, V/V). Detektionsmittel ist eine 3 %ige Eisen-(III)-chloridlösung. Anschließend wird 

das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer unter Vakuum entfernt und das Gemisch wird 

Säulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform + 0,2 % Ameisensäure/Methanol; 

100 %: 0 % bis 95 %: 5 %, V/V). 

 

5.2.7. Darstellung der 3-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-benzhydroxamsäuren 

Die 3-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-benzoesäuren werden in diesem Syntheseschritt in ihre 

entsprechenden Benzhydroxamsäurederivate überführt. Die Darstellung erfolgte über einer 

der oben genannten Methoden. 

51a (TH32boc) 
 

Methode: B 

3-(N-tert-Butyloxycarbonyl-N-cyclohexyl)-
aminobenzhydroxamsäure 
MS m/z: 333.27 [M-H]-; 
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.26 (s, 1H, -HN-OH), 9.02 (s, 1H, -NH-OH), 7.69 – 7.64 (m, 1H, 
ArC4-H), 7.46 – 7.39 (m, 2H, ArC2/5-H), 7.24 – 7.19 (m, 1H, ArC6-H), 3.92 (t, J = 12.0 Hz, 1H, -N-
CH-),1.83 – 1.74 (m, 2H, N-CH-CH2-), 1.72 – 1.64 (m, 2H, N-CH-CH2-), 1.54 – 1.46 (m, 1H, -
CH2-), 1.28 (s, 9H, -(CH3)3), 1.25 – 1.19 (m, 2H, -CH2-), 1.10 – 0.98 (m, 2H, -CH2-), 0.93 – 0.80 
(m, 1H, -CH2-). 
 

51b (TH35boc) 
 

Methode: B 

3-(N-tert-Butyloxycarbonyl-N-cyclohexyl)-amino-4-
methylbenzhydroxamsäure 
MS m/z: 348.44 [M-H]- 

 

51c (TH34boc)  

Methode: B 

3-(N-tert-Butyloxycarbonyl-N-benzyl)-amino-4-
methylbenzhydroxamsäure 
MS m/z: 355.30 [M-H]- 
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51d (TH42boc)  

Methode: B 

3-(N-tert-Butyloxycarbonyl-N-benzyl)-amino-4-
methoxybenzhydroxamsäure 
MS m/z: 371.30 [M-H]- 

Ausbeute: 530 mg; 1,42 mmol; 25,5 % 

HR-MS m/z: 281.1134 [M-H]-; berechnet für C13H17N2O5
-: 281.1143 

 

53 (TH40) 

 

Methode: D und 1 

3-(N-tert-Butyloxycarbonyl)-aminobenzhydroxamsäure 

MS m/z: 351.30 [M-H]- 

HPLC: rt 8,42 min (97,07 %) 

Ausbeute: 40 mg; 0,16 mmol; 8 % 

HR-MS m/z: 251.1030 [M-H]-; berechnet für C12H15N2O4
-: 251.1037 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.08 (s, 1H, -HN-OH), 9.44 (s, 1H, -NH-OH), 7.88 (s, 1H, ArC2-
H), 7.50 (d, J = 6.5 Hz, 1H, Ar-H), 7.30 – 7.24 (m, 2H, Ar-H), 1.46 (s, 9H, -(CH3)3). 
 

54 (TH44) 

 

Methode: D und 1 

3-(tert-Butoxycarbonyl)-amino-4-methylbenzhydroxamsäure 

MS m/z: 265.24 [M-H]- 

HPLC: rt 9,62 min (97,22 %) 

Ausbeute: 15 mg; 0,06 mmol; 3 % 

HR-MS m/z: 265.1187 [M-H]-; berechnet für C13H17N2O4
-: 265.1194 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.97 (s, 1H, ArC2-H), 7.41 (d, J = 7.1 Hz, 1H, ArC6-H), 7.08 (d, J = 
7.5 Hz, 1H, ArC5-H), 6.58 (s, 1H, -CONH-Ar), 2.19 (s, 3H, Ar-CH3), 1.46 (s, 9H, -(CH3)3). 
 

55 (TH41) 

 
Methode: D und 1 

3-(N-tert-Butyloxycarbonyl)-amino-4-methoxybenzhydroxamsäure 

MS m/z: 281.20 [M-H]- 

HPLC: rt 8,35 min (98,20 %) 

Ausbeute: 55 mg; 0,2 mmol; 10 % 

HR-MS m/z: 281.1134 [M-H]-; berechnet für C13H17N2O5
-: 281.1143 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 11.01 (s, 1H, -HN-OH), 8.84 (s, 1H, - NH-OH), 8.36 (s, 1H, ArC2-
H), 7.52 (d, J = 8.4, Hz, 1H, ArC6-H), 7.02 (s, 1H, -CONH-Ar), 6.80 (d, J = 8.5 Hz, 1H, ArC5-H), 
3.84 (s, 3H, -O-CH3), 1.49 (d, J = 10.7 Hz, 9H, -(CH3)3). 
 

 

N
H

H
N

O

OHO

O
O

 

N
H

H
N

O

OHO

O

 

N

H
N

O

OH

O O

O

 

N
H

O

H
N

O

OH

O



 

113 
 

5.2. Synthese der Verbindungen 

5.2.8. Darstellung der 3-Aminobenzhydroxamsäuren 

Zur Darstellung der 3-Aminobenzhydroxamsäuren aus ihren Vorstufen den 3-N-(tert-

Butyloxycarbonyl)-benzhydroxamsäuren werden diese in einem Gemisch aus konzentrierter 

Trifluoressigsäure und Dichlormethan gelöst (1: 4, V/V) und eine Stunde bei Raumtemperatur 

rühren gelassen162. Die Reaktion wird mittels Dünnschichtchromatographie überwacht 

(Chloroform: Methanol; 80 %: 20 %, V/V), Detektionsmittel ist eine 3 %ige Eisen-(III)-

chloridlösung. Nachdem die Boc-Schutzgruppe vollständig abgespalten ist, wird die Reaktion 

auf 0°C gekühlt und vorsichtig eine 1M Kaliumcarbonatlösung hinzugetropft, bis die wässrige 

Phase einen pH-Wert zwischen 4 und 5 aufweist. Die organische Phase wird abgetrennt, mit 

einer 1M-Natriumchloridlösung gewaschen und anschließend über Natriumsulfat getrocknet, 

filtriert und am Rotationsverdampfer unter Vakuum zur Trockene eingeengt. Anschließend 

wurde das Produkt mittels Säulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform/Methanol; 

100/0 bis 95/5, V/V). 

52a (TH32) 

 
3-(N-Cyclohexyl)-aminobenzhydroxamsäure 

MS m/z: 233.36 [M-H]- 

HPLC: rt 5,67 min (96,62 %) 

Ausbeute: 25 mg; 0,11 mmol; 2,2 % 

HR-MS m/z: 235.1442 [M+H]+; berechnet für C13H19N2O2
+: 235.1441 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 10.96 (s, 1H, -HN-OH), 8.83 (s, 1H, -NH-OH), 7.15 – 7.09 (m, 1H, 
Ar-H), 7.09 – 7.02 (m, 1H, Ar-H), 6.89 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Ar-H), 6.80 (d, J = 7.7 Hz, 1H, Ar-H), 
6.68 – 6.62 (m, 1H, -NH-Ar), 5.56 (d, J = 7.7 Hz, 1H, CH2-NH-Ar), 1.95 – 1.84 (m, 2H, -CH2-), 
1.74 – 1.64 (m, 2H, -CH2-), 1.62 – 1.54 (m, 1H, -CH2-), 1.37 – 1.06 (m, 6H, -CH2-). 
 

52b (TH28) 

 
3-N-Benzylaminobenzhydroxamsäure 

MS m/z: 241.29 [M-H]- 

HPLC: rt 7,02 min (95,07 %) 

Ausbeute: 7 mg; 0,03 mmol; 1,5 % 

HR-MS m/z: 243.1130 [M+H]+; berechnet für C14H15N2O2
+: 243.1128; 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 10.95 (s, 1H, -HN-OH), 8.83 (s, 1H, -NH-OH), 7.38 – 7.24 (m, 4H, 
Ar-H), 7.20 (t, J = 6.9 Hz, 1H, Ar-H), 7.06 (t, J = 7.8 Hz, 1H, Ar-H), 6.95 (s, 1H, Ar-H), 6.84 (d, J 
= 7.6 Hz, 1H, Ar-H), 6.66 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Ar-H), 6.41 (t, J = 5.9 Hz, 1H, Ar-H), 4.27 (d, J = 5.9 
Hz, 2H, -CH2-). 
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5. Experimentelle Daten 

52c (TH35) 

 
3-(N-Cyclohexyl)-amino-4-methylbenzhydroxamsäure 

MS m/z: 249.03 [M+H]+ 

HPLC: rt 6,70 min (95,18 %) 

Ausbeute: 140 mg; 0,56 mmol; 11,2 % 

HR-MS m/z: 249.1598 [M+H]+; berechnet für C14H21N2O2
+: 249.1598 

1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 10.99 (s, 1H, -HN-OH), 8.81 (s, 1H, -NH-OH), 6.99 (d, J = 7.6 Hz, 
1H, Ar-H), 6.90 (d, J = 11.9 Hz, 1H, Ar-H), 6.87 (d, J = 6.6 Hz, 1H, Ar-H), 2.08 (s, 3H, Ar-CH3), 
1.98 – 1.90 (m, 2H, -CH2-), 1.77 – 1.69 (m, 2H, -CH2-), 1.66 – 1.58 (m, 1H, -CH2-), 1.41 – 1.11 (m, 
6H, -CH2-).

  

 

52d (TH34) 

 
3-N-Benzylamino-4-methylbenzhydroxamsäure 

MS m/z: 255.33 [M-H]-;  

HPLC: rt 7,87 min (99,23 %) 

Ausbeute: 145 mg; 0,57 mmol; 11,4 % 

HR-MS m/z: 255.1133 [M-H]-; berechnet für C15H15N2O2
-: 255.1139; 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 10.88 (s, 1H, -HN-OH), 8.75 (s, 1H, -NH-OH), 7.38 – 7.24 (m, 4H, 
Ar‘-H), 7.24 – 7.14 (m, 1H, Ar‘C4-H), 6.99 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArC6-H), 6.85 (dd, J = 7.6, 1.5 Hz, 
1H, ArC5-H), 6.79 (d, J = 1.4 Hz, 1H, ArC2-H), 5.72 (t, J = 6.1 Hz, 1H, CH2-NH-Ar), 4.38 (d, J = 
6.0 Hz, 2H, CH2-NH-Ar), 2.16 (s, 3H, Ar-CH3). 
 

52e (TH42) 

 3-N-Benzylamino-4-methoxybenzhydroxamsäure 

MS m/z: 271.34 [M-H]- 

HPLC: rt 7,42 min (98,29%) 

Ausbeute: 160 mg; 0,6 mmol; 10% 

HR-MS m/z: 273.1235 [M+H]+; berechnet für:C15H17N2O3
+: 273.1234+; 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 10.83 (s, 1H, -HN-OH), 8.70 (d, J = 1.9 Hz, 1H, -NH-OH), 7.35 – 
7.24 (m, 4H, Ar-H), 7.23 – 7.14 (m, 1H, Ar-H), 7.00 – 6.94 (m, J = 8.2, 2.0 Hz, 1H), 6.85 – 6.80 
(m, 2H, Ar-H), 5.61 (t, J = 6.4 Hz, 1H, CH2-NH-Ar), 4.34 (d, J = 6.3 Hz, 2H,-CH2-), 3.83 (s, 3H, 
Ar-O-CH3). 
 

