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1.1 Die Humane Schistosomiasis

1. Einleitung

1.1 Die Humane Schistosomiasis

Die humane Schistosomiasis ist eine parasitire Erkrankung, sie kommt in den tropischen und
subtropischen Gebieten Siidamerikas, Afrikas und Siid-Ostasiens vor 12 Sie ist auch unter
dem Namen Bilharziose bekannt® , benannt nach ihrem Entdecker, dem deutschen Tropenarzt

Theodor Bilharz. Die Erreger dieser

Heranreifen
T Erkrankung sind 7 — 20 mm lange Wiirmer
~ Blutkreislauf

der Gattung Schistosoma, der sogenannten

Péarchenegel. Man kann sie in verschiedene

N |
Eimndringen Mensch
in die Haut

Spezies einteilen. Die Meistverantwortlichen
4 Zerkarie
frei schwimmend

fir diese Erkrankung sind Schistosoma

haematobium, Schistosoma mansoni und

Schistosoma japonicum. Der Lebenszyklus

Schnecke dieser Parasiten bendtigt die Verschmutzung
von Oberflichengewissern mit menschlichen

Exkrementen, eine fiir die jeweilige Art

Sporozyst % Eil’ldl‘illgel’l
~ -~

in das
Schneckengewebe spezifische SiiBwasserschnecke (Bulinus,

Biomphalaria, Oncomelania) als Zwischen-

Abbildung 1: Lebenszyklus'®: S. mansoni (S. m.),s. ~ Wirt und anschlieBend den Kontakt des
Japonicum (5. }.) 5. haematobium (5. h.). Menschen mit dem kontaminierten Wasser™
(Abb.: 1). Laut WHO sind weltweit 250 Millionen Menschen infiziert wobei Kinder sowie
schwangere Frauen stirker betroffen sind als andere Personengruppen”>°. Einmal infiziert
reifen die ménnlichen und weiblichen Schistosomen im Blutkreislauf zu ihrer adulten und
geschlechtsreifen Form heran. Bei der Paarung umschlie8t das kleinere Ménnchen das
groBere aber schlankere Weibchen und bildet so eine permanente Einheit. Das Weibchen kann
nach der Befruchtung, je nach Art, von einhundert (afrikanische Spezies) bis zu eintausend
(orientalische Spezies) Eier pro Tag produzieren. Jedes Ei enthdlt eine Wimpernlarve
(Miracidium), welche mittels proteolytischer Enzyme die Membran der Blase oder des
Intestinaltraktes durchdringt und so mit dem Urin und dem Stuhl ausgeschieden werden kann.
Bei Wasserkontakt schliipft die Wimpernlarve, infiziert eine Schnecke und vermehrt sich in
ihr asexuell zu Sporozyten, die spiter zu Zerkarienlarven heranreifen. Der Zwischenwirt
scheidet mehrere tausend Zerkarien pro Tag aus, diese begeben sich auf die Suche nach ihrem

menschlichen Wirt. Haben diese einen passenden Wirt gefunden, penetrieren sie iiber die
1



1. Einleitung

Haut in den Blutkreislauf, finden sich zu Parchen und wandern zu ihren Zielorganen, wodurch
der Kreislauf von Neuem beginnt®. Schistosoma mansoni ist hauptverantwortlich fiir die
Infektion am Menschen, sein Zwischenwirt ist die SiiBwasserschnecke Biomphalaria. Eine
chronische Erkrankung mit Schistosoma fiihrt in der Regel zu einer immunpathologischen
Entziindungsreaktion auf die Eier der Schistosomen, welche in verschiedenen Geweben
abgelegt werden. So fiihrt eine Infektion mit S. haematobium zu obstruktiven Erkrankungen
der Harnwege und des Intestinaltraktes, wihrend eine Infektion mit S. mansoni und S.
Jjaponicum zu hepatosplenalen Entziindungen und Leberfibrose fithren. Die akute Form der
Schistosomiasis ist das Katayama Fieber. Sie stellt eine systemische Uberempfindlichkeits-
reaktion gegen die eingedrungenen Schistosomen dar. Diese Form wird hidufig bei Touristen
festgestellt und tritt ein paar Wochen nach der Infektion auf. Hiufige Symptome sind Fieber,
Abgeschlagenheit und Muskelschmerzen”™’. Eine giingige Nachweismethode der Erkrankung
ist die mikroskopische Untersuchung des Stuhls auf Vorhandensein der Eier'. 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 (")ffnung der Kalziumkanile
der kontraktilen Zellen der WurmauBenhaut zur spastischen Liahmung des Wurmes und zu
dessen Tod und Austreibung mit dem Stuhl fiihrt''. Allerdings hat Praziquantel keine oder nur
geringe Effekte auf die Eier und die unreifen Wiirmer. Dies fiihrt bei unzureichender

Behandlungsdauer zu einer schnellen Reinfektion'>'*'*!

. Zur Behandlung des Katayama
Fiebers werden zusitzlich Kortikosteroide eingesetzt um die iiberschieBende Immunreaktion
zu unterdriicken”®. In Brasilien wird auBerdem Oxamniquine eingesetzt, welches aber nur auf
S. mansoni wirkt'®. Durch die Anwendung von Oxamniquine sind die weiblichen Wiirmer
nicht mehr in der Lage Eier zu legen'’. Ein weiteres Medikament ist ein Artemisinderivat,
welches auf die unreifen Wiirmer wirkt'®. Es wird in Kombination mit Praziquantel zur
Prophylaxe und zur Behandlung der akuten Schistosomiasis eingesetzt'. Allerdings wurden
schon Resistenzen gegen Oxamniquine und Praziquantel nachgewiesen”. Vor allem bei der
Massenbehandlung von Viehbestidnden in Afrika mit Praziquantel konnten resistente Staimme
von Schistosoma im Labor nachgewiesen werden®'. Auch eine unzureichende Behandlung
und die dadurch resultierenden Reinfektionen konnen die Bildung von Resistenzen

begiinstigen. 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 Veridnderung
der Genexpression und beschreibt die Ausgestaltung des Phinotyps ohne dabei den Genotyp

zu verindern®>??

. So konnen durch endogene Signale, aber auch Umwelteinfliisse und
Krankheitserreger, Zellen mit Hilfe der Expression bestimmter Gene auf ihre Umwelt
reagieren24’25, bzw. ermoglicht dieser Mechanismus auch die Differenzierung von Zellen.
Modulatoren dieser Mechanismen kontrollieren den Zeitpunkt und Ablauf von Transkription,
Rekombination, DNA-Replikation und DNA-Reparatur’®. 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“?’. Kovalente Modifikationen der DNA sind hauptsichlich die

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

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

@
DNA Methylierung

® RNA-basierender Nukleosom&
Mechanismus

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

Kovalente Modifikationen an Histonproteinen sind vielseitiger und konnen Gene sowohl

30,31,32

aktivieren als auch supprimieren Am besten untersucht sind Acetylierung,

Methylierung und Phosphorylierung. Weitere Modifikationen sind Ubiquitinylierung, SUMO-

33333435 Diese Verinderungen ermdoglichen es im

3

ylierung und ADP-ribosylierung



1. Einleitung

Zusammenspiel mit der groBen Zahl an Genen, codiert in der DNA, und den regulierenden
Enzymen eine hohe =zellulire Diversitit in einem Organismus zu schaffen. Dieses

27,33,36,32

Zusammenspiel bildet den sogenannten Histoncode . Ebenso wie die Steuerung und

Verwaltung des Zellzyklus durch epigenetische Modifikationen kann auch der Zelltod durch

Apoptose eingeleitet werden® %%,

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 fiinf Histonklassen (H1,
H2A, H2B, H3, H4). Vier Untereinheiten bilden untereinander Dimere aus, die zusammen ein
Histonoktamer bilden kénnen (H2A/H2B)-(H3H4),-(H2A/H2B)***. Histone besitzen in
ihrem Aufbau ein globuldres Zentrum und Seitenketten mit hauptsidchlich basischen
Aminosduren. Unter physio-logischen Bedingungen liegen diese Aminosduren (Lysin,
Arginin) protoniert, also positiv geladen vor. Mit ihrer positiven Ladung konnen sie iiber
elektrostatische Wechsel-wirkungen mit den negativ geladenen Phosphatgruppen, die
zusammen mit der Desoxyribose

Nukleosom
das Riickgrat der DNA bilden, L

p—

interagieren43’44’45. Dies fiihrt zu

der besonderen Packung des
nicht assozierte
DNA

(Linker DNA)

Chromatins, dessen Kkleinste
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
Geriistprotein bei der Ausbildung
iibergeordneter Strukturen der

DNA Doppelhelix. Diese dicht

Abbildung 3: Chromatinstruktur '%(modifiziert nach Figueiredo,
gepackte  Struktur  (Abb.: 3) CROSS und JANZEN).

4



1.2 Epigenetik

verhindert, dass bestimmte Gene transkribiert werden konnen (Hetero—chromatin)47’48. Durch
Modifikationen an den Seitenketten der Histone, die verantwortlich sind fiir die Inter-aktion
von DNA und Histon, lisst sich dieses Zusammenspiel schwichen oder verstirken. Enzyme,
die hierbei eine wichtige Rolle spielen, nennt man Histon modifizierende Enzyme (histone
modifying enzymes, HME’s). Zu ihnen gehoren Histonacetyltransferasen (HAT) und
Histonmethyltransferasen =~ (HMT), respektive  Histondesacetylasen (HDAC) und
Histondemethylasen (HDM)**°. Enzyme, die fiir das Hinzufiigen von Modifikationen
verantwortlich sind, werden auch als ,,writer* bezeichnet. Hierzu gehoren die Transferasen,
welche eine Erkennungsdomine ,,reader genannt aufweisen, um den aktuellen Stand der
Modifikation am Histon zu priifen. So besitzen alle Histonacetyltransferasen eine sogenannte
Bromodomine, 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)5 1,31,32
(Abb.: 4).

If"'\ p o
ot

F P
o

m * HoA <li* H2B @ HATs @ Bromodominen, Chromodoménen gcj HDACs
%:“A“ M HMTs (¢ PHDs. Tudor. PWWPs, MBTs (Ve HDMs
ﬁ' H3 ‘ H4 (E__’) Kinasen ® BRCTs (E) Phosphatasen

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

Ac Ac Ac

HAT 2 )/
) e S
Heterochmmatinﬂ- \y ( ‘) Acgchmmaﬁn

Ac
nichthiston HDAC
Protei /_ \
© eme T verinderte
:x HDAC Inhibitoren Gentranskription

biologische Effekte auf die Zelle
| Proliferation A Zellzyklus
| Migration 1 Apoptose

Abbildung 5: Histonacetylierung und Desacetylierung.’” (modifiziert nach Ropp, VERVERIS und KARAGIANNIS)

Die Acetylierung von Histonen an der endstindigen Aminogruppe der Lysinseitenkette wird
von Histonacetyltransferasen (HAT) mit Hilfe von Acetyl-CoenzymA Kkatalysiert, die
dementsprechende Riickreaktion katalysieren die sogenannten Histondesacetylasen (HDAC)
(Abb.: 5). Durch Acetylierung der e-Aminogruppe des Lysins wird die positive Ladung am
Lysin neutralisiert (Abb.: 6) und so die Interaktion mit der negativ geladenen DNA
geschwicht™”*>. Auf diese Weise werden ausgeschaltete Genabschnitte in Euchromatin
iiberfiihrt (Abb.: 5) und die Transkription kann an dieser Stelle beginnen®. Im Umkehrschluss
fiihrt eine Desacetylierung zur Suppression des betroffenen Genabschnittes, da nun eine

verstidrkte Interaktion zwischen DNA und Histon hergestellt ist.

Lys HDAC Lys

Abbildung 6: Acetylierung von Lysin.

Histondesacetylasen werden oft mit Genrepression in Zusammenhang gebracht, da sie die
Bildung von Chromatin hoher geordneter Struktur fordern. Auerdem desacetylieren HDACs

zusitzlich Nichthistonproteine, zu denen hauptsidchlich Transkriptionsfaktoren, Proteine des
6



1.2 Epigenetik

Zytoskeletts und Proteine die fiir den Transport in den Zellkern verantwortlich sind, zdhlen.
AuBerdem werden Chaperone in ihrer biologischen Stabilitit und Aktivitat

. 56,57,58,59,60
beeinflusst>®>7-8:36

. HDACs gehoren zu der Lysindesacetylasesuperfamilie, welche sowohl
in Bakterien als auch tierischen Lebewesen vorkommen. Mindestens 18 Lysindesacetylasen
werden 1in Wirbeltieren gefunden und nach ihrer Phylogenie in 4 Klassen
unterschieden®"*(Tabelle: 1). In die Klasse 1 (HDACI1-3,8), die Klasse 2 (HDAC4-7.,9,10),
sowie Klasse 3 (SIRT1-7) und Klasse 4, welche bisher nur HDACI11 als Vertreter aufweist.

62’60, wihrend die Vertreter der Klasse 3

Klasse 1,2,4 sind Zn** abhiingige Lysindesacetylasen
von NAD" abhiingen 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
(HDACS6,10) hingegen zwei katalytische Doménen.

Klassische HDACs sind verwand mit Enzymen der Arche- und Eubakterien, was auf ein
gemeinsames Vorgingerenzym hinweist, welches eine Nichthistondesacetylaseaktivitit
vorweist®®. Aus diesem Zusammenhang wird verstindlich, dass nicht alle HDACs Histone
als Substrat haben. Enzymatisch gesehen besitzen hauptsidchlich die HDACs der Klasse 1
Histondesacetylaseaktivitit, =~ wédhrend die anderen  Klassen  hauptsidchlich  in
Transportvorgdnge zwischen Zytoplasma und Nukleus, sowie Regulationsvorginge im
Zytoplasma involviert sind”®. Fiir die Klasse 1 konnte in Studien gezeigt werden, dass ihre
Isoformen stetig exprimiert werden, abgesehen von HDACS, welche in nur geringen Mal}
vorkommt®”. Klasse 1-HDACs treten mit Ausnahme von HDACS als Multiproteinkomplexe
auf und in , knockout” Studien von Mdiusen wurde gezeigt, dass diese Klasse fiir die
Zellproliferation und das Uberleben von Zellen mitverantwortlich ist™*®*, Klasse 2-HDACs
bewegen sich hauptsdchlich zwischen dem Nukleus und dem Zytoplasma und iibernehmen
gewebespezifische Aufgaben, wie die Desacetylierung von Tubulin und Cortactin oder von
Chaperonen. Sie spielen somit eine wichtige Rolle in der microtubulin- und actin-abhidngigen
Zellmotalitit sowie in der Uberwachung der Proteinfalltung63 036667 [Jber Klasse 4 ist bisher
noch wenig bekannt. Sie scheint aber Einfluss bei der Entscheidung zwischen

Immunsystemaktivierung und Immuntoleranz zu haben®. (Tabelle: 1)
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Tabelle 1: Histondesacetylasesuperfamilien

Klasse 1 Klasse 2a Klasse 2b Klasse 3 Klasse 4
HDACI1 HDAC4 HDAC6 SIRT1/SIRT2 HDACI11
HDAC2 HDACS HDACI10 SIRT3/SIRT4

HDAC3 HDAC7 SIRTS/SIRT6

HDACS HDAC9 SIRT7

1.2.4 Struktur der Klasse 1 Histondesacetylasen

Der strukturelle Aufbau der Klasse 1-HDACsSs beinhaltet eine einfache a/pf Doméne mit einem
sandwichartigen Aufbau. In der mittleren Region des Enzyms ordnen sich acht -Faltblatter
nebeneinander an, welche zwischen zwei Lagen aus a-Helices liegen. Ungefihr nur die Hilfte
der vorhandenen Aminosduren bilden die Sekundirstrukturen, die andere Hilfte formt
Schleifen zwischen den Strukturen und bildet unter anderem auch die katalytische Tasche aus.
Das Zn®* Ton wird von zwei konservierten Aspartatmolekiilen und einem konservierten
Histidin in der Bindetasche koordiniert®"’’. Die Strukturaufkldrung erfolgte anfangs anhand
der bakteriellen Klasse 1 Homologen von Aquifex aeolicus (thermophiles Bakterium) HDLP
(engl.: histone desacetylase-like-protein)’". Inzwischen gibt es aufgeldste Strukturen von der
humanen und schistosomalen HDACS, einer Klasse 1 Histondesacetylase. AuB3erdem bindet
HDACS nicht nur das katalytische Zn>* Ton 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 HDACS8 und einem von p53 abgeleiteten
diacetylierten Substrat ((N-acetyl)Arg-His-Lys(g-acetyl)-Lys(g-acetyl)(C-amino-7-yl-methyl-

4—coumarin))72’73

(Abb.: 7) konnte die schon von diversen Inhibitoren abgeleitete Position der
Bindungstasche bestitigt werden. Sie dhnelt einer 12 A langen, hydrophoben Vertiefung mit
dem katalytischen Zn>* Ton 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 Zn** koordiniert (Abb.: 7). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
Aspartat 101, welches in Klasse 1-und Klasse 2-HDACSs konserviert ist, eine wichtige Rolle

in der Substratbindung spielt. Es liegt am Rand der hydrophoben Tasche und man erkennt
8
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eine Interaktion der Seitenkette von AsplOl mit dem Peptidriickgrat des Substrates.
Vermutlich ist diese Aminosidure dafiir verantwortlich die Histonseitenkette und das
acetylierte Lysin festzuhalten und in eine korrekte Position wihrend der

Desacetylierungsreaktion zu bringen”.

Abbildung 7: Die humane HDACS 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
StepL und Jung)™* (MOE)

Biochemische und mutagenese Studien verschiedener HDACs lassen auf einen
Katalysemechanismus schlieBen bei dem ein nukleophiler Angriff von einem enzymatisch
aktivierten Wassermolekiil (deprotoniert von dem Hisl42-Aspl76 Ladungsverteilungs-
system) auf den Carbonylkohlenstoff der e-Acetylgruppe des acetylierten Lysins erfolgt und
sich ein tetrahedrales Intermediat ausbildet. Man vermutet, dass das Proton von His142 auf
sein benachbartes His143 iibertragen wird und von dort aus auf den Stickstoff des

Amides”"°. Eine andere Hypothese besagt, dass das Proton von Tyr306 stammt, was erkldren

9
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wiirde, warum eine Tyr306Phe-Mutante keine Aktivitit besitzt'>’®. Allerdings bleibt dabei

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

angenommen, dass Tyr306 im katalytischen Mechanismus involviert ist (Abb

auch denkbar, dass Tyr306 den Carbonylsauerstoff der Acetylgruppe

Wasserstoffbriickenbindung  der  Tyr306-OH-Gruppe  polarisiert  und

Carbonylkohlenstoff nukleophil angreifbarer macht’®.

10
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Abbildung 8: Vermuteter Katalysemechanismus der Histondesacetylasen.(Modifiziert nach SIPPL und JUNG)”’
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1.3  Die schistosomale Histondesacetylase 8 als Target

1.3.1 Die schistosomale Histondesacetylasen (S. mansoni)

Um die Entwicklung neuer antiparasitirer Wirkstoffe zu beschleunigen, kann man eine
sogenannte Huckepack-Strategie (engl.: piggyback) verfolgen, welche darauf aufbaut,
bekannte chemische Strukturen zu nutzen, die eigentlich fiir andere Krankheiten entwickelt
wurden’®". Die humanen HDACs sind die am besten studierten epigenetischen Talrgets80 und
deren Inhibitoren werden bereits gegen verschiedene Krebsarten am Menschen

B1,82,83.8¢ (zum Beispiel: Vorinostat®). Momentan werden verschiedene HDAC-

eingesetzt
Inhibitoren gegen verschiedene parasitire Erkrankungen entwickelt und getestet, wie zum
Beispiel Leischmaniose, Malaria, Toxoplasmose, Bilharziose und Trypanosomiasis®*®. Dabei
ist aber immer das Risiko der Kreuzreaktivitit zu den humanen Enzymen zu beachten und
nach Moglichkeit gering zu halten um unerwiinschten Wirkungen vorzubeugen.

Schistosomen besitzen eine Chromatinstruktur, wie sie auch in anderen tierischen Lebewesen
zu finden ist”’. Es wurden verschiedene Histone (H1/HS5, 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)
(SmGCNS5, SmCBP1, SmCBP2 und NCoA1) nachgewiesen werden. Die SmHDACs werden
ebenso wie die HmHDACSs in 4 Klassen unterteilt und die Benennung erfolgte nach dem
orthologen Enzym im Menschen™. Fiir Klasse 1-HDACs wurden HDAC1/2, HDAC3 und
HDACS gefunden®**®’, Klasse 2 beinhaltet die Enzyme HDAC4 und HDAC6® und fiir
Klasse 4 HDAC 11 konnte kein orthologes Enzym in S. mansoni gefunden werden. 5
vermeintliche Mitglieder der Klasse 3, den NAD" abhingigen HDACs, konnten ebenfalls
identifiziert werden”'.

Fiir die humane HDACS8 wurde bereits erwihnt, dass diese in humanen Zellen nur wenig
exprimiert wird. Studien konnten zeigen, dass eine Inhibition von HmHDACS keine

Verinderungen im Acetylierungsmuster der Histone bewirkt®.

1.3.2 Einfluss von Histondesacetylaseinhibitoren auf den Lebenszyklus von
Schistosomen

Fiir die schistosomalen Klasse 1-SmHDACs hat man festgestellt, dass diese in allen
Lebensabschnitten der Parasiten exprimiert werden und die SmHDAC8 am Stérksten
vertreten ist. Die Behandlung der Schistosomen mit Histondesacetylaseinhibitoren fiihrte zu

erhohten Acetylierungsmustern von Proteinen und in Abhéngigkeit der Dosis auch zum Tod

11
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adulter Wiirmer’>. Dadurch wird SmMHDACS zu einem wichtigen Target fiir die Entwicklung

spezifischer Inhibitoren zur Behandlung der humanen Schistosomiasis.

e —— ‘

A 4

[TSA]

Abbildung 9: In vitro-Viabilitiit von Schistosomula in Gegenwart verschiedener Konzentrationen an TSA.’

Behandlungen der Schistosomula mit dem PanHDAC-Inhibitor Trichostatin A (Abb.: 10;
TSA) konnten die Wirksamkeit von HDAC-Inhibitoren bestitigen (Abb.: 9). Der Einsatz
eines HDAC Inhibtors verhindert den Ubergang und Reifung der Wimpernlarven zu den
Sporozyten” und fiihrt bei lingerer Anwendung zur Einleitung der Apotptose in den
erwachsenen Parasiten®. Larven, die mit HDAC-Inhibtoren behandelt wurden, zeigten
phinotypische Verdnderungen und exprimierten neue Oberflichenantigene (Muzin-Typ,
SmPoMuC)94. Dies fiihrt zu einer verdnderten Reaktion zwischen Parasit und dem
Immunsystems des Wirtes”>°. Allerdings eignet sich TSA nicht zur Therapie von parasitdaren
Erkrankungen, da es ebenfalls die humanen HDACs hemmt und somit eine Mortalitit

gegeniiber humanen Zellen aufweist™.

T Z

Abbildung 10: PanHDAC-Inhibitor Trichostatin A (TSA).

12
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1.3.3 Bekannte Histondesacetylaseinhibitoren

X I X
N. .OH
OH ‘ B Y\/\/\)LN o N - NHZ
20 H H Nﬁj
|
(0] %

Valproinséiure Vorinostat (Zolinsa/SAHA) SNDX-275 (MS-275)

elektrophiles Keton

Romidepsin Apicidin

Abbildung 11: Repriisentative HDAC Inhibitoren.”®

Es gibt sieben verschiedene Klassen von Histondesacetylaseinhibitoren. Dazu gehoren
kurzkettige Fettsiuren wie Valproinsiure, Hydroxamsiuren wie zum Beispiel Vorinostat®,
Aminoaniline, hier dargestellt durch SNDX-275, natiirlich vorkommende zyklische Peptide
wie Romidepsin und Apicidin, aber auch Molekiile mit Thiolgruppen oder elektrophile
Ketone (Abb.: 11). Strukturell lassen sich alle diese Verbindungen, abgesehen von
Valproinsiure, 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 endstdndige Gruppe
zu nennen, die am Rand der tunnelartigen Bindetasche mit Aminosduren der HDAC
interagiert. Dazu ist eine Verbindungsdoméne notwendig, welche zum Einen die Ausrichtung
von der ZBG zur endstdndigen Gruppe bestimmt und zum Anderen mit der tunnelartigen

lipophilen Bindetasche interagiert (Abb.: 12).”

Zink-
bindende
Gruppe

Endstindige Verbindungs-
Gruppe domiine

Abbildung 12: Der HDA C-Inhibitor SAHA als Pharmacophor.”
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1.3.4 Hydroxamsiuren als selektive Histondesacetylaseinhibitoren

Trichostatin A und SAHA (Vorinostat®) haben bereits als PanHDAC-Inhibitoren gezeigt,
dass Hydroxamséduren als mehrzihnige Liganden durch Komplexierung des katalytischen
Zinkions (Abb.: 13) innerhalb der Bindetaschen der Histondesacetylasen diese effizient

92,99,51,100,85
hemmen .

D183 0

H

R ,0 -
< : o--- f H____N\/)_\ His143
Y306 O

2407
HNTN -2 H- -04< D176
HI80 =/ : \\&

0, -0 0__0 His142

D178 D267

Abbildung 13: Bindungsmodus von Hydroxamsiuren als In%ibitoren der Bindetasche von Histondesacetylasen
(HDACS).

Hieraus ergibt sich eine weitere Anforderung an die Verbindungen um spiter als Wirkstoff im
Menschen oder am Tier angewendet werden zu konnen. Sie miissen nicht nur selektiv auf die
schistosomale Isoform SmHDACS wirken und dabei eine niedrige Aktivitit gegeniiber den
humanen Enzymen aufweisen, sie sollten ebenso keine anderen Zink-abhidngigen Enzyme
beeinflussen. Allerdings stellen diese Enzyme eine grofle und sehr diverse Klasse im
menschlichen Korper dar. Es gibt ungefdhr 100 spezifische Enzyme, die Zink fiir ihre
katalytische Aktivitit benotigen (Alkoholdehydrogenasen, Carboanhydrasen, alkalische
Phosphatasen) oder Zink als Strukturbildner nutzen (Zlnkfmgerdomane)101

Auch andere Strukturen, die mehrwertige Kationen beinhalten (z.B. Eisenion im Himoglobin)
sollten moglichst nicht beeinflusst werden, da ein Verlust des Kations auch ein Verlust der
Aktivitdt der jeweiligen Struktur bedeutet und so die Wahrscheinlichkeit fiir unerwiinschte
Arzneimittelwirkung erhoht. Eine Untersuchung'® verschiedener Metallenzyminhibitoren
konnte eine hohe Selektivitit der einzelnen Inhibitoren auf die fiir sie bestimmte Zielstruktur
nachweisen. Untersucht wurden verschiedene Metalloenzyme wie Carboanhydrase
(HmCAII), verschiedene Matrixmetalloproteasen, Angiotensin Converting Enzyme (ACE),
Histondesacetylasen (HDAC?2) und Tyrosinkinase (TYK), ebenso die Fidhigkeit der
Inhibitoren Fe’* aus der Bindung von Holotransferin, einem Transportprotein fiir Fe**, zu

entfernen. Zu den Inhibitoren zihlten unter anderem Acetazolamid (Sulfonamid), Captopril
14



1.3  Die schistosomale Histondesacetylase 8 als Target

(Thiol), Vorinostat (Hydroxamsdure) und Deferoxamin. Diese Erkenntnisse bilden eine
vielversprechende Grundlage fiir die Entwicklung potenter und selektiver Verbindungen, mit
einer Hydroxamsdure als wichtigen Strukturelement, zur Behandlung der humanen

Schistosomiasis und anderer parasitiarer Erkrankungen.

1.3.5 Entwicklung von SmHDAC-Inhibitoren anhand von Homologiemodellen,
virtuellen “Screening‘ und in vitro-Testungen

In einer internationalen Zusammenarbeit von verschiedenen universitdren 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

103104 e 1: )
03,104 "Eiir diesen Fall wurde die

SmHDACS ein virtuelles ,,Screening* durchgefiihrt werden
“ZINC drug-like*-Datenbank durchsucht, welche iiber 20 Millionen Verbindungen enthilt.
Die ZINC-Datenbank ist offentlich zugédnglich, steht zum freien Herunterladen auf den
eigenen Computer zur Verfiigung und man kann mittels individuell eingestellten Filtern eine

Vorselektion treffen'®’

. Desweiteren sind die Verbindungen in dieser Datenbank kéuflich zu
erwerben.

Nach dem ersten ,,Screening* konnten circa 5000 Verbindungen mit einer typischen Zink-
bindenden Gruppe, darunter Thiazole, Hydroxamsduren und Anilinobenzamide identifiziert
werden. Diese Verbindungen wurden in die Bindetasche des Homologiemodells der
SmHDACS “gedockt®. Der Vorgang des “dockens® beschreibt eine Bewertung der einzeln
untersuchten Liganden zueinander. Dazu werden sie in rdumliche Néhe zur Bindetasche
gebracht und somit mogliche 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 lduft nach definierten und verdnderlichen Algorithmen und kann
mit einer speziellen Software (MOE) visualisiert werden. Es wurden 75 kommerziell
erhdltliche Verbindungen fiir eine in vitro-Testung ausgewihlt (51 Hydroxamséduren, 22
Thiazolosulfonamide und 2 Anilinobenzamide). Anhand der Testung konnten 26 aktive

Verbindungen (25 Hydroxamsiuren und ein Thiazolosulfonamid) bestimmt werden'*.
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1.

Einleitung
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Abbildung 14: Strukturen der beim “Screening* gefundenen Verbindungen.'®

Die aktivsten Verbindungen (Abb.: 14) haben eine inhibitorische Aktivitit gegeniiber der
schistosomalen HDACS8 im unteren mikromolaren Bereich. Weiterhin entsprechen diese nicht
der typischen Struktur, welche als Pharmakophor fiir Histondesacetylasen vorhergesagt
wurde. Sie besitzen grofiten teils keine Verbindungsdomine zwischen der Zink-bindenden
Gruppe und den groeren, meist aromatischen, endstandigen Resten wie TSA und SAHA. Sie
dhneln eher Tubastatin A (Abb.: 15), einem anderen bekannten Histondesacetylasehemmer
mit einem ICso-Wert fiir die SmHDACS von 1,48 uM'*®. Die Zink-bindende Domiine befindet
sich in den meisten Fillen direkt an einem aromatischen System und stellt so eine

substituierte Benzhydroxamséure dar.
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1.3  Die schistosomale Histondesacetylase 8 als Target

N

Abbildung 15: Tubastatin A.

Alle gefundenen Hydroxamsduren besitzen die gleiche Ausrichtung innerhalb der
Bindetasche, die ZBG koordiniert das Zinkion, wie dies auch schon fiir Hydroxamsiuren
anhand der Kristallstruktur von HmHDACS8 im Komplex mit Hydroxamsduren beobachtet
wurde!™. Die Inhibitoren T5971079 und T5979345 erreichten die besten ,Docking*
Bewertungen und inhibieren die SmMHDACS im unteren mikromolaren Bereich. Allerdings
besitzen sie keine Aktivitit auf zelluldrer Ebene. Die ,,Docking “-Losung (Abb.: 16) fiir die
Ausrichtung von T5979345 zeigt eine Interaktion zwischen dem Stickstoff der Amidfunktion
des Liganden mit His292 in der SmHDACS. Diese Interaktion kann es auf gleiche Weise in
der HmHDACS nicht geben, da dort Histidin statt Methionin (Met274) vorliegt. Im Vergleich
der inhibitorischen Aktivititen gegeniiber dem humanen und dem schistosomalen Enzym

konnte keine Selektivitiit festgestellt werden'®*.

o

| T5979345

)

Phe216

Phel51

Asp186 $ ‘ His292
Asp285

Abbildung 16: Dockinglosung fiir T5979345 (rosa) in der Bindetasche von SmHADCS. Die Atome sind eingefirbt,
Kohlenstoff (griin), Stickstoff (blau), Sauerstoff (rot) und Schwefel (gelb). Das Zinkion ist orange. (MOE).
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1. Einleitung

1.4  Zielstellung der Arbeit

* S S
10 :
N N
0~ °N N OH N OH
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(0]
T5979345 T5971079

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 dafiir gewdhlten Leitstrukturen auf denen diese Arbeit aufbaut sind T59734S5 und
T5971079 (Abb.: 17)'*. Das Grundgeriist fiir die Optimierung und zugleich Merkmal dieser

Substanzklasse ist eine substituierte Benzhydroxamsaure (Abb.: 18).

R
] H
No
X N7 OH
1 0

Abbildung 18: Grundgeriist der substituierten Benzhydroxamsiauren.

Hauptaufgabe dieser Arbeit war es eine Substanzbibliothek verschiedener 3-Amino- und 3-
Amidobenzhydroxamséduren 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
konnen. Die in dieser Arbeit genutzten Methoden beinhalten die Auswertung verschiedener in
vivo- und in vitro-Assays, computergestiitzte Methoden zur Vorhersage von Ligand-Protein-
Interaktionen und zusitzlich die Auswertung von Kristallstrukturen, der in dieser Arbeit

synthetisierten Verbindungen kristallisiert mit SmHDACS.
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1.4 Zielstellung der Arbeit

2.  Synthetische Arbeiten

Als Ausgangsstruktur der in dieser Arbeit

photsy  Hisl42 beschriecbenen ~ Verbindungen  diente
A Verbindung  T5979345. Sie  stellt im
- _Q: weitesten Sinn eine 3,4-disubstituierte

Benzhydroxamsdure dar. In vorran-

gegangenen Arbeiten konnte gezeigt

4

ok Tyraa1 werden ', dass die Hydroxamsiure-
Ausrichtung : »

zum Lisungsmittel His292 struktur zustdndig fiir die Chelatierung
des Zinkions innerhalb der Bindetasche
Sﬁ.ﬁgﬁ'}?&l&%ﬁ{f lot von T5979345 in der Bindetasche von ist und das Proton des Amidstickstoffs
eine  Wasserstoffbriicke zu  einem
benachbarten Histidin der SmHDACS ausbildet. Die restlichen Strukturen des anelierten und
gesittigten Rings bilden keine oder nur sehr unspezifische Wechselwirkungen mit der
Bindetasche des Enzyms aus, bzw. deuten in Richtung des Losungsmittels auflerhalb der
Bindetasche (Abb.: 19).
Hieraus ergaben sich zwei Verbindungsklassen, die hinsichtlich ihrer Struktur-Wirkungs-
Beziehung untersucht werden sollten. Zum einen ist es die Klasse der 3-Amino-
benzhydroxamsduren mit verschiedenen Substituenten an Position 4 des aromatischen Ringes
und zum anderen die der 3-Amidobenzhydroxamsduren ebenfalls mit verschiedenen
Substitutionen an Position 4 des aromatischen Ringes (Abb.: 20). Fiir die Substitution an
Position 4 wurde ein Substitutionsmuster gewihlt, welches sich in den beiden Klassen

wiederholt und somit eine Aussage zulésst, welche Struktur fiir eine weiterfithrende gerichtete

Synthese geeignet ist.

1. Klasse 2. Klasse Substituent
R R R: -H
H o H
N N -
N OH ?J\N OH Methyl
H H
2 o 3 0 -Methoxy

Abbildung 20: Das chemische Grundgeriist der in dieser Arbeit hauptsichlich beschriebenen Verbindungen.

Zur Darstellung der verschiedenen Benzhydroxamsduren wurden ihre korrespondierenden

Carbonsiduren benotigt (Abb.: 21). Darauf hin sind die folgenden Synthesen ausgerichtet.
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2. Synthetische Arbeiten

N AN
l = OH | = 11;11

X X ~OH
4 (o) 1 (o)

Abbildung 21: Retrosynthese von Benzhydroxamséaure zur Benzoesiure.

Dieses Kapitel ist in drei Abschnitte unterteilt, in die Darstellung der 3-
Aminobenzoesdurederivate, die Darstellung der 3-Amidobenzoesdurederivate und die
Konvertierung der entstandenen Carbonséurederivate in die entsprechenden Hydroxamsiuren,

welche am Ende des Kapitels beschrieben wird.

