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Kapitel 1

Aufgabenstellung

Die Entwicklung neuer chemischer Verbindungen als synthetische Wirkstoffe in biologischen
Systemen ist ein Hauptforschungsgebiet der Chemischen Biologie sowie der medizinischen
Forschung. Wahral die meisten klinisch zugelassenen Substanzen vornehmlichnganische
Molekile sind, befinden sich die klassisciamwendungsgebiete von Metalldrevorzugt in der
Nuklearmedizin.Mit der Bioorganometallchemie, als Kombinatiams bioanorganischer und
metallorganischer Chemjehat sich ein schnell wachsendes Forschungsgebiet innerhalb der

Chemischen Biologie entwickelt.
Metallkomplexe als Proteinkinaseinhibitoren

MEGGERSt al. haben in den letzten Jahren das Konzept substitutionsinerter Ubergangsmetall
komplexe als Proteinkinaseinhibitoren entwickelt. Hierbei besitzt das Metall als
Schlisselelement eine ausschliel3lich strukturgebende Funktion, indem durch seine erweiterte
Koordnationsgeometrie der Aufbau einzigartiger dreidimensionaler Strukturen erméglicht wird,
die unter Verwendung rein kohlenstoffbasierter Gertste nicht méglich waren. Durch diese starre
Organisation der verschiedenen Substituenten kdnnen verschiedene Emdynoiren mit
neuartigen und komplexen Strukturen aufgebaut werden, um bisher ungenutzten chemischen
Raum innerhalb der Enzymtasche optimal auszunutzen. Ausgehend von dem Naturstoff
Staurosporin als Leitstruktur, einem unselektiven Kinaseinhibitor, wuidePgridocarbazel
Pharmakophorligand entwickelt. Nach Bildung eines Metallkomplexes mit verschiedenen
organischen Liganden konnten so mehrere potente und selektive Kinaseinhibitoren dargestellt

werden, die mdglichdnwendungn zur Entwicklung zuktinftiger Aerapeutika zeigen.
Ubertragung des Konzepteauf andere Enzymklassen

Um die Allgemeingiltigkedieser Designstrategie von Metallkomplexen als Enzyminhibitoren zu
belegen, war das Ziel der Dissertation dieses Konzept auf afdeteinezu tbertragen. Higu

wurden die Histondeacetylasen und Carboanhydrasen ausgewahlt, da fir beide Enzymklassen
gut untersuchte Breitbandinhibitoren mit jeweils ahnlichen Strukturmotiven bekannt waren.

Diese dienten als Leitstrukturen fur die Entwicklung und Synthese vonz&wegen
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Aufgabenstellung

Pharmakophorliganden. AnschlieBend erfolgte die Erstellung eBwrstanzibliothek von

Metallkomplexen, deren biologischen Eigenschaften im letzten Teil der vorliegenden Arbeit
untersucht wurden.
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Summary

The development of new chemical compalsnas synthetic therapeutics for biological systems is
an important field ofmedicinal chemistryMost clinicaly used substancesare purely organic
compounds,while metals arepreferred classical tod in nuclear medicineBioorganometallic
chemistry a combination of bioinorganic andrganometallicchemistry representsa rapidly

growingfield within chemical biology.
Metal complexes agrotein kinase inhibitors

MEGGERst al. haveinvestigated the application athemicallyinert organometallic compbes as
kinase inhibitors, where the metal has only a structural function. Through varying the ligands
around the metal center it is possible to generate rigid structtines fill the enzyme pocket in a
unique fashion and overcome the limited tetrahedraognetry of classic organic compounds.
Using the natural product staurosporin, an unselective kinase inhibitor, as the lead structure, a
pyridocarbazole scaffold was established as a pharmacogigaied. In recent years a series of
metal complexes as highlpotent and selective kinase inhibitors with potential usethe

discovery of new therapeutics has been developed in our group.
Extension of this concept to other protein targets

The principal purpose of this dissertation was to demonstrate the gengrafitthis design
strategy of using metal complexes as enzyme inhibitors for other protein targets. For this
approach, histone deacetylases and carbonic anhydrases were chosen. Severapsctaom
inhibitors, with related structural motifs for each enzgrolass, were used as templates for the
development and synthesis of bidentate pharmacophore ligands. These ligands were used to
prepare a small library of metal complexes, which were subsequently tested for their biological
activity. Overall, the resultsontained in this dissertation demonstrate the potential of metal
complexes as potent inhibitors of histone deacetylases and carbonic anhydrases. This is a

promising starting point for development of further isoform selective compounds.






Kapitel 2

Theoretischer Tell

2.1 Metalle in der medizinischenChemie

Metallverbindungen und-ionen sind ubiquitar in der Umwelt vorhanden. Nebaligemein
toxischen Metallen existieren auch essentielle fir den menschlichen Organismus. Durch nicht
ausreichende Zufuhr kann es zu Mangelerscheinungen kommen, jedoch weisen diese Metalle
meist ein Dosimbhangiges toxisches Potential &ifDiese Besonderheit stellt eine Hegu
forderung fur die Entwicklung metallhaltiger Pharmazeutika dar. Im Allgemeinen kann die
Verwendung einzelner Metalle und ihrer Verbindungen in der Medizin historisch sehr weit
zuriickverfolgt werden. Bereits um 3000 vor Christus verwendeten die Agyppéerkaufgrund

seiner desinfizierenden Wirkung. Vor etwa 3500 Jahren wurde in der arabischen Welt und China
Gold in verschiedensten Anwendungen zur Heilung genutzt. Zur etwa gleichen Zeit wurden
verschiedene eisenhaltige Heilmittel in Agypten verwendet eowdie Wirkung von
Zinkpraparaten zur Wundheilung entde&ktHeute spielen Metalle bzw. metallorganische
Verbindungen eine zunehmend wichtige Rolle in Diagnose und Therapie verschiedener
menschlicheiKrankheiter®** In der modernen Geschichte wird Anfang des 20. Jahrhunderts
dem NobelpreistragePAULEHRLICHduUrch Einsatz von Arsphenamn(iAbb.1) gegen Syphilis, die
Entdeckung des ersten dokumentiertemetallhatigen Wirkstoffes zugeschriebéth Hierdurch

gilt er zugleich als Begrunder der Chemotherapie.
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Abb. 1: Die vonEHRLICHIrsprunglich publizierte dimere Struktur von Arsphenarhirillerdings

handelt es siclum ein Gemisch der trund pentameren Verbindungehund 3.0
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Der gleichwohl bekannteste Vertreter metallhaltiger Therapeutika ist das heute noch etablierte
Antitumormittel cisDiamindichloridoplatin(ll3 (Cisplatin) und dessen Derivate Carbopldiin
oder Oxdiplatin 6, die heute weltweit in mehr als 50% aller Tumortherapien eingesetzt werden
(Abb.2)."

O H
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Abb. 2: Cisplatind und die Derivate Carboplatiund Oxaliplatire.

Cisplatin wurde bereits im 19. Jahrhundert vbhCHELPEYRONEargestellt, das zytostatische
Potential wurde jedoch erst zufallig in den 1960er Jahren BarNETROSENBERentdeckt®®!

Der Wirkmechanismus beruht auf der Ausbildung eines elektrophilen Platikammexes
Dieser reagiert hauptsachlich unter irreversibler, koordinativer Verknupfung mit den
Guaninbasen deDNA Durch diese Vernetzung dé&NAStrange wird der Zellstoffwechsel
behindert und die Apoptose eingeleitetCisplatin wirkt so zwar hauptsactdh auf die
schnellwachsenden Tumorzellen, jedoch werden als Nebenwirkung auch gesunde Zellen
geschadigf'®* Die Entwicklug neuer metallhaltiger Antitumormittel ist auch deshalb not
wendig, da Tumore eine Resistenz gegen Cisplatin ausbilden k8finkterbei sind die
Metallocene eine interessante Verbindungsklasse. Die zytostatische Wirkung von @iitanoc
dichlorid 7 wurde 1979 erkannt (Abtg8).*® Diese Verbindung war der erste platinfreie Komplex,
der zum Einsatz in der Chemotherapie untersucht wurde und sich in klinischer Prifung befand.
Die wahrsheinliche Wirkungsweise ist, dass beidé-GHs)-Liganden im Organismus leicht
abgespalten werden und das Tidgh Uberdas Protein Transferrin zur Krebszelle transportiert

wird. Dort fiihrt die Bindung an di@NAzum Zelltod**9

\ i"‘“\\CI
~~cl

Abb. 3: Strukturen der zytostatischeMetallocene Titanocendichlorid, Ferrocifer® und dessen
Leitstruktur Tamoxifer®.
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Durch Einfugen einer Alkoholfunktion und den Austausch der Phenylgruppe durch Ferrocen in
Tamoxifen8, einem der verbreitetesten Mittel gegen Brustkrebs, konnte das stabile Derivat
Ferrocifen9 erhalten werden. Dieses bigt eine grol3ere therapeutische Bandbreite als die
Stammverbindung mit der zweifachen Wirkung als Antidstrogen und Zytostatikum. Die-Redox
Aktivitat der Ferroceneinheit tragt hierbei zur Bioaktivitat bei, dieBz.die entsprechende
Rutheniumverbindung oht zeigt**"*? Weitere metallhaltige Verbindungen fied aufgrund

der physikalischen Eigenschaften des Metallzentrums und ihre Detektierbarkeit im Korper
Anwendungen in der modernen Medizitt™Tc ist infolge seiner kurzen Halbwertszeit, (t

6 Stunden) und der geeigneten-Partikelenergie (2.30™J) fiireine Vielzahl von Anwendungen

in der Radiodiagnostik ein geeignetes IsofdbDer lipophile, kationische Hexaisocyanid
Komplex10 (Cardiolite)eignet sich zB. besonders fir die Abbildung des Herzmuskels durch
Visualisierung der Herzdurchblutung in der EipketonenEmissionsComputertomographie
(SPECT) (Ab#).”?? Durch die Metabolisierung der Methoxgu HydroxyGruppen in der Ledr

wird eine Anreicherung im Gewebe des Herzmuskels verhiffderDer wasserlésliche
Techretiumkomplex 11 dient als Markierungeagenz fir Peptide (Histidine) und andere
Bioliganden. Die entsprechende Rheniumverbindliag'®*Re oder®*Re,i -Strahler) kann dann

als Therapeutitm in der Strahlentherapie verwendet werdé&*?

o} 3+
f e
+ + !
IC OH2—| 0H2—| N/_i_\N/\(O
Nee AR N H,0, | .CO H,0, | .co N
ey JRe O'j:"j@@“:j“o
NC | Cey H,07 | ~co H,0” | ~co )/\/N‘ PN
IC i/

co co o ;
7; 0™

10 11 12 13

Abb. 4: Die 99mTechnetiumKompIexelO und 11 finden Anwendung in der Radiodiagnostik,
wahrend die Rheniumverbindund?2 als Radiotherapeutikum verwendet wird. Der
Gadoliniumkomplex GBOTAL3ist ein Kontrastmittel fir Magneesonantromographie.

Die Gadoliniumverbindundl3 wird als eines der Kontrastmittel in der Madresonanz
tomographie (MRT) verwendet. Diese Anwendung in der klinischen Diagnostik basiert auf dem
hohen magnetischen Moménund dem symmetrischen elektronischen Grundzustandes des
Gd*-lons desen sieben ungepaarte Elektronen zu sehr starken paramagnetischen
Eigenschaften fihren. Dégetall trégt in jeder dieser Verbindungen ein Wassermolekil an der

freien neunten Koordinatinsstelle und verkiirzt die Relaxationszeit des Wassers in seiner
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Umgebund?® Der fortlaufende, dissoziative Wasseraustausch wird zusétzlich durch die sterische

Belastung dieser Koordinatiorieie beschleunigt”

Die bishe vorgestellten Verbindungen besitzen ihre Bioaktivitat durch die direkte Reaktivitat des
Metalls an sich oder seinen besonderen physikalischen Eigenschaften. Zur Erzeugung bioaktiver,
metallhaltiger Verbindungen kann noch ihre besond&@ordinationschen@ genutzt werden,

was das Hauptaugenmerk dieser Arbeit darstellt. Eine grol3e Herausforddgeumdedizinischen
Chemie und Chemischen BiologiedasDesign synthetischehochselektivelMerbindungen, die
gezielt mit einzelnen Enzymewechselwirken kénneR® Aufgrund dessen wurden in den
vergangenen Jahren verschiedene Ansatze zur Identifizierung von bioaktiven Verbindungen
verfolgt, wie die lombinatorische Syntheseum schnellen Aufbau groRer Substanzbibliotheken
und dasHochdurchsatscreening, um diese Menge von Verbindungen anschlieRend effizient
testen zu konneff>® Unterstiitzt durch immer leistungsstéarkere Hardware wurde zum
Vermeiden von Zeitund Materialkosten vermehrt auch das Computaterstiitzte Design von
Inhibitorenund das virtuellen silicoScreening von Substanzen weiter entwick&ft?! Hierbei ist

die Mehrheit aller entwickelten Verbindungen rein organischer Natur urdztall dieser
methodischen Weiterentwicklungen existieren verhaltnismaRig wenige hochspezifische
Verbindungerf®¥ Ein groRes Problem hierbei ist, d&Sszymfamilien haufig eine ausgepragte
strukturelle Konservierung der aktiven Zentren aufweidanden lezten Jahren ist deshaksin
zunehmendes Interesse an der Entwicklung metallorganischer Verbindungéseobachten
gewesen, in denen das Metall ausschlieRkdh strukturgebendes Element fungiéff Dabei
besitzen Mtallkomplexe eine Vielzahlon Vorteilen, da sie ua. besonders starr sindind
globulare Strukturenausbilden kdnnen. Das Ergebnis einer Studie mit verschiedenen-Natur
stoffen zeigte, dass die Proteinbindungsselektivitat einer Verbindung mit der Kotépkeiner

Form und der Stereochemie korreliert. Beides wird durch den relativen Anteil vorhandeher sp
sowie stereogener Kohlenstoffzentren defini€rt.Metallzentren liefern demnach im Vergleich
zur Bindungsgeometrides limitierten Kohlenstoff(linear, trigonaiplanar und tetraedrisch) mit
ihren einzigartigen strukturellen Mdglichkeiten gute Voraussetzungen zur Herstellung von

Enzyminkbitoren (Abb.5).

A A A A
¢ ) ¢ —> & "8 p—mi® BB T8
| C/c\\B D~ ('IB D’M‘C | ¢ D" | ¢ v >C
B C E F G
Linear Trigonal planar Tetraedrisch Erweiterung der Koordinationsgeometrie
Abb.5: Vorteile der Metallkomplexe zurErweiterung der Koordinatioggometrie und der

strukturellen Moglichkeiten (M = Metall).
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Am Beispiel eines oktaedrischen Komplexes mit sechs unterschiedlichen Substituenten bedeutet
dies bis zu 30 mdogliche Stereoisomere vehgiic mit maximal zwei Isomeren des
asymmetrischen KohlenstoffS! Dies erhéht die Méglichkeiten der Anordnung von
Substituentenim dreidimensionalen Raurdrastisch und bietet innerhalb von Enzymtaschen
einen Zugang zu bisher ungenutztem chemischem Raum. Des Weiteren ermdglicht der oftmals
leichte und vorhersagbare Ligandenaustausch durch etablierte Synthesestrategien einen guten
Zwang zur kombinatorischen Chemie im Vergleich mgist komplizierten Aufbau organischer
Stereozentren Diesbietet einen schnellen und effizienteZugangzur BibliothekSynthese als
Voraussetzundur anschlieBende HochdurchseBzreeningsPioniearbeiten auf diesem Gebiet

zur strukturellen Funktion der Metalle wurdeschonvor etwa 60 Jahren VORRANCIDWYER
geleistet, in denen didiologische Wirkung verschiedener relativ einfacher Metallkomplexe
untersucht wurde. Hierbekeigte sich didbakteriostati€he und zytotoxische Wirkungniger
hydrophobe Ruthenium(lBpolypyridylkomplexeals Acetylcholinesteraskhibitoren (Abb6).
AnschlieRendéintersuchungen zur biologischen Stabilitat flru(phenj](ClQ), Verbindungl4
ergaben, dass dieser Ruthenitkomplex nach intraperitonealer Injektion nicht metabolisiert,
sondern unverandert renal ausgeschieden wird. Infadgeser Ergebnissdolgerte DWYER dass

die Bioaktivitdt dieser Verbindung ausschlief3lich von den chemischen Eigenschaften des
gesamtenKomplexkations abhangt und nicht von einem freigesetzten Ruthdoiuder eines

einzelnen Ligandef’*®

Abb.6: Chemischnerte Koordinationsverbindungen als Enzyminhibitoren.