5.2.9. Darstellung der 3-N,N-Dibenzylaminobenzhydroxamsäure und 3-N,N-

Dimethylaminobenzhydroxamsäure 

Zur Darstellung dieser beiden Hydroxamsäuren wurden die jeweiligen Carbonsäuren nach 

Methode F behandelt und im Anschluss mittels Methode 2 in ihre Hydroxamsäuren überführt. 
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5.2. Synthese der Verbindungen 

56 (TH36) 

 
3-N,N-Dimethylaminobenzhydroxamsäure 

MS m/z: 181.13 [M+H]+ 

HPLC: rt 2,31 min (95,41%) 

Ausbeute: 90 mg; 0,5 mmol; 50% 

HR-MS m/z: 181.0973 [M+H]+; berechnet für C9H13N2O2
+: 181.0972 

1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 11.07 (s, 1H, -HN-OH), 7.24 – 7.19 (m, 1H, Ar-H), 7.05 (s, 1H, Ar-
H), 7.00 (d, J = 7.3 Hz, 1H, Ar-H), 6.84 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Ar-H), 2.92 (s, 6H, -N-(CH3)2). 
 

57 (TH72) 

 3-Dibenzylaminobenzhydroxamsäure 

MS m/z: 331.29 [M-H]- 

HPLC: rt 13,35 min (95,68%) 

Ausbeute: 110 mg; 0,33 mmol 

HR-MS m/z: 333.1599 [M-H]-; berechnet für: C21H21N2O2
+: 333.1598 

1 H NMR (400 MHz, DMSO) δ 10.99 (s, 1H, -HN-OH), 8.84 (d, J = 1.6 Hz, 1H, -NH-OH), 7.37 – 
7.27 (m, 4H, Ar-H), 7.27 – 7.16 (m, 6H, Ar-H), 7.10 (dd, J = 16.8, 8.8 Hz, 2H, Ar-H), 6.92 (d, J = 
7.6 Hz, 1H, Ar-H), 6.76 (dd, J = 8.2, 2.3 Hz, 1H, Ar-H), 4.70 (s, 4H, -N-(CH2-Ar)2). 
 

 

5.2.10. Darstellung verschiedener Hydroxamsäuren aus kommerziell erhältlichen 

Carbonsäuren 

Zur Darstellung dieser Hydroxamsäuren wurden die jeweiligen Carbonsäuren nach Methode 

E behandelt und im Anschluss mittels Methode 1 bzw. 2 in ihre Hydroxamsäuren überführt. 

60 

 

Methode: E und 1 

Chinaldin-2-hydroxamsäure 

MS m/z: 189.11 [M+H]+ 

HPLC: rt 8,70 min (96,06%) 

Ausbeute: 65 mg; 0,35 mmol; 35% 

HR-MS m/z: 189.0657 [M+H]+; berechnet für C10H9N2O2
+: 189.0659 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ (bs, 1H, -HN-OH), 8.53 (d, J = 8.5 Hz, 1H, ArC4-H), 8.10 – 8.02 (m, 
3H, Ar-H), 7.88 – 7.80 (m, 1H, ArC6-H), 7.73 – 7.65 (m, 1H, ArC7-H). 
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5. Experimentelle Daten 

61 

 

Methode: E und 1 

4,5,6,7-Tetrahydrobenzothiophen-2-hydroxamsäure 

MS m/z: 196.27 [M-H]- 

HPLC: rt 9,97 min (98,15%) 

Ausbeute: 35 mg; 0,18 mmol; 18% 

HR-MS m/z: 220,0403 [M+Na]+; berechnet für C9H11NO2SNa+: 220.0403 
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 10.53 (s, 1H, -HN-OH), 8.94 (s, 1H, -NH-OH), 7.19 (s, 1H, ArC3-
H), 2.83 (d, J = 6.0 Hz, 2H, -C7H2-), 2.64 (d, J = 5.8 Hz, 2H, -C4H2), 1.63 (dd, J = 9.8, 6.8 Hz, 4H, 
-C4/5H2).

  

 

62 

 
Methode: E und 2 

3-Benzyloxy-4-methoxybenzhydroxamsäure 

MS m/z: 274.04 [M+H]+ 

HPLC: rt 10,85 min (98,46%) 

Ausbeute: 110 mg; 0,4 mmol; 40,25% 

HR-MS m/z: 274.1073 [M+H]+; berechnet für C15H16NO4
+: 274.1074 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.03 (s, 1H, -HN-OH), 8.87 (s, 1H, -NH-OH), 7.47 – 7.41 (m, 3H, 
Ar-H), 7.41 – 7.35 (m, 3H, Ar-H), 7.35 – 7.29 (m, 1H, Ar-H), 7.01 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar-H), 5.09 
(s, 2H, O-CH2-Ar), 3.79 (s, 3H, Ar-O-CH3). 
 

63 

 
Methode: E und 2 

3-(4-Methylphenylsulfonamido)-4-methoxy-benzhydroxamsäure 

MS m/z: 335.32 [M-H]-;  

HPLC: rt 8,24 min (99,51%) 

Ausbeute: 25 mg; 0,075 mmol; % 

HR-MS m/z: 337.0855 [M+H]+; berechnet für: C15H17N2O5S
+: 337.0853 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.25 (s, 1H, -HN-OH), 9.87 (s, 1H, -Ar-NH-SO2), 8.98 (s, 1H, -
NH-OH), 8.13 (s, 1H, ArC2-H), 7.90 (d, J = 7.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.20 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-H), 7.03 
– 6.87 (m, 4H, Ar-H), 4.03 – 3.83 (m, 3H, Ar-O-CH3), 2.12 (s, 3H, Ar‘-CH3). 
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5.2. Synthese der Verbindungen 

3.5.11. Darstellung bestimmter 3-Amino-4-alkoxybenzoesäuremethylester 

Für die Darstellung kommerziell nicht verfügbarer substituierter 3-Amino-4-alkoxy-

benzoesäureester wurde der Grundkörper im Labor synthetisiert. Als Ausgangsstoff dienten 

die jeweiligen para-Alkoxybenzoesäuren. 

Darstellung der para-Alkoxybenzoesäuremethylester 

Zur Darstellung der para-Alkoxybenzoesäuremethylester werden die para-Alkoxy-

benzoesäuren (1 Äq.) in Methanol (50 – 100 ml) gelöst und auf 0°C gekühlt. Anschließend 

wird vorsichtig Thionylchlorid hinzugetropft, das Gemisch auf Raumtemperatur erwärmen 

gelassen, und danach für 30 Minuten unter Rückfluss erhitzt. Die Reaktion wird mittels 

Dünnschichtchromatographie überwacht (Chloroform: Methanol; 80 %: 20 %, V/V). 

Anschließend wird das Lösungsmittel und überschüssiges Thionylchlorid am 

Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen, das Reaktionsgemisch in Ethylacetat 

aufgenommen und mit 1M Natriumhydroxid-Lösung gewaschen (3 mal 50 ml). Die 

organische Phase wird über Natriumsulfat getrocknet und im Anschluss mittels 

Säulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform: Methanol; 100 %: 0 % bis 95 %: 

5 %, V/V). 

41  

4-Ethoxybenzoesäuremethylester 

MS m/z: 181.21 [M-H]- 
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 7.94 – 7.80 (m, 2H, ArC2/6-H), 7.08 – 6.93 (m, 2H, ArC3/5-H), 4.15 – 
4.02 (m, 2H, -O-CH2-CH3), 3.79 (s, 3H, Ar-COOCH3), 1.32 (t, J = 7.0 Hz, 3H, -O-CH2-CH3). 
Darstellung der 3-Nitro-4-alkoxybenzoesäuremethylester 

Zur Darstellung der 3-Nitro-4-alkoxybenzoesäuremethylester werden die para-

Alkoxybenzoesäuremethylester auf 0°C gekühlt und eine auf 0°C gekühlte Nitriersäure 

hinzugetropft. Die Reaktion wird für 1 Stunde ohne weitere Kühlung rühren gelassen. 

Anschließend wird Eis hinzugegeben und das Reaktionsgemisch über einer Fritte mit 

Saugflasche und Vakuum abgezogen. Das Produkt wird mit Wasser gewaschen und 

anschließend am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, danach wird aus heißem 

Ethanol umkristallisiert. Die ausfallenden Nadeln werden über einer Fritte mit Saugflasche 

und Vakuum abgezogen und mit kaltem Ethanol gewaschen. Eine weitere Reinigung ist nicht 

nötig. 
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5. Experimentelle Daten 

Zur Herstellung der Nitriersäure legt man die Salpetersäure (68 %ig) vor und fügt unter 

Kühlen und Rühren langsam die Schwefelsäure (konz.) hinzu. Für 10 mmol para-

Alkoxybenzoesäuremethylester benötigt man 1 ml Salpetersäure (15 mmol) und 1,2 ml 

Schwefelsäure. 

 

42a  

4-Ethoxy-3-nitrobenzoesäuremethylester 

MS m/z: 225.99 [M+H]+-; 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 8.33 (s, 1H, ArC2-H), 8.15 (s, 1H, ArC6-H), 7.45 (s, 1H, ArC5-H), 
4.29 (s, 2H, -O-CH2-CH3), 3.83 (s, 3H, Ar-COOCH3), 1.33 (s, 3H, -O-CH2-CH3). 
 

42b  
4-Propoxy-3-nitrobenzoesäuremethylester 

MS m/z: 239.91 [M+H]+ 

 

 

42c  

4-Isopropoxy-3-nitrobenzoesäuremethylester 

MS m/z: 239.88 [M+H]+ 
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5.2. Synthese der Verbindungen 

Darstellung der 3-Amino-4-alkoxybenzoesäuremethylester 

Zur Darstellung der 3-Amino-4-alkoxybenzoesäuremethylester werden die 3-Nitro-4-alkoxy-

benzoesäuremethylester (1 Äq.) in einer Mischung aus Methanol und 1M Salzsäure-Lösung 

(4/1, V/V) gelöst, mit Eisenspänen (10 Äq.) versetzt und für eine Stunde unter Rückfluss 

erhitzt. Die Reaktion wird mittels Dünnschichtchromatographie überwacht (Chloroform: 

Methanol; 8 %: 2 %, V/V), das Detektionsmittel ist Ehrlichs Reagenz. Anschließend wird das 

Reaktionsgemisch filtriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer unter Vakuum eingeengt. 

Das Gemisch wird in Ethylacetat aufgenommen und mit einer 1M Natriumcarbonatlösung 

gewaschen. Die wässrige Phase wird auf einen pH-Wert zwischen 4-5 eingestellt. Danach 

wird das Produkt mittels Säulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform: Methanol; 

100 %: 0 % bis 95 %: 5 %, V/V). 

 

43’a 
 

4-Ethoxy-3-aminobenzoesäuremethylester 

MS m/z: 196.05 [M+H]+ 

 

 

43’b  
4-Propoxy-3-aminobenzoesäuremethylester 

MS m/z: 210.09 [M+H]+ 

 

 

43’c 
 

4-Isopropoxy-3-aminobenzoesäuremethylester 

MS m/z: 209.93 [M+H]+ 

 

 

  

O

O

O

H2N

 

O

O

O

H2N

O

O

O

H2N



 

120 
 

5. Experimentelle Daten 

3.5.12. Darstellung der 3-Aminobenzoesäuremethylester 

Zur Darstellung der 3-Aminobenzoesäuremethylester werden die 3-Aminobenzoesäuren (1 

Äq.) in Methanol (50 – 100 ml) gelöst und auf 0°C gekühlt, anschließend wird vorsichtig 

Thionylchlorid hinzugetropft, Gemisch auf Raumtemperatur erwärmen gelassen und danach 

wird 30 Minuten unter Rückfluss erhitzt. Die Reaktion wird mittels Dünnschicht-

chromatographie überwacht. Anschließend wird das Lösungsmittel und überschüssiges 

Thionylchlorid am Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen, das Reaktionsgemisch in 

Ethylacetat aufgenommen und mit 1M Natriumhydroxidlösung gewaschen (3 mal 50 ml). Die 

organische Phase wird über Natriumsulfat getrocknet und anschließend mittels 

Säulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform: Methanol; 100 %: 0 % bis 95 %: 

5 %, V/V). 