2.1 Darstellung der 3-Aminobenzoesiuren

2.1.1 Darstellung einfach substituierter 3-N-(Cyclohexyl)-aminobenzoesiuren und 3-V-
(Benzyl)-aminobenzoesiuren

Zur Darstellung der verschieden substituierten Derivate und die damit verbundene Kniipfung
einer Aminbindung wurde die reduktive Aminierung angewendet. Als Ausgangsverbindung
diente die jeweilige 3-Aminobenzoesidure mit unterschiedlichen Substituenten in Position 4.
Diese wurde mit den entsprechenden Aldehyden, bzw. Ketonen in die resultierenden Imine
tiberfiihrt und anschlieBend mittels eines geeigneten Reduktionsmittels zu den entsprechenden

Aminen umgesetzt (Abb.: 22).

R R
A A H/H' X
" | OH | OH | OH
= - = =
R 0 H,N H0  p >N RN
5 6 O 7 O H g o
Schiffsche Base

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. Losungsmittel der Wahl war Toluol, welches aufgrund seiner hohen
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2.1  Darstellung der 3-Aminobenzoeséduren

Siedetemperatur und mit Hilfe eines Wasserabscheiders fiir wasserentziehende Bedingungen
sorgte und so eine Hydrolyse der SCHIFF'schen Base in die Ausgangsstoffe verhindert. Im
zweiten Schritt erfolgt die Reduktion zu den jeweiligen sekunddren Aminen (8) mittels
Hydrid. Als Hydridquelle wurde Natriumtriacetoxyborhydrid verwendet.
Natriumtriacetoxyborhydrid ist im Gegensatz zu anderen Reagenzien, wie zum Beispiel
Borhydrid und Lithiumaluminiumhydrid oder auch gegeniiber der katalysierten Hydrierung
mittels Wasserstoff ein mildes und selektives Hydrierungsreagenz. 105.106.107.108

Die Wahl eines milden Reduktionsmittels ist notig, um die Reduktion der Carbonsdure im
Molekiil in das entsprechende Aldehyd, bzw. weiterfithrend in den Alkohol zu verhindern,
bzw. auszuschlieBen, da mit einem Uberschuss an Hydrierungsreagenz gearbeitet wurde. Fiir
die folgenden Reaktionen wurde die indirekte reduktive Aminierung gewihlt. 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 Amin'® (10, 12) (Abb.: 23).

O\ Cyclohexanon Benzaldehyd R\ AN
|
/O\H/ 'HZO /O\n/ _H 20 AN N /O\H/OH
Toluol, Toluol, 11 0

Riickfluss Riickfluss
Na(AcO);BH Na(AcO);BH
AcOH AcOH
THF, RT THF, RT

R R
ous
OH 5z OH
N N
H 1 o H 1 o0
Abbildung 23: Darstellung der substituierten 3-Aminobenzoesiiuren.

Da sowohl im ersten Schritt der Aldehyd und im nichsten Schritt das Hydrid im Uberschuss
zugesetzt wurde, war es moglich, dass bei unzureichender Reinigung der SCHIFF ‘schen Base
das entstandene sekundidre Amin eine Folgereaktion einging. In diesem Fall reagiert das
sekundidre Amin erneut mit der Carbonylgruppe des Aldehyds zu einem Halbaminal, welches
mittels Hydrid zum tertidren Amin reduziert wird (Abb.: 24). Diese Methode, bei der alle
Reaktanten und das Hydrierungsmittel in einem Reaktionsgemisch vorliegen, wird auch als

direkte reduktive Aminierung bezeichnet'*®
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2. Synthetische Arbeiten

Na(AcO);BH
Benzaldehyd AcOH
©/\N OH g0 N OH polyol, RT N
H Toluol
130 Riickfluss HO o o
14 15

Abbildung 24: Darstellung von 3-N,N-Dibenzylaminobenzoesiure.

2.1.2 Einfiihrung einer fert-Butyloxycarbonylgruppe in die einfach substituierten 3-N-
(Cyclohexyl)-aminobenzoesiuren und 3-N-(Benzyl)-aminobenzoesiuren

Fiir die weitere Umsetzung des Hydroxylamins zur Hydroxamsidure mittels nukleophiler
Substitution bendtigt man eine reaktive Carbonylverbindung. Carbonsiduren konnen unter
Verwendung bestimmter Reagenzien in reaktive Carbonylverbindungen iiberfiihrt werden. Da
aber die fiir diese Reaktion bendtigten 3-Aminobenzoesidurederivate mit dem anilinischen
Stickstoff selbst ein nukleophiles Zentrum besitzen, wiirde es zu unerwiinschten
Nebenprodukten fithren. Auf Grund dessen wurde eine tert-Butyloxycarbonylgruppe
eingefiihrt (Abb.: 25). Diese dient in der organischen Chemie als sogenannte Schutzgruppe
(auch Boc-Schutzgruppe genannt) fiir primire und sekundire Amine' % Mit Einfiihrung
dieser Schutzgruppe verliert das Amin seine nukleophilen Eigenschaften und kann in diesem
Fall nicht mehr mit der aktivierten Carbonylgruppe reagieren. Auflerdem dient diese
Schutzgruppe zur Maskierung des Protons am Stickstoff, welches mit dem Histidin der
Bindetasche interagiert. So lie sich sowohl eine Aussage treffen ob diese Interaktion
essentiell fiir die Aktivitdit mit der SmMHDACS ist, als auch iiber die Auswirkung auf die
Selektivitit dieser Modifikation am Molekiil.

Boc,O
—_—
H g5 0 t-BuOH 16

0o O

Abbildung 25: Einfithrung der tert-Butyloxycarbonylgruppe.
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2.1  Darstellung der 3-Aminobenzoeséduren

Die Einfilhrung dieser Schutzgruppe erfolgt mittels Di-fert-butyldicarbonat'''. Hierbei
reagiert das freie Elektronenpaar des Amins mit dem Carbonylkohlenstoff des Anhydrids
unter Abspaltung von Kohlenstoffdioxid und zert-Butanol zu einem Carbamat (Abb.: 26). Die
Wahl der Schutzgruppe hatte praktische Griinde. Denn die tert-Butyloxycarbonylgruppe ist
im basischen Milieu stabil'®''%2, Diese Eigenschaft ist unerldsslich, 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) bediirfen einer aufwendigere Prozedur diese wieder vom Molekiil zu entfernen. Die
Benzyloxycarbonylgruppe wird hydrogenolytisch mit Wasserstoff und Palladium auf
Aktivkohle abgespalten, wihrend die Spaltung die Allyloxycarbonylgruppe durch
Ubergangsmetallkatalyse mit Metallen wie Palladium’— oder Nickel’-Komplexen erreicht
wird. Die tert-Butyloxycarbonylgruppe kann dagegen im Sauren mit Trifluoressigsidure (TFA)

oder Salzsiureldsung in Dichlormethan abgespalten werden' '

X w(,r"r% o 4

Abbildung 26: Reaktionsmechanismus der Einfithrung der tert-Butyloxycarbonylgruppe.
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2. Synthetische Arbeiten

Tabelle 2: 3-Aminobenzoesiurederivate

Verbindung Rest 1 Rest 2
16a H ©/\*
16b H O\
#*
16¢ Methyl ©/\*
16d Methyl O\
#*
16e Methoxy ©/\*
16 Methoxy O\
#*

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

benzoesiure dargestellt (Abb.: 27).

NJ(J)\OJ<
O

Abbildung 27: Strukturformel von 3,5-N,N’'-Dibenzylcarbamoylbenzoeséure.
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2.2.  Darstellung der 3-Amidobenzoesédurederivate

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

Ausgehend von den bereits synthetisierten Aminen mit zyklischen Resten sollte mit den hier
synthetisierten Verbindungen die Auswirkung niedermolekularer Reste iiberpriift werden, ob
diese ebenfalls eine inhibitorische Aktivitit auf die SmHDACS besitzen, gegebenenfalls sogar
selektive Effekte gegeniiber der HmHDAC8 oder den Isoenzymen der humanen
Desacetylasen zeigen. Dazu wurden die 3-Aminobenzoesdurederivate wie bereits unter

Abschnitt 2.1.2. beschrieben mit Di-tert-butyldicarbonat umgesetzt (Abb.: 28).

Boc,0

‘ 0
—_—
HN OH \e.OH )<0)L OH

N
6 O t-BuOH H 13 ¢

Abbildung 28: Einfiihren der fert-Butyloxycarbonylgruppe.

Diese  Schutzgruppenstrategie  resultierte in 3  unterschiedlich  substituierten

Aminobenzoesidurederivaten (Abb 29).

0 0 o(l)
){OJ\N/Q\H/OH )<0)LN\/©\,(OH )(O)LND\WOH
H H H 18 0

18a O 18b O

Abbildung 29: Strukturformeln der 3-Carbamoyl-benzoesiurederivate.

2.2. Darstellung der 3-Amidobenzoesiurederivate

2.2.1. Auswabhl des geeigneten Aktivierungsreagenz fiir die aromatischen Carbonséiuren
Diese Substanzgruppe umfasst den groften 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 erhéltlichen 3-Amino-
benzoesdurederivaten mit den jeweiligen Carbonsduren zu den entsprechenden 3-
Amidobenzoesédurederivaten durchgefiihrt. Zum anderen erfolgte eine vorgelagerte Synthese
bestimmter 3-Amino-benzoesdurederivate mit anschlieBender Amidierung zu den jeweiligen

3-Amidobenzoesiure-derivaten.
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2. Synthetische Arbeiten

R
| —— |
= OH H
H,N N F N0
6 O H 19 0

Abbildung 30: Retrosynthese von 3-Amidobenzoesduren aus 3-Aminobenzoeséiuren.

Die Darstellung von Sdureamiden aus ihren Carbonsduren und den entsprechenden priméren
Aminen im Sinne einer Aminolyse ergibt nur geringe Ausbeuten, einerseits entstehendes
Reaktionswasser stindig entfernt werden muss, und andererseits sich Carbonsiduren und

113

Amine leicht unter Salzbildung umsetzen °. Die Aminolyse von Carbonsduren hat im Labor

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

Verfahren manchmal noch Anwendung 13

(Hydroxamséaurereaktion).

Der bevorzugte Weg zur Darstellung der Amide ist die Aminolyse der Sédurechloride oder
Saureanhydride. Da die Reaktivitdt der nukleophilen Komponente bei Aminolysen mit ihrer
Basizitit steigt, bzw. fillt umso sterisch anspruchsvoller das Amin gebaut ist, liegt die
maximale Reaktivitit beim primiren Amin'". In diesen und in den folgenden Reaktionen ist
das primidre Amin ein aromatisches Amin, welches in der Literatur als Anilin bezeichnet
wird"". Die nukleophile Eigenschaft von Anilin wird durch den mesomeren Effekt des
Aromaten abgeschwicht (-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 verringertm.
Durch diese Abnahme der Elektronendichte wird der +M-Effekt des Amins verstiarkt, was zur
weiteren Reduktion der nukleophilen Eigenschaften des Anilins fiihrt. Aus diesem Grund
wurden verschiedene Reagenzien untersucht um die Carbonsidure in ein effektives
Acylierungsreagenz zu iiberfithren. Die Reaktivitit des Acylierungsreagenzes hingt hierbei
von der Resonanzstabilitit der angegriffenen Carbonyldoppelbindung ab. Ein Uberblick zu
dieser Thematik liefert BRUCKNER' . Hier wird die Reaktivitit 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.: 3.
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2.2.  Darstellung der 3-Amidobenzoesédurederivate

0o 0 0o (o} (o} l’Rl 0O o 0
R)J\(_) R)J\N/Rl R)J\O/Rl RJ\N /%N RJ\O N R)J\O)J\O/Rl R)J\Cl
R, l—/ H
- o- o- o- o- ‘/Rl 0o- 0 o-
R/gO )\\+ Ry R)%+ Ry R/k\+N/§ R)\\+)\ Ry R)\\(SAO/RI R El

Abbildung 31: Abnahme der Resonanzstabilitiit von links nach rechts. (Modifiziert nach BRUCKNER)''®

Die grofite Mesomeriestabilisierung besitzt das Carboxylation und ist damit das schwéchste
Acylierungsmittel. Ebenso sind Amide ausgeprigt mesomeriestabilisiert. Carbonsduren und
Carbonsiureester sind gegeniiber den Amiden schon deutlich reaktiver, allerdings gilt dies nur
fir Carbonsduren in Abwesenheit von Basen. Der Grund fiir die Abnahme der
Mesomeriestabilisierung ist die Abnahme des +M-Effekts der Substituenten am
Carbonylkohlenstoff. Fiir das Acylimidazolin kommt hinzu, dass das freie Elektronenpaar des
acylierten Stickstoffs nur eingeschrinkt fiir eine Stabilisierung der Carbonyldoppelbindung
durch Mesomerie zur Verfiigung steht, da es Bestandteil des m-Elektronensystems des
Imidazolrings ist. Die weitere Reaktivitidtszunahme in dieser Reihe ist darauf begriindet, dass
das freie Elektronenpaar am benachbarten, d.h. am einfach gebundenen O-Atom, nur noch
zunehmend eingeschriankt zur Stabilisierung der Carbonyldoppelbindung durch Mesomerie
beitrigt. Es dient partiell auch zur Mesomeriestabilisierung einer zweiten C-Heteratom-
Doppelbindung. Die Mitbeanspruchung des freien Elektronenpaars durch diese zweite C-
Heteratom-Doppelbindung ist umso ausgeprigter, je groBer deren —M-Effekt ist. Weitere
ausgezeichnete Hydroxylierungsmittel stellen elektronenarme Hydroxyaromaten dar, da deren
Fahigkeit zur Stabilisierung der Carbonyldoppelbindung durch Mesomerie noch geringer ist

(Abb.: 32)'°,

Abbildung 32: Benzotriazolylester, Pentafluorphenylester und Arylester einer Carbonséure als V-
Methylpyridiniumchlorid.
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2. Synthetische Arbeiten

Das stirkste Acylierungsreagenz in diesen Gruppen (Abb.:31und 32) ist das
Carbonsiurechlorid. Das Chlor-Atom ist tiberhaupt nicht mehr in der Lage die benachbarte
Carbonyldoppelbindung iiber Mesomerie zu stabilisieren. Im weiteren Verlauf der Synthese
wurde verschiedene Moglichkeiten der Aktivierung und verschiedene Acylierungsreagenzien
getestet und nach ihrer Effektivitit und Handhabung bewertet um die entsprechenden 3-

Amidobenzoesduren zu erhalten.

2.2.2. Aktivierung mittels CDI

Zur Darstellung der Amidbindung wurde im ersten Schritt die unsubstituierte aromatische
Benzoesdure mittels Carbonyldiimidazol (CDI) aktiviert. Diese Methode wird auch als
Azolid-Methode bezeichnet''”. Im nichsten Schritt wurde die aktivierte Carbonsiure mit 3-
Aminobenzoesdure umgesetzt. Diese Methode lauft unter milden Bedingungen ab, fiihrte
jedoch nach der Reinigung zu einer zu geringen Ausbeute von 3-Benzamidobenzoesdure um

die geplante Synthese der 3-Amidobenzhydroxamséuren fortfithren zu konnen (Abb. 33).

o O o) 6> _
%{OH ' N@J\N\:\\/N = %—{O\@L \:\/ T ;—NQ
Y

HN
+

%/{ - Imidazol %F)O_{q é_(&o_{ - %_(/{_{O
Al

<\ - CO, \j KQNH H;/D @N liN)
HN-/

Abbildung 33: Aktivierung der Carbonsiiure mit Carbonyldiimidazol. (Modifiziert nach BRUCKNER)''®

2.2.3. Aktivierung mittels DCC und EDC

Die Aktivierung mittels der Carbodiimide N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)''*'**!? ynd
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC)'*""'** verliuft ebenfalls unter milden
Bedingungen. Bei der Reaktion mit Carbonsduren 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-Amidobenzoesédurederivate

Anwesenheit eines Nukleophils entsteht das entsprechende Harnstoffderivat und das jeweilige
Produkt aus Carbonsdure und Nukleophil, in diesen Fall ein Amid (Abb.: 34). Vorteil bei
dieser Methode gegeniiber der Aktivierung als gemischtes Anhydrid ist der, dass keine
weiteren nukleophilen Reaktionsprodukte entstehen, die im weiteren Reaktionsverlauf zu
Nebenprodukte fiihren konnen. DCC geht nach der Reaktion in N,N'-Dicyclohexylharnstoff
iiber, welches ein sehr lipophiles Reaktionsprodukt darstellt und durch einfache Extraktion
nicht vom gewiinschten Produkt zu trennen ist. EDC dagegen geht nach der Reaktion in 1-
Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-harnstoff iiber. Das tertidre Amin in dieser Verbindung
lasst sich im sauren Milieu protonieren und so durch Extraktion in die wissrige Phase
tiberfithren und vom Hauptprodukt trennen. Diese Methode brachte ebenfalls nicht den
gewiinschten Umsatz und wurde nicht weiter auf die Synthese der 3-Amidobenzoeséduren

angewandt.

O R, R,
%—{ + N—C—N —_— N= —N —_— H N—R1
OH

HN—R2

on r“ j e

+ O%
HN—X HN—R,

Abbildung 34: Aktivierung der Carbonsiiure mit DCC und EDC. (Modifiziert nach BRUCKNER)''®

2.2.4. Aktivierung als gemischtes Anhydrid
Eine weitere Methode zur Aktivierung von Carbonsduren ist die Darstellung von
Carbonsdureanhydriden, beziehungsweise gemischter  Anhydride. Hier ist das

Aktivierungsreagenz Chloroethylformiat'>*'*

. Bei dieser Synthese wurde die zu aktivierende
Carbonsidure mit Triethylamin als Hilfsbase und Chloroethylformiat umgesetzt. Das entstande
Carbonsdureanhydrid sollte im nidchsten Schritt unter nukleophiler Substitution mit der 3-
Aminobenzoesdure reagieren (Abb.: 35).

Mit Hilfe dieser Methode konnten die Ausbeuten leicht gesteigert werden. Weiterhin ergaben
sich unerwiinschte Nebenprodukte, da bei der Umsetzung von Chloroethylformiat Ethanol als

zusitzliches Nukleophil freigesetzt wird. Um die Ausbeuten zu steigern und die
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Nebenprodukte zu reduzieren, wurden verschiedene gemischte Anhydride angewendet. Dazu
zdhlten Chloromethylformiat, Chloro-2,2,2-trichlorol, 1-dimethylethyl-formiat und
Chloroisopropylformiat. Es konnte dadurch aber keine Optimierung der Synthese erreicht

werden.

%—/{ ro IR %—/{ v MR %—Lo—*—o—R
op & O Et;NH* (Y

.-
R: - Methyl EGNH'Cl
- Ethyl
0]
- Isopropyl O
o-{
- 2,2,2-Trichloro-1,1-dimethylethyl O—R

Abbildung 35: Aktivierung der Carbonsiure mit Chlorcarbonséiureester.

2.2.5. Aktivierung mittels PyBOP®
Ein weiteres Reagenz fiir Amidkniipfungen ist das Phosphoniumsalz Benzotriazol-1-yl-

oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat (PyBOP®)'2>-122-126,

PF,

.
N/)I\N—oif:’—NO
N
O

Abbildung 36: Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat (PyBOP®).

Bei dieser Methode besteht die Moglichkeit die Carbonsédure als Phosphoniumsalz oder als O-
Benzotriazolester zu aktivieren. Letzteres ist weniger reaktiv und reagiert vornehmlich mit
Aminen zu Amiden. Das Phosphoniumsalz der Carbonsdure 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 Carbonsiuren (Abb.: 37).126’127
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+
< CN>P_Oi :O 15 Minuten BZT—Oi :0
3
R—m ,/R—NH2
R.
N O
H

Abbildung 37: Aktivierung der Carbonsiiure mit PyBOP®. (Modifiziert nach Kiv und PATEL)'?’

Fiir diesen Syntheseweg wurde die jeweilige Carbonsdure mit der Hiinig-Base (DIPEA,
Diisopropylethylamin) und PyBOP® zur Reaktion gebracht. Die so aktivierte Carbonsiure
sollte im néchsten Schritt mit einem 3-Aminobenzoesdurederivat 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 Carbonsdure mittels Thionylchlorid zum Carbonsdurechlorid mit
anschlieBender Aminolyse zu dem entsprechenden Carbonsdureamid (Abb.: 38) ist die
gingigste und am héufigsten genutzte Methode zur Darstellung dieser Verbindungenm. Die
Reaktion beginnt mit der Veresterung der Carbonsdure 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 zerfillt in

das Sadurechlorid, Schwefeldioxid und Chlorwasserstoff.''®
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2. Synthetische Arbeiten

Abbildung 38: Aktivierung der Carbonsiure mit Thionylchlorid. (Modifiziert nach BRUCKNER)''®

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
Uberschuss des Nukleophils oder man setzt eine Hilfsbase ein, die eine hohere Basizitét als
das Nukleophil aufweist. Diese Reaktion erfordert einen etwas hoheren Materialaufwand und
lauft unter drastischeren Bedingungen ab als die zuvor genannten Reaktionen zur Aktivierung
der Carbonséuren. Sie ist allerdings robust, zuverlédssig und fiithrt sowohl zu hohen Ausbeuten
als auch bei der vorliegenden Verbindungsklasse zu keinen Nebenreaktionen. Diese Methode

wurde somit zum Standard der Darstellung von 3-Amidobenzoesiuren.

2.3. Darstellung der 3-Amidobenzoesiuren

Zur Darstellung der 3-Amidobenzoesduren wurde ein Zwischenschritt in die Synthese
eingefithrt um die Ausbeute zu erhohen. Da bei der wissrigen Aufarbeitung des
Reaktionsgemisches der Aminolyse noch vorhandene aktivierte Sdure wieder in die
Carbonsiure hydrolysiert, entsteht ein Reaktionsgemisch welches bis zu drei aromatische
Carbonsduren enthalten kann. Bei einem unvollstindigen Umsatz konnen sowohl noch 3-
Aminobenzoesdure, das Produkt, die 3-Amidobenzoesiure, sowie bereits beschrieben die
Carbonsdure, welche aus der aktivierten Sdure hervorgeht, enthalten sein. Diese drei
aromatischen Carbonsduren chromatographisch zu trennen ist aufwendig und fiihrt aufgrund
des dhnlichen Retentionsverhalten hédufig zu iiberlappenden Fraktionen, was eine Minderung
der Ausbeute bedeutet. Um dem entgegenzuwirken, wurden die 3-Amino-benzoesiduren

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

handhaben und ihre entsprechenden Produkte aus der Aminolyse sich aufgrund ihrer
verdnderten Polaritit gegeniiber den Carbonsduren chromatographisch leichter aus dem
Reaktionsgemisch isolieren. Nach einer einfachen und robusten Methode konnte der
Methylester dargestellt werden. Mittels Thionylchlorid wurde in situ das Sadurechlorid
erzeugt. Als Losungsmittel wurde Methanol eingesetzt, welches im Uberschuss auch als

Reaktant diente. Die Reaktion verlief quantitativ und ohne Nebenprodukte ab.

R SOCl, R
| 7z OH | = O
H,N é“é(l:H H,N ~
°C bis
20
6 0 Riickfluss 0

Abbildung 39: Darstellung der 3-Aminobenzoesiduremethylester.

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

entsprechenden Carbonsdurechloriden zu den 3-Amidobenzoesduremethylestern umgesetzt.

SOCl,
H
MeOH
0°C bis ot

Riickfluss DIPEA o)
~

s B
THF, RT H » o
SOCl,
@ — @

Abbildung 40: Darstellung der 3-Amidobenzoesiuremethylesterderivate.

Diese Methode zur Darstellung von 3-Amidobenzoesduremethylesterderivaten als Vorstufe
der 3-Amidobenzoesduren hat sich als effektivste Variante herausgestellt und wurde fiir die
weiteren Synthesen dieser Substanzklasse verwendet. Diese Herangehensweise bedeutete
zwel zusitzliche Synthesestufen. Zunichst erfolgte die Veresterung zum Methylester,

anschlieend die Hydrolyse des Esters um die gewiinschten 3-Amidobenzoeséduren fiir die
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weitere Synthese zu erhalten. Das giinstigere Retentionsverhalten der Methylester bei der
chromatographischen Reinigung fiihrte zu hoheren Ausbeuten und rechtfertigt somit den
synthetisch priparativen Mehraufwand.

Die Hydrolyse der Ester erfolgte unter milden Bedingungen. Der betreffende Ester wurde
dazu in Methanol gelost, bzw. suspendiert und unter basischen Bedingungen mittels einer

wissrigen Natriumhydrogencarbonat- oder Natriumhydroxid-Losung hydrolysiert (Abb.: 41).

N32CO3
NaOH
MeOH

RT-Riickfluss

Abbildung 41: Hydrolyse der 3-Amidobenzoesiuremethylesterderivate.

Tabelle 3: Dargestellte substituierte 3-Amidobenzhydroxamsiuren

Verbindung Rest 1 ‘

23a H

£
23b Methyl ©
N\ "
23c Methyl I/
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Verbindung Rest 1
%*
23d Methoxy
9
23e Methoxy O
23f Methoxy >x<
*
23g Methoxy ~
0
&
23h Methoxy
Cl
Cl1
23i Methoxy @ *
Cl
23j Methoxy /@*
Cl
&
23k Ethoxy
9
231 Ethoxy O
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o
OH
&
Verbindung Rest 1
*
23m Propoxy
*
23n Isopropoxy
%
230 Chlor
%*
23p Chlor o
*
23q Chlor o
&
23r Chlor o
o *
23s Chlor ©/ \©
23t Chlor ©v0©*
*
23u Chlor /©
O,N
*
23v Brom



2.4.  Darstellung der 3,5-Dibenzamidobenzoesdure

Verbindung Rest 1 @
*
23w Fluor
*
23x Trifluormethyl

2.4. Darstellung der 3,5-Dibenzamidobenzoesiure

Abbildung 42: Strukturformel von 3,5-Dibenzamidobenzoesiure.

Die hier dargestellte Verbindung ist eine 3,5-disubstituierte Benzoesdure und wurde direkt aus
der Umsetzung der 3,5-Diaminobenzoesdure mit Benzoylchlorid und einer Hilfsbase
dargestellt (Abb.: 43). Dieses Substitutionsmuster soll in folgenden Testungen zeigen, ob eine
raumgreifende Substitution in Position 5 der Benzhydroxamsdure einen Einfluss auf

Selektivitit und inhibitorische Aktivitit auf die SmHDACS besitzt.
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0 NH, 0° "NH
cl Et;N o
* OH o1 OH
H,N Et;NH"Cl N
25 26 O H % o

Abbildung 43: Darstellung der 3,5-Dibenzamidobenzoesiure.

2.5. Darstellung der 9-Oxo-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-carbonsiure

N
H » o

OH

Abbildung 44: Strukturformel von 9-Oxo-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-carbonséure.

Die 9-Oxo0-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-carbonsédure stellt eine trizyklische Carbonsdure dar.

Sie vereint mit ihrem gesittigten Ring die Merkmale der 3-(N-Cyclohexyl)aminobenzoeséure

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

Amidobenzoesduren. Die Verbindung wurde direkt aus 3-Aminoterephthalsdure und

Cyclohexanon, gelost in hochsiedenden Diphenylether (DPE), dargestellt'**"**"*! (Abb.: 45).

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

Und weiBit eine Oxo/Hydroxy-Tautomerie auf. Frithere Rontgenuntersuchungen fiir diese

Substanzklasse haben gezeigt, dass das Verhiltnis der Tautomere in Losung 1000:1 auf der

Seite der Oxo-Verbindung liegt'*>'*.
(0) (0)
HO
’ OH | OH
0 HN Rii]zlft!lzuss N
28 29 O H 2 o0

Abbildung 45: Darstellung der 9-Oxo-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-carbonsiiure'?* 313!,
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2.7.  Darstellung verschiedener 3-Benzamido-4-alkoxybenzhydroxamséduren

2.6. Darstellung der 3-(N-Phenyl)-carboxamidobenzoesiure

H
N OH
©/ 0O 3 O

Abbildung 46: Strukturformel von 3-(V-Phenyl)-carboxamidobenzoeséure.

Die 3-(N-Phenyl)-carboxamidobenzoesdure stellt eine Derivat der 3-Benzamidobenzoesédure
mit inverser Amidgruppierung dar und soll im Vergleich dieser beiden Verbindungen
aufzeigen, welchen Einfluss diese Modifikation auf die Interaktion mit der SmHDACS
besitzt. Als Ausgangsstoffe dienten die 3-Carboxybenzoesdure, Thionylchlorid als
Aktivierungsreagenz und als Aminkomponente das Anilin,welches ebenso Losungsmittel und
Hilfsbase darstellte (Abb.:47). Der daraus entstandene 3-(N-Phenyl)-carboxamido-

benzoesduremethylester wurde im darauffolgenden Schritt hydrolysiert (Absatz: 2.3.)

Anllln NaOH "
HO 0 RT 4h 0. MeOH N OH
50°C 5

O 31 O 30 O

Abbildung 47: Darstellung der 3-(N-Phenyl)-carboxamidobenzoesiure.

2.7. Darstellung verschiedener 3-Benzamido-4-alkoxybenzhydroxamsiuren

Im Laufe der hier beschriebenen Arbeit lie sich bei der Auswertung von Struktur-
Wirkungsbeziehungen anhand von in vitro-Aktivititsmessungen in Form von ECso-Werten
und hochaufgelosten Rontgenkristallstrukturen (Abb.: 48) eine Substitutionsvariation
ableiten, die zu einer gesteigerten inhibitorischen Aktivitit gegeniiber der SmMHDACS fiihrt.
Es wurden drei unterschiedliche Strukturen betrachtet: 3-Benzamidobenzhydroxamsaure 50a,
3-Benzamido-4-methylbenzhydroxamsédure 50b und 3-Benzamido-4-methoxybenzhydroxam-
sdure 50d. Die Unterschiede der drei Verbindungen liegen in ihrer Substitution an Position 4

der Benzhydroxamséure.
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Abbildung 48: Rontgenkristallstruktur von SmHDA C8 kokristallisiert mit Verbindung 50a (links), 50b (mitte), 50d
(rechts). (MOE)

In Abbildung 48 sind die drei Kristallstrukturen mit den jeweiligen Verbindungen
kokristallisiert dargestellt. Man erkennt, dass die Ausrichtung der Liganden nahezu identisch
ist. Die Hydroxamsidurefunktion koordiniert das Zinkion im Inneren der Bindetasche, die
Carbonylfunktion des Amidlinkers bildet eine Wasserstoffbriickenbindung mit Lys20 aus und
der zweite aromatische Ring interagiert vermutlich iiber n-n-Wechselwirkungen mit Tyr341.
Am Rand der Bindungstasche von SmHDACS kann man im Bereich der Aminosédure Asp100
eine kleine lipophile Seitentasche erkennen, welche so in der HmHDACS nicht vorhanden ist.
Betrachtet man die Verbindungen in der mittleren und rechten Abbildung sieht man, dass die
Substitution in Position 4 der Benzhydroxamsiure in Richtung dieser Seitentasche deutet. Bei
der Auswertung ergab sich der Trend, dass je groBer der Rest in Position 4 der
Benzhydroxamsdure ist, desto stirker ist die inhibitorische Wirkung auf SmHDACS
(Abb.: 49).

0" S B <<
YT Ty LT ©* on
H

50b O 50d O

Abbildung 49: Zunehmender Einfluss auf die inhibitorische Aktivitiit gegeniiber der SmHDA C8 in Abhiingigkeit des
Substituenten in Position 4 der Benzhydroxamsiure.
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Daraus ergab sich die Idee weitere 3-Benzamido-4-alkoxybenzhydroxamsdurederivate zu
synthetisieren und den Einfluss der Alkoxygruppe hinsichtlich der Aktivitidt auf SmHDACS
und Selektivitdt zu den humanen Histondesacetylasen zu untersuchen. Da die Grundkorper als
3-Amino-4-alkoxybenzoesduren kommerziell nicht verfiigbar waren, mussten diese zuerst

dargestellt werden.

2.7.1. Darstellung von 3-Amino-4-ethoxybenzoesiure

Zur Darstellung der 3-Amino-4-ethoxybenzoesdaure wurde zuerst der Ansatz der
Phenolsynthese nach Dow'** und der klassischen WILLIAMSON—Ethersynthese135 gewdhlt
(Abb.: 50), da die jeweiligen 3-Amino-4-chlorbenzoesiduren, bzw. 3-Amino-4-hydroxy-

benzoesduren und die entsprechenden Alkohole, bzw. Halogenalkane verfiigbar waren.

| Na
Cl EtONa 0 CH;CH,I HO
—> <—
OH OH OH
H,N EtOH H,N THF g N
33 O 34 O 35 0

Abbildung 50: Darstellung der 3-Amino-4-alkoxybenzoesiuren nach Dow'** (links) und WILLIAMSON'"* (rechts).

Im ersten Versuch wurde 3-Amino-4-chlorbenzoesidure mit einer frisch hergestellten
Natriumethanolat-Losung in Ethanol umgesetzt. Dies fiihrte auch unter Variation der
Reaktionsbedingungen nicht zum gewiinschten Produkt. Diese nukleophile aromatische
Substitution verlduft iiber einen Arinzwischenschritt (cine-Substitution, Phenolsynthese von
Dow'**) (Abb.: 51) und kann Gemische aus 3-Amino-4-ethoxybenzoesdure und 3-Amino-5-

ethoxybenzoesdure ergeben, weshalb diese Strategie nicht weiter verfolgt wurde.

Cl# NaOH % o/t HOx *
—_— | E—— +
HO

Abbildung 51: Phenolsynthese nach Dow mit Arinzwischenschritt'*,
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Die zweite Moglichkeit 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).

HO Na HO Na 0
—_— — hememeee- > —
Boc-. OH Boc-. 0 -
oC N N Boc N 0}
H 3 0 H 36, 0 H 36p 0O

Abbildung 52: Bildung des Dianions.

Eine abgewandelte Form der WILLAMSON Ethersynthese wird von DIF et al. beschrieben'?,
wobei das Eisenoxid durch Silberoxid ersetzt und die eingesetzten Aquivalente abgewandelt

37 Bei dieser Reaktion wurde der entsprechende Alkohol und das entsprechende

wurden
Halogenalkan mit Hilfe von Silberoxid als Katalysator unter milden Bedingungen zur

Reaktion gebracht (Abb.: 53).

CH;CH,I
HO Ag,0 ~_O ~.O
B OH "
OC\N CHZCIZ BOC\N OH BOC\N 0\/
H 3 o0 H 37 0 H 3 0

Abbildung 53: Modifizierte Ethersynthese nach Dif et al..'>%'’

Diese, in einer vorangegangenen Arbeit bereits erprobte Methode fiihrte ebenfalls nicht zum
gewiinschten Produkt. Ebenso erwiesen sich die Methoden der modifizierten WILLIAMSON
Ethersynthese, bei denen das Deprotonierungsreagenz variiert wurde, als erfolglos. Zum einen
wurde Natriumhydrid®® 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 Carbonsduregruppe fiithren sollte (Abb.: 54)1%
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Bu,POH
HO CH3CH2BI' \/O R: H}r‘
—>
R. OH R. OH

0
N THF, -30°C N
H 39 o H 4 o

Abbildung 54: Ethersynthese nach Liu et al..'®

Da die vorangegangenen Versuche einer O-Alkylierung nicht zu den gewiinschten Produkten
filhrten, wurde die Synthese der 3-Amino-4-alkoxybenzoesduren iiberdacht und eine neue
Syntheseroute etabliert. Als Grundkorper dienten hierzu kommerziell erhéltliche 4-
Alkoxybenzoesduren, welche durch Nitrierung und anschlieBender Reduktion in die
entsprechenden Amine iiberfiihrt wurden. Laut Literatur'**'*! hat bei einer Zweitsubstitution
am Aromaten der erste Substituent einen erheblichen Finfluss auf die Reaktivitit 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 Basizitit des Kerns wird
durch Substituenten erhoht, die die Elektronendichte durch induktive und mesomere Effekte
vergrofern. Hierzu zédhlen, Alkyl-, Alkoxy-, Hydroxy- und Aminsubstituenten. Diese sind
Substituenten erster Ordnung und dirigieren in ortho- und para-Stellung des Aromaten
(Abb.: 55). Die Reaktivitit von Aromaten wird durch Carbonsduren und Carbonsiureester,
sowie Nitril- und Nitrogruppen erniedrigt. Hierbei nimmt das Ausmalf} der Desaktivierung von
der Carbonsduregruppe 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 {ibt einen +M-
Effekt aus, hat somit eine aktivierende Wirkung auf den Aromaten und dirigiert zudem in
ortho- und para-Position. Die Carbonsdurefunktion wurde im Vorfeld in einen
Carbonsduremethylester iiberfiihrt und hat einen —M-Effekt, was zu einer Inaktivierung des
Aromaten fiihrt und sie dirigiert die Zweitsubstitution in meta-Position. Die Substituenten
weisen gegenldufige FEigenschaften hinsichtlich des FEinflusses auf die Reaktivitit des
Aromaten auf, ergénzen sich aber hinsichtlich der Position fiir eine Drittsubstitution. Diese

sollte daher bevorzugt in Position drei des Aromaten stattfinden.
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ortho-Produkt para-Produkt
—» +
Y Y

meta-Produkt

 ——
Q\’ro\ Y OH
o}

o

Abbildung 55: Position der Zweitsubstitution in Abhéingigkeit des Erstsubstituenten.

