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Zusammenfassung

Krebs ist eine Erkrankung, die immer mehr Menschen betrifft und deren Behandlung mit
vielen Nebenwirkungen und teilweise schlechten Prognosen verbunden ist. Deswegen ist es
wichtig, dass neue Therapien erforscht und entwickelt werden. Die vorliegende Arbeit leistet
ihren Beitrag auf diesem Gebiet, durch die Entwicklung potenter Inhibitoren einzelner
Vertreter der Familie der Histondeacetylasen (HDAC).

HDACSs spielen bei der Entstehung und dem Lebenszyklus verschiedenartiger Krebszellen
eine signifikante Rolle. Frihere Studien haben gezeigt, dass eine Inhibition verschiedener

HDACSs ein vielversprechender Ansatz zur Chemotherapie diverser Tumorerkrankungen ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden potente und selektive Inhibitoren fir die beiden in
Vorarbeiten néher untersuchten Isoformen HDAC8 und HDAC10 synthetisiert, analytisch
untersucht und biochemisch charakterisiert. Es wurde eine Substanzbibliothek diverser
HDACS-Inhibitoren, abgeleitet von einer gemeinsamen Leitstruktur, hergestellt und
hinsichtlich ihrer Struktur-Wirkungs-Beziehungen untersucht. Die aktivsten und selektivsten
Derivate wurden an Neuroblastomzellen getestet und stellten sich hier als potente und
vielversprechende Kandidaten heraus. Dartiber hinaus wurden die dargestellten Inhibitoren
in Zytotoxizitdtsassays an humanen HEK293 Zellen als nicht-toxisch klassifiziert, was

weniger Nebenwirkungspotential vermuten lasst.

Ebenso wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Substanzbibliothek diverser sehr potenter und
selektiver HDAC10-Inhibitoren dargestellt. Diese leiten sich von Ergebnissen durchgefihrter
Dockingstudien an einem Homologiemodell der hHDAC10 und an der kirzlich aufgelésten
Kristallstruktur von Zebrafisch HDAC10 (zHDAC10) ab. Die dargestellten Verbindungen
wurden hinsichtlich ihrer Struktur-Wirkungs-Beziehungen untersucht. Die aktivsten und
selektivsten Derivate wurden an ausgewahlten Leukamiezellen getestet und stellten sich hier
als potente und Vvielversprechende Kandidaten heraus. Zudem wurden erste
Untersuchungen durchgefiihrt, die den Mechanismus aufklaren sollen, wie HDAC10-
Inhibition die Apoptose in Leukamiezellen einleitet. Dartber hinaus wurden die dargestellten
Inhibitoren in Zytotoxizitdtsassays an HEK293 Zellen als nicht-toxisch klassifiziert. Damit
kénnen diese Verbindungen weiter auch in Tierversuchen auf ihr Potenzial fur eine

Tumortherapie hin untersucht werden.

Insgesamt liefert die vorliegende Arbeit einen wichtigen Beitrag zum Thema neuer HDACs
und ihren selektiven Inhibitoren als potenzielle Targets der Krebstherapie. Basierend auf den
vorliegenden Daten kann diese neue Substanzklasse fir einen Einsatz in der Tumortherapie

in zuknftigen Arbeiten biologisch charakterisiert und optimiert werden.



Abstract

Cancer is a disease that affects more and more people, and the treatment is associated with
many side effects and partially poor prognoses. Therefore, it is important that new therapies
are researched and developed. This work contributes to this field by developing potent
isoform selective inhibitors for the histone deacetyases HDACS8 and 10.

HDACs play a significant role in the development and life cycle of several cancer cells.
Previous studies have shown that the inhibition of distinct HDACs is a promising approach

for chemotherapy of various types of tumor diseases.

In this work potent and selective HDAC8 and HDAC10 inhibitors were synthesized and
biochemically characterized. A substance library of diverse HDACS inhibitors, derived from a
previously developed lead structure, was produced and examined concerning to their
structure-activity relationships. The most active and selective derivatives were tested on
neuroblastoma cells and turned out to be potent and promising candidates. In addition, the
synthesized inhibitors were classified as nontoxic in cytotoxicity assays using human

HEK293 cells, which suggests less potential for side effects.

A compound library of diverse potent and selective HDAC10 inhibitors was also synthesized
within the scope of this work. These are derived from results based on docking studies on
the homology model of human HDAC10 and on the crystal structure of zHDAC10. The
synthesized compounds were examined concerning to their structure-activity relationships.
The most active and selective derivatives were tested on several leukemia cells and turned
out to be potent and promising candidates. In addition, initial investigations were carried out
to clarify the mechanism by which HDAC10 inhibition initiates apoptosis in leukemia cells.
Furthermore, the synthesized inhibitors were classified as nontoxic in cytotoxicity assays.
This means that these compounds can also be further investigated in animal experiments for

their potential in the tumor therapy.

Overall, the present work provides an important contribution to the topic of novel HDACs and
their selective inhibitors as potential targets of cancer therapy. Based on the present data,
this new class of compounds can be biologically characterized and optimized for use in

tumor therapy in future work.
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1. Einleitung

1.1 Epigenetik

In der Epigenetik (von altgr. epi ,dazu“ und genea ,Abstammung® bzw. génesis ,Ursprung®)
ist eine Kernfrage, durch welche Einflisse die Aktivitat verschiedener Gene und somit die
Entwicklung einer Zelle gesteuert wird.! Epigenetik beschreibt vererbbare Veranderungen
der Genexpression, welche eine Anderung des Phanotyps, ohne gleichzeitige Anderung des
Genotyps (DNA Sequenz), hervorrufen.?® Dieses Verhalten erlaubt es einer Zelle, durch die
Kontrolle der Transkription auf duRere Einflisse und Pathogene zu reagieren*® sowie die
Differenzierung von Zellen einzuleiten. Ein bekanntes Beispiel ist hier die Differenzierung von
Tochterzellen einer befruchteten Eizelle, welche sich trotz gleichem genetischen Code zu
vielen verschieden Zelltypen des gesamten Organismus spezialisieren kénnen.® Diese
Anderungen des Phanotyps werden durch die zeitliche Abfolge der Desoxyribonukleinsaure-
(DNA; von engl.: Desoxyribonucleic acid) Transkription, -Rekombination, -Replikation und -
Reparatur gesteuert.” Die Gesamtheit dieser epigenetischen Zustande wird auch Epigenom
genannt.® Dies geschieht auf molekularer Ebene durch ein Gleichgewicht verschiedener
kovalenter Modifikationen der DNA, der Histon-Proteine und nicht Histon-Proteine und durch

Ribonukleinsaure- (RNA; von engl.: Ribonucleic acid) Interferenz (s. Abbildung 1).%1°

iDNA—M ethylierungl

RNA-Strang Hlston Modifikation )

. =)
,/QE
Nukleoso

Zellkern mitChromatin

Abbildung 1: Epigenetische Regulationsmechanismen, modifiziert nach Yan et al.*°

Diese DNA Modifikationen kdénnen eine Methylierung oder Hydroxymethylierung des Cs der
DNA-Base Cytosin sein, welche die Ablesbarkeit des betroffenen Genabschnittes
herabsetzen.!* Die Modifikationen der Histon-Proteine konnen den betreffenden

Genabschnitt aktivieren oder unterdriicken.'?134 Dies geschieht via Acetylierung,



Methylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinierung, Adenosindiphosphat- (ADP) Ribosylierung
oder SUMOylierung (kleine Ubiquitin-verwandte Proteine; von engl.: small Ubiquitin-related
modifier).>>1¢ Kovalente Modifikationen dieser Art in Kombination mit regulierenden
Enzymen und den Genen der DNA kénnen die diversen Phanotypen aus einem Genotyp
hervorbringen. Die Gesamtheit an posttranslationalen Modifikationen der Histone nennt sich
Histoncode.®'"8 Dieser kann den Zellzyklus und die Zelldifferenzierung regulieren sowie die

Apoptose einleiten. 51920

1.2 Histone und Histonmodifikationen

Als Nukleosom bezeichnet man die kleinste Packeinheit des Genoms im Zellkern
eukaryotischer Zellen.?! Es besteht aus etwa 147 DNA-Basenpaarungen, die sich um ein
Histonoktamer mit einer 1,65-fachen Wicklung winden.?? Dieses setzt sich aus vier
Untereinheiten zusammen (H2A, H2B, H3 und H4), welche Untereinander Dimere ausbilden,
die das Histonoktamer der Zusammensetzung (H2A/H2B)-(H3/H4),-(H2A/H2B) bilden.?*2* In
Kombination mit der Linker-DNA und dem Histonprotein H1, welches als Gerustprotein dient,
ergibt sich in elektronenmikroskopischen Aufnahmen die bekannte Perlenschnur-ahnliche
Struktur, das Chromatin (s. Abbildung 2).22%

Nukleosom

Abbildung 2: Chromatinstruktur, modifiziert nach Figueiredo et al.?®



Die Histone haben ein globuléares Zentrum und N-terminal einen sogenannten histone tail mit
vielen basischen Aminosauren (Lysin & Arginin).?’ Diese liegen unter physiologischen
Bedingungen protoniert, also positiv geladen vor. Mit Hilfe dieser positiven Ladung kann das
Histon mit dem negativ geladenen Ruckgrat der DNA unter anderem elektrostatisch
wechselwirken.?82°%  Diese dicht gepackte Struktur nennt sich Heterochromatin. Sie
verhindert das Ablesen der betreffenden Genabschnitte.3*? Durch Modifikationen an diesen
basischen Aminoséauren lasst sich die Bindungsstarke der DNA zum Histonprotein
beeinflussen. Ladungsénderungen oder sterische Beeinflussung der Nukleosomen kénnen
auf molekularer Ebene hierfur verantwortlich gemacht werden.*® Modifikationen wie
Acetylierungen oder Methylierungen schwéchen die Interaktion zwischen DNA und Histon,
so wird der entsprechende Genabschnitt aktiviert, also fiir das Ablesen zugelassen.®* Diese
locker gepackte Struktur nennt sich Euchromatin. 332

Fur das flieRende Gleichgewicht zwischen Heterochromatin und Euchromatin sind Histon
modifizierende Enzyme (HMESs) von entscheidender Rolle. Die HMEs lassen sich in drei
Klassen einordnen: Writer, Reader und Eraser. Writer sind fir das Hinzufiigen von
Modifikationen am histone tail zustandig, zu ihnen gehoren Histonacetyltransferasen (HAT)
und Histonmethyltransferasen (HMT).%5% Reader sind Erkennungsdomanen, die den Status
der Modifikation mithilfe von Bromodoménen oder plant homeodomains (PHDs) ablesen
konnen. Die genannten Transferasen weisen eine solche Doméane auf.*®% Eraser sind fur
das Entfernen von Modifikationen zusténdig, zu ihnen gehéren Histondeacetylasen (HDAC)
und Histondemethylasen (HDM).3537:38

@& Bromodomanen @ HDACs

H3 'H4 @ HMTs @ PHDs @ HDMs

Q DNA ‘ H2A # HZB: ‘ V .

Abbildung 3: Histon-DNA-Komplex und HMEs, modifiziert nach Filippakopoulos & Knapp3®



1.3 Histondeacetylasen

Histondeacetylasen (HDAC) spalten die Acetylgruppe der e-Aminofunktion von Lysinresten
im histone tail, welche zuvor durch HATs mithilfe von Acetyl-CoenzymA (Acetyl-CoA) als
Histonmodifikation eingefiihrt wurde. HDACs sind also die Gegenspieler der HATs. Durch
Acetylierung der e-Aminofunktion wird die positive Ladung des Lysins neutralisiert, dies fuhrt
zu einer abgeschwéachten Histon-DNA Interaktion, also zu einem Aktivieren des
Genabschnittes.®*® Durch Deacetylierung erhalt man das primare Amin in g-Position des
Lysins, welches unter physiologischen Bedingungen protoniert, also positiv geladen, vorliegt
(s. Abbildung 4). Die Interaktion des negativ geladenen DNA-RUckgrats mit der positiven
Ladung des Histon-Lysins ist starker, dies fuhrt zu einer Suppression des Genabschnittes.
Dieser Wechsel beschreibt das Gleichgewicht zwischen Euchromatin und Heterochromatin.
Die HDAC-ALktivitat bedingt also Gensuppression und die Bildung von Heterochromatin. Auf
diesem Wege spielen die Enzyme der HDAC-Familie eine Schlisselrolle in der

Genregulation. 404142
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Abbildung 4: Lysin Deacetylierung und Acetylierung durch HDAC und HAT; R = Peptidreste

Neben dem Entfernen von Acetylresten der Histone kénnen HDACs ebenso Acetylfunktionen
von Lysinresten in nicht Histon-Proteinen spalten, man findet deshalb haufiger die
Bezeichnung Lysindeacetylasen (KDAC). Zu den Substraten der KDACs zahlen
hauptséchlich Transkriptionsfaktoren wie p53, Zytoskelettproteine, wie a-Tubulin,
Transportproteine im Zellkern und Chaperone, deren Stabilitat und Aktivitat vom

Acetylierungsmuster abhangt.+3444°

Der Mensch besitzt 18 verschiedene HDACs, die mittels ihrer Sequenzhomologie zu den
HDACs der Backerhefe (Saccharomyces cerevisae) in vier verschiedene Klassen
eingeordnet  werden kénnen. Zu Klasse 1] zahlen die  Sirtuine, die
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD") als Kofaktor bendétigen. Es gibt sieben verschiedene
Sirtuine (SIRT1-SIRT7), welche keine Sequenzhomologie zu den Klassen I, 1l und IV
aufweisen. Neben der Deacetylaseaktivitat konnte fur die Sirtuine auch eine ADP-

Ribosyltransferaseaktivitat nachgewiesen werden.*



Klasse | beinhaltet HDAC1, HDAC2, HDAC3 und HDACS. Klasse Il wird nochmals in Klasse
Ila und Klasse lIb unterteilt. Zu Klasse lla gehéren HDAC4, HDACS5, HDAC7 und HDACSO. In
der Klasse llb befinden sich HDAC6 und HDAC10, welche zwei katalytischen Doméanen
besitzen. Klasse IV beinhaltet nur einen Vertreter, namentlich HDAC11 (s. Abbildung 5).4748
Die Klassen I, Il und IV sind Zn?* abhangig.*®

Klasse | HDACs Klasse Ill HDACs
HDAC (] ] PP ) SIRT1 NN
HpAC2 (] ] PP ) SIRT2 N N
HDAC3 |_] ] P SIRT3 N N
HDACS (|_P] ] ) SIRT4 || 1] )

Klasse Ila HDACs sirrs L W I I )
HDACA4 P P Pl ] ) sirte (] L] )
HDACS || P P ) ] ) SIRT7 | ) [l | )
HDACT PP__P P ) Klasse IV HDACs
HDACS || P P P] ] ) HDAC 11—

Klasse Illb HDACs
HDAcs (I ] I
HDACd]. I | -

[Klasse | katalytische Domane EKlasse Il katalytische Domane

[CJKlasse llakatalytische Domane [CJNAD+*-Bindestelle

lKlasse Ilb katalytische Domane [CKlasse IV katalytische Domane
[CKlasse llIbinaktive kat. Domane P Serin-Phosphorylierungsstelle
[EZinkfingerdomane

Abbildung 5: Klassen der HDACs und deren strukturelle Betrachtung, modifiziert nach Bradley et al.*®

Es konnte gezeigt werden, dass klassische HDACs verwandte Enzyme in Arche- und
Eubakterien haben. Dies zeigt die Moglichkeit eines gemeinsamen Vorgangerenzyms auf,
welches keine Histondeacetylaseaktivitat aufweist.*”*° So kann auch erklart werden, wieso
nicht alle gezeigten HDACs Histone zum Substrat haben. Hauptséchlich HDACs der Klasse |
weisen Histondeacetylaseaktivitat auf, sie kommen ubiquitar, bevorzugt im Zellkern
lokalisiert, vor. Eine gewebespezifische, zytoplasmatische Aktivitat konnte fir HDACL,
HDAC3 und HDACS8 gezeigt werden.’®%%2 Sje kommen hauptsachlich als
Multiproteinkomplex vor, wobei dessen Zusammensetzung Uber Aktivitat und
Substratspezifitat entscheidet.>® Neben der Lysindeacetylaseaktivitat konnte fiir HDACS8 auch
eine Aktivitat gegentber langerkettigen Acyllysinen gezeigt werden.>* Die HDACs der Klasse
| haben Einfluss auf die Transkription, die DNA-Reparatur, das Spleil3en von Proteinen und
die Zellproliferation.®® In knock-out Studien an Mausen konnte gezeigt werden, dass Klasse |
HDACS fur die Zellproliferation und das Uberleben der Zellen mitverantwortlich sind.%%°” Da
die humane HDACS8 eines der zentralen Themen dieser Arbeit ist wird sie in Kapitel 1.4

genauer betrachtet.

Die HDACs der Klasse lla werden gewebespezifisch exprimiert, sie kommen im Gehirn, dem
Herzen und in Muskelzellen vor. Eine erhdhte Konzentration an HDAC7 wurde aul3erdem im
Lungengewebe nachgewiesen.®® Die Deacetylaseaktivitat der HDACs der Klasse lla ist

alleinstehend verhaltnisméafig gering, erst in Multiproteinkomplexen erreichen sie das



physiologisch  relevante  Level. Im  Multiproteinkomplex  fungieren  sie als
Transkriptionsregulatoren.>® Der konservierte N-Terminus der Klasse Illa Enzyme umfasst
mehrere Serin-Seitenketten, deren Phosphorylierung als Bindungssignal fur 14-3-3-Proteine
dient, was zu einem Ausschleusen der Enzyme aus dem Nukleus in das Zytosol fuhrt. Dies
hat zur Folge, dass eine Interaktion mit den Transkriptionsregulatoren des Zellkerns
ausbleibt, was charakteristisch fir die Enzyme der Klasse lla ist und mitunter der
Aktivitatsregulierung dient.>

Das besondere bei den HDACs der Klasse Ilb ist, dass sie zwei katalytische Domé&nen
besitzen. Bei HDACG6 zeigen beide Domanen eine Aktivitdt, wahrend HDAC10 eine aktive
und eine inaktive katalytische Doméne besitzt.*® Die beiden katalytischen Domanen der
HDACG6 zeigen unterschiedliche Aktivitat und Substratspezifitat.*® HDAC6 und HDAC10 sind
primér im Zytoplasma lokalisiert, konnen aber durch zellulare Signale in den Zellkern dirigiert
werden.56263 |m Zytosol ist die Deacetylaseaktivitat der HDAC6 primar fir die Organisation
des Zytoskeletts verantwortlich. Fur eine der katalytischen Domanen wurde zusatzlich
Ubiquitinligaseaktivitat nachgewiesen.®* Uber dies hinaus besitzt die HDAC6 eine
Ubiquitinbindestelle zum Erkennen fehlgefalteter Proteine und anschlieBendem Ausbilden
von  Aggresomen.®®®  Neue  Untersuchungen haben fir HDAC10 eine
Polyamindeacetylaseaktivitat aufgezeigt.®® Da HDAC10 in Leber, Milz und Niere besonders
hohe Konzentrationen aufweist wird vermutet, dass das Enzym hier fur die Deacetylierung
von Polyaminbausteinen verantwortlich ist.52¢¢” Da die humane HDAC10 eines der

zentralen Themen dieser Arbeit ist wird sie in Kapitel 1.5 genauer betrachtet.

HDAC11, das einzige Enzym der Klasse IV, wurde 2002 erstmals beschrieben.®® Da es zu
den anderen Klassen nur geringe Sequenzhomologie aufweist wurde die Klasse IV
erschaffen. Es wird vermutet, dass HDAC11 bei der Modulation des Immunsystems eine
Rolle  spielt.®®  Aktuelle  Studien  zeigen, dass HDAC11 eine  Lysin-
Fettsaureamidhydrolaseaktivitat zeigt und vor allem Myristoylreste von acylierten Lysin-

Seitenketten abspaltet.”®"

1.3.1 Katalytischer Mechanismus der Zn?*-abhangigen HDACs

Der katalytische Mechanismus, der fir die Hydrolyse des Acetyllysins durch Zn?*-abhangige
HDACSs verantwortlich ist, wurde anfangs durch Kristallstrukturen des histone deacetylase-
like protein (HDLP) aus Aquifex aeolicus aufgeklart. Die Sequenzhomologie zwischen HDLP
und der humanen HDACL1 betragt 35 %."?

AnschlieRende Studien haben diesen Mechanismus anhand von Kristallstrukturen und

enzymatischen  Untersuchungen der humanen HDAC8 (hHDACS8) verfeinert



(s. Abbildung 6).” Im prakatalytischen Michaelis-Komplex koordiniert die zu spaltende
Carbonylfunktion des Acetyllysins das Zn?*-lon und akzeptiert eine Wasserstoffbriicke zu
dem Tyrosinrest 306. Tyrosin 306 zeigt eine Konformationséanderung zwischen einer in und
einer out Orientierung, um die Substratbindung zu gewéhrleisten. Dies zeigen Computer-
gestitzte und experimentelle Studien von hHDACS8 und anderen HDACs."#75:76.77.78
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Abbildung 6: Mechanismus der Lysin Deacetylierung am Beispiel von hHDACS8, modifiziert nach Porter
und Christianson

Die Deacetylierung beginnt mit einem nukleophilen Angriff eines Wassermolekils am partial
positiv geladenen Kohlenstoff der Carbonylfunktion. Hierbei wird die Polaritat der
Carbonylfunktion zusatzlich durch eine Wasserstoffbriickenbindung mit der Hydroxylgruppe
des Tyrosin 306 verstarkt. Auch die Koordination der Carbonylgruppe am Zn?* erhoht die
Aktivitat und schafft zeitgleich eine rdumliche Nahe zum Nukleophil, einem aktivierten
Wassermolekil. Das Wassermolekdl, welches koordiniert durch die Histidine 142 und 143
vorliegt, zeigt ebenfalls eine Koordination zum Zn?*. Mit diesen Interaktionen geht ein
Absenken des pKs-Werts einher, was den nukleophilen Angriff des Wassers zusatzlich
beglnstigt. Das gebildete tetraedrische Intermediat wird durch Koordination mit dem Tyrosin
306 und dem Zn?* stabilisiert. Das freiwerdende Proton wird vom Histidin 143 abgefangen.
Die entstandene negative Ladung am Carbonylsauerstoff kann Uber die neu entstandene O-
C-0O Bindung stabilisiert werden, dies fuhrt zum Spalten der Bindung zwischen dem Stickstoff
des Lysins und dem Kohlenstoff der Carbonylverbindung. Die freien Bindungselektronen am
Stickstoff kbnnen, zu dem am Histidin 143 befindlichen Proton, eine neue Bindung ausbilden.
Es entsteht ein primares Amin und ein Molekuil Essigsdure. Durch Protonentransfer wird das
primare Amin protoniert und die Essigsaure deprotoniert. Die Freisetzung des entstandenen
Acetats erfolgt Uber den Acetate-Release-Channel. Das protonierte Lysin wird Uber den

Acetyllysinkanal freigesetzt.”>"®



1.3.2 Bedeutung von HDACs fur onkologische Erkrankungen

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass bestimmte HDACSs in verschiedenen Krebszellen
eine vom physiologisch normalen Niveau abweichende Expression aufweisen. Ebenso
konnte gezeigt werden, dass HDACs eine wichtige Rolle beim Ausbilden von Krebszell-
typischen Merkmalen spielen.%818283 |m Folgenden werden fiir alle HDACs Verbindungen zu
Krebserkrankungen gezeigt. Diese Vielzahl an HDAC-Beteiligungen in Krebserkrankungen
zeigt, dass HDACs sehr attraktive Ziele zur Erforschung neuer Tumortherapeutika sind.

So konnte fur HDAC1 eine Beteiligung unter anderem an Magenkrebs,® Lungenkrebs,®®
Darmkrebs,® Prostatakrebs®” und Leberzellkarzinomen® gezeigt werden. Durch HDAC1
Knockdown in Gebarmutterhalskrebszellen wurde eine Inhibition der Proliferation und ein
Einleiten der Autophagozytose beobachtet.?® Bei Brustkrebszelllinien wurde bei HDAC1
Knockdown ein Wachstumsstopp, Zellzyklusarrest und Apoptose beobachtet.?® In
Darmkrebszellen wurde ein durch HDAC1 Knockdown bedingtes Unterdriicken des

Zellwachstums festgestellt.&-

Fur HDAC2 wurde eine Beteiligung unter anderem an Darmkrebs,®® Gebarmutterhalskrebs,®*
Magenkrebs®? und Prostatakrebs® gezeigt. In Gebarmutterhalskrebszellen fiihrte ein HDAC?2
Knockdown zur Apoptose. Durch HDAC2 Knockdown wurde in Brustkrebszellen eine
Inhibierung der Proliferation, ein Einleiten der Apoptose und Zellseneszenz ausgelost.®* Der

HDAC2 Knockdown in Darmkrebszellen fiihrt zu einem erliegen des Zellwachstums. 89

Fur HDAC3 wurde eine Beteiligung unter anderem an Magenkrebs,® Prostatakrebs®’ und
Darmkrebs®® nachgewiesen. Hierbei wurde eine Kombination aus tberexprimierten HDAC1,
HDAC2 und HDAC3 gezeigt. Bei Zellen der Promyelozytenleukamie fuhrte ein Knockdown
von HDAC3 zu einer Aktivierung von Differenzierungsgenen. Bei Zellen der akuten
myeloischen Leukémie (AML) fuhrte ein HDAC3 Knockdown zu einer Unterbrechung des

Zellzyklus.®

HDACS spielt eine wichtige Rolle bei Neuroblastomen im Kindesalter.®® Hier wurde eine
erhohte HDACS8 Expression mit einer schlechteren Uberlebensrate, klinischen und
genetischen Risikofaktoren und einem vorangeschrittenen Status der Erkrankung in
Verbindung gebracht. Ein HDAC8 Knockdown in Neuroblastomzellen fiihrte zum
Zellzyklusarrest und unterbindet die Zellteilung. Ebenso konnte gezeigt werden, dass ein
HDAC8 Knockdown in Lungen-, Gebarmutterhals- und Darmkrebszellen die Proliferation
reduziert.? In T-Zell Lymphomzellen wurde durch HDACS8 Inhibition die Apoptose
eingeleitet.'® HDAC8 Knockdown in Plattenepithelkarzinom- und Brustkrebszellen fuhrt zur

Apoptose.191192 HDACS liegt in Leberzellkarzinomen ebenfalls tiberexprimiert vor.%3



Fur HDAC4 wurde eine Beteiligung unter anderem an Brustkrebs,'** Eierstockkrebs!®® und
der Promyelozytenleukamiel® gezeigt. Bei Zellen der Promyelozytenleukamie unterdriickt
HDAC4 Differenzierungsgene.'®® Bei Eierstockkrebs fiihrt ein HDAC4 Knockdown zu einer
verminderten Expression und Funktionalitéat von HIF-1a (Hypoxie-induzierender Faktor-1 a),
einem Transkriptionsfaktor, welcher unter anderem fir Cisplatinresistenzen verantwortlich

gemacht wird.%

Fur HDAC5 wurde eine Beteiligung unter anderem an Darmkrebs,®” Lungenkrebs,'%®
Brustkrebs'® und akuter Erythroleukamie festgestellt. Bei der akuten Erythroleukamie
interagiert HDAC5 mit GATA-1 (GATA-Bindungsfaktor-1, bindet an GATA-Motiv der DNA),
einem Transkriptionsfaktor der Erythrozyten.® Bei Darm- und Lungenkrebszellen ist HDAC5

mitverantwortlich fur die Proliferation. %718

Fur HDAC7 wurde eine Beteiligung unter anderem an Darmkrebs,'° Lungenkrebs,!!
Magenkrebs!? und Brustkrebs!!® festgestellt. Bei Magenkrebs wird HDAC7 mitverantwortlich
fur die Bildung von Metastasen gemacht.'*? Bei der Karzinogenese von Lungenkrebs spielt
HDACY7 durch die Inhibierung des Transkriptionsfaktors STAT3 (Signalwandler und Aktivator
der Transkription 3, von engl.: Signal transducer and activator of transcription 3) eine

wichtige Rolle.*'?

Fur HDAC9 wurde eine Beteiligung unter anderem an Brustkrebs,'* Leberzellkarzinomen,®
Magenkrebs® und Lungenkrebs!!’ festgestellt. Bei Brustkrebs spielt HDAC9 eine Rolle bei
der Resistenz des Tumors gegeniiber verschiedenen Chemotherapeutika.!* HDAC9
Knockdown steht im Zusammenhang mit verringertem Tumorwachstum und Einleiten der

Apoptose in Lungenkrebszellen.!’

Fur HDAC6 wurde eine Beteiligung unter anderem an Mundhdhlenkarzinomen,®
Brustkrebs,'® Darmkrebs'*® und Lungenkrebs!?®® beobachtet. Ein HDAC6 Knockdown in
Dickdarmkrebszellen  fihrte zu einer Herabregulierung von HIF-1a, einem
Transkriptionsfaktor, welcher unter anderem fir Cisplatinresistenzen verantwortlich gemacht
wird.®° Die Inhibition von HDAC6 schwacht das Wachstum von Lungenkrebszellen ab.*?
HDACS6 tragt zur Metastasierung von Brustkrebszellen bei.'*® Allerdings zeigen selektive
HDACG6 Inhibitoren keine bis sehr schwache klinische Aktivitdt in verschiedenen

Krebserkrankungen was die Rolle von HDACG6 kontrovers erscheinen lasst.'?!

Fur HDAC10 wurde eine Beteiligung unter anderem an Lungenkrebs,®*1?? Eierstockkrebs!??
und Neuroblastomen festgestellt.124125126 Eine HDAC10 Inhibition fiihrte zum Zellzyklusarrest
und zur Apoptose in Lungenkrebszellen.®®'22 Cisplatin resistente Eierstockkrebszellen
konnten durch einen HDAC10 Knockdown wieder fir die Cisplatintherapie zugénglich
gemacht werden.'?® Bei Doxorubicin-resistenten Neuroblastomzellen fiihrte eine HDAC10

Inhibition zu einer Sensibilisierung gegenlber der Chemotherapie. 14125126
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Fur HDAC11 wurde eine Beteiligung unter anderem an Prostatakrebs,'?” Brustkrebs,'?®
Leberzellkarzinomen?® und Urothelkarzinomen des Nierenbeckens!®® festgestellt. In
Leberzelllinien wurde beobachtet, dass eine HDAC11 Inhibition zur Apoptose fiihrt.»*° Es
wurde gezeigt, dass eine HDAC11 Inhibition die Metastasenbildung bei Brustkrebs fordert. 28

1.3.3 Die Rolle von HDACs in Nicht-Krebserkrankungen

Es wurden ebenfalls viele HDAC-Beteiligungen an Nicht-Krebserkrankungen gezeigt. So
zeigt HDAC1 unter physiologischen Bedingungen eine Interaktion mit FUS (Im Sarkom
fusioniert, von engl.: Fused in sarcoma), einem DNA/RNA bindendem Protein, welches auf
DNA-Schaden reagiert und diese Uber homologe Rekombination repariert. Liegt eine
Mutation der Gene fur FUS vor, so kann die HDAC-FUS Interaktion geschwacht werden, was
zu amyotropher Lateralsklerose, einer nicht heilbaren degenerativen Erkrankung des

motorischen Nervensystems, filhren kann.!

HDACS8 konnte als ein verantwortliches Enzym fir das Cornelia-de-Lange-Syndrom, einem
seltenen Dysmorphiesyndrom mit kognitiven Beeintrachtigungen, identifiziert werden. Es
wurde eine SMC3 (Strukturelle Aufrechterhaltung des Chromosomenproteins 3, von engl.:
Structural maintenance of chromosomes protein 3) Deacetylaseaktivitat fuir HDAC8 gezeigt,
welche durch Mutationen verloren gehen kann. Ein SMC3 Deacetylaseaktivitatsverlust der

HDACS steht in direktem Zusammenhang mit einem Ausbilden der Erkrankung.132133.134

Es konnte gezeigt werden, dass erhéhte HDAC10 Level in Leberzellen von Ratten unter
Nahrungsmangel einen signifikanten Einfluss auf ein eingeschranktes Wachstum und

Autophagozytose in den Leberzellen haben.*®

Ebenfalls konnte ein Einfluss von HDAC2, HDAC3, HDAC6, HDAC9 und HDAC10 auf
chronisch entziindliche Darmerkrankungen belegt werden. So wurde bei einer Inhibition der

HDACSs durch Butyrate eine entziindungshemmende Wirkung festgestellt.**¢

Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass eine HDAC2- und HDACS-Inhibition durch

Butyrate zu einer Dampfung der Entziindung bei rheumatoider Arthritis fuhrt. 7

Auch nicht humane HDACSs sind Ziel von diversen Therapien. So werden zum Beispiel bei
Bilharziose (Schistosomiasis), einer parasitdren Erkrankung, die weltweit mehr als 290,8
Millionen Menschen betrifft (WHO, Stand: 2018),'* diverse Therapieansatze erforscht, die
durch eine Inhibition der schistosomialen HDAC8 ein Absterben der Parasitenlarven

erreichen.®°
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1.4 HDACS8

Die humane HDACS8 wurde 2000 erstmals beschrieben.40141142° Aufgrund der 54%igen
Sequenzhomologie zu HDAC1 und HDAC2 und der 39%igen Sequenzhomologie zu HDAC3
wurde HDACS als Klasse | HDAC eingestuft.** HDACS ist ein ubiquitar exprimiertes 42 kDa
Enzym, welches aus 377 Aminoséuren aufgebaut ist. Es befindet sich gleichermal3en im
Nukleus wie auch im Cytoplasma, dies unterscheidet die HDACS8 von den anderen Klasse |
HDACs.**® Ebenso ein Unterschied zu den anderen Klasse | HDACs ist, dass HDACS keine
C-terminale Protein-bindende Doméne besitzt.'** Die HDAC8 Aktivitat und Spezialisierung
kann durch Serin 39 Phosphorylierung, ein konserviertes Aspartat 101 und einen sehr

flexiblen Loop erklart werden. 144145

HDACS ist mitverantwortlich fir die Differenzierung von Zellen der glatten Muskulatur und fur
deren Kontraktion durch Interaktionen mit a-Aktin sowie fir die Dynamik im Cytoskelett.%2146
Eine weitere Rolle, die HDACS8 einnimmt, ist die Kontrolle der Morphogenese des
Schédelknochens, so fuhrt ein HDAC8 Knockdown bei perinatalen Mausen zu Instabilitaten

im Schadel, welche zum Tode fithren.4”

HDACS8 konnte als ein verantwortliches Enzym fiur das Cornelia-de-Lange-Syndrom, einem
seltenen Dysmorphiesyndrom mit kognitiven Beeintrachtigungen, identifiziert werden. Es
wurde eine SMC3 Deacetylaseaktivitat fur HDAC8 gezeigt, welche durch Mutationen
verloren gehen kann. Ein SMC3 Deacetylaseaktivitatsverlust der HDACS8 steht in direktem
Zusammenhang mit dem Ausbilden der Erkrankung.¥2133134 Es wurde gezeigt, dass HDACS
in Brustkrebszellen Uberexprimiert vorliegt und hier die Verbreitung der Krebszellen férdert.
Hierbei erhdht HDACS8 die Stabilitdét von SNAIL1 (Snail Familie Transkriptionsrepressor 1,
Snail ist eine Transkriptionsfaktorenfamilie), einem wichtigen Regulator der Epithelial-
mesenchymalen Transition. Dies funktioniert Uber die von HDACS eingeleitete Verringerung
der Expression der GSK-3B (Glykogensynthase-Kinase 3B), einer Kinase.'*® Es konnte
gezeigt werden, dass HDACS8 eine signifikante Rolle bei der Pathogenese von
Neuroblastomen im Kindesalter spielt und dass die HDAC8 Expression direkt mit einem
vorangeschrittenem Krankheitsstatus und Markern fiir schlechtere Prognosen korreliert. So
konnte bei Patienten, die nach [INSS-Klassifikation (internationale Neuroblastom
Stadieneinteilung, von engl.: international Neuroblastoma staging system) Stufe vier
erreichen, festgestellt werden, dass HDACS8 die einzige HDAC ist, die signifikant
Uberexprimiert vorliegt. Es wurde gezeigt, dass ein HDAC8 Knockdown in
Neuroblastomzellen zum Zellzyklusarrest fiihrt und die Zellteilung unterbindet, ohne die H4

Acetylierung im Organismus zu storen.®
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Abbildung 7: Katalytisches Zentrum der hHDAC8 mit TH6, PDB ID: 2V5X; Gelb: Inhibitor-Kohlenstoff;
Grau: Enzym-Kohlenstoff; Rot: Sauerstoff; Blau: Stickstoff; Gelb: Schwefel; Cyanfarbene
Sphare: Zinkion; rote Sphare: Wassermolekll; gestrichelte Linie: Wasserstoffbriickenbindung. Erstellt
von Dr. Dina Robaa

In Abbildung 7 erkennt man das katalytische Zentrum der hHDAC8 und wie TH6 (vergleiche
Kapitel 1.6.1) bindet. Man erkennt gut, dass die Hydroxamsaurefunktion das ZzZn?
zweizahning koordiniert und dass durch Wasserstoffbricken zu den Histidinen 142 und 143
diese Bindung weiter stabilisiert wird. Weitere Wasserstoffbrickenbindungen finden sich
zwischen Hydroxamsaurefunktion und dem fur die Katalyse wichtigen Tyrosin 306 und
zwischen Etherfunktion und einem in der katalytischen Tasche befindlichen Wassermolekdl.
Ebenfalls gut zu erkennen sind die Gatekeeper-Aminosaure Methionin 274 und das
konservierte Aspartat 101. Ebenfalls zu erkennen ist die Koordination des Zn?* durch
Aspartat 178, Histidin 180 und Aspartat 267, welche das Zinkion an der fur die Katalyse

relevanten Stelle fixieren, wie in Kapitel 1.3.1 beschrieben.
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1.4.1 HDACS Substrate

Die humane HDACS8 zeigt in vitro eine Aktivitat gegen eine Vielzahl von acetylierten
Histonlysinen. Hierzu gehoéren unspezifische, acetylierte Lysine von H2A, H2B, H3 und H4.
Studien stellten fest, dass Peptidsequenzen des histone tail von H4 mit einem acetylierten
Lysin an Position 16 ein sehr gutes in vitro Substrat sind.140141.142149 Fhenfalls zeigte HDAC8
eine Deacetylaseaktivitat gegentiber einem acetylierten Lysin an Position 20 des histone tail
von H4, diese Deacetylierung verlauft jedoch bedeutend langsamer, 14910

Die Tatsache, dass HDACS8 ebenfalls im Cytoplasma von Zellen der glatten Muskulatur
vorliegt, zeigt, dass auch nicht-Histon Substrate von HDACS8 erkannt werden. So wurde
festgestellt, dass HDAC8 Peptidsequenzen umsetzt, die dem C-Terminus des
Transkriptionsfaktors p53 nachempfunden sind. Der Umsatz der p53-Peptidsequenz erfolgte
signifikant schneller als der des acetylierten Lysins an Position 16 des H4, 52146149151 Fg
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass 7-Amino-4-methylcumarin-Derivate (AMC-Derivate)
von Peptidsequenzen, die p53 und H4 nachempfunden sind, als Substrat erkannt und
umgesetzt werden, auch hier wurde eine Praferenz zum p53 Substrat nachgewiesen.#°
Neben p53 hat HDACS viele weitere nicht-Histon Substrate. Hierzu zéhlen unter anderem
SMC3,'* ERRa (Ostrogenbezogener Rezeptor a, von engl.: Estrogen-related receptor a),**?