3-Amino-4-methoxybenzoesäuremethylester  
MS m/z: 182.23 [M+H] + 

Ausbeute: 3,64 g ; 19,97 mmol; 99,8 % 
1H NMR: (400 MHz, DMSO) δ 7.26 (d, J = 2.0 Hz, 1H, ArC2-H), 7.20 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1H, 
ArC6-H), 6.86 (d, J = 8.4 Hz, 1H, ArC5-H), 5.01 (s, 2H, Ar-NH2), 3.81 (s, 3H, Ar-COOCH3), 3.75 (s, 
3H, -O-CH3). 
 

3.5.13. Esterhydrolyse der 3-Amidobenzoesäuremethylester 

Zur Hydrolyse der Methylester werden die 3-Amidobenzoesäuremethylester in Methanol (50 

– 100 ml) gelöst, mit einer berechneten Menge an 1M Natriumcarbonatlösung (10 Äq.) oder 

1M Natriumhydroxidlösung (10 Äq.) versetzt und je nach Verlauf der Reaktion bei 

Raumtemperatur bzw. unter Rückfluss erhitzt rühren gelassen. Die Reaktion wird mittels 

Dünnschichtchromatographie überwacht (Chloroform: Methanol; 80 %: 20 %, V/V). 

Anschließend wird das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen, das 

Reaktionsgemisch in Ethylacetat aufgenommen und mit 1M Salzsäurelösung gewaschen (3 

mal 50 ml). Die organische Phase wird über Natriumsulfat getrocknet und anschließend 

mittels Säulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform: Methanol; 100 %: 0 % bis 

95 %: 5 %, V/V). 

3.5.14. Methoden zur Darstellung der 3-Amidobenzoesäuren 

Methode I: Darstellung mittels Thionylchlorid 

Zur Darstellung der 3-Amidobenzoesäuren bzw. 3-Amidobenzoesäuremethylester wird die 

Carbonsäurekomponente, die im weiteren Verlauf der Reaktion die Amidbindung eingeht, mit 

Thionylchlorid in das entsprechende Carbonsäurechlorid überführt. Zuerst wird die 

H2N
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5.2. Synthese der Verbindungen 

Carbonsäure (2 Äq.) auf 0°C gekühlt und anschließend das Thionylchlorid (3 Äq.) 

hinzugetropft. Danach wird das Reaktionsgemisch vorsichtig unter Rückfluss erhitzt bis keine 

Gasentwicklung mehr zu beobachten ist. Anschließend wird am Rotationsverdampfer unter 

Vakuum das überschüssige Thionylchlorid abgezogen und das verbliebene Säurechlorid in 

trockenem THF aufgenommen. Dieses wird zu einem Gemisch aus der jeweiligen 3-

Amidobenzoesäure (1 Äq.) bzw. dem 3-Amidobenzoesäuremethylester (1 Äq.) zusammen mit 

Triethylamin (3 Äq.) gelöst in THF getropft und für 4 Stunden bzw. über Nacht rühren 

gelassen. Die Reaktion wird mittels Dünnschichtchromatographie überwacht (Chloroform: 

Methanol; 80 %: 20 %, V/V), das Detektionsmittel ist Ehrlichs Reagenz. Zur Reinigung wird 

das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen, anschließend 

wieder in Ethylacetat aufgenommen und mit 1M Natriumcarbonatlösung gewaschen (3 mal 

50 ml). Die organische Phase wird über Natriumsulfat getrocknet, filtriert und am 

Rotationsverdampfer unter Vakuum zur Trockene eingeengt und anschließend mittels 

Säulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform: Methanol; 100 %: 0 % bis 95 %: 

5 %, V/V). 

Methode II: Darstellung mittels PyBOP® 

Zur Darstellung der 3-Amidobenzoesäuremethylester wird die Carbonsäurekomponente, die 

im weiteren Verlauf der Reaktion die Amidbindung eingeht, mit PyBOP® aktiviert. Zuerst 

wird die Carbonsäure (1,5 Äq.) in THF gelöst. Anschließend werden PyBOP® (1,8 Äq.) und 

DIPEA (2 Äq.) hinzugegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur rühren gelassen. Danach 

wird der jeweilige 3-Aminobenzoesäuremethylester gelöst in THF hinzugetropft und 4 

Stunden bzw. über Nacht rühren gelassen. Die Reaktion wird mittels 

Dünnschichtchromatographie überwacht (Gradient: Chloroform: Methanol; 80 %: 20 %, 

V/V), das Detektionsmittel ist Ehrlichs Reagenz. Die Reinigung des Reaktionsgemisches 

erfolgt wie unter Methode I beschrieben. 

Methode III: Darstellung mittels Benzoylchlorid 

Zur Darstellung der 3-Amidobenzoesäuren, bzw. 3-Amidobenzoesäuremethylester wird der 

jeweilige 3-Aminobenzoesäuremethylester (1 Äq.) zusammen mit DIPEA (3 Äq.) in THF 

gelöst, anschließend wird Benzoylchlorid (2 Äq.) hinzugetropft und 4 Stunden bzw. über 

Nacht rühren gelassen. Die Reaktion wird mittels Dünnschichtchromatographie überwacht 

(Gradient: Chloroform: Methanol; 80 %: 20 %, V/V), das Detektionsmittel ist Ehrlichs 

Reagenz. Die Reinigung des Reaktionsgemisches erfolgt wie unter Methode I beschrieben. 
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5. Experimentelle Daten 

22a 

 Aktivierung: Methode I 

3-Benzamidobenzoesäuremethylester 

MS m/z: 256.02 [M+H]+; 

 

23b 

 Aktivierung: Methode II 

3-Benzamido-4-methylbenzoesäure 

MS m/z: 254.23 [M-H]-; 

Ausbeute: 140 mg; 0,55 mmol; 55 %  

 

22c 

 Aktivierung: Methode II 

3-(Chinaldin-2-carboxamido)-4-methylbenzoesäuremethylester 

MS m/z: 321.18 [M+H]+; 

Ausbeute: 255 mg; 0,8 mmol; 80 %  

 

23d 
 Aktivierung: Methode II 

3-Benzamido-4-methoxybenzoesäure 

MS m/z: 270.23 [M-H]-; 

 

22e  
Aktivierung: Methode I 

3-(4-Biphenyl)-amido-4-methoxybenzoesäuremethylester 

MS m/z: 360.32 [M-H]- 

Ausbeute: 900 mg; 2,49 mmol; 71,2 %  

 

22f 
 Aktivierung: Methode I 

3-(3-Biphenyl)-amido-4-methoxybenzoesäuremethylester 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 
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5.2. Synthese der Verbindungen 

22g 
 Aktivierung: Methode II 

3-(4-Methoxyphenyl)-amido-4-methoxybenzoesäuremethylester 

MS m/z: 338.32 [M+Na]+; 

 

22h 
 Aktivierung: Methode II 

3-(4-Chlorphenyl)-amido-4-methoxybenzoesäuremethylester 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

22i 
 Aktivierung: Methode I 

3-(2-Chlorphenyl)-amido-4-methoxybenzoesäuremethylester 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

22j 
 Aktivierung: Methode I 

3-(2,4-Dichlorphenyl)-amido-4-methoxybenzoesäuremethylester 

MS m/z: 353.95 [M+H]+; 

 

22l  
Aktivierung: Methode I 

3-(4-Biphenyl)-amido-4-ethoxybenzoesäuremethylester 

MS m/z: 375.95 [M+H]+; 

 

23o 

 Aktivierung: Methode II 

3-Benzamido-4-chlorbenzoesäure 

MS m/z: 274.13 [M-H]- 
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5. Experimentelle Daten 

22p 

 Aktivierung: Methode I 

3-(4-Chlorphenyl)-amido-4-chlorbenzoesäuremethylester 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

22q 

 Aktivierung: Methode II 

3-(4-Methoxyphenyl)-amido-4-chlorbenzoesäuremethylester 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

22r 

 Aktivierung: Methode II 

3-(4-Phenoxyphenyl)-amido-4-chlorbenzoesäuremethylester 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

22s 

 Aktivierung: Methode II 

3-(3-Phenoxyphenyl)-amido-4-chlorbenzoesäuremethylester 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

22t 

 Aktivierung: Methode II 

3-(3-Benzoylphenyl)-amido-4-chlorbenzoesäuremethylester 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

22u 

 Aktivierung: Methode I 

3-(4-Nitrophenyl)-amido-4-chlorbenzoesäuremethylester 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

  

N
H

O

O

O
Cl

Cl

N
H

O

O

O
Cl

O

N
H

O

O

O
Cl

O

N
H

O

O

O
Cl

O

N
H

O

O

O
Cl

O

N
H

O

O

O
Cl

O2 N



 

125 
 

5.2. Synthese der Verbindungen 

22v 

 Aktivierung: Methode III 

3-Benzamido-4-brombenzoesäuremethylester 

MS m/z: 335.94 [M+H]+; 

 

22w 

 Aktivierung: Methode II 

3-Benzamido-4-Fluorbenzoesäuremethylester 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

22x 

 Aktivierung: Methode III 

3-Benzamido-4-trifluormethylbenzoesäuremethylester 

MS m/z: 322.42 [M-H]-; 

 

43a 
 

Aktivierung: Methode III 

3-Benzamido-4-ethoxybenzoesäuremethylester 

MS m/z: 298.23 [M-H]-; 

 

43b 
 

Aktivierung: Methode III 

3-(Benzamido-4-isopropoxybenzoesäuremethylester 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

43c 
 

Aktivierung: Methode III 

3-Benzamido-4-propoxybenzoesäuremethylester 

MS m/z: 312.23 [M-H]-; 

 

3.5.15. Darstellung des 3-(N-Phenyl)-carboxamidobenzoesäuremethylesters 

Zur Darstellung des 3-(N-Phenyl)-carboxamidobenzoesäuremethylesters dient der 

kommerziell erhältliche 3-Carbonsäurebenzoesäuremethylester als Ausgangsstoff. Dazu wird 

dieser in Anilin gelöst und auf 0°C gekühlt. Anschließend wird vorsichtig Thionylchlorid 
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5. Experimentelle Daten 

hinzugetropft. Danach wird das Reaktionsgemisch vorsichtig unter Rückfluss erhitzt bis keine 

Gasentwicklung mehr zu beobachten ist. Im Anschluss wird am Rotationsverdampfer unter 

Vakuum das überschüssige Thionylchlorid und Anilin abgezogen. Das Gemisch wird in 

Ethylacetat aufgenommen und mit einer 1M Natriumcarbonatlösung gewaschen (3 mal 25 

ml). Die organische Phase wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum zur Trockene 

eingeengt und das Produkt anschließend mittels Säulenchromatographie gereinigt (Gradient: 

Chloroform: Methanol; 100 %: 0 % bis 95 %: 5 %, V/V). 