Fiir die Einfithrung einer Nitrogruppe mittels Nitrierung am Aromaten bietet die Literatur'*?
drei Moglichkeiten, die sich jeweils nach der Reaktivitdt des Aromaten richten. Dabei wird in
reaktionstrige Aromaten (Variante A), Aromaten mittlerer Reaktivitit (Variante B) und
reaktionsfihige Aromaten (Variante C) unterschieden. Als elektrophiles Reagens wirkt bei der
Nitrierung das Nitrylkation. Aus Salpetersdure bildet sich das Nitrylkation nur im sauren
Milieu. Im einfachsten Fall protoniert sich Salpetersdure in Form der Autoprotolyse selbst.
Allerdings liegt das Gleichgewicht auf der linken Seite und so konnen nur reaktionsfahige

Aromaten umgesetzt werden'** (Abb.: 56).

+
OHZ_NOZ + O_NOZ

HONOZ + HON02

Abbildung 56: Autoprotolyse von Salpetersiure.

Der Zusatz von konzentrierter Schwefelsdure verschiebt dieses Gleichgewicht und erhoht die

Konzentration der Nitrylkationen142 (Abb.: 57).

+ + -
NO, + H3;0 + 2HSO,4

HNO3 + 2H2S04

Abbildung 57: Bildung der Nitriersiure.

Dieses Salpetersdure-Schwefelsduregemisch wird auch als Nitriersdure bezeichnet. Fiir die
Nitrierung des para-Ethoxybenzoesduremethylesters wurde Variante B fiir Aromaten

mittlerer Reaktivitit gewidhlt (68%ige Salpetersdaure/konz. Schwefelsdure; 1/1,4 V/V)
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(Abb.: 58). Eine Viertsubstitution ist unter diesen Bedingungen nahezu ausgeschlossen und

wurde auch nicht beobachtet.

~_0 Nitriersiure ~_-O
o (0)
N 02N ~

41 O 42 O

Abbildung 58: Darstellung des 3-Nitro-4-ethoxybenzoesiuremethylesters.

Im néchsten Schritt wird die Nitrogruppe zum Amin reduziert. Hierfiir wurde eine Vorschrift
nach PFLASTERER et al. modifiziert'*’ und auf die Verbindung erfolgreich angewendet. Die
Reduktion verlduft in einer salzsauren ethanolischen Losung unter Verwendung von

Eisenspinen als Reduktionsmittel (Abb.: 59).

\/O Fe' \/O
—_—
O\ O\
O,N 1M HCVEtOH  H,N
2 O 4:1, RT 43

Abbildung 59: Darstellung des 3-Amino-4-ethoxybenzoesiduremethylesters.

Mit Hilfe dieser Vorschrift konnten weitere 3-Amino-4-alkoxybenzoesduremethylester
dargestellt werden. AnschlieBend wurden wie unter Kapitel 2.3. beschrieben diese in die

jeweiligen 3-Benzamido-4-alkoxybenzoesduren iiberfiihrt.

4b O

5
e e D

Abbildung 60: In diesem Kapitel dargestellte 3-Benzamido-4-alkoxybenzoesiuren.
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2. Synthetische Arbeiten

2.8. Darstellung der Benzhydroxamsiuren

Die Umwandlung der Benzoesduren in ihre entsprechenden Benzhydroxamsdurederivate
erfolgte im Allgemeinen iiber eine nukleophile Substitution am Carbonyl-Kohlenstoff der
aktivierten Carbonsaure (siehe: Absatz 2.2.) durch Hydroxylamin. Im Folgenden wird auf die
verschiedenen Darstellungsmoglichkeiten der Hydroxamséduren eingegangen, die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrt wurden. Da sich zu Beginn dieser Arbeit schnell abzeichnete, dass
die Darstellung der Hydroxamsduren nach allgemeinen Literaturangaben wie zum Beispiel

144,145,122 .
d nicht

die basische Aminolyse von Benzoesdureester mit Hydroxylaminhydrochlori
effektiv genug ist und eine schwierige Reinigung nach sich zieht, wurden verschiedene

Aktivierungsreagenzien und Hydroxylaminquellen auf ihre Praktikabilitéit hin getestet.

R
N X
l % OH | = g
X X “OH
1* O 1 (6]

Abbildung 61: Retrosynthese von Benzhydroxamséure zur Benzoesiure.

Die ersten Versuche zur Darstellung der Hydroxamsduren verlaufen im Allgemeinen nach
folgendem Schema. Zuerst wird die Carbonsdure aktiviert um den Carbonyl-Kohlenstoff fiir
eine nukleophile Reaktion zuginglich zu machen und anschlieBend wird das Nukleophil
hinzugegebengg, in diesen Fall Hydroxylamin. Hydroxylamin ist eine farblose, kristalline
anorganische Verbindung die unter Luftausschluss ebenso als wissrige Losung einige
Wochen stabil ist. Bei Anwesenheit von Luftsauerstoff zersetzt sich Hydroxylamin sowohl als
Reinstoff wie auch in Losung sehr schnell. Oberhalb von 70 °C erfolgt die Zersetzung
explosionsartig146. Aufgrund dieser Instabilitit 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 benétigt wird. Fiir die folgende Synthese wird die Base
Hydroxylamin bendotigt. Diese kann durch Zusatz stirkere Basen als Hydroxylamin selbst aus
threr Salzform freigesetzt werden. Es gibt die Moglichkeit sie aus einer ethanolischen
Kaliumhydroxidlosung, oder aus einer methanolischen Natriummethanolatlosung
freizusetzen, welche durch Auflosen einer definierten Menge metallischen Natriums in

Methanol hergestellt wird'"’,
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2.8.  Darstellung der Benzhydroxamséuren

2.8.1. Darstellung der Benzhydroxamsiuren durch Substitution aktivierter
Carbonsiuren durch Hydroxylamin

Als erste Methode wurde die Azolid-Methode angewendet. Sie verlduft unter milden
Bedingungen. Die Hydroxylaminquelle war zum einen Hydroxylaminhydrochlorid , welches
in situ durch Triethylamin in die freie Base {iiberfithrt wurde und zum anderen eine
methanolische Hydroxylaminlosung. In beiden Fillen konnte kein nennenswerter Umsatz in
die gewiinschte Benzhydroxamsidure beobachtet werden. Der zu erwartende
Benzoesdauremethylester als Nebenprodukt wurde allerdings nicht gefunden, was auf eine
unzureichende Aktivierung der Carbonsédure schliefen I&sst.

Eine weitere Methode war die Aktivierung der Carbonsdure als Carbonsdurechlorid mit
anschlieBender Umsetzung zur Hydroxamsdure durch Hydroxylaminhydrochlorid und
Triethylamin als Hilfsbase. Triethylamin setzt bei dieser Reaktion das Hydroxylamin aus
seinem Salz frei und dient zusitzlich dazu das bei der Substitution freiwerdende Hydrochlorid
des Carbonsdurechlorids zu binden. Diese Reaktion erforderte einen hdheren
Materialaufwand und fiihrte zu geringen Ausbeuten, sowie Nebenprodukten.

Als nichstes Verfahren wurde die Aminolyse der Benzoesduremethylester getestet. Sie stellt
eine dltere aber robuste Methode zur Darstellung von Hydroxamsduren dar. Dazu wird
Hydroxylaminhydrochlorid in einer methanolischen Natriummethanolatlosung geldst. Es
werden wenigstens zwei Aquivalente Natriummethanolat bendtigt. Das erste Aquivalent dient
zur Freisetzung des Hydroxylamins und das zweite Aquivalent deprotoniert das
Hydroxylamin zum Hydroxylaminanion, welches ein noch stirkeres Nukleophil darstellt als
Hydroxylamin selbst. Dieses Anion reagiert in einer nukleophilen Reaktion mit dem
Carbonyl-Kohlenstoff des Carbonsduremethylesters unter Abspaltung von Methanolat zu
einer Hydroxamsidure. Bei dieser Methode konnte ebenfalls keine ausreichende Umsetzung
zum gewiinschten Produkt erreicht werden, aber mit dem Carbonsduremethylester gab es nur
ein Nebenprodukt (Abb.: 62). Da die Konvertierung der Benzoesdurederivate in ihre
Benzhydroxamsiurederivate am Ende einer mehrstufigen Synthese steht, musste eine
Moglichkeit 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 Benzhydroxamsiuren.

Um die Ausbeute zu steigern wurden weitere Aktivierungsreagenzien auf die Reaktion
angewendet. Diese wurden allerdings nicht an bereits synthetisierten Benzoesédurederivaten
erprobt, sondern an reiner Benzoesiure. Diese ist giinstig zu erwerben und erspart den Verlust
bereits synthetisierter Zwischenverbindungen. Auflerdem kann man so die unterschiedlichen
Methoden besser miteinander vergleichen. Es wurde die Umsetzung des
Carbonsiduremethylesters unter basischen Bedingungen (Abb.: 62), die Aktivierung der
Carbonsiure mittels Cyanurchlorid'®® oder Tosylchlorid'"™® und die Aktivierung als
gemischtes Anhydrid mit Chloroethylformiat'*’ miteinander verglichen. Die Substitution des
Carbonsiduremethylesters lieferte unter den gewihlten Bedingungen die gewiinschte
Benzhydroxamsiure, aber die Umsetzung verlief nicht vollstindig. Da die Bedingungen recht
drastisch sind und eine Spaltung der bereits gekniipften Amidbindung bei der spiteren
Umsetzung der 3-Amidobenzoesduren ebenso mit sich fithren konnte, wurde diese Methode
verworfen. Die Umsetzung mittels Cyanurchlorid und Dimethylaminopyridin als
Kaltallysaltor148 ergaben ebenfalls die gewliinschte Benzhydroxamsdure, allerdings auch eine
groBe Anzahl an Nebenprodukten. Selbst nach verschiedenen Reinigungsversuchen konnte
die Benzhydroxamsdure nicht vollstindig von den anderen Reaktionsprodukten getrennt
werden. Als weitere Moglichkeit zur Darstellung der Benzhydroxamsidure wurde eine

l6sungsmittelfreie Methode'"®

getestet. Hierbei wird Hydroxylaminhydrochlorid in Wasser
gelost und anschlieBend an Kieselgel adsorbiert und getrocknet. Im Anschluss werden die
einzelnen Edukte in einem Reagenzglas verriihrt und so zur Reaktion gebracht. Das
Aktivierungsmittel ist Tosylchlorid und Triethylamin stellt die Hilfsbase dar (Abb.: 63). Es

konnte kein nennenswerter Umsatz zur Hydroxamsiure beobachtet werden.
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2.8.  Darstellung der Benzhydroxamséuren

O OH OH
45" O 45 O 45 O
NH,OH-HCI
NH,OH-HCI 2 . NH,O0H-HCI
Cyanurchlorid Tosvichlorid
MeONa N-Methylmorpholin M
MeOH Et;N
Riickfl DMAP Kieselgel
uckiluss CH,Cl,, RT g
H H H
Noon Noon Noon
46 O 46 O 46 O

Abbildung 63: Methoden zur Darstellung von Benzhydroxamséuren.

Die Aktivierung der Benzoesdure mittels Chloroethylformiat zum gemischten Anhydrid und
anschlieBender Umsetzung zur Benzhydroxamsiure verliuft unter milden Bedingungen'*’
Als Hydroxylaminquelle diente eine frisch hergestellte methanolische Hydroxylaminlosung
(Abb.: 64). Die Umsetzung verlduft quantitativ, als Nebenprodukte treten Benzoesdure,
Dibenzoesdureanhydrid, Benzoesduremethylester und Benzoesdureethylester auf. Diese
Methode wurde auf einige Verbindungen angewendet. Es zeigte sich aber, dass die
Anwesenheit freier, nicht umgesetzter Carbonsédure einen erheblichen Ausbeuteverlust an

Hydroxamséiure bedeutet.

Chloroethyl-
formiat
Et3N NHZOH
H
OH  rhF, THE, 0°C T j MeOH RT Neon
45 45% 47 O

Abbildung 64: Darstellung der Benzhydroxamséaure mittels Chloroethylformiat.

Dabei ist nicht die Menge der freien Carbonsdure von Bedeutung. Die chemischen und
physikalischen Eigenschaften der synthetiserten Benzhydroxamsdurederivate und deren
Carbonsdurehomologe &dhneln sich stark (Abb.: 65), was eine Reinigung mittels
chromatographischer Methoden oder Umkristallisation nur unter erheblichen Verlusten

zulésst.
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2. Synthetische Arbeiten

Abbildung 65: Vergleich der Lipophilie zwischen Benzoeséure (links) und Benzhydroxamsiure (rechts). lipophil
(griin), hydrophil (pink), neutral (blau). (MOE)

Da bei der Reinigung des Reaktionsgemisches die freie Carbonsdure auftritt, sei es durch
Hydrolyse von noch vorhandenem gemischten Carbonsdureanhydrid oder wie im Fall der
Benzoesdure durch Hydrolyse des Dibenzoesidureanhydrids, musste die Synthese weiterhin
optimiert werden. Eine weitere Moglichkeit besteht im Wechsel zu einer alternativen
Hydroxylaminquelle, anstelle das Aktivierungsreagenz auszutauschen. In der Literatur wird
die Nutzung von O-substituierten Hydroxylaminen beschrieben'®. Diese stellen
Hydroxylaminverbindungen dar, bei denen die OH-Funktion durch Einfithrung einer
typischen  Alkoholschutzgruppe substituiert ist. Zwei Beispiele dafiir 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 fiir die Darstellung der verschiedenen Benzhydroxamsduren untersucht. Die
Einfithrung dieser Gruppe fiithrt zu einer Zwischen-verbindung (Abb.: 66), welche deutlich
andere chemische Eigenschaften aufweist als die freie Carbonsdure und Hydroxamséure. Sie
ist deutlich lipophiler und kann durch chromatographische Methoden von der freien
Carbonsdure abgetrennt werden. Da sie sdurelabil ist und in saurer Umgebung sich leicht zu
der entsprechenden Hydroxamsdure und 2-Dihydropyran zersetzt, wird die
chromatographische Trennung unter basischen Bedingungen durchgefiihrt. Dies erleichtert

zusitzlich die Trennung von der Carbonséure.
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2.8.  Darstellung der Benzhydroxamséuren

Abbildung 66: Darstellung der Lipophilie von Benz-[O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl) Jhydroxamsiure. lipophil (griin),
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 Carbonsdureanhydrids wird Salzsédure frei. Diese wird mittels
Hilfsbase als Triethylammoniumchlorid gebunden, es reicht aber aus um bereits in gewissem
Ausmall 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 verliuft ziigig, unter milden

Bedingungen und hat einen geringen Materialaufwand.

NH,OTHP
PyBOP
DIPEA
e L8 )
OH  1yF, RT Neo o
5 0 0 48

Abbildung 67: Darstellung der Benz-[O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)Jhydroxamséure.

Die so gewonnene Zwischenstufe wird in einem letzten Syntheseschritt in das gewiinschte
Endprodukt tiberfiihrt. Hierfiir wird die Zwischenstufe lediglich in THF gelost und mit einer

katalytischen Menge para-Toluensulfonsdure oder Salzsdure versetzt und bei
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Raumtemperatur rithren gelassen. Bei der Charakterisierung der Endverbindungen fiel bei der
Uberpriifung der Reinheit auf, dass bei der Methode mit para-Toluensulfonsiure diese nach
der Reinigung immer noch nachweisbar war. Darauthin wurde die Spaltungsmethode mit
Salzsdure zum Standard, da diese in einem einfachen Waschschritt aus dem

Reaktionsgemisch entfernt werden kann (Abb.: 68).

Qi @

Abbildung 68: Darstellung der 3-Amidobenzhydroxamsiiuren aus den 3-Amidobenz-[O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)]hydroxamséuren.

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

149, welches Nebenreaktionen verursachen kann oder es entsteht ein

Hydroxypentanal entsteht
O-Pentanal-Benzhydroxamséureesterderivat. Unter den im Verlauf dieser Arbeit dargestellten
Verbindungen befinden sich die substituierten 3-Aminobenzoesdurederivate mit einer fert-
Butyloxycarbonylgruppe am anilinischen Stickstoff. Diese wird ebenfalls gespalten um die
einfach substituierten 3-N-(Cyclohexyl)-aminobenzhydroxamsduren und 3-N-(Benzyl)-
aminobenzhydroxamsiduren zu erhalten. Die fert-Butyloxycarbonylgruppe ist ebenfalls wie

die Tetrahydro-2H-pyran-2-ylgruppe basenstabil und sidurelabi] "%

, benotigt aber
drastischere Bedingungen zur Abspaltung. Hierfiir wird konzentrierte Trifluoressigsdure in

Dichlormethan verwendet (Abb.: 69).

=

S No

RN Non CH2C12 R
1

OH

T Z

5 52 O

Abbildung 69: Darstellung der 3-Aminobenzhydroxamsiurederivate.
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2.9.  Ubersicht der dargestellten Benzhydroxamsiuren

AbschlieBend zu den synthetischen Arbeiten kann zusammengefasst werden, dass eine
geeignete Methode zur Darstellung der 3-Aminobenzoeséduren mittels reduktiver Aminierung
unter Verwendung von Triacetoxyborhydrid gefunden wurde. Ebenso konnte eine
wirtschaftliche und robuste Methode zur Darstellung der 3-Amidobenzoesduren mittels
Thionylchlorid ermittelt werden und die Darstellung der Benzhydroxamsduren aus den
jeweiligen Carbonsduren unter Nutzung einer Tetrahydro-2H-pyran-2-yl-Zwischenstufe

etabliert werden.

2.9. Ubersicht der dargestellten Benzhydroxamsiiuren

2.9.1. Ubersicht der 3-Aminobenzhydroxamsiiuren
Diese Ubersicht beinhaltet die in dieser Arbeit dargestellten 3-Aminobenzhydroxamsiure-

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

Tabelle 4: Ubersicht der 3-Aminobenzhydroxamsiiuren

Verb. Strukturformel Verb. Strukturformel
2w (O e (OO
(TH32) N OH (TH35boc) N OH
H (0] Boc (0)
(TH32boc) N OH (TH34) gg OH
Boc (0] o
52b Q\Wg Sle \/©\ffg
N “OH N “OH
TH28 TH34b
( ) ©/\H (0] ( o ©/\1|30c (0]
H H
53 Bocw No >4 Bocw No
(TH40) N OH (TH44) N OH
H 0 H (0]
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|
(0]
52¢ Q " 52e H
N\,
(TH35) g OH (TH42) N Non
(0 H 0
b
51d H 56 H
N SN N-on
(TH42boc) N “OH (TH36) |
Boc (0] 0
(I) H
(TH41) Boes Non (TH72) 0
H o)
2.9.2. Ubersicht der 3-Amidobenzhydroxamsiiuren
Tabelle 5: Ubersicht der 3-Amidobenzhydroxamsiuren
Verb. Strukturformel Verb. Strukturformel
0 b
50a N 50d 0 H
(TH31) 1:1 OH (TH39) N N\OH
(0] H o
b
0 H 0 H
50b N 50e Ne
N “OH TH65 O E o
TH33 E
(TH33) H I (TH65) o
0 b
50c N N 50f 0 H
(TH60) | N “oH (THY5)
2 H o)
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2.9.  Ubersicht der dargestellten Benzhydroxamsiuren
Verb. Strukturformel Verb. Strukturformel
(l) \()(
50g 0 H 50n 0 H
N
(TH69) /©)‘\N "OH | (THS3) N “on
H
o Y H o)
|
o o OCl .
50h H 500 N
N N,
(TH68) N ~OH (TH61) E OH
H O 0
Cl
| cl
0. (0)
50i a0 H 50p 5
N N “OH
(THS85) N OH (TH93) H 0
H o) cl
| a
(0) (0)
50j a o H 50q n
N S
(THS86) N “OH (TH74) E OH
H 0 o 0
Cl
Cl
\’0 O H
50k 0 " 50r N
N N “OH
(TH66) N “OH (TH81) H o
H o 0
O
(0) H OCl H
501 N 50s o N
N OH N “OH
(TH92) O H o (TH78) ©/ H 3
H OCl H
50m (o) 50t o
0 H N “OH
(TH67) N (TH77) ™
N “OH o
H 0
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Cl
(0] H (0] F H
S0u N S0w N
N OH N “OH
(TH96) H (THT6) u
O,N 0 0
2
OBr CF;
50v D\WE S0x (0] g
N “OH N “OH
(THT5) H i (THO4) ©/KH

2.8.3. Ubersicht diverser Hydroxamsiuren
Diese Ubersicht beinhaltet eine Reihe diverser Hydroxamséduren, die nicht einer der beiden
zuvor genannten Gruppen zugeordnet werden konnen. Sie unterscheiden sich in ihrem

Grundgeriist oder in ihrer Verkniipfung zwischen den beiden aromatischen Ringsystemen.

Tabelle 6: Ubersicht diverser Hydroxamsiuren

Verb. Strukturformel Verb. Strukturformel
0
58 | - 61 m_%’
(TH23) N Non (TH57) S HN-OH
H o)
0
- |
59 62 H
O N
(TH45) o (TH70) ) “OH
N 0
H
HN<on
N b
60 | H 63 H H
ZONPZAN N N
(TH58) N OH (TH71) /©/ >s< “OoH
0 (0] (0] o
H H H
- VIR, | o %
(TH97) ©/ (TH98) OH
(0] (0] 0 0
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3.1.  Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivitéit der dargestellten
Verbindungen gegeniiber der schistosomalen HDACS

3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivitit der
dargestellten Verbindungen gegeniiber der schistosomalen HDAC8

Die hier angegebenen Werte wurden in der Arbeitsgruppe von MANFRED JUNG an der Albert-
Ludwigs-Universitit in Freiburg ermittelt und zur Verfiigung gestellt. Fiir die Untersuchung
der Struktur-Wirkungsbeziehungen werden die ECsp-Werte der in dieser Arbeit
synthetisierten Verbindungen angegeben. Die Messung der Histondesacetylaseaktivitdt wurde
mittels eines kommerziell erhidltlichen HDACS8 Fluorimetric Drug Discovery Kit (Fluor de

Lys® R-HDACS8, BML-KI178) durchgefiihrt.

3.1.1. Inhibitoren aus der Substanzklasse der 3-Aminobenzhydroxamséauren

Als erste Substanzklasse wurden die 3-Aminobenzhydroxamsduren und deren Derivate
hinsichtlich ihrer Struktur-Wirkungsbeziehung untersucht. Eine Bewertung ihrer chemischen
Stabilitdt und Eignung als Arzneistoff wird hier nicht betrachtet, folgend aber in Kapitel 3.2.
diskutiert. Ausgehend von T5979345 (ECs, 1.48 + 0.46 uM) (Abb.: 70) wird die gemessene

in vitro-Aktivitit der Substanzen in ECsp-Werten angegeben und miteinander verglichen.

* S
T "
Nw
0 N OH
H 0

T5979345

Abbildung 70: T5979345 mit ECsy-Werten fiir SmHDACS (Fluor de Lys®).
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Tabelle 7: ECs)-Werte fiir die Inhibition der SmHADCS durch die 3-Aminobenzoesiiuren und deren Derivate

Ry
H
R, N
II\I OH
R; o)
ECs [uM]
Verbindung Rest 1 Rest 2 Rest 3 SmHDACS
Fluor de Lys®

52a H O\ H 3,63£0,62

*
5la H O\ Boc 4,01 +0,62

*
52b H O/\* H 1,08 £0,25
53 H -H- Boc 0,22 0,09
52¢ Methyl O\ H 0,60 % 0,20

*
51b Methy] O\ Boc 0,66 %0, 8

&
52d Methyl ©/\* H 129+ 133
Sle Methyl O/\* Boc 16,04 +9,26
54 Methyl -H- Boc 0,13 +0,01
528 Methoxy ©/\* H 0,62 +0,12
51d Methoxy O/\* Boc 2,09 0,17
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3.1.  Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivitét der dargestellten
Verbindungen gegeniiber der schistosomalen HDACS

R, H
RZ\ N\
II\I OH
R

ECs [uM]

Verbindung Rest 1 Rest 2 Rest 3 SmHDACS8
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-Aminobenzhydroxamsiduren mit einem Cyclohexylrest an der Aminfunktion (52a und
S51a) zeigen eine Aktivitit im unteren mikromolaren Bereich, wobei das Boc-geschiitzte
Derivat geringer wirksam ist. Beide Verbindungen sind weniger aktiv gegeniiber der
SmHDACS als T5979345. Der Austausch des Cyclohexylrestes gegen einen Benzylrest bei
Verbindung 52b fiihrte zu einer Akivititssteigerung gegeniiber T5979345, ebenso konnte die
Einfiihrung einer einzelnen fert-Butyloxycarbonylgruppe in das Molekiil die Aktivitét fast um
den Faktor sieben steigern. Die Einfithrung einer Methylgruppe in Position 4 der 3-Amino-
benzhydroxamsiure fiihrte fiir die Derivate mit Cyclohexylrest an der Aminogruppe zu einer
Aktivititssteigerung gegeniiber SmMHDACS. Dabei ist Verbindung 52¢ mit einem ECsp-Wert
von 0,60 = 0,20 uM ebenfalls stirker wirksam als sein Boc-geschiitztes Derivat S1b (0,66 +
0,80 uM), 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 Aktivitidt gegeniiber SmMHDACS8 um die Hilfte (52d). Das Boc-geschiitzte
Derivat (52e) ist sogar um Faktor 20 schlechter wirksam als die entsprechenden
Cyclohexylderivate. Das 3-Amino-4-methylbenzhydroxamsiurederivat mit einer tert-
Butyloxycarbonylgruppe (54) ist der potenteste Vertreter der 3-Aminobenzoesduren mit
einem ECsp-Wert von 0,13 + 0,01 uM. Die Verbindungen 52f und S51c¢ sind N-
benzylsubstituierte 3-Amino-4-methoxybenzhydroxamsduren. Durch die Einfithrung der

Methoxygruppe konnte eine Aktivititsteigerung gegeniiber ihrer 4-Methylderivate erreicht
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werden. Verbindung S52f weist eine um Faktor zwei erhohte inhibitorische Aktivitit
gegeniiber SmMHDACS auf, als Verbindung 52d. Dies trifft ebenso im Vergleich der Boc-
Derivate S1c¢ (ECsg, 16,04 + 9,26 uM) und 51d (ECsg, 2,09 £ 0,17 uM) zu. Das 3-Amino-4-
methoxybenzhydroxamsédurederivat mit einer fert-Butyloxycarbonylgruppe (55) ist mit einem
ECso-Wert von 0,14 £ 0,04 uM nahezu identisch in seiner Aktivitit wie Verbindung 54.
Verbindung 56 fiihrt mit seiner N,N-Dimethylaminfunktion zu keiner Aktivitétsteigerung im

Vergleich zu T5979345 und das Derivat mit der N,N-Dibenzylaminfunktion im Molekiil fiir

zu einem deutlichen Abfall der inhibitorischen Aktivitdt gegeniiber SmMHDACS.

3.1.2. Inhibitoren aus der Substanzklasse der 3-Amidobenzhydroxamsiuren

Tabelle 8: ECs)-Werte fiir die Inhibition der SmHADCS durch die 3-Amidobenzoesiuren

0 H
@y
o)

R
N
H

1
ECsy [nM]
Verbindung Rest 1 @ SmHDACS8
Fluor de Lys®
&
50a H 468,2 + 79,0
%
50b Methyl 154,4 +£26,0
N\ i
50¢ Methyl L 96,1 + 13,7
&
50d Methoxy 135,6 £25,0
9
50e Methoxy 754 £25.5
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3.1.  Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivitéit der dargestellten
Verbindungen gegeniiber der schistosomalen HDACS

ECso [nM]
Verbindung Rest 1 SmHDACS
Fluor de Lys®
50f Methoxy >x< 289.7 £20,0
*
50g Methoxy o 106,0 £ 17,5
®
50h Methoxy - 146.0 £4.3
Cl

50i Methoxy @* 699.3 £27.4
Cl

50j Methoxy /@* 121.6 +18.7

Cl

%

50k Ethoxy 1293 +£7,6

o)

501 Ethoxy O 92,0 +£26,0
%

S50m Propoxy 266.9 +49.5
%

50n Isopropoxy 220.1 £56.2
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3. Ergebnisse und Diskussion

R,
o H
No
D S,
H o)

ECS(} [nM]
Verbindung Rest 1 @ SmHDACS8
Fluor de Lys®
%
500 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
0. *
50s Chlor ©/ \© 396.4 +43.3
50t Chlor ©v0\©* 378.1 £44.9
50u Chlor /© 393.6 £50.5
O,N
%
S0v 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 Aktivitéit der dargestellten
Verbindungen gegeniiber der schistosomalen HDACS

Vergleicht man die verschiedenen 3-Benzamidobenzhydroxamsiure, welche sich nur in
Position 4 der Benzhydroxamsidure (R;) unterscheiden, besitzt S0a als unsubstituiertes
Derivat die niedrigste inhibitorische Aktivitdt gegeniiber SmMHDACS. Mit der Einfiithrung
groferer Substituenten kann die Aktivitdt gesteigert werden. So nimmt die Aktivitit iiber
Verbindung 50b (Methylsubstituent), S0d (Methoxysubstituent) bis hin zum Ethoxyderivat
50k kontinuierlich zu, wobei der Unterschied von 50d zu S0k nur marginal ist. Volumindsere
Alkoxysubstituenten wie in Verbindung S0m und 50n konnen die Aktivitdt nicht weiter
steigern sondern fithren sogar zu einer verringerten inhibitorischen Aktivitdt gegeniiber der
SmHDACS.

Die Einfithrung von Halogenatomen in Position 4 bewirkt ebenfalls eine gesteigerte Aktivitit
im Vergleich zum unsubstituierten Derivat (50a). So weist Verbindung 500 die hochste
Aktivitdat mit einem ECsp-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 S0c, so fiihrt der
Austausch eines Phenylrestes gegen einen Chinaldinrest (R;) zu einer gesteigerten Aktivitit
gegeniiber dem Enzym. Ein 4-Biphenylrest an dieser Position konnte die Aktivitit ebenfalls
steigern (50e), wobei ein 3-Biphenylrest (50f) fiihrt dagegen zu einem Verlust um Faktor 4 im
Vergleich zu S0e. Ein 4-Biphenylrest (R;) in Kombination mit einem Ethoxysubstituenten
(Ry) an der Benzhydromsiure (501) hat eine d@hnliche Aktivitit wie S0e.

Verbindungen mit groBeren aromatischen Resten (S0r- 50t) wie Phenoxy- und Benzyloxy-
oder Aromaten mit Substituenten mit —M-Effekt (50u) fithren zu schlechteren ECso-Werten
im Vergleich zu Verbindung 50e und 50l1. Kleine Substituenten am zweiten aromatischen
Ring (Rj) filhren zu ECsp-Werten zwischen 100 und 150 nM, wobei hier die Position der
Substitution entscheidend ist. Ein para-Methoxygruppe fiihrt bei Verbindung 50g zu einer
gesteigerten Aktivitdat gegeniiber SmMHDACS im Vergleich zu 50d, vergleicht man 50g mit
Verbindung S50p und 50q so wurde durch diese Substitution die Aktivitdt erniedrigt.
Desweiteren erkennt man eine marginale Verschlechterung der Aktivitit bei SOh (para-
chlorsubstituiert), eine drastische Verschlechterung um Faktor bei 50i (ortho-
chlorsubstituiert) und eine leichte Aktivititssteigerung bei Verbindung 50j (2,4-
dichlorsubstituiert), in Bezug zur Inhibition mit Verbindung 50d.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1.3. Inhibitoren verschiedener Grundkoper

In diesen Absatz werden verschiedene Hydroxamsduren mit unterschiedlichen Grundkorpern
welche nicht direkt zu einer der oben beschriebenen Substanzklassen zugeordnet werden
konnen, hinsichtlich ihrer biochemischen Wirksamkeit untersucht. Sie unterscheiden sich in
ihren Grundkorper, in ihren Substitutionsstellen sowie chemisch in der Art der Verkniipfung

der beiden aromatischen Systeme.

Tabelle 9: ECs)-Werte fiir die Inhibition der SmHADCS8 durch Hydroxamsiuren mit verschiedenen Grundkorper

ECsy [uM]
Verbindung Strukturformel SmHDACS
Fluor de Lys®
(0}
58 | N 3,22 +0,64
N “OH
H o}
(0}
59 0 /@Y 7,73 +3,84
©)‘\ 0
N
H
HNoH
[ ] ®
60 N N\OH 8,21 £ 1,30
(0)
0
61 w 10,09 £ 2,35
S HN-OH TTTT
|
(0)
H
62 N 0,27 £0,02
0 “OH
(0]
|
O
63 N E 0,49 £0,16

N,
_ OH
(0 M 0]
/©/ (0]
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3.1.  Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivitéit der dargestellten
Verbindungen gegeniiber der schistosomalen HDACS

ECs [uM]
Verbindung Strukturformel SmHDACS8
Fluor de Lys®
H H
64 N Non 0,22 0,01
(0] (0]
H
65 HO N\OH 1.59+£0.19
(0] (0]

Betrachtet man die Verbindungen (58 -61,65) mit den Vertretern der 3-Aminobenz-
hydroxamséduren und der 3-Amidobenzhydroxamsiuren, so fillt auf, dass diese immer noch
potent die SmHDACS inhibieren, aber keine Verbesserung zu T5979345 darstellen.
Verbindung 62 als Derivat von 50d besitzt mit Einfiihrung der Methylenoxystruktur anstelle
der Amindstruktur eine um die Hélfte niedrigere Aktivitit. Ebenso ist bei Verbindung 63 mit
der Sulfonamidstruktur eine Abnahme der Aktivitdt gegeniiber der SmHDACS im Vergleich
zu 50d zu beobachten. Verbindung 64 stellt ein Derivat von 50a dar und fithrt mit der
Inversion der Amidstruktur zwischen den beiden aromatischen Ringen zu einer gesteigerten
inhibitorischen Aktivitidt. Verbindung 65 fiihrte zu keiner Verbesserung im Vergleich zu

T5979345.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.2. Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivitit der dar-

gestellten Verbindungen gegeniiber den humanen Histondesacetylasen 1, 6 und 8

3.2.1. Fluor de Lys® und ZMAL im Vergleich''

Beide hier besprochene Testsysteme leiten sich nach den Testsystemen von WEGENER et al.
fir die Klasse I- und II-HDACs ab"” In einem ersten Reaktionsschritt wird das
Lysinsubstrat, welches ein Chromophor/Fluorophor trigt (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 urspriingliche
Substrat. Die verbleibende Menge an acetyliertem Substrat wird von der Endopeptidase nicht

gespalten (Abb.: 71).