Peroxidedoxin 6 und Parkinson Protein 7.153.154

Studien zeigen, dass die Substratspezifitat der HDACS8 durch Interaktionen gesteuert wird,
welche in unmittelbarer Ndhe zum Substratbindetunnel stattfinden, aber auch durch
Interaktionen, die eine groRere Distanz zur Substratbindestelle aufweisen. So wurde gezeigt,
dass HDACS die drei an Position 9, 14 und 56 monoacetylierten H3/H4 Tetramere effizienter
umsetzt als die korrespondierenden acetylierten Peptide, welche aus 7, 13 oder 17

Aminosauren aufgebaut waren.°®

Es ist umstritten, ob Histone in vivo echte Substrate der HDACS sind.'*® Daten zeigen, dass
HDACS Inhibition zu Hyperacetylierung*®® und dass HDACS8 Uberexprimierung zu geringer
Acetylierung fuhrt,™®” aber genaue Massenspektrometrie (MS) Analysen konnten Histone
nicht als HDAC8 Substrat nachweisen.®® Es ist moglich, dass HDACS8 nur wenige bestimmte
Histonabschnitte als Substrat erkennt, welche bei MS Analysen durch globale
Acetylierungsmuster Uberdeckt werden'®® oder dass die HDAC8 Aktivitit vom Zelltyp

abhangt.t®°

Langerkettige Acyllysine gehdren ebenfalls zu den Substraten, die HDAC8 umsetzt.
Acylgruppen mit einer Lange von zwei bis 16 Kohlenstoffatomen, welche am Stickstoff von
Lysin 9 eines H3 Peptids hangen, werden durch HDAC8 gespalten. Die Katalyse der
Spaltung von Octanoyl-, Dodecanoyl- und Myristoyllysin ist hierbei um ein Vielfaches besser

als fur Acetyllysin. So wurde in Jurkatzellen bei HDACS8 Inhibition ein global héheres Level
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an Fettsaureacylierung nachgewiesen.® Das Anhangen von Fettsauren an Enzyme ist eine
posttranslationale Modifikation, die unter anderem fur die Interaktion von Enzymen mit der
Zellmembran eine Rolle spielt.*®°

1.5 HDAC10

Die humane HDAC10 wurde 2002 erstmals beschrieben.®267.161162 Ayfgrund der 55 %igen
Sequenzhomologie zu HDAC6 wurde sie in Klasse b eingeteilt. Die Tatsache, dass beide
Enzyme zwei katalytische Domanen besitzen, hebt sie besonders von den Enzymen der
anderen Klassen ab. Bei der HDAC10 ist allerdings nur eine der beiden aktiv, da die inaktive
Domane keine Substratbindestelle besitzt. Eine Vermutung ist, dass die inaktive katalytische
Domane mit der aktiven interagiert und so deren Sensitivitat beeinflusst. 6267161162 pje
humane HDACI10 ist ein 64 kDa Enzym bestehend aus 669 Aminosauren.®” Fir HDAC10

konnte eine Polyamindeacetylaseaktivitat nachgewiesen werden.®

Jungere Studien stellten einen Zusammenhang zwischen HDAC10 und mehreren
physiologischen wie auch pathologischen Prozessen her. Bei HDAC10 Knockout wurde eine
Aktivitatssteigerung regulatorischer T-Zellen beobachtet, was die immunsuppressiven
Effekte der T-Zellen steigert.2®31%* Auch ein Effekt auf DNA-Reparaturmechanismen konnte
gezeigt werden.'® Ebenso wurde festgestellt, dass HDAC10 einen Einfluss auf die
Metastasierung, die Proliferation und die Resistenzentwicklung von verschiedenen
Krebszellen hat.®3122123.166 5g hat die HDAC10 induzierte Hemmung der Metalloproteasen 2
und 9 einen hemmenden Einfluss auf die Metastasierung von Gebarmutterhalskrebs.%®
Verschiedene Zelllinien von Lungenkrebszellen zeigten eine erhdhte Konzentration an
HDAC10. Es wurde festgestellt, dass HDAC10 essenziell fur die Proliferation der
Lungenkrebszellen ist und dass eine Hemmung oder ein Knockout zum Zellzyklusarrest und
schlieRlich zur Apoptose fiihrte.53122 Bei der Cisplatintherapie von Eierstockkrebs kénnen die
Krebszellen Resistenzen entwickeln. Es konnte gezeigt werden, dass HDAC10 hier eine
Rolle spielt und dass ein Hemmen der HDAC10 der Krebszellen durch siRNA (kleine
interferierende RNA, von engl.: small interfering RNA) zu einer erhéhten Empfindlichkeit

gegenuber Cisplatin fuhrte.1%

Neuroblastomzellen kénnen eine Resistenz gegeniiber Doxorubicin entwickeln. Dies
funktioniert Gber ein Ausschleusen des Chemotherapeutikums aus der Zelle via lysosomaler
Exozytose. Studien zeigten, dass HDAC10 eine wichtige Rolle in der Homdostase der
Lysosomen spielt, das heif3t, dass es in der Autophagozytose saure Vesikel, die zum Abbau
diverser Biomoleklle dienen, beeinflusst. Es wurde festgestellt, dass eine HDAC10
Hemmung zur Akkumulation von Lysosomen in resistenten Neuroblastomzellen fihrt.

Doxorubicin, welches innerhalb der Lysosomen vorliegt, wird dann nicht mehr via Exozytose
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aus der Zelle geschleust. Das Chemotherapeutikum verbleibt nicht im Lysosom, sondern
kann sich im Zellkern sammeln und zum Zelltod der Neuroblastomen beitragen. Ebenfalls
konnte gezeigt werden, dass eine HDAC10 Inhibition in Neuroblastomzellen zu
Doppelstrangbriichen der DNA flihrt, was zusatzliche Mechanismen fir die Sensibilisierung
gegenuber Doxorubicin  nahelegt. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass die
Kombinationsbehandlung mit Doxorubicin und HDAC10-Inhibitoren Neuroblastomzellen

totet, gesunde Zellen hingegen nicht, 124125126

1.5.1 HDAC10 Substrate

Fir HDAC10 wurde eine Polyamindeacetylaseaktivitit nachgewiesen, um spezifische
Substrate zu identifizieren wurde eine Vielzahl an acetylierten Substraten getestet. Die
Ergebnisse wurden herangezogen, um die HDAC10 mit der verwandten HDAC6 zu
vergleichen. Es wurden zuné&chst acetylierte Lysinpeptide wie Gly-Ala-Lysa--AMC und Arg-
Gly-Lysa.-AMC getestet, da sie gute HDACG6-Substrate sind. Hierbei wurde kaum
Deacetylaseaktivitat der HDAC10 nachgewiesen.®® Um eine negative Interaktion mit dem
AMC in der Kkatalytischen Tasche auszuschlieen wurde ein auf LC-MS
(Flussigchromatographie mit MS-Kopplung, von engl.: Liquid chromatography—mass
spectrometry) basierender Test durchgefihrt, der auf fluoreszierende Peptidmodifikationen
verzichtet. Hierbei wurde die geringe Deacetylaseaktivitdit der HDAC10 an den Peptid-
Substraten bestétigt.®51%” Als nachstes wurden diverse acetylierte Polyamine als Substrat
verwendet. Hierbei stellte sich heraus, dass Polyaminsubstrate mit einer Lange zwischen
acht und zwolf Atomen gut als Substrat erkannt wurden. Als essenziell stellte sich hierbei ein
sekundares Amin an Position 4 oder 5 heraus, so wurde N&-Acetylspermidin gut als Substrat
erkannt, N*-Acetylspermidin hingegen nicht. Es konnte gezeigt werden, dass HDACG6 keine

bis sehr geringe Aktivitat gegen alle Polyaminsubstrate zeigt.®®

Betrachtet man den strukturellen Aufbau von HDAC10, so erkennt man den
Glutamatrest 272 [E274 in zHDAC10 (Zebrafisch HDAC10)], der die Funktion des
Gatekeepers Ubernimmt (s. Abbildung 8 A). Die negative Ladung dieses Gatekeepers
bedingt durch elektrostatische Wechselwirkungen, dass die positiv geladenen
Polyaminsubstrate gut in den Substratbindetunnel eindringen kénnen.®® In der katalytischen
Doméne 1 der HDACG6 bildet ein Lysinrest den Gatekeeper, dieser interagiert mit a-
Carbonylstrukturen acetylierter Lysinproteine.®® Bei HDACS ist die Gatekeeper-Aminosaure
ein Methionin, bei allen Gbrigen humanen HDACSs ist Leucin die Gatekeeper-Aminoséaure.
Neben dem Glutamatrest 272 finden sich weitere Glutamat- und Aspartatreste in direkter
Umgebung des Substratbindetunnels, sodass sich fiir diese Region im Protein ein negatives

Oberflachenpotential  ergibt, welches die  Substratbindung weiter  begiinstigt
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(s. Abbildung 8 B). Betrachtet man den inneren Bereich des Enzyms, so erkennt man, dass
dieser rund um das Zn?* ein positives Oberflachenpotential zeigt (s. Abbildung 8 B). Die
Praferenz der HDAC10 fur Polyaminsubstrate mit einem sekundaren Amin an Position 4
oder 5 ergibt sich aus dieser Tatsache, da zum Beispiel das sekundare Amin an Position 3,
wie bei N!-Acetylspermidin, zu einer elektrostatischen AbstoRung mit dem positiven
Oberflachenpotential fuhrt.®® Ebenfalls charakteristisch fir HDAC10 ist der lange
Zugangstunnel zum katalytischen Zentrum, der durch eine 3i0-Helix mit einem P(E,A)CE-
Motiv gebildet wird (s. Abbildung 8 A). Durch diesen verengten Zugangstunnel wird die
Bindung sterisch anspruchsvollerer acetylierter Lysinpeptide behindert und die Bindung
sterisch einfacherer Polyamine begunstigt.”3%® Einzelne Mutationen der genannten
Eigenschaften fiihren unabhangig voneinander zu einer besseren Bindung acetylierter

Lysinpeptide und einer schlechteren Bindung acetylierter, linearer Polyamine.®®

Abbildung 8: Proteinstruktur zHDAC10 (Struktur des Komplexes von zHDAC10 Y307F mit 7-[(3-
aminopropyl)amino]-1,1,1-trifluorheptan-2-one (AAT); PDB ID: 5TD7): A) Struktur des Zugangstunnels,
man erkennt die Bindung der Trifluormethylketonstruktur in der hydratisierten Form als geminales Diol
und die Gatekeeper-Aminosaure E 274: Orange: AAT-Kohlenstoff; Weil3: Aminosaurekohlenstoff;
Blau: Stickstoff; Grin: Fluor; Rot: Sauerstoff; Lila: P(E,A)CE-Motiv; Hellblau: Enzymstrukturen;
Cyanfarbene Sphéare: Zn?". B) Oberflachenpotential im Bereich des Substratbindetunnels: Rot: negatives
Potential; Blau: positives Potential; Orange: AAT-Kohlenstoff;  WeilR: Aminosaurekohlenstoff;
Blau: Stickstoff; Griin: Fluor; Rot: Sauerstoff; Cyanfarbene Sphare: Zn?*. Erstellt von Talha Yesiloglu

Die Katalyse der Deacetylierung in HDAC10 verlauft wie fur die hHDACS8 in Kapitel 1.3.1
bereits beschrieben. Der einzige Unterschied ist, dass die HDAC10 Histidin 136 und 137 als
Séure-Base Funktionalitat fur die Katalyse bendtigt, wo bei hHDACS Histidin 143 ausreicht.
Histidin 142 in hHDACS st lediglich an der Koordination des Zn?*, jedoch nicht unmittelbar
an der Katalyse beteiligt.*®°
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1.6 Bekannte HDAC Inhibitoren

Es gibt viele verschiedene Klassen, die potenzielle HDAC-Inhibitoren hervorbringen. Hierzu
gehdren Hydroxamsauren, wie Suberolanilin Hydroxamséaure (SAHA, Vorinostat) oder
Trichostatin A (TSA). Ebenfalls konnen kurzkettige Carbonséuren wie Valproinsaure,
Aminoaniline wie Entinostat, natirliche zyklische Peptide wie Apicidin, aber auch
Substanzen mit Thiolfunktionen wie Largazol, welches geschitzt als hydrolytisch labiler
Thioester eingesetzt wird, oder elektrophile Ketone wie 7-[(3-Aminopropyl)amino]-1,1,1-
trifluorheptan-2-one (AAT), welches im Enzymkomplex ein geminales Diol ausbildet
(s. Abbildung 9), eine inhibitorische Aktivitit gegen HDACs zeigen. Bis auf wenige
Ausnahmen fungieren die HDAC-Inhibitoren als Chelatoren des Zink-lons im katalytischen

Zentrum.*
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Abbildung 9: Strukturen bekannter HDAC-Inhibitoren

Abgesehen von Valproinsdure kodnnen alle gezeigten HDAC-Inhibitoren strukturell
vereinfacht dargestellt werden. Hierbei unterteilt man die Inhibitoren in drei Untereinheiten.
Die erste ist die Zink-bindende Gruppe (ZBG), die fur eine Koordination des Zn?* in der
Bindetasche der HDACs verantwortlich ist. Das zweite Merkmal ist die endstandige Gruppe,
die am auReren Teil des Substratbindetunnels mit Aminosauren interagiert, diese Gruppe
wird auch Cap-Gruppe genannt, sie ist hauptsachlich fir die Isoformselektivitat
verantwortlich. Als drittes ist eine verbindende Gruppe relevant, die die ZBG mit der Cap-
Gruppe verbindet. Diese Verbindungsdomane wird auch Linker genannt. Der Linker
bestimmt einerseits die Ausrichtung der ZBG, zum anderen interagiert der Linker mit

Aminosauren im unteren Teil der Substratbindetasche. "
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Abbildung 10: ZBG, Linker und Cap-Gruppe am Beispiel von TSA
Die haufigste ZBG ist die Hydroxamsaurefunktion. Sie zeigt in den meisten Féllen eine
zweizdhnige Koordination des Zink-lons Uber die Carbonyl- und die Hydroxylgruppe. Es
wurden aber auch einzeln einzahnige Komplexe beobachtet.!’* Die Hydroxamsaure als ZBG
zeigt jedoch auch einige Nachteile. So hat sie aufgrund ihrer starken Polaritat eine schlechte

orale Bioverfligbarkeit und sie zeigt allgemein eine schlechte metabolische Stabilitat.*"
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Abbildung 11: Zweizdhnige Koordination des Zn?* durch Hydroxams&uren am Beispiel der hHDAC8%°

Neben der gewiinschten Subtypselektivitat missen die Verbindungen noch eine Reihe
weiterer Bedingungen erflllen, um als potenzielle Wirkstoffe eingesetzt werden zu kénnen.
So dirfen sie keine anderen Zink-abhangigen Enzyme beeinflussen. Enzyme deren Aktivitat
ebenfalls von Zink abhéngt sind Alkoholdehydrogenasen, Carboanhydrasen und alkalische
Phosphatasen. Als Strukturbildner kommt Zink ebenfalls in Zinkfingerdoménen vor. Diese
Vielfalt an Enzymen darf durch HDAC-Inhibitoren also nicht beeinflusst werden. Ebenso darf
keine Beeinflussung von Enzymen und Proteinen stattfinden, die andere mehrwertige
Kationen nutzen, wie Hamoglobin. Durch solche Aktivitatsverluste in anderen Enzymen
kénnen unerwinschte Arzneimittelwirkungen hervorgerufen werden. Untersuchungen
verglichen verschiedene Metallenzyminhibitoren auf ihre Selektivitit. Die Ergebnisse konnten
eine hohe Selektivitat der einzelnen Inhibitoren gegen ihre jeweilige Zielstruktur bestatigen.
Getestet wurden Carboanhydrasen, Matrixmetalloproteasen, Histondeacetylasen und
Tyrosinkinasen und die jeweiligen Inhibitoren.'”® Dies sind vielversprechende Grundlagen fiir

die Entwicklung neuer HDAC-Inhibitoren mit einer Hydroxamsaurefunktion als ZBG.
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2006 wurde der erste HDAC-Inhibitor Varinostat zur Therapie von refraktéaren kutanen T-Zell-
Lymphomen zugelassen.'™* Romidepsin, Belinostat und ausschlieRlich in China Tucidinostat
sind zugelassene HDAC-Inhibitoren fir die gleiche Indikation.*”>1%17” Panobinostat wurde
von der US-Behdrde fur Lebens- und Arzneimittel (FDA, von engl.: U. S. Food and Drug
Administration) und der europdischen Arzneimittel-Agentur (EMA, von engl.: European
Medicines Agency) gegen multiple Myelome zugelassen.'’® Viele weitere Substanzen wie
beispielsweise Quisinostat und Abexinostat befinden sich derzeit in klinischen Studien.7°:180
Bei den Zugelassenen Inhibitoren handelt es sich um so genannte pan-Inhibitoren, sie
besitzen kaum bis keine Selektivitdt gegen einzelne HDACs und kdnnen so zu einer Reihe
an Nebenwirkungen fuhren. Diese koénnen von Diarrhée und Ubelkeit, Uber
Herzrhythmusstérungen bis hin zu Anamie und Knochenmarksdepression fiihren.!8! Diese
Nebenwirkungen schranken den Einsatz der zugelassenen Inhibitoren stark ein. Deswegen
ist die Entwicklung subtypselektiver HDAC-Inhibitoren eine gute Mdglichkeit Krankheiten zu
therapieren, ohne eine Vielzahl an teils drastischen Nebenwirkungen in Kauf nehmen zu

mussen.

1.6.1 HDACS Inhibitoren

Die ersten selektiven hHDACS Inhibitoren wurden einerseits durch Struktur-basiertes Design
und andererseits durch Hochdurchsatz Screenings identifiziert.18218 PCI|-34051 ist eine der
ersten vielversprechenden Substanzen, mit einer guten Selektivitat gegentber hHDACS8
(ICs0: hHDACS: 92 nM; hHDAC1: 28 uM; hHDACG6: 48 uM) und zellularen Aktivitat. Dieser
Inhibitor basiert auf einer Hydroxamsaure als ZBG, einem Indol als Linker und einer 4-
Methoxybenzyl Cap-Gruppe (s. Abbildung 12).1% Dr. Tino Heimburg (Arbeitsgruppe Prof. Dr.
W. Sippl; Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg) hat im Laufe seiner Arbeit viele weitere
Substanzen synthetisiert (s. Abbildung 12) mit dem Ziel, eine bessere Inhibition der hHHDACS8
mit gleichzeitiger verbesserter Selektivitdt gegentiber hHDAC1 und hHDACG6 zu erreichen.
Bei allen hergestellten Verbindungen handelt es sich um Benzhydroxamsauren, da dieses
Strukturelement als sehr vielversprechend identifiziert wurde.'*® Bei dem ersten von Dr.
Heimburg synthetisierten Inhibitor, TH1, handelt es sich um eine Benzhydroxamsaure,
welche an Position 3 einen Uber eine Amidbindung gekoppelten Phenylring aufweist. TH1
zeigt eine gute hHDACS Inhibition und Selektivitat gegeniber hHDACL. Die Selektivitat
gegeniuber hHDACSG ist mit Faktor finf eher moderat. Bei allen drei Werten konnte keine
Verbesserung zu PCI-34051 erzielt werden.'*® Bei TH2 wurde als Cap-Gruppe ein tber eine
Amidbindung gekoppeltes Chinolin gewahlt, zudem wurde die Benzhydroxamséaure in para-
Position methyliert. Im Vergleich zu TH1 zeigte sich hier eine signifikante Steigerung der
inhibitorischen Aktivitat gegentiber hHDACS8 und der Selektivitdt gegen hHDACL, allerdings
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war kaum Selektivitat gegen hHDAC6 beobachtbar.'* Die Verbindung TH3 zeigt als Cap-
Gruppe einen Benzylrest, der Giber ein Amin an Position 3 der Benzhydroxamsaure verknipft
ist. Bei TH3 bewegt sich die Inhibition gegen hHDACS in einem moderaten Rahmen, jedoch
war ein signifikanter Verlust der hHDAC1 Selektivitdt gemessen worden. Die Selektivitat
gegen hHDACES ist im Vergleich zu TH1 und TH2 signifikant gestiegen.'*® Die Verbindung
TH4 unterscheidet sich zu TH1 lediglich durch die Invertierung des Amidlinkers. Dieser
Unterschied fihrte zu einer signifikanten Verbesserung der hHDACS8 Inhibition und der
Selektivitat gegen hHDAC1 und hHDACG6.18418 TH5 zeigt ebenfalls ein invertiertes Amid als
Linker. Wie bei TH2 wurde bei TH5 die para-Position der Benzhydroxamséure modifiziert, in
diesem Fall jedoch mittels einer Methoxyfunktion. Ein weiterer Unterschied zu den
vorhergegangenen TH-Verbindungen ist, dass die Phenyl-Cap-Gruppe an Position 4 eine
Chlormodifikation tragt. Diese Anderungen fuihrten zu einer signifikanten Verbesserung der
hHDACS Inhibition, allerdings gekoppelt mit einer ebenfalls signifikant gestiegenen Inhibition
der hHDAC1 und hHDACG.*®* Die Verbindung TH6 verzichtet auf eine Modifikation der
Phenyl-Cap-Gruppe. Als Linker wurde in Anlehnung an TH3 auf ein Amid verzichtet und ein
Ether gewahlt. Wie bei TH5 tragt TH6 eine Methoxymodifikation in para-Position der
Benzhydroxamsaure. TH6 zeigt eine sehr gute hHDACS Inhibition, in Kombination mit einem
signifikanten Anstieg der Selektivitdt gegentber hHDAC1 und hHDACG6. Im Vergleich mit
PCI-34051 zeigt TH6 eine signifikant verbesserte hHDACS8 Inhibition und hHDACL1
Selektivitat, jedoch einen Verlust der Selektivitat gegeniber hHDAC6 (ICso: hHDACS: 27 nM;
hHDAC1: 12 uM; hHDACS6: 3 uM). Mit einer Selektivitat um Faktor 107 gegen hHDACSG ist
zwar der Wert von PCI-34051 nicht erreicht, dennoch ist dies ein sehr gutes Ergebnis.®®

Deswegen wurde TH6 als Leitstruktur der hHDACS Inhibitoren dieser Arbeit ausgewahilt.
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Abbildung 12: PCI-34051 und die von Dr. T. Heimburg synthetisierten HDACS Inhibitoren'8*
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1.6.2 HDAC10 Inhibitoren

Da die meisten verfigbaren Daten zur Hemmung von HDAC10 mit Lysinac basierten
Testsystemen ermittelt wurden, bei denen die HDAC10 Aktivitéat nur sehr gering ist, ist nur
wenig Uber potente HDAC10 Inhibitoren bekannt. Einzelne Untersuchungen mit geeigneten
Testsystemen ergaben Bindungsaffinitaten fir bekannte HDAC Inhibitoren.®® So wurde fiir
einige selektive hHDACG6 Inhibitoren eine starke Bindung an HDAC10 gezeigt. Hierzu zéahlen
Tubastatin A (s. Abbildung 13)*®” und Nexturastat.'® Ebenfalls starke Bindungen wurden bei
den pan-HDAC Inhibitoren Quisinostat und Abexiostat nachgewiesen. Untersuchungen mit
Tubastatin A, einem Benzhydroxamsaureinhibitor, zeigten, dass das basische, tertidre Amin
unerlasslich fir die HDAC10 Bindung ist. Dies liegt an der Interaktion der Gatekeeper-

Aminosaure Glutamat mit dem Amin. 86189

Andere Untersuchungen zeigten fir N8-Acetylspermidin-Derivate eine inhibitorische Aktivitat
gegen HDAC10.'*®® Hierzu zahlte AAT (s. Abbildung 13), welches ein aktiviertes Keton
besitzt, das als geminales Diol das Zn?* komplexiert (s. Abbildung 8, Seite 16). AAT zeigte
einen ICso-Wert von 80 nM. Fir andere Derivate, die eine andere ZBG besitzen, konnte
ebenfalls inhibitorische Aktivitat gegen HDAC10 nachgewiesen werden. Hierzu zahlen die
Hydroxamsaure 7-[(3-Aminopropyl)amino]-hexan Hydroxamsaure (AAH) (ICso: 120 nM), das
Thiol (ICso: 370 nM; Acetylgeschutztes Thiol: 30 nM) und das nicht aktivierte Keton (ICso:
2,3 uM).**° Fir all diese Inhibitoren wurde die Interaktion zur Gatekeeper-Aminosaure
nachgewiesen, welche je nach Orientierung im katalytischen Zentrum leichte Variationen
zeigte.'® Fur die in dieser Arbeit synthetisierten HDAC10 Inhibitoren wurde die
Hydroxamsaure als ZBG gewahlt. Das basische Amin fiir die Gatekeeper-Interaktion wurde

ebenfalls beriicksichtigt.
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Abbildung 13: Bekannte HDAC10-Inhibitoren
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1.6.3 Computermethoden

Anhand der bekannten Interaktionen von Inhibitoren und Substraten mit den Enzymen
wurden Strukturen abgeleitet, die in die Substratbindetasche eindringen und das zentrale
Zink-lon koordinieren konnen. Diese designten Substanzen zeigten verschiedene
Grundgeriste und Derivatisierungen. Sie wurden durch Docking am jeweiligen Enzym auf
die theoretische Bindungsstarke hin untersucht. Die durch die erhaltenen Docking-scores
vielversprechendsten Strukturen wurden visualisiert, das heif3t, man zeigt die vorhergesagte
Bindung des designten Inhibitors im katalytischen Zentrum des Zielenzyms. Die
vielversprechenden Substanzen, welche die gewiinschten Interaktionen zeigen, wurden flr
die Synthese in Betracht gezogen. Das Docking fir HDACS8 wurde an der bekannten Struktur
der hHDACS8 durchgefuhrt. Das Docking fir HDAC10 wurde zunédchst an einem
Homologiemodell, basierend auf der zweiten katalytischen Domane von HDACS6, und spéater
anhand der Kristallstruktur von zHDAC10 durchgefiihrt. Aufgrund der hoch konservierten
katalytischen Tasche wird fir gute zHDAC10-Inhibitoren vorhergesagt, dass diese ebenfalls
in der hHDAC10 potent sind.

Das Docking wurde wie ausfihrlich in [154], [185] und [191], Publikationen der AG Sippl,

beschrieben durchgefiihrt.

1.7 In-vitro Testsysteme

Fur die biochemische Charakterisierung von neuen potenziellen Inhibitoren sind
biochemische Testsysteme unentbehrlich, denn sie lassen auf das inhibitorische Potential
neuer Substanzen schliel3en. Es gibt in vitro Testsysteme, diese zeigen die Interaktion eines
potenziellen Inhibitors mit einem isolierten Enzym unter optimierten Bedingungen. Ebenso
gibt es Testsysteme, die zellbasiert funktionieren, also eine Interaktion des potenziellen
Inhibitors mit dem Enzym unter physiologischen Bedingungen zeigen. Dies kann Aufschluss
Uber Interaktionen mit Proteinkomplexen oder Uber die Zellgangigkeit der Substanzen geben.
Ebenso konnen mitunter auch Interaktionen mit Proteinen stattfinden, die nicht dem
Zielenzym entsprechen. In beiden Systemen kann die enzymatische Aktivitdt sowie eine
Inhibitor-Protein-Bindung bestimmt werden. Fir die Detektion kdnnen verschiedene
Verfahren genutzt werden, hierzu zahlen UV-Vis-Spektroskopie (ultraviolett-visuell), NMR-
Spektroskopie (Kernspinresonanz, von engl.: Nuclear magnetic resonance), MS, direkte
Fluoreszenzspektroskopie, Fluoreszenzpolarisation, Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer
(FRET), Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer (BRET) und Szintillationszahlung. Fur
Hochdurchsatzscreening (HTS, von engl.: high-throughput-screening) werden Systeme
angewandt, die eine kurze Messzeit pro Messpunkt, eine gute Reproduzierbarkeit und eine

ausreichende Robustheit aufweisen.%?
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1.7.1 HDACS: Fluor-de-Lys-Assay

Die Inhibitorische Aktivitdt gegen HDAC8 kann mittels Fluor-de-Lys-Assay (FDL) ermittelt
werden. Dieser ist kommerziell erhaltlich (Enzo Life Sciences, BLM-KI178; Farmingdale, NY,
USA). Verwendet wird ein Tetrapeptid der Zusammensetzung HaN-Arg-His-Lysac-LySac-AMC,
welches C-terminal mit AMC markiert ist. Diese Sequenz ist den Aminosauren 379-382 des

p53 nachempfunden.!

Durch die Deacetylierung des Substrates durch HDACS8 entsteht eine freie, primare
Aminofunktion. Wird diese protoniert kann Trypsin dies erkennen und spaltet selektiv das
AMC vom deacetylierten Substratmolekil (s. Abbildung 14). Diese Spaltung bedingt eine
Anderung der Elektronendichte im aromatischen System des AMC-Fluorophors, was eine
bathochrome Verschiebung der Emissionswellenléange hervorruft. Diese Verschiebung kann
durch fluorometrische Detektion erkannt werden, hierbei steht die Intensitat der Fluoreszenz

in direktem Zusammenhang mit der Menge an durch HDACS8 gespaltenem Substrat. %4

o o
HzN\)k N//// \)}\ /////

HN

)\ HN
HN NH.
HN NH; %I’rypsm \f 2 lTryDSin \f

IIIIIv-

Hm,.....

(o}

NH;

HoN o_ _O
Qk y
£ ///// > Z
J/ AMC: ex: 355 nm

em: 460 nm

HN o)
HN NH, \f

Abbildung 14: Schema des FDL-Assays



24

1.7.2 HDAC1 & HDACG6: ZMAL-Trypsin-Assay

Die inhibitorische Aktivitat gegen HDAC1 und HDAC6 kann mittels ZMAL-Trypsin-Assay
ermittelt werden. In diesem Testsystem wird Z-Lysin(acetyl)-7-amino-4-methylcumarin
(ZMAL) als Substrat verwendet (s. Abbildung 15). Die Detektion erfolgt analog zum FDL-
Assay Uber Fluoreszenzmessung des freien AMC .19
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Abbildung 15: Substratstruktur des ZMAL-Trypsin-Assays

Der FDL- wie auch der ZMAL-Trypsin-Assay kommen bevorzugt beim HTS zum Einsatz. Sie
ermdglichen das Testen einer grof3en Zahl an Verbindungen in kurzer Zeit an verschiedenen
isolierten HDAC-Subtypen. Die direkte Fluoreszenzmessung ist mitunter anfallig gegentber
fluoreszenzléschenden Eigenschaften oder Eigenfluoreszenz der Testsubstanzen. Diese
kénnen zu Fehlinterpretationen fihren. So werden flr Substanzen, die solche Effekte
aufweisen, gesonderte Nullwerte aufgenommen oder die Screeningergebnisse durch einen

unabhangigen Test bestéatigt, um Assayartefakte zu vermeiden.%®

1.7.3 HDAC10: NDA-Assay

Im Laufe seiner Promotionsarbeit hat Daniel Herp (Arbeitsgruppe Prof. Dr. M. Jung; Albert-
Ludwigs-Universitat Freiburg) einen Assay fur Hochdurchsatzscreenings der HDAC10
etabliert. Da die humane HDAC10 (hHDAC10) verhaltnismaRig instabil ist und kommerziell
nur mit unzureichender Reinheit erworben werden kann, wurde bei diesem Assay die
HDAC10 aus Zebrafischen (Danio rerio) verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass
ZHDAC10 mit 63 % Sequenzidentitdt und 79 % Sequenzanalogie der hHDAC10 sehr ahnlich
ist.®® Zudem ist zHDAC10 leichter aufzureinigen und stabiler als hHDAC10. Der Assay beruht
auf der Fluoreszenzldschung durch 2,3-Naphthalendicarbaldehyd (NDA). Als Substrat diente
ein N8-Acetylspermidin-AMC-Derivat (s. Abbildung 16). Das Substrat wird durch die HDAC10
deacetyliert. Das entstehende primare Amin reagiert anschlieBend mit NDA. NDA reagiert in
Anwesenheit von 2-Mercaptoethansulfonat-Natrium selektiv mit primaren Aminen zu einer
Benzisoindolstruktur. Diese fuhrt zu einer intramolekularen Fluoreszenzléschung
(s. Abbildung 16). Die Fluoreszenzléschung wird detektiert und gibt direkten Aufschluss tber

die Menge an deacetyliertem Substrat.%’
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1.8 Zielstellung der Arbeit

Basierend auf Forschungsergebnissen vorangegangener Arbeiten sollten neuartige, potente
und selektive Inhibitoren der hHDACS8 synthetisiert und biochemisch charakterisiert werden.
Aufgrund der Aktivitat der hHDACS in diversen Krebserkrankungen, aber vor allem in
Neuroblastomen, sind hHDACS-Inhibitoren vielversprechende Substanzen fir zukinftige
Therapieansatze. Als Leitstruktur wurde hierfir die Benzhydroxamsdure TH6
(s. Abbildung 12, Seite 20) ausgewahlt.18®

Uber die HDAC10 ist im Vergleich zu anderen HDACSs nicht viel bekannt. Allerdings konnte
eine Beteiligung der HDAC10 an Resistenzmechanismen gegen Chemotherapeutika in der
Neuroblastomtherapie identifiziert werden. Es wurde gezeigt, dass verwendete unspezifische
HDAC10-Inhibitoren diesen Resistenzmechanismen entgegenwirken konnen.?® Somit
stellen HDAC10-Inhibitoren eventuell ebenfalls vielversprechende Substanzen fir zukinftige
Therapieansatze dar, vor allem fir Kombinationstherapien mit Chemotherapeutika, gegen
die diverse Krebszellen zuvor Resistenzen entwickeln konnten. Allerdings gibt es bis dato
keine potenten und selektiven HDAC10 Inhibitoren welche eine endgiltige Beurteilung dieser

Substanzklasse zulassen wiirden.

Ausgangspunkt der Synthesen dieser Arbeit waren virtuelle Screening-Daten, die mit Hilfe
eines Homologiemodells der humanen HDAC10 und der Kiristallstruktur der zHDAC10

gewonnen wurden.

Hauptaufgabe dieser Arbeit war das Erstellen und biochemische Charakterisieren einer
Substanzbibliothek verschiedener Hydroxamsaurederivate und das Analysieren ihrer
Struktur-Wirkungs-Beziehungen. Fir Untersuchungen hinsichtlich der Selektivitat sollten
etablierte in-vitro-Assays gegen HDAC1, HDAC6, HDAC8 und HDAC10 genutzt werden,
welche im Rahmen dieser Arbeit und durch die Arbeitsgruppe um Prof. M. Jung (Albert-
Ludwigs-Universitat Freiburg) durchgefiihrt werden sollten. Darliber hinaus sollten die
Inhibitoren in Zytotoxizitatsassays hinsichtlich ihres Nebenwirkungspotentials untersucht
werden. Ebenso sollten die aktivsten Derivate flr weitere Tests an ausgewahlten
Krebszelllinien, wie der akuten myeloischen Leukdmie, herangezogen werden. Dies erfolgte
im Rahmen nationaler und internationaler Kooperationen, um ergebnisorientiert

Wirkstoffoptimierungen vornehmen zu kénnen.
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2. Synthetische Arbeiten

2.1 HDACS8-Inhibitoren

Als Ausgangspunkt der Entwicklung neuer hHDACS8-Inhibitoren diente die von Dr. Heimburg
(Arbeitsgruppe Prof. Dr. Sippl; Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg) synthetisierte
Verbindung TH6 (s. Abbildung 12, Seite 20). Bei TH6 handelt es sich um 3-Benzoxy-4-
methoxy-benzhydroxamséure. TH6 zeigt eine hHDACS Inhibition im nanomolaren Bereich
mit einem Selektivitdtsindex (SI) von 448 gegenuber hHDAC1 und 107 gegenuber
hHDACG6.18

Es wurden drei Klassen an Verbindungen hergestellt (s. Abbildung 17), die hinsichtlich ihrer
Struktur-Wirkungs-Beziehungen untersucht werden sollten. In der ersten Klasse sollte die
terminale Cap-Gruppe von TH6 derivatisiert werden. Hierfir wurden einerseits
Chlorderivatisierungen und andererseits eine verédnderte Linkerlange zwischen Ether und
Phenylring eingefiihrt. Bei der zweiten Klasse wurde die 4-Methoxygruppe durch eine
Chlorfunktion ausgetauscht. Die dritte Klasse an HDACS Inhibitoren stellten die Thioether
dar. Es gab diverse Substitutionsmuster, die klassenibergreifend verwendet wurden, um

eine genaue Aussage Uber Struktur-Wirkungs-Beziehungen treffen zu kénnen.
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Abbildung 17: Grundgeruste der drei hHDACS Inhibitor-Klassen

Der Synthese aller drei Klassen war gemein, dass zunadchst die entsprechenden
Carbonsauren dargestellt wurden, welche abschlielend in die Hydroxamsaure uberflhrt
wurden. Alle Reaktionen wurden mittels Dinnschichtchromatographie (DC) verfolgt.
Zwischen einzelnen Reaktionsschritten erfolgte in der Regel eine chromatographische
Reinigung der dargestellten Zwischenprodukte. Endprodukte wurden mit Hilfe der
praparativen Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC, von engl.: High performance

liquid chromatography) gereinigt und mittels analytischer HPLC die Reinheit in % bestimmt.
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2.1.1 Darstellung der derivatisierten Cap-Gruppe

Die Synthese dieser Verbindungen startete mit Isovanillinsaure, die, um Nebenreaktionen zu
vermeiden, in den Methylester Uuberfuhrt wurde. Anschlie@Gend wurde die freie
Hydroxylfunktion mit Hilfe der Williamson-Ethersynthese zu den entsprechenden Ethern
umgesetzt. Daraufhin wurde via basischer Esterhydrolyse die Methyl Schutzgruppe der
Carbonséaure entfernt, um diese fir die Reaktion zur Hydroxamsaure zugénglich zu machen.
Unter Zuhilfenahme geeigneter Aktivierungsreagenzien wurde die Carbonsaure aktiviert und
in die Tetrahydropyran- (THP) geschitzte Hydroxamsaure Uberfuhrt. Der letzte Schritt ist die
Spaltung der THP-Schutzgruppe. Bei dieser Reaktion wurde zunéchst die THP-geschiitzte
Hydroxamsaure dargestellt, da diese durch chromatographische Trennvorgange bedeutend

besser von der freien Carbons&ure getrennt werden konnte als die freie Hydroxamsaure.
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Abbildung 18: Syntheseschema der Isovanillinsdurederivate. A) Methanol (MeOH), SOCIz, Reflux, 5 h; B)
Dimethylformamid (DMF), K2COs, Alkylbromid, 80°C, 6h; C) MeOH, 1M NaOHaq, Reflux, 3 h; D)
Tetrahydrofuran  (THF), THP-Hydroxylamin, Diisopropylethylamin  (DIPEA), Benzotriazol-1-yl-
oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat (PyBOP), Raumtemperatur, Uber Nacht; E) THF,
katalyt. HCI, Raumtemperatur, ber Nacht

Im ersten Schritt wird die Carbonsédure mit Thionylchlorid aktiviert. Hierbei greift ein
Elektronenpaar der Carbonsaure-Doppelbindung den Schwefel des Thionylchlorids
nukleophil an. Das andere Sauerstoffatom der Carboxylfunktion kann mithilfe des +M-Effekts
die Reaktion weiter beginstigen und selbst eine Doppelbindung zum Carbonsaure-
Kohlenstoffatom ausbilden. Das in diesem Schritt freiwerdende Chloridion kann im néchsten
Schritt den Carbonylkohlenstoff erneut nukleophil angreifen. Es entsteht eine tertiare
Ubergangsverbindung. Das Sauerstoffatom kann jetzt erneut eine Doppelbindung zum
Carbonylkohlenstoff ausbilden, sodass die Bindung zum anderen Sauerstoffatom gespalten

wird. Es entstehen das Saurechlorid, Schwefeldioxid und Salzséure (s. Abbildung 19).
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Abbildung 19: Mechanismus der Reaktion von Thionylchlorid%

AnschlieRend kann MeOH, das gleichzeitig als Lésungsmittel dient, das Kohlenstoffatom des
Saurechlorids nukleophil angreifen. Die Veresterung verlauft quantitativ. Der nachste Schritt
ist eine Williamson-Ethersynthese, bei der unter leicht basischen Bedingungen das Alkoholat
das Alkylbromid nukleophil angreifen kann. Als Base dient Kaliumcarbonat, als Losungsmittel
wird DMF verwendet, die Reaktion findet bei 80 °C statt. Es kommt zu einer nukleophilen
Substitution, bei der der Ether entsteht. Im dritten Schritt wird der Methylester gespalten.
Hierflr wird wassrige Natriumhydroxidlosung und MeOH als Ldsungsmittel verwendet. Bei
dieser basischen Esterhydrolyse kommt es zu einem nukleophilen Angriff des Hydroxidions
an das Carbonylkohlenstoff, es bildet sich ein Orthocarbonsduremonoester-Anion.
AnschlieBend kommt es zu einer Abspaltung des Methanolats, welches unverziglich eine
Séaure-Base-Reaktion mit der gebildeten Carbonséure eingeht. Durch Ansauern wird aus
dem Carboxylat die Carbonsaure gewonnen. Der nachste Schritt, die Darstellung der THP-
geschitzten Hydroxamsaure, beginnt mit einer Aktivierung der Carbonsaure. Dies geschieht
in basischem (DIPEA) THF mit Hilfe von PyBOP. Zunachst wird die Carbonsaure durch
DIPEA deprotoniert, bevor das freie Elektronenpaar des Carboxylats den positiv geladenen
Phosphor des PyBOP nukleophil angreift. Es entsteht das Phosphoniumsalz, welches auf
zwei mogliche Arten weiter reagieren kann (s. Abbildung 20). Einerseits kann das freie
Elektronenpaar des Stickstoffatoms des THP-Hydroxylamins direkt den positivierten
Kohlenstoff des Phosphoniumsalzes nukleophil angreifen und die geschiitzte
Hydroxamsaure bilden, andererseits kann das Phosphoniumsalz mit dem entstandenen
deprotonierten Hydroxybenzotriazol (OBt) einen aktivierten Ester ausbilden, der wiederrum
durch das freie Elektronenpaar des Stickstoffatoms des THP-Hydroxylamins nukleophil
angegriffen werden kann. Beide Reaktionen fihren zum gleichen Produkt, jedoch lauft die
zweite signifikant langsamer ab, dafir werden bei dieser Variante Racemisierungen

verhindert.'®® Da die erste Variante bedeutend schneller ablauft und die dargestellten
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Verbindungen keine chiralen Zentren aufweisen wird diese wahrscheinlich bevorzugt

ablaufen.