TH97AE 
 

3-(N-Phenyl)-carboxamidobenzoesäuremethylester 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

3.5.16. Darstellung von 9-Oxo-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-carbonsäure 

Zur Darstellung der 9-Oxo-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-carbonsäure wird 2-

Aminoterephthalsäure (1 Äq.) zusammen mit Cyclohexanon (1 Äq.) in Diphenylether gelöst 

und auf 230°C unter Rückfluss erhitzt. Danach wird stündlich Cyclohexanon (1. Äq.) 

hinzugetropft. Die Reaktion wird mittels Dünnschichtchromatographie überwacht, 

Detektionsmittel ist Ehrlichs Reagenz. Anschließend wird die Reaktion auf Raumtemperatur 

erkalten gelassen und überschüssiges Cyclohexanon am Rotationsverdampfer unter Vakuum 

abgezogen. Anschließend wird das Reaktionsgemisch für weitere 6 Stunden unter Rückfluss 

erhitzt. Nach dem Abkühlen wird das Produkt über einer Fritte und Saugflasche mittels 

Vakuum abgezogen und mit Heptan gewaschen (3 mal 50 ml). Eine weitere Reinigung ist 

nicht notwendig. 

 

27  
9-Oxo-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-carbonsäure 

MS m/z: 242.26 [M-H]- 

Ausbeute: 6,15 g; 25 mmol; 91,5 %  
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 13.22 (s, 1H, -NH-), 11.50 (s, 1H, Ar-COOH), 8.19 – 8.04 (m, 2H, 
Ar-H), 7.69 (dd, J = 8.4, 1.6 Hz, 1H, Ar-H), 2.75 – 2.66 (m, 2H, -C8-H2), 2.43 (t, J = 6.2 Hz, 2H, 
C5-H2), 1.83 – 1.62 (m, 4H, C6/7-H2). 
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5.2. Synthese der Verbindungen 

3.5.17. Darstellung von 3,5-bis-Benzamidobenzoesäure 

Zur Darstellung der 3,5-bis-Benzamidobenzoesäure wird Benzoesäure zusammen mit 

Triethylamin in THF gelöst und auf 0°C gekühlt. Danach wird das Chloroethylformiat 

hinzugetropft und 15 Minuten rühren gelassen. Im Anschluss wird das Gemisch filtriert, das 

Filtrat direkt in eine Lösung aus 3,5-Diaminbenzoesäure in THF geleitet und bei 

Raumtemperatur rühren gelassen. Die Reaktion wird mittels Dünnschichtchromatographie 

überwacht, Detektionsmittel ist Ehrlichs Reagenz. Danach wird das Lösungsmittel am 

Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen und das Reaktionsgemisch mittels 

Säulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform: Methanol; 100 %: 0 % bis 95 %: 

5 %, V/V). 

24  
3,5-bis-Benzamidobenzoesäure 

MS m/z: 359.26 [M-H]- 

 

 

 

3.5.17. Darstellung der 3-Amidobenzoesäuren 

Die Darstellung der 3-Amidobenzoesäuren erfolgt aus ihren 3-Amidobenzoesäure-

methylestern mittels Esterhydrolyse (Absatz: 3.5.13. Esterhydrolyse der 3-Amidobenzoe-

säuremethylester). 

23a 
 

3-Benzamidobenzoesäure 

MS m/z: 240.19 [M-H]- 

 

23c 
 

3-(Chinaldin-2-carboxamido)-4-methylbenzoesäure 

MS m/z: 305.23 [M+H]+ 

 

23e  

3-(4-Biphenyl)-amido-4-methoxybenzoesäure 

MS m/z: 346.21 [M-H]- 
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5. Experimentelle Daten 

23f  
3-(3-Biphenyl)-amido-4-methoxybenzoesäure 

MS m/z: 346.21 [M-H]- 

 

23g  
3-(4-Methoxyphenyl)-amido-4-methoxybenzoesäure 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

23h  
3-(4-Chlorphenyl)-amido-4-methoxybenzoesäuremethylester 

MS m/z: 304.17 [M-H]- 

 

23i  
3-(2-Chlorphenyl)-amido-4-methoxybenzoesäure 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

23j  
3-(2,4-Dichlorphenyl)-amido-4-methoxybenzoesäure 

MS m/z: 338.09 [M-H]- 

 

23l  

3-(4-Biphenyl)-amido-4-ethoxybenzoesäure 

MS m/z: 360.26 [M+H]+ 

 

23p 
 

3-(4-Chlorphenyl)-amido-4-chlorbenzoesäure 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

23q 
 

3-(4-Methoxyphenyl)-amido-4-chlorbenzoesäure 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 
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5.2. Synthese der Verbindungen 

23r 
 

3-(4-Phenoxyphenyl)-amido-4-chlorbenzoesäure 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

23s 
 

3-(3-Phenoxyphenyl)-amido-4-chlorbenzoesäure 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

23t 
 

3-(3-Benzoylphenyl)-amido-4-chlorbenzoesäure 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

23u 
 

3-(4-Nitrophenyl)-amido-4-methoxybenzoesäure 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

23v 
 

3-Benzamido-4-brombenzoesäure 

MS m/z: 318.10 [M-H]- 

 

23w 
 

3-Benzamido-4-Fluorbenzoesäure 

MS m/z: 258.16 [M-H]- 

 

23x 
 

3-Benzamido-4-trifluormethylbenzoesäure 

MS m/z: 308.24 [M-H]- 

 

44a  

3-Benzamido-4-ethoxybenzoesäure 

MS m/z: 284.19 [M-H]- 
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5. Experimentelle Daten 

44b  

3-Benzamido-4-isopropoxybenzoesäure 

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. 

 

44c  

3-Benzamido-4-propoxybenzoesäure 

MS m/z: 298.23 [M-H]- 
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5.2. Synthese der Verbindungen 

3.5.18. Darstellung der 3-Amidobenzhydroxamsäuren 

Die 3-Amidobenzhydroxamsäuren wurden direkt aus den jeweiligen 3-Amidobenzoesäuren 

oder über die Zwischenstufe der O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-3-amidobenzhydroxamsäuren 

dargestellt. 

50a (TH31) 

 
Methode: B 

3-Benzamidobenzhydroxamsäure 

MS m/z: 255.23 [M-H]- 

HPLC: rt 9,88min (86,11%) 

Ausbeute: 20 mg; 0,08 mmol; 4 %  

HR-MS m/z: 257.0923 [M+H]+; berechnet für: C14H13N2O3
+: 257.0921 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.11 (s, 1H, -NH-OH), 9.47 (s, 1H, -CONH-Ar), 9.02 (s, 1H, -NH-
OH), 8.22 – 8.15 (m, 1H, Ar-H), 8.02 – 7.87 (m, 3H, Ar-H), 7.64 – 7.47 (m, 3H, Ar-H), 7.47 – 7.33 
(m, 2H, Ar-H). 
 

50b (TH33) 

 
Methode: B 

3-Benzamido-4-methylbenzhydroxamsäure 

MS m/z: 269.25 [M-H]- 

HPLC: rt 9,83 min (96,67%) 

Ausbeute: 35 mg; 0,13 mmol; 6,5 %  

HR-MS m/z: 271.1079 [M+H]+; berechnet für: C15H15N2O3
+: 271.1077 

1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 11.17 (s, 1H, -NH-OH), 9.97 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.97 (s, 1H, -NH-
OH), 8.00 – 7.95 (m, 2H, Ar-H), 7.77 (s, 1H, Ar-H), 7.62 – 7.50 (m, 4H, Ar-H), 7.34 (d, J = 8.2 Hz, 
1H, Ar-H), 2.26 (s, 3H, Ar-CH3). 
 

50c (TH60) 

 
Methode: E und 1 

3-(Chinaldin-2-amido)-4-methylbenzhydroxamsäure 

MS m/z: 320.03 [M-H]- 

HPLC: rt 13,00 min (97,95%) 

Ausbeute: 180 mg; 0,59 mmol; 59%  

HR-MS m/z: 322.1186 [M+H]+; berechnet für: C18H16N3O3
+: 322.1186 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.18 (s, 1H, -NH-OH), 10.54 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.97 (s, 1H, -
NH-OH), 8.65 (d, J = 8.5 Hz, 1H, Ar-H), 8.31 – 8.23 (m, 2H, Ar-H), 8.21 (d, J = 8.5 Hz, 1H, Ar-
H), 8.13 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Ar-H), 7.96 – 7.86 (m, 1H, Ar-H), 7.79 – 7.72 (m, 1H, Ar-H), 7.51 (dd, 
J = 7.9, 1.7 Hz, 1H, Ar-H), 7.37 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Ar-H), 2.40 (s, 3H, Ar-CH3).
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5. Experimentelle Daten 

50d (TH39) 

 Methode: B 

3-Benzamido-4-methoxybenzhydroxamsäure 

MS m/z: 285.31 [M-H]- 

HPLC: rt 10,28 min (96,31%) 

Ausbeute: 70 mg; 0,25 mmol; 12,5 %  

HR-MS m/z: 287.1028 [M+H]+; berechnet für: C15H15N2O4
+: 287.1026 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.09 (s, 1H, -NH-OH), 9.53 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.90 (d, J = 1.6 
Hz, 1H, -NH-OH), 8.17 (d, J = 2.2 Hz, 1H, ArC2-H), 7.99 – 7.92 (m, 2H, Ar-H), 7.65 – 7.56 (m, 2H, 
Ar-H), 7.55 – 7.49 (m, 2H, Ar-H), 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-H), 3.87 (s, 3H, -O-CH3).

  

 

50e (TH65) 
 Methode: E und 2 

3-(4-Biphenylamido)-4-methoxybenzhydroxamsäure 

MS m/z: 361.38 [M-H]- 

HPLC: rt 13,45 min (95,98%) 

Ausbeute: 50 mg; 0,14 mmol; %  

HR-MS m/z: 363.1341 [M+H]+; berechnet für: C21H19N2O4
+: 363.1339 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.09 (s, 1H, -NH-OH), 9.58 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.89 (s, 1H, -NH-
OH), 8.18 (d, J = 2.1 Hz, 1H, ArC2-H), 8.05 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Ar‘C2/6-H), 7.82 (d, J = 8.3 Hz, 2H, 
Ar-H), 7.74 (d, J = 7.3 Hz, 2H, Ar-H), 7.66 – 7.59 (m, 1H, Ar-H), 7.50 (t, J = 7.6 Hz, 2H, Ar-H), 
7.41 (t, J = 7.4 Hz, 1H, Ar-H), 7.14 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ar-H), 3.88 (s, 3H, -O-CH3). 
 

50f (TH95) 

 Methode: E und 2 

3-(3-Biphenyl)-4-methoxybenzhydroxamsäure 

MS m/z: 361.26 [M-H]- 

HPLC: rt 12,08 min (99,00%) 

Ausbeute: 60 mg; 0,17 mmol; 17 %  

HR-MS m/z: 361.1182 [M-H]-; berechnet für: C21H17N2O4
-: 361.1194 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.11 (s, 1H, -NH-OH), 9.74 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.92 (s, 1H, -NH-
OH), 8.24 (s, 1H, ArC2-H), 8.12 (d, J = 1.5 Hz, 1H, Ar-H), 7.93 (d, J = 7.6 Hz, 1H, Ar-H), 7.88 (d, J 
= 7.5 Hz, 1H, Ar-H), 7.76 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Ar-H), 7.67 – 7.58 (m, 2H, Ar-H), 7.50 (t, J = 7.5 Hz, 
2H, Ar-H), 7.40 (t, J = 7.2 Hz, 1H, Ar-H), 7.15 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ar-H), 3.86 (s, 3H, -O-CH3). 
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5.2. Synthese der Verbindungen 

50g (TH69) 

 

Methode: E und 2 

3-(4-Methoxybenzamido)-4-methoxybenzhydroxamsäure 

MS m/z: 315.34 [M-H]- 

HPLC: rt 8,96 min (95,35%) 

Ausbeute: 20 mg; 0,06 mmol; 3 %  

HR-MS m/z: 315.0981 [M-H]-; berechnet für: C16H15N2O5
-: 315.0986 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.06 (s, 1H, -NH-OH), 9.36 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.88 (s, 1H, -NH-
OH), 8.15 (d, J = 1.7 Hz, 1H, ArC2-H), 7.94 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Ar’C2/5-H), 7.65 – 7.55 (m, 1H, Ar-
H), 7.12 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ar-H), 7.04 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Ar-H), 3.86 (s, 3H, -O-CH3), 3.80 (s, 
3H, Ar‘-O-CH3). 
 