Substrat Metabolit
R R
| |
1.HDAC
AMC — AMC — —NH,
2. Trypsin [

R
I

AMC

Abbildung 71: Allgemeines Reaktionsschema fiir den HDAC-Assay. (modifiziert nach TRapP)'>!
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3.2.  Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivitit der dar-gestellten
Verbindungen gegeniiber den humanen Histondesacetylasen 1, 6 und 8

In vorangegangenen Arbeiten wurden verschiedene Testsysteme entwickelt und hinsichtlich
ihrer Eignung zur Messung der Aktivitit bestimmter Substanzen auf die Histondesacetylasen

1 151
untersucht'>

. Bei dem Fluor de Lys® Assay handelt es sich um ein Testsystem, bei dem
das komplette Substrat nicht vollstindig bekannt ist. Es besteht zumindest aus einer
aliphatischen Seitenkette mit einer acetylierten endstindigen Aminogruppe. Ebenfalls im
Molekiil 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-ox0-2H-chromen-7-ylcarbamoyl)-pentyl]-carbaminsdurebenzylester) 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.

Trypsin
O/\@
HN/gO
0.__O NH, HO NH
AMC Ex/Em : 390/460 2
S O

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

Allerdings zeigte sich, dass der Subtyp HDACS8 nur sehr schlecht auf dieses Substrat
anspricht und deshalb keine reproduzierbaren Ergebnisse erhalten werden konnten'%®'?7!>*,
Fluor de Lys® hingegen ist als Substrat sehr gut geeignet um die inhibitorische Aktivitit von
verschiedenen Liganden zu messen. Um vergleichbare Ergebnisse unter den Substanzen zu
erzielen, wird dieser Test nur auf die schistosomale und humane HDACS8 angewendet, da die
Anschaffung des Assay-Kits sehr preisintensiv ist. Fiir die humanen Isoformen der

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

Orientierung und dem Vergleich der Substanzen untereinander hinsichtlich ihrer
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3. Ergebnisse und Diskussion

inhibitorischen Aktivitit. Die beiden Testsysteme konnen 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-ox0-2H-chromen-7-ylcarbamoyl)-5-trifluoracetyl-amino-
pentyl]-carbaminsdurebenzylester). ZMTFAL wird sowohl von der schistosomalen und
humanen HDACS erkannt und umgesetzt und stellt ein Derivat von ZMAL dar (Abb.: 73),
welchen anstelle einer Acetylgruppe eine Trifluoracetylgruppe trigt. Die mit diesem Substrat

erhaltenen ECsp-Werte (sieche Anhang) fiir SmHDAC8 und HmHDACS waren nicht

o@
HN/gO )OL
N" >R R:-CHs..ZMAL

H

H
0+_O N
X o)
-CF; ... ZMTFAL

Abbildung 73: Strukturformel von ZMAL und ZMTFAL.

reproduzierbar.

Tabelle 10: EC5y-Werte der 3-Aminobenzhydroxamsiaurederivate auf die HmHDAC1,6(ZMAL),8(Fluor de Lys®)

ECsy [uM] ECs [uM] ECs [uM]
Verb. Rest 1 Rest 2 Rest 3 HmHDACS8 HmHDAC1 HmHDAC6
Fluor de Lys © ZMAL 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% @10uM n.b.
53 H H Boc 0,01 £0,01 n.b. n.b.
52¢ Methyl Cyclohexyl H 0,10 £ 0,01 49,5% @ 10uM n.b.
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3.2.  Biochemische Charakterisierung der inhibitorischen Aktivitit der dar-gestellten
Verbindungen gegeniiber den humanen Histondesacetylasen 1, 6 und 8

ECs [uM] ECsy [uM] ECs [uM]
Verb. Rest 1 Rest 2 Rest 3 HmHDACS HmHDAC1 HmHDAC6
Fluor de Lys ® ZMAL ZMAL
51b Methyl Cyclohexyl Boc 0,07 £0,01 n.b. n.b.
52d Methyl Benzyl H 0,02 £ 0,01 16,3%@5uM  35,1% @5uM
S1c 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% @10uM 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 stirker aktiv gegeniiber der humanen HDACS als ihre Derivate mit einer N-
Cyclohexylsubstitution (52a und 52¢). Die Einfiihrung einer Boc-Schutzgruppe in diese
Verbindungen fiihrt im Allgemeinen zu einer niedrigeren Aktivitidt, wobei die einfach tert-
Butyloxycarbonyl- substituierten Derivate (53, 54, 55) ECsp-Werte im Bereich der
Verbindungen 52b, 52d und 52f aufweisen. Verbindung 56 ist mit seinen inhibitorischen
Eigenschaften auf die HmHDACS vergleichbar mit 51b und Slc¢. Ersetzt man die
Dimethylaminogruppe von Verbindung 56 durch eine Dibenzylaminogruppe wie bei
Verbindung 57, so fiihrt dies zu einem deutlichen Aktivititsverlust. Auch die Isoenzyme
HmHDAC1 und HmHDAC6 werden nur im mikromolaren Bereich inhibiert, wobei die
HmHDACG6 um Faktor 5 stirker als HmHDACT inhibiert wird.
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Tabelle 11: EC5)-Werte der 3-Amidobenzhydroxamséurederivate auf die HmHDA C1,6(ZMAL),8(Fluor de Lys®)

o
=z
2o

“OH

ECs [uM] ECs [uM] ECs [uM]
Verb. Rest 1 Rest 2 HmHDACS8 HmHDAC1 HmHDAC6
Fluor de Lys © ZMAL 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
501 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
500 Chlor Benzyl 0,12 +0,04 11,55+ 3,90 0,12 +0,02
S0p 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
S50u 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 Aktivitit der dar-gestellten
Verbindungen gegeniiber den humanen Histondesacetylasen 1, 6 und 8

Wie zuvor bei den 3-Aminobenzhydroxamsiuren wird auch hier nur ein kurzer Uberblick
tiber die biochemischen Eigenschaften der 3-Amidobenhydroxamséduren gegeben. Alle
dargestellten Verbindungen weisen eine inhibitorische Aktivitit gegeniiber HmHDACS im
nanomolaren Bereich auf. Die unsubstituierte Phenylamidobenzhydroxamsaure (50a) besitzt
einen ECsp-Wert von 582 + 48 nM und zidhlt somit zu den Verbindungen mit der
schlechtesten inhibitorischen Eigenschaft in dieser Gruppe, zusammen mit den Verbindungen
(50§, 50r — 50t), die groBere aromatische Reste tragen (R3), und die fluorierten Verbindungen
S0w und 50x. Die restlichen Verbindungen weisen unabhingig von ihren strukturellen
Eigenschaften dhnliche ECsp-Werte in einem Bereich von ca. 25 — 200 nM auf. Betrachtet
man die inhibitorische Aktivitdt zu den Isoenzymen HmHDACI und HmHDACS6, so sind
diese Werte deutlich im mikromolaren Bereich fiir HnHDACT1 und im unteren mikromolaren
bis niedrigen nanomolaren Bereich fiir die HmHDACG6. Die Werte des ZMAL-Assays kann
man nur bedingt mit den Werten des Flour de Lys®-Assay vergleichen, es gilt aber dennoch,
je hoher der ECsp-Wert fiir die HmHDACT und 6 ist, desto selektiver scheint der Ligand auf
die HmHDACS zu wirken. Besser vergleichbar sind die ECsp-Werte zwischen HmHDACI1
und HmHDACSG6. Es ist ersichtlich, dass HmHDAC1 weniger stark inhibiert wird als
HmHDACS6 und fiir die HmHDAC6 erkennt man auflerdem eine Préferenz fiir Substanzen mit

Chlor- und Bromsubstituenten in Position 4 der Benzhydroxamséure (500 — 50r und 50v).

Tabelle 12: EC5)-Werte der Hydroxamséiuren mit verschiedenen Grundkorper auf die HmHDAC1,6(ZMAL),8(Fluor
de Lys®)

ECsy [uM] ECs [uM] ECsy [uM]

Verb. Strukturformel HmHDACS HmHDAC1 HmHDAC6
Fluor de Lys © ZMAL ZMAL
9-0x0-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-
58 3,90 +£0,38 61,06 + 8,29 n.b.
hydroxamséure
59 3,5-bis-Benzamido-benzhydroxamséure 1,47 +1,20 14,4% @10uM n.b.
60 Chinaldin-2-hydroxams&ure 0,58 0,09 n.b. n.b.

4,5,6,7-Tetrahydro-benzothiophen-2-
61 1,47 £0,20 n.b. n.b.
hydroxamséure
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3. Ergebnisse und Diskussion

ECs [uM] ECs [uM] ECs [uM]

Verb. Strukturformel HmHDACS HmHDAC1  HmHDACe6
Fluor de Lys © ZMAL ZMAL
3-Benzyloxy-4-methoxy-
62 0,02 £ 0,01 33,9% @5uM  53,4% @5uM
benzhydroxamsdure

3-(4-Methylphenylsulfonamido)-4-
63 0,02 £0,01 27,6%@5uM  55,9% @5uM
methoxy-benzhydroxamséure

3-N-Phenylcarboxamido-
64 0,27 £ 0,05 39,12 + 8,93 3,12+0,10
benzhydroxamsdure

65 3-Carboxybenzhydroxamséure n.b. n.b. n.b.

Betrachtet man hier die Verbindungen, die sich von dem allgemeinen Aufbau der 3-
Phenylamidobenzhydroxamséduren unterscheiden, so erkennt man, dass diese abgesehen von

Verbindung 60 nur ECso-Werte im mikromolaren Bereich erreichen.

N,

OH

&
/
s
- F
=

Abbildung 74: Allgemeine Struktur der 3-Phenylamidobenzhydroxamséuren.

Die Verbindung mit dem Methylenoxy-Linker (62) und dem Sulfonamid-Linker (63)
erreichen dhnlich hohe ECsy-Werte und sind die beiden Verbindungen mit der hochsten
inhibitorischen Aktivitit gegeniiber der HmHDACS aller der in dieser Arbeit dargestellten
Verbindungen. Verbindung 64, die ein Derivat von 50a mit inversen Amidlinker darstellt, ist
ca. um Faktor zwei stirker wirksam auf HmHDACS als 50a. Wie bereits fiir die anderen
Substanzen beschrieben, kann sie zwischen den humanen Isoformen HmHDACI1 und 6

diskriminieren ebenso mit einer Priferenz fiir die HmHDAC6.
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3.3.  Rontgenkristallstrukturen ausgewdihlter Histondesacetylasen

3.3. Rontgenkristallstrukturen ausgewéhlter Histondesacetylasen

3.3.1. Rontgenkristallstruktur von SmHDA C8 kokristallisiert mit SAHA und T5979345
In vorangegangenen Arbeiten wurden bereits SAHA und T5979345 mit SmHDACS

kokristallisiert und so mogliche Interaktionen zwischen Enzym und Ligand bestimmt.

3.3.2. Rontgenkristallstrukturen ausgewihlter Verbindungen Kkokristallisiert mit
SmHDACS

Wihrend dieser Arbeit gelang es der Arbeitsgruppe von CHRISTOPHE ROMIER am Institut fiir
Genetik, Zell- und Molekularbiologie in Strasbourg Kristallstrukturen der SmHDACS
kokristallisiert mit den Verbindungen 50a, S0b, 50d und 50e aufzulosen (Abb.: 75).

a | II'\". b \
\ \
D100 \
! S C o
\\ }/’
- ._?.;,ll J - SN ’
e (| it I \
4 \ ."‘\ . “ 7 | ¥ "“ i
H141 [ /6 ; ' H141 | = - 7 Sy
- =g Y34 ’ k — ) A Y341 b
H188 | 72+ . \ H188 éﬁ-" Zn2+ / [
[ 1 B [ |
i 292 / Z H292 /
/ 74
Q 1
\ k.
\
:/

- /N
aH142 € J |
PN JI\H

- N __“ : t : iy H141 / i ::?. & ! .

- ] Y341 \ H188 / Zn2+
H188 ..":f’ll Zn2+ P \ ¢ J

/ . ] | H292 /

Abbildung 75: Rontgenkristallstrukturen von SmHDA C8 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

Benzhydroxamsdure weist in Richtung einer

kleinen lipophilen Tasche unterhalb der ) .
Abbildung 76: Die iiberlagerten Strukturen von 50a, 50b,

Aminosidure Aspl100. Weiterhin scheint es 50d und 50e. (MOE)

eine Wechselwirkung zwischen dem zweiten aromatischen Ring der Verbindungen und

Tyr341 zu geben Zu vermuten wiren hier n-n-Wechselwirkungen der beiden aromatischen

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

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

3.3.3. Vergleich der Bindetaschen von SmHDA C8 und HmHDACS8

Die fiir diesen Vergleich verwendete Rontgenkristallstruktur ist die SmHDACS
kokristallisiert mit Verbindung 50b. Zur iibersichtlicheren Darstellung und Erlduterung des
hier besprochenen Sachverhalts wurde Verbindung 50e aus der Grafik entfernt. Fiir die
HmHDACS wurde eine Rontgenkristallstruktur von der Proteindatenbank bezogen (ID 2V5X,
Kette C), ebenso fiir die HmHDACI1 (ID 5BKX, Kette D). Fiir die HmHDAC6 wurde ein
Homologiemodell verwendet (sieche Abbildung: 77).

Vergleicht man die Architektur der katalytischen Tasche von SmHDACS8 (Abb.: 77 Figur a)
und HmHDACS (Abb.: 77 Figur b), so ergeben sich einige Unterschiede zwischen diesen
beiden Proteinen. Als Erstes wire 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 fiir die SmHDACS und entsprechend fiir die HmHDACS
H142, H143 und H180. Ebenso ist die Ausrichtung von Tyrosin Y341 im schistosomalen
Enzym identisch mit Tyrosin Y306 im humanen Gegenstiick. Dies trifft ebenso fiir die

Aminosduren C152 und G150 in der SmHDACS8 zu, respektive C153 und G151 in der
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3.3.  Rontgenkristallstrukturen ausgewdihlter Histondesacetylasen

HmHDACS. Ein wichtiger Unterschied, in der Konformation der einzelnen Aminosiduren
betrifft die Ausrichtung von Phenylalanin F151 in der SmHDACS. 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 HmHDACS, welches das Gegenstiick zu F151 darstellt, besitzt
dieses eine sogenannte ,flipped in“-Konformation. Fiir die SmHDACS8 konnte in
verschiedenen Kristallstrukturen mit unterschiedlichen Inhibitoren sowohl die ,flipped in* als

auch die ,.flipped out* Konformation beobachtet werden.

F151 }\
C152 &

G150

F620

H140

Abbildung 77: Rontgenkristallstrukturen von (a): SmHDA C8 kokristallisiert mit 50b Kette B, (b) HmHDACS8 PDB
ID 2V5X Kette C, (¢c) HmHDAC1 PDB ID SBKX Kette D, (d) HmHDA C6 Homologiemodell, katalytische Domiine 2.
Die Liganden wurden fiir diese Ansicht entfernt. (MOE)
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3. Ergebnisse und Diskussion

Eine Untersuchung der HmHDACS ergab, dass diese sehr wahrscheinlich nur die ,flipped
in‘“-Konformation fiir F152 einnehmen kann. Eine Erklarung hierfiir konnten Aminoséuren in
der niheren Umgebung von F151 bzw. F152 geben, die sich hinsichtlich ihrer Struktur
unterscheiden. In der humanen HDACS befindet sich die Aminosdure Leucin L31 in
raumlicher Ndhe zu F152. Diese ist in ihrer Ausrichtung und durch Nachbaraminoséduren so
starr eingebunden, so dass die ,flipped out“-Konformation von F152 hochst wahrscheinlich
nicht moglich ist. In der schistosomalen HDACS ist dieses Leucin durch die Aminosiure
Serin S18 ausgetauscht. Diese kleinere Aminosdure verdndert die Seitentasche in der sich
F151 in der ,flipped in“-Konformation befindet derart, dass eine Konformationsianderung in
die ,flipped out“-Konformation méglich ist. Die ,flipped out“-Konformation scheint durch
starke Van-der-Waals-Krifte in dieser Position begiinstigt zu sein. Abgesehen von der
HmHDAC®6, welche an dieser Stelle ein Tyrosin besitzt, scheint das Phenylalanin stark
konserviert und in allen humanen Histondesacetylasen vorhanden zu sein und stets in der
wflipped in‘“-Konformation vorzuliegen (Abb.: 77 Figur ¢ fiir die humane HDAC1 und Figur d
fir die humane HDACO6). Diese Konformation ist ein spezifisches Merkmal fiir das
schistosomale Protein und ermdoglicht ebenso eine Konformationsdanderung fiir Lysin 20 in
der SmHDACS. In der HmHDACS zeigt Lysin K33, welches das Gegenstiick zu K20 in der
SmHDACS darstellt, weg von der katalytischen Tasche. In der SmMHDACS mit der ,.flipped
out*-Konformation von F151 zeigt K20 in die katalytische Tasche und kann mit potentiellen
Liganden interagieren. Ebenso erweitert sich dadurch die rdumliche 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 Moglichkeit zur

Darstellung selektiver Inhibitoren.

3.4. Selektivitit der dargestellten Substanzen

3.4.1. Selektivitiit der dargestellten Substanzen zwischen SmHDA C8 und HmHDACS8

Die in dieser Arbeit dargestellten Verbindungen sollten einerseits zu einer Verbesserung der
inhibitorischen Aktivitit gegeniiber der SmHDACS im Vergleich zur Leitsubstanz T5979345
fiihren, und andererseits eine Selektivitit gegeniiber den humanen Histondesacetylasen
(HmHDAC1,6 und 8) aufweisen. In der nachfolgenden Tabelle wird fiir die Steigerung der
inhibitorischen Aktivitit zusdtzlich zum Zahlenwert des ECsy-Wertes ein Farbcode

angewendet (grﬁn fiir ECSO,Substanz < EC5(),T5979345/ 10 ) hellgriin fur EC50,T5979345/ 10 <
76
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ECs0,substanz < ECs0.15979345 , hellrot fiir ECso 15979345 < ECs0,substanz < 2 X ECs0,15979345 , rot fiir
ECsosubstanz > 2 x ECs015979345). Die Selektivitidt wird als einheitsloser Quotient der ECso-
Werte von HmHDACS und SmHDACS 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 iiber 1 fiir eine Selektivitit
gegeniiber dem schistosomalen Enzym spricht (griin fiir Werte groBer 1, rot fiir Werte unter
1). Die Werte fiir die humanen Isoformen HmHDAC1 und HmHDAC6 werden nur ergiinzend
erwihnt, da diese im Aktivitdtstest durch ein anderes Substrat ermittelt wurden. Da wie schon
erwihnt ein Vergleich der beiden Testsysteme, in diesen Fall nicht moglich ist, soll hier nur
eine Priferenz der einzelnen Substanzen dargestellt werden. Die folgende Tabelle dient

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

Tabelle 13: ECsy-Werte fiir SmHDACS und HmHDACS gemessen mit dem Fluor de Lys®-Assay-Kit. Der Quotient
aus den ECsp-Werten der HmHDACS8 und SmHDACS zur Darstellung der Selektivitit. ECso-Werte fiir HmHDAC1
und HmHDAC6 gemessen mit dem ZMAL-Assay-Kit. Die Werte wurden gerundet und ohne Standardabweichung
dargestellt.

ECsy [uM] ECs [uM] ECs [uM] ECs [uM]

] HmHDACS

Verbindung | SmHDACS HmHDACS _— HmHDAC1 HmHDAC6
SmHDACS
Fluor de Lys ® | Fluor de Lys ® ZMAL ZMAL
27,48
T5979345 1,48 0,97 0,66 3,56
28,39

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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ECs [uM] ECs [uM] ECs [uM] ECs [uM]
Verbindung | SmHDACS HmHDACS w HmHDAC1 HmHDAC6
Fluor de Lys ® Fluor de Lys ® SmHDACS ZMAL 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
501 0,09 0,15 1,67 2,08 0,61
50m 0,27 - - - -
50n 0,22 0,03 0,14 3,59 2,59
500 0,07 0,12 1,71 11,55 0,12
S0p 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
S50u 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
SmHDACS erkennt man deutlich eine Potenzsteigerung der Substanzen im Vergleich zu
T5979345, wobei die Derivate der 3-Benzamidobenzhydroxamséduren (50a — 50x) durchweg
hohere Hemmwerte aufweisen als T5979345 und iiber die Hélfte der Substanzen eine hohere
Affinitit auf SmHDACS zeigt. Die Substanzen die eine 3-Aminobenzhydroxamsiure als
Struktur besitzen (S1a — 51d, 52a — 52f, 53 - 57) weisen ebenfalls potente Vertreter auf,
zeigen aber eine gesteigerte Aktivitdit an der HmHDACS. Bei den Substanzen mit
verschiedenen Grundkorpern (58 — 65) findet einzig Verbindung 64 Bedeutung, da diese
ECso-Werte im Bereich der 3-Benzamidobenzhydroxamsduren vorweist und im direkten

Vergleich mit Verbindung 50a zu einer zweifach hoheren Aktivitit gefiihrt hat.

3.5. Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziechung der Verbindungen

anhand der Proteinstruktur

Zur Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung wurden die Ergebnisse aus den Rontgen-
kristallstrukturexperimenten an SmHDACS, in vitro Daten des Fluor de Lys®-Assays und
optimierte Dockinglosungen von SmHDACS8 und HmHDACS genutzt. Die Dockinglosungen
wurden von JELENA MELESINA innerhalb der Arbeitsgruppe von Prof. SIPPL angefertigt und

zur Verfiigung gestellt.

3.5.1. Inhibitoren mit 3-Aminobenzhydroxamsiure-Grundkorper

Fiir die Substanzklasse der 3-Aminobenzhydroxamsduren gibt es keine Rontgenkristall-
struktur. Die Diskussion der Struktur-Wirkungsbeziehung verldauft anhand von ausgewihlten
Dockinglosungen. Um eine Orientierung innerhalb der katalytischen Tasche zu erhalten,
wurden wahlweise die Dockinglosungen fiir die Verbindungen S1c (gelb), 52¢ (weis), 52d
(grau) und 54 (rot) sowohl in der Bindetasche der schistosomalen HDACS8 (Abb.: 78 Figur a)
als auch in der humanen HDACS abgebildet (Abb.: 78 Figur b). Die dargestellten

Dockingldsungen entsprechen den von dem Programm am besten bewerteten Losungen.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 78: Dockinglosungen fiir die Verbindungen 51c (gelb), 52¢ (wei3), 52d (grau) und 54 (rosa) in (a)
SmHDACS und (b) HmHDACS. (MOE)

Betrachtet man die Hemmkonzentrationen der hier dargestellten 3-
Aminobenzhydroxamséduren und 3-Carbamoylbenzhydroxamséuren fiir die SmHDACS sind
keine direkten Beziehungen zwischen unterschiedlichen Substitutionsmustern und der
inhibitorischen Aktivitit nachvollziehbar. Der Austausch der Cyclohexylgruppe gegen eine
Benzylgruppe am anilinischen Stickstoff fiihrt bei den unsubstituierten Derivaten in Position
4 der Benzhydroxamsiure zu einer Aktivititssteigerung von ECsp = 3,63 + 0,62 uM (52a) auf
ECsp = 1,08 + 0,25 uM (52b). Dagegen fiihrt dieser Austausch der N-Substituenten bei den
Derivaten mit einer Methylgruppe in Position 4 der Benzhydroxamsédure zu niedrigeren
Aktivitiaten (ECsp = 0,60 + 0,20 uM fiir 52¢ und ECsp = 1,29 + 1,33 uM fiir 52d). Vergleicht
man die Verbindungen 50b, 52d und 52f, so erkennt man einen Trend, dass Verbindungen
mit groBBeren Resten in Position 4 der Benzhydroxamsidure auch eine hohere Aktivitit
gegeniiber der SMHDACS aufweisen. Substanzen, die eine N,N-Disubstitution im Molekiil
aufweisen (51a, 51b, Slc, 51d, 56 und 57), besitzen schlechtere Hemmkonstanten als
Verbindungen mit einem freien Proton am anilinischen Stickstoff. Dieses scheint eine fiir die
Aktivitat wichtige Interaktion mit His242 auszubilden. Ebenso ist vorstellbar, dass wie in
Abbildung 78 (Figur a) die Substituenten keine Interaktion zu den Aminosiuren des Proteins
eingehen und aus der Bindetasche hinausragen (S1l¢, ECsp = 16,04 + 9,26 uM) und so auf

Grund von entropischen Effekten eine schlechtere Aktivitit besitzen.
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3.5.  Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung der Verbindungen anhand der
Proteinstruktur

Die Verbindungen 53, 54 und 55 weisen die hochste inhibitorische Aktivitit in dieser
Verbindungsklasse auf. Dies ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass diese sowohl
eine Interaktion mit His242 ausbilden und zusitzlich eine Interaktion zwischen der Carbonyl-
funktion und Lys20 ausbilden. Betrachtet man diese Substanzen hinsichtlich ihrer Selektivitit
zur HmMHDACS, so muss man sagen, dass sie eine hohere Aktivitit gegeniiber dem humanen
Protein aufweisen. Die 4-Methylbenzhydroxamsédurederivate scheinen die aktivsten
Verbindungen zu sein und dazu erhoht die N-Benzylgruppe (52d, ECsp = 0,015 + 0,002 uM)
die Aktivitit gegeniiber einer N-Cyclohexylgruppe (52¢, ECso = 0,104 + 0,012 uM).

Die groBlere Affinitit der Substanzen zum humanen Protein ldsst sich aus der Architektur der
Bindetaschen erkldren. Zum einen bilden sie eine Interaktion zu Met274 aus und zum anderen
besteht ein Wasserstoffbriickennetzwerk iiber ein Wassermolekiil und His180. Dies scheint
auszureichen um in einer im Schnitt zweifach hoheren Aktivitit auf die HmHDACS zu
resultieren (Beispiel: 52f, EC5o(SmHDACS) = 0,062 + 0,012 uM; 52f, EC5o(HmHDACS) =
0,032 £ 0,006 uM).

3.5.2. Inhibitoren mit 3-Amidobenzhydroxamsiure-Grundkorper
Um die Struktur-Wirkungsbeziehung der 3-Amidobenzhydroxamséuren zu diskutieren und zu
veranschaulichen, stiitzt sich dieses Kapitel auf vorhandene Rontgenkristallstrukturen und

Dockinglosungen ausgewdhlter Verbindungen.

Abbildung 79: Dockinglosungen fiir die Verbindungen 50g (weif}), 50n (gelb) und 50s (rosa) in (a) SmHDACS und (b)
HmHDACS. (MOE)
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Die Substanzklasse der 3-Amidobenzhydroxamsduren kann aufgrund des Substitutions-
musters in zwei Klassen eingeteilt werden. In der ilibergeordneten Klasse diskutiert man die
Auswirkung verschiedener Substituenten in Position 4 der Benzhydroxamsédure auf die
inhibitorische Aktivitidt gegeniiber der SmMHDAC8 und HmHDACS8 wéhrend man in der
untergeordneten Klasse die Variationen der aromatischen Ringsysteme und deren

Substitutionen mit dem unsubstituierten Benzamidrest vergleicht (Abb.: 80).

ibergeordnete Klasse
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Abbildung 80: Einteilung der 3-Amidobenzhydroxamsiuren in eine iibergeordnete Klasse und eine untergeordnete
Klasse.

Als Erstes wird die Auswirkung der verschiedenen Substituenten auf die Aktivitit gegeniiber
der SmHDAC8 und der HmHDACS8 in der iibergeordneten Klasse diskutiert. Die
Grundstruktur bildet hierbei die 3-Benzamidobenzhydroxamsdure (Verbindung 50a, ECsy =
468,2 £+ 79,0 nM). Um eine Aussage iiber die Struktur-Wirkungsbeziehung der
unterschiedlichen Substituenten treffen zu konnen, werden in dieser iibergeordneten Klasse
einzig die Verbindungen mit verschiedenen Substituenten in Position 4 der Benzhydroxam-
sdure diskutiert.

Verbindung S0a stellt in dieser Reihe, die Verbindung mit der geringsten Potenz gegen
SmHDACS dar. Allein die Einfiihrung einer Methylgruppe (50b) konnte die inhibitorische

Aktivitdit um das Dreifache steigern. Vermutlich ist dies auf den induktiven Effekt der
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Methylgruppe und der daraus folgenden gesteigerten Elektronendichte im Aromaten
zuriickzufithren. Der Austausch der Methylgruppe durch eine Methoxygruppe (Verbindung
50d, ECsp = 135,6 £ 25,0 nM) steigert nur marginal die inhibitorische Aktivitdt gegeniiber
SmHDACS. Hier konnte der positiv mesomere Effekt verantwortlich sein, bei dem die
Erhohung der Elektronendichte im Aromaten {iiber die freien Elektronenpaare des
Sauerstoffatoms realisiert werden kann. Verstirkt man diesen Effekt durch
Alkoxysubstituenten mit groBerem Alkylanteil (Ethoxy, Propoxy, Isopropoxy, ...) und der
dadurch verstirkten elektronenschiebenden Wirkung in Richtung Sauerstoffatom der
Alkoxygruppe, miisste die Aktivitit theoretisch weiter steigen.

Verbindung 50k scheint diese Theorie zu bestitigen, wobei der Aktivititsgewinn nur sehr
gering ausfillt (ECsyp = 129,3 £ 7,6 nM). Verbindung S0m und 50n, jeweils mit Propoxy- und
Isopropoxyrest zeigen allerdings eine um die Hélfte geminderte inhibitorische Aktivitit

gegeniiber SMHDACS im Vergleich zu 50d.

Abbildung 81: Dockinglésungen fiir die Verbindungen 50d (wei3), SOk (schwarz), 50m (dunkel grau) und 50n (hell
grau). (SmHDACS) MOE
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Der Grund hierfiir konnte sterischer Natur sein. In Abbildung 79 (a) ist die anhand von
Rontgenkristallstrukturexperimenten  und ~ computergestiitzter ~ Methoden  ermittelte
Ausrichtung der 3-Amidobenzhydroxamséduren in SmHDACS zu erkennen. Der Substituent
an Position 4 der Benzhydroxamséure deutet in Richtung einer kleinen hydrophoben Tasche
unterhalb von Aspl100. Bei Verbindung 50m und 50n scheint das Volumen dieser Tasche
ausgereizt und der Inhibitor ist gezwungen, eine fiir die Interaktion mit dem Enzym
ungiinstigere  Position einzunehmen. (Vergleiche Abb.: 81) Allerdings konnen
Dockinglosungen nur bedingt zur Ableitung der Struktur-Wirkungsbeziehung heran gezogen
werden. Die dynamischen Wechselwirkungen von Protein und Ligand werden hierbei nur als
Momentaufnahme dargestellt. Sie konnen nur unzureichend die unterschiedlichen
inhibitorischen Aktivititen 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 Aminosduren des
Enzyms ausbilden.

Betrachtet man an dieser Stelle die inhibitorischen Aktivititen der bisher besprochenen
Verbindungen gegeniiber der humanen HDACS, so sind fiir S0a und 50b keine
nennenswerten Unterschiede in den ECsp-Werten zu erkennen. Die strukturellen und
konstitutionellen Unterschiede beider Enzyme innerhalb der Bindetasche scheinen fiir diese
Liganden nicht ausreichend zu sein um eine Selektivitit zu erzeugen. Die fiir die SmHDACS
spezifische Interaktion von His292 mit dem Liganden und die ,flipped out* Konformation
von Phel51 und die damit verbundene Interaktion von Lys20 mit der Carbonylgruppe des
Liganden scheint im humanen Enzym durch ein Wasserstoffbriickennetzwerk zwischen dem
Liganden, einem Wassermolekiil und His180 sowie der Interaktion des Liganden mit Met274
gleichwertig ersetzt zu sein. Allein Verbindung S50k zeigt eine leichte Priferenz fiir das
schistosomale Enzym (ECso(SmHDACS) = 129,3 + 7,6 nM; ECs5o(HmHDACS) = 172,0
16,0 nM). Verbindung 50n (ECsp = 29,0 + 1,0 nM) bestitigt fiir das humane Enzym, dass eine
erhohte FElektronendichte im aromatischen Ring der Benzhydroxamsdure auch zu einer
erhohten inhibitorischen Aktivitit fiihrt.

Die Einfiihrung von Halogenatomen in Position 4 der Benzhydroxamsiure steigerte ebenfalls
die inhibitorische Aktivitit gegeniiber der SmMHDACS im Vergleich zu 50a und fiihrte zu
einer messbaren Selektivitidt zum schistosomalen Enzym um den Faktor 2. Dabei weist die
Verbindung mit Chlor in Position 4 (500) die hochste inhibitorische Aktivitidt auf
(ECso(SmHDAC8) = 67,0 £ 10,2 nM; ECsq(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 vergleichbare Aktivititen dhnlich der Verbindungen mit Methyl-
und Methoxysubstituenten. Dies widerspricht der These, dass eine erhohte Elektronendichte
im Aromaten fiir eine Aktivititssteigerung erforderlich ist, sowohl die Halogenatome als auch
die stark elektronenziehende Trifluormethylgruppe durch ihren negativ-induktiven Effekt eher
die Elektronendichte im aromatischen System verringern. So scheinen moglicherweise das
unspezifische Verdringen von Wasser aus der Bindetasche von SmHDACS8 und HmHDACS
sowie sterische Effekte fiir die unterschiedlichen Aktivititen verantwortlich zu sein. Bereits
bekannte Inhibitoren wie SAHA oder TSA bestidtigen anhand ihrer Struktur, dass ein 7-
Elektronensystem nicht zwingend fiir eine gerichtete Interaktion mit Histondesacetylasen
notwendig ist. Betrachtet man die Dockinglosungen fiir die 3-Amidobenz-hydroxamséuren
(Abb.: 79) so ist zum einen die Position der Amidstruktur als Verbindung der beiden
aromatischen Systeme und zum anderen die Interaktion des Liganden mit spezifischen
Aminosduren am Rand der Histondesacetylasen eher von Bedeutung. Diese Beobachtung
wird in der untergeordneten Klasse diskutiert, welche sich aus den Vertretern der potentesten

Verbindungen aus der iibergeordneten Klasse zusammensetzt.

Abbildung 82: Dockinglosungen fiir die Verbindungen 50b (schwarz) und 50c (wei}). (SmHDACS8) MOE
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Vergleicht man Verbindung 50b mit Verbindung 50c (Abb.: 82), so hat sich durch den
Austausch des Phenylrestes gegen einen 2-Chinaldinylrest die Aktivitit auf SmMHDACS um
35% steigern lassen. Vergleicht man die beiden Substanzen hinsichtlich ihrer inhibitorischen
Aktivitat auf die HmHDACS so wurde die Aktivitit um 85% gesteigert. Griinde hierfiir
konnen die Anderung der Elektronendichte im Phenylring im Vergleich zum elektronenarmen
2-Chinaldinylringsystems sowie deren unterschiedliche rdumliche Ausdehnung sein. Im
Verlauf dieser Diskussion wird fiir die in dieser Arbeit dargestellten Verbindungen deutlich,
dass weniger die Elektronendichte im aromatischen System Auswirkung auf die Aktivitit hat
sondern vorwiegend die sterische Konstitution der verschiedenen Substituenten am
Phenylring.