Abbildung 20: Mechanismus der Reaktionen von PyBOP?%

Der letzte Schritt ist die Spaltung der THP-Schutzgruppe, um die freie Hydroxamséaure zu
erhalten. Hierfir wird eine katalytische Menge wassriger Salzsaurelésung verwendet. Das
terminale Sauerstoffatom der Hydroxamsaurefunktion wird hierbei protoniert. AnschlieRend
kann ein Wassermolekil am C; der Schutzgruppe angreifen, was ein Spalten der Bindung
zwischen Hydroxamsaure und Schutzgruppe zur Folge hat. Es entstehen die freie
Hydroxamséure und Oxanol.

Auf diesem Wege wurden funf hHDACS Inhibitoren dargestellt (s. Abbildung 21).
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Abbildung 21: funf synthetisierte Isovanillinsaurederivate als hHDACS8-Inhibitoren
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Tabelle 1: Bezeichnungen, Namen nach internationaler Union fur reine und angewandte Chemie (IUPAC,
von engl.: International Union of Pure and Applied Chemistry), Molmassen und Ausbeuten der
dargestellten Benzhydroxams&uren mit derivatisierter Cap-Gruppe

Verbindung IUPAC-Name Molekulargewicht  Ausbeute
[g/mol] [%0]

6a 3-[(2-Chlorbenzyl)oxy]-4- 308,1 91,0
methoxybenzhydroxamséure

6b 3-[(4-Chlorbenzyl)oxy]-4- 308,1 62,0
methoxybenzhydroxamséure

6¢ 3-[(2,4-Dichlorbenzyl)oxy]-4- 342,0 68,0
methoxybenzhydroxamséure

6d 3-[(Ethylbenzol)oxy]-4- 288,1 18,5
methoxybenzhydroxamséure

6e 3-[(2,4-Dichlorethylbenzol)oxy]-4- 356,0 9,1

methoxybenzhydroxamséure

2.1.2 Darstellung der 4-Chlorbenzhydroxamséaure-Derivate

Die Synthese dieser Verbindungen begann mit 4-Chlor-3-hydroxy-benzoeséaure, die, um
Nebenreaktionen zu vermeiden, in den Methylester Gberflhrt wurde. AnschlieRend wurde die
freie Hydroxylfunktion mit Hilfe der Williamson-Ethersynthese zum entsprechenden Ether
umgesetzt. Daraufhin wurde mithilfe basischer Esterhydrolyse die Methyl-Schutzgruppe der
Carbonsaure entfernt, um diese fir die Reaktion zur Hydroxamséure zuganglich zu machen.
Unter Zuhilfenahme von PyBOP wurde die Carbonsaure aktiviert und in die THP-geschitzte
Hydroxamsaure Uberfihrt. Der letzte Schritt ist die Spaltung der THP-Schutzgruppe. Bei
dieser Reaktion wird zunéchst die THP-geschitzte Hydroxamsaure dargestellt, da diese
durch chromatographische Trennvorgdnge bedeutend besser von der freien Carbonsaure

getrennt werden konnte als die freie Hydroxamsaure.
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Abbildung 22: Syntheseschema der 4-Chlorbenzhydroxamsaurederivate; A) MeOH, SOCI., Reflux, 5 h; B)
DMF, K2COs, Alkylbromid, 80 °C, 6 h; C) MeOH, 1 M NaOHaq, Reflux, 3 h; D) THF, THP-Hydroxylamin,
DIPEA, PyBOP, Raumtemperatur, Giber Nacht; E) THF, katalyt. HCI, Raumtemperatur, Giber Nacht
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Die Synthesemechanismen verliefen analog zu den in Kapitel 2.1.1 beschriebenen
Synthesen. Es wurden vier Substanzen dieser Klasse hergestellt.

(0] O O (0]

12a 12b 12¢ 12d
Cl C

Abbildung 23: vier synthetisierte 4-Chlorbenzhydroxamséurederivate als hHDACS Inhibitoren

Tabelle 2: Bezeichnungen, Namen nach IUPAC, Molmassen und Ausbeuten der dargestellten 4-Chlor-
benzhydroxamsaure-Derivate

Verbindung IUPAC-Name Molekulargewicht  Ausbeute
[g/mol] [%0]

12a 4-Chlor-3-[(2-chlorbenzyl)oxy]- 312,0 42,2
benzhydroxamsaure

12b 4-Chlor-3-[(4-Chlorbenzyl)oxy]- 312,0 47,0
benzhydroxamsaure

12¢ 4-Chlor-3-[(2,4-Dichlorbenzyl)oxy]- 346,0 36,5
benzhydroxamsaure

12d 3-Benzyloxy-4- 278,1 11,5

chlorbenzhydroxamsaure

2.1.3 Darstellung der Thioether-Derivate

Die Synthese dieser Verbindungen startete mit Isovanillinsédure, die, um Nebenreaktionen zu
vermeiden, in den Methylester Uberfihrt wurde. AnschlieBend wurde die freie
Hydroxylgruppe zum O-Dimethylthiocarbamat umgesetzt, welches daraufhin mithilfe einer
internen Umlagerung in das S-Dimethylthiocarbamat umgesetzt wurde.?®® Das S-
Dimethylthiocarbamat wurde gespalten, um das freie aromatische Thiol zu erhalten, welches
im Sinne einer Williamson-Ethersynthese zu den entsprechenden Thioethern umgesetzt
wurde. Daraufhin wurde mithilfe der basischen Esterhydrolyse die Methyl Schutzgruppe der
Carbonsaure entfernt, um diese fiir die Reaktion zur Hydroxamséure zuganglich zu machen.
Die Carbonsaure wurde aktiviert und zur THP-geschiitzten Hydroxamsaure umgesetzt. Der
letzte Schritt ist die Spaltung der THP-Schutzgruppe, um die freie Hydroxamsaure zu
erhalten. Bei dieser Reaktion wurde zunéchst die THP-geschitzte Hydroxamséaure
dargestellt, da diese durch chromatographische Trennvorgdnge bedeutend besser von der

freien Carbonsaure getrennt werden konnte als die freie Hydroxamsaure.
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Abbildung 24: Syntheseschema der Thioetherderivate; A) MeOH, SOCI2, Reflux, 5h; B) DMF, NaH,
Dimethylthiocarbamoylchlorid (DMTCCI), Raumtemperatur, Schutzgas, drei Tage; C) Diphenylether,
280 °C, 2 h; D) MeOH, Natriummethanolat (NaOMe), Reflux, 12 h; E) DMF, Dithiothreitol (DTT), K2COs,
Alkylbromid, Reflux, 6 h; F) MeOH, 1 M NaOHaq, Reflux, 6 h; G) THF, THP-Hydroxylamin, DIPEA, PyBOP,
Raumtemperatur, Gber Nacht; H) THF, katalyt. HCI, Reflux, 2,5 h

Im ersten Schritt wird die Carbonsaure mit Thionylchlorid aktiviert. Anschlieend kann
Methanol, das gleichzeitig als Losungsmittel dient, das Kohlenstoffatom des S&aurechlorids
nukleophil angreifen. Die Veresterung verlauft quantitativ. AnschlieRend wird Natriumhydrid
und DMTCCI in DMF hinzugegeben. Das Alkoholat kann jetzt das Kohlenstoffatom des
DMTCCI nukleophil angreifen, es entsteht das O-Dimethylthiocarbamat. Dieses bildet durch
interne  Umlagerung bei sehr hohen Temperaturen das S-Dimethylthiocarbamat.
AnschlieRend wird mithilfe von NaOMe in MeOH das freie Thiol hergestellt, hierbei greift das
Methanolat das Carbonylkohlenstoff nukleophil an und bewirkt so eine Spaltung der
Schwefel-Kohlenstoff-Bindung. NaOMe wird verwendet, damit die Schutzgruppe der
Carbonsaurefunktion nicht verandert wird. Der nachste Schritt ist die Synthese des
Thioethers. Dies geschieht mithilfe von Kaliumcarbonat in DMF unter leicht basischen
Bedingungen. Das Thiolat greift das Alkylbromid nukleophil an, sodass nach der
nukleophilen Substitution der Thioether entsteht. Bei der Thioethersynthese wird DTT
zugesetzt, um eine mogliche Disulfidbildung zu unterbinden. Der folgende Schritt ist die
Spaltung des Methylesters. Hierfiir wird wassrige Natriumhydroxidldsung und MeOH als
Losungsmittel verwendet. Bei dieser basischen Esterhydrolyse kommt es zu einem
nukleophilen Angriff des Hydroxidions an den Carbonylkohlenstoff, es bildet sich ein
Orthocarbonsauremonoester-Anion. AnschlieRend kommt es zu einer Abspaltung des
Methanolats, welches unverziglich eine Saure-Base-Reaktion mit der gebildeten
Carbonsaure eingeht. Durch Anséuern wird aus dem Carboxylat die Carbonséure

gewonnen. Im nachsten Schritt erfolgt die Synthese der THP-geschitzten Hydroxamsaure
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und deren Entschitzung. Diese Reaktionen erfolgen analog zur in Kapitel 2.1.1
beschriebenen Synthese. Es wurden vier Inhibitoren dieser Klasse synthetisiert.
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Abbildung 25: vier synthetisierte Thioetherderivate als hHDACS Inhibitoren

Tabelle 3: Bezeichnung, Name nach IUPAC, Molmassen und Ausbeuten der dargestellten Thioether-
Derivate

Verbindung IUPAC-Name Molekulargewicht  Ausbeute
[g/mol] [%0]

19a 3-Benzylthio-4- 290,1 10,3
methoxybenzhydroxamséure

19b 3-[(2,4-Dichlorbenzyl)thio]-4- 358,0 13,3
methoxybenzhydroxamséure

19¢ 4-methoxy-3-(phenethylthio) 304,1 17,4

benzhydroxamsaure
19d 3-[(2,4-Dichlorphenethyl)thio]-4- 372,0 14,1

methoxybenzhydroxamsaure

2.2 HDAC10-Inhibitoren

Fur die Entwicklung neuartiger HDAC10 Inhibitoren war bereits bekannt, dass ein basisches
Amin, das mit einem nur in HDAC10 vorkommendem Glutamat interagiert, und eine ZBG
unerlasslich sind (s. Kapitel 1.6.2). Es sollten moglichst potente Inhibitoren synthetisiert
werden, die eine gute Selektivitdit gegeniiber anderen HDACs, besonders gegeniber
HDACG6 aufweisen, da bisher beschriebene HDAC10 Inhibitoren wie Tubastatin A auch sehr
potent HDAC6 hemmen.

Es wurden zwei Klassen an Verbindungen hergestellt (s. Abbildung 26), die hinsichtlich ihrer
Struktur-Wirkungs-Beziehungen untersucht werden sollten. In der ersten Klasse wurden
Benzhydroxamsauren dargestellt, die in para-Position eine Aminomethylfunktion tragen,
welche die Cap-Gruppe bindet. Bei der zweiten Klasse handelt es sich um Verbindungen,
deren GrundgerUst eine Piperidin-4-acrylhydroxamsaure ist. Der Piperidin-Stickstoff bindet

als tertiares Amin die Cap-Gruppe.
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Abbildung 26: Grundgeriste der zwei HDAC10 Inhibitor-Klassen

Der Synthese beider Klassen war gemein, dass zunachst die entsprechenden Carbonséuren
dargestellt wurden, welche abschlieBend in die Hydroxamséure dberfihrt wurden. Alle
Reaktionen wurden mittels DC verfolgt. Zwischen einzelnen Reaktionsschritten erfolgte in
der Regel eine chromatographische Reinigung der dargestellten Zwischenprodukte.
Endprodukte wurden mit Hilfe der praparativen HPLC gereinigt.

2.2.1 Darstellung der Benzhydroxamsdaure-Derivate

Die Synthese dieser Verbindungen startete mit 4-Aminomethylbenzoesaure, die, um
Nebenreaktionen zu vermeiden, in den Methylester Uberfihrt wurde. AnschlieBend wurde
das primare Amin mittels reduktiver Aminierung zu den entsprechenden sekundaren Aminen
umgesetzt. Daraufhin wurde durch basische Esterhydrolyse die Methyl-Schutzgruppe der
Carbonsaure entfernt, um diese fir die Reaktion zur Hydroxamséaure zuganglich zu machen.
Die Carbonsaure wurde aktiviert und zur THP-geschitzten Hydroxamsaure umgesetzt. Der
letzte Schritt ist die Spaltung der THP-Schutzgruppe, um die freie Hydroxamsaure zu
erhalten. Die dargestellten tertiaren Amine wurden als fertige Carbonsaure erstanden, somit
wurde lediglich die Synthese zur Hydroxamsaure durchgefiihrt. Bei der Hydroxamsaure-
Reaktion wurde zunachst die THP-geschitzte Hydroxamséaure dargestellt, da diese durch
chromatographische Trennvorgange bedeutend besser von der freien Carbonsaure getrennt

werden konnte als die freie Hydroxamsaure.
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Abbildung 27: Syntheseschema der Benzhydroxams&urederivate: A) MeOH, SOCI2;, Raumtemperatur,
12 h; B) Dichlormethan (DCM), MeOH, Carboxaldehyd, Natriumtriacetoxyborhydrid, Raumtemperatur, Giber
Nacht; C) MeOH, 1 M NaOHaq, Raumtemperatur, 48 h; D) THF, THP-Hydroxylamin, DIPEA, PyBOP,
Raumtemperatur, Giber Nacht; E) THF, katalyt. HCI, Raumtemperatur, iber Nacht
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Im ersten Schritt wird die Carbons&ure mit Thionylchlorid aktiviert. Anschlie3end kann
MeOH, das gleichzeitig als Losungsmittel dient, das Kohlenstoffatom des Saurechlorids
nukleophil angreifen. Der nachste Schritt ist die reduktive Aminierung in einer Mischung aus
DCM und MeOH. Hier greift das freie Elektronenpaar des primaren Amins das
Carbonylkohlenstoff des eingesetzten Aldehyds nukleophil an. Es bildet sich ein tertiarer
Ubergangszustand mit einem sekundaren Amin und einem Alkohol am benachbarten
Kohlenstoff, einem Halbaminal. Dieses reagiert, der Erlenmeyer-Regel folgend, unter
Wasserabspaltung zum Imin. Es folgt die Reduktion des Imins zum sekundaren Amin, mit
Natriumtriacetoxyborhydrid als Reduktionsmittel.  Natriumtriacetoxyborhydrid ist, im
Gegensatz zu vielen anderen Hydrierungsreagenzien, eine milde und selektive Chemikalie.
Dies ist nétig, um eine Reduktion der Esterfunktion zu verhindern, da mit einem Uberschuss
Hydrierungsreagenz gearbeitet wird. Es folgt die Spaltung des Methylesters mithilfe
wassriger Natriumhydroxydlosung und Methanol. Es kommt zu einem nukleophilen Angriff
des Hydroxydions an den Carbonylkohlenstoff, was zu einem Orthocarbonsauremonoester-
Anion als Ubergangszustand fiihrt. AnschlieRend spaltet sich das Methanolat vom
Kohlenstoffatom und geht eine Saure-Base-Reaktion mit der entstandenen Carbonsaure ein.
Durch Ansauern protoniert man das Carboxylat zur Carbonséaure. Im néchsten Schritt erfolgt
die Synthese der THP-geschitzten Hydroxamsaure und deren Entschiitzung. Diese
Reaktionen erfolgen analog zur in Kapitel 2.1.1 beschriebenen Synthese. Auf diesem Wege

wurden funf Inhibitoren synthetisiert.
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Abbildung 28: finf synthetisierte Benzhydroxamséauren als HDAC10 Inhibitoren
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Tabelle 4: Bezeichnung, Name nach IUPAC, Molmassen und Ausbeuten der dargestellten Benzhydroxam-
saure-Derivate

Verbindung IUPAC-Name Molekulargewicht  Ausbeute
[g/mol] [%0]
25a 4-[(Benzylamino)methyl]- 257,1 51
benzhydroxamsaure
25b 4-{[(Thiophen-2-ylmethyl) 263,1 11
amino]methyl}-benzhydroxamsaure
25¢c 4-{[(Thiophen-3-ylmethyl) 263,1 4,1
amino]methyl}-benzhydroxamsaure
25d 4-(Piperidin-1-ylmethyl) 235,1 4,7
benzhydroxamsaure
25e 4-[(N-Methylpiperazinyl) 250,2 18,8

methyl]benzhydroxamsaure

Die verhaltnismalfiig geringen Ausbeuten einiger der dargestellten Verbindungen lassen sich
durch verschiedene Griinde erklaren. Einerseits ist es bei der Aufarbeitung, durch den
polaren Charakter der Verbindungen und der teilweise sehr kleinen Reaktionsansatze, zu
Verlusten gekommen, andererseits hat die reduktive Aminierung bei einigen der
dargestellten Verbindungen nicht den gewlnschten Umsatz erzielt. Dies kann unter anderem
an der Benutzung von alterem Natriumtriacetoxyborhydrid oder nicht komplett getrocknetem
Ldsungsmittel liegen. Dartiber hinaus konnte beobachtet werden, dass das sekundare oder
tertidre Amin unter sauren und wassrigen Bedingungen nur eingeschrankt stabil ist. Dies

fuhrte zu weiteren Verlusten wéahrend der Entschitzung der Hydroxamsaure.

2.2.2 Darstellung der Piperidin-4-acrylhydroxamsaure-Derivate

Die Synthese der Verbindungen startete mit der tert-Butylcarbonyl (Boc)-Entschitzung des
Amins von N-Boc-(2-Ethoxycarbonylvinyl)piperidin. Das sekundare Amin wurde
anschlieend entweder durch reduktive Aminierung oder Alkylierung zum tertidren Amin
derivatisiert. Es folgte die basische Esterhydrolyse zur Entschitzung der
Carbonsaurefunktion um diese fur Folgereaktionen zugéanglich zu machen. Die Carbonsaure
wurde aktiviert und zur THP-geschitzten Hydroxamsaure umgesetzt. Der letzte Schritt ist die
Spaltung der THP-Schutzgruppe, um die freie Hydroxamsaure zu erhalten. Bei dieser
Reaktion wurde zunachst die THP-geschitzte Hydroxamsaure dargestellt, da diese durch
chromatographische Trennvorgange bedeutend besser von der freien Carbonsaure getrennt

werden konnte als die freie Hydroxamsaure.
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Abbildung 29: Syntheseschema der Piperidin-4-acrylhydroxamsaure-Derivate: A) DCM, Trifluoressigsaure
(TFA), 60 °C, 5h; B) Alkylierung: DMF, K2COs, Alkylbromid, Kaliumiodid, lichtgeschiitzt, Schutzgas,
Raumtemperatur, 72 h; reduktive Aminierung: Ethanol (EtOH), Carboxaldehyd, Natrium-
triacetoxyborhydrid, Raumtemperatur, lichtgeschitzt, Schutzgas, 48 h; C) THF, H20, Lithiumhydroxid,
Raumtemperatur, lichtgeschitzt, Schutzgas, 12h; Di) PyBOP, THF, THP-Hydroxylamin, DIPEA,
Raumtemperatur, lichtgeschiitzt, Schutzgas, 48 h; D2) 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt), THF, DMF, 1-Ethyl-
3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid Hydrochlorid (EDCI*HCI), DIPEA, THP-Hydroxylamin,
Raumtemperatur, lichtgeschiitzt, Schutzgas, 12 h; E) THF, katalyt. HCI, Raumtemperatur, lichtgeschitzt,
Schutzgas, liber Nacht

Der erste Schritt ist die Entschiitzung des Amins von N-Boc-(2-Ethoxycarbonylvinyl)piperidin.
Hierflir wurde eine 1:1 Mischung aus DCM und TFA verwendet. Hierbei wird das tert-
Butylcarbamat protoniert, was zu einer Spaltung in tert-Butylkation und Carbamidséaure fiihrt.
Zweitere kann zum freien sekundaren Amin decarboxylieren. Im nachsten Schritt wird das
Amin derivatisiert, dies kann via Alkylierung (Sn2) oder reduktiver Aminierung geschehen.
Bei der Alkylierung wird Kaliumcarbonat in DMF verwendet. Das freie Elektronenpaar des
Amins kann den a-Kohlenstoff des Alkylbromids nukleophil angreifen. In basischer Losung
wird das Produkt deprotoniert, es entsteht das freie tertidre Amin. Bei der reduktiven
Aminierung in EtOH greift das freie Elektronenpaar des sekundaren Amins das
Kohlenstoffatom der Aldehydfunktion nukleophil an. Es bildet sich ein tertiarer
Ubergangszustand mit einem tertiaren Amin und einem Alkohol am benachbarten
Kohlenstoff, einem Halbaminal. Dieses reagiert, der Erlenmeyer-Regel folgend, unter
Wasserabspaltung zum quartéaren Amin. Es folgt die Reduktion des quartaren zum tertiaren
Amin, mit Natriumtriacetoxyborhydrid als Reduktionsmittel. Natriumtriacetoxyborhydrid ist, im
Gegensatz zu vielen anderen Hydrierungsreagenzien, eine milde und selektive Chemikalie.
Dies ist notig, um eine Reduktion der Esterfunktion und der Doppelbindung zu verhindern, da
mit einem Uberschuss Hydrierungsreagenz gearbeitet wird. Es folgt die Spaltung des
Ethylesters mithilfe wassriger Lithiumhydroxidlésung und THF. Es kommt zu einem
nukleophilen Angriff des Hydroxidions an den Carbonylkohlenstoff, was zu einem
Orthocarbonsauremonoester-Anion als Ubergangszustand fiihrt. AnschlieRend spaltet sich
das Ethanolat vom Kohlenstoffatom und geht eine S&aure-Base-Reaktion mit der
entstandenen Carbonsaure ein. Durch leichtes Ansauern protoniert man das Carboxylat zur

Carbonsaure. Im nachsten Schritt erfolgt die Synthese der THP-geschitzten
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Hydroxamséaure. Diese Reaktionen erfolgen entweder analog zur in Kapitel 2.1.1
beschriebenen Synthese mit PyBOP als Aktivierungsreagenz, oder tber eine Aktivierung
mittels EDCI und HOBt. Durch DIPEA wird im einem 1:1 Gemisch aus THF und DMF ein
basisches Milieu geschaffen, welches zur Deprotonierung der Carbonsaure fuhrt. Das
Carboxylat kann nun den Kohlenstoff der protonierten Carbodiimidfunktion nukleophil
angreifen, es entsteht ein O-Acylisoharnstoffderivat. AnschlieBend kann ein freies
Elektronenpaar der Hydroxyfunktion des HOBt das Carbonylkohlenstoff nukleophil angreifen.
Es entstehen ein Harnstoffderivat und die durch HOBt-Bindung aktivierte Carbonsaure.
Diese kann durch das freie Elektronenpaar des Stickstoffatoms des THP-Hydroxylamins
wiederrum nukleophil angegriffen werden, sodass die Bindung zwischen HOBt und
Carbonsaure wieder gespalten wird. Es entstehen die geschiitzte Hydroxamsaure und HOBt
(s. Abbildung 30). Der letzte Schritt ist die Entschitzung der Hydroxams&dure durch
katalytische Mengen HCI in THF, wie in Kapitel 2.1.1 beschrieben.

= c " *
w K/ _momt w /

N/ Sy~OH

»

+THP-Hydroxylamin
- 1-Ethyl-3-(3-dimethylpropyl)harnstoff

Nﬁ

Q I
_N
H/O < HOBt \Q
0

H/\

0 o
Abbildung 30: Mechanismus der Aktivierung mittels HOBt und EDCI%8

Auf diesem Wege wurden zehn Inhibitoren dieser Klasse hergestellt.
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Abbildung 31: zehn synthetisierte Piperidin-4-acrylhydroxamséaure-Derivate

Tabelle 5: Bezeichnung, Name nach IUPAC, Molmassen und Ausbeuten der dargestellten Piperidin-4-
acrylhydroxamsaure-Derivate

Verbindung IUPAC-Name Molekulargewicht  Ausbeute
[g/mol] [%0]
3la (E)-3-{1-[benzo(b)thiophen-3-ylmethyl] 317,1 10,8
piperidin-4-yl}acrylhydroxamsaure
31b (E)-3-{1-[(1-Methylindol-3-yl)methyl] 314,2 215
piperidin-4-yl}acrylhydroxamsaure
31c (E)-3-(1-Phenethylpiperidin-4- 275,2 30,3
yhacrylhydroxamséure
31d (E)-3-{1-[2-(1H-Indol-3-yl)ethyl] 314,2 22,3
piperidin-4-yl}acrylhydroxamsaure
3le (E)-3-[1-(Naphthalen-1-ylmethyl) 311,2 30,0
piperidin-4-yllacrylhnydroxamsaure
31f (E)-3-[1-(4-Chlorbenzyl)piperidin-4- 295,1 51
ylJacrylhydroxamsaure
31g (E)-3-[1-(3-Chlorbenzyl)piperidin-4- 295,1 2,8
ylJacrylhydroxamsaure
31h (E)-3-(1-Benzylpiperidin-4- 261,2 2,7
yhacrylhydroxamséure
31i (E)-3-[1-(4-Methylbenzyl)piperidin-4- 275,2 0,4
ylJacrylhydroxamsaure
31j (E)-3-{1-[(1,1"-Biphenyl)-4-yImethyl] 337,2 1,6

piperidin-4-yl}acrylhydroxamsaure

Die verhaltnismalRig geringen Ausbeuten einiger der dargestellten Verbindungen lassen sich
durch verschiedene Grinde erklaren. Einerseits ist es bei der Aufarbeitung, durch den
polaren Charakter der Verbindungen und der teilweise sehr kleinen Reaktionsansatze, zu

Verlusten gekommen, andererseits hat die reduktive Aminierung bei einigen der
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dargestellten Verbindungen nicht den gewiinschten Umsatz erzielt. Dies kann unter anderem
an der Benutzung von alterem Natriumtriacetoxyborhydrid oder nicht komplett getrocknetem
Losungsmittel liegen. Dariiber hinaus konnte beobachtet werden, dass das tertidare Amin
unter sauren und wassrigen Bedingungen nur eingeschrénkt stabil ist. Dies fihrte zu

weiteren Verlusten wahrend der Entschitzung der Hydroxamsaure.

2.3 Substratsynthese

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der FDL-Trypsin-hHDAC8-Assay durchgefihrt. Fir diesen
wurde das Substrat synthetisch hergestellt. Strukturell wurde sich hierbei am hHDACS-
Substrat BLM-KI178 der Firma Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, USA) orientiert.*® Die
Synthese gliederte sich hierbei in drei Schritte. Der erste Schritt war die Synthese eines
acetylierten mit AMC markierten Lysins. Der zweite Schritt war die Festphasensynthese des
geschitzten Tripeptids Arg-His-Lysac. Der letzte Schritt war die Kopplung beider Teile und

die Entschitzung des hergestellten, markierten Tetrapeptids.

2.3.1 Synthese von HaN-Lysac.-AMC

Diese Synthese startete mit der Aktivierung der Carbonsaurefunktion von Boc-Lysac mithilfe
von Isobutylchlorformiat als gemischtes Anhydrid. Dieses reagierte anschlieRend mit AMC.

Es folgt die Entschitzung der Boc-geschitzten Aminofunktion mittels Salzsaure.
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Abbildung 32: Syntheseschema der Synthese von H2N-Lysac-AMC: A) THF, Isobutylformiat, N-
Methylmorpholin, -20 °C, Gber Nacht; B) Cyclopentylmethylether, HCI, 20 Minuten, Raumtemperatur

Der erste Schritt ist die Aktivierung der Carbonsaure mittels Isobutylchlorformiat in THF und
N-Methylmorpholin. Das freie Elektronenpaar des Carboxylats greift den Carbonylkohlenstoff
von Isobutylchlorformiat nukleophil an, es entstehen ein Chloridion und das gemischte
Saureanhydrid. AnschlieRend kann das primare Amin des AMC den Carbonylkohlenstoff des
Lysins nukleophil angreifen, sodass das AMC Uber einen Amidlinker an das Lysin gekoppelt
wird. Nach Beenden dieser Reaktion mit Wasser folgt die Entschiitzung des Amins. Durch
3 M Salzséaure in Cyclopentylmethylether wird das tert-Butylcarbamat protoniert, was zu
einer Spaltung in tert-Butylkation und Carbamidsaure fuhrt. Zweitere kann zum freien

primaren Amin decarboxylieren.
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2.3.2 Synthese von Boc-N-Argppi-Histi-LySac-OH

Bei dieser Synthese handelt es sich um eine Festphasensynthese, das heildt, der erste
Schritt ist die Immobilisierung von, mit Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) und Acetyl (Ac)
geschitztem, Fmoc-Lysac.-OH an 2-Chlortritylchlorid-Harz. Es folgt die Entschitzung der
Aminofunktion des immobilisierten Lysins und die Kopplung von, mit Triphenylmethyl (Trt)
geschitztem, Fmoc-Hist+-OH an diese. AnschlieBend wird die Aminofunktion entschitzt,
damit diese mit, mit 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl (Pbf) geschitztem,
Fmoc-Argen-OH reagieren kann. Nach Spaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe und
der Schitzung der Aminofunktion mit einer Boc-Schutzgruppe erfolgt die Spaltung des
Tripeptids vom Harz.
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Abbildung 33: Syntheseschema zur Synthese von Boc-N-Argebr-HisTr-Lysac-OH: A.l) DCM, DIPEA, 2 h,
Raumtemperatur; A.ll) DMF, Piperidin, 20 Minuten, Raumtemperatur; B.l) DMF, Fmoc-Hist+-OH, DIPEA, 2-
(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat (HBTU), 30 Minuten,
Raumtemperatur; B.ll) DMF, Piperidin, 20 Minuten, Raumtemperatur; C.I) DMF, Fmoc-Argeb-OH, DIPEA,
HBTU, 2 h, Raumtemperatur; C.lIl) DMF, Piperidin, 20 Minuten, Raumtemperatur; D) DMF, DIPEA,
Ditertbutyldicarbonat, 1 h, Raumtemperatur; E) DCM, Hexafluorisopropanol, 20 Minuten, Raumtemperatur
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Der erste Schritt dieser Reaktion ist das Immobilisieren von Fmoc-Lysac-OH. Hierfur wird das
2-Chlortritylchlorid Harz (100-200 mesh; 1 % Divinylbenzen) mit DIPEA und Fmoc-Lysac.-OH
in DCM versetzt. Es kommt zu einem nukleophilen Angriff der deprotonierten Saurefunktion
auf das tertiare Kohlenstoffatom der 2-Chlortritylchlorid-Funktion, was zu der Ausbildung
eines Esters fuhrt. Nach dieser Reaktion werden (berschissige 2-Chlortritylchlorid-
Bindestellen blockiert, indem sie mit MeOH zum Ether reagieren. AnschlieRend wird die
Fmoc-Schutzgruppe mithilfe von Piperidin in DMF vom Amin gespalten. Hierbei wird das
tertiare Kohlenstoffatom der Schutzgruppe durch das Piperidin deprotoniert. Dies fihrt zur
Bildung von Dibenzofulven und der Carbamidsaure, welche zum primaren Amin und CO:
decarboxyliert. Das Dibenzofulven kann mit dem Piperidin zum tertidren Amin
weiterreagieren. Der nachste Schritt ist die Reaktion des primaren Amins mit Fmoc-Histq-
OH. Zunéchst wird die Carbonséure mit Hilfe von HBTU und DIPEA aktiviert. Die Aktivierung
mittels HBTU verlauft analog zu der Aktivierung mithilfe von EDCI und HOBLt, wie in Kapitel
2.2.2 beschrieben. An die aktivierte Carbonsaure kann die Aminofunktion des immobilisierten
Lysins nukleophil angreifen und eine Peptidbindung ausbilden. Es folgt erneut die
Entschitzung des primaren Amins mittels Piperidin. Anschlielend wird die Reaktion des
primaren Amins mit Fmoc-Argen-OH, welches ebenfalls durch HBTU aktiviert wird, zum Amid
durchgefiihrt. Es folgt erneut ein Spalten der Fmoc-Schutzgruppe mithilfe von Piperidin.
AnschlieRend wird das primare Amin mit einer Boc-Schutzgruppe versehen. Hierfiir wird das
immobilisierte Tripeptid mit DIPEA und Ditertbutyldicarbonat in DMF versetzt. Hierbei greift
ein freies Elektronenpaar des Amins eines der Carbonylkohlenstoffe des Saureanhydrids
nukleophil an. Es entstehen das geschiitzte Amin und tert-Butylcarbonat, welches zu tert-
Butanol decarboxyliert. Bei der Reaktion freiwerdende Protonen werden von DIPEA
abgefangen. Als letzter Schritt folgt die Spaltung des geschiitzten Tripeptids vom Harz
mithilfe von Hexafluoroisopropanol in DCM. Durch Hexafluoroisopropanol wird der Ester
protoniert, dies fihrt zu einer Bildung der freien Saure und des 2-Chlortrityl-Kations, welches

durch Mesomerieeffekte eine verhaltnismaRig gute Abgangsgruppe darstellt.
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2.3.3 Synthese von HaN-Arg-His-Lysac-LySac-AMC

Bei der Kopplung der beiden zuvor synthetisierten Bausteine erfolgt zunachst die Kopplung
des geschitzten Tripeptids an das Lysac-AMC. Es folgt die Entschitzung zum H:N-Arg-His-
LySAc'LySAc'AMC.
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Abbildung 34: Syntheseschema zur Synthese von HzN-Arg-His-Lysac-Lysac-AMC: A) DMF, DCM, Hydroxy-
3,4-dihydro-4-oxo-1,2,3-benzotriazin (HOOBt), EDCI, 1,5 h, 0 °C; B) TFA, Wasser, 2 h, Raumtemperatur
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Zu Anfang der Kopplung wird die freie Saurefunktion des Tripeptids mittels HOOBt und EDCI
in DMF aktiviert. Die Reaktion mittels HOOBt und EDCI verlauft analog zur Aktivierung
mithilfe von HOBt und EDCI, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben. Nachdem die Peptidbindung
geknupft wurde, werden die Boc-, Pbf- und Trt-Schutzgruppen abgespalten. Dies erfolgt
mittels TFA in Wasser. Die Boc-Entschitzung verlauft, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben. Bei
der Pbf-Entschiitzung wird das doppelt gebundene Stickstoffatom des Arginins protoniert.
Hierdurch kann die Stickstoff-Schwefel Bindung des Sulfonamids umgeklappt werden,
sodass das Stickstoffatom des Sulfonamids nun am Kohlenstoff doppelt gebunden vorliegt.
Das zuvor doppelt gebundene Stickstoffatom ist nun einfach gebunden. Das entstandene,
abgespaltene Sulfonyl-Kation kann durch das Trifluoracetat stabilisiert werden. Bei der Trt-
Entschiitzung wird das Stickstoffatom des His protoniert, sodass das mesomeriestabilisierte
Tritylkation abgespalten wird.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Inhibitorische Aktivitat der dargestellten hHDACS8-Inhibitoren

Die angegebenen Hemmwerte der Inhibitoren gegen hHDAC8 wurden im Verlauf dieser
Arbeit unter Zuhilfenahme des unter Kapitel 1.7.1 beschriebenen enzymatischen Assays
ermittelt. Zum Erstellen der Struktur-Wirkungs-Beziehungen wurden die ICso-Werte der in
dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen herangezogen. Ausgehend vom ICso-Wert von
TH6, der in dieser Arbeit neu bestimmt wurde, wird die in-vitro Aktivitdt der Substanzen
bewertet und verglichen. Im Vergleich zum publizierten 1Cso-Wert von TH6 von 27 + 3 nM ist
der in dieser Arbeit gemessene Wert von 76 + 15 nM etwas schlechter.’® Griinde hierfiir
kénnten in der unterschiedlichen Proteinpraparation und der Verwendung des selbst
synthetisierten Substrates liegen. Es wurde entschieden, den neuen Wert zum Vergleich
heranzuziehen, da dieser unter identischen Assaybedingungen gemessen wurde wie die

ICso-Werte der dargestellten Verbindungen.