Aktuellere Beispied sind die 2001 voifaNizawentwickelten Eisenund Kupferkomplexe wié5
als Inhibitoren fur die Serinproteasen Thrombin und Trypsin. Hierbei dient das Metall
ausschlie3lich als strukturgebendes Element zur optimalen Ausfillung der enzymatischen

Tasche, was durch Kokristallstrukturen belegt wufde.
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Theoretischer Teill

MEGGERst al.haben in den vergangenen Jahren das Konzept zum fragmentbasierten Design von
organometallischen Enzyminhibitoren entwickelt. Hierbei kann die generelle Strategie in drei
Schritteeingeteilt werden(Abb.7). Idealerweise werden durch vorhandene Kokristallstrukturen
von Inhibitoren mit dem jeweiligen Enzym oder durch Inhibitorbibliotheken Pharmakophore
identifiziert, die fur die hauptsachliche Interaktion verantwortlich sind. Der Phkopizor wird
anschlieend mit einer metallkoordinierenden Einheit verkndpft, um im letzten Schritt
Metallkomplexe aufbauen zu kénnen. Die eingefuhrten Liganden, als Erganzung der organischen

Elemente, kdnnen nuanterschiedliche Wechselwirkungen ndien Enzymen eingehen.

-0-€-

Abb.7: Designstrategie zur Synthese von Metallkomplexen als Enzyminhibitoren. Analyse und
Identifizierung des Pharmakophors (Schrittktei$, Umbau zum metallkoordinierenden
Liganden (Schritt 2) und Synthese der MetallkomplSahritt 3M = Metall, L = Ligand)

Das Ziel ist die Darstellung von Komplexverbindungen mit deletallzentrum als

a K@ LISNBIf SyGSyYy Yz2Kt S ydeiuatd physiologigblden{ BédehgerdaheA S 6 dzy 3
sind und selektive Bioaktivitat zeigéfl.Zusatzlich diirfen die Metalle nur eine geringe Toxizitét

in den relevanten Oxidationsstufen besitzeMEGGERS®t al. haben dieses Konzept zur
Entwicklung potenter und selektiver Kinaseinhibitoren erfeign angewendet. Kinasen
Ubertragen die gPhosphatgruppe vonAdenosintriphospha(ATB auf spezifische Protein
substrate, sind an wichtigen Zellprozessen dée Signaltransduktion beteiligt und mit mehr als
500 Mitgliedern eine der groRten Proteinfamilief®*? Da sie eine wichtige Rolle in
verschiedenen Krankheiten einnehmen, sind sie als therapeutisches Target fur die
Medikamentenforschung sehr attraktiv. Die isoformubergreifend HRkohservierte ATP
Bindungstasche erschwert die Entwickguselektiver Inhibitoreff>*® Hierzuwurden ausgehend

vom potenten, aber unselektiven Naturstoff Staurosporin verschiedensttudituren abgeleitet
(Abb.8)" Das Pyridocarbazolgeriist bildet mit dem Maleimid wie ATP uadr&porin

Wasserstotriickenbindungen in der Scharnierregion der Kinase aus.
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Abb. 8: Entwicklungeiner Leitstruktur ausgehend vo natirlichen Substrat ATP6 Gber den
Naturstoff Staurosporin17 zum Pyridocarbazeabrundgeriist das mit einem Metall
fragment verbunden istl8. Die gestrichelten Linien verdeutlichen Wasserstaf€ken
im aktiven Zentrum der Kinasen (P = Phosphat, M = Metall, L = Ligand)

Durch diese Strategie konnten mehrere sebeit Komplexverbindungen unter Verwendung
unterschiedlicher Pharmakophorliganden dargestellt werden. Hierbei wurden auch -unter
schiedliche Metalle und mehrzdhnige Liganden eingesetzt @bie aufgefihrten KgzWerte
verdeutlichen die Potenz der einzelen Verbindungen 19¢22. Als IG-Wert wird die

Konzentration bezeichnet, bei der die Restaktivitit des Enzyms 50% Bé&tragt.

Clmhlr/—Cl III>+/—N
\—/ \/
19 20 21 22
125+23nM 0.160nMm 26+8nM 83+20nM
(Flt4) (Pim1) (PK@) (PAK1)
Abb.9: Auswahl verschiedener Metallkomplexeon MEGGERSet al. als potente Kinase

inhibitoren. Zusatzlich sind kgWerte gegen eine Auswahl von Kinasen aufgefiihrt.

Diese Arbeiten beweisendass chemisclinerte Koordinationsverbindungen als Geriste zur
Herstellung von Enzyminhibitoren geeignsind. Zur Demonstration der Allgemeingultigkeit

dieses Konzeptasiussdieses auf andere Enzymfamilien Gibertragen werden
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2.2 Histondeacetylasen

2.2.1Allgemein

In einer Zelle liegt die eukariotisci¥NAals Trager der Erbsubstanz nicht nackt vor, sondern ist
im Zellkern platzsparend in eine Ubergeordnete Chromatinstruktur gepackt. Deren
Elementareinheit ist das Nukleosom, das als Proteinanteil des Chromatins die Histone. enthalt
Diesebasischen Struktumpteine sind in oktameren Komplexe angeordnet, die aus der jeweils
doppelten Menge der Histone H2A, H2B, H3 und H4 bestéfleMittels Rontgen
kristallographie erfolgte 1997 die abschlieRende Aufklarung der Struktur einer Nukleosomen
einheit, in der linksgangig jeweils 147 Basaeame derDNAum ein Histonoktamer gewickelt
sind® Auf der Oberflache der Histone wechselwirkt dBNA insbesondere mitden N-
terminalen Endermer Poteine. Die Starke dieser Interaktion und die damit verbundene Packung
der DNA beeinflussen maf3geblich die Kontrolle Uber Aktivierung oder Repression der Gen
transkription. Verschieden@osttranslationale Modifizierungen der Histone, wie Acetyliefung
Phogphorylierung, Methylierung, Ubiquitinierung und Sumoylierung haben einen grof3en Einfluss
auf den Phanotyp der Zellen, ohne dass dabei deren Genotyp verandert wird. Diese
Mechanismen zur Kontrolle der Gentranskription werden unter den Begriffen Hxtoleund

Epigenetik zusammengefasst

Die Reaktionder N-s-Acetylierung deHistonLysinreste wirddurch die EnzymeHistonacetw
transferag (HAT) und Histondeacetylase (HDA&juliert Schemadl). Die HATs Ubertragen
mittels Kofaktor AcetyCoA die Acetylgruppe auf die Lysinreste.

HN}’% HN}’“ o)
HAT
OY‘\/\/\NHs —_ OYK/\/\NJK
e HDAC e H
Lysin N-g-Acetyl-Lysin
Schemal: Die beiden Enzymfamilieder HAT und HDA& bestimmen das Gleichgewicht dBks-

Acetylierung des Lysins.

Nach Entfernung der Acetylgruppe durch die HDACs kann der unter physiologischen
Bedingungen positiv geladene Histonkern wieder in verstarkte Wechselwirkungen mit dem
negativ geladenerPhosphatriickgrad deDNAtreten. Durch diesdnteraktion wird aus dem
leichter zuganglichen Euchromatin das verdichtete Heterochromatin gebilort ist die

Interaktion mit Transkriptionsfaktoren und anderen Proteinen erschwert und fuhrt allgemein zu
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einer Inhibition der Gentranskription. Demzufolge ist der Status der Deacetylierung einer der
entscheidenden Faktoren zur Regulation der Chromatinstruktur und somit essentiell fur viele
biologische Prozesse wie Genexpression und Zelldifferenzi€fups Weiteren sind auch
mehrere nichtHiston Proteine wieder Tumorsuppressor und Transkriptionsfaktor RUNXdas
Chaperon HSP$8 oder das DNAReparaturprotein Ku78' als Substrate fiir verschiedene
HDACs identifiziert. Diese Substrate haben uwihtige regulierende Funktionen in Zell
proliferation, -migration und-tod oder fihren zu Verdnderung der Proteinstabilitat und deren
Interaktionsmechanismen. ldiesem Zusammenhang werden die HDACs oft allgemeiner als
Lysin bzw. Proteindeacetylasen bezeichf®®? Im Jahr 2009 wurden mittels hochaufgeldster
Massenspektrometrie 3600 potentielle Lysheetylierungsstellein 1750 Proteinen identifiziert,

was die Relevanz dieser posttranslationalen Modifikation zusatzligrsirgicht!®®

2.2.2Enzymfamilie

Die HDACs sind als bedeutende Enzymklasse von Pflanzen, Pilzen, Bakterien und Tieren bis zum
Menschen evolutionar konserviert. Zurzeitd 18 menschliche HDACs identifiziert und werden
aufgrund ihrer Homologie zu verschiedenen Hefeproteinen, ihrer Gréfe eellularer
Lokalisation in vier Klassen untergaten (Abbl10). Klasse I, 1l und IV bestehen aus den so
genannten klassischen HDACs und gehéren ialsalzhangige Isoformerzu den Metallo-
proteinen.[e“'Gq ZurKlesse | gehoren die Isoformen HDACL, 2, 3 und 8, die Homologe zum Hefe
protein Rpd3 (Reduced potassium dependency 3) sind. Sie stellen mit einer Gréf3e 00350
Aminosauren die eher kleineren Isoformen dar, sind ausschliellich im Zellkern zu finden und
ubiquitar im Organismus vertreteff! Die Mitglieder der Klasse Il sind Homologe zum Protein
Hdal (HefeHistondeacetylase 1). Aufgrund von Sequenzhomologie und Doroégeamisation

wird diese Klasse zuséatzlich in zwei Untergruppen aufgeteilt. HDAC4, 5, 7 und 9 gemdren zu
Klasse lla. Diégscformen HDAC6 und l1l@erden Klasse Ilb zugeordneihd besitzen zwei
katalytische Zentren, wobei nur bei Isofofirbeide katalytisch aktiv sind. Klasse Il Isoformen
sind grol3ere Proteine im Vergleich zu den Mitgliedern der Klassen | und IV. lhre Vertailung i
Organismus ist gewebespezifisch und sie sind sowohl im Zellkern, als auch im Zytoplasma
lokalisiert. HDAC11 ist das einzige Mitglied ddasse IV und besitgbwohl zu Klasse |, als auch

zu Klasse I| Gemeinsamkeitéh.
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Klasse | Klasse lla Klasse IIb Klasse Il Klasse IV

SIRT1
SIRT2
SIRTS
SIRTa

SIRT5

SIRT6

SIRT7

Abb. 10: Ubersicht der vier HDAKlassen. Klasse |, Il und IV sind zinkabhéngig. Klasse H ist zu
satzlich in die zwei Unterklassen Ila und IIb unterteilt. Die Klasse Il HDACs werden als
Sirtuinebezeichnet und benostigen NARur katalytischen Aktivitét.

Klasse lll besteht aus deieben Sirtuinen SIRd4, die strukturellHomologezum Hefeprotein
Sir2(silent information regulator 2) sind. Deren Mitgliedgnd NAD-abhangigund werden nicht

durch zinkbindende HDACI inhibiert. Insgesamt ist diese Klasse nicht so gut erforscht wie die drei
anderen Klassefi® Phylogenetische Studien zeigten, dass die Mitglieder vier HO#g8en den
Histonproteinen evolutionar vorgelagert sind. Dies ist ein Hindarauf, dass Histone nicht die
primédren Substrate der HDACs sind, sondern die im Absch2itl erwahnten nichtHiston

Proteinel®
2.2.3Katalysenechanismus

Durch die Aufklarung der Kristallstruktur des HEMdnologen HDLP (histone deacetykike
protein) aus Aquifex aeolicusvurde von HNNIN ein erster Mechanismus zur hydrolytischen
Spaltung der Acetfunktion vorgeschlagefi¥ Im HDLP befindet sich das katalytisaktive
Zinkionin einer tiefen, réhrenférmigen Tasche und wird im Inneren des Enzyms durch zwei
Asparaginsauren (Asp258, Aspl168) und ein Histidin (His170) koordiniertldbBHusatzlich
befinden sich zwei BiAspPaare (His131/Asp166 und His132/Asp173) und ein Tyrosin (Tyr297)
in unmittelbarer Nahe. Diese Umgebung im katalytischen Zentrum ist bei allen zinkabhangigen
HDACSs hoch konserviéff.
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His170
- His132/Aspl73
-
His131/Asp166
Aspl68
Abb.11: Darstellung dekatalytischenZentruns von HDLPhach Roéntgenkristallstrukturanalyse

(PDB 1CS. Das Zinkion (graue Sphare) ist durch Asp168, His170 und Asp258 koordiniert.

Im Laufe der Zeit wurden mehrere &hnliche Vorschlage zum Reaktionsmechanismus ver
offentlicht. Nach VANOMMESLAEGHE® 2005 postulierte CORMINBOEUR2006 einen weiteren

Mechanismus$chema 3.+

His132 His132
Tyr297 _ is13 Tyr297 _ S
Lysin K< Lysin ,/<
— -
H—N> N H H—N> AR
e H o fop H Y
O dN—g )—Asp173 o-H-"1 © J—Asp173
/ ,/’ \ O ‘\ H (0]

@/ H. 1. Schritt @
N —_— N
||\/\>7His131 LN» His131
N N
H H

\
\
\
v \

o)
o)\ Asp166 )\ Asp166

o]
2. Schritt
Tyr207 . His132
Lysin
) ~ N-H
HoN Nx N L
_ /< 0
O-H----- o—\ }—Asp173
PO o}
\H\+
N
@ |I\/\>7His131
N
H
\O,
O)\Asp166
Schema2: Durch CormINBOEURpOStulierter Mechanismuszur hydrolytischen Abspaltung des
Acetats Der Nummerierung der Aminosauren liegt die Sequenz HIBLP zugrunde

(nachH™).
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Im ersten Schritt wird das durch His131, His132 und das lewissaure Zinkion koordinierte
Wassermolekil deprotoniert. Die durch Zinkion und Tyr297 geschwachte Acetamidbindung des
acetylierten Lysinrestes wird unter Ausbildung einer tetraedrischen ZwischHenstkleophil
angegriffen. Durch Umlagerung des Anions im zweiten Schritt mit His132 als Saure wird das
deacetylierte Lysin gebildet. Das abgespaltémetatanion verlasst das katalytische Zentrum
voraussichtlich iber eine interne Kavit&l. Die katalytisch relevante Rolle des Zinks wurde

durchweitere Kristallstrukturen von HDAC2, 4, 7 und 8 bestatfgt”
2.2.4HDACGInhibitoren
Therapeutischer Einsatz

Eine Deregulierung des Gleichgewichtes zwischen HDAC und HAT ist vermihdérersen
Krankheiter”®! Besonders eine iibermaRige Deacetylierung der Histone wird bei verschiedenen
Krebserkrankungen, durch Unterdrickung der Expression va@h werschiedenen Tumer
regulierenden Genen, beobadit Durch den Einsatz von HDA®@ibitoren (HDACI) konnte ein
Ansteigen der Acetylierung erreicht werden, wodudih Transkription der zuvor unterdriickten
Genewieder beobachtet wurd&® Zur Zeit werden mehr als 15 Verbindungen in klinischen
Studien unersucht, die unterschiedliche Antitumoraktivititen zeidéfi” HDACi weisen
besondere Effektivitat gegenlber hamatologischdumoren auf, wahrend sie in der
Monotherapie gegenlber soliden Tumoren keine gute Wirkung zeigen. Deshalb werden
kombinierte Therapien mit etablierten Antikrebsmitteln wieBz. Carboplatin und Paclitaxel
angewandt®*® Weitere Studien zeigen einen positiven Einfluss der HBABierung auf die
Blockierung der Tumorangiogene®2 Insgesamt sidh die molekularen Mechanismen beziiglich
der Antitumoraktivitaten bzw. die Rolle der einzelnen Isoformen in der Karzinogenese noch
weitgehend ungeklarf? Auch auRerhalb der Krebstherapigt die Verwendung von HDAC als
potentielle Therapeutika Gegenstand vieler Untersuchurig@iSo zeigen sich positive Effekte
zur Behandlung verschiedener neurodegenerativer Krankheiten wBe €horea Huntington,
Parkinsorund Alzheimef**®¥ Auch wurde kiirzlich das therapeutische Potential von HDACi zur
Behandlung von Herzinsuffizienz aufgez&fgtDa elf klassische Isoformen existieren, werden
durch Verwendung von Breitbamthibitoren mehrere Proteine adressiert, wobei in der
Vergangenheit auch Nebenwirkungen in klinischen Studien aufgetreten $&hedhzufolge
werden isoformselektive Verbindungen bendtigim im Vergleich zu den Breitbantibitoren

die Unterschiede beziiglich Bioaktivitdt und Nebenwirkungen zu ermitteln. Dass HDACSs in aktiver

Form zumeist einBestandteil grol3erer Multienzymkomplexe singkschwert zusatzlich das
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Design solcher Verbindungen, dard eine unterschiedliche Konformatiomn Vergleich zur

isolierten Isoform vorliegekann!"*#!

Aufbau derHistondeacetylasdnhibitoren

Insgesamtkann durch die bekannten HDAEin allgemeinesModell zu derenDesignstrategie

abgeleitetwerden, das alle Schliisselinteraktionert sém Enzynzusammenfasst (Abh.2)

Dieses beschreibt hierbei drei wichtige DomanginkbindendeGruppe Linker und Kappe.

[ ZBG ‘ , Linker ——[ Kappe ]

Abb.12: DreitDoméanenStuktur potentieller HDA@nhibitoren bestehend auszinkbindender
Gruppe (ZBGLinker und Kappe

Die zinkbindende Gruppgewahrleistetdie Grundaffinitat zu den HDACSs, indsradas Zinkion

im aktiven Zentrumchelatisiertund so dem katalytischen Zyklestzieht Nach Analyse des
katalytischen = Mechanismus untersuchte die Gruppe UNANOMMESLAEGHE die
Rahmenbedingungen fir eine zweizahnige Chelatgruppe. Daflr wurden die Bindungsenergien
verschiedener chelatisierender Gruppen im Vergleich zum Hydroxidiaéissriger Umgebung
kalkuliert. Die Ergebnisse bestatigten die ohnehirbueitete Verwendugy der Hydroxamsaure

als potente zinkbindende Grupyébb.13).°"!