So fiihrt ein 4-Biphenylrest (50e) bei den Derivaten der 3-Amido-4-methoxybenz-
hydroxamséduren zu einer Steigerung der Aktivitit auf die SmMHDACS um Faktor 2 in Bezug
auf Verbindung 50d, jedoch ein 3-Biphenylrest (50f) fiihrt zu einer Verschlechterung der
Aktivitidt um Faktor 2. Nachteilig ist bei Verbindung S0e die dreifach hohere Aktivitit auf das
humane Enzym (ECs5o(SmHDACS) = 75,4 £ 25,5 nM; EC5o(HmHDACS) = 26,0 + 18,0 nM).
Die Ubertragung dieses Substituenten auf die 3-Amido-4-ethoxybenzhydroxamsiure 50Kk,
welche eine leichte Priferenz auf die SmHDACS aufweist, erzielte den erwunschten Effekt.
Die resultierende Verbindung 501 ist potenter als S0k mit Beibehaltung der etwas hoheren
Aktivitdt gegeniiber dem schistosomalen Enzym (ECso(SmHDACS) = 92,0 + 26,0 nM; ECs
(HmHDACS) = 149,0 £ 23,0 nM). Die Dockinglésung zeigt fiir Verbindung 501 zeigt eine
zusitzlich Interaktion zum Pro291 der SmHDACS, dies konnte die leicht gesteigerte Aktivitit
gegeniiber 50e erklidren. (Abb.: 83)
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Abbildung 83: Dockinglosungen fiir die Verbindungen 50e (weif}), 50f (grau) und 501 (schwarz). (SmHDACS8) MOE

In der {iibergeordneten Klasse der 3-Amido-4-methoxybenzhydroxamsiduren fiihrten
Chloratome am zweiten aromatischen Ringsystem nur marginal zur Erhohung der
inhibitorischen Aktivitit gegeniiber SmMHDACS. Interessant ist, dass Chlor in para-Position
(50h) kaum eine Auswirkung auf die Aktivitidt besitzt aber in ortho-Position (50i) zu einer
erkennbaren Verminderung der Aktivitit fiihrt. Eine Disubstitution von Chlor in der ortho-
und para-Position (50j) fithrt hingegen zu einer gleichwertigen Inhibition von SmHDACS in
Bezug auf 50d. Betrachtet man nur die Verbindungen 50h (ECs5o(SmHDACS) = 146,0 + 4,3
nM) und 50i (ECso(SmHDACS) = 699,3 + 27,4 nM), so konnte man sterische Ursachen fiir
die unterschiedlichen Aktivitdten verantwortlich machen. Die Grée des Chlorsubstituenten
in ortho-Position konnte die Drehbarkeit des Phenylrestes einschrinken und so die fiir die
Interaktion notwendige Konformation des Molekiils unméglich machen. Dies wird durch die
Ergebnisse von 50j jedoch nicht bestitigt. Allerdings scheint die Kombination aus ortho- und
para- Substitution ein Schliissel fiir die Selektivitit zwischen SmMHDACS8 und HmHDACS
darzustellen. Moglicherweise bildet Chlor in para-Position eine fiir die Aktivitit wichtige
Interaktion zwischen Ligand und Enzym aus. Die Einfiihrung des 4-Biphenylrestes (50e und
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50I) bekriftigt den Vorteil eines lipophilen Substituenten in para-Position und kann mit
Verbindung 50g (ECso(SmHDACS = 106,0 = 17,5 nM) bestitigt werden. (Abb.: 84) Der
Substituent in ortho-Position scheint hierbei eine Rolle bei der Diskriminierung der Substanz

beziiglich des schistosomalen und humanen Enzyms einzunehmen.

-\
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Abbildung 84: Dockinglosungen fiir die Verbindungen 50h (weiB}), 50i (grau) und 50j (schwarz). (SmHDACS8) MOE

Diese  Beobachtung kann indirekt auch in der Klasse der 3-Amido-4-
chlorbenzhydroxamséduren gemacht werden. Da alle Derivate in dieser Klasse eine geringere
inhibitorische Aktivitit gegeniiber SmMHDACS aufweisen als ihre iibergeordnete Verbindung
500 kann die Schlussfolgerung nur indirekt gezogen werden. Vergleicht man 50p
(ECso(SmHDAC) = 234,8 + 10,3 nM) und 50q (ECso(SmHDAC) = 147,1 £ 4,8 nM), so
erkennt man in Analogie zu 50h und 50g, dass der Methoxysubstituent im Vergleich zu Chlor
zu hoheren Aktivitdten fithrt. Tauscht man den Methoxyrest gegen einen Phenoxyrest (S0r),
verliert die Verbindung dramatisch an Aktivitit, sowohl gegeniiber dem schistosomalen als
auch dem humanen Enzym. Grund hierfiir scheint die Konformation des Molekiils zu sein,

welche moglicherweise die Interaktion mit dem Enzym schwicht oder entropisch ungiinstige
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Solvatationseffekte hervorruft, verursacht durch den Phenoxyrest in Position 4. Verbindungen
50s und 50t hingegen besitzen im Vergleich zu 50r eine hohere Aktivitit. Vermutlich erlaubt
die Substitution in Position 3 eine Interaktion des Phenoxyrestes mit dem Enzym bzw.
ermoglicht die flexiblere Benzyloxyseitenkette eine vorteilhaftere Ausrichtung des Molekiils
zum Enzym.

Mit der Einfiihrung einer stark elektronenziehenden polaren Nitrogruppe in para-Position

(50u) wird die Aktivitdt gegenitber SmMHDACS im Vergleich zu 500 ebenfalls gesenkt.

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass die Klasse der 3-Amido-4-methoxyderivate und 3-
Amido-4-ethoxyderivate, sowie die 3-Amido-4-chlorbenzhydroxamsduren bisher das
erfolgreichste Substitutionsmuster der Benzhydroxamsduren darstellt. Als potenteste
Strukturen fiir die Seitenkette erweisen sich 4-Biphenyl-, 4-Methoxyphenyl- und 2.,4-
Dichlorphenylsubstituenten. Um diese These zu stiitzen sind weitere Untersuchungen nétig
die auch auBlerhalb dieser Arbeit durch- und fortgefithrt werden. Ebenso sind
pharmakokinetische und pharmakodynamische Eruierungen der potenten Verbindung

angestrebt und werden bereits fiir eine der dargestellten Verbindungen durchgefiihrt.

Methoxy
Ethoxy

Chlor
|
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4-Methoxyphenyl ¢ g OH

2,4-Dichlorphenyl (o)

Abbildung 85: Das Substitutionsmuster der 3-Amidobenzhydroxamsiuren mit potentesten und selektivsten
Vertretern gegeniiber SmHDA C8 und HmHDACS.
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3.5.3. Inhibitoren mit unterschiedlichen Grundkoérper

Abbildung 86: Dockinglosungen fiir die Verbindungen 58 (rosa), 59 (gelb) und 63 (weif}). (a) SmHDACS8 und (b)
HmHDACS. (MOE)

Um die Struktur-Wirkungsbeziehungen dieser Gruppe zu diskutieren und mogliche
Erkldrungen fiir ihre wunterschiedliche inhibitorische Aktivitit auf SmHDACS8 und
HmHDACS zu geben, wurden ausschlieBlich Dockinglosungen und die fiir die jeweilige
Substanz dazugehorigen ECso-Werte genutzt.

Betrachtet man zuerst die Derivate mit abweichendem Grundkdrper in Bezug auf die bisher
behandelten Verbindungen so ist fiir alle Verbindungen eine mehr oder weniger stark
ausgepriagte Minderung in der Aktivitit gegeniiber SmHDAC8 und HmHDACS8 zu
verzeichnen.

Das Acridinderivat (58) zeigt mit einem ECsp-Wert (SmHDACS) = 3,22 + 0,38 uM eine
Minderung um Faktor 2 im Vergleich zu T5979345. Der Grund hierfiir ist wahrscheinlich die
rigide Struktur des Tetrahydroacridinmolekiils, wodurch eine giinstige Ausrichtung innerhalb
der Bindetasche unmoglich wird. Verbindung 59 stellt ein symmetrisch disubstituiertes
Derivat der 3-Benzamidobenzhydroxamsduren dar. Die Dockinglosung (Abb.: 86) fiir diese
Verbindung zeigt die fiir die 3-Benzamidobenzhydroxamsduren typische Ausrichtung
innerhalb der Bindungsregion der beiden Enzyme, wobei der Substituent in Position fiinf der
Benzhydroxamséaure eine lipophile Region unterhalb von Asp100/Asp101 adressiert. Fiir das
schistosomale Enzym fiihrt dies zu einer Verringerung der inhibitorischen Aktivitit, fiir das
humane Enzym zu einer gleichwertigen Aktivitdt in Bezug auf T5979345. In Abbildung 82 ist

zu erkennen, dass der Carbonylsauerstoff des Benzamidrestes in Position 5 eine Wasserstoff-
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briicke iiber ein Wassermolekiil in der Bindetasche mit His180 ausbildet. Dies konnte die
hohere inhibitorische Aktivitdt auf HmHDACS erkléren.

Verbindung 60 und 61 zeigen ebenfalls deutlich schlechtere Aktivititen auf die SmHDACS
und eine Selektivitit gegeniiber dem humanen Enzym. Grund fiir die unterschiedlichen
Aktivitdaten kann das unspezifische Verdringen von Wasser aus der Bindetasche der Enzyme
sein. Aus den Dockinglosungen ist keine gerichtete Interaktion, abgesehen von der
Koordination der Hydroxamsdure mit dem Zinkion, zwischen Molekiil und Enzym zu

erkennen.

. \ . ' "/
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Abbildung 87: Dockinglosungen fiir die Verbindungen 62 (weif}) und 63 (schwarz). (SmHDAC8) MOE

Die Verbindungen 62 und 63 stellen Derivate von 50d dar. Beziiglich ihrer inhibitorischen
Aktivitdt auf SmMHDACS sind sie schlechter wirksam als 50d. Betrachtet man die Aktivitit
auf HmHDACS so sind beide Verbindung deutlich stirker wirksam auf dieses Enzym. In der
Abbildung 86 ist eine Interaktion zwischen der Sulfoxygruppe von Verbindung 63 und
Met274 zu erkennen, die so im schistosomalen Enzym nicht existieren kann. Womdoglich ist
dies ein Grund fiir die gesteigerte Aktivitit auf HmHDACS. Ebenso kann die erhohte
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Elektronendichte des para-Methylphenylrestes mitverantwortlich sein. In Abbildung 87 ist fiir
beide Verbindungen keine Wechselwirkung mit Lys20 und His292 zu erkennen, dies konnte
die geringere inhibitorische Aktivitit gegeniiber der SmMHDACS im Vergleich zu Verbindung
50d erkléren.

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 fiihrt zu einer Erhhung der inhibitorischen Aktivitdt um den Faktor

2 sowohl fiir das schistosomale als auch fiir das humane Enzym.

Tabelle 14: EC5y-Werte SmHDAC8 und HmHDA C8 (Fluor de Lys®) fiir 50a und 64

ECsy [uM] ECsy [uM]
Verb. Strukturformel SmHDACS HmHDACS8
Fluor de Lys ® Fluor de Lys ®
9 H
50a N Non 0,47 % 0,08 0,58 % 0,05
H 0
H H
64 N Nou 0,22 + 0,01 0,27 *+ 0,05
(0] (0]

Eine mogliche Erklidrung liegt sehr wahrscheinlich in der unterschiedlichen rdumliche Néhe
zum Enzym (Lys20) der an den Interaktionen beteiligten Molekiilstrukturen (Carbonyl-
sauerstoff) beider Verbindungen.

Die 3-Carboxybenzhydroxamséure (65) sollte als chemische Sonde dienen und eine gerichtete
Interaktion zu Lys20 im schistosomalen Enzym forcieren. Mit einem ECso-Wert (SmHDACS)
= 1,59 + 0,19 pM auf SmHDACS ist Verbindung 65 &dhnlich wirksam wie T5979345.
Selektive Eigenschaften konnten bisher nicht nachgewiesen werden, da weitere Tests am

humanen Enzym noch ausstehen.
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Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Anordnung von Benzhydroxamsiure,
kurzem Amidlinker und zweiter aromatischer Ring an sich von Vorteil fiir die Aktivitdt auf
die Histondesacetylasen ist, jedoch mit Blick auf die Selektivitit nur eine #quipotente
Hemmung der Enzyme erreicht werden kann. Die Inversion des Amidlinkers (64) (Abb.: 88)
stellt eine Verbesserung der bisherigen 3-Benzamidobenzhydroxamséduren dar, konnte aber im
zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht werden. Sie stellt aber einen guten
Ansatz  fir die weiterfiihrende Entwicklung von potenten und selektiven

Histondesacetylaseinhibtoren dar.

X
, H A
o N Z Ny Non
% (0] (0]
N-Carboxyanilin 3-Carboxybenzhydroxamsiure

Abbildung 88: Grundkorper fiir zukiinftige Histondesacetylaseinhibitoren.
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3.6. Versuche iiber die Toxizitit der dargestellten Verbindungen

Die Toxizitétstests der in dieser Arbeit dargestellten Substanzen dienen dazu, eine potentielle
Giftigkeit der Substanzen auf die ausgewdihlten Organismen und Zellen zu bestimmen. Die
komplexe Stoffeigenschaft ,,Toxizitit“ 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) beschreibt'®. Die hier
ermittelten Daten in Form von Viabilititsstudien und Inhibitionstests in Abhédngigkeit von der
Dosis oder Dauer der Exposition durch die gewihlte Substanz, konnen nur einen Aufschluss
iber die quantitative Komponente wiedergeben. Der Wirkmechanismus, der fiir die Toxizitéit
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
lasst dennoch eine Diskussion iiber die Eigenschaften der Substanzen als potentielle

Wirkstoffe zu.

Tabellen fiir die durchgefiihrten Tests und die dazugehorigen Diagramme und Abbildungen

konnen im Anhang nachgeschlagen werden.

3.6.1. Toxizitit auf Schistosoma mansoni

Die fiir diese Arbeit stattgefundenen Testungen an Schistosoma mansoni wurden in der
Arbeitsgruppe von RAYMOND PIERCE in Lille (Centre d'Infection et d'Immunité de Lille)
durchgefiihrt und zur Verfiigung gestellt. Die Messung der Toxizitit ausgewdhlter
Verbindungen auf Schistosoma mansoni wurde auf verschiedenen Wegen realisiert. Zur
Messung der Viabilitidt der Schistosomen wurde das Larvenstadium genommen und mittels
Alamar Blue®-Test die Viabilitit nach der Exposition mit einer gewihlten Substanz bestimmt.
Der Alamar Blue®-Viabilititstest bestimmt die metabolische Aktivitit und das Redoxpotential
der Zelle und kann so zur Messung der Zytotoxizitit von Substanzen verwendet werden'°.
Dabei wird der Farbstoff Resazurin verwendet. Resazurin ist ein ungiftiger, wasserloslicher,
blauer Redox-Farbstoff, der bei Reduktion irreversibel zum rosafarbenen, fluoreszierenden

Resafurin umgesetzt wird"”’ (Abbildung: 81).
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Abbildung 89: Reduktion des Redoxfarbstoffs Resazurin durch NADH/H*

Die ausgewdhlten Verbindungen zeigten bei diesem Test eine miBige Toxizitdt auf die
Schistosomen. Im Durchschnitt verringerte sich die Viabilitit um etwa 35 %. Ein anderer
Test, bei dem die mikroskopisch gestiitzte Auszdhlung der lebenden beziehungsweise toten
Schistosomen zur Anwendung kommt, ergab eine gesteigerte Toxizitit fiir SOe.

Die Behandlung der juvenilen Schistosomen mit S0e in einer Konzentration von 10 uM fiihrte
nach zwei Tagen zu keinen iiberlebenden Parasiten. Ein weiterer Aspekt war das Verhalten
der adulten Schistosomen wihrend der Geschlechtsreife, da diese als Parchen auftreten und
auch nur in der gepaarten Form fahig zur Fortpflanzung sind. Unter der Behandlung mit S0e
in einer Konzentration von 10 uM waren nach fiinf Tagen nur noch 40 % der Schistosomen
gepaart. Die abweichenden Ergebnisse der beiden Viabilititstests konnen unter anderem
durch die unterschiedliche Versuchsdurchfiihrung erklirt 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 tidglich halb erneuert, d.h.
die Hilfte des Mediums wurde entfernt und wieder mit der halben Menge an Substanz und
Medium aufgefrischt. Weiterhin lief dieser Test iiber zwei Tage. Pharmakokinetikstudien iiber
50e haben gezeigt, dass die Halbwertszeit, gemessen in Ratten, mit ca. 30 Minuten, recht
gering ist. So ist zu iiberlegen, ob die Stabilitit der Verbindungen bei einmaliger Gabe
tiberhaupt ausreichend ist. Ebenso konnte das Beobachtungsfenster von zwei Tagen zu kurz
gewihlt 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 Plasmodienstimme und drei
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verschiedene Leishmanienstamme mit ausgewéhlten Substanzen dieser Arbeit inkubiert. Viele
der Substanzen (u.a. 50e) zeigten eine Toxizitit gegeniiber den Plasmodienstimmen im
unteren mikromolaren Bereich und wiren durchaus fiir weitere Testungen in diese Richtung
interessant. Gegeniiber den Leishmanienstimmen konnte nur im hoheren mikromolaren
Bereich eine toxische Wirkung beobachtet werden. Fiir Verbindung 50e wurden im Lauf
dieser Arbeit Negativkontrollen angefertigt um einen zusitzlichen Mechanismus fiir die
gemessene Toxizitdt auszuschlieBen, welcher nicht auf die inhibitorische Wirkung der
SmHDAC aufbaut.

Hierfiir wurden das Carbonsdurederivat (50e‘) und das Methylbenzoatderivat (50e‘¢)
untersucht. Beide Verbindungen zeigten in vitro und in vivo der hier angewendeten
Testsysteme keine Aktivitdt. Von daher ist ein Wirkmechanismus, der auf die Inhibition der

SmHDACS beruht, wahrscheinlich.
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Abbildung 90: Strukturformel des Carbonsiurederivats 50e‘ und des Methylbenzoatderivats 50e.

3.6.2. Toxizitat auf Jurkatzellen, Glioblastomazellen und HEK-Zellen

Die hier vorgestellten Tests an humanen Zelllinien wurden von FRANK ERDMANN am Institut
fir Pharmazie der Martin-Luther-Universtidt in Halle durchgefiihrt. 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 Viabilitit wurde ebenfalls mittels Alamar Blue®-Test
ermittelt. Die getesteten Substanzen zeigten iiberwiegend nur im unteren mikromolaren
Bereich eine toxische Wirkung auf die Krebszelllinien. Dies ist konform mit anderen Studien,
die die Toxizitdt von HDAC-Inhibitoren auf Krebszellen untersucht haben. Gegeniiber den
HEK-Zellen zeigen die untersuchten Substanzen in den entsprechenden Konzentrationen,

abgesehen von wenigen Ausnahmen, keine oder nur geringe Toxizitét.
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3.6.3. Toxizitit auf Escherichia coli und Saccharomyces cerevisiae

Die Zytotoxizititstests der Substanzen an Escherichia coli und Saccharomyces cerevisiae
dienten ebenfalls dazu Hinweise auf eine generelle Toxizitdt auf Zellen zu erkennen bzw.
nach Moglichkeit auszuschlieBen. Alle hier getesteten Substanzen zeigten unter den

jeweiligen Testbedingungen keine Zytotoxizitét.

Zusammenfassend konnen die bisherigen Toxizitétstests positiv bewertet werden. Es gibt
Raum fiir Optimierung hinsichtlich der Tests an Schistosoma mansoni und die Einfiihrung
weiterer Testsysteme zur Uberpriifung der Viabilitit (zum Beispiel TTC-Test, MTT- und
XTT-Test). Ebenso scheint der Einsatz eines Matrix-Metalloprotease Tests bei den hier
aufgefiihrten Verbindungen sinnvoll. Erste pharmakokinetische Versuche an Ratten zeigen,
dass die fiir diese Versuche verwendete Benzhydroxamsiure keine akute Toxizitédt besitzt und
gut von den Tieren vertragen wurde Die hohe Bioverfiigbarkeit sowie die lange Halbwertszeit
ermdoglichen Blutkonzentrationen, die fiir eine Therapie notig sind. Die Tests an den humanen
Zellen konnen ebenfalls als erfolgreich angesehen werden und lassen auf eine zusitzliche
Verwendung der Substanzen hoffen. Vorldufige in vitro-Tests an mehreren humanen
Histondesactylasen wurden bereits durchgefiihrt. Auch die Verwendung fiir andere parasitire

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 Ansitze und die
Entwicklung neuer Medikamente fiir viele Erkrankungen nur wenig bzw. nicht die notige
Aufmerksamkeit bekommt (engl.: neglected diseases), die in Betracht der grolen Zahl an
erkrankten Menschen bedeutsam wiire, so stellt die Entwicklung neuer Arzneistoffe in diesem
Bereich eine wichtige Sidule 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 universitaren 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 Rontgenkristallstrukturen und computergestiitzten
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 HDACS zu steigern und gleichzeitig eine Selektivitit
zu den humanen Histondesacetylasen zu schaffen, wurden zwei dieser Strukturen erwéhlt um
als Startstrukturen fiir die ligandenbasierte Strukturoptimierung zu fungieren.

Daraus ergaben sich zwei Inhibitorklassen. Zum einen die 3-Aminobenzhydroxamsiuren,
welche sich durch ihre hohe inhibitorische Aktivitdt gegeniiber den Histondesacetylasen
auszeichneten, jedoch eine deutliche Priferenz zu den humanen Enzymen aufwiesen und die
3-Amidobenzhydroxamséduren, welche ebenfalls im unteren nanomolaren Bereich aktiv
waren. Die 3-Aminobenzhydroxamsiduren werden derzeit in fortfithrenden Projekten
hinsichtlich ihrer Eignung in der Krebstherapie untersucht.

Durch Kiristallisationsexperimente mit den 3-Amidobenzhydroxamsduren konnten vier
Kristallstrukturen der SmHDACS kokristallisiert mit einem Inhibitor erhalten werden. Darauf
aufbauend war eine gerichtete Strukturoptimierung moglich, welche durch verbesserte
Computersimulationen unterstiitzt wurde. Es konnte eine praktikable und wirtschaftliche
Methode zur Synthese der 3-Amidobenzhydroxamsiduren entwickelt werden, ebenso fiir
kommerziell nicht erhéltliche Vorstufen.

Die Ausdehnung des Forschungsprojektes SEtTReND zu A-ParaDDisE erweiterte die

Testung der in dieser Arbeit dargestellten Verbindungen auf zusitzliche Targets. So wurde
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nicht nur die Aktivitit auf das schistosomale Enzym untersucht sondern ebenso die Eignung
der Substanzen als Inhibitoren anderer parasitdrer Histondesacetylasen (Plasmodium
falciparum (Dd2, 3D7), Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis und Trypanosoma
brucei). In verschiedenen Toxizitdtstests erwiesen sich viele der Verbindungen in
Konzentrationen die auch in therapeutischen Bereichen liegen wiirden 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 Toxizitdt 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 Miusen verwendet und bewies eine sehr gute Vertriglichkeit
und hohe Bioverfiigbarkeit.

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde die Strukturoptimierung mehr in Richtung
Bioverfiigbarkeit, Halbwertszeit und die Féahigkeit Zellbarrieren zu iiberwinden ausgerichtet
(engl.: drug like). Mit der Inversion des Amidlinkers der 3-Amidobenzhydroxamséuren
konnte eine neue strukturelle Optimierung erzielt werden, deren Effekt hinsichtlich Aktivitat
und Selektivitit weiter untersucht werden miisste. Ebenso miissen noch manche der in dieser
Arbeit enthaltenen Verbindungen abschlieBenden und erginzenden Tests unterzogen werden
um ihre Eignung als moglichen Kandidat zur Arzneistoffentwicklung zu priifen.

Am Ende dieser Arbeit kann durchaus ein positives Resiimee gezogen werden. Das Ziel die
Optimierung der Startstrukturen hinsichtlich Aktivitdt und Selektivitit konnte erfiillt werden.
Es konnte eine grole Menge an Daten (ECsy, Halbwertszeit, Bioverfiigbarkeit, Toxizitit,
Rontgenkristallstrukturen) gewonnen werden, die zur Zeit noch nicht alle vollstindig
ausgewertet sind und es wurden vielversprechende Ansidtze fiir eine weiterfithrende
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
Diinnschichtchromatographie (DC)

Die Diinnschichtchromatographie diente zur Uberwachung von Reaktionsverliufen und zur
Priifung der Reinheit von Zwischen- und Endprodukten sowie zur Charakterisierung der
einzelnen Verbindungen durch Bestimmung der Ry-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
Losungsmittel gelost bzw. direkt dem Reaktionsgemisch entnommen und auf die DC-Platten
aufgetragen.  AnschlieBend wurden diese in  Chromatographiekammern unter
Kammersittigung 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 % Trifluoressigsidure)
LM 6: Ethylacetat/Heptan; 50/50

LM 7: Ethylacetat

Detektionsverfahren

Gebrauch von UV-Licht mit der Wellenldnge 254 nm (kurzwellig) und 366 nm (langwellig).
Dieses Verfahren der Detektion basiert auf Fluoreszenzloschung und kam bei allen

Substanzen mit aromatischen Ringsystemen zum Einsatz.

Ehrlichs Reagenz diente als Detektionsmittel fiir primire aromatische Amine, diese ergeben
eine hellgelbe Firbung auf der DC-Platte. Ehrlichs Reagenz ist laut Literatur'™® eine Losung

aus 2 % Dimethylaminobenzaldehyd in 20 %iger Salzsdure. Fiir den Gebrauch im Labor
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wurden 2 g Dimethylaminobenzaldehyd in 50 ml destillierten Wasser suspendiert und

anschliefend 50 ml konzentrierte Salzsdurelosung (36 %) hinzugegeben.

Eisen-(III)-chloridldsung wurde verwendet um die Hydroxamsduren zu detektieren. Diese

farben sich mit Eisen-(I1I)-Ionen tief rot bis lila.

Die Séulenchromatographie diente zur Reinigung der Zwischen- und Endprodukte. Als
Trennmittel diente Kieselgel 60 (Korngrée: 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 Polaritit der Elutionsmittel wihrend der Chromatographie kontinuierlich
erhoht. Um den Anspriichen der jeweiligen Substanzen gerecht zu werden, wurde diesen
Gemischen geringe Mengen Triethylamin oder Trifluoressigsdure zugesetzt. Die Detektion
erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie. Es kamen drei verschiedene Methoden zum

Einsatz:
Methode 1a

Trocken gepackte Sdulen: Die benétigte Kieselgelmenge wurde fiir ein Verhiltnis von 20/1
(mKieselgel/mSubstanzgemisch) berechnet und anschlieBend trocken und mit Hilfe von

angelegten Unterdruck in die Sdule eingefiillt.
Methode 1b

Trocken gepackte Sdulen: Die benotigte Kieselgelmenge wurde fiir ein Verhéltnis von 20/1
(mKieselgel/mSubstanzgemisch) berechnet und anschlieBend trocken und mit Hilfe von
angelegten Unterdruck in die Sédule eingefiillt. AnschlieBend wurde das Sdulenmaterial mit
Chloroform/Triethylamin (99 %: 1 %; V/V) konditioniert, diese Methode wurde zur

Reinigung der THP-geschiitzten Zwischenstufen verwendet.
Methode 2

Eingeschwemmte Sdulen: Die bendtigte Kieselgelmenge wurde fiir ein Verhiltnis von 100/1
(mKieselgel/mSubstanzgemisch) berechnet und mit dem Elutionsmittel suspendiert und unter

kontinuierlichem Elutionsmittelstrom in die Sdule eingeschwemmt.
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Das Auftragen der Proben auf das Sdulenmaterial erfolgte nach 2 verschiedenen Varianten.
Variante 1

Direktes Auftragen: Die Substanz bzw. das Substanzgemisch wird in dem Losungsmittel
aufgenommen, welches die unpolare Komponente des Elutionsmittels darstellt. Das Volumen
wird hierbei so gering wie moglich gewiéhlt um eine moglichst schmale Bande der Substanz

am Startpunkt der Chromatographie zu gewihrleisten.
Variante 2

Auftragen nach Adsorbtion: Falls die Substanz nicht nach Variante 1 auf das Sdulenmaterial
aufgetragen werden kann, z.B. hervorgerufen durch Probleme der Loslichkeit, kann diese in
einem geeigneten Losungsmittel gelost werden. Polaritit und Volumen konnen frei gewihlt
werden.  Danach  wird  Kieselgel in  einem  Mengenverhidltnis von  1/1
(mKieselgel/mSubstanzgemisch) hinzugegeben und das Losungsmittel anschlieBend am
Rotationsverdampfer unter Vakuum vorsichtig entfernt. Zu niedrige Driicke beim Entfernen
des Losungsmittel konnen ein spontanes Aufwirbeln des Gemisches verursachen. Das

Kieselgel-Substanzgemisch kann anschliefend auf das Sdulenmaterial aufgebracht werden.

Zum Abschliefen der Sidule wird Seesand reinst der Firma Griissing (Filsum, Deutschland),
vorgeglitht und sdurebehandelt aufgegeben um ein Aufwirbeln des Saulenmaterials bei

Zugabe des Elutionsmittels zu verhindern.

5.1.2. Massenspektrometrie

Elektrospray-Massenspektrometrie (ESI-MS)

Die Proben wurden in einer CHCIl3/MeOH-Mischung (unterschiedliche Zusammensetzung)
gelost und iiber eine Spritzenpumpe Havard Apparatus 22 injiziert (20 ul min™). Die
Ionisation wurde sowohl positiv als auch negativ im Elektronenspray bei 5,0 kV durchgefiihrt.
Die Aufnahme der Spektren erfolgte mit einem Ionenfallen-Massenspektrometer Finnigan
LCQ-Classic der Firma Thermo Electron (Egelsbach, Deutschland). Das Gerit verfiigt {iber

eine beheizbare Kapillare (220 °C) und weist eine Flussrate von 20 pl min™ auf.

Hochauflosende Massenspektrometrie (HR-MS)

Fiir die Identitdtsbestimmung der Endprodukte wurden Massenspektren mit hoher Auflosung
aufgenommen. Die Proben wurden in einer CHCIl3/MeOH-Mischung (unterschiedliche Zu-

sammensetzung) gelost 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

'H-NMR- und C-NMR-Spektren wurden an einem Varian Gemini 2000 (400 MHz fiir 'H-
NMR und 100 MHz fiir 13C—NMR) und an einem Varian Inova 500 (500 MHz fiir 'H-NMR
und 125 MHz fiir >C-NMR) aufgenommen. Als interner Standard diente das verwendete
Losungsmittel. Die 'H-NMR-Spektren wurden in CDCl; und d-DMSO aufgenommen. Bei
den *C-NMR-Spektren wurde d-DMSO verwendet.

Die chemische Verschiebung & ist in ppm angegeben und fiir Signale mit definierten
Multiplizititen auf die Symmetrieachse bezogen. Fiir Multipletts wurde ein Bereich der
chemischen Verschiebung angegeben. Die Signale im 1H—NMR—Spektrum werden wie folgt
zugeordnet: (Multiplizitit, Kopplungskonstante J in Hz, Protonenzahl; zugeordnetes Proton

(fett, kursiv)).

Fiir die Multiplizitdten wurden folgende Abkiirzungen verwendet: s (Singulett), d (Duplett), t
(Triplett), dd (Duplett vom Duplett), m (Multiplett).

5.1.14. Computergestiitzte Methoden

Das Homolgiemodell der HmMHDAC6 wurde mit dem Programm MODELLER erstellt. Die
hierbei verwendeten Einstellungen entsprechen denen der Publikation von KANNAN et. al.'™,
Das Docking der Substanzen in die Rontgenkristallstrukturen von SmHDACS, HmHDACS,
HmHDACI und in das Homolgiemodell von HmHDACS6 erfolgte mit Schrodingers Glide.
Das hierfiir verwendete Protokoll entspricht dem friitherer Studien, welches im Rahmen dieses
Projektes benutzt wurde. Als Erstes wurde das Protein fiir das Dockingexperiment mittels den
Programm Schrodingers Protein Preparation Wizard vorbereitet. AnschlieBend wurden
Wasserstoffatome hinzugefiigt und der Protonierungsstatus angepasst, aulerdem wurde eine
sogenannte sanfte Minimierung des Systems durchgefiihrt (engl.: restrained minimization).
Die Liganden wurden mittels MOE vorbereitet. Dazu wurden diese als neutralgeladene
Liganden gedockt. Dieses Docking wurde mehrmals durchgefiihrt, 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-Aminobenzoesiuren

Zur Darstellung der folgenden Verbindungen werden als Ausgangsstoffe 2 mmol (1 Aq.) der
verschiedenen 3-Aminobenzoesiurederivate und 4 mmol (2 Aq.) des entsprechenden
Aldehyds bzw. Ketons, in diesen Fall Benzaldehyd oder Cyclohexanon, eingesetzt. Als
Losungsmittel dient Toluol (100 ml). Die Substanzen werden in einem Dreihalskolben geldst
und unter Riickfluss und der Anwendung eines Wasserabscheiders fiir 1 Stunde erhitzt. Die
daraus entstandenen 3-Imino-benzoesdurederivate werden ohne weitere Reinigung zu den
entsprechenden  Aminen  umgesetzt. Dazu wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum bis zur Trockene eingeengt. Hierbei wird auch
iberschiissiger Aldehyd entfernt. Das Reaktionsgemisch wird anschlieBend in trockenen THF
aufgenommen und mit 4 Aquivalenten Natriumtriacetoxyborhydrid'”’ versetzt und 15
Minuten bei Raumtemperatur rithren gelassen. Danach wird dem Reaktionsansatz 4
Aquivalente Essigsiure (99,5 %ig) zugesetzt und fiir weitere 2 Stunden bzw. iiber Nacht
rithren gelassen. Die Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie {iiberwacht
(Chloroform/Methanol; 9/1, V/V), das Detektionsmittel war Ehrlichs Reagenz. Zum Abbruch
der Reaktion wird diese auf 0°C gekiihlt und vorsichtig Wasser hinzugefiigt. Danach wird das
Gemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum eingeengt, anschlieBend in Ethylacetat
aufgenommen und mit einer 1 molaren Kochsalzlosung gewaschen (3 mal 50 ml). Das
Produkt wird mittels Sdulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform 100 %,
Methanol 0 % bis Chloroform 95 %, Methanol 5 %, V/V).
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3-N-Benzyliminobenzoesdure

MS m/z: 224.17 [M-H]

3-N-Benzylaminobenzoeséure
MS m/z: 226.17 [M-H]
Ausbeute: 450 mg; 1,99 mmol; 99,5 %

3-(N-Cyclohexyl)-iminobenzoesiure (5 mmol)

MS m/z: 216.34 [M-H]

3-(N-Cyclohexyl)-aminobenzoesiure
MS m/z: 218.26 [M-H]
Ausbeute: n.b.

3-N-Benzylimino-4-methylbenzoesiure

MS mv/z: 238.21 [M-H]

3-N-Benzylamino-4-methylbenzoeséiure
MS m/z: 240.29 [M-H]
Ausbeute: n.b.

3-(N-Cyclohexyl)-imino-4-methylbenzoeséure
MS m/z: 230.26 [M-H]

3-(N-Cyclohexyl)-amino-4-methylbenzoesédure
MS m/z: 232.30 [M-H]
Ausbeute: n.b.

3-N-Benzylimino-4-methoxybenzoesdure
MS m/z: 254.22 [M-H]

3-N-Benzylimino-4-methoxybenzoesdure
MS m/z: 256.24 [M-H]
Ausbeute: n.b.

Synthese der Verbindungen

OH
N
H
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5.2.2. Darstellung von 3-N,N-Dibenzylaminobenzoesiure

5 mmol der 3-Aminobenzoesdure wird in 100 ml THF gelost. Danach werden 20 mmol an
Benzaldehyd hinzugegeben und unter Riickfluss und unter Benutzung eines
Wasserabscheiders 2 Stunden erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird zum Reaktionsgemisch 20
mmol Natriumtriacetoxyborhydrid107 gegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur rithren
gelassen. AnschlieBend wird 20 mmol Essigsdure (99,5 %) hinzugefiigt und iiber Nacht
rithren gelassen. Die Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie {iberwacht
(Chloroform: Methanol; 80 %: 20 %, V/V) und mit Ehrlichs Reagenz. Zum Abbruch der
Reaktion wird diese auf 0°C gekiihlt und vorsichtig Wasser hinzugefiigt. Danach wird das
Gemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum eingeengt, anschlieBend in Ethylacetat
aufgenommen und mit einer 1 molaren Kochsalzlosung gewaschen (3 mal 50 ml). Das
Produkt wird mittels Sdulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform 100 %,

Methanol 0 % bis Chloroform 95 %, Methanol 5 %, V/V).

3-N,N-Dibenzylaminobenzoesiure
MS m/z: 216.26 [M-H]' ©AN/ C T"“
Ausbeute: n.b. b

5.2.3. Einfiihrung der fert-Butyloxycarbonylgruppe

Fir die Einfiihrung der fert-Butyloxycarbonylgruppe werden die substituierten und
unsubstituierten 3-Aminobenzoesiuren (I Aq.) in einer Mischung aus gleichen Teilen
Methanol und tert-Butanol (total: 100 ml) gelost und anschlieBend 4 Aquivalente an Di-tert-

159.160.161 "ps wird 6 Stunden bzw. iiber Nacht bei

butyloxydicarbonat hinzugegeben
Raumtemperatur rithren gelassen. Danach wird das Gemisch am Rotationsverdampfer unter
Vakuum zur Trockene eingeengt und mittels Sdulenchromatographie gereinigt (Gradient:

Chloroform 100 %, Methanol O % bis Chloroform 95 %, Methanol 5 %, V/V).