50h (TH68) 

 Methode: E und 2 

3-(2-Chlorobenzamido)-4-methoxybenzhydroxamsäure 

MS m/z: 319.30 [M-H]- 

HPLC: rt 8,33 min (97,65%) 

Ausbeute: 12 mg; 0,04 mmol; %  

HR-MS m/z: 319.0482 [M-H]-; berechnet für: C15H12ClN2O4
-: 319.0491 

1 H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.08 (s, 1H, -NH-OH), 9.66 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.90 (s, 1H, -NH-
OH), 8.10 (d, J = 1.9 Hz, 1H, ArC2-H), 7.97 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ar’C2/5-H), 7.66 – 7.54 (m, 3H, Ar-
H), 7.13 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ar-H), 3.85 (s, 3H, -O-CH3). 
 

50i (TH85) 

 Methode: E und 2 

3-(2-Chlorobenzamido)-4-methoxybenzhydroxamsäure 

MS m/z: 319.13 [M-H]- 

HPLC: rt 9,12 min (96,34%) 

Ausbeute: 100 mg; 0,31 mmol; 38%  

HR-MS m/z: 319.0484 [M-H]-; berechnet für: C15H12ClN2O4
-: 319.0491 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.09 (s, 1H, -NH-OH), 9.70 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.88 (s, 1H, -NH-
OH), 8.32 (s, 1H, ArC2-H), 7.61 – 7.38 (m, 5H, Ar-H), 7.11 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ar-H), 3.84 (s, 3H, -
O-CH3). 
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5. Experimentelle Daten 

50j (TH86) 

 Methode: E und 2 

3-(2,4-Dichlorobenzamido)-4-methoxybenzhydroxamsäure 

MS m/z: 353.18 [M-H]- 

HPLC: rt 10,24 min (97,43%) 

Ausbeute: 200 mg; 0,57 mmol; 5,7 %  

HR-MS m/z: 353.0094 [M-H]-; berechnet für: C15H11Cl2N2O4
-: 353.0101 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.10 (s, 1H, -NH-OH), 9.82 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.90 (s, 1H, -NH-
OH), 8.33 (s, 1H, ArC2-H), 7.71 (s, 1H, Ar’C3-H), 7.63 – 7.45 (m, 3H, Ar-H), 7.11 (d, J = 8.5 Hz, 
1H, Ar-H), 3.84 (s, 3H, -O-CH3). 
 

50k (TH66) 

 Methode: E und 2 

3-Benzamido-4-ethoxybenzhydroxamsäure 

MS m/z: 300.73 [M-H]- 

HPLC: rt 10,28 min (99,05%) 

Ausbeute: 140 mg; 0,47 mmol; 4,7 %  

HR-MS m/z: 299.1030 [M-H]-; berechnet für: C16H15N2O4
-: 299.1037 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.01 (s, 1H, -NH-OH), 9.44 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.90 (s, 1H, -NH-
OH), 8.22 (d, J = 1.9 Hz, 1H, ArC2-H), 7.94 (d, J = 7.3 Hz, 2H, Ar’C2/5-H), 7.64 – 7.47 (m, 4H, Ar-
H), 7.12 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ar-H), 4.14 (q, J = 6.9 Hz, 2H, -O-CH2-CH3), 1.35 (t, J = 6.9 Hz, 3H, -
O-CH2-CH3). 
 

50l (TH92) 
 

Methode: E und 2 

3-(4-Biphenylamido)-4-ethoxybenzhydroxamsäure 

MS m/z: 375.24 [M-H]- 

HPLC: rt 12,66 min (98,10%) 

Ausbeute: 60 mg; 0,16 mmol; 8 %  

HR-MS m/z: 375.1341 [M-H]-; berechnet für: C22H19N2O4
-: 375.1350 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.09 (s, 1H, -NH-OH), 9.51 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.90 (s, 1H, -NH-
OH), 8.23 (d, J = 1.4 Hz, 1H, ArC2-H), 8.04 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Ar’C2/6-H), 7.83 (d, J = 8.1 Hz, 2H, 
Ar’C3/5-H), 7.75 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Ar‘‘C2/6-H), 7.62 – 7.56 (m, 1H, ArC6-H), 7.50 (t, J = 7.4 Hz, 
2H, Ar‘‘C3/5-H), 7.44 – 7.37 (m, 1H, Ar‘‘C4-H), 7.13 (d, J = 8.6 Hz, 1H, ArC5-H), 4.15 (q, J = 6.7 
Hz, 2H, -O-CH2-CH3), 1.36 (t, J = 6.8 Hz, 3H, -O-CH2-CH3). 
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5.2. Synthese der Verbindungen 

50m (TH67) 

 Methode: E und 2 

3-Benzamido-4-propoxybenzhydroxamsäure 

MS m/z: 313.24 [M-H]- 

HPLC: rt 10,59 min (99,23%) 

Ausbeute: 30 mg; 0,1 mmol; 1 %  

HR-MS m/z: 313.1187 [M-H]-; berechnet für: C17H17N2O4
-: 313.1194 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.08 (s, 1H, -NH-OH), 9.46 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.90 (s, 1H, -NH-
OH), 8.17 (d, J = 1.9 Hz, 1H, ArC2-H), 7.93 (d, J = 7.2 Hz, 2H, Ar’C2/5-H), 7.62 – 7.49 (m, 4H, Ar-
H), 7.12 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ar-H), 4.03 (t, J = 6.4 Hz, 2H, -O-CH2-CH2-), 1.74 (dq, J = 13.9, 7.1 
Hz, 2H, -CH2-CH2-CH3), 0.95 (t, J = 7.4 Hz, 3H, -CH2-CH2-CH3). 
 

50n TH83 

 

Methode: E und 2 

3-Benzamido-4-isopropoxybenzhydroxamsäure 

MS m/z: 313.14 [M-H]- 

HPLC: rt 10,38 min (98,35%) 

Ausbeute: 80 mg; 0,25 mmol; 5%  

HR-MS m/z: 313.1189 [M-H]-; berechnet für: C17H17N2O4
-: 313.1194 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.06 (s, 1H, -NH-OH), 9.34 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.88 (s, 1H, -NH-
OH), 8.25 (d, J = 2.0 Hz, 1H, ArC2-H), 7.92 (d, J = 7.4 Hz, 2H, Ar’C2/5-H), 7.62 – 7.49 (m, 4H, Ar-
H), 7.13 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-H), 4.71 (dt, J = 11.9, 5.9 Hz, 1H, -O-CH-(CH3)2), 1.30 (d, J = 6.0 
Hz, 6H, -O-CH-(CH3)2). 
 

50o (TH61) 

 
Methode: E und 1 

3-Benzamido-4-chlorobenzhydroxamsäure 

MS m/z: 289.25 [M-H]- 

HPLC: rt 4,72 min (95,17%) 

Ausbeute: 170 mg; 0,58 mmol; 58%  

HR-MS m/z: 313.0351 [M+Na]+; berechnet für: C14H11ClN2O3Na+: 313.0350 
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.32 (s, 1H, -NH-OH), 10.15 (s, 1H, -CONH-Ar), 9.10 (s, 1H, -
NH-OH), 8.04 – 7.92 (m, 3H, Ar-H), 7.68 – 7.58 (m, 3H, Ar-H), 7.57 – 7.48 (m, 2H, Ar-H). 
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5. Experimentelle Daten 

50p (TH93) 

 
Methode: E und 2 

3-(4-Chlorobenzamido)-4-chloro-benzhydroxamsäure 

MS m/z: 323.15 [M-H]- 

HPLC: rt 10,46 min (97,07%) 

Ausbeute: 140 mg; 0,43 mmol; 21,5 %  

HR-MS m/z: 322.9992 [M-H]-; berechnet für: C14H9Cl2N2O3
-: 322.9996 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.32 (s, 1H, -NH-OH), 10.26 (s, 1H, -CONH-Ar), 9.11 (s, 1H, -
NH-OH), 8.05 – 7.92 (m, 3H, Ar-H), 7.67 – 7.59 (m, 4H, Ar-H). 
 

50q (TH74) 

 
Methode: E und 2 

3-(4-Methoxybenzamido)-4-chlorobenzhydroxamsäure 

MS m/z: 320.99 [M+H]+ 

HPLC: rt 9,62 min (97,22%) 

Ausbeute: 50 mg; 0,16 mmol; 8,2%  

HR-MS m/z: 319.0488 [M-H]-; berechnet für: C15H12ClN2O4
-: 319.0491 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.31 (s, 1H, -NH-OH), 9.97 (s, 1H, -CONH-Ar), 9.09 (s, 1H, -NH-
OH), 8.00 – 7.93 (m, 3H, Ar-H), 7.66 – 7.60 (m, 2H, Ar-H), 7.06 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ar-H), 3.83 (s, 
3H, Ar‘-O-CH3). 
 

50r (TH81) 

 

Methode: E und 2 

3-(4-Phenoxybenzamido)-4-chlorobenzhydroxamsäure 

MS m/z: 381.17 [M-H]- 

HPLC: rt 12,35 min (99,00%) 

Ausbeute: 10mg; 0,03 mmol; 0,59%  

HR-MS m/z: 381.0638 [M-H]-; berechnet für: C20H14ClN2O4
-: 381.0648 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.32 (s, 1H, -NH-OH), 9.91 (s, 1H, -CONH-Ar), 9.10 (s, 1H, -NH-
OH), 8.02 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ar-H), 7.96 (s, 1H, Ar-H), 7.66 – 7.60 (m, 2H, Ar-H), 7.45 (t, J = 7.9 
Hz, 2H, Ar-H), 7.22 (t, J = 7.4 Hz, 1H, Ar-H), 7.10 (t, J = 8.0 Hz, 4H, Ar-H). 
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5.2. Synthese der Verbindungen 

50s (TH78) 

 
Methode: E und 2 

3-(3-Phenoxybenzamido)-4-chlorobenzhydroxamsäure 

MS m/z: 381.19 [M-H]- 

HPLC: rt 12,18 min (99,83%) 

Ausbeute: 165 mg; 0,43 mmol; 19,3%  

HR-MS m/z: 381.0641 [M-H]-; berechnet für: C20H14ClN2O4
-: 381.0648 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.31 (s, 1H, -NH-OH), 10.21 (s, 1H, -CONH-Ar), 9.10 (s, 1H, -NH-
OH), 7.93 (s, 1H, ArC2-H), 7.76 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Ar-H), 7.65 – 7.62 (m, 2H, Ar-H), 7.60 – 7.56 
(m, 1H, Ar-H), 7.54 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Ar-H), 7.42 (t, J = 7.9 Hz, 2H, Ar‘‘C3/5-H), 7.25 (dd, J = 8.1, 
2.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.18 (t, J = 7.4 Hz, 1H, Ar-H), 7.07 (d, J = 7.9 Hz, 2H, Ar‘‘C2/6-H). 
 