Abbildung 35: hHDACS8-Inhibitor TH6
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3.1.1 Inhibitoren der Klasse der Isovanillinsaurederivate

Als erste Substanzklasse wurden die Isovanillinsaurederivate mit derivatisierter Cap-Gruppe
hinsichtlich ihrer Struktur-Wirkungsbeziehungen untersucht.

Tabelle 6: Struktur und inhibitorische Aktivitat gegen hHDACS8 der Isovanillinsdurederivate

0}
_OH
\O

Iz

Verbindung @ ICso-Wert hHDACS
[NM]
6a (PZ005) VQ 119,6 + 20,2
cl
6b (PZ011) \/©/CI 142,9 £ 35,0
6c (PZ009) \/Q/CI 841,5 + 116,5

6d (PZ028) \/\© 44,925
6e (PZ029) \/j@\ 671,5+ 55,7
Cl Cl

Alle funf Inhibitoren dieser Klasse zeigen in-vitro einen submikromolaren ICso-Wert gegen
hHDACS. Eine einfache Chlorderivatisierung der Cap-Gruppe stellte sich hierbei als
nachteilig im Vergleich mit TH6 heraus, so zeigen 6a und 6b eine leicht verminderte
Inhibition gegen hHDACS. Das an Position 2 und 4 dichlorierte Derivat 6¢ hingegen zeigte
eine stark verminderte inhibitorische Aktivitat. Diese Ergebnisse legen einen schlechten
Einfluss der Chlorderivatisierungen der Benzyl-Cap-Gruppe auf die hHDACS8-Inhibition nahe.
Eine Phenethyl Cap-Gruppe (6d) zeigte mit 44,9 + 2,5 nM eine verbesserte inhibitorische
Aktivitat gegen hHDACS. Bei der in Position 2 und 4 dichlorierten Phenethyl-Cap-Gruppe in
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6e setzt sich der vorige Trend fort, dass Chlorderivatisierungen einen negativen Einfluss auf
die inhibitorische Aktivitat gegen hHDACS8 zeigen. Im Vergleich von 6e und 6¢ zeigt sich,
dass hier der Ethyllinker zwischen Etherfunktion und Phenylring ebenfalls einen positiven
Einfluss auf die inhibitorische Aktivitdt hat. Aus diesen Ergebnissen lasst sich fir die
Struktur-Wirkungs-Beziehungen ableiten, dass Chlorderivatisierungen der Cap-Gruppe einen
negativen und dass der Ethyllinker einen positiven Einfluss auf die Inhibition der hHDACS
haben.

3.1.2 Inhibitoren der Klasse der 4-Chlorbenzhydroxamséurederivate

Als zweite Substanzklasse wurden die 4-Chlorbenzhydroxamsaurederivate mit derivatisierter
Cap-Gruppe und einer Chlorfunktion an Position 4 der Benzhydroxamséaure hinsichtlich ihrer

Struktur-Wirkungsbeziehungen untersucht.

Tabelle 7: Struktur und inhibitorische Aktivitat gegen hHDACS8 der 4-Chlorbenzhydroxamsaurederivate

Verbindung @ ICs0-Wert hHDACS8
[nM]
12a (PZ013) v@ 2097 + 445
cl
12b (PZ015) \/O/CI 1016 £ 102
12¢ (PZ017) \/Q/m 4151 + 704
Cl

12d (PZ027) \/@ 149,3+18,1

Bei den Verbindungen dieser Klasse setzt sich der Trend aus Kapitel 3.1.1 fort, dass
Chlorderivatisierungen der Cap-Gruppe einen negativen Einfluss auf die Inhibition der

hHDACS8 haben. Alle vier dargestellten Substanzen zeigen eine verminderte Aktivitat im
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Vergleich zu den 4-Methoxyderivaten. Dies zeigt einen negativen Einfluss der 4-
Chlorfunktion auf die inhibitorische Aktivitdt dieser Verbindungen. So zeigt 12a eine um
Faktor 17 Verringerte Aktivitat im Vergleich zu 6a. 12b zeigt im Vergleich zu 6b eine um
Faktor 7 und 12c im Vergleich zu 6¢c eine um Faktor 5 verringerte inhibitorische Aktivitat
gegen hHDACS. Die 4-Chlorbenzhydroxamséaure ohne Chlorderivatisierungen der Cap-
Gruppe 12d zeigt eine um Faktor 2 verschlechterte inhibitorische Aktivitdt gegen hHDACS8 im
Vergleich zu TH6. Aus diesen Ergebnissen lasst sich fir die Struktur-Wirkungs-Beziehungen
der negative Einfluss von Chlorderivatisierungen der Cap-Gruppe bestatigen. Ebenso zeigen
diese Ergebnisse einen negativen Einfluss einer Chlorfunktion an Position 4 der

Benzhydroxamsaure.

3.1.3 Inhibitoren der Klasse der Thioetherderivate

Als dritte Substanzklasse wurden die Thioetherderivate mit derivatisierter Cap-Gruppe

hinsichtlich ihrer Struktur-Wirkungsbeziehungen untersucht.

Tabelle 8: Struktur und inhibitorische Aktivitat gegen hHDACS8 der Thioetherderivate

@

Verbindung @ IC50-Wert hHDACS
[nM]

19a (PZ031) 50,3 + 10,5

19b (PZ022) VQ/ 460,2 + 97,6

19¢ (PZ036) \/\O 168,4 + 25,8

19d (PZ037) *\/D\ 838,2 + 1443

(0]
OH
N/
H
Cl
Cl
Cl Cl
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Alle vier Inhibitoren dieser Klasse zeigen in-vitro einen submikromolaren 1Cso-Wert gegen
hHDACS. Im Vergleich zu TH6 zeigt Verbindung 19a mit 50,3 + 10,5 nM eine verbesserte
inhibitorische Aktivitat gegen hHDACS. Ebenso zeigt 19b eine erhthte Inhibition im Vergleich
Zu 6¢, jedoch ist im Vergleich zu 19a der negative Effekt der Chlorderivatisierungen der Cap-
Gruppe erkennbar. Diese Ergebnisse zeigen einen positiven Einfluss der Thioetherfunktion
und bestatigen den negativen Einfluss der chlorderivatisierten Cap-Gruppe. Eine
Kombination aus beiden Derivatisierungen, die einen positiven Einfluss zeigen, also
Ethyllinker und Thioether in Verbindung 19c, zeigen einen negativen Einfluss auf die
inhibitorische Aktivitat. Dies kann durch eine bessere Interaktion der Verbindungen 19a und
6d, mit der katalytischen Tasche der hHDACS, durch die Verlangerung des Linkers zwischen
den beiden aromatischen Funktionen erklart werden. Bei Verbindung 19c wird dieser Linker
weiter verlangert, was diese positive Interaktion wieder abschwacht. Beim Vergleich von 19d
mit 19c bestatigt sich der negative Einfluss von Chlorderivatisierungen der Cap-Gruppe.
Vergleicht man 19d mit 6e, so bestatigt sich der negative Effekt aus einer Kombination von
Thioether und Ethyllinker.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Chlorderivatisierungen der Cap-Gruppe und
an Position 4 der Benzhydroxamséaurefunktion einen negativen Effekt auf die inhibitorische
Aktivitat gegen hHDACS8 haben. Einen positiven Effekt auf die inhibitorische Aktivitat zeigen
ein Ethylether- und ein Methylthioetherlinker. Fir Ethylthioetherlinker konnte ein negativer

Einfluss auf die inhibitorische Aktivitat gezeigt werden.

A) ) B)

Abbildung 36: Dockinglésungen der hHDACS8-Inhibitoren in der katalytischen Tasche von hHDACS8 (PDB-
ID: 2V5X): A) Bindung von 6d: Lila: Inhibitorkohlenstoff; Grau: Enzymkohlenstoff; Rot: Sauerstoff;
Blau: Stickstoff; Gelb: Schwefel; Cyanfarbene Sphare: Zn?*; Rote Sphéare: Wasser; gestrichelte
Linien: Wasserstoffbriickenbindungen. B) Bindung von 19a: Grin: Inhibitorkohlenstoff;
Grau: Enzymkohlenstoff; Rot: Sauerstoff; Blau: Stickstoff; Gelb: Schwefel; Cyanfarbene Sphére: Zn?*;
Rote Sphéare: Wasser; gestrichelte Linien: Wasserstoffbriicken-bindungen. Erstellt von Dr. Dina Robaa
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Betrachtet man die vorhergesagte Bindung von 6d und 19a (s. Abbildung 36), so erkennt
man, dass die Bindung der ZBG am Zn?* wie gewinscht stattfindet. Verglichen mit der
Bindung der Hydroxamsaurefunktion von TH6 (s. Abbildung 7, Seite 12) mit denen der
beiden gezeigten Inhibitoren, so ist neben einer kleinen Variation der Orientierung kein
Unterschied der Zn?**-Koordination feststellbar. Die Orientierungen der Methoxyfunktion und
des aromatischen Rings der Isovanillinsdure sind ebenfalls nahezu identisch. Auch die
Wasserstoffbriicken-bindung zwischen Ether/ Thioether und dem Wassermolekidl im
Substratbindetunnel ist in allen drei Verbindungen gut zu erkennen. Betrachtet man die
Orientierung der Cap-Gruppen, so erkennt man signifikante Unterschiede. Bei 6d zeigt der
Phenylring, bedingt durch den Ethyllinker, in eine andere Richtung und geht somit andere
Interaktionen ein als die Cap-Gruppe von TH6. Dieser Unterschied ist beim Vergleich
zwischen 19a und TH6 in geringerem Ausmal} ebenfalls zu erkennen. Die groR3ere
Ahnlichkeit zwischen der Orientierung von 19a und TH6 im Vergleich mit der Ahnlichkeit
zwischen 6d und TH6 und der besseren hHDACS8-Aktivitat von 6d zeigen, dass die
Anderung der Orientierung der Cap-Gruppe einen signifikanten Einfluss auf die Inhibition der
hHDACS haben.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das Isovanillinhydroxamséauregrundgerist
aller drei Verbindungen auf ahnliche Weise das Zinkion koordiniert und eine &hnliche
Orientierung mit vergleichbaren Koordinationen aufweist. Die jeweiligen Cap-Gruppen
weisen unterschiedliche Orientierungen auf, sodass die Derivatisierungen der Cap-Gruppen

fur die unterschiedlichen inhibitorischen Aktivitaten verantwortlich gemacht werden kénnen.

3.2 Selektivitat der dargestellten hHDACS8-Inhibitoren

Die angegebenen Werte gegen hHDAC1 und hHDAC6 wurden in der Arbeitsgruppe um Prof.
Dr. M. Jung (Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg) mithilfe der unter Kapitel 1.7.2
beschriebenen Assays ermittelt. Ziel war es, Substanzen darzustellen, die eine bessere
Aktivitat gegen hHDACS8 und eine bessere Selektivitdt gegen hHDAC1 und hHDACS6 als TH6
zeigen. Da viele der synthetisierten Inhibitoren keine Verbesserung der hHDACS8-Inhibition
im Vergleich mit TH6 erzielten, wurde bei zahlreichen Verbindungen auf eine weitere
Untersuchung verzichtet. Fir TH6 ergibt sich mit dem neu Ermittelten ICso-Wert gegen
hHDACS von 76,1 + 14,9 nM ein Sl von 159 gegen hHDACL1 (ICso: 12,1 £ 5,7 uM) und von
38 gegen hHDACSG (ICso: 2,9 + 0,3 uM).18°

Drei der dargestellten hHDACS8-Inhibitoren wurden hinsichtlich ihrer Selektivitat untersucht.
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Tabelle 9: Selektivitat der inhibitorischen Aktivitat der dargestellten hHDACS8-Inhibitoren

Verbindung hHDACS hHDAC1 hHDAC1 hHDACS6 hHDACS6
ICs0 [NM] Inhibition [%]  1Cso [UM]  Inhibition [%]  ICso [uM]

6b (PZ011) 1429+350 45% @10pM 145+35 78% @10puM 4,6+04

9% @ 1 uM 32% @ 1 pM

6d (PZ028) 449+25 40% @ 10 pM nd 74% @ 10 pM nd
2% @ 1 pM 37% @ 1 pM

19a (PZ031) 50,3+10,5 42% @ 10 pM nd 79 % @ 10 pM nd
13% @ 1 uM 13% @ 1 uM

Fir 6b ergibt sich ein SI von 101 gegen hHDAC1 und 32 gegen hHDACSG. Im Vergleich zur
Leitstruktur sind dies kleine Verschlechterungen der Selektivitdt. Es wird vermutet, dass
andere Derivate mit einer chlorderivatisierten Cap-Gruppe zusatzlich zur verminderten
Aktivitat gegen hHDACS8 ebenfalls verschlechterte Selektivititen zeigen. Fur 6d und 19a
liegen keine ICso-Werte gegen hHDAC1 und hHDACSG6 vor, jedoch weisen die prozentualen
Inhibitionen beider Verbindungen auf eine &ahnliche inhibitorische Aktivitdt gegen beide
Enzyme wie 6b hin. Daraus ergibt sich ein Sl von etwa 320 gegen hHDACL1 und von circa
100 gegen hHDACSG fur 6d. Fur 19a ergibt sich so ein Sl von ungefahr 290 gegen hHDAC1
und etwa 90 gegen hHDACS6. Fur 6d und 19a ergeben sich neben den Verbesserungen der
hHDACS-Inhibition somit auch Verbesserungen der Selektivitit gegen hHDAC1 und
hHDACG6 im Vergleich mit TH6.

3.3 Untersuchungen der Zytotoxizitat der dargestellten hHDACS

Inhibitoren

Die Untersuchungen zur Zytotoxizitat der synthetisierten Verbindungen wurden von PD Dr.
F. Erdmann (Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg) durchgefuhrt. Verwendet wurden
hierbei immortalisierte menschliche embryonale Nierenzellen (HEK293). Als Testsystem
wurde der Viabilitatstest Alamar Blue der Firma ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA)
verwendet, welcher die metabolische Aktivitat und das Redoxpotential der Zellen misst.?%?
Die Zellen wurden bei einer Inhibitorkonzentration von 50 uM fiir 45 h inkubiert und
anschlie3end mittels Fluoreszenzmessung gegen einen Standard ausgewertet. Hierbei wird
Resazurin, ein wasserl6slicher, ungiftiger, blauer Redox-Farbstoff, verwendet. Dieser

reagiert durch Reduktion zum fluoreszierenden, rosafarbenen Resorufin.?%?
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Tabelle 10: Zytotoxizitdt gegen HEK293-Zellen der dargestellten hHDACS8-Inhibitoren

Verbindung Uberlebensrate [%]
6a (PZ005) 776 £14,4
6b (PZ011) 62,8 * 8,4
6¢ (PZ009) 70,1+ 6,7
6d (PZ028) 96,0 £ 10,6
6e (PZ029) 743+9,9
12a (PZ013) 74,7+1,4
12b (PZ015) 63,6 + 14,9
12¢ (PZ017) 65,4 + 2,9
12d (PZ027) 76,1 +125
19a (PZ031) 72,9+27
19b (PZ022) 73865
19¢ (PZ036) 79,1+9,0
19d (PZ037) 87,2+9,5

Alle dargestellten hHDACS8-Inhibitoren zeigen eine schwache bis keine zytotoxische Wirkung
bei 50 uM.

3.4 Testung von 6d und 19a an Neuroblastomzellen

Aufgrund der guten Ergebnisse der Verbindungen 6d (PZ028) und 19a (PZ031) wurde
entschieden, diese an den menschlichen Neuroblastomzellen BE(2)-C zu Testen. Diese
Zellen sind Klone von Neuroblastomzellen, aus dem Gehirn eines zweijahrigen Jungen,
welche durch Metastasen aus dem Knochenmark abgeleitet sind.?%* Die Zellen wurden 96 h
mit Verschiedenen Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert und anschlielRend die
Zellkolonien ausgezahlt. Aus den erhaltenen Daten wurden Dosis-Wirkungs-Kurven
(s. Abbildung 37) erstellt, aus denen anschlieend die ICso-Werte gegen Neuroblastomzellen
bestimmt werden konnten. Diese Experimente wurden von der Arbeitsgruppe um Dr. I.

Oehme (Universitat Heidelberg) durchgefihrt.
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Abbildung 37: Dosis-Wirkungs-Kurve von 6d (PZ028) und 19a (PZ031) gegen BE(2)-C-Zellen. Diese Daten
wurden von Frau Dr. Ina Oehme, Hopp Kintertumorzentrum Heidelberg, gewonnen.

In Abbildung 37 erkennt man, dass sowohl 6d (PZ028) als auch 19a (PZ031) eine gute
Wirkung gegen Neuroblastomzellen aufweisen. Als positiv Kontrolle ist der Inhibitor PCI-
34051 (ICso: 6,3 UM) (s. Kapitel 1.6.1) vermessen worden. Mit einem ICso-Wert von 4,3 uM ist
19a (PZ031) die aktivere Verbindung, auch wenn der in-vitro I1Cso-Wert gegen hHDACS
etwas schlechter war. Dies kann an einer etwas besseren Bioverfugbarkeit der Verbindung
19a (Pz031) liegen. Inhibitor 6d (PZ028) zeigt mit einem ICso-Wert von 7,2 uM gegen

Neuroblastomzellen eine Wirkung, die etwas schlechter ist als die der Positivkontrolle.

Um zu zeigen, dass die gute Wirksamkeit der Verbindungen 6d (PZ028) und 19a (PZ031)
auf die Inhibition der hHDACS8 zuriickzufiihren ist wurden, ebenfalls durch die Arbeitsgruppe
um Dr. I. Oehme (Universitat Heidelberg), Western-Blot Experimente durchgefiihrt, die die
Konzentrationen verschiedener hHDAC-Substrate aus behandelten und unbehandelten
BE(2)-C-Zellen verglichen. Hierflr wurden die Neuroblastomzellen 6 h mit 4 uM 19a (PZ031)
beziehungsweise mit 7 uM 6d (PZ028) inkubiert. Untersucht wurden unter anderem die
Konzentrationen von SMC3,. (hHDAC8-Substrat), H4,. (hHDAC1-Substrat) und Tubulinac
(hHDACG6-Substrat). Hierbei stellte sich heraus, dass, bei Inkubation der Zellen mit 6d
(PZ028) und 19a (PZ031), die SMC3ac Konzentration, im Vergleich mit unbehandelten Zellen
(inkubiert mit DMSOQ), signifikant anstieg. Diese Hyperacetylierung von SMC3 beweist, dass
die gewiinschte hHDACS-inhibition stattfindet. Fur die hHDAC1 und hHDACG6 zeigte sich
keine bis eine geringe Erhdhung der Konzentration der acetylierten Substrate. Dies
zusammen mit den Ergebnissen gegen die HEK293-Zellen deutet darauf hin, dass die gute
Wirkung gegen die Neuroblastomzellen auf die Inhibition der hHDAC8 und nicht auf off-

target-Effekte zurickzufihren ist.

Die Daten der Western-Blot-Experimente befinden sich im Anhang (Anhang.pdf ab Seite
A52)



54

3.5 Inhibitorische Aktivitat der dargestellten HDAC10-Inhibitoren

Die angegebenen Werte gegen zHDAC10 wurden in der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. M. Jung
(Albert-Ludwigs-Universitéat Freiburg) mithilfe des unter Kapitel 1.7.3 beschriebenen Assays
ermittelt. Zum Erstellen der Struktur-Wirkungs-Beziehungen wurden die ICso-Werte der in
dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen herangezogen und untereinander verglichen, da
die dargestellten Strukturen nicht von einer gemeinsamen Leitstruktur abgeleitet wurden. Es
erfolgte in diesem Kapitel keine Bewertung hinsichtlich der Stabilitat oder der Eignung als
Arzneistoff der dargestellten Verbindungen.

3.5.1 Inhibitoren der Klasse der Benzhydroxamsauren

Als erste Substanzklasse wurden die Benzhydroxamsauren mit derivatisierter Cap-Gruppe
hinsichtlich ihrer Struktur-Wirkungsbeziehungen untersucht. Diese Verbindungen leiten sich

von Dockingergebnissen am hHDAC10-Homologiemodell ab.

Tabelle 11: Struktur und inhibitorische Aktivitdt gegen zHDAC10 der Benzhydroxamsé&aurederivate;
nd = nicht detektiert

o]
‘ ’ _OH
H
Verbindung @ ICso-Wert zHDAC10
[nM]
25a (PZ033) 37+10
N
*\/
25b (PZ039) S\ 106 + 28
H
*\/N S
25¢c (PZ040) / s 24+5
H
*\/N /
25d (PZ034) nd
*\/N
25e (PZ035) r 43 +7

N
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Fur 25d wurde aufgrund neuer Dockingergebnisse an der Kristallstruktur von zHDAC10, der
schlechten Ausbeute und Reinheit und der niedrigen Aktivitdt gegen andere HDACs
entschieden, keine weiteren Tests an ihr durchzufiihren. 25c zeigt mit 24 + 5 nM die starkste
ZHDAC10-Inhibition dieser Klasse. Dies zeigt, dass die ZBG und das basische Amin die
gewlnschten Interaktionen in der katalytischen Tasche der zHDAC10 eingehen. Die im
Vergleich um Faktor vier schlechtere Inhibition von 25b zeigt, dass die Orientierung des
Thiophen-Schwefelatoms eine Rolle spielt. Hier kann eine Interaktion, wahrscheinlich eine
Wasserstoffbriickenbindung zu Asparagin 93 oder Aspartat 94, Aminoséuren des
Substratbindetunnels, ausgebildet werden, die die Bindung und somit die Inhibition
zusatzlich verstarkt. Die gute inhibitorische Aktivitdt von 25e zeigt, dass es bei der Interaktion
mit der Gatekeeper-Aminosaure keinen signifikanten Unterschied macht, ob das basische
Amin sekundéarer oder tertiarer Natur ist. 25a zeigt ebenfalls eine gute inhibitorische Aktivitat
gegen zHDACI10, dies kann ebenfalls durch die Interaktion der ZBG mit dem Zn?* und des
sekundaren, basischen Amins mit der Gatekeeper-Aminosaure Glutamat 274 erklart werden.
Zusatzlich kann eine potenzielle m-m-Wechselwirkung zwischen der Cap-Gruppe und

Tryptophan 205 die Bindung weiter beglnstigen.
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3.5.2 Inhibitoren der Klasse der Piperidin-4-acrylhydroxamsauren

Als zweite Substanzklasse der HDAC10-Inhibitoren wurden die Piperidin-4-acrylhydroxam-
sauren mit derivatisierter Cap-Gruppe hinsichtlich ihrer Struktur-Wirkungsbeziehungen
untersucht. Diese Verbindungen leiten sich von Dockingergebnissen an der Kristallstruktur
von zHDAC10 ab.

Tabelle 12: Struktur und inhibitorische Aktivitat gegen zHDAC10 der Piperidin-4-acrylhydroxamséauren;
nd = nicht detektiert

OH

@

@
)
IZ\

Verbindung ICs0-Wert zHDAC10
[NM]
3la (PZ044) \% 62 £18
S
* ~

31b (PZ045) \9 58 + 10

N—

* ~

31c (PZ046) \/\O 11+1
31d (PZ047) \/\EQ 29+6

NH
3le (PZ048) 20+ 2
31f (PZ049) 33+3

3
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31g (PZ050) 60 +5

31i (PZ053) 23% @ 10 uM

Cl
31h (PZ051) \/@ 534 +104

ey .

Der beste HDAC10-Inhibitor der dargestellten Verbindungen ist 31c mit einem ICso-Wert von
11 £ 1 nM. Vergleicht man 31c mit 31h, welche sich lediglich durch ein Kohlenstoffatom im
Linker unterscheiden, fallt auf, dass bei klirzerem Linker zwischen Cap-Gruppe und
Piperidinfunktion die inhibitorische Aktivitat um Faktor 50 nachgelassen hat. Dies kann daran
liegen, dass bei 31h der Phenylring nicht weit genug von der Interaktionsstelle zwischen
tertiitrem Amin des Piperidins und Glutamat 274 entfernt ist, sodass eine TI-T1-
Wechselwirkung zu Tryptophan 205 ausbleibt. Gleiches gilt fir 31i, jedoch scheint die
Methylderivatisierung einen zuséatzlichen Nachteil zu haben, der die inhibitorische Aktivitat
herabsetzt. Die Verbindungen 31f und 31g, die, im Vergleich mit 31h, eine
Chlorderivatisierung der Cap-Gruppe tragen, zeigen wieder eine deutlich gesteigerte
Aktivitat. Hierbei stellte sich heraus, dass die Chlorfunktion an Position 4 (31f) etwa doppelt
so potent ist wie die Chlorderivatisierung an Position 3 (31g). Bei den Verbindungen 31d und
31e wurde ebenfalls eine potente zHDAC10-Inhibition festgestellt. 31e verfliigen zwar, wie
31h, Uber einen Methyllinker zwischen tertidtrem Amin und Cap-Gruppe, jedoch ist das
aromatische System (Naphthyl) signifikant grofRer, sodass die T-m-Wechselwirkung
stattfinden kann. 31d besitzt einen Ethyllinker und eine Indol-Cap-Gruppe. Dies zeigt, dass
eine Kombination aus Ethyllinker und gréRerer Cap-Gruppe ebenfalls potente Inhibitoren
hervorbringt. 31b und 3la zeigen im Vergleich zu 31d eine leicht verschlechterte
inhibitorische Aktivitat gegen zHDAC10. Dies zeigt, dass der Ethyllinker in Kombination mit
einer Indol-Cap-Gruppe bessere Interaktionen im Kkatalytischen Zentrum zeigt als ein
Methyllinker in Kombination mit einer N-Methylindol- (31b) oder Benzothiophen-Cap-Gruppe
(31a).
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Bei Versuchen mit Verbindung 32 (s. Abbildung 38) stellte sich heraus, dass ein Verlust der
ZBG mit einem Verlust der inhibitorischen Aktivitdt gegen zHDAC10 einher geht. So konnte
bei Inkubation mit 32 keinerlei Inhibition der zHDAC10 nachgewiesen werden. Ebenso war
keine inhibitorische Aktivitdt gegen andere HDACs nachweisbar. Dies zeigt, dass das
tertidre, basische Amin wichtig fiir die Aktivitdt und Selektivitat der Verbindungen ist, jedoch

ohne geeignete ZBG keine potenten Inhibitoren hervorbringt.

N 2

Cl

Abbildung 38: Verbindung 32; Methylester ohne zHDAC10-Aktivitét

Abbildung 39: Position der HDAC10-Inhibitoren in der katalytischen Tasche von zHDAC10 (PDB-
ID: 5TD7): A) Bindung von 31b: Rosa: Inhibitorkohlenstoff; Grau: Enzymkohlenstoff; Rot: Sauerstoff;
Blau: Stickstoff; Gelb: Schwefel; Cyanfarbene Sphére: Zn?*; gestrichelte
Linien: Wasserstoffbriickenbindungen; Pink: P(E,A) CE-Motiv. B) Bindung von 3le:
Pink: Inhibitorkohlenstoff; Grau: Enzymkohlenstoff; Rot: Sauerstoff; Blau: Stickstoff; Gelb: Schwefel;
Cyanfarbene Sphare: Zn?*; gestrichelte Linien: Wasserstoffbriickenbindungen; Pink: P(E,A)CE-Motiv.
Erstellt von Talha Yesiloglu

In Abbildung 39 kann man gut erkennen, dass die Zn?*-Koordination des Piperidin-4-acryl-
hydroxamsauregrundgertists bei 31b wie auch 3le auf gleiche Weise stattfindet. Die
Orientierung des Grundgerusts beider Inhibitoren ist nahezu identisch. Die Wasserstoff-

briickenbindungen des Hydroxamséaure-warheads zu Histidin 136 & 137 sowie zum Zinkion
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sind gut zu erkennen. Ebenso kann man gut erkennen, dass die Gatekeeper-Aminosaure
Glutamat 274 eine Wasserstoffbrickenbindung zum basischen, tertiaren Amin der
Piperidinfunktion ausbildet. Somit konnen aus den abgebildeten Dockinglésungen
(s. Abbildung 39) fur 31b und 3le die gewinschten Koordinationen der ZBG und des
tertidren Amins bestatigt werden. Bei 31b erkennt man zudem, dass sich die Cap-Gruppe in
raumlicher Néahe zum Tryptophan 205 befindet und diesem zugewandt ist. Dies lasst eine 1T-
m-Wechselwirkung der Cap-Gruppe mit der aromatischen Aminoséure vermuten. Bei 31e ist
diese Orientierung der Cap-Gruppe nicht zu erkennen. Hier ist die Naphthylfunktion vom
Tryptophan 205 abgewandt. Da beide Verbindungen potente zHDAC10-Inhibitoren sind,
kann vermutet werden, dass bei 31e eine andere bindungsfordernde Interaktion der Cap-

Gruppe stattfindet.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das Piperidin-4-acrylhydroxamsaure-
grundgerist wie gewlinscht mit dem Zn?" und der Gatekeeper-Aminosaure interagiert. Die
unterschiedlichen Orientierungen der Cap-Gruppen zeigen, dass verschiedene Interaktionen
im aufBeren Teil des Substratbindetunnels stattfinden kénnen, welche die inhibitorische

Aktivitat gegeniiber zZHDAC10 beeinflussen.

3.6 Selektivitat der dargestellten HDAC10-Inhibitoren

Die angegebenen Werte gegen hHDAC1 und hHDAC6 wurden in der Arbeitsgruppe um Prof.
Dr. M. Jung (Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg) mithilfe der unter Kapitel 1.7.2
beschriebenen Assays ermittelt. Die angegebenen Werte gegen hHDAC8 wurden im
Rahmen dieser Arbeit unter Zuhilfenahme des unter Kapitel 1.7.1 beschriebenen Assays
ermittelt. Ziel war es Substanzen darzustellen, mit einer potenten HDAC10-Inhibition und
einer guten Selektivitat gegentiber hLHDAC1, hHDAC6 und hHDACS.
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Tabelle 13: Selektivitat der inhibitorischen Aktivitat der dargestellten HDAC10-Inhibitoren; nd = nicht
detektiert; nl = keine Inhibition; * Daten gemessen von Matthes Zessin (Martin-Luther-Universitat Halle-

Wittenberg)
Verbindung zHDAC10 hHDAC1 hHDACS6 hHDACS
ICso [NnM] ICso [UM] ICso [NM] ICso [NM]

25a (PZ033) 3710 49 % @ 10 uM 210 + 26 3476 £ 521
19% @ 1 uM

25b (PZ039) 106 + 28 68 % @ 10 uM 158 £ 21 3244 + 406
15% @ 1 uM

25¢ (PZ040) 24 +5 50 % @ 10 uM 177 + 28 1901 + 342
16 % @ 1 pM

25d (PZ034) nd nd nd nl

25e (PZ035) 43 +7 54 % @ 10 uM 280 + 25 2412 + 208
6% @1uM

31a (PZ044) 62 +18 66 % @ 10 pM 1417 +138 1266 + 167
29% @ 1 uM

31b (PZ045) 58 +10 67 % @ 10 uM 2428 + 528 917 £ 172
12% @ 1 uM

31c (PZ046) 11 + 16 £9 4350 + 400 452 + 50

31d (PZ047) 29 + 54 % @ 10 pM 4794 + 1081 420 £ 55
7% @ 1 uM

3le (PZ048) 202 3+0,2 3690 + 450 465 £ 73

31f (PZ049) 33+3 9+1 430 £ 50 947 + 256

31g (PZ050) 60+5 67 % @ 10 uM 83% @ 10 uM 2497 + 258
24% @ 1 pM 40% @ 1 uM

31h (PZ051) 534 + 104 62 % @ 10 uM 89 % @ 10 uM nl
12% @ 1 uM 34% @ 1 uM

31i (PZ053)

23% @ 10 M
2% @ 1 uM

nl

nl

nl

31j (PZ054)

nd

56 % @ 10 pM*
22% @ 1 pM*

72 % @ 10 pM*
29% @ 1 pM*

91 % @ 10 PM*
54 % @ 1 pM*
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Die Benzhydroxamsauren zeigen eine gute hHDAC1- und moderate hHDACS8-Selektivitat.
Die beste hHDAC1-Selektivitat dieser Klasse zeigte 25c¢ mit einem S| von 417, die
schlechteste 25b mit einem Sl von 85. Fir die hHDACS liegen die S| zwischen 30 fur 25b
und 94 fur 25a. Die Benzhydroxamsaurederivate zeigen kaum Selektivitdit gegen hHDACS,
hier schwanken die Werte zwischen einem Sl von 1,5 fur 25b und 7 fur 25a, 25¢ und 25e.
Da von den genannten HDACs die HDACG6 die @hnlichste zur HDAC1O ist, ist das Erreichen
einer guten Selektivitatt gegen hHDAC6 eine der Hauptaufgaben fir die Synthese
potenzieller Arzneistoffe. Dies ist mit Vertretern der Piperidin-4-acrylhydroxamséurederivate
gelungen. Beispielsweise zeigt 31c mit einem Sl von 395 gegen hHDACG6 und von 1454
gegen hHDACL eine starke Selektivitat. 31c zeigt neben der besten zHDAC10-Inhibition also
auch die starkste Selektivitit gegen hHDAC1 und hHDACG6. Ebenfalls ist die hHDACS-
Selektivitat mit einem SI von 41 fur 31c eine der besten dieser Substanzklasse. Die
moderaten Selektivitaten der meisten Vertreter dieser Substanzklasse gegen hHDACS, mit
Sl von 14 fur 31d bis 42 fur 31g, stellen aber mitunter kein Problem dar. Sollten die
Inhibitoren als Therapeutika gegen Neuroblastome in Betracht gezogen werden, so kann
eine hHDACS-Inhibition zusatzlich zur HDAC10-Inhibition einen positiven Effekt zeigen, da,
wie in Kapitel 1.3.2 beschrieben, die hHDAC8 ebenfalls eine Schlisselrolle in
Neuroblastomzellen spielt. Die Selektivitat der anderen Verbindungen der Piperidin-4-
acrylhydroxamsauren gegen hHDAC1 schwankt zwischen etwa 145 fir 31a und etwa 344 fir
31d. Der einzige Ausreil3er ist hier 31h mit einem Sl von etwa 17 gegen hHDAC1. Dies kann
durch die signifikante Abnahme der zHDAC10-Inhibition von 31h erklart werden. Alle
Substanzen zeigen eine hHDAC1-Inhibition im unteren mikromolaren Bereich, so auch 31h,
so kommt durch die signifikant schlechtere zHDAC10-Inhibition der schlechtere Sl
gegenuber hHDACL1 zustande. Fur die Sl der Verbindungen neben 31c gegen hHDAC6
ergeben sich Werte zwischen etwa 7 fir 31h und 184 fir 31le. Diese Werte kénnen wie fur
die SI gegen hHDACL erklart werden, da die hHDACL-Inhibition fir alle Piperidin-4-
acrylhydroxamsauren im unteren mikromolaren Bereich liegen und die zHDAC10-
Inhibitionen schwanken. Eine Ausnahme hierbei ist 31f, die, mit einem ICso-Wert von
430 + 50 nM gegen hHDACSG6, die hHDACG6 signifikant starker inhibiert als die anderen

Verbindungen, dieser Klasse.

Insgesamt ist 31c mit einer potenten zHDAC10-Inhibition und guten Selektivitdten gegen
hHDAC1, hHDAC6 und hHDAC8 der vielversprechendste Kandidat. Ebenfalls sehr

vielversprechende Verbindungen sind 31b, 31d und 31e.
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3.7 Untersuchungen der Zytotoxizitat der dargestellten HDAC10
Inhibitoren
Die Untersuchungen zur Zytotoxizitat der synthetisierten Verbindungen wurden von PD Dr.

F. Erdmann (Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg) so, wie in Kapitel 3.3 dargestellt,
durchgefinhrt.

Tabelle 14: Zytotoxizitat gegen HEK293-Zellen der dargestellten HDAC10-Inhibitoren

Verbindung Uberlebensrate [%]
25a (PZ033) 77150
25p (PZ039) 71,6 +6,1
25¢ (PZ040) 81,5+2,8
25d (PZ034) 92,6 + 13,4
25e (PZ035) 86,4 +2,3
31a (PZ044) 88,2+ 1,0
31b (PZ045) 68,2 + 4,8
31c (PZ046) 54,4 +1,4
31d (PZ047) 773+4.4
31e (PZ048) 51,6 + 3,9
31f (PZ049) 84,6 + 1,5
31g (PZ050) 88,6 +2,2
31h (PZ051) 100,9 * 6,9
31i (PZ053) 104,9+0,8
31j (PZ054) 55,0 + 4,4

Alle dargestellten HDAC10-Inhibitoren zeigen eine schwache bis keine zytotoxische Wirkung
bei 50 uM.
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3.8 Testung von 31b und 31e an Leukamiezellen

Aufgrund der guten Ergebnisse bezlglich der zHDAC10-Aktivitat, der Selektivitdt und der
Verfuigbarkeit der dargestellten Verbindungen wurden 31b (PZ045) und 31e (PZ048) fir
weitere Tests an akute myeloische Leuk&mie (AML)-Zelllinien herangezogen. AML ist eine
maligne Erkrankung des blutbildenden Systems, und zwar der Myelopoese. Diese stellen
den Teils des blutbildenden Systems dar, der fir die Bildung von Granulozyten, Monozyten,
Erythrozyten und Megakaryozyten verantwortlich ist.?®® Die Testung an Leukamiezellen
wurden von der Arbeitsgruppe um Prof. O. Kramer (Johannes Gutenberg-Universitat Mainz)
durchgefuhrt. Ein Test an MV4-11-Zellen (Zellen der AML) zeigte eine Akkumulation cyto-1D
positiver  Autophagosomen, was die gewlnschte = HDAC10-Inhibition  belegt
(s. Abbildung 40 A).1?® Ebenso konnte gezeigt werden, dass in MV4-11-Zellen, bei 2 bis
15uM 31b (PZ045) und 3le (PzZ048), kein signifikanter Anstieg der Konzentration
acetylierter Histone stattfindet. Damit wird gezeigt dass keine Inhibition der Klasse 1 HDACs
zellular stattfindet (s. Abbildung 40 B).2°® Ein leichter Anstieg der Tubulinac-Konzentration
zeigt, dass eine schwache HDACS6-Inhibition stattfindet.?%¢2°72% Diese bewegt sich jedoch in
einem stark verminderten Umfang im Vergleich zu Marbostat-100 (MARB-1), einem HDAC6-
Inhibitor (s. Abbildung 40 B).2°7208 MARB-1 und Entinostat (MS-275), ein Klasse 1 HDAC-
Inhibitor, zeigten keinerlei Akkumulation cyto-ID positiver Autophagosomen, dies belegt,
dass die HDAC10-Inhibition die Autophagosom-Biogenese beeinflusst.'?®® Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von MV4-11-Zellen mit 31b (PZ045) und 31le
(PZ048) einen Konzentrationsanstieg der HSP-70 (Hitzeschockprotein 70) und dem
Autophagieregulator p62 zur Folge hat. Beides sind wichtige Regulatoren der
Proteinhomoostase und der Makroautophagie (s. Abbildung 40 B).252%° Die Akkumulation
von HSP-70 und p62 zeigt eine durch HDAC10-Inhibition induzierte Anderung der
Makroautophagie an, was ebenfalls ein Merkmal der HDAC10-Inhibition in
Neuroblastomzellen ist.}?521° HDAC10 selbst akkumulierte ebenfalls dosisabhangig bei
Behandlung der MV4-11-Zellen mit 31b (PZ045) und 31e (PZ048) (s. Abbildung 40 B).
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Abbildung 40: Inhibition von 31b (PZ045) und 31e (PZ048) in MV4-11-Zellen: A) Steigende Konzentration
(2-15 uyM) von 31b und 31e, 24 h, K wurde mit Losungsmittel inkubiert, 10 uyM Chloroquinzusatz zum
Vermeiden lysosomaler Ansduerung, n = 3, K = Kontrolle; B) Steigende Konzentration (2-15 uM) von 31b
und 3le, MS-275 und MARB-1 als Positivkontrolle anderer HDACs, 24 h, K wurde mit Lésungsmittel
inkubiert, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und B-Aktin als Beladungskontrolle;
n =2, K = Kontrolle. Statistische Signifikanz (ermittelt mit ANOVA) wird durch * angegeben. Diese Daten
wurden von Frau Yanira Zeyn, AG Kramer, Universitatsmedizin Mainz, gewonnen.