Die 3-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-benzoesdurederivate werden nach einer anderen Methode
gereinigt. Hierbei wird nach Abschluss der Reaktion das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen und das Reaktionsgemisch anschlieend in
heiBen Toluol aufgenommen. Das Produkt wird heif3 filtriert und der Filterriickstand

anschlieBend am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.
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3-N-[Benzyl-(tert-butyloxycarbonyl)-amino]-benzoesédure
MS m/z: 326.24 [M-H] ) O\H/OH
Ausbeute: n.b. ©Al&oc

3-N-[Cyclohexyl-(tert-butyloxycarbonyl)-amino]-benzoesiure

MS m/z: 318.26 [M-H] O\ND\(OH

Ausbeute: n.b. Boc )
3-N-[Benzyl-(tert-butyloxycarbonyl)-amino]-4-methylbenzoesédure
MS m/z: 340.25 [M-HJ; . H
Ausbeute: n.b. ©/\‘I‘°°
3-N-[Cyclohexyl-(tert-butyloxycarbonyl)-amino]-4-
methylbenzoesiure O\
MS m/z: 332.27 [M-HJ; N H

|
Ausbeute: n.b. Boc
3-N-[Benzyl-(tert-butyloxycarbonyl)-amino]-4- |
methoxybenzoesiure
MS m/z: 356.30 [M-HJ; :@(ou
Ausbeute: n.b. ©/\'
3-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-aminobenzoesédure
MS m/z: 35630 [M-HI; BOC\NDYOH

H

Ausbeute: 1,6 g; 6,75 mmol, 67,5 % Y

3-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-amino-4-methylbenzoesiure

MS m/z: 250.17 [M-H] BocwﬁrﬂH
H

Ausbeute: 1,6 g; 6,37 mmol; 63,7 % Y

3-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-amino-4-methoxybenzoesdure (L

MS m/z: 266.27 [M-HJ Dﬁ(ﬂ
Bocw H

Ausbeute: 2,17 g; 8,57 mmol; 85,7 % H o
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5.2.4. Methode zur Darstellung einer Hydroxylaminlosung aus Hydroxylamin-
hydrochlorid

Die Herstellung einer frischen Hydroxylaminlosung aus Hydroxylaminhydrochlorid ist
Ausgangspunkt jeder Synthese, bei der Hydroxylaminhydrochlorid als Ausgangsstoff diente.
Hierbei wird das Hydroxylaminhydrochlorid in Methanol geldst und zu einer vorher
berechneten Menge an Natriummethanolat in Methanol gegeben (10 mmol

Hydroxylaminhydrochlorid in 100 ml Methanol). Die Losung wird vor Gebrauch filtriert.

5.2.5 Methoden zur Darstellung der Hydroxamsiuren

Methode A: Darstellung mittels Thionylchlorid und Hydroxylaminhydrochlorid

Zuerst wird die jeweilige Carbonsdure (1 Aq.) in Diethylether gelost, danach das
Thionylchlorid hinzugetropft (1,5 Aq.) und 30 Minuten unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend
wird das Losungsmittel und iiberschiissiges Thionylchlorid am Rotationsverdampfer unter
Vakuum abgezogen. Das Gemisch wird in Diethylether aufgenommen und nacheinander das
Triethylamin (2 Aq.) und eine frisch hergestellte Hydroxylaminlosung (1,5 Aq.)
hinzugegeben. Die Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie iiberwacht
(Chloroform: Methanol; 8 %: 2 %, V/V) Als Detektionsmittel dient eine 3 %ige Eisen-(III)-
chloridlésung. Fiir die Reinigung wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter
Vakuum abgezogen und das Reaktionsgemisch in Ethylacetat aufgenommen. Es wurde mit
IM HCI-Losung gewaschen und anschlieBend die organische Phase iiber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und zur Trockene am Rotationsverdampfer eingeengt. Anschlieend
wurde das Produkt mittels Sdulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform:

Methanol; 100 %: 0 % bis 95 %: 5 %, V/V).

Methode B: Darstellung mittels Chloroethylformiat und Hydroxylaminhydrochlorid

Zuerst wird die jeweilige Carbonsiure (1. Aq.) in THF geldst und auf 0°C gekiihlt. Danach
werden Chloroethylformiat (1,2 Aq.) und Triethylamin (1,3 Aq.) hinzugegeben und 10
Minuten bei 0°C riihren gelassen. AnschlieBend wird das Gemisch filtriert, das Filtrat zu einer
frisch hergestellten Hydroxylaminlésung (1,5 Aq.) hinzugetropft und fiir weitere 30 Minuten
bei Raumtemperatur rithren gelassen. Die Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie
tiberwacht (Chloroform: Methanol; 80 %: 20 %, V/V), Detektionsmittel ist eine 3 %ige Eisen-
(III)-chloridlésung. Fiir die Reinigung wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer

unter Vakuum abgezogen und das Reaktionsgemisch in Ethylacetat aufgenommen. Es wurde
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mit 1M HCI-Losung gewaschen und anschlieBend die organische Phase iiber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und zur Trockene am Rotationsverdampfer eingeengt. Anschlieend
wurde das Produkt mittels Sdulenchromatographie 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 Carbonsiure (1. Aq.) in THF gelost und auf 0°C gekiihlt. Danach
werden Chloroethylformiat (1,2 Aq.) und Triethylamin (1,3 Aq.) hinzugegeben und 10
Minuten bei 0°C rithren gelassen. Anschliefend wird das Gemisch filtriert und das Filtrat
wird zu einem Gemisch aus O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-hydroxylamin (1,5 Aq.) und
Diisopropylethylamin (1,5 Aq.) in etwas THF hinzugetropft und 4 Stunden bzw. iiber Nacht
bei Raumtemperatur rithren gelassen. Die Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie
tiberwacht. Detektionsmittel ist eine 3 %ige Eisen-(I1II)-chloridlésung. Fiir die Reinigung wird
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen und das
Reaktionsgemisch in Ethylacetat aufgenommen. Es wird anschlieBend mit 1M
Kaliumcarbonatlosung gewaschen und die organische Phase iiber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und zur Trockene am Rotationsverdampfer eingeengt. Danach wird das Produkt
mittels Sédulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform + 0,2 % Triethylamin:

Methanol; 100%: 0 % bis 95 %: 5 %, V/V).

Methode D:  Darstellung  mittels PvBOP®, EDC und O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-

hydroxylamin

Zuerst wird die jeweilige Carbonsiure (1. Aq.) in THF gelost, anschlieBend PyBOP® (1,2
Aq.) und EDC (1,2 Aq.) hinzugegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur riihren gelassen.
Im Anschluss wird ein Gemisch aus O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-hydroxylamin (1,5 Aq.)
und Diisopropylethylamin (1,5 Aq.) in etwas THF hinzugetropft und 4 Stunden bzw. iiber
Nacht bei Raumtemperatur rithren gelassen. Die Reaktion wird mittels
Diinnschichtchromatographie {iberwacht (Chloroform: Methanol; 80 %: 20 %, V/V),
Detektionsmittel ist eine 3 %ige Eisen-(III)-chloridlésung. Fiir die Reinigung wurde das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen und das Reaktionsgemisch
in Ethylacetat aufgenommen. Es wurde mit 1M Kaliumcarbonatlosung gewaschen und
anschlieBend die organische Phase iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und zur Trockene
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am Rotationsverdampfer eingeengt. AnschlieBend wurde das Produkt mittels
Sédulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform + 0,2 % Triethylamin: Methanol;

100 : 0 bis 95 : 5).

Methode E: Darstellung mittels PvBOP® und O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)hydroxylamin

Zuerst wird die jeweilige Carbonsiure (1. Aq.) in THF gelost, anschlieBend PyBOP® (1,2
Aq.) hinzugegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur rithren gelassen. AnschlieBend wird
ein  Gemisch aus  O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-hydroxylamin (1,5 Aq.) und
Diisopropylethylamin (1,5 Aq.) in etwas THF hinzugetropft und 4 Stunden bzw. iiber Nacht
bei Raumtemperatur rithren gelassen. Die Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie
tiberwacht (Chloroform: Methanol; 80 %: 20 %, V/V), Detektionsmittel ist eine 3 %ige Eisen-
(IIT)-chloridlosung. Fiir die Reinigung wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
unter Vakuum abgezogen und das Reaktionsgemisch in Ethylacetat aufgenommen. Es wurde
mit 1M Kaliumcarbonatlosung gewaschen und anschlieBend die organische Phase iiber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und zur trockene am Rotationsverdampfer eingeengt.
AnschlieBend wurde das Produkt mittels Sdulenchromatographie 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 stickstoffstdndigen Sauerstoffatom der
Hydroxamsiure ist eine basenstabile Schutzgruppe, welche sich im leicht sauren Medium

abspalten ldsst. Hierzu werden zwei Methoden aufgefiihrt.

Methode 1: Abspaltung der Tetrahydro-2H-pyran-2-ylgruppe mit para-Toluensulfonsiure

Die jeweilige THP-geschiitzte Hydroxamsdure wird in THF gelost und zusammen mit
katalytischen Mengen para-Toluensulfonsdure bei Raumtemperatur rithren gelassen. Die
Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie iiberwacht (Chloroform: Methanol; 80 %:
20 %, V/V), Detektionsmittel ist eine 3 %ige Eisen-(III)-chloridlésung. AnschlieBend wird
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter Vakuum entfernt und das Gemisch wird
sdaulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform + 0,2 % Ameisensdure/Methanol;

100 %: 0 % bis 95 %: 5 %, VIV).
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5.2.  Synthese der Verbindungen

Methode 2: Abspaltung der Tetrahydro-2H-pyran-2-ylgruppe mit Salzsidure

Die jeweilige THP-geschiitzte Hydroxamsdure wird in THF gelost und zusammen mit
katalytischen Mengen konzentrierter Salzsdure bei Raumtemperatur rithren gelassen. Die
Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie iiberwacht (Chloroform : Methanol; 80 %
: 20 %, V/V). Detektionsmittel ist eine 3 %ige Eisen-(III)-chloridlésung. Anschlieend wird
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter Vakuum entfernt und das Gemisch wird
Sédulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform + 0,2 % Ameisensidure/Methanol;

100 %: 0 % bis 95 %: 5 %, VIV).

5.2.7. Darstellung der 3-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-benzhydroxamsiuren
Die 3-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-benzoesduren werden in diesem Syntheseschritt in ihre
entsprechenden Benzhydroxamsaurederivate iiberfiihrt. Die Darstellung erfolgte iiber einer

der oben genannten Methoden.

51a (TH32boc)

Methode: B Q/@(ﬁ
“oH
3-(N-tert-Butyloxycarbonyl-N-cyclohexyl)- . )j< o

aminobenzhydroxamsdure
MS m/z: 333.27 [M-HJ;

'H NMR (400 MHz, DMSO) § 11.26 (s, 1H, -HN-OH), 9.02 (s, 1H, -NH-OH), 7.69 — 7.64 (m, 1H,
Arcs-H), 7.46 — 7.39 (m, 2H, Arcys-H), 7.24 —7.19 (m, 1H, Arce-H), 3.92 (t, J = 12.0 Hz, 1H, -N-
CH-),1.83 — 1.74 (m, 2H, N-CH-CH;-), 1.72 — 1.64 (m, 2H, N-CH-CH;-), 1.54 — 1.46 (m, 1H, -
CH»-), 1.28 (s, 9H, -(CH5)3), 1.25 — 1.19 (m, 2H, -CH,-), 1.10 — 0.98 (m, 2H, -CH>-), 0.93 - 0.80
(m, 1H, -CH,-).

51b (TH35boc)

Methode: B O\Nj@\[g\
3-(N-tert-Butyloxycarbonyl-N-cyclohexyl)-amino-4- A o

methylbenzhydroxamsiure © ))<
MS m/z: 348.44 [M-H]

S1c (TH34boc)

H
Methode: B ©/\N/ Nson
3-(N-tert-Butyloxycarbonyl-N-benzyl)-amino-4- o)\o
methylbenzhydroxamsédure /

MS m/z: 355.30 [M-H]
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51d (TH42boc)

Methode: B

3-(N-tert-Butyloxycarbonyl-N-benzyl)-amino-4- |
methoxybenzhydroxamséure 0:©\yf§\
MS m/z: 371.30 [M-HT Xy
Ausbeute: 530 mg; 1,42 mmol; 25,5 % © /(j)<

HR-MS m/z: 281.1134 [M-H]J’; berechnet fiir C;3H;N,05": 281.1143

53 (TH40)
Methode: D und 1

3-(N-tert-Butyloxycarbonyl)-aminobenzhydroxamséure 0 "
MS m/z: 351.30 [M-H] M;D\WN\OH

HPLC: rt 8,42 min (97,07 %)
Ausbeute: 40 mg; 0,16 mmol; 8 %
HR-MS m/z: 251.1030 [M-H]; berechnet fiir C;,H;sN,O,: 251.1037

'"H NMR (400 MHz, DMSO) & 11.08 (s, 1H, -HN-OH), 9.44 (s, 1H, -NH-OH), 7.88 (s, 1H, Arcy-
H),7.50 (d, J = 6.5 Hz, 1H, Ar-H), 7.30 — 7.24 (m, 2H, Ar-H), 1.46 (s, 9H, -(CH>)s).

54 (TH44)
Methode: D und 1

3-(tert-Butoxycarbonyl)-amino-4-methylbenzhydroxamséure o "
MS m/z: 265.24 [M-H] KJ\}N;@KN\OH

HPLC: rt 9,62 min (97,22 %)
Ausbeute: 15 mg; 0,06 mmol; 3 %
HR-MS m/z: 265.1187 [M-H]; berechnet fiir C;sH;7;N,O,: 265.1194

'H NMR (400 MHz, CDCly) 8 7.97 (s, 1H, Are,-H), 7.41 (d, J = 7.1 Hz, 1H, Arce-H), 7.08 (d, J =
7.5 Hz, 1H, Arcs-H), 6.58 (s, 1H, -CONH-Ar), 2.19 (s, 3H, Ar-CH;), 1.46 (s, 9H, -(CH3)3).

55 (TH41)
Methode: D und 1
3-(N-tert-Butyloxycarbonyl)-amino-4-methoxybenzhydroxamsiure
' H
MS m/z: 281.20 [M-H| PN Neon
HPLC: rt 8,35 min (98,20 %) '
Ausbeute: 55 mg; 0,2 mmol; 10 %
HR-MS m/z: 281.1134 [M-HJ’; berechnet fiir C3H;7N,Os: 281.1143

'H NMR (400 MHz, CDCl5) § 11.01 (s, 1H, -HN-OH), 8.84 (s, 1H, - NH-OH), 8.36 (s, 1H, Arc,-
H), 7.52 (d, J = 8.4, Hz, 1H, Arce-H), 7.02 (s, 1H, -CONH-Ar), 6.80 (d, J = 8.5 Hz, 1H, Arcs-H),
3.84 (s, 3H, -O-CH5), 1.49 (d, J = 10.7 Hz, 9H, -(CH>)5).
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5.2.  Synthese der Verbindungen

5.2.8. Darstellung der 3-Aminobenzhydroxamsiuren

Zur Darstellung der 3-Aminobenzhydroxamsduren aus ihren Vorstufen den 3-N-(fert-
Butyloxycarbonyl)-benzhydroxamsduren werden diese in einem Gemisch aus konzentrierter
Trifluoressigsdure und Dichlormethan gelost (1: 4, V/V) und eine Stunde bei Raumtemperatur
rithren gelassen162

(Chloroform: Methanol; 80 %: 20 %, V/V), Detektionsmittel ist eine 3 %ige Eisen-(I1I)-

. Die Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie iiberwacht

chloridlésung. Nachdem die Boc-Schutzgruppe vollstindig abgespalten ist, wird die Reaktion
auf 0°C gekiihlt und vorsichtig eine 1M Kaliumcarbonatlosung hinzugetropft, bis die wassrige
Phase einen pH-Wert zwischen 4 und 5 aufweist. Die organische Phase wird abgetrennt, mit
einer 1M-Natriumchloridlosung gewaschen und anschlieend iiber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und am Rotationsverdampfer unter Vakuum zur Trockene eingeengt. Anschlieend
wurde das Produkt mittels Saulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform/Methanol;

100/0 bis 95/5, V/V).

52a (TH32)

3-(N-Cyclohexyl)-aminobenzhydroxamséure

MS m/z: 233.36 [M-HT CL N/©T*N*\
HPLC: rt 5,67 min (96,62 %) " .
Ausbeute: 25 mg; 0,11 mmol; 2,2 %

HR-MS m/z: 235.1442 [M+H]"; berechnet fiir C;3H;oN,O,": 235.1441

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 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, CH,-NH-Ar), 1.95 — 1.84 (m, 2H, -CH,-),
1.74 — 1.64 (m, 2H, -CH.-), 1.62 — 1.54 (m, 1H, -CH.-), 1.37 — 1.06 (m, 6H, -CH.,-).

52b (TH28)

3-N-Benzylaminobenzhydroxamséure
MS m/z: 241.29 [M-HT NDW%{
HPLC: rt 7,02 min (95,07 %) ©A“

Ausbeute: 7 mg; 0,03 mmol; 1,5 %

HR-MS m/z: 243.1130 [M+H]"; berechnet fiir C;sH;5sN,O,": 243.1128;

'H NMR (400 MHz, DMSO) § 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, / = 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, /=59 Hz, 1H, Ar-H), 427 (d,J=5.9
Hz, 2H, -CH,-).
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52¢ (TH3)5)
3-(N-Cyclohexyl)-amino-4-methylbenzhydroxamséure

MS m/z: 249.03 [M+H]" O\j@\ﬁ\
HPLC: 1t 6,70 min (95,18 %) n ) .
Ausbeute: 140 mg; 0,56 mmol; 11,2 %

HR-MS m/z: 249.1598 [M+H]"; berechnet fiir C;,H,N,O,": 249.1598

'"H NMR (500 MHz, DMSO) & 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-CH.),
1.98 — 1.90 (m, 2H, -CH>-), 1.77 — 1.69 (m, 2H, -CH>-), 1.66 — 1.58 (m, 1H, -CH,-), 1.41 — 1.11 (m,
6H, -CH,-).

52d (TH34)

3-N-Benzylamino-4-methylbenzhydroxamsiure
. -. H

MS m/z: 255.33 [M-HT" };@WN\OH

HPLC: rt 7,87 min (99,23 %) @

Ausbeute: 145 mg; 0,57 mmol; 11,4 %

HR-MS m/z: 255.1133 [M-H]; berechnet fiir C;sH;5N,O,: 255.1139;

'"H NMR (400 MHz, DMSO) & 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‘c-H), 6.99 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Arcs-H), 6.85 (dd, J = 7.6, 1.5 Hz,
1H, Arcs-H), 6.79 (d, J = 1.4 Hz, 1H, Arer-H), 5.72 (t, J = 6.1 Hz, 1H, CH,-NH-Ar), 4.38 (d, J =
6.0 Hz, 2H, CH,-NH-Ar), 2.16 (s, 3H, Ar-CH).

52e (TH42)

3-N-Benzylamino-4-methoxybenzhydroxamsiure |

MS m/z: 271.34 [M-HJ 0:©W}Nl\
HPLC: rt 7.42 min (98.29%) @AE o
Ausbeute: 160 mg; 0,6 mmol; 10%

HR-MS m/z: 273.1235 [M+H]"; berechnet fiir:C;sH,;N,0;": 273.1234";

1H NMR (400 MHz, DMSO) & 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, CH,-NH-Ar), 4.34 (d, J = 6.3 Hz, 2H,-CH»-), 3.83 (s, 3H,
Ar-O-CHS).

5.2.9. Darstellung der 3-N,N-Dibenzylaminobenzhydroxamsiure und 3-N,N-
Dimethylaminobenzhydroxamsiure
Zur Darstellung dieser beiden Hydroxamsduren wurden die jeweiligen Carbonsiduren nach

Methode F behandelt und im Anschluss mittels Methode 2 in ihre Hydroxamséuren tiberfiihrt.

114



5.2.  Synthese der Verbindungen

56 (TH36)

3-N,N-Dimethylaminobenzhydroxamsiure

MS m/z: 181.13 [M+H]"* @Tg
N ~on

HPLC: rt 2,31 min (95,41%) |

Ausbeute: 90 mg; 0,5 mmol; 50%

HR-MS m/z: 181.0973 [M+H]"; berechnet fiir CoH,3N,0,": 181.0972

'H NMR (500 MHz, DMSO) & 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-(CH),).

57 (TH72)

3-Dibenzylaminobenzhydroxamséure

MS mv/z: 331.29 [M-HJ QMDTN\OH
HPLC: rt 13,35 min (95,68%) b
Ausbeute: 110 mg; 0,33 mmol

HR-MS m/z: 333.1599 [M-HJ; berechnet fiir: C,;H,N,O,": 333.1598

"H NMR (400 MHz, DMSO) § 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-(CH,-Ar),).

5.2.10. Darstellung verschiedener Hydroxamsiduren aus kommerziell erhéltlichen
Carbonsiuren
Zur Darstellung dieser Hydroxamsduren wurden die jeweiligen Carbonsduren nach Methode

E behandelt und im Anschluss mittels Methode 1 bzw. 2 in ihre Hydroxamséuren iiberfiihrt.

60

Methode: E und 1
Chinaldin-2-hydroxamséure Cl N
MS m/z: 189.11 [M+H]* D
HPLC: rt 8,70 min (96,06%)

Ausbeute: 65 mg; 0,35 mmol; 35%

HR-MS m/z: 189.0657 [M+H]"; berechnet fiir C;;HoN,O,": 189.0659

'H NMR (400 MHz, DMSO) § (bs, 1H, -HN-OH), 8.53 (d, J = 8.5 Hz, 1H, Arcs-H), 8.10 — 8.02 (m,
3H, Ar-H), 7.88 — 7.80 (m, 1H, Arce-H), 7.73 — 7.65 (m, 1H, Arc;-H).

7 Non

(o]
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61
Methode: E und 1
4,5,6,7-Tetrahydrobenzothiophen-2-hydroxamséure

MS m/z: 196.27 [M-H] S
HPLC: rt 9,97 min (98,15%)

Ausbeute: 35 mg; 0,18 mmol; 18%

HR-MS m/z: 220,0403 [M+Na]*; berechnet fiir CoH;;NO,SNa*: 220.0403

'"H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.53 (s, 1H, -HN-OH), 8.94 (s, 1H, -NH-OH), 7.19 (s, 1H, Arcs-
H),2.83 (d, J = 6.0 Hz, 2H, -C7H.-), 2.64 (d, J = 5.8 Hz, 2H, -C4H,), 1.63 (dd, J = 9.8, 6.8 Hz, 4H,
_C4/5H,).

HN—OH

62
Methode: E und 2

3-Benzyloxy-4-methoxybenzhydroxamsdure (l,

MS m/z: 274.04 [M+H]* ODW*N‘\OH
HPLC: rt 10,85 min (98,46%) ©/\
Ausbeute: 110 mg; 0,4 mmol; 40,25%

HR-MS m/z: 274.1073 [M+H]"; berechnet fiir C;sH;sNO,": 274.1074

'"H NMR (400 MHz, DMSO) & 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-CH,-Ar), 3.79 (s, 3H, Ar-O-CHS).

63

Methode: E und 2

3-(4-Methylphenylsulfonamido)-4-methoxy-benzhydroxamsiure (l

MS m/z: 335.32 [M-HI; gxﬁj@\ﬁ\oﬂ
HPLC: rt 8,24 min (99,51%) /© 6

Ausbeute: 25 mg; 0,075 mmol; %
HR-MS m/z: 337.0855 [M+H]"; berechnet fiir: C;sH;7;N,0sS™: 337.0853

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 11.25 (s, 1H, -HN-OH), 9.87 (s, 1H, -Ar-NH-SO,), 8.98 (s, 1H, -
NH-OH), 8.13 (s, 1H, Arc»-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-CH;), 2.12 (s, 3H, Ar‘-CH;).
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3.5.11. Darstellung bestimmter 3-Amino-4-alkoxybenzoesiduremethylester
Fir die Darstellung kommerziell nicht verfiigbarer substituierter 3-Amino-4-alkoxy-
benzoesdureester wurde der Grundkorper im Labor synthetisiert. Als Ausgangsstoff dienten

die jeweiligen para-Alkoxybenzoesduren.

Darstellung der para-Alkoxybenzoesduremethylester

Zur Darstellung der para-Alkoxybenzoesduremethylester werden die para-Alkoxy-
benzoesiuren (1 Aq.) in Methanol (50 — 100 ml) gelost und auf 0°C gekiihlt. AnschlieBend
wird vorsichtig Thionylchlorid hinzugetropft, das Gemisch auf Raumtemperatur erwidrmen
gelassen, und danach fiir 30 Minuten unter Riickfluss erhitzt. Die Reaktion wird mittels
Diinnschichtchromatographie {iberwacht (Chloroform: Methanol; 80 %: 20 %, V/V).
AnschlieBend wird das Losungsmittel und {iberschiissiges Thionylchlorid am
Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen, das Reaktionsgemisch in Ethylacetat
aufgenommen und mit 1M Natriumhydroxid-Losung gewaschen (3 mal 50 ml). Die
organische Phase wird {iiber Natriumsulfat getrocknet und im Anschluss mittels
Saulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform: Methanol; 100 %: 0 % bis 95 %:
5 %, VIV).

41 \

4-Ethoxybenzoesduremethylester |
MS m/z: 181.21 [M-H]

'H NMR (400 MHz, DMSO) 5 7.94 — 7.80 (m, 2H, Arcys-H), 7.08 — 6.93 (m, 2H, Arcys-H), 4.15 —
4.02 (m, 2H, -O-CH,-CHs), 3.79 (s, 3H, Ar-COOCH,5), 1.32 (t, J = 7.0 Hz, 3H, -O-CH,-CH).
Darstellung der 3-Nitro-4-alkoxybenzoesiuremethylester

/)

O

Zur Darstellung der 3-Nitro-4-alkoxybenzoesduremethylester werden die para-
Alkoxybenzoesduremethylester auf 0°C gekiihlt und eine auf 0°C gekiihlte Nitriersdure
hinzugetropft. Die Reaktion wird fiir 1 Stunde ohne weitere Kiihlung rithren gelassen.
AnschlieBend wird Eis hinzugegeben und das Reaktionsgemisch iiber einer Fritte mit
Saugflasche und Vakuum abgezogen. Das Produkt wird mit Wasser gewaschen und
anschliefend am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, danach wird aus heiflem
Ethanol umkristallisiert. Die ausfallenden Nadeln werden iiber einer Fritte mit Saugflasche
und Vakuum abgezogen und mit kaltem Ethanol gewaschen. Eine weitere Reinigung ist nicht

notig.
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Zur Herstellung der Nitriersdure legt man die Salpetersidure (68 %ig) vor und fiigt unter
Kiihlen und Riihren langsam die Schwefelsdure (konz.) hinzu. Fir 10 mmol para-
Alkoxybenzoesduremethylester benotigt man 1 ml Salpetersdure (15 mmol) und 1,2 ml

Schwefelsidure.

42a \

4-Ethoxy-3-nitrobenzoesduremethylester © B

0]
MS m/z: 225.99 [M+H]"; 0N T O

1H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.33 (s, 1H, Arc,-H), 8.15 (s, 1H, Arce-H), 7.45 (s, 1H, Arcs-H),
4.29 (s, 2H, -O-CH,-CH3;), 3.83 (s, 3H, Ar-COOCH3), 1.33 (s, 3H, -O-CH,-CH>).

42b
4-Propoxy-3-nitrobenzoesduremethylester H
o
N
. +

MS m/z: 239.91 [M+H] on P o
42c \K
4-Isopropoxy-3-nitrobenzoesduremethylester © B

= 0]
MS m/z: 239.88 [M+H]"* o h
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Darstellung der 3-Amino-4-alkoxybenzoesduremethylester

Zur Darstellung der 3-Amino-4-alkoxybenzoesduremethylester werden die 3-Nitro-4-alkoxy-
benzoesduremethylester (1 Aq.) in einer Mischung aus Methanol und 1M Salzsiure-Losung
(4/1, V/V) gelost, mit Eisenspinen (10 Aq.) versetzt und fiir eine Stunde unter Riickfluss
erhitzt. Die Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie iiberwacht (Chloroform:
Methanol; 8 %: 2 %, V/V), das Detektionsmittel ist Ehrlichs Reagenz. AnschlieBend wird das
Reaktionsgemisch filtriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer unter Vakuum eingeengt.
Das Gemisch wird in Ethylacetat aufgenommen und mit einer 1M Natriumcarbonatlosung
gewaschen. Die wissrige Phase wird auf einen pH-Wert zwischen 4-5 eingestellt. Danach
wird das Produkt mittels Sdulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform: Methanol;

100 %: 0 % bis 95 %: 5 %, VIV).

43’a
4-Ethoxy-3-aminobenzoesduremethylester j)
N
MS m/z: 196.05 [M+H]* 0
43’b
4-Propoxy-3-aminobenzoesduremethylester H

o
MS m/z: 210.09 [M+H]* :©v°\
H,N

43’c
. \K
4-Isopropoxy-3-aminobenzoesduremethylester o
N
MS m/z: 209.93 [M+H]* Lol
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3.5.12. Darstellung der 3-Aminobenzoesiuremethylester

Zur Darstellung der 3-Aminobenzoesiduremethylester werden die 3-Aminobenzoesduren (1
Aq.) in Methanol (50 — 100 ml) gelost und auf 0°C gekiihlt, anschlieBend wird vorsichtig
Thionylchlorid hinzugetropft, Gemisch auf Raumtemperatur erwéarmen gelassen und danach
wird 30 Minuten unter Riickfluss erhitzt. Die Reaktion wird mittels Diinnschicht-
chromatographie iiberwacht. AnschlieBend wird das Losungsmittel und iiberschiissiges
Thionylchlorid am Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen, das Reaktionsgemisch in
Ethylacetat aufgenommen und mit 1M Natriumhydroxidlosung gewaschen (3 mal 50 ml). Die
organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet und anschlieBend mittels
Sédulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform: Methanol; 100 %: 0 % bis 95 %:
5 %, VIV).

3-Amino-4-methoxybenzoesduremethylester |

MS m/z: 182.23 [M+H] * Dvo
~

Ausbeute: 3,64 ¢ ; 19,97 mmol; 99,8 % - I

'H NMR: (400 MHz, DMSO) § 7.26 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Arc,-H), 7.20 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1H,
Arce-H), 6.86 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Arcs-H), 5.01 (s, 2H, Ar-NH,), 3.81 (s, 3H, Ar-COOCHs3), 3.75 (s,
3H, -O-CHs;).

3.5.13. Esterhydrolyse der 3-Amidobenzoesiduremethylester

Zur Hydrolyse der Methylester werden die 3-Amidobenzoesiduremethylester in Methanol (50
— 100 ml) gelost, mit einer berechneten Menge an 1M Natriumcarbonatlésung (10 Aq.) oder
IM Natriumhydroxidlosung (10 Aq.) versetzt und je nach Verlauf der Reaktion bei
Raumtemperatur bzw. unter Riickfluss erhitzt rithren gelassen. Die Reaktion wird mittels
Diinnschichtchromatographie iiberwacht (Chloroform: Methanol; 80 %: 20 %, V/V).
AnschlieBend wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen, das
Reaktionsgemisch in Ethylacetat aufgenommen und mit 1M Salzsdurelosung gewaschen (3
mal 50 ml). Die organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet und anschliefend
mittels Sdulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform: Methanol; 100 %: 0 % bis
95 %:5 %, VIV).

3.5.14. Methoden zur Darstellung der 3-Amidobenzoesiuren

Methode I: Darstellung mittels Thionylchlorid

Zur Darstellung der 3-Amidobenzoesduren bzw. 3-Amidobenzoesduremethylester wird die
Carbonsdurekomponente, die im weiteren Verlauf der Reaktion die Amidbindung eingeht, mit

Thionylchlorid in das entsprechende Carbonsdurechlorid {iiberfiihrt. Zuerst wird die
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5.2.  Synthese der Verbindungen

Carbonsiure (2 Aq.) auf 0°C gekiihlt und anschlieBend das Thionylchlorid (3 Aq.)
hinzugetropft. Danach wird das Reaktionsgemisch vorsichtig unter Riickfluss erhitzt bis keine
Gasentwicklung mehr zu beobachten ist. AnschlieBend wird am Rotationsverdampfer unter
Vakuum das iiberschiissige Thionylchlorid abgezogen und das verbliebene Sdurechlorid in
trockenem THF aufgenommen. Dieses wird zu einem Gemisch aus der jeweiligen 3-
Amidobenzoesiure (1 Aq.) bzw. dem 3-Amidobenzoesiuremethylester (1 Aq.) zusammen mit
Triethylamin (3 Aq.) gelost in THF getropft und fiir 4 Stunden bzw. iiber Nacht riihren
gelassen. Die Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie iiberwacht (Chloroform:
Methanol; 80 %: 20 %, V/V), das Detektionsmittel ist Ehrlichs Reagenz. Zur Reinigung wird
das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen, anschliefend
wieder in Ethylacetat aufgenommen und mit 1M Natriumcarbonatlosung gewaschen (3 mal
50 ml). Die organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und am
Rotationsverdampfer unter Vakuum zur Trockene eingeengt und anschlieBend mittels
Sédulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform: Methanol; 100 %: 0 % bis 95 %:
5 %, VIV).