50t (TH77) 

 
Methode: E und 2 

3-(3-Benzyloxybenzamido)-4-chlorobenzhydroxamsäure 

MS m/z: 395.18 [M-H]- 

HPLC: rt 12,25 min (99,49%) 

Ausbeute: 50 mg; 0,13 mmol; 5,5%  

HR-MS m/z: 395.0797 [M-H]-; berechnet für: C21H16ClN2O4
-: 395.0804 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.32 (s, 1H, -NH-OH), 10.13 (s, 1H, -CONH-Ar), 9.10 (s, 1H, -
NH-OH), 7.96 (s, 1H, Ar-H), 7.64 (s, 2H, Ar-H), 7.63 – 7.59 (m, 1H, Ar-H), 7.57 (d, J = 7.8 Hz, 
1H, Ar-H), 7.50 – 7.42 (m, 3H, Ar-H), 7.39 (t, J = 7.3 Hz, 2H, Ar-H), 7.36 – 7.30 (m, J = 7.2 Hz, 
1H, Ar-H), 7.25 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 5.18 (s, 2H, Ar‘‘-CH2-O-Ar‘). 
 

50u (TH96) 

 
Methode: E und 2 

3-(4-Nitrobenzamido)-4-chlorobenzhydroxamsäure 

MS m/z: 334.27 [M-H]- 

HPLC: rt 9,15 min (97,24%) 

Ausbeute: 30 mg; 0,09 mmol; 4,5 %  

HR-MS m/z: 334.0227 [M-H]-; berechnet für: C14H9ClN3O5
-: 334.0236 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.34 (s, 1H, -NH-OH), 10.55 (s, 1H, -CONH-Ar), 9.12 (s, 1H, -
NH-OH), 8.38 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ar-H), 8.20 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar-H), 8.00 – 7.93 (m, 1H, Ar-
H), 7.69 – 7.64 (m, 2H, Ar-H). 
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5. Experimentelle Daten 

50v (TH75) 

 

Methode: E und 2 

3-Benzamido-4-bromobenzhydroxamsäure 

MS m/z: 334.95 [M-H]- 

HPLC: rt 9,75 min (95,95%) 

Ausbeute: 120 mg; 0,36 mmol; 33%  

HR-MS m/z: 332.9875 [M-H]-; berechnet für: C14H10BrN2O3
-: 332.9880 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.33 (s, 1H, -NH-OH) 10.13 (s, 1H, -CONH-Ar), 9.10 (s, 1H, -
NH-OH), 7.99 (d, J = 7.4 Hz, 2H, Ar-H), 7.93 (s, 1H, Ar-H), 7.80 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar-H), 7.64 – 
7.51 (m, 4H, Ar-H). 
 

50w (TH76) 

 

Methode: E und 2 

3-Benzamido-4-fluorobenzhydroxamsäure 

MS m/z: 273.18 [M-H]- 

HPLC: rt 8,47 min (98,23%) 

Ausbeute: 20 mg; 0,07 mmol; 4,7 %  

HR-MS m/z: 273.0676 [M-H]-; berechnet für: C14H10FN2O3
-: 273.0681 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.01 (s, 1H, -NH-OH), 9.44 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.90 (s, 1H, -NH-
OH), 8.22 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Ar-H), 7.93 (t, J = 8.7 Hz, 2H, Ar-H), 7.62 – 7.45 (m, 4H, Ar-H), 
7.12 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ar’C4-H). 
 

50x (TH94) 

 
Methode: E und 2 

3-Benzamido-4-trifluormethylbenzhydroxamsäure 

MS m/z: 323.25[M-H]- 

HPLC: rt 9,04 min (99,75%) 

Ausbeute: 75 mg; 0,23 mmol; 11,5 %  

HR-MS m/z: 323.0638 [M-H]-; berechnet für: C15H10 F3N2O3
-: 323.0649 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.49 (s, 1H, -NH-OH), 10.23 (s, 1H, -CONH-Ar), 9.24 (s, 1H, -
NH-OH), 7.97 – 7.92 (m, 2H, Ar-H), 7.90 (d, J = 7.9 Hz, 3H, Ar-H), 7.64 – 7.58 (m, 1H, Ar-H), 
7.58 – 7.50 (m, 2H, Ar-H). 
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5.2. Synthese der Verbindungen 

58 (TH23) 

 Methode: A 

9-Oxo-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-hydroxamsäure 

MS m/z: 257.30 [M-H]- 

HPLC: rt 5,65 min (80,78%) 

Ausbeute: 150 mg; 0,58 mmol; 29 %  

HR-MS m/z: 259.1081 [M+H]+; berechnet für: C14H15N2O3
+: 259.1077 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.35 (s, 1H, -NH-OH), 9.12 (s, 1H, -NH-OH), 8.05 (d, J = 8.4 Hz, 
1H, ArC1-H), 7.86 (s, 1H, ArC4-H), 7.49 (d, J = 8.4, 1.5 Hz, 1H, ArC2-H), 2.74 – 2.65 (m, 2H, 
C8H2), 2.45 – 2.39 (m, 2H, C5H2), 1.80 – 1.63 (m, 4H, C6/7H2).; 
 

59 (TH45) 
 Methode: B 

3,5-bis-Benzamidobenzhydroxamsäure 

MS m/z: 374.32 [M-H]- 

HPLC: rt 10,85 min (98,54%) 

Ausbeute: 7 mg; 0,02 mmol; 1 % 

HR-MS m/z: 374.1128 [M+H]+; berechnet für: C21H16N3O4
-: 374.1146 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.13 (s, 1H, -NH-OH), 10.42 (s, 2H, -(CONH)2-Ar), 8.98 (s, 1H, -
NH-OH), 8.48 – 8.41 (m, J = 1.9 Hz, 1H, Ar-H), 8.03 – 7.94 (m, 4H, Ar-H), 7.85 (d, J = 1.9 Hz, 
2H, Ar-H), 7.63 – 7.46 (m, 6H, Ar-H).  

 

64 (TH97) 

 3-N-Phenylcarboxamidobenzhydroxamsäure 

MS m/z: 255.24 [M-H]- 

HPLC: rt 7,79 min (99,83%) 

Ausbeute: 45 mg; 0,18 mmol; 8,8%  

HR-MS m/z: 255.0773 [M-H]-; berechnet für: C14H11N2O3
-: 255.0775 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 11.31 (s, 1H, -NH-OH), 10.33 (s, 1H, -CONH-Ar), 9.11 (s, 1H, -
NH-OH), 8.31 (s, 1H, ArC2-H), 8.06 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArC6-H), 7.91 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ArC4-H), 
7.76 (d, J = 7.8 Hz, 2H, Ar’C2/6-H), 7.58 (t, J = 17.8, 10.1 Hz, 1H, ArC5-H), 7.35 (t, J = 7.9 Hz, 2H, 
Ar’C3/5-H), 7.10 (t, J = 7.3 Hz, 1H, Ar’C4-H). 
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5. Experimentelle Daten 

65 (TH98) 

 3-Carboxybenzhydroxamsäure 

MS m/z: 180.14 [M-H]- 

HPLC: rt 3,82 min (99,55%) 

Ausbeute: 60 mg; 0,33 mmol; 16,5%  

HR-MS m/z: 182.0449 [M+H]+; berechnet für: C8H8NO4
+: 182.0448 

1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 13.15 (s, 1H, Ar-COOH), 11.35 (s, 1H, -NH-OH), 9.08 (s, 1H, -NH-
OH), 8.31 (s, 1H, ArC2-H), 8.05 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArC6-H), 7.96 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArC4-H), 7.57 
(t, J = 7.7 Hz, 1H, ArC5-H). 
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1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

 

1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

DMSO; Temp. 27°C 
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NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen 
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50s (TH78) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

  

 

DMSO; Temp. 27°C 

 

 



 

50t (TH77) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

 

1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

DMSO; Temp. 27°C 
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50u (TH96) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

  

 

Temp. 27°C 

 

 



 

50v (TH75) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

 

1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

DMSO; Temp. 27°C 
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NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen 
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50w (TH76) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

  

 

DMSO; Temp. 27°C 

 

 



 

50x (TH94) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

 

1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

DMSO; Temp. 27°C 
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51a (TH32boc) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

  

 

DMSO; Temp. 27°C 

 

 



 

51d (TH42boc) 
 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

 

1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

DMSO; Temp. 27°C 
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NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen 
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52a (TH32) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

 

 

DMSO; Temp. 27°C 

 



 

52b (TH28) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

 

 

1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

DMSO; Temp. 27°C 
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52c (TH35) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

  

 

DMSO; Temp. 27°C 

 

 



 

52d (TH34) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

 

1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

DMSO; Temp. 27°C 
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52e (TH42) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

  

 

DMSO; Temp. 27°C 

 

 



 

53 (TH40) 
 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

 

1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

DMSO; Temp. 27°C 
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54 (TH44) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

  

 

DMSO; Temp. 27°C 

 

 



 

55 (TH41) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

 

1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

DMSO; Temp. 27°C 
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56 (TH36) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

  

 

DMSO; Temp. 27°C 

 

 



 

57 (TH72) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

 

1H-NMR und HPLC Spektren der

DMSO; Temp. 27°C 
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58 (TH23) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

  

 

DMSO; Temp. 27°C 

 

 



 

59 (TH45) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

 

1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

DMSO; Temp. 27°C 
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NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen 
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60 (TH58) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

  

 

DMSO; Temp. 27°C 

 

 



 

61 (TH57) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

 

1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

DMSO; Temp. 27°C 

 

 

XLI 

NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen 

 

 



 

XLII 
 

Anhang 

62 (TH70) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

  

 

DMSO; Temp. 27°C 

 

 



 

63 (TH71) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

DMSO; Temp. 27°C 
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64 (TH97) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

  

 

Temp. 27°C 

 

 



 

65 (TH98) 
 
HPLC 

 
1H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

 

1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

DMSO; Temp. 27°C 
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Anhang 

Röntgenstrukturanalyse der SmHDAC8 (PDB-ID: 4BZ8) 

Structural basis for the inhibition of histone deacetylase 8 (HDAC8), a key epigenetic 

player in the blood fluke Schistosoma mansoni.163 

Marek, M., Kannan, S.,  Hauser, A., Moraes Mourao, M., Caby, S., Cura, V., Stolfa, D.A., 

Schmidtkunz, K., Lancelot, J., Andrade, L., Renaud, J., Oliveira, G., Sippl, W., Jung, M., 

Cavarelli, J., Pierce, R.J., Romier, C. 