Da 31e (PZ048) eine hohere Selektivitat fir HDAC10 gegenuber HDACG6 (s. Abbildung 40 B;
Tubulin-Acetylierung) und einen  starkeren Effekt auf die Autophagozytose
(s. Abbildung 40 B; Akkumulation von p62) als 31b (PZ045) zeigte, wurden mit 31e (PZ048)
weiterfuhrende Experimente durchgefihrt. Diese wurden ebenfalls durch die Arbeitsgruppe
um Prof. O. Kramer (Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz) ausgefuhrt. So wurden
verschiedene Leukamiezelllinien mit 3le (PZ048) behandelt und die Apoptose als
Phoyphatidylserin-Prasentation an der Zelloberflache und durch das Verlieren der Fahigkeit,
Propidiumiodid (PI), einem farbigen DNA-Interkalator, zu exportieren, gemessen. Dies wurde
mittels Durchflusszytometrie, der Pl-Fluoreszenz und Annexin-V-Farbung, welche Zellen in
der frihen Phase der Apoptose farbt, ermdglicht. Zellen, die sich in der frihen Phase der
Apoptose befinden, sind Annexin-V positiv und Zellen in der spaten Phase der Apoptose sind
Annexin-V positiv und enthalten zudem gréRere Mengen PI.?*! Es wurde festgestellt, dass
3le (PZ048) in RS4-11-Zellen [Zellen der ALL (akuten lymphatischen Leukéamie)] friihe und
spate Apoptose ausldst. Dartber hinaus wurde gezeigt, dass in Ramoszellen (Zellen des
Burkitt-Lymphoms) spéte Apoptose und in SU-DHL-6 B-Zellen (Zellen des follikularen B-Zell
Lymphoms) frihe Apoptose durch die Behandlung mit 31le (PZ048) ausgelost wird
(s. Abbildung 41 A). Im Gegensatz dazu wurde in MV4-11-, THP-1- (Zellen der AML), K562-
(Zellen der chronischen myeloischen Leuk&mie) und HEL-Zellen (Zellen der Polycythaemia
vera) durch 31e (PZ048) keine Apoptose ausgeldst. Dies zeigt, dass die pro-apoptotischen
Effekte von 31le (PZ048) nicht unselektiv sind und nur in einigen Leukamiezellen auftreten.
Es wurde durch eine Positivkontrolle mit MS-275 gezeigt, dass der Unterschied zwischen
RS4-11- und MV4-11-Zellen nicht durch eine generell hthere Sensitivitat der RS4-11-Zellen

gegeniber der HDAC-Inhibition erklart werden kann.
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40,1 % der RS4-11-Zellkulturen zeigten Apoptose, wenn diese mit 31e (PZ048) inkubiert
werden. Bei weiteren Untersuchungen stellte sich heraus, dass in mit 3le (PZ048)
behandelten RS4-11-Zellen die Konzentration aktiver Caspase 3 (Protease, die essenziell fur
die Apoptose ist) und dem Marker fir Apoptose, replikativem Stress und DNA-Schaden
yH2AX signifikant ansteigt.?!>?* Ebenso wurden sowohl fir behandelte als auch
unbehandelte Zellen eine vergleichbare HDAC10-Expression und globale Histon-
Acetylierung gezeigt (s. Abbildung 41 B). Die Analyse der Tubulin-Acetylierung in mit 31e
(PZ048) behandelten RS4-11 Zellen bestatigt, dass 31e (PZ048) ein sehr schlechter
HDACG6-Inhibitor, im Vergleich mit MARB-1, ist. Zudem konnte bei einer starken HDACG6-
Inhibition mit MARB-1 keine Apoptose in RS4-11-Zellen nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die pro-apoptotischen Effekte von 31le (PZ048) nicht durch eine
Inhibition der Klasse 1 HDACs oder der HDAC6 zu erklaren sind. Dies legt den Schluss

nahe, dass die gewiinschte HDAC10-Inhibition zu genannten Effekten fuhrt.

Die Resistenz der MV4-11-Zellen gegen zytotoxische Effekte durch 31e (PZ048) steht nicht
in Zusammenhang mit einer nicht stattfindenden HDAC10-Inhibition, was durch die
nachgewiesenen cyto-1D positiven Vesikel gezeigt wird (s. Abbildung 40 A). Bei der Analyse
von mit 31le (PZ048) behandelten RS4-11-Zellen wurden diese subzellularen Strukturen
ebenfalls nachgewiesen (s. Abbildung 41 C). Somit findet sich eine Akkumulation an cyto-ID
positiven Vesikeln, sowohl in den fir 31e (PZ048) sensitiven RS4-11-Zellen als auch in den
31le (PZ048) resistenten MV4-11 Zellen. Bei einer Inhibition der autophagischen Aktivitat mit
Chloroquin wurden keine zytotoxischen Effekte an MV4-11- und RS4-11-Zellen beobachtet.
Diese Daten zeigen, dass allein die 31e (PZ048) induzierte Anderung der Autophagie nicht
der Grund fur die verschiedenen Sensitivititen der verschiedenen Leukamiezelllinien
gegenlber 31le (PZ048) ist.
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Abbildung 41: 3le-Aktivitaét gegen Leukamiezellen: A) Eine Reihe Leukadmiezellen wurden fur 24 h mit
15 uM 3le (PZ048) oder 5puM MS-275 inkubiert und auf Annexin-V und Pl untersucht; K = Kontrolle,
inkubiert mit Puffer; n = 2-3; ***p < 0,001, ****p < 0,0001. B) RS4-11-Zellen wurden fur 24 h mit 31e inkubiert
und wie angegeben einer Immunoblot-Analyse unterzogen; GAPDH und B-Aktin als Ladungskontrolle;
n =2. C) Overlay von cyto-ID positiven Vesikeln in mit 31e und in mit Puffer behandelten RS4-11-Zellen
D) Immunoblot-Analyse fiir Checkpoint-Kinase-1 (CHK1), DNA-mismatch repair Proteine (MMR): MutatorS-
Homologe 2, 3 und 6 (MSH) und MutatorL-Homologe 1 (MLH); GAPDH und B-Aktin als Ladungskontrolle, +
15uM 3le, - Puffer, 24h, n=2. Diese Daten wurden von Frau Yanira Zeyn, AG Kramer,
Universitatsmedizin Mainz, gewonnen.

Es konnte ein Zusammenhang zwischen HDAC10-Knockout in Gebarmutterhalskrebszellen
und Chaperon vermittelter Autophagie (CMA, von engl.: chaperone-mediated autophagy)
hergestellt werden,?** wobei GAPDH und CHK1 angegriffen werden.?*®> Immunoblot-
Analysen fir CHK1 zeigten eine leichte Verringerung in MV4-11- und RS4-11-Zellen, wenn
diese mit 31e (PZ048) behandelt werden. GAPDH zeigte bei Inkubation mit 31e (PZ048)
keine signifikante Anderung in Leukamiezellen (s. Abbildung 41 D), was eine
zelltypspezifische Regulierung der CMA-Ziele nahelegt. Unabhangig hiervon kann man von
den Daten ableiten, dass eine einzelne Veranderung des CMA nicht erklaren kann, warum
B-ALL-Zellen anfalliger fur 31e (PZ048) sind als AML-Zellen.



67

Die Akkumulation von yH2AX ist ein Zeichen fir DNA-Schaden®?® und das MMR-Protein
MSH2 ist durch HDAC10 Elimination inaktiviert.?® Deswegen wurde ebenfalls auf die
Regulation der MMR Proteine in MV4-11 und RS4-11-Zellen, die mit 15 uM 31le (PZ048)
behandelt wurden, getestet. Es wurde eine starke Expression von MSH2, MSH3, MSH6 und
MLH1 in RS4-11-Zellen beobachtet. Mit Ausnahme von MLH1 waren die genannten MMR
Proteine in RS4-11-Zellen signifikant hoher exprimiert als in MV4-11-Zellen. Ebenso konnte
beobachtet werden, dass MSH2 durch 31le (PZ048) Behandlung in MV4-11-Zellen starker
exprimiert wurde, wobei diese Level nicht das der RS4-11-Zellen erreichte
(s. Abbildung 41 D). Folglich kann ein Mangel an MMR Proteinen nicht als einfache
Erklarung fur die Sensitivitat der RS4-11-Zellen gegeniber 31le (PZ048) herangezogen

werden.

Die gezeigten Daten zeigen, dass weitere Experimente durchgefiihrt werden missen, um zu
klaren, wie HDAC10 verschiedene Krebszellen vor der Apoptose bewahrt und wie es zur
Einleitung der Apoptose durch 31e (PZ048) kommt.
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4. Fazit und Ausblick

Die Behandlung von Krebserkrankungen im Menschen ist zum aktuellen Zeitpunkt schwierig
und mit einer grof3en Zahl potenzieller Nebenwirkungen verbunden. Aktuelle Studien zeigen,
dass einige hHDACs ein attraktives Ziel fur die Tumortherapie darstellen, da deren
Inhibierung im besten Fall nebenwirkungsfrei ablauft, aber Krebszellen schadigt.

In dieser Arbeit wurden, ausgehend von vorangegangenen Arbeiten, potente hHDACS
Inhibitoren entwickelt, synthetisiert und charakterisiert, die eine gute Selektivitdt gegentber
anderen hHDACs aufweisen. Aus den gewonnenen Daten wurden anschlielend Struktur-
Wirkungs-Beziehungen fir hHDACS-Inhibitoren abgeleitet. Darliber hinaus zeigten die
dargestellten hHDACS8-Inhibitoren in Zytotoxizitdtsassays keine zytotoxischen Eigenschaften
bei Konzentrationen, die im therapeutischen Bereich liegen, sodass off-target-Effekte und
Nebenwirkungen unwahrscheinlich sind. Die aktivsten und selektivsten Verbindungen, mit
einem ICso-Wert im unteren nanomolaren Bereich gegen hHDACS8, wurden fur weitere Tests
an Neuroblastomzellen herangezogen. Bei den Neuroblastomzellen BE(2)-C stellten sich die
Verbindungen 6d (PZ028) und 19a (PZ031) als sehr potent heraus (s. Abbildung 42).
Weiterfihrende Experimente bestatigten, dass die gute Wirkung gegen die Tumorzellen auf

die Inhibition der hHHDACS8 und wahrscheinlich nicht auf off-target-Effekte zurlickzufihren ist.
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Abbildung 42: potente hHDACS8-Inhibitoren 6d (PZ028) und 19a (PZ031)

Die dargestellten hHDACS8-Inhibitoren sollten in Zukunft noch weiteren erganzenden und
abschlielenden Tests unterzogen werden, um ihre Eignung als potenzielles
Chemotherapeutikum zur Tumorbekdmpfung zu prifen. Ebenso bietet es sich an, aus den
gewonnenen Daten weitere Strukturoptimierungen abzuleiten und weitere potente und
selektive hHDACS-Inhibitoren herzustellen, um ein breites Spektrum an potenziellen

Tumortherapeutika zu gewinnen.

Neben der Entwicklung potenter hHDACS-Inhibitoren konzentriert sich diese Arbeit ebenso
auf die Entwicklung, Synthese und Charakterisierung potenter HDAC10-Inhibitoren, die eine
gute Selektivitdit gegeniiber anderen HDACs aufweisen. Ausgehend von in silico
Experimenten mit dem Homologiemodell der hHDAC10 und der Kristallstruktur der
zHDAC10 wurde eine Reihe potenzieller Verbindungen hergestellt und in vitro gegen diverse

HDACs getestet. Aus den gewonnenen Daten wurden anschlielBend Struktur-Wirkungs-
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Beziehungen fur HDAC10-Inhibitoren abgeleitet. Daruber hinaus zeigten die dargestellten
HDAC10-Inhibitoren in Zytotoxizitatsassays keine akuten zytotoxischen Eigenschaften bei
Konzentrationen, die im therapeutischen Bereich liegen. Von den aktivsten und selektivsten
Verbindungen wurden 31b (PZ045) und 31le (PZ048) fir weiterfihrende Experimente an
Leukdmiezellen ausgewahlt. Hierbei stellten sich beide Verbindungen als vielversprechend
heraus. Es konnte gezeigt werden, dass in diversen Leukamiezellinien eine Behandlung mit
HDAC10-Inhibitoren zur Apoptose fiihrt. Weiterfuhrende Experimente konnten zeigen, dass
diese zytotoxischen Effekte gegen Krebszellen durch die HDAC10-Inhibition hervorgerufen

o o}
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Abbildung 43: potente HDAC10-Inhibitoren 31b (PZ045) und 31e (PZ048)

werden.

In Zukunft sollten weiterfihrende Experimente den genauen Mechanismus klaren, der hinter
dem HDAC10 induzierten Schutz der Krebszellen gegen Apoptose steckt, beziehungsweise
wie die Inhibition der HDAC10 zur Apoptose fuhrt. Ebenso sollten die dargestellten
Inhibitoren weiteren ergédnzenden und abschlieBenden Tests unterzogen werden, um ihre
Eignung als potenzielles Chemotherapeutikum zur Tumorbekampfung zu prifen. Dartber
hinaus bietet es sich an, aus den gewonnenen Daten Strukturoptimierungen der HDAC10-

Inhibitoren durchzufiihren, um weitere potenzielle Tumortherapeutika zu erhalten.

Ein ebenfalls vielversprechender Ansatz zur Bekampfung von Krebserkrankungen durch das
Inhibieren von HDACSs ist das Erforschen von PROTACs (Proteolyse durch Chimare, von
engl.: Proteolysis targeting chimeras), bei denen bifunktionelle Molekile eingesetzt werden.
Diese bestehen aus einem Liganden, der die HDAC bindet, in der Regel von einem potenten
Inhibitor abgeleitet, einem Liganden, der die Ubiquitin Ligase E3 bindet und einem Linker,
der beide Teile verbindet. Durch Binden der Entsprechenden Enzyme an den Liganden wird
eine raumliche Nahe zwischen Zielenzym und Ligase geschaffen, welches die
Biodegeneration des Zielenzyms vorantreibt.?!’ Die in dieser Arbeit dargestellten Inhibitoren
kénnen als entsprechende HDAC-Liganden von potenziellen PROTACs herangezogen

werden.

Am Ende der Arbeit kann ein positives Resimee gezogen werden. Das Ziel, potente und
selektive Inhibitoren darzustellen, konnte erfillt werden. Es konnte eine Reihe an Daten
gewonnen werden, die den Grundstein fur vielversprechende neue Ansatze in der

Tumortherapie bilden kdnnen.
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5. Experimentelle Daten

5.1 Material und Methoden

5.1.1 Chromatographische Methoden

Dinnschichtchromatographie

Bei allen Reaktionen wurde eine Verlaufskontrolle mittels DC durchgefihrt. Ebenso diente
die DC zur Einschatzung der Reinheit von Zwischen- und Endprodukten, sowie durch das
Ermitteln der Ri-Werte zur Charakterisierung einzelner Verbindungen. Es wurde mit Kieselgel
60 F2ss-beschichteten Aluminiumplatten der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) und der
Firma VWR (Radnor, PA, USA) gearbeitet. Die Substanzen wurden entweder geldst in einem
geeigneten Losungsmittel oder direkt aus den Reaktionsgemisch, mithilfe einer Kapillare auf
die Fertigplatte aufgetragen. Die Entwicklung der DC-Platten erfolgte in
Chromatographiekammern  unter ~ Kammerséttigung.  Standardlaufmittel  folgender
Zusammensetzung (V/V) dienten als mobile Phase (V = Volumen; V/V = Volumenverhaltnis;

LM = Loésungsmittelgemisch):

LM1: Chloroform

LM2: Chloroform/MeOH (8/2)

LM3: Chloroform/MeOH (8/2 + 0,5% Triethylamin)
LM4: Chloroform/MeOH (8/2 + 0,5% Ameisensaure)
LM5: EtOAC

LM6: EtOAc/n-Hexan (1/1)

Die Detektion aller Verbindungen mit aromatischen Systemen erfolgte in der Regel mithilfe
der Fluoreszenzléschung bei 254 nm (kurzwellig) und 366 nm (langwellig). Alle
Verbindungen, die eine Hydroxamsaurefunktion tragen, wurden zusatzlich mit einer
wassrigen Eisen-(lll)-chloridlésung detektiert. Der Komplex weist eine tiefrote bis braune
Farbung auf. Alle Verbindungen mit primaren oder sekunddren Aminfunktionen wurden
zusatzlich mit einer Ninhydrinlésung (1,5 g Ninhydrin in 100 ml n-Butanol und 3 ml Eisessig)
und Erwdrmen nachgewiesen. Das entstehende Ruhemanns Purpur weist eine

charakteristische intensive violette Farbung auf.
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Séulenchromatographie

Die Saulenchromatographie wurde zur Aufarbeitung von Zwischen- und Endprodukten
verwendet. Als stationare Phase wurde Kieselgel 60 (0,063-0,200 mm) der Firma Merck
(Darmstadt, Deutschland) verwendet. Als mobile Phase dienten Gemische aus Chloroform
und MeOH sowie aus EtOAc und n-Hexan. In der Regel wurde die Polaritat der Laufmittel
kontinuierlich erhdht. In einigen Fallen wurde diesen Gemischen geringe Mengen
Triethylamin (TEA) oder Ameisenséure zugesetzt. Die Detektion erfolgte mittels DC. Es

wurden zwei verschiedene Methoden verwendet:
Methode 1:

Die Menge an Kieselgel wurde fiir ein Verhaltnis 20/1 (Mieseigel/Msubstanzgemisch) abgewogen
und trocken mithilfe von Unterdruck in die Saule eingefillt. Das Auftragen des
Substanzgemisches erfolgte mittels Adsorption an Kieselgel. Hierfir wurde das
Substanzgemisch, geldst in einem geeigneten Lésungsmittel, mit Kieselgel im Verhaltnis 1/1
(Mkieselge/ Msubstanzgemisch) ~ versetzt.  AnschlieBend  wurde das  Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer unter Vakuum entfernt. Das getrocknete Kieselgel mit dem
adsorbierten Substanzgemisch wurde anschlieend auf das Saulenmaterial aufgetragen,
bevor das Saulenmaterial mit etwas Seesand reinst der Firma Grissing (Filsum,
Deutschland) vorgegliht und sdurebehandelt bedeckt wurde. Dies verhindert ein Aufwirbeln

des Saulenmaterials beim Zugeben des Laufmittels.
Methode 2:

Die Menge an Kieselgel wurde fir ein Verhaltnis 20/1 (Mkieselgel/Msubstanzgemisch) abgewogen
und trocken mithilfe von Unterdruck in die Saule eingeflllt. Anschlielend wurde das
Saulenmaterial mit dem unpolarsten Laufmittelverhaltnis konditioniert. AnschlieBend wurde
das Substanzgemisch direkt, geldst im unpolaren Bestandteil des Laufmittels, aufgetragen.
Das Volumen zum Lésen des Substanzgemisches muss dabei so gering wie mdglich
gewdhlt sein. AnschlieBend wird das Saulenmaterial mit etwas Seesand reinst der Firma
Grussing (Filsum, Deutschland) vorgegliht und saurebehandelt bedeckt. Dies verhindert ein

Aufwirbeln des Saulenmaterials beim Zugeben des Laufmittels.
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Mitteldruckflissigkeitschromatographie

Die Mitteldruckflissigkeitschromatographie (MPLC, von engl.. Medium pressure liquid
chromatography) wurde auf einem Isolera One der Firma Biotage (Uppsala, Schweden) mit
UV-Vis Detektor durchgefiihrt. Verwendet wurden SNAP Ultra Saulen mit einer Partikelgrof3e
von 25 pum verschiedener GréRen (5, 10 und 25 g), Sfar Silica HC Saulen mit einer
PartikelgroRe von 20 pum verschiedener GréfRen (10 und 25 g) beide hergestellt durch die
Firma Biotage (Uppsala, Schweden) und CHROMABOND Flash BT15 SiOH S&ulen der
Firma Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) mit einer Partikelgrof3e von 40 — 63 pm mit

einer Fillmenge von 15 g.

Als mobile Phase wurde ein Gradient aus Chloroform und Methanol verwendet. Das
Substanzgemisch wurde entweder als Losung direkt auf die Séule gegeben oder adsorbiert
an Kieselgel mithilfe einer leeren Kartusche vor die Saule geschaltet. Flussrate, Saulengrof3e
und Gradient wurden dem Trennproblem angepasst. Die Substanzen der einzelnen

Fraktionen wurden Uber den integrierten UV-Vis Detektor und DC charakterisiert.

Analytische Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Die Reinheit der Endprodukte wurde mittels analytischer HPLC Uberprift. Es wurden eine
LiChrospher 100 RP-18 Saule 3 x 250 mm der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) mit
einer PartikelgroRe von 5 um oder eine XTerra RP-18 Saule 3,9 x 100 mm der Firma Waters
(Milford, MA, USA) mit einer Partikelgrof3e von 5 um und ein SPD-M10A VP PDA Detektor,
zwei LC-20AD Pumpen und ein SIL-HT autosampler alle der Firma Shimadzu (Tokyo,
Japan) verwendet. Die Reinheit wurde bei einer Absorption von 254 nm und einer Flussrate
von 1 ml/min gemessen. Angegeben werden die prozentuale Reinheit und die Retentionszeit

(rt, von engl.: retention time)

Der gewahlte Gradient bestand aus MeOH + 0,05% TFA und Wasser + 0,05% TFA:

Tabelle 15: Methode der analytischen HPLC.

Zeit [min] H,O + 0,05% TFA [%] MeOH + 0,05% TFA [%)]
0 95 5
15 5 95
20 5 95
25 95 5

30 95 5
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Praparative Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Jedes Endprodukt wurde mittels praparativer HPLC gereinigt. Es wurden eine XTerra RP18
Saule mit einer PartikelgroBe von 7 um der Firma Waters (Milford, MA, USA) fur die
Methoden P1 und P2 und eine LiChrosorb RP-18 S&ule mit einer Partikelgrof3e von 7 um der
Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) fir die Methoden P3 und P4 verwendet. Zudem
kamen ein SPD-M10A VP PDA Detektor, zwei LC-10AD Pumpen und ein SIL-HT
autosampler alle der Firma Shimadzu (Tokyo, Japan) zum Einsatz. Die Reinheit wurde bei

einer Absorption von 254 nm gemessen.
Es wurden vier verschiedene Methoden verwendet:
Methode P1:

Der gewahlte Gradient bestand aus MeOH + 0,1% TFA und Wasser + 0,1% TFA und hatte

eine Flussrate von 10 ml/min:

Tabelle 16: Methode P1 der préparativen HPLC.

Zeit [min] H20 + 0,1% TFA [%] MeOH + 0,1% TFA [%]
0 95 5
30 5 95
40 5 95
45 95 5
Methode P2:

Der gewdahlte Gradient bestand aus Acetonitril (MeCN) + 0,1% TFA und Wasser + 0,1% TFA

und hatte eine Flussrate von 10 ml/min:

Tabelle 17: Methode P2 der praparativen HPLC.

Zeit [min] H,0 + 0,1% TFA [%] MeCN + 0,1% TFA [%)]
0 99 1
10 99 1
40 5 95

45 95 5
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Methode P3:

Der gewahlte Gradient bestand aus MeCN + 0,1% TFA und Wasser + 0,1% TFA und hatte

eine Flussrate von 15 ml/min:

Tabelle 18: Methode P3 der préparativen HPLC.

Zeit [min] H20 + 0,1% TFA [%] MeCN + 0,1% TFA [%]
0 97 3
10 97 3
30 70 30
40 5 95
45 97 3
Methode P4:

Der gewahlte Gradient bestand aus MeCN + 0,1% TFA und Wasser + 0,1% TFA und hatte

eine Flussrate von 20 ml/min:

Tabelle 19: Methode P4 der praparativen HPLC.

Zeit [min] H,0 + 0,1% TFA [%] MeCN + 0,1% TFA [%)]
0 90 10
10 5 95
40 5 95
45 90 10

5.1.2 Massenspektrometrie

Elektronenspray-lonisation-Massenspektrometrie

Bei einigen Reaktionen wurde eine Elektronenspray-lonisation-MS (ESI-MS) als
Verlaufskontrolle und als Identitatsprifung eingesetzt. Verwendet wurde ein lonenfallen-
Massenspektrometer Finnigan LCQ-Classic mit beheizbarer Kapillare (220°C) der Firma
Thermo Electron (Waltham, MA, USA) mit einer Spritzenpumpe Modell 22 (20 ul/min) der
Firma Harvard Apparatus (Holliston, MA, USA). Die lonisation erfolgte sowohl positiv als

auch negativ im Elektronenspray bei 5,0 kV.

Die zu untersuchenden Substanzen waren in einer Mischung aus Chloroform und Methanol

verschiedener Zusammensetzung geldst.
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Chemische lonisation bei Atmosphéarendruck-Massenspektrometrie

Bei einigen Reaktionen wurde eine Chemische lonisation bei Atmosphéarendruck-MS (APCI-
MS, von engl.: atmospheric pressure chemical ionization) als Verlaufskontrolle und als
Identitatsprifung eingesetzt. Verwendet wurde ein Expression® CMS der Firma Advion
(Ithaca, NY, USA).

Die zu untersuchenden Substanzen waren in einer Mischung aus Chloroform und Methanol

verschiedener Zusammensetzung gelost.

Hochauflosende Massenspektrometrie

Jedes synthetisierte Endprodukt wurde mittels hochauflosender MS (HR-MS, von engl.: high
resolution mass spectrometry) charakterisiert. Verwendet wurde eine Proxeon-Nano-ESI-
Quelle (1,3 kV) und ein LTQ-Orbitrap-XL-Massenspektrometer beides der Firma Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, USA).

Die zu untersuchenden Substanzen waren in Methanol gelést.

5.1.3 NMR-Spektroskopie

1H-Kernspinresonanz-Spektroskopie

Jedes synthetisierte Endprodukt wurde mittels *H-Kernspinresonanz-Spektroskopie (*H-
NMR) charakterisiert. Hierflr wurde ein Gemini 2000 (400 MHz) der Firma Varian (Palo Alto,
CA, USA) verwendet. Die zu messenden Substanzen waren in (CDs3);SO oder CDs;OD

geldst. Das Losungsmittelsignal bildete hierbei den internen Standard.

Die chemische Verschiebung (d) ist in ppm angegeben. Die Signale im *H-NMR-Spektrum
werden wie folgt angegeben: chemische Verschiebung (Multiplizitdt, Protonenzahl,
zugeordnetes Proton (fett und kursiv), Kopplungskonstante J in Hz). Flr die Multiplizitaten
gelten folgende Abklrzungen: s (Singulett), d (Duplett), dd (Duplett vom Duplett), t (Triplett),
m (Multiplett).
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5.1.4 Nummerierung der Substanzen

Fur eine eindeutige Zuordnung bei der Auswertung der *H-NMR-Spektren wurde folgende

Nummerierung der Substanzen vorgenommen:

Abbildung 44: Nummerierung von A) 6a, B) 3la und C) 31j (Ar & Ar =Aromat;
Piper = Piperidin/ Piperazin)

5.1.5 Lyophilisation

Alle synthetisierten Endprodukte wurden per Lyophilisation getrocknet. Dies erfolgte mithilfe
der Kdihlfalle CT 60 der Firma Heto Lab Equipment (Allergd, Danemark) und einer

Drehschieber-Vakuumpumpe RZ 2 der Firma vacuubrand (Wertheim, Deutschland).

Die zu trocknenden Substanzen, meist in einem Gemisch aus MeOH/ Wasser oder

ACN/ Wasser geldst, wurden Uber Trockeneis eingefroren und bis zur Trockene lyophilisiert.

5.1.6 Mikrowellensynthese

Alle Reaktanden und das Losungsmittel fir die entsprechende Reaktion wurden direkt in
einem 20 ml Reaktionsgefal? eingewogen und mit einem Septum verschlossen.
Reaktionsdauer, Temperatur und Leistung wurden je nach Reaktion ausgewahlt. Verwendet
wurde eine Monowave 450 mit MAS 24 autosampler der Firma Anton Paar (Graz,

Osterreich).

5.1.7 hHDACS8-FDL-Assay

Der Aktivitatsassay gegen hHDAC8 wurde wie der kommerziell erhaltliche FDL-Assay der
Firma Enzo Life Sciences (BML-KI178; Farmingdale, NY, USA) durchgefiihrt.!%® Das Enzym
wurde durch die Arbeitsgruppe um Prof. C. Romier (Université de Strasbourg) hergestellt
und fur den Assay zur Verfigung gestellt.?®® Das Substrat wurde, wie in Kapitel 5.2
beschrieben, synthetisiert und nach Anweisungen des Herstellers verwendet.®
Enzymldsung (15 pl; Puffer 1), Inhibitorlésung, hergestellt als Verdiinnungsreihe ausgehend
von einer 10 mM L6sung in Dimethylsulfoxid (DMSO), (10 pl; Puffer 1), und FDL-
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Substratléosung (25 ul; Puffer 1) werden 90 Minuten bei 37 °C in HalfArea-96-Well-
Med.binding-Microplates in schwarz (greiner BIO-ONE, Frickenhausen, Deutschland)
inkubiert. Stopplosung (50 pl; Puffer 2) wird hinzugegeben und 45 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Die Fluoreszenz wird an einem POLARstar Omega Plattenreader (BMG Labtech
GmbH, Ortenberg, Deutschland), bei einer Anregungswellenldnge von 390 nm und einer
Emissionswellenlange von 460 nm, gemessen.'® Ein Blankwert (25 pl Puffer 1 und 25 pl
FDL-Substratldsung), ein Kontrollwert (10 pl Puffer 1, 15 pl Enzymlésung und 25 pl FDL-
Substratldsung) und eine 100 %-Umsatzkontrolle (AMC geldst in Puffer 2 entsprechend der
Konzentration des FDL-Substrates, 50 ul) werden ebenso gemessen. Die prozentuale

Inhibition wird wie folgt bestimmt (FI = Fluoreszenzintensitat):
Inhibition [%] =100 % - (Fllnhibitor - FIBIank) / (FIKontroIIe - FIBIank) *100 %
ICso-Werte werden mittels nichtlinearer Regression mit Origin 2019 (OriginLab) berechnet.

Die verwendeten Puffer haben folgende Zusammensetzung (Tris = Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan; BSA = Bovines Serumalbumin; PEG = Polyethylenglycol):

Puffer 1 (HDACS8-Puffer, pH = 8,0): 50 mM Tris/Cl, 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 1 mM MgCl,,
1 mg/ml BSA, 10 % PEG 8000.

Puffer 2 (Trypsin-Puffer, pH = 8,0): 50 mM Tris, 100 mM NacCl.
Die verwendeten Lésungen haben folgende Zusammensetzung:

Enzymlésung: Enzymstammloésung (~ 3 mg/ ml) wird mit Puffer 1 verdinnt (Konzentration

variiert je nach Aktivitat des Enzyms).

FDL-Substratlésung: FDL-Substratstammlésung (5 mM in DMSQO) wird mit Puffer 1 zu einer
100 uM Ldsung verdinnt.

Inhibitorlésung: Inhibitorstammlésung (10 mM in DMSO) wird mit Puffer 1 in einer

Verdunnungsreihe verdinnt.
TSA-LOsung: TSA-Stammlésung (3,3 mM in DMSO) wird mit Puffer 2 1: 100 verdinnt.

Stopplésung: 8,3 pl Trypsinstammlésung (6 mg/ ml in DMSO) und 4,2 ul TSA-L6sung

werden mit 37,5 ul Puffer 2 verdiinnt.

AMC-L6sung: AMC-Stammldsung (12,6 mM in DMSO) wird mit Puffer 2 im Verhaltnis 1: 251

zu einer 50 uM Ldsung verdunnt.
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Tabelle 20: Pipettierschema des hHDAC8-FDL-Assays

Verdinnungen mit Puffer 1 Puffer 2
Pipettierschema 37 °C, 90 min 37 °C, 45 min
Puffer 1 Enzym Inhibitor | Substrat AMC Stopp
Blank 25 ul oul oul 25 ul ol 50 ul
Kontrolle 10 pl 15l oul 25 ul ol 50 ul
Probe O ul 15l 10 pl 25 ul ol 50 ul
100 %-Kontrolle O ul ou oul oul 50 pl 50 ul

5.1.8 Dockingstudien

Das Docking an hHDAC8 wurde von Dr. Dina Robaa und an HDAC10 von Talha Zahid
W. Sippl;

Wittenberg) durchgefihrt. Die verwendeten Liganden und Ligand-Proteinkomplexe wurden

Yesiloglu (beide Arbeitsgruppe Prof. Dr. Martin-Luther-Universitat Halle-

wie bereits veroffentlicht ausgearbeitet.*°

Fur die Ligandenvorbereitung, also zum Erstellen der Strukturen aller Verbindungen, wurde

MOE (Version 2014.09, Chemical Computing Group, Montreal, Kanada) verwendet.

Fur die Vorbereitung der Liganden zum Docking wurde LigPrep tool verwendet, welches in
der Schrodinger Software (Version 2018-1) implementiert ist.®® Es wurden alle mdglichen
Tautomere und  Stereoisomere generiert. Diese wurden anschlieBend einer
Energieminimierung unterzogen, hierfir wurde das integrierte Optimized Potentials for Liquid
Simulations (OPLS_2005) Kraftfeld verwendet.?*® Daraufhin wurden fir jeden Liganden

maximal 64 Konformationen mit ConfGen unter Standardeinstellungen berechnet, 219220

Fur die Praparation der Proteine wurden Kristallstrukturen der HDACs (zHDAC10, PDB ID:
6UHU & 5TD7; hHDACS, PDB ID 2V5X) aus der Proteindatenbank (PDB; www.rcsb.org)
geladen.?? Alle Wassermolekile, mit Ausnahme derer, die in der katalytischen Tasche
sitzen, wurden entfernt. Weitere Vorbereitungen der Proteinstruktur wurden mithilfe des
Protein Preparation Wizard aus der Schrddinger Software (Version 2017-2) erstellt. Die
Bindungsordnung wurde zugewiesen, Wasserstoffatome wurden hinzugefigt und das
Netzwerk aus Wasserstoffbriickenbindungen wurde optimiert. Das Protonierungsmuster bei
pH=7 wurde mithilfe des Epik-tool aus der Schrddinger Software vorhergesagt. Die Struktur
wurde einer Energieminimierung (RMSD der Atomverschiebung zum Beenden der

Minimierung waren 0,3 A) unterworfen, hierfiir wurde das OPLS_2005 Kraftfeld verwendet.?'®

Dockingstudien wurden mithilfe von Glide (Schrédinger Software 2017-2) durchgefiihrt. Das
Rezeptorgitter wurde, durch zuweisen der co-kristallisierten Liganden als Zentroid der

Gitterbox, erstellt. Die erstellten 3D-Konformationen der Liganden wurden, mithilfe von Glide
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und Standard Precision (SP) als Scoring-Funktion, in das Rezeptorgitter gedockt. Insgesamt
wurden 20 Positionen der Ligandenkonformationen in die Minimalisierung nach dem Docking
einbezogen. Es wurden maximal zwei Dockingldsungen fir jede Ligandenkonformation

generiert.

Homologiemodell:

Da am Anfang dieser Arbeit keine 3D-Struktur von HDAC10 verfugbar war, wurde zuerst in
einem erstellten Homologiemodell von HDAC10 gedockt. Die HDAC10-Aminosauresequenz
wurde von UniProt (The UniProt Consortium, 2017; Zugangsnummer: Q969S8) bezogen.
Eine BLAST-Suche der Aminosduresequenz wurde fur die HDAC10 katalytische Domane
(Aminosauren 1-323) durchgefuhrt, um die nachsten Verwandten zu identifizieren. Hierflr
wurde die BLOSUM62 Matrix verwendet. Anschlie3end wurde ein Sequenzalignment der
HDAC10 katalytischen Domane am nachsten Verwanden, der hHDACG6 (Sequenzidentitat:
55,6 %), in MOE (Version 2016.08, Chemical Computing Group, Montreal, Kanada)
durchgefuhrt. Das Homologiemodell wurde anschlieend mithilfe der Kristallstruktur der
hHDACG6 (PDB ID: 5EDU) in MODELLER 9.11 generiert.??2

5.1.9 Verwendete Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich Co. Ltd. (St. Louis, MO, USA),
abcr GmbH (Karlsruhe, Deutschland) oder der Chemikalienausgabe des Instituts fir
Pharmazie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg bezogen. Alle gekauften
Chemikalien wurden wie bezogen verwendet. Alle verwendeten Lésungsmittel waren

analytisch rein und wurden vor der Verwendung nach allgemeiner Vorschrift getrocknet.?23

Die Laufmittel fur die HPLC wurden in ausreichender Reinheit bestellt. Bei Wasser (H20)
handelt es sich um destilliertes Wasser. Wassrige Losungen werden mit aq (von lat.: aqua)
gekennzeichnet. Demineralisiertes Wasser, fiir die Puffer des hHDAC8-Assays, wurde

mittels lonenaustausch gewonnen.