Methode II: Darstellung mittels PvBOP®

Zur Darstellung der 3-Amidobenzoesduremethylester wird die Carbonsdurekomponente, die
im weiteren Verlauf der Reaktion die Amidbindung eingeht, mit PyBOP® aktiviert. Zuerst
wird die Carbonsiure (1,5 Aq.) in THF gelost. AnschlieBend werden PyBOP® (1,8 Aq.) und
DIPEA (2 Aq.) hinzugegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur riihren gelassen. Danach
wird der jeweilige 3-Aminobenzoesduremethylester gelost in THF hinzugetropft und 4
Stunden bzw. iiber Nacht rithren gelassen. Die Reaktion wird mittels
Diinnschichtchromatographie iiberwacht (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-Amidobenzoeséduren, bzw. 3-Amidobenzoesduremethylester wird der
jeweilige 3-Aminobenzoesiuremethylester (1 Aq.) zusammen mit DIPEA (3 Aq.) in THF
gelost, anschlieBend wird Benzoylchlorid (2 Aq.) hinzugetropft und 4 Stunden bzw. iiber
Nacht rithren gelassen. Die Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie iiberwacht
(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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22a
Aktivierung: Methode I
3-Benzamidobenzoesiduremethylester

MS m/z: 256.02 [M+H]";

23b

Aktivierung: Methode 11
3-Benzamido-4-methylbenzoesiure
MS m/z: 254.23 [M-HJ;

Ausbeute: 140 mg; 0,55 mmol; 55 %

22¢
Aktivierung: Methode 11

3-(Chinaldin-2-carboxamido)-4-methylbenzoesiduremethylester

MS m/z: 321.18 [M+H]";
Ausbeute: 255 mg; 0,8 mmol; 80 %

23d
Aktivierung: Methode 11
3-Benzamido-4-methoxybenzoesidure

MS m/z: 270.23 [M-HJ;

22e

Aktivierung: Methode I
3-(4-Biphenyl)-amido-4-methoxybenzoesiuremethylester
MS m/z: 360.32 [M-H]

Ausbeute: 900 mg; 2,49 mmol; 71,2 %

22f
Aktivierung: Methode I
3-(3-Biphenyl)-amido-4-methoxybenzoesiuremethylester

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.
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5.2

22g

Aktivierung: Methode 11
3-(4-Methoxyphenyl)-amido-4-methoxybenzoesduremethylester
MS m/z: 338.32 [M+Na]";

22h
Aktivierung: Methode II
3-(4-Chlorphenyl)-amido-4-methoxybenzoesiduremethylester

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

22i
Aktivierung: Methode 1
3-(2-Chlorphenyl)-amido-4-methoxybenzoesduremethylester

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

22j

Aktivierung: Methode I
3-(2,4-Dichlorphenyl)-amido-4-methoxybenzoesduremethylester
MS m/z: 353.95 [M+H];

221
Aktivierung: Methode I

3-(4-Biphenyl)-amido-4-ethoxybenzoesduremethylester
MS m/z: 375.95 [M+H];

230
Aktivierung: Methode II
3-Benzamido-4-chlorbenzoesiure

MS m/z: 274.13 [M-H]

Synthese der Verbindungen
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22p
Aktivierung: Methode I
3-(4-Chlorphenyl)-amido-4-chlorbenzoesduremethylester

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

22q
Aktivierung: Methode 11
3-(4-Methoxyphenyl)-amido-4-chlorbenzoesduremethylester

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

22r
Aktivierung: Methode 11

3-(4-Phenoxyphenyl)-amido-4-chlorbenzoesduremethylester

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

22s
Aktivierung: Methode 11

3-(3-Phenoxyphenyl)-amido-4-chlorbenzoesduremethylester

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

22t
Aktivierung: Methode 11

3-(3-Benzoylphenyl)-amido-4-chlorbenzoesduremethylester

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

22u
Aktivierung: Methode I

3-(4-Nitrophenyl)-amido-4-chlorbenzoesiduremethylester

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.
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5.2.  Synthese der Verbindungen

22v

Aktivierung: Methode 111 i"
10}
3-Benzamido-4-brombenzoesduremethylester © N o

MS m/z: 335.94 [M+H];

22w

Aktivierung: Methode II i .
10}
3-Benzamido-4-Fluorbenzoesduremethylester © 5 o

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

22x
Aktivierung: Methode III ﬁc

O
3-Benzamido-4-trifluormethylbenzoesduremethylester © N b

MS m/z: 322.42 [M-HJ;

43a
Aktivierung: Methode III 1,
[o]
3-Benzamido-4-ethoxybenzoesduremethylester i \*N 0
H
MS m/z: 298.23 [M-HI; 7~
43b
~
Aktivierung: Methode II1 ( “
o]
3-(Benzamido-4-isopropoxybenzoesiduremethylester \AN/%EO\
] m

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

43c
Aktivierung: Methode II1

o

3-Benzamido-4-propoxybenzoesduremethylester i QTO\
[ ] N
H

MS m/z: 312.23 [M-HJ;

3.5.15. Darstellung des 3-(N-Phenyl)-carboxamidobenzoesiuremethylesters
Zur Darstellung des  3-(N-Phenyl)-carboxamidobenzoesduremethylesters  dient  der
kommerziell erhiltliche 3-Carbonsdurebenzoesduremethylester als Ausgangsstoff. Dazu wird

dieser in Anilin geldst und auf 0°C gekiihlt. AnschlieBend wird vorsichtig Thionylchlorid
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5. Experimentelle Daten

hinzugetropft. Danach wird das Reaktionsgemisch vorsichtig unter Riickfluss erhitzt bis keine
Gasentwicklung mehr zu beobachten ist. Im Anschluss wird am Rotationsverdampfer unter
Vakuum das iiberschiissige Thionylchlorid und Anilin abgezogen. Das Gemisch wird in
Ethylacetat aufgenommen und mit einer 1M Natriumcarbonatlésung gewaschen (3 mal 25
ml). Die organische Phase wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum zur Trockene
eingeengt und das Produkt anschlieBend mittels Sdulenchromatographie gereinigt (Gradient:

Chloroform: Methanol; 100 %: 0 % bis 95 %: 5 %, V/V).

TH97AE

3-(N-Phenyl)-carboxamidobenzoesduremethylester Q/gp\(()\
(o] o

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

3.5.16. Darstellung von 9-Oxo0-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-carbonsiure

Zur Darstellung der 9-0Ox0-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-carbonséure wird 2-
Aminoterephthalsiure (1 Aq.) zusammen mit Cyclohexanon (1 Aq.) in Diphenylether geldst
und auf 230°C unter Riickfluss erhitzt. Danach wird stiindlich Cyclohexanon (1. Aq.)
hinzugetropft. Die Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie iiberwacht,
Detektionsmittel ist Ehrlichs Reagenz. Anschlieend wird die Reaktion auf Raumtemperatur
erkalten gelassen und iiberschiissiges Cyclohexanon am Rotationsverdampfer unter Vakuum
abgezogen. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch fiir weitere 6 Stunden unter Riickfluss
erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird das Produkt iiber einer Fritte und Saugflasche mittels
Vakuum abgezogen und mit Heptan gewaschen (3 mal 50 ml). Eine weitere Reinigung ist

nicht notwendig.

27 0
9-0Oxo0-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-carbonsiure ©C©\/OH
MS m/z: 242.26 [M-H] p I

Ausbeute: 6,15 g; 25 mmol; 91,5 %

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 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-H,), 2.43 (t, J/ = 6.2 Hz, 2H,
C5-H,), 1.83 —1.62 (m, 4H, C6/7-H,).
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5.2.  Synthese der Verbindungen

3.5.17. Darstellung von 3,5-bis-Benzamidobenzoesiure

Zur Darstellung der 3,5-bis-Benzamidobenzoesdure wird Benzoesdure zusammen mit
Triethylamin in THF gelost und auf 0°C gekiihlt. Danach wird das Chloroethylformiat
hinzugetropft und 15 Minuten rithren gelassen. Im Anschluss wird das Gemisch filtriert, das
Filtrat direkt in eine Losung aus 3,5-Diaminbenzoesdure in THF geleitet und bei
Raumtemperatur rithren gelassen. Die Reaktion wird mittels Diinnschichtchromatographie
tiberwacht, Detektionsmittel ist Ehrlichs Reagenz. Danach wird das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen und das Reaktionsgemisch mittels
Sédulenchromatographie gereinigt (Gradient: Chloroform: Methanol; 100 %: 0 % bis 95 %:
5 %, VIV).

24
3,5-bis-Benzamidobenzoesidure

MS m/z: 359.26 [M-H]

’e

Die Darstellung der 3-Amidobenzoesduren erfolgt aus ihren 3-Amidobenzoesdure-

3.5.17. Darstellung der 3-Amidobenzoesiuren

methylestern mittels Esterhydrolyse (Absatz: 3.5.13. Esterhydrolyse der 3-Amidobenzoe-

sdauremethylester).

23a

3-Benzamidobenzoesiure @/W\N /@\WOH
H

MS m/z: 240.19 [M-H]

23c
N

3-(Chinaldin-2-carboxamido)-4-methylbenzoesiure ANy J_on

SPR A
MS m/z: 305.23 [M+H]" N 0
23e (L

- 10

3-(4-Biphenyl)-amido-4-methoxybenzoesiure N

~ —~~_OH
\
MS m/z: 346.21 [M-H] © = H/\ﬁ(f
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23f
3-(3-Biphenyl)-amido-4-methoxybenzoesiure

MS m/z: 346.21 [M-H]

23g
3-(4-Methoxyphenyl)-amido-4-methoxybenzoesadure

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

23h
3-(4-Chlorphenyl)-amido-4-methoxybenzoesiduremethylester
MS m/z: 304.17 [M-H]

23i
3-(2-Chlorphenyl)-amido-4-methoxybenzoesiure

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

23j
3-(2,4-Dichlorphenyl)-amido-4-methoxybenzoesédure
MS m/z: 338.09 [M-H]

231
3-(4-Biphenyl)-amido-4-ethoxybenzoesédure
MS m/z: 360.26 [M+H]"

23p
3-(4-Chlorphenyl)-amido-4-chlorbenzoesédure

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

23q
3-(4-Methoxyphenyl)-amido-4-chlorbenzoeséure

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.
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23r

3-(4-Phenoxyphenyl)-amido-4-chlorbenzoesiure

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

23s

3-(3-Phenoxyphenyl)-amido-4-chlorbenzoesidure

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

23t

3-(3-Benzoylphenyl)-amido-4-chlorbenzoesédure

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

23u

3-(4-Nitrophenyl)-amido-4-methoxybenzoesdure

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

23v
3-Benzamido-4-brombenzoesiure

MS mv/z: 318.10 [M-H]

23w
3-Benzamido-4-Fluorbenzoesiure

MS m/z: 258.16 [M-H]

23x
3-Benzamido-4-trifluormethylbenzoesiure

MS mv/z: 308.24 [M-H]

44a
3-Benzamido-4-ethoxybenzoesdure

MS m/z: 284.19 [M-H]

5.2

Synthese der Verbindungen
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44b

3-Benzamido-4-isopropoxybenzoesiure

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

44c
3-Benzamido-4-propoxybenzoesidure

MS m/z: 298.23 [M-H]
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3.5.18. Darstellung der 3-Amidobenzhydroxamsiuren

Die 3-Amidobenzhydroxamsiduren wurden direkt aus den jeweiligen 3-Amidobenzoeséduren
oder iiber die Zwischenstufe der O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-3-amidobenzhydroxamsiuren
dargestellt.

50a (TH31)

Methode: B
3-Benzamidobenzhydroxamsaure /&N Q\(}Nl\ou
MS m/z: 255.23 [M-HJ (s

HPLC: rt9,88min (86,11%)

Ausbeute: 20 mg; 0,08 mmol; 4 %

HR-MS m/z: 257.0923 [M+H]*; berechnet fiir: C;4H;3N,O5": 257.0921

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 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-methylbenzhydroxamséure )11\1 |
MS m/z: 269.25 [M-H] ©
HPLC: rt9,83 min (96,67%)

Ausbeute: 35 mg; 0,13 mmol; 6,5 %

HR-MS m/z: 271.1079 [M+H]"; berechnet fiir: C;sH;sN,O5": 271.1077

'H NMR (500 MHz, DMSO) § 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-CH).

50c (TH60)
Methode: E und 1
(0]
3-(Chinaldin-2-amido)-4-methylbenzhydroxamsiure © ‘/N\ N\/©T)§I\OH
H
MS m/z: 320.03 [M-H] Z

HPLC: rt 13,00 min (97,95%)
Ausbeute: 180 mg; 0,59 mmol; 59%
HR-MS m/z: 322.1186 [M+H]"; berechnet fiir: C;sH;sN;0;": 322.1186

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 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=179,1.7 Hz, 1H, Ar-H), 7.37 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Ar-H), 2.40 (s, 3H, Ar-CH).
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50d (TH39)
Methode: B \

o
3-Benzamido-4-methoxybenzhydroxamsiure )(L @\Ig

N “OH
MS m/z: 285.31 [M-H] © 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 fiir: C;sH;sN,O,": 287.1026

'"H NMR (400 MHz, DMSO) & 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, Arce,-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-CH).

50e (TH65)

Methode: E und 2 o
DN

3-(4-Biphenylamido)-4-methoxybenzhydroxamsiure NN/ \H/N\OH

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 fiir: C5,H,oN,0,": 363.1339

'"H NMR (400 MHz, DMSO) § 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, Arcr-H), 8.05 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Ar‘cys-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),
741 (t,J=7.4 Hz, 1H, Ar-H), 7.14 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ar-H), 3.88 (s, 3H, -O-CH;).

50f (TH95)
Methode: E und 2

$
3-(3-Biphenyl)-4-methoxybenzhydroxamsiure i | i @ H
X7 ONT \/WN\OH
MS m/z: 361.26 [M-H] ) = 0

HPLC: rt 12,08 min (99,00%)
Ausbeute: 60 mg; 0,17 mmol; 17 %
HR-MS m/z: 361.1182 [M-H]; berechnet fiir: C,;H;7N,O,: 361.1194

'H NMR (400 MHz, DMSO) § 11.11 (s, 1H, -NH-OH), 9.74 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.92 (s, 1H, -NH-
OH), 8.24 (s, 1H, Ares-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
=7.5Hz, 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-CH}).
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50g (TH69)

Methode: E und 2 |
3-(4-Methoxybenzamido)-4-methoxybenzhydroxamsaure Q)L

MS m/z: 315.34 [M-H] ~o

HPLC: rt 8,96 min (95,35%)

Ausbeute: 20 mg; 0,06 mmol; 3 %

HR-MS m/z: 315.0981 [M-HJ; berechnet fiir: C1¢H;sN,Os": 315.0986

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 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, Arc,-H), 7.94 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Ar’cys-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-CH>).

50h (TH68)

Methode: E und 2 J)
o X

3-(2-Chlorobenzamido)-4-methoxybenzhydroxamsdure Tm H

MS m/z: 319.30 [M-H] aﬁ

HPLC: rt 8,33 min (97,65%)

Ausbeute: 12 mg; 0,04 mmol; %

HR-MS m/z: 319.0482 [M-H]; berechnet fiir: C;sH;,CIN,O,: 319.0491

"H NMR (400 MHz, DMSO) & 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, Arc,-H), 7.97 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ar’cys-H), 7.66 — 7.54 (m, 3H, Ar-
H),7.13 (d, J=8.6 Hz, 1H, Ar-H), 3.85 (s, 3H, -O-CH>).

50i (TH85)
Methode: E und 2

a o J) A
3-(2-Chlorobenzamido)-4-methoxybenzhydroxamsiure | T} "

X N “OH
MS m/z: 319.13 [M-H] P H/W(L(

HPLC: rt 9,12 min (96,34%)
Ausbeute: 100 mg; 0,31 mmol; 38%
HR-MS m/z: 319.0484 [M-H]; berechnet fiir: C;5H;,CIN,O,4: 319.0491

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 11.09 (s, 1H, -NH-OH), 9.70 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.88 (s, 1H, -NH-
OH), 8.32 (s, 1H, Arco-H), 7.61 — 7.38 (m, 5H, Ar-H), 7.11 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Ar-H), 3.84 (s, 3H, -
O-CH,).
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50j (TH86)

Methode: E und 2 l)
. Cl X

3-(2,4-Dichlorobenzamido)-4-methoxybenzhydroxamséure | m H

MS m/z: 353.18 [M-H] CIQAL

HPLC: rt 10,24 min (97,43%)

Ausbeute: 200 mg; 0,57 mmol; 5,7 %

HR-MS m/z: 353.0094 [M-H]; berechnet fiir: C,;sH;;CILN,O,: 353.0101

'"H NMR (400 MHz, DMSO) § 11.10 (s, 1H, -NH-OH), 9.82 (s, 1H, -CONH-Ar), 8.90 (s, 1H, -NH-
OH), 8.33 (s, 1H, Arco-H), 7.71 (s, 1H, Ar’cs-H), 7.63 — 7.45 (m, 3H, Ar-H), 7.11 (d, J = 8.5 Hz,
1H, Ar-H), 3.84 (s, 3H, -O-CH).

50k (TH66)

Methode: E und 2 1
3-Benzamido-4-ethoxybenzhydroxamsiure “’ Ij H
MS m/z: 300.73 [M-H] D on

HPLC: rt 10,28 min (99,05%)
Ausbeute: 140 mg; 0,47 mmol; 4,7 %
HR-MS m/z: 299.1030 [M-HJ; berechnet fiir: C;H;sN,O4: 299.1037

'H NMR (400 MHz, DMSO) § 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, Arc,-H), 7.94 (d, J = 7.3 Hz, 2H, Ar’cy5-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-CH,-CHj3), 1.35 (t, / = 6.9 Hz, 3H, -
O-CH,-CH5).

501 (TH92)
Methode: E und 2 \O
o) ~
3-(4-Biphenylamido)-4-ethoxybenzhydroxamsiure ‘ Sy /QT{OH
H
MS m/z: 375.24 [M-H] ‘ NN
4

HPLC: rt 12,66 min (98,10%)
Ausbeute: 60 mg; 0,16 mmol; 8 %
HR-MS m/z: 375.1341 [M-H]; berechnet fiir: C»,H;sN,O,: 375.1350

'"H NMR (400 MHz, DMSO) § 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, Arc,-H), 8.04 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Ar’cx-H), 7.83 (d, J = 8.1 Hz, 2H,
Ar’c3/5-H), 7.75 (d, J=175 HZ, 2H, Ar“cg/é-H), 7.62 —7.56 (m, lH, ArCG—H), 7.50 (t, J=74 HZ,
2H, Ar‘‘cys5-H), 7.44 — 7.37 (m, 1H, Ar*‘cy-H), 7.13 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Arcs-H), 4.15 (q, J = 6.7
Hz, 2H, -O-CH,-CHs), 1.36 (t, J = 6.8 Hz, 3H, -O-CH,-CH5).
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S0m (TH67)

Methode: E und 2 /\L
3-Benzamido-4-propoxybenzhydroxamsiure )‘l Q\W;{\
MS m/z: 313.24 [M-H] DR on

HPLC: rt 10,59 min (99,23%)
Ausbeute: 30 mg; 0,1 mmol; 1 %
HR-MS m/z: 313.1187 [M-H]; berechnet fiir: C;;H7N,O,: 313.1194

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 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, Arc,-H), 7.93 (d, J = 7.2 Hz, 2H, Ar’cys-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-CH,-CH;-), 1.74 (dq, J = 13.9, 7.1
Hz, 2H, -CH,-CH,-CHj3), 0.95 (t, / = 7.4 Hz, 3H, -CH,-CH,-CH).

S50n THS83

Methode: E und 2 Y
3-Benzamido-4-isopropoxybenzhydroxamsiure ’ \ : N
MS m/z: 313.14 [M-H] D

HPLC: rt 10,38 min (98,35%)
Ausbeute: 80 mg; 0,25 mmol; 5%
HR-MS my/z: 313.1189 [M-H]; berechnet fiir: C;7H;7N,O,4: 313.1194

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 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, Arc,-H), 7.92 (d, J = 7.4 Hz, 2H, Ar’cys-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;),), 1.30 (d, / = 6.0
Hz, 6H, -O-CH-(CH3),).

500 (THO61)
Methode: E und 1 a

o
3-Benzamido-4-chlorobenzhydroxamsaure N }Nl\

| p ot

MS m/z: 289.25 [M-H] Z
HPLC: rt4,72 min (95,17%)
Ausbeute: 170 mg; 0,58 mmol; 58%
HR-MS m/z: 313.0351 [M+Na]*; berechnet fiir: C;4H;;CIN,O;Na": 313.0350

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 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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50p (TH93)

Methode: E und 2 a
3-(4-Chlorobenzamido)-4-chloro-benzhydroxamsdure /@/(LND\@j\OH
MS m/z: 323.15 [M-H] a '

HPLC: 1t 10,46 min (97,07%)

Ausbeute: 140 mg; 0,43 mmol; 21,5 %

HR-MS m/z: 322.9992 [M-H]; berechnet fiir: C;,;HyCI,N,O5: 322.9996

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 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 a
3-(4-Methoxybenzamido)-4-chlorobenzhydroxamséure /@/OLI\;@TE\OH
MS m/z: 320.99 [M+H]* “o !

HPLC: rt 9,62 min (97,22%)

Ausbeute: 50 mg; 0,16 mmol; 8,2%

HR-MS m/z: 319.0488 [M-H]; berechnet fiir: C,;5H;,CIN,O,: 319.0491

1H NMR (400 MHz, DMSO) & 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-CHS).

50r (THS1)

Methode: E und 2 OCIQ(H
N\
3-(4-Phenoxybenzamido)-4-chlorobenzhydroxamsiure @\ dg o
O

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 fiir: C,oH;4CIN,O,: 381.0648

1H NMR (400 MHz, DMSO) § 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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50s (TH78)
Methode: E und 2

° Cl
3-(3-Phenoxybenzamido)-4-chlorobenzhydroxamséure @ /OO/R;@TE\OH
MS m/z: 381.19 [M-HJ !

HPLC: rt 12,18 min (99,83%)
Ausbeute: 165 mg; 0,43 mmol; 19,3%
HR-MS m/z: 381.0641 [M-H]; berechnet fiir: C,o0H4CIN,O,: 381.0648

'H NMR (400 MHz, DMSO) § 11.31 (s, 1H, -NH-OH), 10.21 (s, 1H, -CONH-Ar), 9.10 (s, 1H, -NH-
OH), 7.93 (s, 1H, Are,-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*‘c;3s-H), 7.25 (dd, J = 8.1,
2.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.18 (t, / =7.4 Hz, 1H, Ar-H), 7.07 (d, J = 7.9 Hz, 2H, Ar*‘cy6-H).

50t (TH77)
Methode: E und 2

O(]
3-(3-Benzyloxybenzamido)-4-chlorobenzhydroxamsiure ©\/0©/k1\;©\fg\°“
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 fiir: C,;H;sCIN,O,: 395.0804

1H NMR (400 MHz, DMSO) & 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*‘-CH»-O-Ar").

50u (TH96)
Methode: E und 2 cl
o .
3-(4-Nitrobenzamido)-4-chlorobenzhydroxamsiure /@/kN /@\EN\OH
MS m/z: 334.27 [M-H] on !
HPLC: rt 9,15 min (97,24%)
Ausbeute: 30 mg; 0,09 mmol; 4,5 %
HR-MS m/z: 334.0227 [M-H]; berechnet fiir: C;4,HoCIN;O5": 334.0236

'H NMR (400 MHz, DMSO) § 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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50v (TH75)

Methode: E und 2 OB .
3-Benzamido-4-bromobenzhydroxamséure S QQTN\OH
MS m/z: 334.95 [M-HJ' -

HPLC: rt 9,75 min (95,95%)

Ausbeute: 120 mg; 0,36 mmol; 33%

HR-MS m/z: 332.9875 [M-H]; berechnet fiir: C;,H;(BrN,O5": 332.9880

'"H NMR (400 MHz, DMSO) § 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 oF .
3-Benzamido-4-fluorobenzhydroxamsiure ‘\ EQ\IN\OH
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 fiir: C,,H;(FN,0O5: 273.0681

'H NMR (400 MHz, DMSO) § 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’cs-H).

50x (TH94)

Methode: E und 2 FiC
3-Benzamido-4-trifluormethylbenzhydroxamsdure N i NQ\IE\OH
MS m/z: 323.25[M-H] o

HPLC: rt 9,04 min (99,75%)
Ausbeute: 75 mg; 0,23 mmol; 11,5 %
HR-MS m/z: 323.0638 [M-H]; berechnet fiir: C;sH;oFsN,O5": 323.0649

'H NMR (400 MHz, DMSO) 5 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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58 (TH23)

Methode: A \(\)
9-0x0-5,6,7,8-tetrahydroacridin-3-hydroxamsédure mg\
MS m/z: 257.30 [M-H] H "

HPLC: rt 5,65 min (80,78%)
Ausbeute: 150 mg; 0,58 mmol; 29 %
HR-MS m/z: 259.1081 [M+H]"; berechnet fiir: C;4H;5sN,0;": 259.1077

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 11.35 (s, 1H, -NH-OH), 9.12 (s, 1H, -NH-OH), 8.05 (d, J = 8.4 Hz,
1H, Arci-H), 7.86 (s, 1H, Arc,-H), 7.49 (d, J = 8.4, 1.5 Hz, 1H, Are,-H), 2.74 — 2.65 (m, 2H,
C8H.,), 2.45 — 2.39 (m, 2H, C5H>), 1.80 — 1.63 (m, 4H, C6/7H,).;

59 (TH45)

Methode: B

3,5-bis-Benzamidobenzhydroxamsiure (SPNH

MS m/z: 374.32 [M-HJ . @\EH
HPLC: rt 10,85 min (98,54%) @/L}Nl Noon
Ausbeute: 7 mg; 0,02 mmol; 1 %

HR-MS m/z: 374.1128 [M+H]"; berechnet fiir: C5;H;sN50.: 374.1146

'H NMR (400 MHz, DMSO) § 11.13 (s, 1H, -NH-OH), 10.42 (s, 2H, -(CONH),-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-Phenylcarboxamidobenzhydroxamsiure - p -
) N /N N_
MS m/z: 255.24 [M-H] @ (7Y on
_ (0] (0]

HPLC: rt 7,79 min (99,83%)
Ausbeute: 45 mg; 0,18 mmol; 8,8%
HR-MS m/z: 255.0773 [M-H]; berechnet fiir: C;4,H;N,O5: 255.0775

1H NMR (400 MHz, DMSO) § 11.31 (s, 1H, -NH-OH), 10.33 (s, 1H, -CONH-Ar), 9.11 (s, 1H, -
NH-OH), 8.31 (s, 1H, Ar,-H), 8.06 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Arce-H), 791 (d, J = 7.7 Hz, 1H, Arcs-H),
7.76 (d, J = 7.8 Hz, 2H, Ar’co6-H), 7.58 (t, J = 17.8, 10.1 Hz, 1H, Arcs-H), 7.35 (t, J = 7.9 Hz, 2H,
Ar’c3/5-H), 7.10 (t, J=173 HZ, lH, Ar’c4-H).
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65 (TH9S8)

3-Carboxybenzhydroxamséure .
MS m/z: 180.14 [M-H] HOWOQWC)(N\OH
HPLC: rt 3,82 min (99,55%)

Ausbeute: 60 mg; 0,33 mmol; 16,5%

HR-MS m/z: 182.0449 [M+H]"; berechnet fiir: CsHgNO,": 182.0448

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 13.15 (s, 1H, Ar-COOH), 11.35 (s, 1H, -NH-OH), 9.08 (s, 1H, -NH-
OH), 8.31 (s, 1H, Arc,-H), 8.05 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Arcs-H), 7.96 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Arcs-H), 7.57
(t, J=7.7Hz, 1H, Arcs-H).
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Hesmbugy 3038_PROTON_2GAp201L3_L _’HU
Heambum 3088 —120
THBD !
=2L0
~2aM
~190
180
~170
—150
=150
.']-1I]
_—]EID
—120
;]lI]
l]l}ﬂ
-5!]
_—B]
_—.'ﬂ]
—60
50
ldl]
i 30
| ‘ 1 f
| § N R
LA Mt S P’ NRDN, DOW SN
0
-2

115 110 105

v

e 935 940

as a0 75

o 6.5

&0
f1 (ppm)



1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

50d (TH39)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
2500 = PDA Multi T 254nm 2nm|
] @
2000
1500
1000
500
1 : 2
o . Jit =
e T ” T
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#ii Ret. Time| Area% Area Height
1 8.385 0.378 95216 12147
2 8827 1.443 363617 50250
3 9.357 97.760| 24631694 2451329
4 11.765 0.419 105476 11930
Total 100.000] 25196003 2525656
'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heimburg. 3265
Heimburg, Ting
TH ™ 1200
SpNCIDE6
—1100
~ 1040
=~
—B00
=600
=500
—400
—300
I 200
| |}
' | l‘i_l__ | J__ —ly
100

115 110 105

10

o5 o

BS

B 75

i}

65 60
f1 (ppm)

55

25 20 15 19 s oo



Anhang

50e (TH65)
HPLC
<Chromatogram>
mAL
] =) PDA Multi 1 254nm 4nm|
i ai
100 o
75+ |
50 I
] !
] |I
28] \
] f ‘ \“‘i : -~
] =] o ©
[]__ - . L -~ ——
i T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak# Ret. Time Area% Area Height
1 10.019 3537 95063 3770
2 12.193 96.165 2584950 111494
3 13.864 0.189 5088 1133
4 16.160 0.109 2930 562
Total 100.000 2688031 116960
1H—NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heimburg_7171_PROTON_105p20i4_ 01 ~160
Heimbung 7171
THES
=150
-—1~1n
-—]3I]
~120
=110
~100
-'El]
~Bl
-7
60
~50
—43
=30
‘ ~20
I l( 10
J Nl A J |
d I L S, PR | . L,
-,,].]

120 115 10 10.5 100 95 an a5 an 75 7D &S 55 50 45 40 35 30 25 20 LS Lo a5 oD

6.0
f1 (ppm]

VI



1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

50f (TH95)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
. © PDA Multi 1 254nm,4nm|
] g
2000
1500+ ‘
1000+ |
: '|
500 l
] o ) 2 i
] o™
[]_: §_ — -ﬂ—g—__‘_ _E E —
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak# Ret. Time| Area% Area Height
1 4.003 0.134 52794 8287
2 9.933 0.601 237297 18540
3] 12078 98.998| 39099323| 2271989
4 15.293 0.261 103254 18119
5] 19.079 0.006 2347 347
Total 100.000] 39495016 2317282
1
H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heambugy 7121 PROTON_D9Sep20L4_0L L
Heamburg 7121 =150
THES |
=140
=130
=120
=110
:]|}{|
:El]
B0
]
—60
I 50
30
' —20
T e -10
e A eSS ':’__.k — A i A
Lo
—10
115 119 105 100 9.5 9.0 a.5 a.n L5 o 65 60 55 4.0 3.0 a5 0 1.5 1.0 0.5 LR 1]

VII



Anhang

50g (TH69)
HPLC
<Chromatogram>
mAL
. = PDA Multi 1 254nm 4nnq
] &
|ﬂJ
400 |
] [
] ‘I
300 |
. |
] |
200 |
] [
] |
i |
100 o I
] < & o f | Y B
1 2 © 38 N o
D__ .L_ ~ _i\ Aﬂ:\ JI k ﬁ . —_—
0o 25 'so 75 100 125 180 175
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#{ Ret. Time| Area% Area Height
1 4184 0.255 31348 4361
2 6.263 3.340 410558 35213
3 8.052 0.524 64381 6768
4 8.960 95354 11721240 466408
5 12 547 0.390 47901 5981
6 13.261 0.138 16952 2935
Total 100.000| 12292380 521665

'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

Heimburg. 7303
Heimburg
THES

Horana

Il

[P N MY | WP N R

120 115 119 105 100

VIII

35 o0

BS B = T

65 &0

55

f1 {ppm]

50 45 40 35

3.0

25 20 1S L0 a5

240

I

20

~130

~140

120

—100

Bl

—60

—41

=2

20



1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

50h (TH68)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
] = PDA Multi 1 254nm, 4nm
3 (o
i |
500 ||
] |
. |
2l [
|
] |
250 \
1 |
I =
i 5
' = \ & I
] 85 B W &3
0~ U "nl' e g e O T N S
u"".4'5""1'0""1'5""2'0""2'5""_
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#] Ret. Time| Area% Area Height
1 4.329 0.122 34251 5430
2 5117 1.497 420535 30640
3 6.856 0.079 22327 3397
4 8.326 97.645| 27429838 632947
5 9557 0.205 57559 14143
6 12714 0.260 73074 8776
7] 13472 0.192 53949 9419
Total 100.000] 28091534 704751

'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

Heimbung. 7804 P

Heamburyg

THE3 I

HC7a04 —160
=150
—1a0
—130
=120
-1
—100

=1
1Eni]
:5]
Lo

3

B ||r | | P

YV, Ty

10

11.5 11,0 105 100 95 o BS B0 5 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 2 15 19 0s oo

IX



Anhang

50i (TH85)
HPLC
<Chromatogram>
mAL
1 ~ PDA Multi 1 254nm,4nm|
] |;
400
300+ ‘
200 |
: I
] !
1004 | o e g
] 8% g\ o 2 = >
) =3 S S o
— I A ...2,0....2%.....
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak# Ret. Time| Area% Area Height
1 3.558 0.005 470 110
2 4.161 0.270 25655 4135
3 8.426 0.032 2993 429
4 9.117 96.341 9146523 462892
5 10.570 0534 50676 4266
6 14.107 0.139 13190 3068
7] 16.001 0.629 59740 4476
8 16.373 0.359 34048 6905
9]  19.640 1692 160643 19079
Tota 100.000 9493939 505360
'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heimburg 4091_PROTON_23Jen2014_01 L
Heimburg 4091 B3
TH B5 |
—Bl
-
—63
;B]
Lss
15]
—45
—4
30
20
| -—]i
| 1 | | 51-1
| , | ] . | ] 5
o o i e s WU, W N SRS SR A —
Lo
Ls
120 15 10 03 9.5 9.0 a0 I35 i [ 35 50 45 4.0 35 30 25 20 15 10 035 (L]



50j (THS6)

1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

=170

=150

=140

130

—120

=110

HPLC
<Chromatogram>
mAU
i = PDA Multi 3 254nm,4nmy
75+ S
50+ ‘
|
25+ II
] LR 2 =
_ ] l\\x’“ § 3 5 o
] 5 P T
[ — - = ___l_,_,_,-:—"“ /\R___'_'_—_
DII .|5. ..1|D....I|5....2|D....2|5....
min
<Peak Table>
PDA Ch3 254nm
Peak#i Ret. Time| Area% Area Height
1 4.013 0.271 3705 637
2 10.241 97434 1333861 77704
3 11.715 0.184 2518 387
4 13.364 0479 6553 1178
5 14.037 0.308 4219 387
6 16.188 0.405 5546 959
7 19.175 0.920 12588 1514
Total 100.000 1368989 82766
1
H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heamburg 7123 PROTON_D9Sep20L4_0L
Hesmburgy 7123
TH3
S L R i I . e A — A_.;i;.li P
20 115 110 135 10 85 o0 B 75 70 65 55 5.0 4.5 4.0 15 R a5 0 5 ] 0.5 o



Anhang

S0k (TH66)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
i 2 PDA Multi T 254nm 4nn1
- g
500 |
1 |
A |
] |
4 |I
250 0
] '.I 88
] \ »3
Vo
i § ‘ é F.I'I a
] < [ - 8=
[]_ — —_—
—— T T
0 5 10 15 20 25
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#| Ret. Time| Area% Area Height
1 4.367 0.116 24241 3401
2| 10275 99.046| 20704612 693345
3| 12042 0.158 33091 2289
4] 13.453 0.144 30165 3105
5| 13885 0.199 41585 6379
6] 14.096 0.329 68700 11048
7] 14720 0.008 1676 273
Total 100.000] 20904071 719839
'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heambug 1997_PROTON_23Feb2014_01
Heimbug_1997
THBS
|
|
1""'\_._‘_ LU | BN N W e —— L T N A ‘_..___g___.-,»lj-.__;

ELD
.*21}{l
;]'}{l
;13[-
-—]?[l
;]E{l
;li{l
;].1[|
;]][l
-—]1[l

1D

115 110 05 100

XII

95 94

a0 75 70 8.5 6.0
11 (ppr)

55



1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

501 (TH92)
HPLC
<Chromatogram>
mALU
. g PDA Multi 1 254nm, 4nm|
] o
750~
500-]
250-] [
i | _
] \8
[}_ ] \;::__ 2 -
—— Y ——
0 5 10 15 20 25 )
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#]{ Ret. Time| Area% Area Height
1 12.662 98.094| 11993230 859442
2| 13531 1817 222111 18935
3] 15604 0.090 10964 2044
Tota 100.000] 12226305 880421
"H-NMR; 400MHz; d-DMSO:; Temp. 27°C
Heimbury_7338_PROTOM_1852p2014 D1
Heimburg 7338 ~120

THIZ

=110

—B0

il i H it i t ~10

1.5 110 185 1D 95 o0 BS B0 75 70 65 &0 55 5.0 45 40 35 3o 25 20 15 10 0s 0
f1 (ppm)

XIII



Anhang

50m (TH67)
HPLC
<Chromatogram>
mAL
_ o PDA Multi T 254nm 4nm
2000 2
1 E
1500
1000 ‘
500 t
- | g = (=]
: N -
i S b |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#{ Ret. Time| Area% Area Height
1 4012 0.414 103355 13580
2 10.592 99.230( 24765011 2056982
3 12435 0.105 26191 4923
4 14241 0.135 33631 5694
5 17.780 0.116 28874 1135
Total 100.000| 24957062 2082314
1
H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heambug 6790_PROTON_27Aug2014_01 I
Hesmburg 6790 ~170
THED L !

i —150
~130
=140
.-]J[l
:]J[I
;]i[l
—100
—og
B0
.k.“]
60
;fi]
[

] =30

| | !
| | ' J L1
J i} 1
S I S | N S NV L W W S E—— o
—-10
15 1.0 05 100 95 9.0 as an 75 ] 6.5 6.0 3.5 3.0 4.5 4.0 3.5 an .5 a0 1.5 1.0 0.5 L]

11 (ppr)

XIV



1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

50n (THS83)
HPLC
<Chromatogram>
mALU
] = PDA Mufti T 254nm 4nm|
] o
2000 =
1500
1000
500 |I
. e 3 "' 8 8
o o s [N E
S S
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak# Ret. Time| Area% Area Height
1 3.561 0.788 231731 20236
2 4017 0.331 97515 14394
3 8.158 0.044 13077 1630
4 10.383 98.345| 28933265 2235845
5 11.388 0.397 116661 21960
6 14.135 0.095 27890 5092
Total 100.000] 29420139 2299156