 

Journal:  (2013) Plos Pathog. 9: 03645  

PubMed:  24086136    

PubMedCentral: PMC3784479    

DOI:   10.1371/journal.ppat.1003645    

 

PubMed Abstract:  

The treatment of schistosomiasis, a disease caused by blood flukes parasites of the 

Schistosoma genus, depends on the intensive use of a single drug, praziquantel, which 

increases the likelihood of the development of drug-resistant parasite strains and renders the 

search for new drugs a strategic priority. Currently, inhibitors of human epigenetic enzymes 

are actively investigated as novel anti-cancer drugs and have the potential to be used as new 

anti-parasitic agents. Here, we report that Schistosoma mansoni histone deacetylase 8 

(smHDAC8), the most expressed class I HDAC isotype in this organism, is a functional 

acetyl-L-lysine deacetylase that plays an important role in parasite infectivity. The crystal 

structure of smHDAC8 shows that this enzyme adopts a canonical α/β HDAC fold, with 

specific solvent exposed loops corresponding to insertions in the schistosome HDAC8 

sequence. Importantly, structures of smHDAC8 in complex with generic HDAC inhibitors 

revealed specific structural changes in the smHDAC8 active site that cannot be 

accommodated by human HDACs. Using a structure-based approach, we identified several 

small-molecule inhibitors that build on these specificities. These molecules exhibit an 

inhibitory effect on smHDAC8 but show reduced affinity for human HDACs. Crucially, we 

show that a newly identified smHDAC8 inhibitor has the capacity to induce apoptosis and 

mortality in schistosomes. Taken together, our biological and structural findings define the 

framework for the rational design of small-molecule inhibitors specifically interfering with 

schistosome epigenetic mechanisms, and further support an anti-parasitic epigenome targeting 

strategy to treat neglected diseases caused by eukaryotic pathogens.  
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Computergestützte Methoden 

Related Structures: 

Primary Citation of: 4BZ5 4BZ6 4BZ7 4BZ8 4BZ9 

 

Organizational Affiliation: 

Département de Biologie Structurale Intégrative, Institut de Génétique et Biologie 

Moléculaire et Cellulaire (IGBMC), Université de Strasbourg (UDS), CNRS, INSERM, 

Illkirch, France. 

 

Computergestützte Methoden 

Computational studies 

Homology modeling of hHDAC6 was performed with MODELLER program1 as described in 

previous publication2. Molecular docking of ligands to X-ray structures of smHDAC8, 

hHDAC8, hHDAC1 and homology model of hHDAC6 was carried out using Schrödinger's 

Glide3. The same protocol was used as in our previous studies4. Shortly, protein has been 

prepared with Schrödinger's Protein Preparation Wizard. Hydrogens were added, protonation 

states were assigned and a restrained minimization was performed. Ligands were prepared in 

MOE5. They were docked in neutral form with multiple low energy starting conformations to 

produce more unbiased results. Pictures of ligands docking poses were prepared in MOE.  

1. Eswar N et al. Comparative Protein Structure Modeling With MODELLER. Current 

Protocols in Bioinformatics, John Wiley & Sons, Inc., Supplement 15, 5.6.1-5.6.30, 2006. 

2. Kannan S et al. Discovery of Inhibitors of Schistosoma mansoni HDAC8 by Combining 

Homology Modeling, Virtual Screening, and in Vitro Validation. J Chem Inf Model. 2014 

Oct 27;54(10):3005-19. 

3. Suite 2012: Maestro version 9.3, Protein Preparation Wizard, Epik version 2.3, Glide 

version 5.8, Schrödinger, LLC, New York, NY, 2012. 

4. Stolfa DA et al. Molecular Basis for the Antiparasitic Activity of a Mercaptoacetamide 

Derivative That Inhibits Histone Deacetylase 8 (HDAC8) from the Human Pathogen 

Schistosoma mansoni. J Mol Biol. 2014, pii: S0022-2836(14)00131-4. 

5. Molecular Operating Environment (MOE), 2012.10; Chemical Computing Group Inc., 

1010 Sherbooke St. West, Suite #910, Montreal, QC, Canada, H3A 2R7, 2012. 
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Toxizitätstest 

Um die dargestellten Substanzen hinsichtlich ihrer Selektivität auf die SmHDAC8 gegenüber 

der HmHDAC8 zu testen, war es ebenso wichtig sogenannte „off target”-Effekte nach 

Möglichkeit auszuschließen. Dazu wurde ein Zytotoxizitätstest an verschiedene humane 

Zelltypen durchgeführt. Das Testsystem hierbei war der Viabilitätstest Alamar Blue
®, welcher 

die metabolische Aktivität von Zellen misst. Die Zellen wurden jeweils für 45 Stunden mit 

der jeweiligen Verbindung in einer Konzentration von 50 µM inkubiert und anschließend 

mittels Fluoreszenzmessung gegen einen Standard ausgewertet. Dieser Test wurde von 

FRANK ERDMANN am Institut für Pharmazie in Halle (Saale) durchgeführt. 

SH-SY5Y Glioblastoma-Zellen 

 

Tabelle 15: SH-SY Glioblastoma-Zellen Viabilität in % (Alamar Blue®) 

Verb. 

SH-SY5Y 

(Glioblastoma) 

% Viabilität 

@ 50 µM 

Verb. 

SH-SY5Y 

(Glioblastoma) 

% Viabilität 

@ 50 µM 

Verb. 

SH-SY5Y 

(Glioblastoma) 

% Viabilität 

@ 50 µM 

50a 48,32 50o 25,62 56 88,89 

50b 42,68 50p 46,18 ± 0,75 57 8,57 

50c 70,39 50q 18,58 60 55,97 

50d 29,79 50s 9,18 61 22,89 

50e 9,94 50t 12,69 62 29,79 

50f 5,55 ± 0,31 50u 77,38 ± 2,65 63 44,74 

50g 20,94 50v 15,08 64 92,27 ± 6,44 

50h 26,79 ± 3,41 50w 34,20 65 107,29 ± 1,02 

50i 66,71 ± 2,53 50x 72,67 ± 2,20   

50j 32,86 ± 3,97 52a 29,20   

50k 29,92 52c 25,32   

50l 72,12 ± 2,12 52d 76,99 ± 1,75   

50m 13,11 ± 0,85 52e 11,92   
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Toxizitätstest 

Jurkat Leukemia T-Zellen 

Tabelle 16: Jurkat Leukemia T-Zellen Viabilität in % (Alamar Blue®) 

Verb. 

Jurkat 

(Leukemia T 

cells) 

% Viabilität 

@ 50 µM 

Verb. 

Jurkat 

(Leukemia T 

cells) 

% Viabilität 

@ 50 µM 

Verb. 

Jurkat 

(Leukemia T 

cells) 

% Viabilität 

@ 50 µM 

50a 73,48 50s 2,04 56 99,57 

50b 26,86 50t 2,53 57 2,45 

50d 23,12 50v 21,83 60 70,53 

50e 11,30 50w 47,51 61 72,43 

50g 17,98 52a 68,48 62 44,13 

50k 18,02 52b 36,38 63 88,84 

50o 22,88 52c 63,58   

50q 15,34 52e 38,55   

 

 

HEK-Zellen (human epithelial kidney-Zellen) 

Tabelle 17: HEK-Zellen Viabilität in % (Alamar Blue®) 

Verb. 

HEK 

(epithelial kidney 

cells) 

% Viabilität 

@ 50 µM 

Verb. 

HEK 

(epithelial kidney 

cells) 

% Viabilität 

@ 50 µM 

Verb. 

HEK 

(epithelial kidney 

cells) 

% Viabilität 

@ 50 µM 

50a 71,96 50q 62,508 56 92,682 

50c 66,209 50s 61,968 57 7,66 

50c 71,166 50t 74,361 60 73,314 

50d 67,265 50v 64,28 61 52,132 

50e 12,316 50w 81,755 62 69,059 

50g 61,912 52a 70,732 63 80,216 

50k 70,424 52c 70,193   

50o 72,2 52e 68,119   
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Escherichia coli und Sacharomyces cerevisiae

Der Zytotoxizitätstest an E. coli und 

erkennen und nach Möglichkeit auszuschließen. Dazu wurden Zellrasen der jeweiligen Zellen 

angelegt und mit einem Raster aus Zellulosepunkte

Auftragen der Substanzen und der jeweiligen Positivkontrolle. Pro „

Substanz mit einer Konzentration von 100 µM aufgetragen. Nach 48 Stunden Inkubation 

wurde das Ergebnis ausgewertet.

Antibiotikum, welches toxisch auf 

Abhängigkeit der Kanamycinkonzentration erkennen. Die getesteten Substanzen wiesen in 

diesem Versuch keine Toxizität auf. Für 

Antibiotikum, als Positivkontrolle. 

ebenso in Abbildung 91 zu sehen

Auswirkung auf das Zellwachstum.

Pharmazie in Halle (Saale) durchgeführt.

 

Abbildung 91: Auswertung der Toxizitätstest

 

  

Sacharomyces cerevisiae 

und S. cerevisiae diente ebenfalls dazu „off target

erkennen und nach Möglichkeit auszuschließen. Dazu wurden Zellrasen der jeweiligen Zellen 

r aus Zellulosepunkten versehen. Diese „spots

Auftragen der Substanzen und der jeweiligen Positivkontrolle. Pro „spot“ wurden 15 µl der 

Substanz mit einer Konzentration von 100 µM aufgetragen. Nach 48 Stunden Inkubation 

wertet. Die Positivkontrolle Kanamycin ist ein Amino

toxisch auf E. coli wirkt. In Abbildung 91 kann man die Hemmhöfe in 

keit der Kanamycinkonzentration erkennen. Die getesteten Substanzen wiesen in 

diesem Versuch keine Toxizität auf. Für S. cerevisiae diente Cycloheximid, ebenfalls ein 

Antibiotikum, als Positivkontrolle. Die Hemmhöfe in Abhängigkeit der Konzentration

benso in Abbildung 91 zu sehen. Die getesteten Substanzen zeigten auch hier keine 

Auswirkung auf das Zellwachstum. Dieser Test wurde von FRANK ERDMANN

Pharmazie in Halle (Saale) durchgeführt. 

Toxizitätstests von Escherichia coli (links) und Sacharomyces cerevic

off target“-Effekte zu 

erkennen und nach Möglichkeit auszuschließen. Dazu wurden Zellrasen der jeweiligen Zellen 

spots“ dienen zum 

“ wurden 15 µl der 

Substanz mit einer Konzentration von 100 µM aufgetragen. Nach 48 Stunden Inkubation 

ein Aminoglykosid-

kann man die Hemmhöfe in 

keit der Kanamycinkonzentration erkennen. Die getesteten Substanzen wiesen in 

Cycloheximid, ebenfalls ein 

keit der Konzentration sind 

. Die getesteten Substanzen zeigten auch hier keine 

RDMANN am Institut für 

 

Sacharomyces cereviciae (rechts). 
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Schistosoma mansoni 

Um die Wirkung der Substanzen auf den Parasiten zu testen kamen verschiedene 

Testsysteme, ebenso auch Schistosomen in unterschiedlichen Lebensphasen, zur Anwendung. 

Ein Test untersuchte die Motilität der adulten Schistosomen in Anwesenheit eines HDAC-

Inhibitors. Als Ergebnis wurde die Trennung der bereits gepaarten Parasiten beobachtet und 

damit verbunden die Unterbindung der Fortpflanzung. Dieser Test wurde visuell ausgewertet. 

Die Versuchsbedingungen beinhalteten die Gabe der jeweiligen Substanz zum Medium, in 

dem sich die Parasiten aufhielten. Über die nächsten drei Tage hinweg wurde täglich die 

Hälfte des Mediums entfernt und mit frischem Medium inklusive Substanz wieder 

aufgefrischt. Diese Methode wurde von QUENTIN BICKLE et al.156 entwickelt und bereits 

erfolgreich von JENNIFER KEISER et al.19 angewendet. Die Verbindung TH65 ist in dieser 

Arbeit als Verbindung 50e bezeichnet (Abb.: 92). Unter der Behandlung mit TH65 (50e) 

wurde ein konzentrationsabhängiger Rückgang an gepaarten adulten Schistosomen beobachtet 

(Abb.: 87). 

 

 

Abbildung 92: Motilität der adulten Schistosomen bei Behandlung mit TH65 (50e). 