5.1.10 Verwendete Programme

Alle Abbildungen, die Reaktionen oder Strukturformeln zeigen wurden mit ChemBioDraw
Ultra Version 13.0.0.3015 (2012) erstellt. Fur die Auswertung von NMR-Spektren wurde
MestReNova Version 6.0.2-5475 (2009) eingesetzt. Fur die Auswertung des hHDACS-
Assays wurde Origin 2019 (OriginLab) verwendet.
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5.2 Synthesevorschriften

Alle synthetisierten Verbindungen werden als ungeladene, freie Substanzen dargestellt und
benannt. Substanzen, die unter physiologischen Bedingungen ionisch vorliegen, oder als
Salz aufgereinigt wurden, werden in diesem Kapitel ungeladen gezeigt. Vier Verbindungen
(6e, 25d, 31i, 32) haben, aufgrund von Verlusten wahrend der Aufarbeitung und Problemen
bei der praparativen Aufreinigung, nicht die geforderte Reinheit von > 95 % erreicht. Die
Struktur-Wirkungs-Beziehungen wurden unter Verwendung auch der Verbindungen mit leicht
verringerter Reinheit erstellt. Fir diverse Zwischenprodukte wurde, aufgrund der etablierten
Synthesewege, auf eine genauere Beschreibung der Analytik verzichtet. Verschiedene
eingesetzte Aquivalente werden als X Aq angegeben.

5.2.1 hHDACS-Inhibitoren

2 (Pz001)
Methyl-3-hydroxy-4-methoxybenzoat

OH

500 mg Isovanillinsaure (1 Ag, 3,0 mmol) werden in 100 ml MeOH gelést und im Eisbad auf
0°C gekiihlt. AnschlieBend werden 650 pl Thionylchlorid (3 Ag, 8,9 mmol) tropfchenweise
unter Ruhren hinzugegeben und das Reaktionsgemisch langsam auf Raumtemperatur
aufgewarmt. Im Anschluss wird die Reaktion fir 30 min unter Reflux erhitzt und am
Rotationsverdampfer das Losungsmittel und Uberschissiges Thionylchlorid unter Vakuum
entfernt. Der zuriickbleibende Feststoff wird in 30 ml EtOAc aufgenommen und drei Mal mit
1 M NaClaq gewaschen und anschlie3end Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Danach wird das Produkt aus Chloroform
auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform:
MeOH; 100%: 0% bis 80 %:20%, V/V). Die Produktfraktionen werden am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschuitzt

gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
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Ausbeute: 91,0 %
HPLC: rt 7,67 min (99,63 %)

IH-NMR [(CD3).SO, ppm]: & = 3,77 (s, 3H, Ar-O-CHs), 3,81 (s, 3H, CO2CHs), 7,00 (d, 1H,
Arcs-H, J = 8,8 Hz), 7,34 (d, 1H, Arcz-H, J=2,0 Hz), 7,42 (dd, 1H, Arce-H, Ji = 2,0 Hz,
J» = 8,8 Hz), 9,38 (s, 1H, Ar-OH).

MS m/z: 183,47 [M-H]*

6a (PZ005)
3-[(2-Chlorbenzyl)oxy]-4-methoxybenzhydroxamséaure
O

Iz

Cl

200 mg 2 (1 Aqg, 1,1 mmol) werden in 25 ml DMF gelést und im Eisbad auf 0°C gekiihlt,
bevor 493 mg Kaliumcarbonat (3 Ag, 3,3 mmol) und 232 pl 2-Chlorbenzylbromid (1,5 Aq,
1,7 mmol) langsam unter Ruhren hinzugegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt
werden. AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch mit 300 ml gesattigter NaClaq versetzt und
drei Mal mit 100 ml EtOAc ausgeschuttelt. Das Produkt, geldst in der EtOAc-Phase, wird am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform; 100 %). Die Produktfraktionen

werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 20 ml MeOH und 5 ml 1 M NaOH.q aufgenommen und 3 h unter Reflux
geriihrt. Im Anschluss wird das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet, in 50 ml Wasser aufgenommen, mit etwas 1 M HClyq neutralisiert und drei Mal
mit 50 ml EtOAc ausgeschittelt. Die organische Phase wird mit 25 ml 4 M NaClyg
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet. Das Rohprodukt wird aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und

saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0% bis
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90 %: 10 %, V/V). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet.

160 mg des Produktes (1 Aq, 0,56 mmol) werden in 15 ml THF geldst. AnschlieRend werden
143 ul DIPEA (1,5 Ag, 0,82 mmol), 330 mg PyBOP (1,2 Ag, 0,66 mmol) und 96 mg THP-
Hydroxylamin (1,5 Aq, 0,82 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch tiber Nacht bei
Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, in 25 ml EtOAc aufgenommen, mit 25 ml 1 M
wassriger Natriumcarbonatlosung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und erneut am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Produkt wird in maoglichst wenig
Chloroform mit 0,5% TEA gelost und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: MeOH: TEA; 99,5%: 0%: 0,5% bis 99 %:0,5%: 0,5%, V/V/V). Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 10 ml
THF aufgenommen. Es werden drei Tropfen konzentrierte HCl.q zugetropft und tber Nacht
bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wird das Produkt am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch
gereinigt (Gradient: Chloroform: MeOH: HCOOH; 99,8 %: 0 %: 0,2 % bis 89,8 %: 10 %:
0,2 %, VIVIV). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet und mittels HPLC (Methode P1) gereinigt. Das Produkt wird bei -20°C
lichtgeschitzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 91,0 %
HPLC: rt 9,30 min (99,97 %)

H-NMR [(CD3)2SO, ppm]: & = 3,80 (s, 3H, Ar-O-CHj3), 5,15 (s, 2H, Ar-O-CH,-Ar"), 7,04 (d,
1H, Arcs-H, J = 8,4 Hz), 7,40 (m, 3H, Ar'ca-H & Ar'cs-H & Ar'ce-H), 7,44 (d, 1H, Arc>-H, J =
2 Hz), 7,50 (m, 1H, Arce-H), 7,58 (m, 1H, Ar'cs-H), 11,08 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 308,0674 [M+H]*; berechnet fur C1sH1sCINO4*: 308,0690
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6b (PZ011)

3-[(4-Chlorbenzyl)oxy]-4-methoxybenzhydroxamséaure
O

OH

LZ

\ Cl

190 mg 2 (1 Ag, 1,0 mmol) werden in 20 ml DMF gel6st und im Eisbad auf 0°C gekiihlt,
bevor 431 mg Kaliumcarbonat (3 Aq, 3,1 mmol) und 321 mg 4-Chlorbenzylbromid (1,5 Aq,
1,6 mmol) langsam unter Ruhren hinzugegeben und tber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt
werden. Anschlieend wird das Reaktionsgemisch 3 h bei 80°C gertihrt, nach abkihlen mit
300 ml gesittigter NaClyg versetzt und drei Mal mit 100 ml EtOAc ausgeschittelt. Das
Produkt, gel6st in der EtOAc-Phase, wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet,
aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform; 100 %). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum

getrocknet.

Das Produkt wird in 20 ml MeOH und 5 ml 1 M NaOHa.q aufgenommen, fur drei Tage bei
Raumtemperatur und 3 h unter Reflux gerthrt. Im Anschluss wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, in 50 ml Wasser aufgenommen, mit etwas
1 M HClyq neutralisiert und drei Mal mit 50 ml EtOAc ausgeschuttelt. Die organische Phase
wird mit 25ml 4M NaCl,q, gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird aus Chloroform auf
Kieselgel adsorbiert und sadulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: MeOH,;
100 %: 0 % bis 97 %: 3 %, V/V). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer

unter Vakuum getrocknet.

222 mg des Produktes (1 Ag, 0,76 mmol) werden in 20 ml THF geldst. AnschlieBend werden
200 pl DIPEA (1,5 Ag, 1,1 mmol), 458 mg PyBOP (1,2 Agq, 0,91 mmol) und 133 mg THP-
Hydroxylamin (1,5 Ag, 1,1 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch liber Nacht bei
Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, in 25 ml EtOAc aufgenommen, mit 25 ml 1 M
wassriger Natriumcarbonatldsung gewaschen, tber Natriumsulfat getrocknet und erneut am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Produkt wird in moglichst wenig

Chloroform mit 0,5% TEA gelést und s&ulenchromatographisch gereinigt (Gradient:



84

Chloroform: MeOH: TEA; 99,5%: 0%: 0,5% bis 99 %: 0,5 %: 0,5%, V/V/V). Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 10 ml
THF aufgenommen. Es werden funf Tropfen konzentrierte HCl.q zugetropft und tber Nacht
bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wird das Produkt am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch
gereinigt (Gradient: Chloroform: HCOOH; 99,8 %: 0,2 %; V/V). Die Produktfraktionen werden
am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels HPLC (Methode P1) gereinigt.
Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschutzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 62,0 %
HPLC: rt 10,14 min (99,42 %)

H-NMR [(CD3).SO, ppm]: & = 3,79 (s, 3H, Ar-O-CHg), 5,09 (s, 2H, Ar-O-CH-Ar"), 7,02 (d,
1H, Arcs-H, J = 8,4 Hz), 7,38 (dd, 1H, Arcs-H, J1 = 8,4 Hz, J, = 2,0 HZz), 7,42 (d, 1H, Arc>-H ,
J=2,0Hz), 7,45 (M, 4H, Ar'co-H & Ar'cs-H, Ar'cs-H & Ar'cs-H), 11,04 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 308,0683 [M+H]*; berechnet fur C1sH1sCINO4*: 308,0690

6c (PZ009)
3-[(2,4-Dichlorbenzyl)oxy]-4-methoxybenzhydroxamséaure
0O
OH
N
H
Cl
\O
0O
Cl

400 mg 2 (1 Aqg, 2,2 mmol) werden in 50 ml DMF geldst und im Eisbad auf 0°C gekiihlt,
bevor 912 mg Kaliumcarbonat (3 Aq, 6,6 mmol) und 792 mg 2,4-Dichlorbenzylbromid
(1,5 Ag, 3,3 mmol) langsam unter Rilhren hinzugegeben werden. AnschlieBend wird das
Reaktionsgemisch, nach langsamem Erw&rmen auf Raumtemperatur, fir 6 h bei 80°C
geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird nach Abkihlen auf Raumtemperatur mit 50 ml
1 M NaClyq versetzt und anschlie3end das Produkt drei Mal mit 50 ml EtOAc ausgeschuttelt.

Das Produkt, gelést in der EtOAc-Phase, wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum
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getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt
(Gradient: Chloroform; 100 %). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 20 ml MeOH und 5 ml 1 M NaOHyq aufgenommen und 3 h unter Reflux
gerihrt. Im Anschluss wird das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet, in 50 ml Wasser aufgenommen, mit etwas 1 M HCl,q neutralisiert und drei Mal
mit 50 ml EtOAc ausgeschiittelt. Die organische Phase wird mit 25 ml 4 M NaCly
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet. Das Rohprodukt wird aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0% bis
90 %: 10 %, V/V). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum

getrocknet.

200 mg des Produktes (1 Ag, 0,61 mmol) werden in 15 ml THF geldst. AnschlieRend werden
160 pl DIPEA (1,5 Ag, 0,92 mmol), 369 mg PyBOP (1,2 Ag, 0,73 mmol) und 107 mg THP-
Hydroxylamin (1,5 Aq, 0,92 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch iber Nacht bei
Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, in 25 ml EtOAc aufgenommen, mit 25 ml 1 M
wassriger Natriumcarbonatlésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und erneut am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Produkt wird in moglichst wenig
Chloroform mit 0,5% TEA gelést und séulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: MeOH: TEA; 99,5%: 0%: 0,5% bis 99 %: 0,5 %: 0,5%, V/V/V). Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 10 ml
THF aufgenommen. Es werden drei Tropfen konzentrierte HCl.q zugetropft und tber Nacht
bei Raumtemperatur gerthrt. Danach wird das Produkt am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und sadulenchromatographisch
gereinigt (Gradient: Chloroform: MeOH: HCOOH; 99,8 %: 0 %: 0,2 % bis 89,8 %: 10 %:
0,2 %, V/V/IV). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet und mittels HPLC (Methode P1) gereinigt. Das Produkt wird bei -20°C
lichtgeschitzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 68,0 %
HPLC: rt 10,73 min (99,91 %)

IH-NMR [(CD3).SO, ppm]: & = 3,78 (s, 3H, Ar-O-CHa), 5,12 (s, 2H, Ar-O-CH,-Ar), 7,04 (d,
1H, Arcs-H, J = 8,4 Hz), 7,42 (M, 2H, Arca-H & Ar'ce-H), 7,48 (dd, 1H, Ar' cs-H, Ji1 = 2 Hz, J, =
8,0 Hz), 7,60 (d, 1H, Arce-H, J = 8,0 Hz), 7,76 (d, 1H, Ar'cs-H, J = 2,0 Hz), 8,90 (s, 1H, CO-
NH-OH), 11,07 (s, 1H, NH-OH).
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HR-MS m/z: 342,0289 [M+H]"; berechnet fur C15H14Cl.NO4*: 342,0300

6d (PZ028)

3-[(Ethylbenzol)oxy]-4-methoxybenzhydroxamsaure
O

OH

Iz

250 mg 2 (1 Aqg, 1,4 mmol) werden in 20 ml DMF gelost und im Eisbad auf 0°C gekiihlt,
bevor 568 mg Kaliumcarbonat (3 Ag, 4,1 mmol) und 280 pl 2-Bromethylbenzol (1,5 Aq,
2,1 mmol) langsam unter Rihren hinzugegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt
werden. Anschlieend wird das Reaktionsgemisch 4 h bei 80°C gerthrt, nach abkihlen mit
300 ml gesattigter NaClayq versetzt, drei Mal mit 50 ml EtOAc und drei Mal mit 50 ml
Chloroform ausgeschittelt. Das Produkt, gelést in den organischen Phasen, wird am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform; 100 %). Die Produktfraktionen

werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 20 ml MeOH und 5ml 1 M NaOH.q aufgenommen, Uber Nacht bei
Raumtemperatur und 3 h unter Reflux gertihrt. Im Anschluss wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, in 50 ml Wasser aufgenommen, mit etwas
1 M HClayq angeséauert und drei Mal mit 50 ml EtOAc ausgeschuttelt. Die organische Phase
wird mit 25ml 4M NaCl,q, gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird aus Chloroform auf
Kieselgel adsorbiert und sadulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: MeOH,;
100 %: 0 % bis 97 %: 3 %, V/V). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer

unter Vakuum getrocknet.

103 mg des Produktes (1 Ag, 0,46 mmol) werden in 20 ml THF gelost. AnschlieRend werden
120 pl DIPEA (1,5 Aq, 0,69 mmol), 277 mg PyBOP (1,2 Aq, 0,55 mmol) und 133 mg THP-
Hydroxylamin (1,5 Ag, 0,69 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch tiber Nacht bei
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Raumtemperatur ~ gerihrt. AnschlieBend  wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, in 25 ml EtOAc aufgenommen, mit 25 ml 1 M
wassriger Natriumcarbonatlésung gewaschen, tber Natriumsulfat getrocknet und erneut am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Produkt wird in maoglichst wenig
Chloroform mit 0,5% TEA gelost und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: MeOH: TEA; 99,5%: 0%: 0,5% bis 99 %:0,5%: 0,5%, V/V/V). Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 10 ml
THF aufgenommen. Es werden funf Tropfen konzentrierte HCl.q zugetropft und tber Nacht
bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wird das Produkt am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch
gereinigt (Gradient: Chloroform: HCOOH; 99,5 %: 0,5 %; V/V). Die Produktfraktionen werden
am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels HPLC (Methode P1) gereinigt.
Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschuitzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 18,5 %
HPLC: rt 12,14 min (96,94 %)

IH-NMR [(CD3)2SO, ppm]: & = 1,71 (m, 1H, CH2-CHz-Ar’), 3,77 (s, 3H, Ar-O-CHs), 4,17 (t,
2H, Ar-O-CHy-CHy, J = 7,2 Hz), 6,99 (d, 1H, Arcs-H, J = 8,0 Hz), 7,21 (m, 1H, Ar'cs-H), 7,32
(M, 6H, Arco-H, Arce-H, Ar' co-H, Ar'ca-H, Ar'cs-H & Ar'ce-H), 8,86 (s, 1H, CO-NH-OH), 11,03
(s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 288,1232 [M+H]*; berechnet fur C16H1sNO4*: 288,1236

6e (PZ029)

3-[(2,4-Dichlorethylbenzol)oxy]-4-methoxybenzhydroxamséure
O

OH

Iz

Cl Cl
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300 mg 2 (1 Aqg, 1,7 mmol) werden in 50 ml Aceton gelést, 684 mg Kaliumcarbonat (3 Aq,
5,0 mmol), 495 mg Natriumiodid (2 Ag, 3,3 mmol) und 2514 mg 2,4-Dichlorphenethylbromid
(6 Ag, 9,9 mmol) hinzugegeben und uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend
wird das Reaktionsgemisch 8 h unter Reflux und vier Wochen bei Raumtemperatur gerihrt,
mit 300 ml gesattigter NaClaq versetzt und drei Mal mit 50 ml EtOAc ausgeschuttelt. Das
Produkt, gel6st in der EtOAc-Phase, wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet,
aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
n-Hexan: EtOAc; 100%: 0% bis 67 %: 33 %). Die Produktfraktionen werden am

Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 20 ml MeOH und 5 ml 1 M NaOH,q aufgenommen und 3 h unter Reflux
gerihrt. Im Anschluss wird das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet, in 50 ml Wasser aufgenommen, mit etwas 1 M HClyq neutralisiert und drei Mal
mit 50 ml EtOAc ausgeschiittelt. Die organische Phase wird mit 25 ml 4 M NaCly
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer unter Vakuum

getrocknet.

50 mg des Produktes (1 Ag, 0,15 mmol) werden in 20 ml THF gelost. AnschlieRend werden
40 ul DIPEA (1,5 Ag, 0,23 mmol), 90 mg PyBOP (1,2 Ag, 0,18 mmol) und 27 mg THP-
Hydroxylamin (1,5 Aq, 0,23 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch tiber Nacht bei
Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, in 25 ml EtOAc aufgenommen, mit 25 ml 1 M
wassriger Natriumcarbonatlésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und erneut am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Produkt wird in mdglichst wenig
Chloroform mit 0,5% TEA gelést und séulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: MeOH: TEA; 99,5%: 0%: 0,5% bis 94,5%:5%: 0,5%, V/V/V). Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 10 ml
THF aufgenommen. Es werden funf Tropfen konzentrierte HCl.q zugetropft und tUber Nacht
bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wird das Produkt am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und sdulenchromatographisch
gereinigt (Gradient: Chloroform: HCOOH; 99,5 %: 0,5 %; V/V). Die Produktfraktionen werden
am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels HPLC (Methode P1) gereinigt.

Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschutzt gelagert.
Beschaffenheit: Roter amorpher Feststoff.
Ausbeute: 9,1 %

HPLC: rt 15,99 min (ca. 60 %)
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IH-NMR [(CD3)2SO, ppm]: & = 3,15 (S, 1H, CHa-CH2-Ar"), 3,77 (s, 3H, Ar-O-CHs), 4,18 (s, 2H,
AI’-O-CHz-CHz), 7,00 (S, 1H, Al’cs-H), 7,49 (m, 5H, Arcz-H, Arce-H, Ar'cg-H, Ar'cs-H & Ar'ce-H),
8,87 (s, 1H, CO-NH-OH), 11,02 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 356,0454 [M+H]*; berechnet fiir C16H16Cl.NO4": 356,0456

8 (PZ012)

Methyl-4-chlor-3-hydroxybenzoat

Cl
OH

300 mg 4-Chlor-3-hydroxybenzoesaure (1 Ag, 1,7 mmol) werden in 50 ml MeOH geldst und
im Eisbad auf 0°C gekuhlt. AnschlieBend werden 372 pl Thionylchlorid (3 Ag, 5,1 mmol)
tropfchenweise unter Rihren hinzugegeben und das Reaktionsgemisch langsam auf
Raumtemperatur aufgewarmt. Im Anschluss wird die Reaktion flr 3 h unter Reflux erhitzt,
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt und danach am Rotationsverdampfer das
Losungsmittel und Uberschissiges Thionylchlorid unter Vakuum entfernt. Der
zurickbleibende Feststoff wird aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform; 100 %). Die Produktfraktionen
werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Produkt wird bei -20°C

lichtgeschitzt gelagert.
Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 99,3 %

IH-NMR [(CD3),SO, ppm]: & = 3,81 (s, 3H, CO,CHs), 7,36 (dd, 1H, Arce-H, Ji = 2,0 Hz,
J. = 8,0 Hz), 7,46 (d, 1H, Arcs-H, J = 8,4 Hz), 7,54 (d, 1H, Arco-H, J = 2,0 Hz), 10,63 (s, 1H,
Ar-OH).
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12a (PZ013)
4-Chlor-3-[(2-chlorbenzyl)oxy]-benzhydroxamséure
O

Iz

Cl

Cl

312 mg 8 (1 Aqg, 1,7 mmol) werden in 20 ml DMF gelést und im Eisbad auf 0°C gekiihlt,
bevor 703 mg Kaliumcarbonat (3 Ag, 5,1 mmol) und 349 pl 2-Chlorbenzylbromid (1,5 Aq,
2,6 mmol) langsam unter Rihren hinzugegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt
werden. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch 3 h unter Reflux erhitzt, mit 300 ml
gesattigter NaClyq versetzt und drei Mal mit 100 ml EtOAc ausgeschuttelt. Das Produkt,
geldst in der EtOAc-Phase, wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus
Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform; 100 %). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum

getrocknet.

Das Produkt wird in 15 ml MeOH und 5 ml 1 M NaOH.q aufgenommen und 3 h unter Reflux
gerihrt. Im Anschluss wird das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet, in 50 ml Wasser aufgenommen, mit etwas 1 M HClyq neutralisiert und drei Mal
mit 50 ml EtOAc ausgeschittelt. Die organische Phase wird mit 25 ml 4 M NaClyg
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet. Das Rohprodukt wird aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: 100 %). Die Produktfraktionen

werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

411 mg des Produktes (1 Aq, 1,4 mmol) werden in 15 ml THF gelost. AnschlieBend werden
360 pul DIPEA (1,5 Ag, 2,1 mmol), 864 mg PyBOP (1,2 Ag, 1,7 mmol) und 243 mg THP-
Hydroxylamin (1,5 Ag, 2,1 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch liber Nacht bei
Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, in 25 ml EtOAc aufgenommen, mit 25 ml 1 M
wassriger Natriumcarbonatlosung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und erneut am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Produkt wird in moglichst wenig

Chloroform mit 0,5% TEA gelést und s&ulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
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Chloroform: TEA; 995%: 05% V/V). Die Produktfraktionen werden am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 10 ml THF aufgenommen. Es werden
drei Tropfen konzentrierte HCla.q zugetropft und tUber drei Tage bei Raumtemperatur geriihrt.
Danach wird das Produkt am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus
Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: MeOH: HCOOH; 99,5 %: 0 %: 0,5% bis 84,5 %: 15 %: 0,5 %, V/V/V). Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels
HPLC (Methode P1) gereinigt. Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschutzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 42,2 %
HPLC: rt 10,01 min (99,55 %)

'H-NMR [(CD3).S0, ppm]: & = 5,29 (s, 2H, Ar-O-CHz-Ar"), 7,39 (m, 3H, Ar'cs-H, Ar'cs-H &
Al’,cs-H ), 7,53 (m, 2H, Arco-H & Arce-H), 7,60 (d, lH, Al',cs-H, J= 1,6 HZ), 7,64 (m, 1H, Arcs-
H), 9,11 (s, 1H, CO-NH-OH), 11,31 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 312,0189 [M+H]*; berechnet fur C14H12Cl.NOs*: 312,0194

12b (PZ015)

4-Chlor-3-[(4-Chlorbenzyl)oxy]-benzhydroxamsaure
O

OH

Iz

Cl
Cl

140 mg 8 (1 Ag, 0,75 mmol) werden in 20 ml DMF gelést und im Eisbad auf 0°C gekiihlt,
bevor 311 mg Kaliumcarbonat (3 Aq, 2,3 mmol) und 231 mg 4-Chlorbenzylbromid (1,5 Aq,
1,1 mmol) langsam unter Rihren hinzugegeben und tber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt
werden. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch 90 min unter Reflux gerihrt, nach
abkihlen mit 300 ml gesattigter NaClyg versetzt und drei Mal mit 100 ml EtOAc
ausgeschiuttelt. Das Produkt, geldst in der EtOAc-Phase, wird am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch
gereinigt  (Gradient: Chloroform; 100 %). Die Produktfraktionen werden am

Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.
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Das Produkt wird in 20 ml MeOH und 5 ml 1 M NaOHyq aufgenommen und 3 h unter Reflux
geruhrt. Im Anschluss wird das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet, in 50 ml Wasser aufgenommen, mit etwas 1 M HClyq neutralisiert und drei Mal
mit 50 ml EtOAc ausgeschiittelt. Die organische Phase wird mit 25 ml 4 M NaCly
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet. Das Rohprodukt wird aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform; 100 %). Die Produktfraktionen

werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

170 mg des Produktes (1 Ag, 0,57 mmol) werden in 20 ml THF gelost. AnschlieRend werden
156 ul DIPEA (1,5 Ag, 0,9 mmol), 375 mg PyBOP (1,2 Ag, 0,75 mmol) und 105 mg THP-
Hydroxylamin (1,5 Aq, 0,9 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch 4 h bei
Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, in 25 ml EtOAc aufgenommen, mit 25 ml 1 M
wassriger Natriumcarbonatlésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und erneut am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Produkt wird in mdglichst wenig
Chloroform mit 0,5% TEA gelost und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform:  TEA; 995%: 05% V/V). Die Produktfraktionen werden am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 10 ml THF aufgenommen. Es werden
funf Tropfen konzentrierte HClyq zugetropft und Uber drei Tage bei Raumtemperatur geruhrt.
Danach wird das Produkt am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus
Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: MeOH: HCOOH; 99,5 %: 0%: 0,5 % bis 96,5 %: 3 %: 0,5%, V/V/V). Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels
HPLC (Methode P1) gereinigt. Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschutzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 47,0 %
HPLC: rt 10,05 min (99,94 %)

IH-NMR [(CD3).SO, ppm]: & = 5,24 (s, 2H, Ar-O-CH,-Ar"), 7,35 (dd, 1H, Arce-H, J1 = 2,0 Hz,
J.=8,4), 7,49 (M, 5H, Arcs-H, Arco-H, Arcs-H, Arcs-H & Ar'ce-H) 7,57 (d, 1H, Arco-H |
J =2,0 Hz), 9.09 (s, 1H, CO-NH-OH), 11,26 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 312,0180 [M+H]*; berechnet fiir C14H12Cl2NOs*: 312,0194
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12c (PZ017)
4-Chlor-3-[(2,4-Dichlorbenzyl)oxy]-benzhydroxamsaure
O

OH

o

Cl
Cl

Cl

140 mg 8 (1 Ag, 0,75 mmol) werden in 20 ml DMF gelost und im Eisbad auf 0°C gekdihlt,
bevor 311 mg Kaliumcarbonat (3 Ag, 2,3 mmol) und 270 mg 2,4-Dichlorbenzylbromid
(1,5Aqg, 1,1 mmol) langsam unter Rihren hinzugegeben werden. AnschlieRend wird das
Reaktionsgemisch, nach langsamem Erwérmen, tGber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt
bevor es fir 90 min bei 80°C gerihrt wird. Das Reaktionsgemisch wird nach Abkihlen auf
Raumtemperatur mit 50 ml 1 M NaClaq versetzt und anschlieRend das Produkt drei Mal mit
50 ml EtOAc ausgeschittelt. Das Produkt, gelést in der EtOAc-Phase, wird am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform; 100 %). Die Produktfraktionen

werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 20 ml MeOH und 5 ml 1 M NaOH.q aufgenommen und 3 h unter Reflux
gerihrt. Im Anschluss wird das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet, in 50 ml Wasser aufgenommen, mit etwas 1 M HClyq neutralisiert und drei Mal
mit 50 ml EtOAc ausgeschittelt. Die organische Phase wird mit 25 ml 4 M NaClyg
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet. Das Rohprodukt wird aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0% bis
97 %: 3 %, V/V). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum

getrocknet.

165 mg des Produktes (1 Ag, 0,5 mmol) werden in 15 ml THF geldst. AnschlieRend werden
156 ul DIPEA (1,8 Ag, 0,9 mmol), 375 mg PyBOP (1,5 Aq, 0,75 mmol) und 105 mg THP-
Hydroxylamin (1,8 Ag, 0,9 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch 4 h bei
Raumtemperatur geruhrt. AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, in 25 ml EtOAc aufgenommen, mit 25 ml 1 M

wassriger Natriumcarbonatlésung gewaschen, Gber Natriumsulfat getrocknet und erneut am
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Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Produkt wird in moglichst wenig
Chloroform mit 0,2% TEA gelost und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: TEA; 99,8%: 0,2% V/V). Die Produktfraktionen werden am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 10 ml THF aufgenommen. Es werden
funf Tropfen konzentrierte HCl.q zugetropft und tber drei Tage bei Raumtemperatur geruhrt.
Danach wird das Produkt am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus
Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und s&ulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: MeOH: HCOOH; 99,5 %: 0%: 0,5% bis 96,5 %: 3 %: 0,5 %, V/V/V). Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels
HPLC (Methode P1) gereinigt. Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschitzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 36,5 %
HPLC: rt 11,03 min (97,07 %)

H-NMR [(CD3)2S0O, ppm]: & = 5,27 (s, 2H, Ar-O-CH-Ar"), 7,38 (dd, 1H, Ar'cs-H, J1 = 1,6 Hz,
J2 = 12 Hz), 7,53 (M, 2H, Arce-H & Ar'ce-H), 7,59 (d, 1H, Arce-H, J = 1,6 Hz), 7,65 (d, 1H,
Arcs-H, J = 8,4 Hz), 7,70 (d, 1H, Ar'cs-H, J = 2,0 Hz), 9,11 (s, 1H, CO-NH-OH), 11,31 (s, 1H,
NH-OH).

HR-MS m/z: 345,9809 [M-H]"; berechnet fur C14H11CIsNO3s": 345,9805

12d (PZ027)

3-Benzyloxy-4-chlorbenzhydroxamsaure

Cl

320 mg 8 (1 Ag, 1,72 mmol) werden in 25 ml DMF geldst und im Eisbad auf 0°C gekuhlt,
bevor 500 mg Kaliumcarbonat (2 Ag, 3,6 mmol) und 310 pl Benzylbromid (1,5 Ag, 2,5 mmol)
langsam unter Rihren hinzugegeben werden. Es wird 3 h unter Reflux geriihrt, nach
abkihlen mit 50 ml gesattigter NaClyg versetzt und drei Mal mit 80 ml Chloroform
ausgeschiuttelt. Das Produkt, gelost in der Chloroform-Phase, wird am Rotationsverdampfer

unter Vakuum getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und
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saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform; 100 %). Die Produktfraktionen

werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 20 ml MeOH und 5 ml 1 M NaOHa.q aufgenommen, 3 h unter Reflux und
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Im Anschluss wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, in 50 ml Wasser aufgenommen, mit etwas
1 M HClyq neutralisiert und drei Mal mit 80 ml EtOAc ausgeschiittelt. Die organische Phase
wird mit 25 ml 1 M Natriumcarbonatldsung gewaschen, tUber Natriumsulfat getrocknet und
am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird aus Chloroform auf
Kieselgel adsorbiert und sédulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: MeOH,;
100 %: 0 % bis 97 %: 3 %). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet.

85 mg des Produktes (1 Ag, 0,31 mmol) werden in 20 ml THF gelost. AnschlieRend werden
81 ul DIPEA (1,5 Aqg, 0,47 mmol), 194 mg PyBOP (1,2 Aq, 0,37 mmol) und 55 mg THP-
Hydroxylamin (1,5 Ag, 0,47 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch 4 h bei
Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, in 25 ml EtOAc aufgenommen, mit 25 ml 1 M
wassriger Natriumcarbonatlésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und erneut am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Produkt wird in moglichst wenig
Chloroform mit 0,5% TEA gelést und séulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform:  TEA; 995%: 05% V/V). Die Produktfraktionen werden am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 10 ml THF aufgenommen. Es werden
funf Tropfen konzentrierte HClayq zugetropft und tber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt.
Danach wird das Produkt am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus
Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: MeOH: HCOOH; 99,5 %: 0%: 0,5 % bis 96,5 %: 3 %: 0,5%, V/V/V). Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels
HPLC (Methode P1) gereinigt. Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschutzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 11,5 %
HPLC: rt 13,48 min (99,13 %)

IH-NMR [(CD3).SO, ppm]: & = 5,24 (s, 2H, Ar-O-CH,-Ar), 7,35 (m, 2H, Ar cs-H, Ar'cs-H),
7,40 (M, 2H, Arco-H & Arce-H), 7,46 (m, 2H, Arce-H & Ar'cs-H), 7,52 (d, 1H, Arcs-H,
J=8,0 Hz), 7,58 (d, 1H, Arcz-H, J = 2,0), 9.09 (s, 1H, CO-NH-OH), 11,21 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 278,0581 [M+H]"; berechnet fir C14H13CINO3s™: 278,0584
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15 (PZ008)

Methyl-3-mercapto-4-methoxybenzoat

SH

192 (1 Aqg, 5,5 mmol) wird in einem getrockneten und ausgeheizten Dreihalskolben in 50 ml
DMF geldst, unter Argonriickstrom mit 800 mg Natriumhydrid (6 Aq, 33,3 mmol) versetzt und
10 min bei Raumtemperatur unter Argonatmosphére gerihrt. Es wird funf Mal mit Argon
sekuriert und unter Argonriickstrom 1 g Dimethylthiocarbamoylchlorid (1,5 Ag, 8,1 mmol)
hinzugegeben. Es wird erneut drei Mal mit Argon sekuriert und anschlielend der
Reaktionsansatz fiinf Tage bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktionslésung wird mit 50 ml
Chloroform verdinnt, vorsichtig mit etwas Wasser versetzt und mit 1 M HClayq neutralisiert.
Die beiden Phasen werden getrennt und die wassrige Phase zwei Mal mit 50 ml Chloroform
ausgeschuttelt. Die organischen Phasen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet. Der braune Rickstand wird mit wenig MeOH versetzt, der ungeldste weil3e

Feststoff abgesaugt und Gber Nacht im Exsikkator getrocknet.

487 mg des Produktes (1 Ag, 1,9 mmol) werden mit 4 ml aufgewarmtem Diphenylether
versetzt und zwei Mal fur 50 min bei 280°C im Microwellenreaktor gerihrt. Die
Reaktionslosung wird direkt sdulenchromatographisch gereinigt (Gradient. n-Hexan unter
diskontinuierlicher Zugabe von EtOAc 0 % bis 50 %). Die Produktfraktionen werden am

Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 10 ml MeOH aufgenommen, mit 5 ml 1 M NaOHaq versetzt und drei Tage
bei Raumtemperatur gertihrt, bevor die Reaktionslésung 3 h unter Reflux erhitzt wird.
AnschlieBend wird die Lésung mit 1 M HClyq angesauert (pH =4), drei Mal mit 25 ml
Chloroform ausgeschiittelt und die organische Phase einrotiert. Das Rohprodukt wird aus
Chlorofrom auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chlororform: MeOH; 100 %: 0 % bis 95 %: 5 %, V/V). Die Produktfraktionen werden am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschutzt

gelagert.

100 mg des Produktes (1 Ag, 0,54 mmol) werden in 10 ml MeOH gelést und im Eisbad auf
0°C gekuihlt. AnschlieBend werden 119 pl Thionylchlorid (3 Ag, 1,63 mmol) tropfchenweise
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unter Ruhren hinzugegeben und das Reaktionsgemisch langsam auf Raumtemperatur
aufgewarmt. Im Anschluss wird die Reaktion fir 3 h unter Reflux erhitzt und danach am
Rotationsverdampfer das Ldsungsmittel und Uberschissiges Thionylchlorid unter Vakuum
entfernt. Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschitzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 25,6 %

IH-NMR [(CDs)2SO, ppm]: & = 3,79 (s, 3H, Ar-O-CHs), 3,88 (s, 3H, CO,CHs), 5,25 (s, 1H, Ar-
SH), 7,06 (d, 1H, Arcs-H, J = 8,8 Hz), 7,72 (dd, 1H, Arce-H, J: = 8,4 Hz, J, = 2,0 Hz), 7,95 (d,
1H, Arcz-H, J = 2,0 Hz).