'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

Heimburg 3554 _PROTON_DSMay2014_01

Heimburg 3554
THEG

230
20
-—2l[l
;21}{l

=190

:]?[l
-—]rZ-{l
-—]5{l
=140
-—]J[l
1]I[I
l] 1]
L 100
‘—9]

-—D]

:.“]

—60

50

4

=30
=2

10

10

=2

115 110 105

100

a5 90

8.5 6.0
f1. (ppm)

3.5

5.0

4.5

40 35 30 25 20 15 10 05 oo
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Anhang

=200

130

=180

—140

500 (TH61)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
15004 2 PDA Multi T 254nm 4nn]
i (=]
1000+
500+
] %L 2
N i»i;i - _—
e e A
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak# Ret. Time| Area% Area Height
1 8.383 0.373 38892 6782
2 8.824 1.597 166548 29407
3 9.358 0.658 68599 16044
4 9.578 96.752| 10092301 1484648
5] 11.762 0620 54719 8426
Total 100.000] 10431059 1545306
1
H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heambug 8730_PROTON_[3Dec20l4_ 0L
Heimbug_ 8780
THEL
‘ L ; A
115 110 105 10 95 o0 BES BD 75 o 65 B0 55 50 45 4.0 20 15 20 15 10 0S5 oo
f1 {ppmi

XVI

120
~100
Bl

60



1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

240

=220

=0

—130

- 150

140

=120

—100

50p (TH93)
HPLC
<Chromatogram>
mALU
1000+ F PDA Wulti 7 254nm Anm
] =
750-]
500-]
250- |
i | >
E o~ | ]
4 8 b 5;
D_ AV _J__\_‘=-—"b-,_._ — I
e T .
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#]{ Ret. Time| Area% Area Height
1 4.002 1.048 122858 19027
2 10.464 97.068| 11378701 946174
3| 12119 1.884 220901 11137
Total 100.000] 11722460 976338
1
H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heimbumy 7124_PROTON_D952p20L4_DL
Heimbury 7124
TFES
, Ju G
1.5 119 105 100 95 4.0 a.5 a.n 5 70 8.5 a0 5.5 5.0 45 40 el ] 5 20 15 10 s 0
1 (ppm]

Bl

—60

XVII



Anhang

50q (TH74)
HPLC
<Chromatogram>
mAL
1 5 PDA Multi 1 254nm 4nm|
1000+ @
750
500
250+ |
- < ~
] 88 \ &8
o] ¥ S . - |
e
min
<Peak Tabhle>
PDA Ch1 254nm
Peak#| Ret. Time| Area% Area Height
1 4005 0.193 23620 3542
2 4632 2.196 269201 19242
3 9.621 97.219] 11920212 1069295
4] 11240 0.129 15864 2467
5| 12367 0.264 32322 3019
Total 100.000] 12261218 1097565

'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

Heambung 2425 _PROTOH_19Mar2004 0l
Heimbug 2425
THRM
' I |
| I —_ A e | W _u._._‘lL_____-..l
115 110 105 100 95 o0 BS B 75 ] 65 6.0 55 50 43 4.0 35 30 25 20 15 10 (L ((01]
f1 {ppm]

XVIII
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1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

T

~B0

—60

=50

4

30

r1a

50r (TH81)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
1 2 PDA Multi T 254nm 4nm|
] o
750+
500
250 h
] | @
i § |||I : @
| b - o
0 - \_\“\—_ s —_— S
-—r 77T
0 5 10 15 20 25
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#| Ret. Time| Area% Area Height
1 10.105 0.022 2641 355
2 12.346 99.002| 11641463 906102
3 13.378 0.960 112925 21171
4] 16.163 0.015 1821 414
Total 100.000] 11758850 928042
'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heimbury_7491_PROTON_2452p2014_01L
Heimbury_7491
TH B1
_— n\ | |
I._——-_-r‘u_ S — \-.-..l—h..—,_
120 11.5 110 105 1D A5 o BS B 5 i) ES (1] 55 50 45 40 5 el ] 5 20 15 10 s 0
1 (ppm]

XIX



Anhang

50s (TH78)
HPLC
<Chromatogram>
mAL
i 2 PDA Mufti T 254nm 4nn]
] i
2000+ -
1500
1000
500 |
] - | 2
4 § 1 b
o] _ s N =
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak# Ret. Time| Area% Area Height
1 7.844 0.119 33514 2636
2 12.180 99834 28231809 2256417
3] 17.848 0.048 13436 1321
Total 100.000] 28278760 2260374
1
H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heimbung_7472_PROTON_2352p2014_D1
Heimbuny_F472 ~350
TH7a
300
Lo
0
riso
100
I ‘ I ‘ =50
J L LU X Ao w -_J_A_.L _—
115 110 105 100 4.5 3.0 a.s a.0 5 T 8.5 6.0 5.5 5.0 45 40 L 30 5 20 15 10 0Ls o
1 (ppm]

XX



1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

50t (TH77)
HPLC
<Chromatogram>
mALU
] ~ PDA Multi T 254nm, dnm|
- 3
1500+ -
1000+
50[]—_ |
1 |
_ g §
0 O - = S
U.. é II1ID ...1,5 2|U .2|5....
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#|{ Ret. Time| Area% Area Height
1 11.547 0.153 29084 5495
2 12.247 99490 18881341 1672869
3 13.493 0.163 30870 5621
4 17.861 0.036 6815 693
5 18.949 0.159 30099 4160
Total 100.000] 18978209 1688839
1
H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heimiur_7443_PROTON_2352p2014_01 i
Heimbury_ 7443
THIF I [
=150
~150
—140
—130
=120
~110
=100
)|
~Ed
-
—60
50
|
| ~30
| | ‘ —20
| | I | l 10
1 WL U R WA . W VU W
L
~-10
115 114 105 10.0 95 o BS a.n 5 o bS5 (1] 55 50 4.5 4.0 3.5 3 25 il ] 15 1.0 0.5

XXI



Anhang

50u (TH96)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
i = PDA Multi 1 254nm,4nm|
] =
75
50+ |
251 |
] \ &8 & 2
] 2o o 2 _ .5
I \Es ==~
UllllélllI1DIIII1|5|III2|D|I||2|5|III
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak# Ret. Time| Area% Area Height
1 9.149 97.240 1239517 89056
2 10.461 0.134 1703 263
3 10.890 -0.001 6 167
4 12.361 1.287 16411 677
5 16.167 0.397 5057 938
6 19.109 0.943 12017 1642
Total 100.000 1274698 92643
"H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heimbug T120_PROTON_[9S2p2014 01 | | L a0
Heimburg_ 7120
THES
=20
=240
~220
3
=180
~150
—140
~120
—100
| B0
‘ 1 —60
1 I 41
| | 1 a0
- LA N VI
lo
—a0

1.5 1.0 105 100 85 o9 BS B3 75 7a 65 &0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 19 s oo

XXII



1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

S0v (TH75)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
] 2 PDA Multi T 254nm 4nm|
] o
50 ‘
1 |
25 |
] |
\ Lt
] |H Hge &g
\528 =%
[]—_ - — \\J';Z '__H_JL_..‘_——-“_&—'————/E\__#
UIIIIISIIII1IUIIII1|5||II2IDIIIIZISIIII.
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak# Ret. Time| Area% Area Height
1 9.754 95948 1684078 68333
2 11.527 1.886 33098 4327
3 11.808 0474 8320 731
4 12.236 0.169 2974 297
5 13.886 1.398 24542 3623
6 14.722 0.124 2182 278
Tota 100.000 1755194 77589
'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heambug 1235 PROTON_D4Feha014_01
Heimburg 1735
THTS ]
60
-5
=50
—45
—441
)
—x
=15
| | =10
n I i
W | — R_JL l__J:l.di- , — o \ﬁ‘, W—J\-—-_.-’

1.5 110 105 100 95 90 a5 aun 5 i 6.5 &0 55 5.0 45 4.0 35 30 25 20 15 10 0s 0
f1 (ppm)

XXIII



Anhang

50w (TH76)
HPLC
<Chromatogram>
mAL
i = PDA Multi 1 254nm,4nny
400 lﬁ
300 ‘
200 |
1 |
] |
100+ |I
4 | P pemglicy
] 3 sgg|| 2 BEER
ol ¥ Gon| \_gofeogy S
S A e P
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#| Ret. Time| Area% Area Height
1 4353 0526 43721 5965
2 6.144 0012 1014 97
3 6.669 0.022 1833 270
4 7.236 0032 2633 374
5 8467 98225 B158765 414695
6] 10647 0.371 30795 1866
7] 11797 0.071 5853 511
8 12254 0017 1441 198
9] 12582 0337 27970 4216
10[  13.002 0.136 11324 1758
11 13.894 0225 18704 2785
12 14729 0.026 2132 270
Tota 100.000] 8306221 433005
'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heamburg 1997_PROTON_23Feb2014_01 !
Heimbung_1997
THES =140
1]][-
120
‘—]L[l
~100
—og
B0
]
i 60
50
—40
=30
-0
10
r'\-_q_. S N | P BV RO ¥ N T NPT L.;,_A_,_)r-l l_._ Lo
—-10
120 115 110 105 100 95 o BS B 5 ki) 8.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 s 20 15 20 15 149 D5 oo

XXIV

f1 (ppm]



1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

50x (TH94)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
2500 g PDA Multi 1 254nm 4nm|
] [°"
2000
1500 ‘
1000 |
500 t
1 g k 22 28
] @ =R L]
0 = : —=
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#] Ret. Time| Area% Area Height
1 3.929 0.009 3609 381
2 9.040 99748| 39553665| 2430972
3 10.782 0.051 20142 2823
4 11.355 0.020 8118 1426
5 12.364 0.057 22694 1441
12.928 0.114 45271 3664
Total 100.000] 39653499| 2440706

'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

Heambug ™59 PROTON_235ep20L4_01
Heamburg ™59

THM

-—]-1[|
-—]3[1
1]I[l
l] 1]
-—]l}{l
1El]

—B0

10

115

1.0 105

10,0

9.5 9.0

a5 a0 5

]

6.5

6.0
f1 (ppm)

5.5

5.0

45 40 35 25 2 15 149 05 oo

XXV



Anhang

~ 500

430

—400

300

2300

100

Lo

-5

51a (TH32boc)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
] I PDA Multi T 254nm.4nn
1 b
300+
200- ‘
100 ‘
: %l ﬁ 38 g
i \° S & o —
—————r—————— | ——
0 5 10 15 20 25
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak# Ret. Time| Area% Area Height
1 4.049 0.012 424 72
2 4656 99.314| 3602796 353695
3 5.526 0.544 19727 3303
4 6.834 0.082 2969 577
5 8.106 -0.008 206 19
6 9.836 0.057 2057 1073
Total 100.000] 3627676 358740
'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heimburgy 6B53-64_PROTON_0652p2012_01
Heimbug 5B53-64
TH32 boc
' T A,
", & L VA WA,
115 110 IS5 100 9.5 9.0 a.5 a0 15 T 6.5 6.0 40 15 20 15 10 03 ()]

XXVI

11 (ppr)



1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

51d (TH42boc)
"H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heimburg. 1253
|
SpMNLL2S3 10000
] | B
L ] T

=0

T T T T T T T T T T T T T T
115 110 105 100 95 o B3 BO A 65 &0 55 350 45 40 35 30 25 20 15 19 0s oo
1 (ppmi

XXVII



Anhang

52a (TH32)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
1504 ‘,_;_ PDA Multi 1 254nm,4nm|
4 ui
100+
] F33
| ‘ doo
50__ | gé II| | 'II
== ||
7 | ) [
] R
1 \x - [ e .
0 - — —
-—r——— 77— T T T
0 5 10 15 20 25
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#| Ret. Time| Area% Area Height
1 5671 96.619 1817413 150493
2 7.182 0518 9746 456
3 10.910 0.117 2204 217
4 11.349 0.160 3012 141
5 11.594 0210 3954 379
6 12.245 0.244 4595 284
7 12977 0.357 6716 550
8 13.045 0612 11521 931
9 13.243 1.103 20751 973
10 13.813 0.058 1094 100
Total 100.000 1881006 154524

'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

Heambug 9134_PROTON_3002013%_ 0
Heimbug 9134
TH32

130

120

1D

~100

~o

=Bl

—60

—50

—4

_‘_ o
BT

115 110 05 100 9.5 9.0 a5 a0 5 )] 8.5 6.0 5.5 50 45 40 35 30 25 20 15 10 0.5 o
11 (ppr)
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1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

52b (TH28)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
] o PDA Multi 1 254nm 4nm|
500 8
400
300
2001
100 \ g8 , 8
] 9 o & 3
i o o™ -
G_ ‘E_g \ T ﬁ' — -
T S e e A
min
<Peak Tahle>
PDA Ch1 254nm
Peak#| Ret. Time| Area% Area Height
1 6.125 0027 3266 263
2 6452 0024 2961 284
3 7.020 95073] 11514811 519345
4] 10888 2517 304790 33664
5 12299 0746 90383 10714
6] 14165 1613 195323 26053
Total 100.000] 12111533 590324
'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
EE:E.JESE -
THZA
Nc 1535
=55
=50
—45
40
-3
=I5
et |
I —15
| f =10
| i]hn L -
VUL AN A |
o
=5

115 110 105 W0 95 9.0 &5 &0 5 ] 65 &0 55 5.0 45 40 35 25 2 15 19 0s oo

XXIX



Anhang

52¢ (TH35)
HPLC
<Chromatogram>
mAL
] 3 PDA Multi 1 254nm 4nn]
] o
200+ |
150 H
100 |
: || o
50 | 9
el i | - o4 —
] ‘ \ g & |
U__ b _I_\\-..—ﬂ-c?—-‘:-—'—u JLL“"—"—"' m— - = Tm——
S — e
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak# Ret. Time| Area% Area Height
1 6.697 95180 4245201 233961
2 9.951 0.294 13134 1629
3] 11642 0.379 16884 1976
4] 14270 4147 184971 28762
Tota 100.000] 4460191 266329

'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

Heimburg.B34

20 115 10 105 b 95 o BS

XXX

65 6.0

11 (ppr)

45 40 35 30 25 0 LS 10 05

= 1200

=1L00

1000

~ 0

— B0

=700

600

500

300

200



1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

52d (TH34)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
] %— PDA Multi T 254nm,4nm|
2004 ‘I‘--'
150 |
] |
'IDD—_ ||
] I| 28
E | @@
50 \ oy
] = \ g8 % I|I
] . == -
D——L— f“' 1l S — |
] T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#] Ret. Time| Area% Area Height
1 7.464 0.208 11469 815
2 7.867 99.227 5462785 209633
3 10.907 0.058 3193 388
4 11.198 0.134 7372 851
5 12.050 0.031 1711 226
6 12.670 0.220 12111 682
7 12.969 0.122 6701 832
Total 100.000 5505342 213428
'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heamburg 8779 PROTON_DGDec2DL4_0L
Hesmbuy 3779 =260
TH34
=240
20
200
—130
=180
=140
—120
~-100
| ~B
—60
—4
] 20
A 1t |
A AL | LN LY TR "

115 110 105 100 95 9.0 as an 75 70 6.5 &0 55 5.0 45 40 35 30 215 0 L5 1] [ ]
f1 (ppm)

XXXI



Anhang

52e (TH42)
HPLC
<Chromatogram>
mAL
i g PDA Multi T 254nm 4nn]
i [
500
250 |
] f
_ |II
7 1 o W0
] s egsy\ 288%
0 5 woeg N\ SST T - R
S S T e .
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#| Ret. Time| Area% Area Height
1 3.125 0.007 763 76
2 4.975 0.042 4874 391
3 5440 0.100 11749 1373
4 6.031 0.011 1325 183
5 6.654 0.019 2200 182
6 7421 98.285| 11505899 604580
7 10.552 0.072 8372 511
8 10.805 0.049 5713 521
9 11.085 0.009 1087 117
10 11.732 1.067 124919 6682
11 12.072 0.340 39815 2278
Total 100.000] 11706717 616892
1
H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heimburgy 9136_PROTON_300c2013%_ 0 [,
Heimbug 9136 -0
TH42 !
.—ﬂ[l
~320
3
| 280
=250
-—2-1[l
121[!
—2M
-—13[-
;]r:-{l
.—]-1[l
~120
=~ 100
.—B]
60
—40
I t il 1 "
L WL . L Lo
-——2|]
.0 1.5 100 9.5 a0 a.5 a.0 5 ] 65 ()] 55 50 45 £ 5 30 15 a0 5 1.0 0.5 [ X 1]
f1 {ppem}

XXXII



53 (TH40)

"H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

Heimburg_74a5_PROTON_2452p2014_0L

Heimburg_ 7485
TH4d

6

—4

i 0

=0

-2

20 115 110 195 10 95 o0 BS B 5 o b3 60 53
1 (ppem)

50 45 440 35 3 25 20 15 19 0s oo

1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen
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Anhang

54 (TH44)
HPLC
<Chromatogram>
mAL
= PDA Multi 1 254nm 4nn]
7 ot
500+ |
< ||
| |
- |II
i \
250_ H\
] 5 | \ 88 &
1 \ B . wk
o~ A = R J o L . —
oo 25 50 75 100 126 180 175
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#| Ret. Time| Area% Area Height
1 3.257 0.003 522 108
2 7.937 98757| 20106126 563129
3 12.005 0.739 150476 28530
4 12.307 0.249 50744 8948
5| 12874 0252 51224 8099
Tota 100.000] 20359092 708814
1
H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heimbung. 4581
Heamburg
THH
Hc 4531
Ll |
] H 1 1
VS e JAMWM
BS B0 A i) 65 a0 3.5 3.0 4.5 3.5 X 25 20 15 10 03 0o
f1 {ppmi

XXXIV

— 730

.*2-1[l
.—ZJ[I
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—60



1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

55 (TH41)

HPLC

<Chromatogram>
mAU

PDA Multi T 254nm.4nm|

8345

1500 |

(5]
(=]
L T
5.631
6,966
12.266
12.763

o o s e | N S
D_DI — .2!5. — .5![]. — .?{5. — I1E|b.0| — .12|.5. — .151_0. — .1%_5
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#] Ret. Time| Area% Area Height
1 5631 0.041 27663 4206
2 6.966 0.115 77347 13183
3 8.345 98.199| 66170011 1861749
4 12.266 0983 662102 127080
5 12.763 0.662 446156 71718
Total 100.000f 67383280 2077937
1
H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heimburg. 4380 1]
Heamburyg I
TH4E -B50
Nc 4530 L
—B30
|
| 700
[ o
=600
-
=500
Laso
Lo
| o
-—3:}{|
. Laso
1 { F _—2|}{l
H i £ -—]5[|
_-]u}{u

Ll ER

9.0 as B 75 ] 65 6.0 55 50 45 4.0 a5 R 5 0 LS 1] a5 aa
f1 (ppm)
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Anhang

56 (TH36)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
i § PDA Multi 1 254nm 4nm
300+ ’r\-i
200+ |
] |
. | ‘
100+ | |
- .
1 L8 28 g 8
4 P W < ]
o |'U \;._.A___ - T
D_DI o I2_|5I I 5_|[]I I TI_SI I I'I{IP.E]I o I'I2|.5I o I1E:_£!I o I1'|n‘|'_5
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#{ Ret. Time| Area% Area Height
1 1.898 1.676 76815 25932
2 2.306 95.406 4373988 318815
3 3.537 0.668 30609 5653
4 5.194 1.056 48401 8165
5 5622 0.840 38519 4524
6 7.037 0.188 8610 2218
7 13.138 0.167 7641 1743
Total 100.000 4584583 367050
1
H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Hexmbug 279E-29 PROTON_MApr2013 01
Hexmbuny 2798-99 300
TH3G !
L2a0
~240
=220
;21}{l
‘—]3[!
‘—]rZ-{l
.*]-1[l
—120
—100
]
i 60
‘ I k -
e WL . L l'Il J | 1_ Lo
—-0
2.0 115 110 105 10 05 o B 5 i 65 50 5.5 5.0 4.5 4.0 15 ] .5 20 1.5 1.0 0.5 [ 1]

XXXVI



1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

57 (TH72)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
] 2 PDA Multi 1 254nm,4nm|
300-] ‘F
2004 |
| |
. | 58
1007 38 | %
i P~ o 1 P~ |
N owm | o 4 2 /
ay ] =T A\ 2 II
- ZH| o T % _
-H— —_ ———
— — — | . — T
0 5 10 15 20 25
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#| Ret. Time| Area% Area Height
1 6.810 0.528 41593 2318
2 7.328 0.057 4511 369
3 7.961 1.005 79110 5669
4 8.185 1.090 85863 5400
5 12418 0.048 3802 267
6 13.354 95.675 7534120 344006
7] 14757 0.442 34813 4877
8 15.691 0.015 1167 115
9 16.024 0.047 3719 506
10|  16.397 0.040 3135 490
11 16.720 1.003 78969 11556
12 16.926 0.050 3938 534
Total 100.000 7874740 376109
'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heamburg_9135_PROTON_300c2013_01 550
Heimbumg_9135
THT2
500
-430
~400
350
300
50
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Anhang

58 (TH23)
HPLC
<Chromatogram>
mAL
] o PDA Multi 1 254nm, 4nm|
12503 l%
1000
750 ‘
500 || 3
] |
2501 l'. §‘«ﬂ 3
] ' v.o':H § o
o A L Ul | B |
00 25 so 75 w0 125 180 175
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#{ Ret. Time| Area% Area Height
1 5.646 80.775| 14839757 1302595
2 6.206 0.741 136214 29524
3 6.716 2.115 388605 64087
4 7.033 13.683 2513699 396662
5 7.526 0.203 37274 6205
6 8.196 2482 456058 67362
Total 100.000] 18371607 1866435
'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heimbug. 7192
Heimbug
THA
Hc 2192
|
| i
| | |
IV S S YV (0 e S S LA I NI N
115 10 IS W0 95 940 a5 a0 73 A 6.3 &0 3.5 5.0 4.5 4.0 35 30 5 i) LS o 0.5 o
f1 (pper)

XXXVIII



1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

59 (TH45)
HPLC
<Chromatogram>
mALU
25004 Z PDA Multi 1 254nm.4nm|
1 e
2000
1500
1000
500 |
] 3 o | & B
i 3 r~ 9 R
[]—_—n—ihn —-_"."—r"'._ JL—‘%‘ o=
S S e e s e e S
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#]i Ret. Time| Area% Area Height
1 3.541 0.810 242611 21325
2 7.372 0.036 10905 1801
3 7.988 0.181 54078 5293
4] 10.851 98536] 29507031 2401848
5 12.762 0.200 59848 10737
6] 13893 0.121 36265 6607
7 14.369 0.116 34725 6487
Tota 100.000] 29945463 2454098
1
H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heamburg -G, PROTON_17Sep2012_01 N
Heimbury _7H-05 450
TH 45
=400
~—30
200
150
100
=50
| ! |
| A I IR
11.5 1.0 135 10.0 985 o BS aa 5 i) 8.5 a0 5.5 50 45 40 5 el ] 25 20 1.5 1.0 0.5 a0

f1 (ppm)
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Anhang

60 (THS8)
HPLC
<Chromatogram>
mAL
7504 '% PDA Multi 1 254nm 4nm|
4 @
500+ “
250 ||
] % ||
] b I
0 h AN d L - _— —_—
0_0....2_,5... 5_IDIII|?_5||||1DI_DI T 12,_5. T 15|_D ...1%_5....
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#| Ret. Time| Area% Area Height
1 5.846 3943 394003 33709
2 §.698 96.057 9597581 760485
Total 100.000 9991584 794195
'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heimbum 7794-05_PROTON_(4pr3013_01 TS0
Heimbum 2794-05
TH53 =00
B30
—B00
550
~ 500
450
—400
330
300
50
—200
150
100
50
[ ) S S — | S L Lo
-5
9.5 90 BS5 B0 75 ] 65 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 R 25 20 15 1] 0.5 ((01]

XL



1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

61 (TH57)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
o PDA Multi 1 254nm,4nm|
500 5
] =]
400 ‘
3004 ‘
200 h
-mn_ |
§ ! w0
; g | § BE
o] L o) \ o 23
o P
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#] Ret. Time| Area% Area Height
1 9.240 0.655 42609 2898
2 9.972 98.154] 6382120 507784
3] 12449 0.324 21057 1776
4] 13552 0.744 48403 4547
5] 14075 0.123 7992 421
Tota 100.000] 6502181 517425
1
H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Hesmburg 2396-97 PROTON_HApr2013 01 —E50
Heimbungy_2296-97 |
THEF —EB00
il
|6
—600
500
~450
[
L
~30
‘
t t ‘—13(-
|
I | -
e LW V] S | | R Lo
-5
105 100 o5 o BS BD 7.5 0 8.5 a0 3.5 50 43 40 5 30 15 0 1.5 1.0 0.5 [ 1]
11 (ppm)

XLI



Anhang

62 (TH70)

HPLC

<Chromatogram>
mAL

150

.
T 10.850

O

PDA Multi T 254nm, 4nm|

0.0 25 50 75

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm

Peak#{ Ret. Time| Area% Area Height
1 10.850 98.457 3319026 156348
2 12.909 0.463 15612 2606
3 13.670 0913 30767 2167
4 15.019 0.167 5639 943
Total 100.000 3371044 162064

'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

Heambuyg F173_PROTON_20Aug2013 01
Heambug 7173
THAD
) ]
" " S |
115 110 I05 00 95 940 a5 a0 73 6.3 &0 3.5 5.0 4.0 35 30 5 i) LS Lo 0.5
f1 (ppm)
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1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

63 (TH71)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
1 ] PDA Multi 1 254nm,4nm
] 'S
1000+ |
1 |
] |
500 [ ~©
1 o o | @ 0
d Eﬁ%u op
IR A |
ol W S8 S Gl N 2 s .
L L S A S e S
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#l Ret. Time| Area% Area Height
1 3.272 0.022 7131 594
2 3.5562 0.010 3279 220
3 4341 0.007 2270 328
4 6.293 0.052 16962 510
5 6.731 0.092 30391 1105
6 7.211 0.047 15415 a72
7 7.648 0.089 29312 1495
[ 7.862 0.077 25424 2740
9 8.235 99.513 32741687 1408871
10 10.409 0.005 1794 302
11 11.899 0.009 2974 423
12 12.361 0.040 13217 2299
13| 12785 0.014 4476 639
14] 13317 0.004 1290 205
15 13.518 0.020 6445 674
Total 100.000] 32902065 1421277

'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

Heimburg. 7802
Heamburg
THTL

HcFa0a

260
~240
~z20
200

~180

140

~120
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Anhang

.’]-1[l
-_]][l
-']I[l
l] ]
;]l][l
‘—El]

— B3

64 (TH97)
HPLC
<Chromatogram>
mAU
. 3 PDA Multi 1 254nm 4nn]
] "
1500~
1000+
500-] |
] |
T |
il \ g
0 - SN —
S 5 A
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#| Ret. Time| Area% Area Height
1 7.794 99.830| 22671067 1758064
2 17.828 0.170 38553 1488
Total 100.000| 22709619 1759552
'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C
Heimbung 7520_PROTON_2552p2014_0L
Heimbuny_ 7520
THET
‘_._._/-_..J‘—__.__.._.__r-\____,‘—_r’—’”'*-’”-—-—' -L_'___,I. -.I 1
115 110 105 100 9.5 3.0 a.s a.0 5 8.5 6.0 45 40 30 5 20 15 10 0Ls o

XLIV
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1H-NMR und HPLC Spektren der Endverbindungen

65 (TH9S)

HPLC

<Chromatogram>
mAU

PDA Multi 1T 254nm,4nm|

3.824

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm

Peak#ii Ret. Time| Area% Area Height
1 3.824 99.549 6853619 452420
2 7.221 0.451 31083 3635
Total 100.000 6884702 456056

'H-NMR; 400MHz; d-DMSO; Temp. 27°C

Heimburg 7697_PROTON_D2OC20L4_ 0L

Hesmbusy 7697 =110
THEE
100
—d
—Bd
=7
=60
50
Lag
e
B
I | |
| Lir
Vil
Y |
S U ! o U A N A—
Lo
Lan
13.5 1.5 115 1ns 25 90 B BO 5 T A3 B0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 Q0

f1.(ppm]
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Anhang

Rontgenstrukturanalyse der SmHDACS8 (PDB-ID: 4BZ38)

Structural basis for the inhibition of histone deacetylase 8 (HDACS), a key epigenetic
player in the blood fluke Schistosoma mansoni.'®

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
(smHDACS), 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 smHDACS shows that this enzyme adopts a canonical o/f HDAC fold, with
specific solvent exposed loops corresponding to insertions in the schistosome HDACS
sequence. Importantly, structures of smHDACS in complex with generic HDAC inhibitors
revealed specific structural changes in the smHDACS8 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 smHDACS but show reduced affinity for human HDACsS. Crucially, we
show that a newly identified smHDACS 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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Computergestiitzte 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.

Computergestiitzte 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 smHDACS,
hHDACS, hHDACI1 and homology model of hHDAC6 was carried out using Schrodinger's
Glide®. The same protocol was used as in our previous studies’. Shortly, protein has been
prepared with Schrodinger's Protein Preparation Wizard. Hydrogens were added, protonation
states were assigned and a restrained minimization was performed. Ligands were prepared in
MOE’. 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 HDACS8 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, Schrodinger, 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 (HDACS8) 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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Anhang

Toxizititstest

Um die dargestellten Substanzen hinsichtlich ihrer Selektivitit auf die SmMHDACS gegeniiber
der HmHDACS8 zu testen, war es ebenso wichtig sogenannte ,,off target’-Effekte nach
Moglichkeit auszuschlieBen. Dazu wurde ein Zytotoxizitdtstest an verschiedene humane
Zelltypen durchgefiihrt. Das Testsystem hierbei war der Viabilititstest Alamar Blue®, welcher
die metabolische Aktivitit von Zellen misst. Die Zellen wurden jeweils fiir 45 Stunden mit
der jeweiligen Verbindung in einer Konzentration von 50 uM inkubiert und anschlieBend
mittels Fluoreszenzmessung gegen einen Standard ausgewertet. Dieser Test wurde von

FRANK ERDMANN am Institut fiir Pharmazie in Halle (Saale) durchgefiihrt.

SH-SY5Y Glioblastoma-Zellen

Tabelle 15: SH-SY Glioblastoma-Zellen Viabilitiit in % (Alamar Blue®)

SH-SY5Y SH-SY5Y SH-SY5Y
(Glioblastoma) : (Glioblastoma)
Verb. Verb. (Glioblastoma) Verb.
% Viabilitit % Viabilitit % Viabilitit
@ 50 uM @ 50 pM @ 50 uM
50a 48,32 500 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 S0w 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 52¢ 25,32
501 72,12 +£2,12 52d 76,99 + 1,75
50m 13,11 £0,85 52e 11,92
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Jurkat Leukemia T-Zellen

Tabelle 16: Jurkat Leukemia T-Zellen Viabilitit in % (Alamar Blue®)

Toxizititstest

Jurkat Jurkat Jurkat
(Leukemia T (Leukemia T (Leukemia T
Verb. cells) Verb. cells) Verb. cells)
% Viabilitit % Viabilitit % Viabilitat
@ 50 uM @ 50 uM @ 50 uM
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
500 22,88 52¢ 63,58
50q 15,34 52e 38,55
HEK-Zellen (human epithelial kidney-Zellen)
Tabelle 17: HEK-Zellen Viabilitit in % (Alamar Blue®)
HEK HEK HEK
(epithelial kidney (epithelial kidney (epithelial kidney
Verb. cells) Verb. cells) Verb. cells)
% Viabilitit % Viabilitit % Viabilitit
@ 50 uM @ 50 uM @ 50 uM
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 52¢ 70,193
500 72,2 52e 68,119
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Anhang

Escherichia coli und Sacharomyces cerevisiae

Der Zytotoxizitétstest an E. coli und S. cerevisiae diente ebenfalls dazu ,,off target“-Effekte zu
erkennen und nach Moglichkeit auszuschliefen. Dazu wurden Zellrasen der jeweiligen Zellen
angelegt und mit einem Raster aus Zellulosepunkten versehen. Diese ,,spots® dienen zum
Auftragen der Substanzen und der jeweiligen Positivkontrolle. Pro ,,spot* wurden 15 pl der
Substanz mit einer Konzentration von 100 uM aufgetragen. Nach 48 Stunden Inkubation
wurde das Ergebnis ausgewertet. Die Positivkontrolle Kanamycin ist ein Aminoglykosid-
Antibiotikum, welches toxisch auf E. coli wirkt. In Abbildung 91 kann man die Hemmhofe in
Abhingigkeit der Kanamycinkonzentration erkennen. Die getesteten Substanzen wiesen in
diesem Versuch keine Toxizitdt auf. Fiir S. cerevisiae diente Cycloheximid, ebenfalls ein
Antibiotikum, als Positivkontrolle. Die Hemmhofe in Abhédngigkeit der Konzentration sind
ebenso in Abbildung 91 zu sehen. Die getesteten Substanzen zeigten auch hier keine

Auswirkung auf das Zellwachstum. Dieser Test wurde von FRANK ERDMANN am Institut fiir

Pharmazie in Halle (Saale) durchgefiihrt.

S. cerevisiae

-

i
’

....}\\ o ~

positive control Cycloheximid

positive control Kanamycin

Abbildung 91: Auswertung der Toxizitéitstests von Escherichia coli (links) und Sacharomyces cereviciae (rechts).



Toxizititstest

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 Motilitdt 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. Uber die niichsten drei Tage hinweg wurde tiglich die
Hilfte des Mediums entfernt und mit frischem Medium inklusive Substanz wieder

1.15¢ entwickelt und bereits

aufgefrischt. Diese Methode wurde von QUENTIN BICKLE et a
erfolgreich von JENNIFER KEISER et al."” angewendet. Die Verbindung TH65 ist in dieser
Arbeit als Verbindung 50e bezeichnet (Abb.: 92). Unter der Behandlung mit TH6S5 (50e)
wurde ein konzentrationsabhingiger Riickgang an gepaarten adulten Schistosomen beobachtet

(Abb.: 87).
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Abbildung 92: Motilitiit 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 TH6S (50e) nach zwei
Tagen bei 100 %. Die Konzentration betrug 10 bzw. 20 umol pro Liter, als Referenz diente
DMSO (Abb.: 93).
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Anhang
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Abbildung 93: Viabilitit der juvenilen Schistosomen bei Behandlung mit TH65 (50e)

Ebenfalls wurde mit dieser Methode das Carbonsidurederivat TH65A/L (50e‘) (Abb.: 94)
hinsichtlich seiner Wirkung auf die juvenilen Schistosomen getestet. TH65A/L (50e¢) zeigte
im Vergleich zu TH6S (50e) wie erwartet keine bzw. nur geringe Effekte auf die Viabilitit
der Schistosomen (Abb.: 95).

TH6S (50e) TH65A/L (50e')

Abbildung 94: Strukturformeln von TH65 (50e) und TH65A/L (50e').
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Toxizititstest
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Abbildung 95: Viabilitiit der juvenilen Schistosomen bei Behandlung mit TH65A/L (50e¢).

Die Testungen an Schistosoma mansoni wurden in der Arbeitsgruppe von RAYMOND PIERCE

in Lille (Centre d'Infection et d' Immunité de Lille) durchgefiihrt.
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Anhang

Ein weiterer Test zur Bestimmung der Wirksamkeit der Substanzen auf S. mansoni war der
Alamar Blue®-Viabilititstest. Dieser Test wurde insgesamt zweimal durchgefiihrt mit jeweils
triplizierter Versuchsanordnung pro zu testender Substanz. Die Versuchsdurchfithrung des
Alamar Blue®-Assays beschriankte sich auf die einmalige Gabe der jeweiligen Substanz am
Versuchsbeginn. AnschlieBend wurden die Parasiten fiir 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'Tmmunité de Lille) durchgefiihrt.

Tabelle 18: Schistosoma mansoni Viabilitit in %

S. mansoni S. mansoni

Verb. % Viabilitit Verb. % Viabilitit
@ 10 uyM @ 10 yM

50c 74,88 + 4,09 52a 82,72 £2,35
50g 74,59 + 6,72 52¢ 843+ 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
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