 

Der oben genannte visuelle Test wurde ebenso auf die juvenilen Parasiten angewendet. Bei 

dieser Versuchsanordnung lag die Sterberate unter Behandlung mit TH65 (50e) nach zwei 

Tagen bei 100 %. Die Konzentration betrug 10 bzw. 20 µmol pro Liter, als Referenz diente 

DMSO (Abb.: 93).  
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Abbildung 93: Viabilität der juvenilen Schistosomen bei Behandlung mit TH65 (50e) 

 

Ebenfalls wurde mit dieser Methode das Carbonsäurederivat TH65A/L (50e‘) (Abb.: 94) 

hinsichtlich seiner Wirkung auf die juvenilen Schistosomen getestet. TH65A/L (50e‘) zeigte 

im Vergleich zu TH65 (50e) wie erwartet keine bzw. nur geringe Effekte auf die Viabilität 

der Schistosomen (Abb.: 95). 
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Abbildung 94: Strukturformeln von TH65 (50e) und TH65A/L (50e'). 
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Abbildung 95: Viabilität der 

 

Die Testungen an Schistosoma mansoni

in Lille (Centre d'Infection et d'Immunité de Lille
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Centre d'Infection et d'Immunité de Lille) durchgeführt. 
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juvenilen Schistosomen bei Behandlung mit TH65A/L (50e‘). 

wurden in der Arbeitsgruppe von RAYMOND PIERCE 

DMSO 
TH65 10 µM 
TH65A/L 10 µM 
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Ein weiterer Test zur Bestimmung der Wirksamkeit der Substanzen auf S. mansoni war der 

Alamar Blue
®-Viabilitätstest. Dieser Test wurde insgesamt zweimal durchgeführt mit jeweils 

triplizierter Versuchsanordnung pro zu testender Substanz. Die Versuchsdurchführung des 

Alamar Blue®-Assays beschränkte sich auf die einmalige Gabe der jeweiligen Substanz am 

Versuchsbeginn. Anschließend wurden die Parasiten für drei Tage in ihrem Medium belassen. 

Danach erfolgte die photometrische Auswertung (Tab.: 18). Dieser Test an Schistosoma 

mansoni wurden in der Arbeitsgruppe von RAYMOND PIERCE in Lille (Centre d'Infection et 

d'Immunité de Lille) durchgeführt. 

 

Tabelle 18: Schistosoma mansoni Viabilität in % 

Verb. 

S. mansoni 

% Viabilität 

@ 10 µM 

Verb. 

S. mansoni 

% Viabilität 

@ 10 µM 

50c 74,88 ± 4,09 52a 82,72 ± 2,35 

50g 74,59 ± 6,72 52c 84,3 ± 1,7 

50k 89,70 ± 10,29 52e 85,98 ± 0,12 

50q 63,17 ± 0,54 56 92,55 

50s 62,90 ± 2,66 57 77,91 ± 2,57 

50t 73,83 ± 5,43 60 95,64 ±4,35 

50v 70,78 ± 4,35 61 95,20 ± 4,79 

50w 81,96 ± 8,05 63 77,7 ± 5,04 

 

 

 



 

 

Liste der Poster und Veröffentlichungen 

2013 

T. Heimburg; J. Melesina; A. Walter, A.-T. Hauser, K. Schmidtkunz, M. Marek, C. Romier, 
R. Pierce, M. Schmidt, M. Jung, W. Sippl 
Development of benzhydroxamic acids as small molecule inhibitors against smHDAC8 for the 

treatment of schistosomiasis 

DPhG Annual Meeting 2013 
09.10.-11.10.2013, Freiburg 
 

J. Melesina, T. Heimburg, K. Wichapong, M. Schmidt, A. Hauser, C. Romier, R. Pierce, M. 
Jung, W. Sippl  
Homology modeling of human parasites histone deacetylases  

7th Summer School on Drug Design 
15.-20.09.2013, Vienna, Austria 
 

2014 

S. Kannan, J. Melesina, A.-T. Hauser, A. Chakrabarti, T. Heimburg,  
K. Schmidtkunz, A. Walter, M. Marek, R. J. Pierce, C. Romier, M. Jung and  
W. Sippl 
Discovery of Inhibitors of Schistosoma Mansoni HDAC8 by Combining Homology Modeling, 

Virtual Screening and In Vitro Validation 

J Chem Inf Model. 54, 3005-19, 2014. 
 

J. Melesina, T. Heimburg, K. Wichapong, M. Schmidt, A. Hauser, C. Romier, R. Pierce, 
Jung,W.Sippl 
Homology modeling and structure-based design of inhibitors for histone deacetylases from 

parasites 

DPhG-Doktorandentagung 2014 
10.-12.03.2014, Bayer HealthCare, Wuppertal 
  



 

 
 

Danksagung 

Ich möchte in erster Linie Herrn Prof. Wolfgang Sippl für die Möglichkeit danken, zu diesem 

interessanten und vielversprechenden Thema innerhalb dieser außergewöhnlichen nationalen 

sowie internationalen Zusammenarbeit meine Dissertation anfertigen zu dürfen. Herrn Dr. 

Matthias Schmidt danke ich für die Betreuung meiner Promotion und auch bei der Hilfe bei 

der Analytik und Charakterisierung meiner Substanzen. Außerdem schätze ich sehr die 

Diskussionen und Aktivitäten, die über den Rahmen der wissenschaftlichen Arbeit 

hinausgingen. Dabei denke ich vor allem an das ein oder andere Fußballspiel oder die sehr 

unterhaltsamen Arbeitsgruppenausflüge. Die DPhG-Tagung in Innsbruck bleibt unvergessen. 

Mein herzlichster Dank gilt natürlich ebenso der Arbeitsgruppe. Unserer gemeinsamen Zeit 

im Labor folgten viele gemeinsame Erlebnisse auch außerhalb der Arbeitszeiten. Diese 

möchte ich auch zukünftig nicht missen. Herrn Dr. Alexander Rohe danke ich hierbei für die 

vielen hilfreichen Diskussionen und Anregungen zur Planung der Synthese. Besonderer Dank 

geht an Benjamin Sauer und Theresa Bayer. Wir haben uns nicht nur das Labor und die 

Chemikalien geteilt sondern bei dem ein oder anderen Festival auch das Zelt und die schönen 

Momente. 

An dieser Stelle möchte ich ebenfalls die anderen Mitglieder der Arbeitsgruppe von Prof. 

Sippl für die Diskussionen und die große Hilfsbereitschaft in Sachen Computer Modelling 

danken. Besonderer Dank geht an Jelena Melesina für ihre Mühen hinsichtlich Auswertung 

und Interpretation von Dockinglösungen und natürlich für ihre Arbeit betreffend der 

Vorauswahl für die Strukturoptimierung meiner Substanzen. 

Herrn Prof. Bodo Dobner danke ich an dieser Stelle für die Hilfestellung bei synthetischen 

Fragestellungen und die Weitergabe seiner Erfahrungen auf dem tückischen Gebiet der 

organischen Chemie. Dr. Christian Wölk und Dr. Jens Pettelkau danke ich für die gute 

Freundschaft über die gesamte Zeit des Studiums und während unserer Zeit der Promotion an 

dieser Universität. Das Verhältnis aus Freizeit während des Studiums bzw. Studium in der 

Freizeit konnte so in einer angenehmen Weise optimiert werden. 

An dieser Stelle ist auch Herr Apotheker Frank Schopeck zu erwähnen. Seinen Mühen bei der 

Korrektur dieser Arbeit ist es zu verdanken, dass diese nun in einer angenehm lesbaren Form 

vorliegt. 

Herrn Dr. Christian Ihling danke ich für die Anfertigung der zahlreichen HR-MS-Spektren 

und Frau Manuela Woigk für die weitaus noch zahlreicheren MS-Spektren. Ebenso danke ich 



 

 

Frau Martina Mannd für die akkurate Portionierung meiner Substanzen für die zahllosen 

Tests. Herrn Dr. Dieter Ströhl danke ich für die Anfertigung der NMR-Spektren. 

Weiterer Dank geht an Prof. Manfred Jung und seine Arbeitsgruppe. Hier zu nennen sind Frau 

Dr. Alokta Chakrabarti, Herr Dr. Alexander Hauser und Frau Alexandra Walter für die 

Durchführung der biochemischen Testung. 

Dr. Christophe Romier danke ich für die Röntgenkristallstrukturanalyse. Für die in vitro-

Testung möchte ich an dieser Stelle Frau Prof. Kathi Andrews und Herrn Dr. Raymond Pierce 

und ihren Mitarbeitern danken. Ebenso danke ich Herrn Johan Schultz für die Durchführung 

der Pharmakokinetikstudien bei Kancera und ich danke den Mitarbeitern von Adlego für die 

Evaluierung meiner Substanz.  

Ich danke außerdem allen, die zum Gelingen dieser Dissertation beigetragen haben und hier 

nicht namentlich erwähnt wurden. 

Zum Schluss möchte ich mit ganzem Herzen meiner Familie und meinen besten Freunden 

danken, die mich in dieser Zeit fortwährend unterstützt haben. 

  



 

 
 

Erklärung 

Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Dissertationsschrift selbstständig und nur unter 

Verwendung der angegebenen Quellen und Hilfsmittel angefertigt habe. Die den Werken 

wörtlich und inhaltlich entnommenen Stellen habe ich als solche kenntlich gemacht. 

 

Ich versichere, dass ich diese Arbeit bisher an keiner anderen Universität oder Hochschule im 

In- und Ausland vorgelegt habe. 

 

Halle (Saale), 2015 

 

 

Tino Heimburg 

  



 

 

Angaben zur Person 

Name   Tino Heimburg 

Geburtsdatum  22.05.1983 

Geburtstort  Halle (Saale) 

Staatsangehörigkeit deutsch 

Familienstand  ledig, (seit 18.05.2009 Vater einer Tochter) 

Wohnsitz  Parkstr. 20, 06108 Halle (Saale) 

 

Lebenslauf 

Schulbildung 

1989 - 1993  Grundschule Teutschenthal 

1993 - 1995  Sekundarschule Dornstedt (OT Teutschenthal) 

1995 - 2002  Burg-Gymnasium Wettin 

 

Wehrdienst 

07/2002 - 06/2003 Grundwehrdienst und freiwillig Wehrdienstleistender in der Dr.-
Dorothea-Erxleben Kaserne in Halle 

07/2003 - 05/2004 Freiwillig Wehrdienstleistender in der Sachsen-Anhalt-Kaserne in 
Weißenfels 

 

Studium und praktische Ausbildung 

10/2004 - 10/2008 Studium der Pharmazie, Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

03/2005  Famulatur, Linden-Apotheke in Höhnstedt 

09/2005  Famulatur, Salzke-Apotheke in Langenbogen 

08/2006  Erster Abschnitt der Pharmazeutischen Prüfung 

09/2008  Zweiter Abschnitt der Pharmazeutischen Prüfung 

11/2008 - 04/2009 Pharmaziepraktikant, Probiodrug AG in Halle (Saale) 

05/2009 - 10/2009 Pharmaziepraktikant, Apotheke in Halle (Saale) 

09/2009  Dritter Abschnitt der Pharmazeutischen Prüfung 

12/2009  Approbation als Apotheker 

 



 

 
 

Postgraduale Ausbildung 

04/2010 - 12/2010 angestellter Apotheker, Kaufland-Apotheke in Merseburg und 
Weißenfels 

01/2011 - 01/2015 Promotionsstudent, Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

seit 01/2015 wissenschaftlicher Mitarbeiter an der Martin-Luther-Universität Halle-
Wittenberg, Institut für Pharmazie, Abteilung Medizinische Chemie 

 

 

Halle (Saale), 2015 

 

 

Tino Heimburg 

  



 

 

 