Tyr207 His132
C} B
HT 0
0-H---"07 "N Asp173
i 0., 0}7
S \H\+
@ NIL/\Bins131
N
H
5
O)\Asp166
Abb.13: Wechselwirkungen der Hydroxamséumnerhalb der katalytischen Tasch®n HDLP
nachVANOMMESLAEGHE!

Der Linker belegt den 1A tiefen, hydrophoben Tunnel als Zugang zum katalytischen Zentrum,
der innerhalb der Klasse | utidHDACs hoch konserviert ist. Die Relevanz der Aminosauren in

diesem Bereich wurde durch Mutationsexperimente mit einem AkStan nachgewieséf?
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Viele Inhibitoren imitieren in diesem Bereich oft den Lysinrest des naturlichen Substrates Lysin
und interagieren Uber Vader-Waals Kontakte mit dem Eyrn. Da sich zwei parallel
ausgerichtete, konservierte Phenylgruppen (Phel52 und Phe208) in dieser Engstelle befinden,
existieren auch HDACi wigZ8 mit Aryllinker, die in diesem Bereich Uberstackingwechsel

wirken (Abb14)."

DS

>

/ L -
C | { \ = /7
Phel152 /2/ \} Phe208 O//S\N/
: & _ o NH
‘ A 7‘, His180 OH

Asp267 - 23
( Aspl78

Abb.14: Das Zinkion in HDACS8 (graue Sphére) ist pentakoordiniert durch Asp178, His180, Asp267
sowie Carbonylund Hydroxylgruppe des HDAEZ3 (PDB 1W22)Die Farbgebung des
Inhibitors (rechts, 16-Wert fur HDAC8 = 17518M) orientiert sich an der Dreboméanen
Struktur aus Abb12.™

Des Weiteren fungiert der Linker als Bindeglied zovkbindender Gruppend Kappe. Diesist
hauptséchlich fur die Interaktionen mit der auRenliegenden Oberflache im Eingangsbereich zum
katalytischen Zentrum verantwortlich. Esrd postuliert, dass isoforspezifische Unterschiede

in diesem Bereich zur Darstellung selektiver HDACi ausgenutzt werdeerkdiA
Vier HDACI Hauptklassen

Als HDACi sind sowohl Naturstoffe, als auch kinstlich erzeugte Verbindungen bekannt.
Allgemein bestehen zwei grundsatzliche Strategien fir die Darstellung neuer Verbindungen. Zum
einen die Verfeinerung bekannter, komplexer Naturstoffe oder zum anderenddigovo

Synthese, ausgehend von weniger komplexen und affinen Startverbindungen sowie deren

stufenweiser Weiterentwicklung. Zur Entwicklung von HDACIi und besonders isoformspezifischer
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Verbindungen bilden vorhandene Kokristallstrukturen mit dem Enzym emtscleeidende
Grundlage. Insgesamt sind lediglich Kokristallstrukturen WP, HDAC2, 4, §,und HDAH
(bakterielle Histodeacetylaseihnliche Amidohydrolagebekannt’®’”? DieseStrukturen stellen
wichtige Grundlagen zu Untersuchungen der StrulktivitatsBeziehung von HDACI dar.
Insgesamt konnen die meisten bekannten Inhibitoren in vier strukturelle Hauptklassen
unterschieden werden:Aliphatische @&rbonsauren,Hydroxamséauren, zyklische Peptide und
Benzamid Vertreter aller vier Klassen befinden sich zurzeit in klinischen Studien. Diese und
generdl die meisten der bekannten HDACI sind Breitbandinhibitoren und es existieren nur
wenige isoform oder Kassenselektive Verbindung&f Insgesamt sind die Aussagen beziiglich
Isofornmselektivitat der literaturbekannten Verbindungen allerdings kritisch zu betrachten, da
durch den limitierten Zugang zu den einzelnen bioaktiven Eamyoftmals nur 25 Isoformen

reprasentativ fur die verschiedenen Klassen getestet weftfen.
Hydroxamséauren

Die Klasse der Hydroxamsatmhibitoren ist am weitesten verbreitet, da dessen Funktion als
Zrf*-Binder gut untersucht ist. Die meisten Substanzen sttt potente BreitbaneHDACI im
niedrig nanomolaren Bereich. Der a®&reptomyces hygroscopicuigammende Naturstoff
Trichostatin A (TS&¥ wurde zwar bereitd 976 isoliert, seine inhibitorischen Eigenschaften fir
HDACS jedoch erst 1990 beschrieben (ABp!*%4

S OH HMN,OH
“~ H ©/ 5 H
|
24 25
Abb.15: Strukturen der nanomolaren HydroxamsatBeeitbandinhibitoren 24 (TSA) und25

(SAHA, Vorinostat)

Verbindung?25 (SAHA, Vorinostat) ist dazu strukturell relativ &hnlich und zudem der erste HDACI,
der durch die FDA zur Behandlung von fortgeschrittenem kutanefelFLymphom (CTCL
cutaneous Tcell lymphomi genehmigt wurdé®™®® Beide Verbindungen sind Breitband
inhibitoren der Klasse | und Il HDAGsd wercen in der klinischen Anwendung vielfaltig
verwendet!’” Ein vielversprechender Ansatz zur selektiven Adressierung aderbesten
untersuchten Isoforn8 wurde mit sogenannten linkerlosen Hydroxamséuwerbindungen

vorgestellt. Grundlage war die Analyse von Kokristallstrukturen dieser Isoform mit
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verschieg@nen HDACI, die zeigen, dass die Embgrflache im Eingangsbereich zum aktiven

Zentrum flexibel zu sein scheint (A4E).°" %

HDACS8 mi24

SN Oﬁ/

o O NH
HN™ 0
OH
26
HDACS8 miR6
Abb. 16: HDACS zeigt sicabhangig von dem jeweiligen HDA®N Eingang zum katalytischen

Zentrum flexibel. Gezeigt sind die Kokristallstrukturen 28i(PDB 1W22P4 (PDB 1T64)

und 26 (PDB 1VKG)Zusatzlich sind neben dem Zinkion (graue Sphére) die am
Eingangsbereich zum katalytischen Zentrum konservierten Reste Phel52, Phe208 und
Met274 grin hervorgehoberDie Farbgebung des Inhibito?$ (unten rechts) orientiert

sich an deDreiDoméanenStruktur aus Abbl2.

Anhand der Kokristallstruktur m6 (Abb.16) wird durch die veranderte Lage von Phel52 eine

neue Seitentasche im Bereich des hydrophoben Zugangs zum aktiven Zentrum deutlich, die
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durch einfache Verbindungen wiZ/ anvsiert werden sollte (Abbl7). Die Hydroxamsaur@8
(PCi34051), mit einem im Vergleich 24 und 25 kurzen, unflexiblenindotLinker, ist ein
potenter HDACS Inhibitor, der B. vielversprechende Wirkung in der Leukamietherapie Z&8igt.

\
0
fe) \Q\\ (@]
_OH
N,OH N N
H \ H

27 28
>10 pmM (1) 4um (1)
55um (6) 2.9um (6)
0.3uM (8) 0.01pM (8)
Abb. 17 Strukturen der Hydroxamsaure HDAZZ und 28 mit den zugehérigen KgWerten

gegeniiber dersoformenHDACL, 6 und 8%

Neben der Analyse von Kristallstrukturen kénnen potentiell interessante Verbindungen auch
Uber das Screening grof3er Substanzbibliotheken identifiziert werden. So Wulmein29 aus

7392 Substanzen durch eim vitro Screening als selektiver HDACG6 Inhibitor identifiziert, da es
die Deacetylierung des nichtiston Substratesa-Tubulin inhibiert ohne dabei die Histon
Acetylierung zu beeinflusséAbb. 18)10%102

O

N.
J\/\/\/\W on
0

HN
(@)
i

(0]
O
K©)LN,OH
H
~_S._ 0O
W N
IO iy
N
/
29 O 30

I

1.400.24um (1) 16.4+2.6uMm (1)
0.00420.001um (6) 0.015+0.003um (6)
1.27+0.16uM (8) 0.854+0.04Qum (8)
Abb.18: Die HDACG6 selektiveHydroxamséauraihibitoren 29 (Tubacin)und 30 (Tubastatin A

Beispielhaft sind die kgWerte fir die Isoformen 1, 6 und 8 gezeigt. Gegenlber den
restlichen neun Isoformen wurden nur mikromolarg H@/erte bestimmt%%
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Trotzder relativ grof3en Analogie von Linker uridkbindender Gruppeu Breitbandinhibito25
werden keine Klasde HDACs inhibiert, was die Theorie der isoformspezifischen
Wechselwirkungen durch die Kappe unterstiiiZtDie Selektivitat gegeniibéADAG wurde
durch die Entwicklung vorTubastatinA 30 nochmals utbertroffen, obwohl diese Verbindung

neben der Hydroxamséure keinerlei Ahnlichkei2gaufweist!*%%!

Zyklische Peptide

Dies ist die strukturell komplexeste Gruppe von HDACI mit bioaktiven Verbindimgemeo bis
millimolaren Bereich. Als Grundmotiv wird das Peptidgertst des natirlichen Substrates
nachgeahmt. Tendenziell inhibieren Substanzen dieser Verbindasgskeher Isoformen der
Klassd.”? TrapoxinA 31 ist ein natirliches Pilzprodukt aublelicoma anbiens und ein
irreversibler Hemmstoff mit einem 4gWert von 0.820.29nm fir HDAC1 (64fache
Selektivitit gegeniiber HDAC6) (AbB)."° Durch Ersetzen des Epoxykesomlurch eine
Hydroxamséaure wurde mit CHARGyclic hydroxamic acidontaining peptidg32 ein reversibler
HDACI mit einem gWert von 1.90.5nm fur HDACL1 (zehnfache Selektivitat gegentiber HPAC6
erhalten’® Das ausChromobacterium violaceuisolierte Depsipeptid Romidepsin (F228) 33
wurde im Jahr 2009 von der FDA als zweiter HDACi zur Behandlung von kutaBelh T
Lymphom zugelasséif®®’! Diese Verbindungst ein Prodrug, daerst intramolekular die
bioaktive, reduzierte Form erzeugt wird, in deine der beiden entstandenen Thiolgruppen mit
dem Zinkion in der enzymatischensthe interagiererkann Fir HDAC1 und &s Vertreter der
Klassd wurden IG-Werte im Bereich 346 nm erreicht, was einer ungefahr ibzw. 300
fachen Selektivitat gegeniiber HDAC4 und 6 als Kldsséormen entspracf®

N Oy NH o)
T L
0] 0 s / o
R= -3 31 HN™ ™
= N
o o1
R ~. ©O
o]
R= -3 32 33
HN-OH
Abb.19: Die zyklischen Verbindungedil (Trapoxin A) 32 (CHAP1und 33 (Romidepsin) sind

nanomolare Klassklnhibitoren
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Benzamide

Bei dieser Verbindungsklasse werden Benzamide ziailkbindende Gruppe verwendet. Im
Allgemeinen zeigen sich Benzamide wie MGCDQW@etinostat)34 und MS275 (Entinostat,
SNDX275) 35 selektiv fir die Klasdelsoformen HDAC1 und 2 mitd®@Verten im nanomolaren
Bereich (lg-Werte fir HDAC1 = 8280nM) (Abb.20). Beide Verbindungen befinden sich in
verschiedenen klinischen Untersuchund€n® Als Erklarungsansatz fiir die generelle
Selektivitit gegenuber Klasde HDACs dient eine interne, &4 groRe und priméar mit
hydrophoben Aminosauren ausgestattete Kavitat in Nachbarschaft zum katalytischen Zentrum.
Diese wurde bereits in der ersten Kristallstruktur von HDLP beschrieben und soll fir das bei der
Deacetylierung entstehende Acetat als Ausgangskamajieren’®®” Fiir diese Kavitat wurde
keine Aquivalente in den Kristallstrukturen von HDAC4 und 7 sowie im modellierten HDAC6
nachgewiesen, was die geringere Affinitdt der sterisch anspvatlesen Benzamid
Pharmakophore gegeniiber KlasgseHDACs elirt™ Trotz der isoformibergreifenden
Konsenierung des katalytischen Zentrums kann die klasseninterne Selektivitat der Benzamide
gegenuber Isoform 8 durch einen marginalen Sequenzunterschied erklart werden. Im Vergleich
zu den Isoformen @3 befindet sich in Isoform 8 am Boden des aktiven Zentrurag sines
Leucins ein nicht konserviertes Trp141, das den Zugang zu dieser Kavitat bittident.
weiteren Verbesserung der Selektivitat zebien den Isoformen 1, 2 und 3, wurde die gezielte
Adressierung dieser hydrophoben Kavitdt durch zuséatzliche unpolare Substituentelera
BenzamidgrupperorgeschlageH? Das substituierte Benzamigb ist ein potenter Inhibitor fiir
HDAC1 (I = 10nM) und zeigt eine -7bzw. 618fache Selektivitdt gegentiber HDAC2 und 3
(Abb.20)

=N =N
\_/ Q
Gy Iy
NH 0 NH 0 R
" HN@ ° HN@
HoN HoN

34 35 (R=H)
36 (R=Ph)
Abb. 20: Beispiele furBenzamieHDACials selektive Inhibitoren fuKlassd. Verbindung 36

(R=Ph zeigtnach weiterer Modifizierungder zinkbindenden Gruppeine gesteigerte
618fache Selektivitait von HDAGher HDAG. Bei der Ausgangsverbindurdp (R=H)
besteht nur eine dreifache Selektivitét.
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Durch Modellierung wrde innerhalb der Kavitat von IsoforBnein sperrigeres Tyr96 statt eines
Ser113 bei HDACL1 identifiziert, wodurch die substituierten Benzamide dort weniger Platz zur
Verfigung haben. Dieser Sequenzunterschied erklart die deutliche Selektivitdt von HDAC1
gegeniiber Isoform 8 Bresset al. konnten 2010 durch die Kokristallstruktur von HDAC2 mit
einem substituierten BenzamidB7 bestatigen, dass diese Verbindungsklasse analog zu

Hydroxamsé&uren das katalytisch aktive Zinkion komplexiert (258"

Phel55
Q .
Phe210 :!
0~ "NH A /7
H,N
O O His183 *% A
y
37 -
Asplgl == @ ®
Asp269
Abb. 21 Das Zinkion in HDAC2 (graue Sphare) ist pentakoordiniert durch Asp181, His183, Asp269

sowie Carbonylgruppe und primadres Amion Benzamid37 (PDB 3MAX) Die
Farbgebung des Inhibitors (linksgd@ert fir HDAC2 nackiner StundeInkubation =
900nM) orientiert sich an der DreDomanenStruktur aus Abb12.!"”

Kurzkettige aliphatisch&Carbonguren

Bis zur Entdeckung von T3Awaren Verbindungen wi88 und 39 die einzig bekannten, relativ
schwachen HDAGiit IGy-Wertenim millimolaren Bereichdie einebescheidene Selektivitat fir
Klassd HDAC®esitzen Substanzen dieser Verbindungsklasse haben meist keine Kappe und

besitzen wie die ValproinsauB8 auch umgewdhnlich verzweigte Linker (At) 4

0}

OH
OH
T Oy
38 39
Abb.22: Beispiele fur aliphatische Carbonséauren als HDBigse Verbindungsklasse zeigt eine

vergleichsweise niedrige Bioaktivitat gegeniber HDACs.
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Aufgrund der gut untersuchten Nebwirkungen sowie dem bewdahrten Einsatz bei
verschiedenen nichonkologischen Krankheiten, finden Verbindungen dieser Klasse dennoch
haufige Verwendung in unterschiedlichsten klinischen Studien. Die Substanzen werden dabei

aber verstarkt in Kombination métnderen Wirkstoffen eingesetZ{?
2.2.5HDACGMetallinhibitoren

Anfang 2011 verodffentlichterBPENCERet al. eine erste Arbeit zu metallorganischen HBAC
Inhibitoren™® Hierbei wurden ausgehend von der LeitstrukB&HA5 verschiedene Ferrocen
Derivate als nichplanare PhenyBioisostere synthetisiert (AbB3). Durch DockingExperimere
mit Isoform 8 wurden analog 26 Wechselwirkungen der Ferrocdginheit vord0 mit einer an

der Oberflache des Enzyms gelegenen, flexiblen Tasche aus Tyrl00, Phel52 und Tyr306

vorhergesagt.
s w0
40 R=¢
’ o @
R N WMN,OH i
6! H -
Grundgeriist
41 R="¢
(Linker, Pharmakophor) O
Fe
<=
25 40 41
1+0.2nm (1) 11+2nm (1) 0.520.4nM (1)
2+0.7nM (2) 11+3nm (2) 0.6+0.1nM (2)
3+0.4nMm (3) 18+4nm (3) 9+1.8nM (3)
0.49+0.1nM (6) 0.8+0.1nM (6) 0.09+0.051M (6)
1410+150nm (8) 1360+160M (8) 540+70nM (8)
Abb.23; FerrocenDerivate40 und 41 von SAHA25 mit den zugehdérigenG, Werten gegeniiber

funf ausgewahlten Isoformen.
Insgesamt zeigen sich die Ferroeéerbindungen auf3erst potent gegentber Klass¥ACs und

Isoform6, wahrend gegeniiber KlasBa Isoformen keine relevante Bioaktivitdt beobachtet

wurde.
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2.3 Carboanhydrasen

2.3.1Allgemein

Carboanhydrasen (CAsind ubiquitére Metalloenzymedie in einer pkanhangigen Reaktion
unter Freisetzung eines Protodge Hydratisierung von Kohlenstoffdioxtd Hydrogencarbonat

bzw. die Ruckreaktion unter Freisetzung #edlenstoffdioxidkatalysierenSchemes).