MS m/z: 197,27 [M-H]

19a (PZ031)

3-Benzylthio-4-methoxybenzhydroxamsaure

107 mg 15 (1 Ag, 0,54 mmol) werden in 20 ml DMF geldst und mit 250 mg DTT (3 Aq,
1,6 mmol) versetzt. Der Kolben wird finf Mal mit Argon sekuriert und das Reaktionsgemisch
30 min bei Raumtemperatur geriihrt, bevor 224 mg Kaliumcarbonat (3 Ag, 1,6 mmol) und
193 ul Benzylbromid (3 Agq, 1,6 mmol) langsam unter Argon Riickstrom hinzugegeben
werden. Es wird iber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt, bevor 386 pl Benzylbromid (3 Aq,
3,2 mmol) hinzugegeben werden. Im Anschluss wird das Reaktionsgemisch vier Tage bei
Raumtemperatur geriihrt, am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus
Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und séulenchromatographisch gereinigt (Gradient: n-
Hexan: EtOAc; 100 %: 0% bis 90 %: 10%). Die Produktfraktionen werden am

Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 20 ml MeOH und 10 ml 1 M NaOH,q aufgenommen, 3 h unter Reflux und
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Im Anschluss wird das Reaktionsgemisch am

Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, in 50 ml Wasser aufgenommen, mit 1 M
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HClaq neutralisiert und zwei Mal mit 80 ml EtOAc ausgeschdittelt. Die organische Phase wird
am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

188 mg des Rohproduktes (1 Ag, 0,54 mmol) werden in 20 ml THF gelost. AnschlieBend
werden 232 ul DIPEA (2,3 Ag, 1,3 mmol), 525 mg PyBOP (2,3 Ag, 1,3 mmol) und 147 mg
THP-Hydroxylamin (2,3 Ag, 1,3 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch tiber Nacht
bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, in 25 ml EtOAc aufgenommen, mit 25 ml 1 M
wassriger Natriumcarbonatlosung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und erneut am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Produkt wird in maoglichst wenig
Chloroform mit 0,2% TEA gelost und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: TEA; 99,8%: 0,2% V/V). Die Produktfraktionen werden am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 10 ml THF aufgenommen. Es werden
funf Tropfen konzentrierte HCl,q zugetropft und Uber drei Tage bei Raumtemperatur geruhrt.
Danach wird das Produkt am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus
Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: MeOH: HCOOH; 99,5 %: 0%: 0,5 % bis 96,5 %: 3 %: 0,5%, V/V/V). Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels
HPLC (Methode P1) gereinigt. Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschutzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 10,3 %
HPLC: rt 12,05 min (98,78 %)

H-NMR [(CD3).S0O, ppm]: d = 3,84 (s, 1H, Ar-O-CHjs), 4,18 (s, 2H, Ar-S-CH.-Ar’), 7,02 (d,
1H, Arcs-H, J =8,4 Hz), 7,22 (m, 1H, Ar'cs-H), 7,30 (m, 4H, Ar'co-H, Ar'ca-H, Ar'cs-H, Arce-
H), 7,59 (dd, 1H, Arce-H, J1 = 2,0 Hz, J> = 8,4), 7,66 (d, 1H, Arc.-H, J = 2,0), 8,91 (s, 1H, CO-
NH-OH), 11,09 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 290,0844 [M+H]*; berechnet fiir C1sH16NO3S™*: 290,0851
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19b (PZ022)

3-[(2,4-Dichlorbenzyl)thio]-4-methoxybenzhydroxamsaure
O

OH

Iz

\ Cl

Cl

100 mg 15 (1 Ag, 0,54 mmol) werden in 20 ml DMF gelost und mit 251 mg DTT (3 Aq,
1,6 mmol) versetzt. Der Kolben wird funf Mal mit Argon sekuriert und das Reaktionsgemisch
30 min bei Raumtemperatur geriihrt, bevor 225 mg Kaliumcarbonat (3 Ag, 1,6 mmol) und
196 mg 2,4-Dichlorbenzylbromid (1,5 Ag, 0,82 mmol) langsam unter Argon Riickstrom
hinzugegeben werden. Es wird vier Tage bei Raumtemperatur und 5 h unter Reflux gerihrt,
mit 25 ml 4 M NaClyg versetzt und drei Mal mit 50 ml Chloroform ausgeschiittelt. Die
organische Phase wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, der Rickstand
aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und sédulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: MeOH; 100 %: 0% bis 92 %: 8 %). Die Produktfraktionen werden am

Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 15 ml MeOH und 5 ml 1 M NaOHa.q aufgenommen, 6 h unter Reflux und
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Es wird mit 1 M HCl.q neutralisiert und drei Mal mit
30 ml Chloroform ausgeschiittelt. Die organische Phase wird am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet, der Rickstand aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 92 %:

8 %). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

100 mg des Produktes (1 Aqg, 0,31 mmol) werden in 10 ml THF geldst. AnschlieRend werden
78 ul DIPEA (1,5 Aqg, 0,45 mmol), 181 mg PyBOP (1,2 Ag, 0,35 mmol) und 53 mg THP-
Hydroxylamin (1,5 Aq, 0,45 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch tber Nacht bei
Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, in 25 ml EtOAc aufgenommen, mit 25 ml 1 M
wassriger Natriumcarbonatlosung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und erneut am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Das Produkt wird in moglichst wenig
Chloroform mit 0,5% TEA gelést und s&ulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: TEA; 995%: 05% V/V). Die Produktfraktionen werden am
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Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 5 ml THF aufgenommen. Es werden
funf Tropfen konzentrierte HCl.q zugetropft und tUber Nacht bei Raumtemperatur und 2,5 h
unter Reflux geruhrt. Danach wird das Produkt am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt
(Gradient: Chloroform: MeOH: HCOOH; 99,5 %: 0 %: 0,5 % bis 99 %: 0,5 %: 0,5 %, V/V/V).
Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels
HPLC (Methode P1) gereinigt. Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschuitzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 13,3 %
HPLC: rt 12,65 min (98,45 %)

H-NMR [(CD3)2S0, ppm]: & = 3,83 (s, 1H, Ar-O-CHs), 4,23 (s, 2H, Ar-S-CH-Ar"), 7,04 (d,
1H, Arcs-H, J=8,8 Hz), 7,32 (m, 1H, Ar'ce-H), 7,35 (m, 1H, Ar'cs-H), 7,59 (d, 1H, Arcz-H,
J=2,0Hz), 7,66 (M, 2H, Arce-H & Ar'cs-H), 8,91 (s, 1H, CO-NH-OH), 11,10 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 358,0069 [M+H]*; berechnet fir C1sH14Cl.NOsS*: 358,0071

19¢ (PZ036)

4-methoxy-3-(phenethylthio)benzhydroxamséaure

OH

LZ

100 mg 15 (1 Aqg, 0,54 mmol) werden in 10 ml DMF geldst und mit 270 mg DTT (3,4 Aq,
1,7 mmol), 240 mg Kaliumcarbonat (3,4 Ag, 1,7 mmol) und 1000 pl 2-Bromethylbenzen
(14,6 Aq, 7,3 mmol) versetzt. Es wird iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt, mit 15 ml 4 M
NaCl,q versetzt und drei Mal mit 15 ml Chloroform ausgeschiuittelt. Die organische Phase wird
am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, der Ruckstand in Chloroform
aufgenommen, Uber Natriumsulfat getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch mittels MPLC (Gradient: n-Hexan: EtOAc; 98 %: 2 % bis 50 %:
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50 %) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet.

Das Produkt wird in 25 ml MeOH und 12 ml 1 M NaOHa.q aufgenommen, 3 h unter Reflux und
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Das Reaktionsgemisch wird am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und der Rickstand in Wasser aufgenommen.
Es wird mit 1 M HClyq neutralisiert und drei Mal mit 20 ml Chloroform ausgeschuttelt. Die
organische Phase wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

92 mg des Produktes (1 Ag, 0,32 mmol) werden in 10 ml THF geldst. AnschlieRend werden
81 ul DIPEA (1,5Aq, 0,48 mmol), 200 mg PyBOP (1,2 Ag, 0,38 mmol) und 55 mg THP-
Hydroxylamin (1,5 Ag, 0,48 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch drei Tage bei
Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in moglichst wenig Chloroform mit 0,5 %
TEA gelost und sdulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: TEA: MeOH;
99,5 %: 0,5%: 0% bis 98,5%: 0,5%: 1% V/V/V). Die Produktfraktionen werden am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 10 ml THF aufgenommen. Es wird
1 ml 1 M HClyy zugetropft und Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird das
Produkt am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel
adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: HCOOH: MeOH,;
99,5 %: 0,5%: 0% bis 89,5 %: 0,5%: 10 %, V/V/V). Die Produktfraktionen werden am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels HPLC (Methode P1) gereinigt.

Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschiitzt gelagert.
Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 17,4 %

HPLC: rt 11,53 min (97,89 %)

IH-NMR [(CD3).SO, ppm]: & = 2,87 (s, 2H, S-CH>-CH»-Ar), 3,17 (m, 2H, S-CH»-CH,), 3,84
(s, 1H, Ar-O-CHs), 7,03 (s, 1H, Arcs-H), 7,28 (m, 5H, Ar'co-H, Ar'cs-H, Ar'caH, Arcs-H &
Ar ce-H), 7,63 (M, 2H, Arco-H & Arce-H), 8,91 (s, 1H, CO-NH-OH), 11,11 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 304,1006 [M+H]*; berechnet fiir C16H1sNO3S™*: 304,1007
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19d (PZ037)

3-[(2,4-Dichlorphenethyl)thio]-4-methoxybenzhydroxamsaure
0

OH

L2

Cl Cl

100 mg 15 (1 Ag, 0,54 mmol) werden in 10 ml DMF gel6st und mit 270 mg DTT (3,4 Aq,
1,7 mmol), 240 mg Kaliumcarbonat (3,4 Ag, 1,7 mmol) und 450 pl 1-(2-Bromethyl)-2,4-
Dichlorbenzen (5 Ag, 2,8 mmol) versetzt. Es wird Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt,
mit 15ml 4 M NaClyg versetzt und drei Mal mit 15 ml Chloroform ausgeschiittelt. Die
organische Phase wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, der Rickstand in
Chloroform aufgenommen, Uber Natriumsulfat getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel
adsorbiert und saulenchromatographisch mittels MPLC (Gradient: n-Hexan: EtOAc; 98 %:
2 % bis 50 %: 50 %) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter

Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 25 ml MeOH und 12 ml 1 M NaOHa,q aufgenommen, 3 h unter Reflux und
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Das Reaktionsgemisch wird am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und der Rickstand in Wasser aufgenommen.
Es wird mit 1 M HClyq neutralisiert und drei Mal mit 20 ml Chloroform ausgeschuttelt. Die

organische Phase wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

114 mg des Produktes (1 Ag, 0,32 mmol) werden in 10 ml THF gelést. AnschlieRend werden
81 ul DIPEA (1,5 Aq, 0,48 mmol), 200 mg PyBOP (1,2 Ag, 0,38 mmol) und 55 mg THP-
Hydroxylamin (1,5 Ag, 0,48 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch drei Tage bei
Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in moglichst wenig Chloroform mit 0,5 %
TEA gelost und sdulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: TEA: MeOH;
99,5 %: 0,5%: 0% bis 98,5%: 0,5%: 1% V/V/V). Die Produktfraktionen werden am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 10 ml THF aufgenommen. Es wird
1 ml 1 M HClyy zugetropft und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Danach wird das

Produkt am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel
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adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: HCOOH: MeOH,;
99,5 %: 0,5%: 0% bis 89,5%: 0,5%: 10 %, V/V/V). Die Produktfraktionen werden am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels HPLC (Methode P1) gereinigt.
Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschiitzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 14,1 %
HPLC: rt 13,21 min (97,66 %)

IH-NMR [(CD3)2SO, ppm]: & = 2,98 (s, 2H, S-CH»-CHz-Ar"), 3,15 (s, 2H, S-CH2-CHy), 3,84 (s,
lH, AI’-O-CHs), 7,02 (S, 1H, AI’cs-H), 7,39 (m, 2H, Ar’cs-H & AF’CG-H), 7,61 (m, 3H, Arcz-H,
Arce-H & Ar cs-H), 8,92 (s, 1H, CO-NH-OH), 11,110 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 372,0227 [M+H]"; berechnet fir C16H16Cl.NO3S™: 372,0228
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5.2.2 HDAC10-Inhibitoren
25a (PZ033)

4-[(Benzylamino)methyl]-benzhydroxamsé&ure

OH

Iz

2T

500 mg 4-Aminomethylbenzoesaure (1 Ag, 3,3 mmol) werden in MeOH gel6st und im Eisbad
gekuhlt, bevor 650 pl Thionylchlorid (2,7 Ag, 9,0 mmol) langsam hinzugegeben werden. Das
Reaktionsgemisch wird Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt und anschlieBend am

Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

200 mg des Produkts (1 Ag, 1,2 mmol) werden in 20 ml DCM geldst, mit 116 pl Benzaldehyd
(2 Ag, 2,4 mmol) versetzt und 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Im Anschluss werden
509 mg Na(Ac):BH (2 Ag, 2,4 mmol) langsam zugegeben und die Reaktion tiber Nacht bei
Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend werden 20 ml MeOH zugegeben und das
Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Der Rickstand wird
aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 95 %: 5% V/V). Die Produktfraktionen werden am

Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

100 mg des Produktes (1 Ag, 0,39 mmol) werden in 15 ml MeOH und 5 ml 1 M NaOHaq
gelést und 4 h unter Reflux gerihrt. Es wird mit 1 M HCly neutralisiert, das
Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus Chloroform auf
Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: MeOH,;
100 %: 0 % bis 86 %: 14 %, V/V). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer

unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 30 ml THF aufgenommen. AnschlieRend werden 154 ul DIPEA (2 Aq,
0,8 mmol), 309 mg PyBOP (1,5Aq, 0,59 mmol) und 90 mg THP-Hydroxylamin (2 Aqg,
0,8 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch Uber Nacht bei Raumtemperatur
geriihrt. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet und in moglichst wenig Chloroform mit 0,5% TEA gelést und
saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: TEA; 99,5 %: 0,5 % V/V). Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 10 ml

THF aufgenommen. Es werden 1,5ml 1M HClyq zugetropft und Uber Nacht bei



105

Raumtemperatur gertihrt. Danach wird das Produkt am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt
(Gradient: Chloroform: HCOOH: MeOH; 99,75 %: 0,25 %: 0 % bis 84,75 %: 0,25 %: 15 %,
VIVIV). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet
und mittels HPLC (Methode P2) gereinigt. Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschutzt

gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 5,1 %

HPLC: rt 7,07 min (95,88 %)

'H-NMR [(CDs)st, ppm] 0=4,12 (S, 4H, AI’-CHz-NH2+-CH2-Ar’), 7,39 (S, 3H, Arcs-H, Arcs-H
& Al’,c4-H), 7,58 (m, 4H, Al’,cz-H, Ar,cg-H, Ar,cs-H & Ar,ce-H), 7,77 (S, 2H, Arc>-H & Arce-H),
9,07 (s, 1H, CO-NH-OH), 10,05 (s, 2H, CH2-NH2*-CH>), 11,34 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 257,1287 [M+H]*; berechnet fur CisH17N2O2": 257,1290

25b (PZ039)

4-{[(Thiophen-2-yImethyl)amino]methyl}-benzhydroxamsaure

OH

S N
/ H

/

2T

500 mg 4-Aminomethylbenzoesaure (1 Ag, 3,3 mmol) werden in MeOH geldst und im Eisbad
gekiihlt, bevor 650 pl Thionylchlorid (2,7 Ag, 9,0 mmol) langsam hinzugegeben werden. Das
Reaktionsgemisch wird Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt und anschlieBend am

Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

1486 mg des Produkts (1 Ag, 9,0 mmol) werden in 130 ml DCM: MeOH (5: 8 V/V) gelost, mit
586 pl Thiophen-2-carboxaldehyd (0,7 Ag, 8,6 mmol) langsam versetzt und (iber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Im Anschluss werden 2660 mg Na(Ac):BH (1,4 Aq, 12,6 mmol)
langsam zugegeben und die Reaktion Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieRend werden 20 ml MeOH zugegeben und das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Der Rickstand wird aus Chloroform: MeOH

(2: 1 V/V) auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
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Chloroform: TEA; 99,5 %: 0,5 V/V). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer
unter Vakuum getrocknet.

90 mg des Produktes (1 Ag, 0,34 mmol) werden in 10 ml MeOH und 3 ml 1 M NaOHaq geldst
und 48 h bei Raumtemperatur gerihrt. Es wird mit 1 M HCly, neutralisiert und das
Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 30 ml THF aufgenommen. AnschlieRend werden 555 ul DIPEA (8,8 Aq,
3,0 mmol), 1249 mg PyBOP (7,1 Ag, 2,4 mmol) und 352 mg THP-Hydroxylamin (8,8 Aq,
3,0 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch Uber Nacht bei Raumtemperatur
gerihrt. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet und in moglichst wenig Chloroform mit 0,5% TEA gelést und
saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: TEA: MeOH; 99,5 %: 0,5 %: 0 %
bis 94,5 %: 0,5 %: 5 % V/V/V). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet und in 10 ml THF aufgenommen. Es wird 1 ml 1 M HCl.q zugetropft und
Uber sechs Tage bei Raumtemperatur gerdhrt. Danach wird das Produkt am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels HPLC (Methode P2) gereinigt.

Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschiitzt gelagert.
Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 1,1 %

HPLC: rt 5,38 min (96,57 %)

IH-NMR [(CDs)2SO, ppm]: & = 4,10 (s, 2H, Ar-CHz-NH,%), 4,30 (s, 2H, NH,*-CH-Ar), 7,08
(dd, 1H, Ar'csH, J1=3,6 Hz, Jo=5,2 Hz), 7,27 (d, 1H, Ar'cs-H, J =2,4 Hz), 7,56 (m, 3H,
Arcs-H, Arcs-H & Ar'cs-H), 7,75 (m, 2H, Arco-H & Arce-H), 8,98 (m, 3H, CO-NH-OH & CH,-
NH,"-CHy), 11,26 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 263,0850 [M+H]*; berechnet fiir C13H1sN20,S*: 263,0854

25¢ (PZ040)

4-{[(Thiophen-3-ylmethyl)amino]methyl}-benzhydroxamsaure

OH
s x4

U

Iz

2T
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500 mg 4-Aminomethylbenzoesaure (1 Ag, 3,3 mmol) werden in MeOH geldst und im Eisbad
gekuhlt, bevor 650 pl Thionylchlorid (2,7 Ag, 9,0 mmol) langsam hinzugegeben werden. Das
Reaktionsgemisch wird Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt und anschlielend am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

1486 mg des Produkts (1 Ag, 9,0 mmol) werden in 130 ml DCM: MeOH (5: 8 V/V) geldst, mit
586 pl Thiophen-3-carboxaldehyd (0,7 Ag, 8,6 mmol) langsam versetzt und lber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Im Anschluss werden 2660 mg Na(Ac):BH (1,4 Aq, 12,6 mmol)
langsam zugegeben und die Reaktion Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieBend werden 20 ml MeOH zugegeben und das Reaktionsgemisch am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Der Rickstand wird aus Chloroform: MeOH
(2: 1 VIV) auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: TEA; 99,5 %: 0,5 V/V). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer

unter Vakuum getrocknet.

270 mg des Produktes (1 Aq, 1,0 mmol) werden in 10 ml MeOH und 3 ml 1 M NaOHaq geldst
und 48 h bei Raumtemperatur gerihrt. Es wird mit 1 M HCly, neutralisiert und das

Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 30 ml THF aufgenommen. AnschlieRend werden 555 pl DIPEA (3 Aq,
3,0 mmol), 1249 mg PyBOP (2,4 Aq, 2,4 mmol) und 352 mg THP-Hydroxylamin (3 Aqg,
3,0 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch Uber Nacht bei Raumtemperatur
gerihrt. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet und in moglichst wenig Chloroform mit 0,5% TEA gelést und
saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: TEA: MeOH; 99,5 %: 0,5 %: 0 %
bis 94,5 %: 0,5 %: 5 % V/V/V). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet und in 10 ml THF aufgenommen. Es wird 1 ml 1 M HClyq zugetropft und
Uber sechs Tage bei Raumtemperatur gerihrt. Danach wird das Produkt am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels HPLC (Methode P2) gereinigt.

Das Produkt wird bei -20°C lichtgeschiitzt gelagert.
Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 4,1 %

HPLC: rt 5,45 min (98,42 %)

IH-NMR [(CD2):SO, ppm]: & = 4,14 (s, 4H, Ar-CHo-NH,"-CH,), 7,33 (dd, 1H, Ar csH,
J1=16Hz, J>=52Hz), 7,59 (M, 3H, Arcx-H, Arcs-H & Arcs-H), 7,71 (dd, 1H, Arcs-H,
J1=1,2Hz, J»= 2,8 Hz), 7,76 (M, 2H, Arco-H & Arce-H), 9,09 (s, 1H, CO-NH-OH), 9,83 (m,
2H, CHo-NH,*-CHy), 11,30 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 263,0845 [M+H]"; berechnet fur C13H1sN204S™: 263,0854
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25d (PZ034)

4-(Piperidin-1-ylmethyl)benzhydroxamséaure

OH

B

10 mg 4-(Piperidin-1-ylmethyl)benzoesaure (1 Ag, 0,046 mmol) werden in 5 ml THF gelost
und mit 8,1 mg THP-Hydroxylamin (1,5Ag, 0,068 mmol), 11,6 i DIPEA (1,5Aq,
0,068 mmol) und 7,1 mg PyBOP (1,2 Ag, 0,055 mmol) versetzt. AnschlieRend wird das
Reaktionsgemisch  Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt, bevor es am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet wird. Das Rohprodukt wird in méglichst wenig
Chloroform mit 0,5% TEA gelost und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: TEA: MeOH; 99,5%: 0,5%: 0% bis 84,5%: 0,5%: 15% V/V/V). Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 10 ml
MeOH: THF 1: 3 aufgenommen. Es werden 5 Tropfen konzentrierte HClyq zugetropft und
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Danach wird das Produkt am Rotationsverdampfer
unter Vakuum  getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: HCOOH; 99,5 %: 0,5 % V/V). Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels
HPLC (Methode P2) gereinigt. Das Produkt wird bei -80°C, lichtgeschutzt, in DMSO gelost
(20 mmol/l), gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 4,7 %
HPLC: rt 1,18 min (81,63 %)

!H-NMR [(CD3)2S0O, ppm]: & = 1,17 (m, 6H, Pipercs-Hz, Pipercs-Hz, Pipercs-Hz), 1,55 (s, 1H,
Pipercz-H), 1,80 (s, 3H, Pipercz-H & Pipercs-Hz), 3,00 (m, 2H, N-CH2-Ar), 7,44 (s, 1H, Arcs-H),
7,89 (s, 1H, Arcs-H), 8,21 (s, 2H, Arce-H & Arce-H).

HR-MS m/z: 235,1442 [M+H]*; berechnet fur Ci3H19N2O,": 235,1447
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25e (PZ035)

4-[(N-Methylpiperazinyl)methyl]lbenzhydroxamséure

Y P

P
LZ

100 mg 4-[(N-Methylpiperazinyl)methyl]benzoesaure (1 Aq, 0,43 mmol) werden in 25 ml THF
gelost und mit 78 mg THP-Hydroxylamin (1,5 Ag, 0,64 mmol), 109 ul DIPEA (1,5 Aq,
0,64 mmol) und 66 mg PyBOP (1,2 Aq, 0,51 mmol) versetzt. AnschlieRend wird das
Reaktionsgemisch  Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt, bevor es am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet wird. Das Rohprodukt wird in méglichst wenig
Chloroform mit 0,5% TEA gelost und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient:
Chloroform: TEA: MeOH; 995%: 0,5%: 0% bis 97,5%: 0,5%: 2% V/V/V). Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 10 ml
MeOH: THF 1: 1 aufgenommen und Uber Nacht gekihlt. Der ausfallende weil3e Feststoff

wird mit Hilfe eines Blchnertrichters abgesaugt und im Exsikkator getrocknet.

Der getrocknete Feststoff wird in 10 ml THF aufgenommen, mit 5 Tropfen konzentrierter
HClaq versetzt und tUber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Danach wird das Produkt am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus Chloroform auf Kieselgel adsorbiert und
saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Chloroform: HCOOH: MeOH; 99,5 %: 0,5 %:
0 % bis 94,5 %: 0,5 %: 5 % V/V/V). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer
unter Vakuum getrocknet und mittels HPLC (Methode P2) gereinigt. Das Produkt wird bei
-20°C, lichtgeschuitzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 18,8 %
HPLC: rt 3,20 min (100,00 %)

'H-NMR [(CD3).S0O, ppm]: & = 2,77 (s, 3H, N-CHs), 3,41 (m, 8H, Pipercs-H,, Pipercs-Ha,
Pipercs-Hz & Piperce-Hz), 4,32 (s, 2H, Ar-CH2-N), 7,69 (m, 2H, Arcs-H & Arcs-H), 7,79 (m, 2H,
Arcz-H & Arcs-H), 11,30 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 250,1551 [M+H]"; berechnet fir C13H20N3zO:": 250,1556
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31a (PZ044)

(E)-3-{1-[benzo(b)thiophen-3-ylmethyl]piperidin-4-yl}acrylhnydroxamsaure

O

N /OH

pa o5

P N

150 mg N-Boc-(2-Ethoxycarbonylvinyl)piperidin (1 Ag, 0,53 mmol) werden in 2 ml DCM: TFA
1: 1 geldst, 5 h auf 65°C erhitzt und tGber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlieend
wird das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 6 ml
EtOH aufgenommen. Es werden 434 mg 1-Benzothiophen-3-carboxaldehyd (5 Aq,
2,7 mmol) zugegeben, 15 min bei Raumtemperatur geriihrt, 561 mg Na(Ac):BH (5 Aqg,
2,7 mmol) zugegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliel3end werden
561 mg Na(Ac)sBH (5Aqg, 2,7 mmol) zugegeben und uber Nacht bei Raumtemperatur
gerihrt. Das Reaktionsgemisch wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und
aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient:
Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden

am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

70 mg des Produktes (1 Aqg, 0,21 mmol) werden in 10 ml THF: H,O 1: 1 aufgenommen, mit
21 mg Lithiumhydroxid*H,O (2 Ag, 0,43 mmol) versetzt und (ber drei Tage bei
Raumtemperatur geriihrt. Es werden 42 mg Lithiumhydroxid*H,O (4 Ag, 0,86 mmol)
zugegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Das Reaktionsgemisch wird am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert. Das
Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V)

gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

50 mg des Produktes (1 Ag, 0,17 mmol) werden in 4 ml THF: DMF 1: 1 aufgenommen, mit
40 mg EDCI*HCI (1,3 Ag, 0,21 mmol) und 32 mg HOBt (1,3 Ag, 0,21 mmol) versetzt und
10 min bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend werden 84 pl DIPEA (3 Ag, 0,5 mmol)
zugegeben, 10 min bei Raumtemperatur gerithrt und 24 mg THP-Hydroxylamin (1,3 Aq,
0,21 mmol) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird Uber Nacht bei Raumtemperatur
geriihrt. Es werden 40 mg EDCI*HCI (1,3 Ag, 0,21 mmol), 32 mg HOBt (1,3 Ag, 0,21 mmol),
84 pl DIPEA (3 Ag, 0,5 mmol) und 24 mg THP-Hydroxylamin (1,3 Ag, 0,21 mmol) zugegeben
und das Reaktionsgemisch tber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieRend wird die
Reaktion am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und aus MeOH auf Kieselgel
adsorbiert. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis
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0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 10 ml THF gel6st, mit einem Tropfen konzentrierter HClyq versetzt und
Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wird die Losung am Rotationsverdampfer
unter Vakuum getrocknet, aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert und mittels MPLC (Gradient:
Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden
am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels HPLC (Methode P3) gereinigt.
Das Produkt wird bei -20°C, lichtgeschiitzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 10,8 %
HPLC: rt 4,24 min (95,82 %)

H-NMR [(CD3)2SO, ppm]: & = 1,82 (m, 4H, Pipercs-Hz & Pipercs-Hz), 2,32 (m, 1H, Pipercs-H),
3,08 (m, 4H, Piperc>-H & Piperce-H), 4,55 (s, 2H, N-CHz-Ar), 5,74 (d, 1H, CH=CH-CO,
J; = 15,6 Hz), 6,55 (dd, 1H, CH=CH-CO, J;: = 6,0 Hz, J. = 15,6 Hz), 7,44 (m, 2H, Arcs-H &
Arce-H), 8,06 (d, 1H, Arcs-H, J1 = 8,0 Hz), 8,18 (d, 1H, Arcs-H, J1 = 7,6 Hz), 8,28 (s, 1H, Arco-
H), 8,91 (s, 1H, NH-OH), 10,74 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 317,1319 [M+H]*; berechnet fir C17H21N20,S*: 317,1324

31b (PZ045)

(E)-3-{1-[(1-Methylindol-3-yl)methyl]piperidin-4-yl}acrylhydroxamséure

O

N /OH

ba o5

.——-—_N

P~ N

150 mg N-Boc-(2-Ethoxycarbonylvinyl)piperidin (1 Ag, 0,53 mmol) werden in 2 ml DCM: TFA
1: 1 geldst, 5 h auf 70°C erhitzt und tber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend
wird das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 5 ml
EtOH aufgenommen. Es werden 463 mg 1-Methylindol-3-carboxaldehyd (5,5 Ag, 2,9 mmol)
zugegeben, 15 min bei Raumtemperatur geriihrt, 561 mg Na(Ac):BH (5 Ag, 2,7 mmol)
zugegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlieend werden 561 mg
Na(Ac)sBH (5 Ag, 2,7 mmol) zugegeben und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das

Reaktionsgemisch wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und aus MeOH
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auf Kieselgel adsorbiert. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH;
100 %: 0% bis 09%: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

63 mg des Produktes (1 Aq, 0,19 mmol) werden in 10 ml THF: H,O 1: 1 aufgenommen, mit
32 mg Lithiumhydroxid*H,O (4 Ag, 0,76 mmol) versetzt und U(ber drei Tage bei
Raumtemperatur geriihrt. Es werden 70 mg Lithiumhydroxid*H.O (9 Ag, 1,7 mmol)
zugegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert. Das
Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V)

gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 4 ml THF: DMF 1:1 aufgenommen, mit 65 mg EDCI*HCI (1,8 Aq,
0,34 mmol) und 51 mg HOBt (1,8 Ag, 0,34 mmol) versetzt und 10 min bei Raumtemperatur
geriihrt. AnschlieRend werden 137 pl DIPEA (4 Ag, 0,8 mmol) zugegeben, 10 min bei
Raumtemperatur geriihrt und 39 mg THP-Hydroxylamin (1,8 Ag, 0,34 mmol) zugegeben.
Das Reaktionsgemisch wird Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Es werden 65 mg
EDCI*HCI (1,8 Aq, 0,34 mmol), 51 mg HOBt (1,8 Aq, 0,34 mmol), 137 ul DIPEA (4 Aq,
0,8 mmol) und 39mg THP-Hydroxylamin (1,8 Aq, 0,34 mmol) zugegeben und das
Reaktionsgemisch tber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlie3end wird die Reaktion
am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert.
Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 %
VIV) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum

getrocknet.

Das Produkt wird in 10 ml THF geldst, mit einem Tropfen konzentrierter HClyq versetzt und
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerithrt. Danach wird die Losung am Rotationsverdampfer
unter Vakuum getrocknet, aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert und mittels MPLC (Gradient:
Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden
am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels HPLC (Methode P3) gereinigt.

Das Produkt wird bei -20°C, lichtgeschiitzt gelagert.
Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 21,5 %

HPLC: rt 3,94 min (97,64 %)

'H-NMR [(CD3)2SO, ppm]: & = 1,29 (m, 2H, Pipercs-H. & Pipercs-H), 1,59 (d, 2H, Pipercs-H.
& Pipercs-Hz, J1 =10,8 Hz), 1,95 (m, 2H, Piperce>-H & Piperce-H), 2,37 (m, 1H, Pipercs-H),
2,85 (d, 2H, Piperc>-H & Piperces-H, J1 = 11,2 Hz), 3,59 (s, 2H, N-CHz-Ar), 3,73 (s, 3H, N-
CHg), 5,73 (d, 1H, CH=CH-CO, J:=15,6 Hz), 6,55 (dd, 1H, CH=CH-CO, J;:=6,8 Hz,
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J2 = 15,6 Hz), 7,19 (s, 1H, Arco-H), 7,34 (d, 1H, Arcs-H, Ji = 8,4 Hz), 7,43 (m, 1H, Arcs-H),
7,56 (M, 1H, Arcs-H), 7,59 (d, 1H, Arce-H, J1 = 7,6 Hz), 10,76 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 314,1865 [M+H]*; berechnet fir C1gH24N30,": 314,1869

31c (PZ046)

(E)-3-(1-Phenethylpiperidin-4-yl)acrylhydroxamsaure

\ /OH

a

150 mg N-Boc-(2-Ethoxycarbonylvinyl)piperidin (1 Ag, 0,53 mmol) werden in 2 ml DCM: TFA
1:1 gelést und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerdhrt. AnschlieBend wird das
Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 1,5 ml DMF
aufgenommen. Es werden 300 mg K.COs (4 Aq, 2,2 mmol), 187 ul 2-Bromethylbenzol
(2,5 Ag, 1,4 mmol) und eine Spatelspitze Kaliumiodid hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch
wird Uber Nacht gerthrt, es werden 1,5 ml DMF zugegeben und 2 h auf 65°C erhitzt. Im
Anschluss wird eine Spatelspitze Kaliumhydroxid zugegeben, Uber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt, am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und aus MeOH
auf Kieselgel adsorbiert. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH;
100 %: 0% bis 09%: 100% V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am

Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 10 ml THF: H.O 1: 1 aufgenommen, mit 138 mg Lithiumhydroxid*H.O
(6 Ag, 3,3 mmol) versetzt und uber drei Tage bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend
wird die Loésung am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und aus MeOH auf
Kieselgel adsorbiert. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH,;
100 %: 0% bis 09%: 100% V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am

Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

50 mg des Produktes (1 Ag, 0,17 mmol) werden in 4 ml THF: DMF 1: 1 aufgenommen, mit
92 mg EDCI*HCI (2,5 Ag, 0,48 mmol) und 74 mg HOBt (2,5 Ag, 0,48 mmol) versetzt und
10 min bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend werden 197 pl DIPEA (6 Ag, 1,2 mmol)
zugegeben, 10 min bei Raumtemperatur geriihrt und 57 mg THP-Hydroxylamin (2,5 Aq,
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0,48 mmol) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird Uber Nacht bei Raumtemperatur
gerihrt, am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und aus MeOH auf Kieselgel
adsorbiert. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis
0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 10 ml THF gel6st, mit einem Tropfen konzentrierter HClyq versetzt und
Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird die Losung am Rotationsverdampfer
unter Vakuum getrocknet, aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert und mittels MPLC (Gradient:
Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden
am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels HPLC (Methode P3) gereinigt.
Das Produkt wird bei -20°C, lichtgeschiitzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 30,3 %
HPLC: rt 2,39 min (95,78 %)

H-NMR [(CD3)2SO, ppm]: & = 1,77 (m, 2H, Pipercs-Hz & Pipercs-Hy), 1,87 (d, 2H, Pipercs-H.
& Pipercs-Hz, J1 = 13,6 Hz), 2,69 (m, 1H, Pipercs-H), 2,97 (m, 2H, Piperc,-H & Pipercs-H),
3,09 (m, 2H, N-CH,-CHz-Ar), 3,20 (m, 2H, N-CH,-CHz-Ar), 3,56 (d, 2H, Piperce-H & Piperce-
H, J1=11,6 Hz), 5,78 (d, 1H, CH=CH-CO, J:;=15,6 Hz), 6,56 (dd, 1H, CH=CH-CO,
J1=6,0 Hz, J, = 15,6 HZz), 7,25 (m, 3H, Arcs-H, Arcs-H & Arcs-H), 7,32 (m, 2H, Arce-H & Arce-
H), 8,96 (s, 1H, NH-OH), 10,74 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 275,1755 [M+H]*; berechnet fur C16H23N202": 275,1760

31d (PZ047)

(E)-3-{1-[2-(1H-Indol-3-yl)ethyl]piperidin-4-yl}acrylhydroxamsaure

\ /OH

Iz

HN

150 mg N-Boc-(2-Ethoxycarbonylvinyl)piperidin (1 Ag, 0,53 mmol) werden in 4 ml DCM: TFA

1:1 gel6st und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlie@end wird das
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Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 1,5 ml DMF
aufgenommen. Es werden 300 mg K.COs (4 Ag, 2,2 mmol), 312 mg 3-(2-Bromethyl)indol
(2,5 Aqg, 1,4 mmol) und eine Spatelspitze Kaliumiodid hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch
wird Uber Nacht gerihrt, es werden 1,5 ml DMF zugegeben und 2 h auf 65°C erhitzt. Im
Anschluss wird eine Spatelspitze Kaliumhydroxid zugegeben, Uber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt, am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und aus MeOH
auf Kieselgel adsorbiert. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH;
100 %: 0% bis 09%:100% V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am

Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

130 mg des Produktes (1 Aqg, 0,4 mmol) werden in 10 ml THF: H,O 1: 1 aufgenommen, mit
100 mg Lithiumhydroxid*H,O (6 Ag, 2,4 mmol) versetzt und (ber drei Tage bei
Raumtemperatur gertihrt. AnschlieBend wird die Losung am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet und aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert. Das Produkt wird mittels MPLC
(Gradient:  Chloroform: MeOH; 100 %: 0% bis 0 %:100% V/V) gereinigt. Die

Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 4 ml THF: DMF 1:1 aufgenommen, mit 321 mg EDCI*HCI (4,3 Aq,
1,7 mmol) und 256 mg HOBt (4,3 Ag, 1,7 mmol) versetzt und 10 min bei Raumtemperatur
geriihrt. AnschlieRend werden 684 pl DIPEA (10 Ag, 4,0 mmol) zugegeben, 10 min bei
Raumtemperatur geriihrt und 196 mg THP-Hydroxylamin (4,3 Ag, 1,7 mmol) zugegeben.
Das Reaktionsgemisch wird Uber zwei Tage bei Raumtemperatur geriihrt, am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert. Das
Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V)

gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 10 ml THF geldst, mit einem Tropfen konzentrierter HClyq versetzt und
Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieRend werden zwei Tropfen konzentrierte
HClaq hinzugegeben und tber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Danach wird die Losung
am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert und
mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels
HPLC (Methode P3) gereinigt. Das Produkt wird bei -20°C, lichtgeschutzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 22,3 %
HPLC: rt 3,38 min (97,04 %)

'H-NMR [(CD3)2SO, ppm]: & = 1,59 (m, 2H, Pipercs-H. & Pipercs-H), 1,92 (d, 2H, Pipercs-H.
& Pipercs-Hz, J1 =13,2 Hz), 2,40 (m, 1H, Pipercs-H), 3,02 (m, 2H, Piperc,-H & Pipercs-H),
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3,11 (m, 2H, N-CH,-CHz-Ar), 3,31 (m, 2H, N-CH,-CHz-Ar), 3,65 (d, 2H, Piperce-H & Pipercs-
H, J.=11,6 Hz), 5,77 (d, 1H, CH=CH-CO, J;=15,6 Hz), 6,59 (dd, 1H, CH=CH-CO,
J1 = 6,0 Hz, J2 = 15,6 Hz), 7,00 (t, 1H, Arcs-H, J1 = 7,2 Hz), 7,09 (t, 1H, Arce-H, J1 = 6,8 Hz),
7,23 (s, 1H, Arce-H), 7,35 (d, 1H, Arcr-H, J1 = 8,0 Hz), 7,57 (d, 1H, Arcs-H, J1 = 7,6 Hz), 9,67
(s, 1H, , ArNH), 10,98 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 314,1862 [M+H]*; berechnet fur C1gH24N30,": 314,1869

3le (PZ048)
(E)-3-[1-(Naphthalen-1-ylmethyl)piperidin-4-yllacrylhydroxamséaure

o)

\ /OH

Iz

200 mg N-Boc-(2-Ethoxycarbonylvinyl)piperidin (1 Ag, 0,71 mmol) werden in 4 ml DCM: TFA
1:1 gelést und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wird das
Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 1,5 ml DMF
aufgenommen. Es werden 300mg K,COz; (3Ag, 2,2mmol) zugegeben und das
Reaktionsgemisch fur 30 min bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend werden 390 mg 1-
Brommethylnaphthalen (2,5 Ag, 1,8 mmol) und eine Spatelspitze Kaliumiodid hinzugegeben.
Das Reaktionsgemisch wird tGber Nacht, lichtgeschiitzt und bei Raumtemperatur gerthrt. Es
werden 390 mg 1-Brommethylnaphthalen (2,5 Aq, 1,8 mmol) zugegeben und das
Reaktionsgemisch Uber Nacht, lichtgeschitzt und bei Raumtemperatur gerthrt. Der
Reaktionsansatz wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und aus MeOH auf
Kieselgel adsorbiert. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH,;
100 %: 0% bis 09%: 100% V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am

Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 10 ml THF: H,O 1: 1 aufgenommen, mit 150 mg Lithiumhydroxid*H.O
(5 Aq, 3,6 mmol) versetzt und iiber Nacht bei Raumtemperatur und lichtgeschiitzt geriihrt. Es
werden 10 ml THF: H,O 1: 1 zugegeben und das Reaktionsgemisch fur 5 h unter Reflux
erhitzt. Es werden 50 mg Lithiumhydroxid*H,O (1,7 Aq, 1,2 mmol) zugegeben und das

Reaktionsgemisch Uber drei Tage, lichtgeschitzt, bei Raumtemperatur gerthrt.
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AnschlieRend wird die Lésung am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und aus
MeOH auf Kieselgel adsorbiert. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient:
Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden
am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 6 ml THF: DMF 1:1 aufgenommen, mit 80 mg EDCI*HCI (0,6 Aq,
0,42 mmol) und 64 mg HOBt (0,6 Aq, 0,42 mmol) versetzt und 10 min, lichtgeschutzt, bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend werden 168 ul DIPEA (1,3 Aq, 0,9 mmol)
zugegeben, 10 min, lichtgeschitzt, bei Raumtemperatur gerihrt und 50 mg THP-
Hydroxylamin (0,6 Ag, 0,42 mmol) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird (iber Nacht,
lichtgeschutzt, bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend mit 80 mg EDCI*HCI (0,6 Aq,
0,42 mmol), 64 mg HOBt (0,6 Aq, 0,42 mmol), 168 ul DIPEA (1,3 Aq, 0,9 mmol) und 50 mg
THP-Hydroxylamin (0,6 Ag, 0,42 mmol) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird iber Nacht,
lichtgeschitzt, bei Raumtemperatur geruhrt, am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet und aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert. Das Produkt wird mittels MPLC
(Gradient:  Chloroform: MeOH; 100 %:0% bis 0 %:100% V/V) gereinigt. Die

Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 10 ml THF gel6st, mit zwei Tropfen konzentrierter HClyq versetzt und
Uber Nacht, lichtgeschitzt, bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wird die Lésung am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert und
mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels
HPLC (Methode P3) gereinigt. Das Produkt wird bei -20°C, lichtgeschutzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 30,0 %
HPLC: rt 4,41 min (95,15 %)

'H-NMR [(CD3).SO, ppm]: & = 1,55 (m, 2H, Pipercs-Hz & Pipercs-Hz), 1,75 (m, 2H, Pipercs-H:
& Pipercs-H), 2,26 (m, 1H, Pipercs-H), 3,12 (m, 2H, Piperce-H & Pipercs-H), 5,77 (d, 1H,
CH=CH-CO, J, = 15,6 Hz), 6,55 (m, 1H, CH=CH-CO), 7,56 (m, 4H, Arcz-H, Arcs-H, Arce-H &
Arc7-H), 7,94 (m, 2H, Arcs-H & Arcg-H), 8,34 (s, 1H, Arcs-H), 8,87 (s, 1H, CO-NH-OH), 10,69
(s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 311,1755 [M+H]*; berechnet flr CigH23N20,": 311,1760
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31f (PZ049)

(E)-3-[1-(4-Chlorbenzyl)piperidin-4-ylJacrylhnydroxams&ure

Cl \ /OH

Iz

200 mg N-Boc-(2-Ethoxycarbonylvinyl)piperidin (1 Ag, 0,71 mmol) werden in 4 ml DCM: TFA
1:1 gel6ést und Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieBend wird das
Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 5 ml
unvergalltem EtOH aufgenommen. Es werden 521 mg 4-Chlorbenzaldehyd (5 Aq, 3,5 mmol)
zugegeben und das Reaktionsgemisch fir 15 min bei Raumtemperatur, gerihrt.
AnschlieBend werden 748 mg Na(Ac):BH (5Aq, 3,5mmol) zugegeben und das
Reaktionsgemisch tber Nacht, lichtgeschitzt, bei Raumtemperatur gerihrt. Es werden
erneut 748 mg Na(Ac)sBH (5 Ag, 3,5 mmol) zugegeben und das Reaktionsgemisch iber
Nacht, lichtgeschitzt, bei Raumtemperatur gertihrt. Der Reaktionsansatz wird am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert. Das
Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V)

gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 10 ml THF: H.O 1: 1 aufgenommen, mit 178 mg Lithiumhydroxid*H.0
(6 Ag, 4,2 mmol) versetzt und Uber drei Tage bei Raumtemperatur und lichtgeschitzt
gerihrt. AnschlieBend wird die Losung am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet
und aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient:
Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden

am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 6 ml THF: DMF 1: 1 aufgenommen, mit 338 mg EDCI*HCI (2,5 Aq,
1,8 mmol) und 270 mg HOBt (2,5 Ag, 1,8 mmol) versetzt und 10 min, lichtgeschutzt, bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend werden 720 pl DIPEA (6 Aq, 4,2 mmol) zugegeben,
10 min, lichtgeschiitzt, bei Raumtemperatur geriihrt und 207 mg THP-Hydroxylamin (2,5 Aq,
1,8 mmol) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird Uber Nacht, lichtgeschitzt, bei
Raumtemperatur gertihrt, am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und aus MeOH
auf Kieselgel adsorbiert. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH,;
100 %: 0% bis 0%:100% V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am

Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.
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Das Produkt wird in 13 ml THF gelost, mit zwei Tropfen konzentrierter HCly, versetzt und
Uber Nacht, lichtgeschitzt, bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieRend wird die Lésung am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert und
mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die
Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels
HPLC (Methode P3) gereinigt. Das Produkt wird bei -20°C, lichtgeschutzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 5,1 %
HPLC: rt 2,68 min (98,59 %)

!H-NMR [(CD3)2SO, ppm]: & = 1,51 (m, 2H, Pipercs-Hz & Pipercs-H), 1,86 (d, 2H, Pipercs-H.
& Pipercs-Hz, J1 = 15,6 Hz), 2,36 (m, 1H, Pipercs-H), 2,92 (m, 2H, Piperc>-H & Pipercs-H),
3,35 (d, 2H, Pipercz-H & Piperce-H, J1 =12,4 Hz), 4,28 (s, 1H, N-CHz-Ar), 5,74 (d, 1H,
CH=CH-CO, J; = 15,6 Hz), 6,53 (dd, 1H, CH=CH-CO, J; =6,4 Hz, J, = 15,6 Hz), 7,53 (m,
4H, Arca-H, Arcs-H, Arcs-H & Arce-H), 8,59(s, 1H, CO-NH-OH), 10,60 (s, 1H, NH-OH).