CA

CO, + H,0 HCO4 + H*

Schemas: CAs katalysieren die reversible Hydratisierung vopZ0®CQ.

Beidem sehr kurzlebigen Katalysevorgang erreicht die am besten untersuchte humane Isoform
hCAIl mit einer Umwandlungsrate von f&* die Grenze zur Diffusionskontrallso dass CAs zu

K415 Sje besitzen wichtige

den effizientesten in der Natur bekanntdfatalysatoren gehore
Funktionen in vershiedenen physiologischen Prozessen wie zum Beispiel Atmuni{@G®-
Transport zwischen dem metabolisierenden Gewebe und der Lunge, pH uyridoB@ostase,

Elektrolytsekretion, Knochenresorption, Kalzifizierung und Epileptogetése.
2.3.2Enzymfamilie

Mit den a-, b-, ¢, d- und x-CAs existieren flnf evolutionar nicht verwandte Genfamilaenb-

und d-CAs enthalten ein Zn@ipn im katalytischen Zentrung-CAs beinhalten nach anaerober
Aufarbeitung stattdessen Fe(ll), zeigen aber auch mit Zm@)anderen Metallonen Aktivitat.
Diex-CAs verwenden Zn(ll) und Cd(ll). Alle humanen CAs (hCAs) gehdee@Asran, in der bis

jetzt 15 Isoformen identifiziert wurdeft:*?? Durch Analyseron Genomdatenbanken konnten
keine weiteren putativen Isoformen entdeckt werden, weshalb davon ausgegangen wird, dass
alle hCAs identifiziert wurdéf?® Diese unterscheiden sich a. in zellularer Lokalisation,
Verteilungin Organen und Gewebe, katalytischer Aktivitdt, Expressionslevel undneligo
Anordnung?*®*?¥ Drei Isoformen (hCXIII, X, XI) sind frei von jeglicher katalytischer Aktivitét
und werden a8 CARPs (GAlated proteins) bezeichnet. Die zwdlf katalytisch aktiven hCAs
befinden sich im Zytosol (QGAIl, Ill, VII und XIIl), den Mitochondrien @A und VB), sind
membrargebunden (CAV, IX, XII und XIV) sowie in Speichel und Muttermilch serernie
(CAVI)M612] Bis heute sind mit Ausnahme der €B von allen katalytisch aktiven Isoformen
Kristallstrukturengeldst!*****8 Die Analyse dieser Strukturen zeigt im Einklang mit der hohen
Sequenzhomologie, dass unabhéngig von der zellularen Lokalisation alle Isoformen eine hohe

strukturelle Ahnlichkit besitzen**? Die Tetiarstruktur der hCAl ist reprasentativ in Abb24
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dargestellt Das ellipsoide Enzym besteht aus 260inosédurerund besitzt nur eine Domane. Ein
zentrales, verdrehted-Faltblatt ist das Hauptstrukturmotiv, das von verschiedenen helikalen
Bereichen umeben ist. Das katalytische Zentrum befindet sich in einer konisctieA tiefen
Kavitat an deren Boden das katalytisch aktive Zinkion lokalisiert ist. Dieses wird durch drei

konservierte Histidine (His94, 96 und 119) und ein Wassermolekiil tetraedrisch koortifiert

Abb. 24: Tertiarstrukturder hCAll als repréasentative Isoforder hCAgPDB 1CA2)5ezeigt sind
neben dem katalytisch aktiven Zinkion (graue Sphéare) die drei konservierten Histidine
His94, 96 und 119. An der vierten Koordinationsstelle des Zinksbag Wassermolekdll
gebunden &-Helices = roth-Faltblatter = gelb, Loops = griin).

Die meistena-Isoformen sind Proteinmonomere, doch trotz der hohen isoformibergreifenden
Struktur und Segenzhomologie bilden die beiden embrargebundenen Isoformen QXK,

CAXII und das sezernierte &ADimereaus.! >33

2.3.3Katalysemechanismus

In humanen Isoformen kann di€avitat der aktiven Tasche in zwei unterschiedliche Flanken
aufgeteilt werden Die amphiphilen @A besitzen auf der eineibeite einen Cluster von
hydrophoben Aminosauren, wahrend die andere Seite durch hydroptmigosduren gebildet
wird (Abb.25).*#
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e Qe

\

Vall21

Val143 |

14
Trp209
Glul0
Thr199
) Leul98
......... B N

Abb. 25:

Darstellung derfiir Losungsmittel zuganglichedberflache dehCAll (PDB 1CA2Der
hydrophobe Bereich ist rot und der hydrophile Bereich blau hervorgehoben.

In der

VergroRerung sind die zur Katalyse wesentlichen Aminoséauren im aktiven Zentrum

hervorgehoben

Im ersten Schritt der enzymatischen Hydrolyse von Kohlenstoffdioxid wird, unterstiitzt durch das

lewissaure Zinkion, ein Proton des koordinierten Wassermolegditiernt (Schemat). His64

fungiert in  dieser

Transferreaktion

Uber ein

Wasserstoffhaimetzwek

als

Protonenshuttld™" % Verschiedene Kristallstrukturanalysen gesi eine pkabhangige

Konformationsénderung von His64, das bei einervpéft von 5.7 vom katalytischen Zentrum

weg rotiert (in/foutKonfiguration) und fir die Bildung des Hydroxidions nicht mehr zur

Verfugung steht****3 |m zweiten Schrittwird His64 durch Abgabe deBrotons in die

umgebende Pufferlosung wieder

regeneriert. Die Hypothese einer

Kohlenstoffdioxid

Bindungsstelle im katalytischen Zentrum wurde durch kristallographische Studien mit hCA

untermauert, da dies in einer hydrophoben Tasche aus Vall2l, Vadl#43198 und Trp209

VI OK3IS6A858Y

g dzZNR S @

b2N)¥If SNBSAAS

Aad

Yy RA

lokalisiert. Kohlenstoffdioxid wird durch eine Wasserstoffbriicke zu Thr199 so orientiert, dass es

fur den nukleophilen Angriff desinkgebundenen Wdroxids zuganglich iS£*'*4 Dieseswird

ebenfalls durch eine Wasserstoffbricke mit Thr199 in eine gunstige Position fir die Reaktion

gebracht. Die Eigenschaft von Thr199 iber die Alkoholseitenkette als Wasserstoffbriicken

Akzeptor zu wirken wird durch Glu106 unterstifiZ’ Anhand der Kristallstruktur gibt es keine

Hinweise darauf, dass das Zinkion zusatzlichen Einfluss auf die Orientierung des Kohlenstoff

dioxids hat*®
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Thr199 Thr199
Glu106 ;L\
H
Ao S
o o !
His64 / PR 1. Schritt  His64
T S A
— | .- B — -
_0O + -0
HN, _N----_q-----H ; HNY -
\H ! Hydrophobe |_‘ / Hydrophobe
@ Tasche @ Tasche
5. Schritt 2. Schritt
+2H,0 +B
- HCOy - BH*
Thr199 Thr199
Glu106 ;L\ Glu106 [lxj\
H H
J\ o -HS / &J\ = -H :
o7 o 0 o~ o 0 !
His64 y O His64 / o.
N4 H
= ,O/C\o— = _l
HN\7N “““ H\O/H /,’I P HNVN """ H\O/H _____ ‘,O
P Hydrophobe ! Hydrophobe
@ Tasche @ Tasche
4. Schritt 3. Schritt
/ Hydrophobe
@ Tasche
Schemas: Im Katalysezyklus der CAs unterstiutzasd Zinkion die Deprotonierung seines

Wasserliganden. Der Protontransfer wird Ub@fasserstoffbriickerzu His64 bewirkt,
dessen Funktion von zwei mdglichPositionenabhéngig ist (in/ouKonfiguratior). Das
entstandene Hydroxidion greiohlenstoffdioxichukleophil an, das in der hydrophoben
Tasche fixiert istNach Freisetzung dé$ydrogencarbonaterfolgt die Regenerierung des
Katalysezyklus durch Bildung eines neuen HydroxidDiedrei konservierten Histidine,
die das Zinkion koordinierersind aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt
(Gestricheltelinien = WasserstoffbriickeB,= Base)

Durch eine Kiristallstruktur mit hQA wurde nachgewiesen, dass Hydrogencarbonat nach

erfolgter Hydratisierung in derselben Ebene wie zuvor Kohlenstoffdioxid und Hydroxidion liegt.

Es koordiniert dabei als vierter Ligand am Zinkih.AbschlieBend wird das gebildete
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Hydrogencarbonat durch Wasser aus dem katalytischen Zentrum verdrangt. Aufgrund seiner
zentralen Rolle wahrend des gesamten Katalysevorgangs Mirt99 eine Art Tirsteherrolle
zugesprochen,da es nur Anionen an das Zinkndken lasst, die Uber das Proton eine

Wasserstoffbriicke zu diesem ausbilden konHéh.
2.3.4CAlnhibitoren
Therapeutischer Einsatz

Bedingt durch die vielféaltige Einflussnahme in physiologischen Reaktionen siisdf@fen
interessante Targets in der Biomedizin. Abnorme Aktivitaten der CAs werden mit verschiedenen
Erkrankungen invVerbindung gebracht. Ursprunglich wurden die ersten CAi Uberwiegend als
Diuretika eingesetz{!'®1?21244%150 Hayte erstreckt sich ihr therapeutisches Einsatzgebiet auf
die unterschiedlichsten Bereiche. Sie werden verwendet bzw. ihre potentiellen Anwendungen
werden untersucht zur Behandlung von verschiedeesbsformef®<** Epilepsi&®”), Hohen
krankheit'®, Adiposita$®®, Karie§®, Odemef® und Glaukomeh®!%3. Keinerder zurzeit
klinisch verwendetenCarboanhydrasénhibitoren (CA) besitzt eine signifikante Isoform:
selektivitat. Der Bedarf an solchen Verbinden ist grof3, da erhofft wird, dass so aufgetretene
Nebenwirkungen bei Behandlung mit nietgektiven Verbindungen vermieden werden kénnen.
Zusatzlich unterstlitzen solche Verbindungen eine gezieltere Aufklarung verschiedener

physiologischer Prozesse an denen CAs beteiligt'$thd.
Aufbau derCarboanhydrasénhibitoren

Generell kénnen die bekannten CAi nach Analyse ddravmlenen Kokristallstrukturen in zwei

Hauptklassen eingeteilt werden: Verbindungen die entweder direkt mit dem katalytisch aktiven

Zinkion oder nur im Bereich der aktiven Tasche binden. Allgemein kénnen die meisten mit dem

Zinkion interagierenden CAi dircdrei strukturelle Bereiche charakterisiert werden: Einer
TAY10AYRSYRSY DNHzLIIS 6al AyO o0AYRAYy3I 3INRAZLIGO S SA
dzy R RS&aa4Sy S5SNARGFGAAASNYzy3d RAzZNOK ! y{YNLIFSy @2y
Arbeit in Aralogie zum HDARapitel auch als Kappe bezeichnet werdéhbld. 26).

[ ZBG ‘ , Org. Geriist ——[ Kappe ]

Abb. 26 DreiDoménenStruktur von Carboanhydrasénhibitoren bestehend auszinkbindender
Gruppe(ZBG)organischem Gerust und Kappe
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Die zinkbindende Gruppeind das organische Gerlst stellten in der Vergangenheit den
Grundaufbau einer ersten Generation der CAi dar peidten oft Breitbandinhibition. Dies wird
durch die hohe Konservierung des Kkatalytischen Zentrums erklart, weshdtst die
hauptsachlichen Ieraktionen verschiedener CAi mit diesen beiden Domanen
isoformiubergreifend nahezu identisch sindn IVergleich dazu ist bei den Isoformen der
Eingangsbereich noch am wenigsten konertyUm dies zu nutzementwickeltenSUPURAN al.

RSY -lalillIJME DOréhd Anhdangen bzw. réaumlichErweiterung bekannter CAi mit
verschiedenen Resten sollen auferhalb der katalytischen Tasche isoformspezifische
Wechselwirkungen generiert werden. Des Weiteren kénnen durch diese Modifizierungen gezielt
bestimmte Eigenschafh der Substanzen, wie B. Wasserloslichkeit odefFluoreszenz

beeinflusst werdert?2164164
Zinkbindende Gruppe

Als einfachste CAIi zeigen anorganische Anionen als nZikkbindereher niedrige Affinitat
gegeriiber den CAs (imillimolaren bis submillimolaren Bereict#” Je nach Anion zeigen sich
drei unterschiedliche Koordinationsmdglichkeiten an das katalytisch bendétigte Zinkion:
Tetraedrisch (. Hydrogensulfiff”, verzerrt tetraedrisch (zB. Bromid oder Azifl§®¥ und
trigonal bipyramidal (Thiocayndfy’.

Mittels 4Aminobenzolsulfonamid wurde 1940 ein erster Hinwiis Sulfonamide als potente
CAierhalten™™" DieseZBGfindet bis heute, auch bei der Mehrheit der klinisch genutzten CAi
Verwendund®®? Durch Substitution der primaren Sulfonamide wird die Affinitdt zu CAs meist
verschlechtert oder ganz ausgstiht!*’" Sulfamate und Sulfamide als deren Biostere sind
ebenfalls potente ZBG. Durch kristallographische Daten von CAi mit verschiedenen Isoformen
wurden die Schlusselinteraktionen innerhalb der aktiven Tasche identifiziert. Das Sulfonamid
verdrangt das katalytische Wassermolekuil und koordiniert mit dem depreitan Stickstoff als

vierter Ligand an das Zinkion (Alf¥). Zusatzlich werden Uber das verbliebene Sulfonamid
Proton und einen Sauerstoff zwalNasserstoffbricken zu Thrl199 gebildet. Der andere
{dzf T2yl YAR&ALI dzSNEG2TFTF S NH'SH DidiinteyaktiOnkwirdRduch dumcR S S LJ

die elektrostatische Anziehung der anionischen ZBG mit dem positiv geladenen Zinkion verstarkt.
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Thr199
\

G106  H-o.. 970
’ TH

His94 /:’{l His119
\NPZ
His96
Abb. 27 Schematische &stellung der Schliisselinteraktioneawischen de Sulfonamidjruppe

(rot) und hCAI (Gestricheltelinien = Wasserstoffbriicken, R = Rest)

Neben den Sulfonamiden sowiaetalkomplexierend@ Anionen sind die Hydroxamateund
Mercaptophenolezwei weitere kistallographisch untersuchte ZB&m Beispiel der hCihwurde
gezeigt,dass die Hydroxamsauren &bhangigkeit von dem restlichen Aufbau des Molekils
unterschiedliche Bindungsmodi am Zinkion einnehm&hHydroxyharnstoffist tber den
Hydroxylaminrest ein zweizahnig&helatbildnet*’*'™® Das strukturell verwadte N-Acetyt
hydroxylamin koordiniert allerdings nur tUber den Stickstoffdas Zinkion, wahrend-Trifluor-
acetylhydroxylamin wieder als zweizéhniger Chelatbildner fungiert. Dabei findet die

Koordination des Metallions neben dem Stickstoff tiber einestiezratome statt!’®

Nach einem Screening der h€@Aegen 960 verschiedene Verbindungeurde Thioxolor42 als

CAi identifiziert. DieKokristallstruktur mit hCA zeigte jedoch eine Spaltung Z3 (Abb.28).
Dessen Koordination an das Zinkion erfolgt hauptsachler die Thiolgruppe. Zusétzlich wird
eine schwache Wasserstoffbriicke zu Thr199 gebildet und der Phenylring bildet mehrere Van
der-Waals Interaktionen innerhalb der Kavitat aus. Durch Entfernung einer Hydroxylgruppe
wurde Mercaptoethanofi4 erhalten, das dé KohlendioxieHydratisierung mit eineni-Wert von
631nm etwa 500fach stérker inhibiert alsThioxolon42. Diese Untersuchungen zeigen das

Mercaptophenole gute Inhibitoreigenschaften als 2RGitzen""*"@

»=o >
S SH SH
43 44

Abb. 28:; Thioxolon 42 wird durch die hCAl zu 43 gespalten und diente als Leitstruktur zur
Ermittlung von Mercaptoethanolen (Bsf4) als potente ZBG fiir CA..
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Organische Gerlst und Kappe

Neben dem SulfonamiBharmakophor als ZBG besitzen die meisten bekannten CAiveite
Domane ein Benzyloder HeterozyklerRingsystem als organisches Grundgerilist.diesem
Bereich werden dadurch verstarkt \der-Waals Wechselwirkungen mit dem hydrophoben
Bereich der amphiphilen katalytischen Tasche beobadttBei den Verbindungen aus A9

zeigt sth deutlich der Einfluss der Kappe als dritte Doméne der CAI, die Uber den flexiblen
Harnstofflinker an das Inhibitorgrundgerust geknupft ist. Setissehr potent gegentber allen

vier untersuchten Isoformen, wéhrendl6 eine Erhohung der Selektivitat gedéer Isoform

hCAIX zeigt. DurcA7 werden nur die rembrargebundenen Isoformen hAX und XIl inhibiert.

HzN\S'/O 45 (R = 2-iPr-CgH,)
d j\ 46 (R = 3-NO,-CgH,)
.R
NN 47 (R = 3,5-Me-CqHs)
45 46 47
9.0nm (1) 23.4nm (1) 6530nm (1)
3.3nm (1) 15nm (I1) 1765nm (I1)
0.5nm (IX) 0.9nm (IX) 6.9nM (IX)
4.2nm (XI1) 5.7nm (XII) 6.2nm (XII)
Abb. 29: Die verschieden derivatisierten, aromatischen Sulfonardifi@l7 zeigen nanomolaré-

Werte gegentiber zytosolischen undembrargebundenen CAs. Die Inhibitidmstante
K steht fur die Gleichgewichtskonstante der Dissoziationsreaktion des Ehyibitor-
Komplexes

Von 45 und 46 sind Kokristallstrukturen mit hGA vorhanden, die eine unterschiedliche
Ausrichtung der Kappe zeigen, wahrend das Grundgerist der Verbindungen nahezu identisch
verankert ist (Abb30). Verbindung 45 wird durch hydrophobe Wechselwirkungen der
Isopropanogruppe mit Vall35 und Leul98, sowie durch eiiaeeto-edge Anordnung der
Phenylgruppe zu Phel31 stabilisiert. Die;}BBuppe vord6 liegt in einer anderen Enzymtasche

und wird durch hydrophobe Kontakte mit 11e91 und Glu69 sowie einer Wasserstoffbriicke
Bricke zwischen dentarnstofflinker und Glu92 stabilisierEur Verbindungd6 wurde erst
kirzlich gezeigt, dass sie die Bildung von Metastasen des aggressiven 4T1 Mammatumors

(Brustdriisen) stark unterdriickg**™
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E o

Abb. 30: Die Uberlagerung der beiden Kokristallstrukturen vdb (blau) und 46 (rot) mit der
hCAll zeigenunterschiedlicheAusrichtungen der substituierten Phenylreste (Zinkion =
graue Sphéare, PDB 3N3J und 3N2P).

Im vielversprechenden AntiglaukeReagenz8 ist ein Zuckerrest als Kappe an ein ahnliches
aromatisches Gerilist gebunden (ABH). Diese Verbindung ist ein potenter Inhibitor der
sezernierten IsofornVl und zeigt beispielsweise fir Isoform HhCAeine etwa 3&ache
Steigerung der Potenz gegeniberndeunderivatisierten Sulfanilamid. Die Zuckereinheit ist
auRBerdem verantwortlich flr die hohe Wasserloslichkeit und ist zur hydrophilen Region der
Enzymtasche orientiert. Dort erfolgt die Stabilisierung durch ein Netzwerk aus
Wasserstoffbriicken. Der vorwiegd hydrophile Charakter erschwert zusatzlich die
Durchgangigkeit der Zellmembran. So 4& mdglicherweise eine interessante Substanz zur

gerichteten Inhibierung deextrazellularen CAE*#2

HN/©/
HO o}
HO COOH
406
48 HO O ¢}
49

Abb.31: Die nanomolaren CA48 und 49 zeigen aufgrund zusétzlicher AnfgEnan das Inhibiter
grundgertist Veranderungen beziglichPotenz, Selektivitat, Loslichkeitlembran
gangigkeit und Fluoreszenz.
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Sulfonamid49 ist en potenter Inhibitor fir hCAX mit FluoresceiAnhang, der im Vergleich zu
den meisten klinischen CAi eine um etwa 50% verringerte Affinitat gegenubell z€1yt
(K-Werte = 45nm (hCAll) und 24nm (hCAIX).). Die Kiristallstruktur mit Isoforthzeigt,dass der
trizyklische Fluoresceinrest au3erhalb der katalytischen Tasche lokalisiert ist und aitedix

von Arg13@QVall35 wechselwirkt (Abl32). Ein Homologiemodell mit Isofort® bestatigt diese
Interaktionen und durch eine starke Wasserstoffbriicke des Carbonyls mit Arg130 wird die
bessere Affinitat im Vergleich zu h@Aerklart. Verbindung!9 wird in klinischen Studien zur
Bildgebung inTumoen verwendet, da hCKX ein vielversprechendes Target in der Krebs

forschung darstellf:®**83

R 4

l,
Abb. 32 Der CAIi49 zeigt mit seinem Fluoresceinrest als Kappe Wechselwirkumgiereiner
a-Helix (rot) auRRerhalb der enzymatischen Tasche der HGZinkion = graue Sphare,
PDB 2F14)

Drei klassische CAfcetazolamid 50, Methazolamid 51 sowie Ethoxzolamid52 tragen
Heterozyklen in ihren Grundgeristen und fungieren als weit verbreitete Leitstrukturen
(Abb.33)** Wie die Verbindungen mit Benzolgeriist kénnen auch Derivate dieser
Verbindungen hydrophobe Wechselwirkungen innerhalb der enzymatischen Tasche eingehen.
AcetazolamicbOwar 1956 das erste quecksilberfreie Diuretikum, das klinisch verwendet wurde.
Alle drei Verbindungen sind sehr potente CAi und befinden sich auch heute in verschiedenen
klinischen Untersuchungen. Da diese aber nur geringe Isoformselektivitat zeigen, beeinflussen
sie nachApplikation mehrere CAs im Korper und konnen unerwiinschte Neipkemugen

hervorrufen!t16122
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H o s Sonn s SoNH s oNH
\«N\(/ S WN\X’ S o b Ol
N-N © N-N O — N O
(6] o ,
50 51 52
Abb. 33 Strukturender CABreitbandinhibitorens0, 51 und 52.

Mit 50 und 51 als Leitstrukturen wurde bei CBB durch die Erweiterung des Grundgertstes mit
dem fluorierten Phenylrest als Kappe nicht nur die Potenz verbessert, sondern auch die
Ldslichkeit der Verbindung so verandert, dass eine effektive Lokaltherapie zur Behandlung von
Glaukomen méglich ist (AbB4).*®8% Das Sulfonamid54 zeigt Selektivitat fur die beiden
mitochondrialen Isoformen gegentber den zytosolischen HTAd 11, wobei die Stereochemie

der Camphergruppe die Bioaktif der Verbindung beeinflusst’

Q
F " s ? NH 50 s 3 NH
- 2 ~ - 2
‘=Y, o Ny
E N-N N-N
o , /

F
53 54 (R-Enantiomer)

Abb. 34: Strukturen der heterozyklischen CAB und 54 mit erweitertem Grundgerust der
klassischen CAi

Wie anfangs erwéhnt ist eine zweite Hauptklasse von CAi definiert, deren Substanzen ohne
direkte Interaktion mit dem katalytisch aktiven Zink wirken. Ziel dieser Strategie ist der Verzicht
auf dieisoformiibergreifend konservierten und starken Interaktiorener ZBG'?? Beispieg fiir

diese neuere Generation der CAi sind Phefii®? und Polyaminé®!, deren Wirkung durch
Wechselwirkungen an das Zinkgebundene Wasser/Hydroxid besteht. Die Gruppe der
Cumarine/Thiocumarine interagieren mit den CAs bevorzugt amag@sipereich der aktiven
Taschd'®*!*! Da dieseAminoséure isoformiibergeifend weniger konserviert sind, erklart dies

die teilweise vielversprechenden Selektivititswerdese Verbindungsklasse wird im Rahmen

der vorliegenderArbeit jedoch nicht behandelt.
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2.3.5CAMetallinhibitoren

Zuséatzlich zu den eher Kklassisch aufgebaut$ierbindungen wurden verschiedene
Ubergangsmetallkomplexe mit bekannten CAi als Liganden synthetisiert. Diese erwiesen sich als
wesentlich starkere Inhibitoren im Vergleich zu den einzelnen Liganden (teilweisefaeh)0

Den Komplexen wurde ein dualer Wirlgsmechanismus zugeschrieben, da diese aufgrund ihrer
geringen Stabilitdt in wassrigen Losungen dissoziieren. So komplexiert das deprotonierte
Sulfonamid auf bekannte Weise das katalytisch aktive Zinkion, wahrend das freie Metallion den
Protonen-Shuttle zir Regenerierung des katalytischen Zyklus inhilidéerbindungerb5 und 56

in Abb.35).[196197]

e
0=S=0
NH
H O\\s’\ z
o a P Ne)
° N
HN"Y, s CIU‘ = 0 0
. ‘N‘N/>\NH dc (0] N N NH
SraATa i [
RJ(N/( AL SN {
H S 17 \\O O:?:O H2 QN
NH, H
55 56 57
Abb.: 35: Die Metallkomplexé5, 56 und 57 wirken als potente CAi (R = Rest).

CowAN et al. zeigten Metallkomplexermittelte Enzyminhibierung mittels katalytischer
Oxidation. Die Inkubation der hCAnit dem MetallopeptidSulfonamidKonjugats7 fihrte unter
oxidativen Bedingungen zur Oxidation verschiedener Aminosauren (His und Trp) in
unmittelbarer Nahe zum katalytischen Zentru(dbb.35). Dadurch kam es zu einer zeit

abhangigen Deaktiviergnder Enzymaktivit&t®
Inerte metallorganischeCarboanhydrasédnhibitoren

Ausgehend von dem Sulfonam&B synthetisiertenWARDet al. verschiedene Halbsandwich
Rutheniumkomplexe als CAi (Al#6). Der (°-BiphenylKomplex59 zeigt als potentester
Inhibitor gegentiber hChA einenkK-Wert von 145.311.9nM und ist damit etwa dreimal weniger

affin als der reine Ligarit?®
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— NH
0
.0 .0
_S7 _S”
0" \H, 0" \H,
58 59
Abb. 36: Mit dem Liganderb8 wurde von WARDet al. der ( G—BiphenyI)KompIex 59 dargestellt

und dabei als einzelnes Diastereomer erhalten.

Die von PouLseNet al. entwickelten CAi besitzen entweder eine Ferrocevder eine
isostrukturelle Ruthenocengruppe als organometallischen Rest, die den hydrophoben Bereich
des katalytischen Zentrums adressieren. Hierbei wurden verschiedene Erweiterungen des
BenzylsulfonamigGrundgeristes (Triazol, Triazainid, TriazeEster, Harnstoffinker) sowie die
Konnektivitat desSulfonamidqpara, meta) und des Metallocens variierAbb.37). Die meisten

der Komplexerbindungen zeigen Affinitaten im niedrig nanomolaren BerBi¢A>"

=N Q =N Q
@\ N\ \N4©7§—NH2 N\ \N4©7§—NH2
M& o ;i o
60 (M = Fe) M 62 (M = Fe)
61 (M = Ru) % 63 (M = Ru)
60 61 62 63
3900nm (1) 44nm (1) 1600nm (1) 9nm (1)
80nwm (1) 9.7nm (I1) 36nm (1) 12.3nm (Il)
85nm (I1X) 10.3 v (IX) 65nm (IX) 64 nm (1X)
Abb.37: Auswahl verschiedener MetallocegBAi60¢63 von PouLsEMet al. mit einer Auswahl von

K-Werten gegeniiber drei CAs.

Teilweise existieren deutliche Unterschiede zwischen den Eiged Rutheniumkomplexen,
wobei fast durchgehend die Ruthenocene potenter sind (Fakiederte #§00). AulRerdem
zeigen diese mehrheitlich eine Steigerung #eWerte im Vergleich zu den rein ganischen
Verbindungen, die ein unsubstituiertes Triazol oder einen Phenylrest statt des Metallocens
tragen. In Abb38 ist die Kokristallstruktur voi1l mit hCAIl dargestellt. Das Ruthenocen ist
hierbei zur hydrophoben Region der amphiphilen Enzymkageéthtet und geht mehrere Van
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der-Waals Wechselwirkungen ein. Dabei ist keine direkte Interaktion des zentralen Ruthenium

ions mit dem Enzym zu erkennen.

Abb. 38 Kokristallstruktur vor61 mit hCAll (PDB 3P44). DirarkiertenAminosauren(rot) zeigen
hydrophobe Interaktionemmit dem Ruthenocen.

ALBERTGet al. veroffentlichten erste Rheniumkomplexe als nanomolare CAi. Besonders starke
Affinitat wurde fur die in der Krebstherapie interessam Isoformen hCAX und hCAII
nachgewiesen. Fur die meisten der zwolf getesteten Isoformen weisen die Verbindéhged
65 ahnliche, zweistellig nanomolatg-Werte auf. Das Sulfami@6 zeigtinsgesamidie groi3ten

Selektivitatsinterschiede deMerbindungen.

H P
N=S-NH
0 o o
o §-NH, H
=4 L% = =
Re.eo Reugo " e ©
~\/'co Y oc” M
oc \CO oc Co S’/O Cco
64 65 O NH, 66
4590nMm (1) 2775nM (1) 39 (1)
35.5nm (Il) 25.3nm (I1) 15.1nm (I1)
5.2nm (IX) 7nm (IX) 43nmM (1X)
Abb.: 39: Strukturen verschiedeneRheniumkomplexeon ALBERT@t al. mit einer Auswahl von

K-Werten gegeniber drei CAs
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Von den beiden Sulfonamide®4 und 65 konnten die entsprechenden®"TeHomologen zur
maoglichen Anwendung in der Radiodiagnostifnthetisiert werder®®? Die Kokristallstruktur
von 65 mit hCAll zeigt, dass die [Re{-(GHs)(CO))]-Einheit in der gleichen hydrophoben Tasche
wie das Ruthenocen voBil lokalisiert ist (Abb40).

Abb. 40: Kokristallstruktur voré5 mit hCAll (PDB3RJJ. Diemarkierten Aminosauren(rot) zeigen
hydrophobe Interaktionemit der [Ref®-(GHs)(CO))]-Einheit.
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Kapitel 3

Eigene Arbeiten

3.1 Histondeacetylasen

3.1.1Designstrategie

In der Vergangenheit fanden hauptséchlich rein organische Verbindungen Anwendung als
Enzyminhibitoren fir HDACs. Wie bereits beschrieben, sind deren grof3e Mehrheit jedoch
Breitbandinhibitoren ohne Isoformselektivitd® Zur Darstellung von Metallkomplexen als

HDACi wurde das Modell der Di2oméanenStruktur modifiziert (Abb41).

‘ - - \ , P
| ZBG Linker Kappe (M
) ERN
Ly
Abb.41: Dra-DoméanenStruktur  potentieller HDAhibitoren mit im Kappenbereich
modifiziertem Metallkomplex ZBG = Zinkbindende Gruppk|, = Metallzentrum, L =
Ligand).

Alszirkbindende Gruppevurde die Hydroxamsaure ausgewahlt, da deren Funktion als potenter
Zr*-Binder in vielen Breitbandinhibitoren der HDACs gut untersucht ist (s. Kapitel 2.2.4). Bei
dem Aufbau des Linkers wurde sichauan den bekannten Inhibitore23, 26 und 27 orientiert
(Abb.42). Diese besitzen Arllinker statt Kohlenwasserstoffketteniedsonst zur Imitierung des
natirlichen Substrates Lysin verwendet werden. Der Kappenbereich stellte das Hauptaugenmerk
der vorliegenden Arbeit dar, da er hauptsachlich durch das Metallkomplexfragment gebildet
werden soll. Durch die Verwendung unterschieldér Metallvorlaufer wird dieser Bereich gezielt
modifiziert und tragt so zum schnellen Aufbau einer kleinen Substanzbibliothek bei. Demzufolge
muss der Ligand eine chelatisierende Einheit tragen. Als Hauptmotiv wurde hierzu eine Bipyridin
Einheit verwendt, da diese als zuverlassiger Chelatbildner die Synthese einer ersten

Inhibitorgeneration erleichterte.
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/
////m )
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AZ/\Z_
\ 7\ 7

HN™ S0 HN™ ™0 HN™ 0 HN™ 0
OH OH OH OH
23 26 27 67 68
Abb. 42 Designidee zur Synthese einer ersten Generation von Metallkomplexen als-HDAC

Inhibitoren. Links sind versiedene Arylhydroxamséauren als Leitstrukturen abgebildet
(Rot =Zinkbindende GruppeSchwarz = Linker, Blau = Kappe, M = Metallzentrum).