HR-MS m/z: 295,1212 [M+H]*; berechnet flr CisH20CIN2O,": 295,1213

31g (PZ050)
(E)-3-[1-(3-Chlorbenzyl)piperidin-4-yllacrylhydroxamsaure

Cl 0

\ /OH

X

500 mg N-Boc-(2-Ethoxycarbonylvinyl)piperidin (1 Ag, 1,8 mmol) werden in 12 ml DCM: TFA
1: 1 geldst, 5 h bei 60°C und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlie3end wird
das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 6 ml DMF
aufgenommen. Es werden 975mg K.COz (4 Ag, 7,1 mmol) zugegeben und das
Reaktionsgemisch fir 30 min bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieBend werden 975 mg
K2.COs3 (4 Ag, 7,1 mmol), 692 pl 3-Chlorbenzylbromid (3 Ag, 5,3 mmol) und eine Spatelspitze
Kaliumiodid hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird Gber zwei Tage, lichtgeschitzt, unter
Argon und bei Raumtemperatur gerihrt. Der Reaktionsansatz wird am Rotationsverdampfer
unter Vakuum getrocknet. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH;
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100 %: 0% bis 09%: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am
Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 50 ml THF: H,O 1: 1 aufgenommen, mit 135 mg Lithiumhydroxid*H.O
(1,8 Ag, 3,2 mmol) versetzt und Uber Nacht, bei Raumtemperatur, lichtgeschiitzt und unter
Argon gerthrt. AnschlieBend wird die Losung am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis
0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer, versetzt
mit 500 ul DIPEA, unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 25 ml THF aufgenommen, mit 3,7 ml DIPEA (12 Aq, 21 mmol), 2,7 ¢
PyBOP (3 Aqg, 5,3 mmol) und 619 mg THP-Hydroxylamin (3 Aqg, 5,3 mmol) versetzt und tber
zwei Tage, lichtgeschuitzt, unter Argon und bei Raumtemperatur gerihrt. Es werden erneut
3,7ml DIPEA (12Aq, 21 mmol), 2,7g PyBOP (3Ag, 53 mmol) und 617 mg THP-
Hydroxylamin (3 Ag, 5,3 mmol) hinzugegeben und tiber Nacht, lichtgeschutzt, unter Argon
und bei Raumtemperatur gerihrt. Das Reaktionsgemisch wird am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet und mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis
0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter

Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 80 ml THF geldst, mit zwei Tropfen 1 M HCl,q versetzt und tber Nacht,
lichtgeschitzt, unter Argon, bei Raumtemperatur geriihrt. Es werden 26 Tropfen 1 M HClyq
Uber 4 h verteilt hinzugetropft, wahrend lichtgeschitzt, unter Argon und bei Raumtemperatur
gerihrt wird. AnschlieBend wird Uber Nacht, lichtgeschitzt, unter Argon, bei
Raumtemperatur gertihrt. Es werden 10 Tropfen 1 M HClyq Uber 3 h verteilt hinzugetropft,
wahrend lichtgeschitzt, unter Argon und bei Raumtemperatur gerthrt wird. AnschlieRend
wird Uber Nacht, lichtgeschitzt, unter Argon, bei Raumtemperatur gerthrt. Im Anschluss wird
die Loésung am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels MPLC (Gradient:
Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden
am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels HPLC (Methode P3) gereinigt.

Das Produkt wird bei -20°C, lichtgeschiitzt gelagert.
Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 2,8 %

HPLC: rt 6,38 min (99,39 %)

'H-NMR [CD3OD, ppm]: & = 1,67 (m, 2H, Pipercs-H, & Pipercs-Hz), 1,94 (d, 2H, Pipercs-H, &
Pipercs-Hz, J1 =10,0 Hz), 2,43 (m, 2H, Piperc,-H & Pipercs-H), 2,84 (m, 2H, Piperc>-H &
Pipercs-H), 2,98 (s, 1H, Pipercs-H), 4,12 (s, 2H, N-CH:-Ar), 5,83 (d, 1H, CH=CH-CO,
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J1=12,4 Hz), 6,73 (dd, 1H, CH=CH-CO, J1=4,8 Hz, J>=12,0 Hz), 7,45 (m, 3H, Arcs-H,
Arcs-H & Arce-H), 7,54 (s, 1H, Arce-H), 8,41 (s, 1H, CO-NH-OH).

HR-MS m/z: 295,1205 [M+H]*; berechnet fir C1sH20CIN202": 295,1213

31h (PZ051)

(E)-3-(1-Benzylpiperidin-4-yl)acrylhydroxamsaure

\ /OH

o .

500 mg N-Boc-(2-Ethoxycarbonylvinyl)piperidin (1 Ag, 1,8 mmol) werden in 12 ml DCM: TFA
1: 1 geldst, 5 h bei 60°C und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlielend wird
das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 6 ml DMF
aufgenommen. Es werden 975mg K,COz; (4 Ag, 7,1 mmol) zugegeben und das
Reaktionsgemisch fir 30 min bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieRend werden 975 mg
K.COz (4 Agq, 7,1 mmol), 628 pl Benzyloromid (3 Ag, 5,3 mmol) und eine Spatelspitze
Kaliumiodid hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird Uber drei Tage, lichtgeschitzt, unter
Argon und bei Raumtemperatur gerihrt. Der Reaktionsansatz wird am Rotationsverdampfer

unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 50 ml THF: H.O 1: 1 aufgenommen, mit 135 mg Lithiumhydroxid*H.0
(1,8 Ag, 3,2 mmol) versetzt und uber Nacht, bei Raumtemperatur, lichtgeschiitzt und unter
Argon gerthrt. AnschlieBend wird die Ldsung am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis
0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter

Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 25 ml THF aufgenommen, mit 3,7 ml DIPEA (12 Ag, 21 mmol), 2,7 g
PyBOP (3 Aqg, 5,3 mmol) und 619 mg THP-Hydroxylamin (3 Aqg, 5,3 mmol) versetzt und tiber
drei Tage, lichtgeschiitzt, unter Argon und bei Raumtemperatur gerthrt. Das
Reaktionsgemisch wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels MPLC
(Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %:0% bis 0%:100% V/V) gereinigt. Die

Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 25 ml THF und 12,5 ml H,O geldst, mit 20 Tropfen 1 M HClyq versetzt

und dber Nacht, lichtgeschitzt, unter Argon, bei Raumtemperatur gerihrt. Es werden
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zehn Tropfen 1 M HClyq hinzugetropft, und tber Nacht, lichtgeschitzt, unter Argon, bei
Raumtemperatur gerthrt. Im Anschluss wird die Losung am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet und mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis
0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet und mittels HPLC (Methode P3) gereinigt. Das Produkt wird bei -20°C,
lichtgeschitzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 2,7 %
HPLC: rt 7,91 min (96,38 %)

!H-NMR [CDsOD, ppm]: & = 2,02 (m, 2H, Pipercs-Hz & Pipercs-H), 2,29 (m, 2H, Pipercs-H, &
Pipercs-Hz), 2,86 (m, 2H, Piperce-H & Pipercs-H), 3,35 (s, 1H, Pipercs-H), 3,51 (d, 2H,
Piperc>-H & Pipercs-H, J1 =10,4 Hz), 4,42 (s, 2H, N-CH»-Ar), 5,85 (d, 1H, CH=CH-CO,
J1=12,4 Hz), 6,73 (dd, 1H, CH=CH-CO, J; = 4,0 Hz, J, = 12,4 Hz), 7,47 (S, 1H, Arc>-H), 7,54
(m, 1H, Arce-H), 7,55 (m, 2H, Arcs-H & Arcs-H), 7,60 (m, 1H, Arca-H).

HR-MS m/z: 261,1595 [M+H]*; berechnet fur CisH21N20,": 261,1603

31i (PZ053)

(E)-3-[1-(4-Methylbenzyl)piperidin-4-yllacrylhydroxamsaure

\ /OH

Iz

500 mg N-Boc-(2-Ethoxycarbonylvinyl)piperidin (1 Ag, 1,8 mmol) werden in 12 ml DCM: TFA
1: 1 geldst, 5 h bei 60°C und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wird
das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 6 ml DMF
aufgenommen. Es werden 975mg K.COz (4 Ag, 7,1 mmol) zugegeben und das
Reaktionsgemisch fir 30 min bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend werden 975 mg
K.COz (4 Aq, 7,1 mmol), 977 mg 4-Methylbenzylbromid (3 Aq, 5,3 mmol) und eine
Spatelspitze Kaliumiodid hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird (ber drei Tage,
lichtgeschiitzt, unter Argon und bei Raumtemperatur gerihrt. Der Reaktionsansatz wird am

Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet
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Das Produkt wird in 50 ml THF: H,O 1: 1 aufgenommen, mit 135 mg Lithiumhydroxid*H.O
(1,8 Ag, 3,2 mmol) versetzt und Uber Nacht, bei Raumtemperatur, lichtgeschiitzt und unter
Argon gerthrt. AnschlieBend wird die Losung am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis
0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 25 ml THF aufgenommen, mit 3,7 ml DIPEA (12 Aq, 21 mmol), 2,7 ¢
PyBOP (3 Aqg, 5,3 mmol) und 619 mg THP-Hydroxylamin (3 Aqg, 5,3 mmol) versetzt und tber
drei Tage, lichtgeschiitzt, unter Argon und bei Raumtemperatur gertihrt. Das
Reaktionsgemisch wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels MPLC
(Gradient:  Chloroform: MeOH; 100 %: 0% bis 0 %:100% V/V) gereinigt. Die

Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 25 ml THF und 12,5 ml H,O geldst, mit 20 Tropfen 1 M HClyq versetzt
und Uber Nacht, lichtgeschutzt, unter Argon, bei Raumtemperatur gerihrt. Es werden
zehn Tropfen 1 M HClyq hinzugetropft, und Uber Nacht, lichtgeschitzt, unter Argon, bei
Raumtemperatur gerthrt. Im Anschluss wird die Loésung am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet und mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis
0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet und mittels HPLC (Methode P3) gereinigt. Das Produkt wird bei -20°C,
lichtgeschitzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 0,4 %
HPLC: rt 7,06 min (91,03 %)

'H-NMR [CD3;OD, ppm]: & = 1,65 (m, 2H, Pipercs-H2 & Pipercs-H), 1,96 (d, 2H, Pipercs-Hz &
Pipercs-Hz, J1 = 10,4 Hz), 2,37 (s, 3H, Ar-CHs), 2,44 (s, 1H, Pipercs-H), 2,89 (m, 2H, Piperc;-
H & Piperce-H), 3,37 (d, 2H, Piperc>-H & Pipercs-H, J1 = 9,6 Hz), 4,13 (s, 2H, N-CH»-Ar),5,86
(d, 1H, CH=CH-CO, J; = 12,4 Hz), 6,71 (dd, 1H, CH=CH-CO, J; =5,2 Hz, J, = 12,4 Hz), 7,32
(dd, 4H, Arco-H, Arcs-H, Arcs-H & Arcs-H, J1 = 6,4 Hz, J, = 26,0 Hz), 8,42 (s, 1H, CO-NH-OH).

HR-MS m/z: 275,1751 [M+H]*; berechnet flr C16H23N20,": 275,1760
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31j (PZ054)

(E)-3-{1-[(1,1"-Biphenyl)-4-yImethyl]piperidin-4-yl}acrylhydroxamsaure

\ /OH

Iz

500 mg N-Boc-(2-Ethoxycarbonylvinyl)piperidin (1 Ag, 1,8 mmol) werden in 12 ml DCM: TFA
1: 1 geldst, 5 h bei 60°C und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlielend wird
das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 6 ml DMF
aufgenommen. Es werden 975mg K,COs; (4 Ag, 7,1 mmol) zugegeben und das
Reaktionsgemisch fir 30 min bei Raumtemperatur geruihrt. AnschlieBend werden 975 mg
K.COs; (4 Agq, 7,1 mmol), 1305 mg 4-Brommethylbiphenyl (3 Ag, 5,3 mmol) und eine
Spatelspitze Kaliumiodid hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird Gber drei Tage,
lichtgeschitzt, unter Argon und bei Raumtemperatur gertihrt. Der Reaktionsansatz wird am

Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet

Das Produkt wird in 50 ml THF: H,O 1: 1 aufgenommen, mit 135 mg Lithiumhydroxid*H.0
(1,8 Ag, 3,2 mmol) versetzt und uiber Nacht, bei Raumtemperatur, lichtgeschiitzt und unter
Argon gerlhrt. AnschlieRend wird die Lésung am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis
0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter

Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 25 ml THF aufgenommen, mit 3,7 ml DIPEA (12 Ag, 21 mmol), 2,7 g
PyBOP (3 Aqg, 5,3 mmol) und 619 mg THP-Hydroxylamin (3 Aqg, 5,3 mmol) versetzt und tiber
drei Tage, lichtgeschiitzt, unter Argon und bei Raumtemperatur gerihrt. Das
Reaktionsgemisch wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels MPLC
(Gradient: Chloroform: MeOH; 100%:0% bis 0%:100% V/V) gereinigt. Die

Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 25 ml THF und 12,5 ml H.O geldst, mit 25 Tropfen 1 M HClaq versetzt
und Uber Nacht, lichtgeschutzt, unter Argon, bei Raumtemperatur geriihrt. Im Anschluss wird
die Loésung am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels MPLC (Gradient:
Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden
am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und mittels HPLC (Methode P4) gereinigt.

Das Produkt wird bei -20°C, lichtgeschitzt gelagert.
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Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.

Ausbeute: 1,6 %

HPLC: rt 10,29 min (97,47 %)

IH-NMR [CD30D, ppm] 0= 1,72 (m, 2H, Pipercg-Hz & Pipercs-Hz), 2,01 (m, 2H, Pipercs-Hz &
Pipercs-Hz), 2,50 (s, 1H, Pipercs-H), 3,04 (t, 2H, Piperc,-H & Piperce-H, J1 = 9,6 Hz), 3,48 (d,
2H, Pipercz-H & Piperce-H, J1 = 10,4 Hz), 4,31 (s, 2H, N-CH-Ar), 5,86 (d, 1H, CH=CH-CO,
J1=12,4 Hz), 6,74 (dd, 1H, CH=CH-CO, J: =5,2 Hz, J, =12,4 Hz), 7,38 (m, 1H, Ar'cs-H),
7,47 (m, 2H, Arco-H & Arce-H), 7,59 (m, 2H, Arcs-H & Arcs-H), 7,64 (m, 2H, Al”c3-H & Ar,cs-
H), 7,74 (m, 2H, Ar'co-H & Ar'ces-H), 8,33 (s, 1H, CO-NH-OH).

HR-MS m/z: 337,1908 [M+H]*; berechnet fur C21H2sN0,*: 337,1916
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5.2.3 HDAC10-Negativkontrolle

32 (PZ043)

Cl

150 mg N-Boc-(2-Ethoxycarbonylvinyl)piperidin (1 Ag, 0,53 mmol) werden in 2 ml DCM: TFA
1: 1 geldst, Gber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt und 5 h auf 70°C erhitzt. Anschlie3end
wird das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und in 1,5 ml
DMF aufgenommen. Es werden 300mg K,CO; (4Aq, 2,2mmol), 192 pul 2-(4-
Chlorphenylethyloromid (2,5Aq, 1,3mmol) und eine Spatelspitze Kaliumiodid
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird Uber Nacht gerthrt und 3 h auf 65°C erhitzt. Im
Anschluss wird eine Spatelspitze Kaliumhydroxid zugegeben, 2 h auf 65°C erhitzt, Uber
Nacht bei Raumtemperatur gerihrt, 3 h auf 65°C erhitzt, am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet und aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert. Das Produkt wird mittels MPLC
(Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %:0% bis 0%:100% V/V) gereinigt. Die

Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 10 ml THF: H,O 1: 1 aufgenommen, mit 55 mg Lithiumhydroxid*H.O
(2 Ag, 1,1 mmol) versetzt und tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wird
die Losung mit 1 M HClyq neutralisiert, am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet
und aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient:
Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden

am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

90 mg des Produktes (1 Ag, 0,31 mmol) werden in 4 ml THF: DMF 1: 1 aufgenommen, mit
152 mg EDCI*HCI (2 Ag, 0,66 mmol) und 89 mg HOBt (2 Ag, 0,66 mmol) versetzt und
10 min bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend werden 290 pl DIPEA (5 Ag, 1,6 mmol)
zugegeben, 10 min bei Raumtemperatur geriihrt und 77 mg THP-Hydroxylamin (2 Aqg,
0,66 mmol) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird Uber Nacht bei Raumtemperatur
geriihrt, am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet und aus MeOH auf Kieselgel
adsorbiert. Das Produkt wird mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis



127

0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet.

Das Produkt wird in 4 ml MeOH und 1 ml 1 M HCl,q aufgenommen und Uber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Danach wird die Losung am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet, aus MeOH auf Kieselgel adsorbiert und mittels MPLC (Gradient:
Chloroform: MeOH; 100 %: 0 % bis 0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden
am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet, in 25 ml MeOH aufgenommen, 3 h unter
Reflux und anschlieRend tber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch
wird auf Kieselgel adsorbiert und mittels MPLC (Gradient: Chloroform: MeOH; 100 %: 0 %
bis 0 %: 100 % V/V) gereinigt. Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter
Vakuum getrocknet und mittels HPLC (Methode P3) gereinigt. Das Produkt wird bei -20°C,
lichtgeschitzt gelagert.

Beschaffenheit: Farbloser amorpher Feststoff.
Ausbeute: 5,7 %
HPLC: rt 2,31 min (91,67 %)

H-NMR [(CD3).SO, ppm]: & = 1,46 (m, 2H, Pipercs-H & Pipercs-H), 1,76 (d, 2H, Pipercs-H &
Pipercs-H, J = 0,8 Hz), 2,24 (m, 2H, Piperc-H & Piperce-H), 2,39 (m, 2H, Pipercz-H & Piperce-
H), 3,16 (m, 2H, N-CH.-CH-Ar), 2,80 (s, 3H, CO2CHsa), 3,58 (s, 1H, Pipercs-H), 3,64 (s, 2H,
N-CH.-CHz-Ar), 5,82 (dd, 1H, CH=CH-CO, J1 = 1,2 Hz, J> = 16 Hz), 6,84 (dd, 1H, CH=CH-
CO, J1 =6,4 Hz, J, = 15,6 Hz), 7,56 (M, 2H, Arco-H & Arcs-H), 7,86 (m, 2H, Arcs-H & Arcs-H).

HR-MS m/z: 308,1410 [M+H]*; berechnet fur C17H23CINO,*: 308,1417
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Lysac-AMC

577 mg Boc-N-Lysac (1 Ag, 2 mmol) werden in 100 ml THF geldst, auf -20 °C gekiihlt und mit
405 mg N-Methylmorpholin (2 Aq, 4 mmol) versetzt. AnschlieRend werden 273 mg
Isobutylchlorformiat (1 Agq, 2 mmol) tropfenweise zugegeben und zehn Minuten gerihrt.
Darauffolgend werden 526 mg 7-Amino-4-methylcoumarin  (AMC) (1,5 Ag, 3 mmol,
zugegeben. Der Reaktionsansatz wird 2 h bei -15 °C und anschlieRend bei Raumtemperatur
fur 12 h geruhrt. Die Reaktion wird durch Wasserzugabe beendet und das Produkt mit EtOAc
ausgeschuttelt. Die organische Phase wird mit Zitronensaure und mit Natriumcarbonatlésung
gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer unter Vakuum
getrocknet. Das Rohprodukt wird aus einer Mischung aus EtOAc und DCM auf Kieselgel
adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt (Gradient: Petrolether: EtOAc; 67 %:
33 % bis 0 %: 100 %, V/V). Die Produktfraktionen werden am Rotationsverdampfer unter

Vakuum getrocknet.

100 mg des Produktes werden in 10 ml 16%iger HCI in Cyclopentylmethylether
aufgenommen und 20 min bei Raumtemperatur gerthrt. Das Produkt wird mit Wasser

extrahiert und lyophilisiert.
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Boc-N-Argpepi-Histi-LySac-OH

1 g 2-Chlortritylchlor-Harz (100-200 mesh, 1 % DVB) wird mit 8 ml DCM versetzt und quellen
gelassen. Nach 5h wird Uberschissigen DCM verworfen und eine Losung von 411 mg
Fmoc-Lysac-OH (1 Ag, 1 mmol) und 516 mg DIPEA (4Agq, 4mmol) in 3ml DCM
hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wird 2 h bei Raumtemperatur geschuttelt.
Uberschussige Losung wird verworfen und das Harz dreimal mit einer Mischung aus
DCM:MeOH:DIPEA 17:2:1 gewaschen. Anschliel3end wird der Kopplungsansatz dreimal mit
DCM und funfmal mit DMF je 8 ml gewaschen.

Das Harz wird zwei Mal mit je 5 ml 20%iger Piperidinldsung in DMF versetzt und zehn
Minuten bei Raumtemperatur geschittelt. Der Uberstand wird verworfen und das Harz finf

Mal mit je 8 ml DMF gewaschen.

Das Harz wird mit einer Losung aus 2,5 g Fmoc-Hist-OH (4 Ag, 4 mmol), 1,5 g HBTU (4 Aq,
4 mmol) und 1,0 g DIPEA (8 Ag, 8 mmol) in 4 ml DMF versetzt und 1 h bei Raumtemperatur
geschiittelt. AnschlieBend wird der Uberstand verworfen und diese Reaktion wiederholt
durchgefiihrt. Nach Abschluss der zweiten Reaktion wird der Uberstand verworfen und

funfmal mit 8 ml DMF gewaschen.

Das Harz wird zwei Mal mit je 5 ml 20%iger Piperidinlésung in DMF versetzt und zehn
Minuten bei Raumtemperatur geschittelt. Der Uberstand wird verworfen und das Harz finf

Mal mit je 8 ml DMF gewaschen.

Das Harz wird mit einer Losung aus 2,6 g Fmoc-Arge,-OH (4 Agq, 4 mmol), 1,5 g HBTU
(4 Ag, 4mmol) und 1,0g DIPEA (8 Aq, 8 mmol) in 4 ml DMF versetzt und 1h bei
Raumtemperatur geschiittelt. AnschlieBend wird der Uberstand verworfen und diese
Reaktion wiederholt durchgefiihrt. Nach Abschluss der zweiten Reaktion wird der Uberstand

verworfen und finfmal mit 8 ml DMF gewaschen.

Das Harz wird zwei Mal mit je 5 ml 20%iger Piperidinlésung in DMF versetzt und zehn
Minuten bei Raumtemperatur geschittelt. Der Uberstand wird verworfen und das Harz fiinf

Mal mit je 8 ml DMF gewaschen.

Das Harz wird mit 873 mg Ditertbutyldicarbonat (4 Ag, 4 mmol) und 516 mg DIPEA (4 Aq,
4 mmol) in 4 ml DMF versetzt und 1 h bei Raumtemperatur geschiittelt. AnschlieRend wird
der Uberstand verworfen und das Harz einmal mit DMF und fiinfmal mit DCM gewaschen.
Das Harz wird mit 8 ml 25%iger Hexafluorisopropanollésung in DCM versetzt und zehn
Minuten bei Raumtemperatur geschittelt. Der Uberstand wird gesammelt und die Reaktion
wiederholt. Das Harz wird mit funfmal mit 8 ml DCM gewaschen und die vereinigten
organischen Phasen am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet. Anschliel3end wird

der Rickstand in ACN und Wasser aufgenommen und lyophilisiert.
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HoN-Arg-His-Lysac-Lysac-AMC

20 mg Lysac-AMC (1 Ag, 0,05 mmol) werden in 333 pul DMF gelost. Es werden 85,1 mg Boc-
N-Argps-Hist-Lysac-OH (1,5 Ag, 0,08 mmol) und 666 pl DCM hinzugegeben. AnschlieBend
werden 12,9 mg HOOBt (1,5 Aq, 0,08 mmol) hinzugegeben und die Lésung auf 0 °C gekiihlt.
Es folgt die Zugabe von 12,3 mg EDCI (1,5 Ag, 0,08 mmol). Der Reaktionsansatz wird 90
Minuten gerihrt. AnschlieBend werden 4 ml Wasser: DCM 1:1 zugegeben und die
organische Phase gesammelt. Nach Waschen der wassrigen Phase mit 2 ml DCM werden
die organischen Phasen vereinigt und am Rotationsverdampfer unter Vakuum getrocknet.

AnschlieRend wird der Rickstand in ACN und Wasser aufgenommen und lyophilisiert.

Das Produkt wird in 5ml 95%ige TFA-LOosung aufgenommen und fir 2 h bei
Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wird das Produkt s&ulenchromatographisch via

HPLC gereinigt und die Produktfraktionen gefriergetrocknet.
Beschaffenheit: Weil3er amorpher Feststoff.

Ausbeute: 92,0 %

HPLC: rt 2,47 min (96,31 %)

MS m/z: 405,44 [M+2H]?**; 809,65 [M+H]*
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Anhang

Im digitalen Anhang (Anhang.pdf am Ende dieser Arbeit) befinden sich:

- Ab Seite A5 alle NMR-Spektren

- Ab Seite A21 alle HPLC-Spektren

- Ab Seite A37 alle HR-MS-Spektren

- Ab Seite A52 zusatzliche WesternBlot-Experimente mit Neuroblastomzellen



145

Publikationen

Teile dieser Arbeit wurden bereits veroffentlicht.
Originalarbeiten

Heimburg, T.; Kolbinger, F. R.; Zeyen, P.; Ghazy, E.; Herp, D.; Schmidtkunz, K.; Melesina,
J.; Shaik, T. B.; Erdmann, F.; Schmidt, M.; Romier, C.; Robaa, D.; Witt, O.; Oehme, I.; Jung,
M.; Sippl, W., Structure-Based Design and Biological Characterization of Selective Histone
Deacetylase 8 (HDACS) Inhibitors with Anti-Neuroblastoma Activity. J. Med. Chem. 60,
10188-10204 (2017).

Ghazy, E.; Zeyen, P.; Herp, D.; Hugle, M.; Schmidtkunz, K.; Erdmann, F.; Robaa, D.;
Schmidt, M.; Morales, E. R.; Romier, C.; Gunther, S.; Jung, M.; Sippl, W., Design, synthesis,
and biological evaluation of dual targeting inhibitors of histone deacetylase 6/8 and
bromodomain BRPFL1. Eur. J. Med. Chem. 200, 112338 (2020).

Vaca, H.R.; Celentano, A.M.; Toscanini, M.A.; Heimburg, T.; Ghazy, E.; Zeyen, P.; Hauser,
A.T.; Oliveira, G.; Elissondo, M.C.; Jung, M.; Sippl, W.; Camicia, F.; Rosenzvit, M.C. The
potential for histone deacetylase (HDAC) inhibitors as cestocidal drugs. PLoS. Negl. Trop.
Dis. 15, 9226 (2021).

Simoben, C. V.; Ghazy, E.; Zeyen, P.; Darwish, S.; Schmidt, M.; Romier, C.; Robaa, D.;
Sippl, W., Binding free energy (BFE) calculations and quantitative structure-activity
relationship (QSAR) analysis of Schistosoma mansomi histone deacetylase 8 (smHDACS)
inhibitors. Molecules. 26, 2584 (2021).

Poster

Zeyen, P.; Heimburg, T.; Robaa, D.; Schmidt, M.; Herp, D.; Jung, M.; Sippl, W.
Investigations into the synthesis of novel histone deacetylase 8 inhibitors. “CRC/SFB 922

Symposium on Medical Epigenetics” Freiburg (2018).



146

Danksagung

In erster Linie mochte ich meinen Dank gegeniber Prof. Dr. Wolfgang Sippl ausdriicken, fur
die Mdglichkeit dieses interessante und vielversprechende Thema innerhalb einer
aufRerordentlich netten und hilfsbereiten Arbeitsgruppe bearbeiten zu dirfen. Darliber hinaus
mochte ich PD Dr. Matthias Schmidt fir die direkte Betreuung meiner Arbeit und das
Beantworten meiner zahlreichen Fragen danken. Ebenso mdchte ich Dr. Tino Heimburg und
Ehab Ghazy danken, fur die Hilfe und die angenehme Zusammenarbeit im Labor. Dr. Dina
Robaa und Talha Yesiloglu moéchte ich fur die Auswertung und Interpretation der
Dockingldsungen meiner Substanzen und das Erstellen einiger in dieser Arbeit verwendeten
Abbildungen danken. Der gesamten Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Wolfgang Sippl mdchte ich
fur die angenehme Zusammenarbeit, die zahlreichen Diskussionen und die Aktivitaten, die

Uber wissenschaftliches Arbeiten hinausgingen, danken.

Weiterer Dank gilt Prof. Dr. Manfred Jung und seiner Arbeitsgruppe fir die angenehme
Zusammenarbeit, das Durchfihren des zHDAC10- und anderen HDAC-Assays, das
Beibringen des hHDACS8-Assays und zahlreichen wissenschaftlichen Diskussionen.
Namentlich erwahnen mochte ich hier Dr. Daniel Herp, der den zHDAC10-Assay etabliert

und durchgefihrt hat und Karin Schmidtkunz, die mich in den hHDAC8-Assay einarbeitete.

PD Dr. Frank Erdmann mdochte ich fur das Durchfihren der Zytotoxizitatsassays und der
Bereitstellung des Arbeitsplatzes zum Durchfihren der hHDAC8- und smHDAC8-Assays

danken.

Prof. Dr. Christophe Romier méchte ich fiir das Bereitstellen der Enzymlésungen danken,

ohne die die von mir durchgefiihrten Assays nicht funktioniert hatten.

Dr. Christian Ihling danke ich fur das Anfertigen der HR-MS-Spektren und Manuela Woigk fir
das Anfertigen der zahlreichen MS-Spektren, die die Strukturaufklarung meiner Substanzen

signifikant erleichtert haben.

PD Dr. Ina Oehme und ihrer Arbeitsgruppe danke ich fir das Durchflihren der Assays an
BE(2)-C-Zellen und weiterfihrenden Experimenten mit einigen von mir hergestellten
hHDACS-Inhibitoren.

Prof. Dr. Oliver Kramer und seiner Arbeitsgruppe danke ich fir die zahlreichen Assays an
diversen Leukamie-Zellen und weiterfiihrenden Experimenten, bei denen von mir

hergestellte HDAC10-Inhibitoren zum Einsatz kamen.

Dr. Marat Meleshin und der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Mike Schutkowski danke ich fiir die
Mdglichkeit der Synthese des hHDACS8-Substrates, wodurch das Durchfiihren des hHDACS-

Assays einfacher und bedeutend giinstiger wurde.



147

Dr. Dieter Strohl danke ich fur das Anfertigen der vielen *H- und *C-NMR-Spektren, ohne die
die Strukturaufklarung meiner Substanzen nicht moglich gewesen ware.

Ebenso danke ich den technischen Assistenten, die im Institut fir Pharmazie hervorragende
Arbeit leisten. Zu erwahnen sind hier Simone Kniesa, Martina Mannd und Antje Herbrich-
Peters fur das akkurate Einwiegen meiner Substanzen und das Durchfiihren der zahlreichen
analytischen wie auch praparativen HPLC-Laufe.

Ebenso danke ich allen, die mich bei meiner Arbeit unterstiitzt haben und die zum Gelingen
meiner Synthesen und Assays beigetragen haben, die hier keine namentliche Erwahnung

gefunden haben.

Ebenfalls danke ich meiner Freundin Sophia May fiur ihre unermuidliche Unterstiitzung und
Geduld im Alltag, aber auch wéahrend der Anfertigung dieser Arbeit, sowie fur die ein oder

andere wissenschaftliche Diskussion.

Darlber hinaus danke ich meinen besten Freunden David Hillmann und Daniel Carstens, die
seit unserer gemeinsamen Schulzeit hinter mir stehen und mich in all meinen Vorhaben
unterstitzen. Sie haben durch diverse Partys, Festivals und Spieleabende die teils stressige
Arbeit ausgeglichen und wahrend der Corona-Pandemie durch online Zusammenkinfte

diesen Ausgleich aufrechterhalten.

AbschlieRend méchte ich meiner Familie und vor allem meinen Eltern danken. Sie haben
mich durchweg unterstiitzt, sowohl finanziell als auch emotional. Ohne meine Familie waren

mein Studium und meine Arbeit wahrend der Promotion nicht mdglich gewesen.

Vielen Dank.



148

Erklarung

Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Dissertationsschrift selbststandig und nur unter
Verwendung der angegebenen Quellen und Hilfsmittel angefertigt habe. Die den Werken
wortlich und inhaltlich entnommenen Stellen habe ich als solche kenntlich gemacht.

Ich versichere, dass ich diese Arbeit bisher an keiner anderen Universitat oder Hochschule

im In- und Ausland vorgelegt habe.

Halle (Saale), 2021

Patrik René Zeyen



149

Angaben zur Person

Name
Geburtsdatum
Geburtsort
Staatsangehorigkeit
Familienstand

Wohnsitz

Lebenslauf

Schulbildung
1999 — 2003
2003 — 2004
2004 — 2011
Studium

2011 -2014

2014 - 2016

2017 — heute

Halle (Saale), 2021

Patrik René Zeyen

Patrik René Zeyen
17.10.1992
Wilhelmshaven
deutsch

ledig

Kurt-Freund-Stral3e 23, 06130 Halle (Saale)

Grundschule Altengroden, Wilhelmshaven
Orientierungsstufe Altengroden, Wilhelmshaven

Kathe-Kollwitz-Gymnasium, Wilhelmshaven

Ernst-Moritz-Arndt-Universitdt Greifswald, Bachelor of Science

Biochemie

Ernst-Moritz-Arndt-Universitat  Greifswald, Master of Science

Biochemie

Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, Promotion am Institut fir

Pharmazie