Diese rigide Struktur tréagt durch-stackingWechselwirkungen im Tunnel der zinkabhangigen
HDACs zur Stabilisierungrdnteraktion bei. Fur die erste Generation wurde die Synthese zweier
ahnlicher Varianten (linea67 und gewinkelt68) des Liganden angestrebt (AbB2). Die
unterschiedliche Positionierung des Metallfragmentes sollte dabei einen Einfluss auf die
Bioaktivitat zeigen. Ein Beleg daflir, dass an dieser Position genug Platz fur die Metallkomplexe
vorhanden ist, sind die zyklischen Peptide als nanomolare HDACI (s. Kapitel 2.2.4). Da die
diprotische Hydroxamsaugeuppe tendenziell eher labil ist und a@weizdhniger Chelatbildner

die Komplexierungsreaktion des Metalls am Bipyridin stéren kénnte, musste diese vor der
Komplexierungsreaktion geschiitzt werdé# Hierzu wurde der Einsatz verschiedener
Schutzgruppen getestet. Grundbedingung fir eine weitere Verwendung war, dass das
abschlieRende Entschitzeaunter relativ milden Bedingungen abléuft, damit der Metallkomplex

intakt bleibt.
Retrosynthese linearer Ligand

Zur Synthese des linearen Liganden wurden zwei Synthesestrategi@etiacht gezogen
(Abb.43). Zum einen eine lineare Synthese beginnend dein Aufbau des chelatisierenden
BipyridinSystems. Nach der Kupplungsreaktion zu einem Triarylsystem wird abschlieend die
Hydroxamsaurefunktion eingefiihrt und geschitzt. Alternativ kann eine bereits geschiitzte
Hydroxamsaure, Ublicherweise an der Hydroxypge, auch direkt eingeflihrt werden. Zum
anderen kann der Ligand mittels Kreuzkupplung als finalem Schritt dargestellt werden. Hierfur
werden zwei entsprechende Bausteine als Vorlaufer fur diese Reaktion bendtigt. Davon enthélt

einer die Bipyridineinheitnd der andere die geschiitzte Hydroxamséaure.
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7 N/ N\ R! :"> 7 N/ N\ R2 :’>
—N N= —N N=
O
/ \ / \ R3 + R4 SG
QA= Ok =

Abb.43; Retrosynthesstrategienzur Darstellungdes neutralen,linearen Pharmakophorliganden
(R = Rest, SG = Schutzgruppe).

N/ N\ G
—N N= HN-O

Durch Verwendung von PhenylpyridBausteinerwurde die Darstellung eines monoanionischen
Liganden untersucht. Dieser bietet gegenlber einem Neutralliganden den Vorteil,edass
mittels CHAktivierung dargestellteMetallkomplex eine positive Ladung weniger besitzt. Unter
Verwendung der meisten in der vorliegenden Arbeit vorgestellten monokationischen
Metallvorlaufernkénnten so neutrale Komplexverbindungen erhaltererden Dies bringt vor

allem in Bezug auf biolagihein vivoUntersuchungen erhebliche Vorteile mit sich, da durch den
Verlust der positiven Gesamtladung die Zellgangigkeit der Verbindungen erheblich verbessert
wird. Ein mdglicher Nachteil ware, dass beispielsweise bei der Synthese der Trithiacyclononan
Komplexe instabilere Verbindungen entstehen kdnnten, da die anionischen Liganden nicht mehr

durch die positive Ladung am Metallzentrum stabilisiert werden kénnen.
Retrosynthese gewinkelter Ligand

Grundsatzlich wurden die Uberlegungen zur Synthese dearénePharmakophorliganden auf
die gewinkelte Variante UbertragenDas fir eine Kreuzkupplungoenétigte 4BromH 2-H W
bipyridin?®? konnte im Rahmen der Diplomarbeit vé@THRINACHERIicht dargestellt werden,
weshalb nach Alternativen gesucht wurd®! Eine Idee war zuerst das gewinkelte Triarylsystem
aufzubauen, um dieses anschliel3end gezielt zu funktionalisieren 4AplAls Ausgangsmaterial
wurde 4-(4-Brompheny2,2-bipyridin 69) ausgewahl’**¥ Folglich wurde eine linga

Syntheseroute ohne finale Kreuzkupplungsreaktion écitelt.

O, 0-SG
Br R NH
7 N/ N\ 7 N/ N\ 7N/ N\
=N N= =N N= =N N=
69
Abb. 44: Retrosynthesestrategie zur Darstellung des gewinkelten Pharmakophorliganden (R =

Rest, SG = Schutzgruppe).
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3.1.2Synthese der Liganden
3.1.2.1Lineare Liganden
Synthese der BipyridifPhenylpyridin-Bausteine

Kommerziell erhaltliches-Brompyridin 70) wurde mittels BrorLithiumrAustausch, gefolgt von
einer Umsetzung mit Trimethylzinnchlorid in einer Ausbeute vo84% zu
2-(Trimethylstannyl)pyridin71) umgesetzt**?! Alternativ wurde in einer analogen Reaktion das
weniger toxische und preiswertere Jrbutylzinnchlorid verwendet und 2-(Trin-
butylstannyl)pyridin (72) erhalten (Schemab)."! Demzufolge konnten anschlieRend beide
2-Metallopyridine mit2,5-Dibrompyridin 73) mittels SILLEKupplung zu BromH Z-kipyridin
(74) umgesetzt werden (74% mifl und 43% mif72) [21%%2

Br~<j>~Br
N //

Me3SnCl oder

(n-Bu);SnCl 73
n-BuLi Pd(PPhs), -
@Br @Sn% 7\ \ Br
=N THF, -78 °C auf RT, 15 h =N m-Xylol, 120 °C, 15 h = N
70 71R=Me 84% 43-74% 74

72R=n-Bu 83%

Scheméb: Syntheseson 5-Brom+ Z-bipyridin (74).

Zur Synthese der weiteren Kreuzkupplungsbausteine wiuddenittels BromLithium-Austausch

und Umsetzung mit T#n-butylzinnchlorid in das entsprechende Stani{d (80%) Uberfuhrt
(Schema).**21 Dje Synthese der esprechenden Trimethylzinnverbindurf® scheiterte an

der Instabilitdt des Produktes und weder eine Reinigung mittels Saulenchromatographie, noch
Kugelrohrdestillation war moglich. Als zusétzliche Variante wufdenach BromLithium-
Austauschmit Triisoprogylborat umgesetztund die entsprechende Boronsaur& als Vorlaufer

fur eine zuklKupplung erhalten. Die verkirzte Aufarbeitung erfolgte mittels Extraktion und
lieferte das Produkt in 82% Ausbeute. Folglich konnten insgesamt drei verschieden modifizierte
Bipyridine 74, 75 und 77 als Vorlaufer fir eine Kreuzkupplung zur Darstellung des neutralen,

linearen Liganden synthetisiert werden.
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n-BuLi, (n-Bu)3SnCl 7\ —
Et,0, -95 °C auf RT, 2 h =N N

80% s
— n-BuLi oder t-BuLi, Me;SnCl —
—N N Et,0 oder THF, —78 oder —95 °C auf RT, 2-15 h =N N
74 76
n-BuLi, B(O-iPr); NaOH 7\ —
Et,0,-78°Cauf RT,25h =N N
82% m
Schemab: Synthese der B/etallo-H Z-bipyridine 75 und 77 zur Vorbereitung fir eine Kreuz

kupplungseaktion.

Nach Darstellung det-Bromphenylboronsauré79)?*® bei ¢78°C in Diethylethekonnte durch
SzukdKupplung mit Brompyridin {0) das 2-(4-Bromphenyl)pyridin §0) erhalten werden
(Schema 7f*® Die Stannylierung z2(4-(Trin-butylstannyl)phenyl)pyridir81) erfolgte in einer

Ausbeute von 83%.

QBr
7

0
n-BuLi, B(O-iPr)3 Pd(PPhg3),, Na,CO5 7\
Br—< >—Br (HO)ZB—< >—Br ¢ >—< >—Br
Et,0, -78 °C auf RT, 2 h DME/H,0, 100 °C, 16 h =N

78 75% 79 63% 80

n-BuLi, (n-Bu);SnCl "THF, —90 °C auf RT, 2 h

83%

@—@Sn(n-Buk
—N

81

Schemar: Synthese voR2-(4-(Trin-butylstannyl)phenyl)pyridingl) Uber drei Stufen.

Mittels SuzukiKupplung der beiden kommerziell erhaltlichen Verbindungen Phenylboronsdure
(82) und 2,5Dibrompyridin 73) erfolgte de Darstellungvon 5-Brom-2-phenylpyridin (83) in
einer Ausbeute von 73% (ScheB)d®”! Nach anschlieRender Stannylierung \8shbei-92°C in
Diethylether wurde 2-Phenyi5-(Trin-butylstannyl)gyridin (84) in einer Ausbeute von 89%

erhalten.
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Br4<t>~Br
\ /

73

Pd(PPhs),, Na,COj4 = n-BuLi, (n-Bu);SnCl —
B(OH). Br MSn(n-Buk
C > DME/H,0, 100 °C, 15 h \N / Et,0, -92 °C auf RT, 1.5 h N /

84

82 73% 83 89%

SchemaB: Synthese von-Phenyi5-(Trin-butylstannyl)pyridin 84) Gber zwei Stufen.

Vom Ester zur Hydroxamséaure

Mit 5-BromH Z-bipyidin (74) und der kommerziell erhéltlichen 4Methoxycarbonw
phenylbororsdure 85) wurde durch eine BzukiKupplungder lineare Methylester86 (32%)
synthetisiert Aufgrund der basischen Reaktionsbedingungen fand teilweise eine Esterhydrolyse
statt, so dasgzusatzlichdie Carbonsaur@&7 gebildet wurde (Schem8). Nach Veresterung des
reisolierten Nebenproduktes wurdder Methylester86 insgesamtiiber zwei Stufen in einer

Gesamtausbeute von 8odargestellt.

o)
7 N/ N\
=N N= OMe
@_@B . (HO) 5 (0] Pd(PPh3)4, N82C03 86
N e . MeOH, H*,
- N OMe DME/H,0, 100 °C, 15 h + . ) RucKfluss,
74 85 7\ 7\ 15h
=N N= OH
87
Schemap: Der Methylester86 wurde rach Veresterung des Nebenprodukt®&s in einer Gesamt

ausbeute von 80% dargestellt.

Alternativ konnte durch SLLEKupplung des stannylierten Bipyridi@® mit dem kommerziell
erhaltlichen Ethy#-brombenzoat(88) in m-Xylol bei 120C der EthylesteB9 in einer Ausbeute
von 78% erhalten werden (Scherh@).

_ Pd(PPha), 0
- N OEt MXylol, 120°C,135h \=\ = OEt
75

78% 89
SchemalO: Darstellung des Ethyleste®8 mittels SiLLEKupplung.
Ausgehend von den beiden isolierten Carbonsaureestern sollte die Hydroxam&dure

synthetisiert werden. MAssAROet al. isolierten Hydroxamsauremach Umsetzung von

verschiedenen Methylesternmit Hydroxylaminhydrochlorid und Kaliumhydroxid einer
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Mikrowelle*® Die in der Literatur mit oft hohen Ausbeuten verbundene Methode konnte
jedoch nicht auf den Methyleste86 Ubertragen werden (Schembl). Es wurde entweder das
Startmaterial reisoliert oder teilweise die Umsetgurzur Carbonsdur&7 beobachtet. Des
Weiteren war die Hydroxamsauresynthesnittels Hydroxylaminhydrochlorid und Kalium
hydroxid bei Raumtemperatur durch Umsetzung verschiedener Ethylester bekihnin

vorliegenden Fall konnte mit Ethylest®® lediglich die Umsetzung zur Carbonsaure beobachtet

werden.
o} H,NOH*HCI, KOH
7 N/ \ 2
=N N= OMe MW (150 W),
86 MeOH, 80 °C, 6-30 min o
7 N/ \
=N N= HN-OH
o) H,NOH*HCI, KOH 67
7 N/ \ 2
=N N= OEt MeOH, RT, 15 h
89
Schemall: Reaktionsansatzeur Hydroxamséauresynthese ausgehend von den Carbonséaureeifern

und 89 (MW = Mikrowelle).

Nach modifizierter Vorschrift vorZaNDA et al. sollte die Esterverbindung direkt in eine
geschitzte Hydroxamsaure uberfihrt werden. Beide Carbonsaure@&&eunnd 89 wurden
jeweils bei ¢78°C in abs. Tetrahydrofuran mitO-Bn-Hydroxylaminhydrochlorid und
Lithiumbis(trimethylsilyl)amidLiHMDS) umgesetzt. Somit konnte der benzylierte Licghih
einer Ausbeute von 77% (Methylester) bzw. 56% (Ethylester) erhalten werden (StREMa

7N\ \ o) Bn-O-NH,*HCI, LIHMDS
=N N= OMe THF,-78 °Cauf RT,1h
8 77% 7 WA 2
=N N= HN-OBn
7N\ /N O Bn-O-NH,*HCI, LIHMDS 920
= = THF, -78 °C auf RT, 1h
NN OFt Hy, PA/C (10%)
89 56% verschiedene Bedingungen
o]
7 N/ N\
=N N= HN-OH
67
Schemal2: Syntrese und gescheitertes Entschitzen der benzylierten Hydroxam&&ure
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Um anschliel3end erste Komplexsynthesen zu untersuchen, mussten zuvor die Bedingungen fur
eine Entschutzung dieses Liganden verifiziert werden. Hierbei wurden mit Palladium auf Kohle
unter Wasserstoffatmosphare @m) Standardbedingungen zum Entschiitzen verwefd®t.
Nachdem nach 18tunden in MeOH bei Raumtemperatwgitke Umsetzung beobachtet werden
konnte, wurde die Reaktion unter Verwendung von Essigsaure als Lésungsmittel wiederholt.
Jedoch war auch hier nach $2unden kein Umsatz des Ausgangsmaterials zu beobachten.
Selbst mit Essigsaure unter Wasserstoffatmosphaf;85 bar) in einem Autoklaven, fand keine
Umsetzung zum bioaktiven Ligand&7 statt, weshalb die Verwendung des benzylierten
LiganderB0 zur Komplexsynthese verworfen wurd&'eitere Umsetzungemit O/ N-geschiitzten
Hydroxylaminen wurden nichtintersucht, da viele Varianten entweder nicht kommerziell

erhéltlich oder relativ teuer sind.
Ubertert-Butylester und Carbonsaure zur Hydroxamséaure

Als Alternative wurde untersucht, ob die Hydroxamsaure ausgehend von der Carbonsaure
zuganglich war, die daoh saure Hydrolyse eindsrt-Buylesters erhalten werden sollte. Diese
Syntheseroute bot den Vorteil, dass der Ester nicht so basenlabil ist wie die zuvor verwendeten
Methyl- bzw. Ethylester. Somit wurde eine basische Hydrolyse wahrend des Liganderaufbau
mittels SzukiKupplung vermieden.Bei der anschlieBenden sauren Hydrolysmtsteht
gasformiges Isobuten, das keine Rickstéande hinterlasst. Ausgehend vDibsbenzol 91)

wurde der literaturbekannte EsteB2 in einer Ausbeute von 90% synthetisiBff Nach
erfolgreicher 8zukiKupplung mit Boronsaur&7 wurde dertert-Butylester 93 erhalten (86%)
(Schemadl3).

+ r
—N \N/ 2 oty DME/H,0, 100 °C, 15 h =N N= OtBu

77 92 86% 93
1) n-Buli Toluol, =10 °C
2) n-BuMgClI
3) Boc,0O 90%

Br@Br
91

Schemal3: Synthese detert-Butylesters93 mittels S)zukiKupplung.

Zur anschlielenden Hydrolyse wurden verschiedene Verfahren geteRdk und BULL

beschreiben eine I6sungsmittelfretert-Butylester-Spaltung mittels Kieselgel, die sowohl in der
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Mikrowelle, alsauch durch Erhitzen im Olbad geldff§. Der Ester93 konnte bei 120C durch
Verwendung einer Mikrowelle furGIMinuten nicht gespalten werden und bei Erhitzen im Olbad

auf 120°C fur bis zu 14.Stunden war die Umsetzung unvollstdndig. Wiederholungen der
Reaktionen mit Toluol als Losungsmittel ergaben ebenfalls Reaktionsgemische in schlechten
AusbeutenDurchsaue Hydrolysen unter Verwendung verToluolsulfonsaure in Wasser (80

fir 24 Stunden), Ameisensaure (88 flr 24Stunden), konz. Schwefelsaure in Dichlormethan
(Raumtemperatur fur 2&tunden) und konz. Salzsdured@0°C fir 3 Tage)wurde auchkeine
vollstdndige Umsetzung erreicht. Die Reaktionsanséatze wurden mittels basischer Extraktion kurz
aufgearbeitet und anschlieBend das Rohprodukt direkt umgesetzt. Hierfir wurden in der
Literatur zwei Syntheserouten zur Bildung der Hydroxamséaure beschrielrareiden die milde
Umsetzung der Carbonséaure mit Cyanurchlorid und der organischenNBt&hylmorpholin
(NMM). Uber einen Triazinester sollte das entsprechende Saurechlorid gebildet werden, das
aktiviert durch den nukleophilen Katalysator -(Bimethylamim)pyridin  (DMAP) mit
Hydroxylamin zur entsprechenden Hydroxamsaure rea§féft? Die nachLiteraturvorschrift
durchgefihrte Reaktion vorCarbonsaure87 mit Cyamrchlorid zeigte keine signifikante

Umsetzung zur Hydroxamsausé (Schemal4).

Cl_N__cCl
i
N.__N
Cl
0 * 0
7N\ /A NMM, kat. DMA:P, H,NOH*HCI 7N\ / N\
=N N= OH DCM oder THF, 0 °C auf RT, 12-17 h =N N= HN-OH
87 67
Schemal4: Reaktionsansatz zur Synthesder Hydroxamsaure 67 durch Umsetzung mit

Cyanurchlorid Uber das situgebildete Saurechlorid.

Eineandere Variante zeiglie Umsetzungeiner Carbonséure unter neutralen Bedingungen mit
Chlorameisensaureethylester, wobei daszeugte Anhydridin situ durch Reaktion mit
Hydroxylamin in die Hydroxamsaure uberfiitwird.**??7 Durch Hydrolyse des Anhydrids
konnte jedoch wiederum die Carbonsaure entstehen. Dies wurde dadurch deutlich, dass vor
Zugabe des Hydroxylamins die Carbons&@rtenter modifizierten Literaturbedingungen &3.
Chlorameisensaureethylester und NMM) zwar kompletinzAnhydrid94 reagierte, aber nach
Reaktion mit dem Hydroxylamin eine Mischung aus Hydrexend Carbonséure erhalten wurde
(Schemalb). Hierfir kdnnte Uberschissiges Kaliumhydroxid von der Neutralisation des

Hydroxylaminhydrochlorids oder dabei entstaneésniVasser verantwortlich sein. Jedoch konnte
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im Vergleich zur Reaktion mit Cyanurchlorid eine Umsetzung von ca. 50% erreicht werden,

wobei beide Verbindunge7 und 87 nicht isoliert werden konnten.

0
0 HN-OH

67
(0] EtO)J\CL NMM O H,NOH*HCI, KOH
OH Et,0,0°C,2h O« Et,0/MeOH, 14.5 h
o) (0]
87 quant. Umsatz 94 bpy*@-{
(HPLC-MS) OH

Schemals: Reaktionsansatz zibarstellung deHydroxamsaur&7 mit Chlorameisensaureethylester
Uber das Anhydri®@46 6 LJ& -Bipyridi&SHy/IyW

Verwendung demDioxazolshutzgruppe

Zum Schitzen der Hydroxamsaure besitien COUTURIERet al. die Verwendung der relat
stabilen DioxazeBchutzgruppe. Das Entschiitzen erfolgt hierbei durch Verwendung der
kommerziell erhaltlichen Festkérpersdure Nafidn einer Kombination von stabilem Teflon
Riickgrat mit sauren Sulfonsauregruppen,Rrdpanol?®! Die Hydroxams&uré7 sollte in einer
Mischung mit der Carbonsauregly Schemad.5) selektiv durch Bildung des Dioxazols geschitzt
werden. Mittels modifizierter Reaktionsbedingungen unter Verwendung von Cardffher
sulfonsaure und 2;Dimethoxypropan wurde die Umsetzung des Rohproduktes zum Did¥azol
zwar nachgewiesen, jedoch konnte der geschitzte Ligand nach Anwendung dieses

Syntheseweges nicht sauber isoliert werden (Schifa

7N\ /N o) 2,2-Dimethoxypropan, CSA /N /N \O\%,
=N N= HN-OH DCM, RT, 68 h =N N= N-©

67 95

Schemal®6: Reaktionsansatz zur Einfuhrung der Dioxazolschutzgrimppke Hydroxamsaures7 zur
Synthese des geschiitzten Ligan@&(CSA = Camphd0-Sulfonsaure).

Nachdem die vergangenen Ansétze, die sich hauptsadchlich an der linearen
Retrosynthesestrategie (Abld3) orientierten, nicht den gewinschten Erfolg brachten, sollte
nun erst einBaustein mit bereits geschitzter Hydroxamsaure synthetisiert werden. Mit der
literaturbekannten Hydroxams&aured6, die durch Umsetzung des EthylesteB8 mit
Hydroxylaminhydrochlorid und Kaliumhydroxid in Methanol bei Raumtemperatur erhalten

wurde, stand eie Verbindung zur Verfiigung, die moglicherweise tber eine Kreuzkupplung mit
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einem der bereits vorhandenen Bipyridinbausteine umgesetzt werden konnte (Schgfi&!
Da eine Kreuzkupplung bzw. weitere Modifikationen bei ungeschitzter, labiler
Hydroxamsé&urefunktionalitat als unwahrscheinlich galten, wurde zuerst das Di@%and 82%

Ausbeute synthetisiert.

O H,NOH*HCI, KOH O 2,2-Dimethoxypropan, CSA OjZ/
Br—< :}—4 Br—< >—< Br—< >—<\
OEt MeOH, RT,15h HN-OH DCM, RT, 6 h N-O
88 94% 96 82% 97

Schemal7: Synthese der Dioxazgkeschitzten Hydroxamsaugs.

AnschlieRend wurden mit den vorhandenen Bausteinen verschiedene Kreuzkupplungsreaktionen
zur Synthese des Dioxazolligand@&suntersucht (Schema8). Das Produkt konnte nur durch die
SriLLeKupplung erhalten werden, wahrend mit dem analogarz@dKupplungsansatz keine

erfolgreiche Umsetzung gelang.

e o+ Pd(PPhs),s
M—Sn(n-Bu)a + Br4©—<\
=N N N-© m-Xylen, 120 °C, 15 h
75 97 67% I\ o+
\

/ N-O

7\ = OTL Pd(PPh;), Na,COs3 95
=N N N-© DME/H,0, 100 °C, 15 h

77 97

Schemal8: Synthese des linearen Dioxatdgjanderd5 durch SriLLEKreuzkupplung

Vor Verwendung zur Komplexsynthese musste auch bei diesem Ligand untersucht werden, unter
welchen Bedingungen das Entschitzen moglich war. Hierbei zeigte sich unter der Verwendung
des NafiorH in Isopropanol, dass sich hauptsachlich el@sprechende Isopropylester bildete
Durch einen Wechsel des Ldsungsmittels auf Tetrahydrofuran konnte keine Umsetzung des
Dioxazt¢s erreicht werden. Die Tabelle zeigt verschiedene Reaktionsbedingungenmzu
EntschiitzerdesDioxazolLigander95 mit NafionH und Trifluoressigsaure (TFA). Hierbei wurde

der Anteil an Trifluoressigsaure sukzessive reduziert und anteilig durch Wasser und Dioxan
ersetzt. Die Carbonsau&” und eine Verbindung mit der protonierten Masse von 291 sind bei
diesen Reaktionen die Haumbenprodukte (HPL®IS), deren Bildung durch Erhdéhung der
Temperatur auf 40C gesteigert wurde. Insgesamt lie3 sich das Entschiitzen der Hydroxamséaure

innerhalb eines Tages nur mit eher harschen Bedingungen realisieren.
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Tab.1l: Diverse Ansatze zur Entschiity des linearen Dioxazblganden 95 zur bioaktiven
Hydroxamséauré?. Die Bestimmung des Umsatzes erfolgte mittéf s CMS (ESI (+)).

Reagenz Reaktionsbedingungen Umsatz
NafionH iPrOH 70°C 22.5h
NafionH iPrOH 95°C 22.5h iPrEster (79%)
Nafion-H THF 75¢85°C 50h
TFA TFA 0°C auf RT 1.5h Produkt67 (75%)
TFA/HO
TFA 41 0°C aufRT 1.5h Produkt67 (75%)
TFA/Dioxan/BED
TFA RT 22.5h Produkt67 (75%)
6:3:1
TFA/Dioxan/EO
TFA RT 24h Produkt67 (82%)
3:4:3
TFA/Dioxan/BED
TFA 8 RT 6d Produkt67 (78%)
1:8:1

Verwendung der TBSchutzgruppe

Als milde Alternative zur Dioxazolschutzgruppe wudie Verwendung der TB&hutzgruppe
untersucht dadas Entschitzemittels Tetran-butylammoniumfluorid TBAJ eine sehr milde
Variante darstellt In Analogie zu Dioxazd®7 sollte eine TB§eschitzte Verbindung8

synthetisiert werden, wozuKonditionen vonMiller et al. adaptiert wurden??®

| Die Hydroxam
saure 96 wurde mit 1.3eq. Imidazol und 0.98q. tert-Butyldimethylchlorsilan (TBSCI)
16 Sunden bei Raumtemperatur in Dimethylformamid gerdhrt, um die geschitzte
Hydroxams&ure98 in einer Ausbeute von 55% zu erhalten (Scheb® Die stannylierte

Verbindung 99 konnte nicht sauber isoliert werden, wurde aber fir eine Testreaktion

verwendet.
1.3 eq. Imidazol, n-BulLi,
o) 0.95 eq. TBS-Cl o] (n-Bu);SnCl O
HN-OH DMF, RT, 16 h HN-0TBS THF. —912 5(% auf RT, HN-OTBS
96 55%, 98 ' 929

Schemal9: Synthese des Monr®BSBaustein®8und dessen Stannylierung 20.
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Mit den beidenPhenylpyridinen83 und 84 konnten anschlie3end keine erfolgreich&niLLE
Kreuzkupplungen zur Darstellung vb®0 durchgefihrt werden (Scheni0).

Pd(PPhj3),

m-Xylol, 120 °C, 15 h

) ) O
O rowan- o4 OO
N= HN OTBS Pd(PPh3), N= HN-OTBS
84

100

DMF, 95 °C, 15-39 h

Pd(PPhs), 0
O rm om0 OO
N= HN-OTBS M-Xylol, 120 °C, 15 h N= HN-OTBS

100

Schema20: Ansatzezur Synthese des MoRDBBSLigandenl00 mittels SriLLEKreuzkupplung

Um zu untersuchen, inwiefern das Proton an der MRS Verbindung stérend fur die
Kreuzkupplung war, wurde die BisTBSVerbindung 101 synthetisiert (Schema2l). Durch
Reaktion der Hydroxamsaure96 mit tert-Butyldimethylchlorsilan und Imidazol in

Dimethylformamidwurde die geschitzte Hydroxamsaureeiner Ausbeute von 80%rhalten.

6 eq. Imidazol,
O 4 eq. TBS-CI OTBS
HN-OH DMF, RT, 16.5h N-OTBS

96 80% 101

Schemal: Synthese deBisTBSVerbindunglOl.

Die anschlieendeT&LEKupplung unter Standardbedingungen mit Staniylergab in einer
Ausbeute von 61% den geschiitzten Liganteh(Schema2).

OTBS Pd(PPhs), OTBS
7 N N—snnBu), + Br4©—<\ A= S
=N N= N-OTBS m-Xylol, 120 °C, 15 h =N N= N-OTBS

75 101 61% 102

3eq. TBAF 0 °C (15 min)
auf RT (1.5 h)

70%
7 N N\
=N N= HN-OH

67

Schema22: Synthese des linearen Bi8SLigandenl02 durch SriLLEKupplung und Entschiitzung zur
Hydroxamséaur&7 mittels Tetran-butylammoniumfluorid.
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Durch Vergleich mit Literaturerten konnte mittels”> GNMR AnalytikVerschiebung des C=N
Signals bei 1528pm) das Produkt als reinef){O,0-Bis TBSLigand102identifiziert werden??°!

Zum Entschitzen der Verbindung wurde eine Testreaktion mit Felratylammoniumfluorid
durchgefuhrt und 70% der Hydroxamséa@e erhalten.Insgesamt gesehen, zeigte der-BBS
geschitzte Ligand102 die vielversprechendsten Voraussetzungen fur die konuheen
Komplexierungsreaktionen, da er erstens unproblematisch zu synthetisieren war und zweitens
mit Tetran-butylammoniumfluorid die mildesten Reaktidmesdingungen zum Entschiitzen

bendtigte.

Aufgrund dessen wurde als monoanionischer Ligand reprasentaéiv BisTBSgeschitzte
Verbindungl03, mittelsKreuzkupplung des stannylierten Phenylpyridddsind der geschitzten
Hydroxamsaurd. 01, in einer Ausbeute von 67% synthetisiert (Sch@g®)a

OTBS Pd(PPhj), OTBS
O_an(n-BU)s : Br4©_<\ ° / \ Q Q \
=N N-OTBS M-Xylol, 120 °C, 15.5h =N N-OTBS

81 101 67% 103

Schema23: Darstellung des monoanionischen BiBSgeschitzten Liganderl03 mittels Kreuz
kupplung.
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3.1.2.2Gewinkelter Ligand

Als Ausgangspunkt konnté-(4-Bromphenyl2,2-bipyridin 69) in guten Ausbeuten mittels
KROHNKPYridinSynthese dargestellt werden (Scha24) [20%2%9)

Br

o 1~
(o) =
N OH , @ NH,0Ac
NS
5 7 H,O, Riickfluss, 6 h  /— —
Br N
N N
107 108

7\
95% \ {
COOH
109
EtOH/H,0, l,, Pyridin,
5-10°C,2h 100 °C,2h Ethylenglykol,
200 °C"(MW), 10 min
97% 88%
65%
O _H
o o) Br
N )J\WONa ~
|
0 x-N
Br
104 105 106

Schema24: Darstellung von 44-Bromphenyl2,2-bipyridin €9) mittels IROHNK#yridinSynthese.

Im nachfolgenden Schritt wurde das Brorbilin das entsprechende Nitril umgewandelt. Hierzu
wurde eine katalytisbe, milde Variante der GsSENMUNSYONBRAUNReaktion adaptiert®” Erste
Vorarbeiten zu dieser Synthese wurden WBTERGOBELdurchgefihrt, so dass das NittillO in
einer Ausbeute von 76% synthetisiert werden kon(sehema?5). Die Reaktion i-Xylol bei
180°C musste hierzu in UberdruckgefaRen ausgefuihrt wer@s. Nitril wurde anschlieRend

zur Carbonsaur&11 hydrolysiert und ireiner Ausbeute von 96% erhatte

Br CN COOH
NaCN, Cul, K,
N,N'-Dimethylethylendiamin 20 eq. KOH
= — 0-Xylol, 160 °C, 20 h = = H,0, 115 °C, 22 h
\ S W/ 76% \_ " N7 96%
69 110 111

Schema25: Umsetzung es Bromid@&® zum Nitril 110 und anschlieBendelydrolyse zur Carben

saurelll.

Die folgende Umsetzung zur Hydroxamsa@geerfolgte, aufgrund erster Untersuchungen zu

dieser Reaktion vgl Schema 15), mittels Chlorameisensaureethylester (Sche2fpa
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AnschlieRend wurde das Rohprodukt direkt mit einem Uberschuss an Imidazotetrd
Butyldimethylchlorsilarin Dimethylformamid umgesetzt und nach s&ulenchromatographischer
Reinigung konnte degewinkelte Neutralligand 12 in einer Ausbeute von 40% uUber zwei Stufen

isoliert werden.

M

EtO” "Cl, NMM, H,NOH*HCI, KOH

DMF/MeOH, 0 °C auf RT, 17 h

3 eq. Imidazol, 6 eq. TBS-CI
. DMF, RT, 18 h
in situ

40% (Uber 2 Stufen)

TBSO OTBS

Schema26: Hydroxamsauresynthese mittels Aktivierung durch Chlorameisenséureethylester und
anschlieBendein situ Schitzung nhi tert-Butyldimethylchlorsilanzum gewinkelten
Ligandenl12.

Insgesamt konnten mit der gewinkelten Verbindutt® und dem linearen Gegenstidk2 zwei

neutrale sowie ein monoanionischer, linearer Ligd0d dargestellt werden.
3.1.3Synthese der Metallkomplexe

Alle folgenden synthetisierten Komplexverbindungen wurden, wenn nicht besonders erwéhnt,
als racemische Gemische erhalten und es ist aus Griinden der Ubersicht nur ein Enantiomer

gezeigt.
3.1.3.1MonoanionischerLigand

Es wurden exemplarisch fiinf Ansatze zur Komplekege mit dem monoanionischen Bi8S
Liganden103 durchgefuhrt, wobei dieCHAktivierung tUberwiegend unter basischen Standard
bedingungen untersucht wurde. In keinem der Reaktionsansétze konnte der entsprechende

Metallkomplex identifiziert werden (Schen2a).
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— OTBS
1.2 eq. NEt3, \ O O \
7\ Q O OTBS [Ru(n3-C5H5)(CO)(MeCN),]PFg . N-OTBS
\

/)
N
N-OTBS DMF, 60 °C, 15.5 h Ru

=N
\
103 @7 Cq 113
e}

— OTBS
6 \ |/ \
103 2.5 eq. NEt3, [Ru(n®-CgHg)Cl2l, N N-OTBS

e

_’ ° Ru
DMF, 65-90 °C, 36 h N 14
cl
— OTBS
1. 1.3 eq. NEt3, o (
[Ru([9]aneS;)(MeCN);](CF3S03), B
DMF, 90 °C, 15.5 h N\ N-OTBS
103 SunRy=—=N
2. NaN; O\ 5 115
90°C,4h SR

— OoTBS
[rCI(ppy),>, AGOTS ® O O (
103 d N N-OTBS

Ethoxyethanol, 150 °C, 70 h

[Ir(MeCN),(ppy),]OTf, NEt;

103 =N 116
o-Dichlorobenzene, 100 °C, 17 h

Schema27: Erfolglose Raktionsansatze zur Synthese neutraldfetallkomplexe durch CH
AktivierungdesBisTBSLigane:n 103.

Es wurden keine weiteren Reaktionen bzw. Optimierungen der Bedingungen angestrebt und im
Folgenden der Fokus auf die Synthese erster Modellverbindungen mit neutralen Liganden
gerichtet. Die weiterfihrende Untersuchung deBynthese von neutraleMetallkompkexen
basierend auf dem in dieser Arbeit vorgestellten linearen Hydroxams@uwnedgerist ist

Gegenstand aktueller Forschungerder Arbeitsgruppe MGGERS
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3.1.3.2Bipyridin-Liganden

Zuerst wurde die Synthese pseudooktaedrischer Halbsandwichkomplexe untersucht.

Umsetzung des Ligand@®2 mit dem RutheniumvorlaufefRuh>-GHs)(CO)(MeCN)PF; lieferte

nach 19Stundenbei Raumtemperatur lediglich den entschitzten Liganden (ScHha

[Ru(n3-C5H5)(CO)(MeCN),]PFg¢ o —‘PF_
— — 6
OTBS MeCN/MeOH 3:1, RT, 19 h O—O—@—/(
7 N N\ \ \ N N / HN-OH
=N N= N-OTBS \R+u/
102 [Ru(n5-CsHs)(CO)(MeCN),]PFg @7 “c. 117
\\O

DMF, 65 °C, 12.5 h

Schema28: Reaktionsansatze zubarstellung des pseudooktaedrischen Ruthenidaibsandwich
komplexesl17.

Bei einem zweiten Ansatz wurde der Ligand mit dem RutheniumvorlaufeiStiznslen bei 65C

Die

in Dimethylformamid erhitzt.Durch die saulenchromatographische Reinigung auf Kieselgel

wurden die TBSchutzgruppen der Hydroxamséaure abgespal2er. entschiitzteKomplex118
schien aber instabil zu sein, da MH-NMR mehrere Nebensignale im Bereich deSGHs)-

Signals (5.306pm) zu erkennen waren (Abb5).

5.306

88'0 L

-
-
o

e

yTT 4

B 999{

©
o1 00T L

\
10.0
ppm (t1)

Abb. 45: 'HNMR Spektrum vo17 zeigte Zersetzungstendedes Metallkomplexes
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En weiterer pseudooktaedrischer Rutheniumkomplex wurde durch Umsetzung des Liganden mit
dem RutheniumvorlaufefRuh®-GHs)CL], in Acetonitrilbei 75°C synthetisier{Schema29). Der
mit 47% Ausbeute erhaltene Halbsandwichkomplel8 kénnte mittels phot@hemischer
Reaktion zum Trisacetonitrilkompldt9 umgesetzt werden. Dessen drei seatdile Acetonitrid
liganden koénnen anschlieBend durch verschiedemelere Liganden substituiert werdefi®
Dieser Ansatder kombinatorisch@ Chemie wurde jedochm RahmerdieserArbeit nichtweiter

verfolgt.

un™-LeMe)Llala 77—\
7N/ \ \ / A

=N N= \N—OTBS MeCN, 75 °C, 3 h N\ +/N
Ru

0,
102 47% @ o 118

hv
' MeCN

v
/ \
\ N N / HN-OH
\+/
MeCN—Ru—Cl

/ N\
MeCN NCMe
119

Schema29: Darstellung des pseudooktaedrischen Ruthenidaibsandwichkomplexesl18 und
moglicher kombinatorischer Ansatz zur Darstellung eines Trisacetonitrilkomdl&8es

Zur Erwdierung des Spektrums an Verbindungen wurde ein Metallkomplex mit einer grof3en,
globuléren Struktur synthetisiert. Dafiir wurden die Liganden jeweilscis[Ru(bpy)CL]-2H,0
umgesetzt (Schem&0). Bei der Reaktion des linearen Liganden konnten 90% undidyei
Reaktion des gewinkelten Ligand 71% Ausbeute des BisbipRidieniumkomplexes erhalten
werden. Diese Verbindungen kénnten wichtige Hinweise auf die Platzverhdaltnisse in der aktiven
Tasche geben. Auch der Einfluss der zweifach positiven LadungeaBibektivitat sollte einen

interessanten Vergleichspunkt zu anderen Verbindungen darstellen.
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OTBS cis-[Ru(bpy),Cl
7 N\ 7 N\ ( [Ru(bpy),Cl,]
=N N= N-OTBS EtOH, Ruckfluss, 3 h
102 90%

TBSO ~ OTBS

=N
cis-[Ru(bpy),Cl,] — —
EtOH, Ruickfluss, 3 h \ ,\f }\1 /
7 N/ \ 71%

112 121

Schema30: Darstellung der zweifach kationischen Bisbipyr@intheniumkomplexd20 und 121.

Als hierzu strukturell &hnliche Komplex wurde der Bisphenylpyridimdiumkomplex
synthetisiert. Neben dem unterschiedlichen Metallzentrum ist diese Verbindung zudem nur
einfach positiv geladen. Nach Umsetzung der Liganden mit dem Iridiumvorlaufer [Ir¢h(ppy)
wurden die Komplex&22 und 123 in 54% Ausbeute erhalten (ScheB.

— — O —IPFe

/ \ / \ OTBS [IrCI(pPY)Z]Z HN OH

\
= N= N-OTBS  MeCN/MeOH 4:1,75°C, 6.5 h N_lr_N
102 54%

TBSO  OTBS
=N

[IrCl(ppy)2l>

MeCN/MeOH 4:1, 75 °C, 6.5 h
7 N/ \ 54%

112

Schema3l: Darstellung der kationischen Bisphenylpyridtidiumkomplexel22 und 123.
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Da sich das Phenylpyridingerist am Iridium leicht modifizieren lasst, wurden mit den
entsprechenden Vorlaufern weitere Iridiumkomplexe synthetisiert (SchgBhaDabei sollten im
Bisfluorphenylpyridinkomplet24 die zusétzlichen Fluorliganden Wassersiaitkerbindungen

in der aktiven Tasche ausbilden und im Bisthiophenpyridinkompixbefand sich statt des
Phenylrestes das kleinere Thiophen. Unter analogen Bedingungen zur vorigen Synthese konnten
beide Iridiumverbindungen nach der saulenchromatograghes Reinigung nur als jeweilige
Gemische aus Produkt und dem MemBSgeschitzten Komplex erhalten werden. Das

komplette Entschitzen wurde in beiden Fallen mit Tettautylammoniumfluorid erreicht.

— — O —|PF6
1. [IrCl(fppy).]» HN OH
OTBS MeCN/MeOH 4:1, 75 °C, 5.5 h
7 N/ \ 4 N | N
=N N= N-OTBS 2.TBAF _ r
102 MeCN, 0°C, 15 min
52%
1. [IrCl(thpy),],
OTBS MeCN/MeOH 4:1, 75 °C, 5.5 h
7 N/ \ 4
=N N= N-OTBS 2. TBAF

102 MeCN, 0°C, 15 min

39%

Schema32: Darstellurg der kationischen IridiusKomplexel24 und 125 Uiber zwei Stufen

Als Ausgangspunkt flverschiedeneoktaedrische Komplexe wurde der Trithiacyclononan
Rutheniumkomplex 126 durch Erhitzen des Liganden mit dem Rutheniumvorlaufer
[Ru([9]aneg(MeCNjJ(CESQ), synthetisiert [9]aneS = 1,4,#Trithiacyclononan). Durch diese
Reaktion in Dimethylformamid konnten 61%rdéerbindungl26 erhalten werden(Schema 33)
Bei der Umsetzung des gewinkelten Ligandé8 war eine Darstellung des Tritluygclononan

komplexesl27 nicht moglich.
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— — 0 _| 2PFg
OTBS [Ru([9]aneS3)(MeCN),](CF5S03), O—(}—@—/(
S \ DMF, 90 °C, 16 h \ N2 N / FIN-OH
N N N-OTBS ; ‘ s Ri—NGwe
0,
102 61% RN 126
\—/

TBSO OTBS
—N

[Ru([9]aneS3)(MeCN);3](CF3S03),

DMF, 90 °C, 16 h /
7 N N\ N\2+/N
N N S'\""Ru—NCMe
112 <\s/\/\s 127
—/
Schema33: Darstellung des zweifach kationischen Ruthenitinthiacyclononankomplexek26 bzw.

erfolglose Synthesder gewinkelten Varianté27.

Ausgehend vom oktaedrischen Monoacetonitrilkkomplé26 lassen sich relativ schnell
verschiedene auf dem Trithiacyclononangerist basierende Varianten darstellen. Hierzu wird der
semilabile, axiale Monoacetonitidand gegen einzahnigeeutrale oder anionische Liganden
ausgetauscht, was auch situerfolgen lann'?*¥ Demnach wurde im néxsten Schritt der rasche
Aufbau einer solchen Bibliothek untersucht (ScheB#. Zur Synthese des Kohlenmonoxid
komplexes128 wurde der Komplex 126 unter Kohlenmonoxidtmosphére erhitzt, wobei das
Produkt nur verunreinigt erhalten werden konnte. Zur Dallsing der anderen Komplexe wurde

der jeweilig einzufihrende Ligand als Salz in wenig Wasser zum Reaktionsgemisch zugegeben
und dann fir 3Stunden auf 98C erhitzt. Der Nitritkomple%29 konnte durch Verwendung von
Natriumnitrit nicht isoliert werden.Die Darstellung der Thiocyanatkomplexe erfolgte analog
durch Umsetzung mit Natriumthiocyanat. Da die unterschiedlichen Komplexverbindungen mit
jeweilsN- und Sgebundenem Thiocyandt30 sowie 131 konnten wéhrend der Reinigung nicht
getrennt werden und wurde as Isomerengemisch in einer Gesamtausbeute von 66% erhalten.
Dieses ambidente Verhalten des Thiocyanatliganden in Rutheniumkomplexen ist bereits
bekannt®¥ In deuteriertem Dimethylsulfoxid wurde bei Raumtemperatur keine Umwandlung in

eines der beiden Isomere beobachtet.
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/ \ / \
\ N N / HN-OH \ N N / HN-OH

\2¥/ \+/
SmRU=CO S1RiI=NO,
./ \ 128 ./ \ 129
S-S CO, DMF, NaNO,, DMF, S™>~—8
\—/ 3h,90°C 3h,90°C \—/
126
NaSCN, DMF, KSeCN, DMF,
3h,90°C 3h,90°C
66% 60%
_ _ 0 —‘PFG_ — — (0] —|PF6_
/ \ / \
\ N N / HN-OH \ N N / HN-OH
\+/ \+/
S{;Ru\—NCS S{I'Ru\—SeCN
1 / 132
<\S\/s 30 S—8 3
—/ —/
+
/ \
\ N N / HN-OH
\+/
S:RU==SCN
O\ 131
S™—5
—/
Schema34: Darstellung der kationischen Ruthenitifnithiacyclononankomplexel28¢132 durch

Austausch  des  Acetonitrilliganden.  DieThiocyanatkmplexe  wurden  als
Isomerengemisclerhalten.

Der Selenocyanatkomplex32 konnte durch Verwendung von Kaliumselenocyanat in einer
Ausbeute von 60% als einzelnes Isomer erhalten werdei’SeNMR zeigte sich nur ein Signal
bei ¢216ppm. Dieses Signal entspricht der chemischen Verschielwang Segebundenen
Selenocyanaterin Rutheniummetallkomplexen wie bereiturch 133 in der Literatur gezeigt
werden konnte Abb.46).%*% Ein entsprechende$l-gebundenes Isomersi zu tieferem Feld

verschoberf?*®

o |PFs
/ \
—— > LA
SQHRu/—SeCN ""Ru—SeCN
el
133 132
¢248ppm "SeNMR ¢216ppm
108.4ppm (Gec) BCNMR 104.5ppm (Gecn
Abb. 46: Vergleich der NMRpektroskopischen Daten (DMSIg) von132 und 13372
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Nach Darstellung des Monoacetonitrilkomplexes konnte auch durch direkte Zugabe des
einzdihrenden einzéhnigen Liganden der Metallkomplex situ dargestellt werden. Die
anschlie3ende Reinigung verlief analog zur zweistufigen Synthese. Hierdurch konnte der Seleno
cyanakomplex132 lediglich in einer Ausbeute von 18% synthetisiert werden (®a85). Uber

diese Syntheserouterurde der Azidkomplet34 in einer Ausbeute&on 27%erhalten.

1. [Ru([9]aneS;)(MeCN);](CF3S03), — — 0 —|PF6_
oTBS DMF, 85 °C, 17.5 h O_O_@_/{
720 V/ A\ 4 \ N N / HN-OH

_ _ _ 2. KSeCN \
NN N-OTBS 95°C, 3.5h SR —SeCN

102 N/ N\ 132
18% <\S\/S

1. [Ru([9]aneS3)(MeCN)3](CF5S05), — — o |PFs
OTBS DMF, 85 °C, 16 h O_O_@_/{
7 N N NN W/ HN-OH

\
_ — _ 2. NaN \
NN N-OTBS 95 °C, 3.25 h Swn R+u/—N3
102 (\\/\/ 134
27% S>—FS
Schema3s: In situDarstellung der kationischen Trithiacyclonor@atheniumkomplexel32 und 134

durch Austausch des Acetonitrilliganden.

Da die Synthese des Monoacetonitriikomplexe2/ nicht gelang, konnte nur eirn situ
Austausch des Acetonitrilliganden durchgefiihrt werden. Hierbei wurde ein Austausch durch
Selenocyanat durchgefiihrt, da dies @gufind der Vorreaktionen mit dem linearen Liganden am
zuverlassigsten erschien (Sche®@. Durch Zugabe von Kaliumselenocyanat wurde der
Komplex135 als einzelnes Isomer mit 46% Ausbeute isoliBtirch den Vergleich de¥Se
(¢c216ppm) und *GNMR (104.2ppm (Gecd) in DMS@Js mit der linearen Verbindund.32

konnte bestatigt werden, dass der Selenocyanatligand auch in dieser Verbindung lGber das Selen

an das Metallzentrum gebunden war.

TBSO OTBS

1. [Ru([9]aneS3)(MeCN);](CF3S03),
DMF, 85 °C, 15.5 h

2. KSeCN
N 95°C,3.5h
_ — % N\
NN 46% S{HF\TU/—SeCN
112 (\S/\/\S 135
—/
Schema36: In situDarstellung des kationische3elenocyanatmplexesl 35.

66



Eigene Arbeiten

Als letzte Komplexverbindung wurde eine Kontrollverbindung synthetisiert. Hierzu wurde
exemplarisch der benzylierte Iridiumkompled36 in einer Ausbeute von 88% dargestellt
(Schema?).

— — o |PFg
N\ N/
O [IrCl(ppy).l2 N N HN-OBn

7 N/ N\ _ \ / _

= N= HN-OBn  MeCN/MeOH 4:1,75°C,5h \ N——I——N p
/ N\

90 88% 136
Schema37: Darstellung des Mon®n-geschutzten Iridiumkomplexeis36.

Durch das Schitzen der Hydroxamsaurefunktionak@it verhindert werden dass diese als
zweizahniger Chelatbildner das Zinkion in der aktiven Tasche der HDACs komplexieren kann.
Hierbei sollte eine Verringerung der Affinitdt im Vergleich zum ungeschitzten Korhpfex

beobachtet werden.
3.1.3.3Synthese enantiomerenreiner Komplexvearaungen

Untersuchungen oktaedrischer Metallkomplexzeigten dass unterschiedliche Stereoisomere
verschiedene Bindungsaffinitaten zu einem Enzym besalRen und oftmals nur ein Stereocisomer
durch gezielte Wechselwirkungen die gewiinschte biologische Aktivigigte®***4 Eine
Variantezur Synthese der einzelnen Enantioméstedie Verwendung chiraler Auxiliare. Dies sind
Verbindungen, die ardas jeweiligeSubstrat gebunden, Einfluss auf den stereochemischen
Verlauf weiterer Umsetzungen nehmen und nach erfolgter kitea wieder abgespalten
werden®® Dieses Prinzip aon auch auf die Koordinationschemie mitetallzentrierter
Chiralitat Gbertragen werden, was einen Forschungsschwerpunkt des Arbeitsgi@IEGGERS
darstellt Hierzu werden kirale Liganden als Auxiliar in deacemischenKomplexorlaufer
diastereoselektieingefuihri umdurch anschlieRend8ubstitution mit einem achiralen Liganden
einen Metallkomplex mit hohem Enantiomereniiberschuas erhalten Zweizahnige.iganden

bieten hierbei den Vorteil der besseren Fixierung des Stereozentrums in der Koordinations
sphare des Komplexes. Die durch den Chelateffekt stabilisierte bzw. stérkere Bindung an das
Metallzentrum kann jedoch die abschlieRende Entfernung des Auxiliars aus dem Komplex
erschweren. Sollten demnach die erforderlichen Bedingungen zur Abspaltungrszth reein,

kann dies nicht zuRetention der Konfiguration, sondern rzunerwiinschtenRacemisierung

fuhren. MEGGER=et al. entwickelten deswegen zweizahnige Liganden mit veranderbarer
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Bindungsstarke. Durch Protonierung eines der Donoratome kann eine @bldpaltung des
Auxiliars unter Retention deKonfigurationerhalten werderd®**?*2 |n der Masterarbeit von
MELANIEHELMS wurden mit dieser Methode erste Untersuchungen zur auxiliargesteuerten

Synthese nichtracemischaydometallierter Iridium(lIDKomplexe beschrieben (Sche3g).?**!

("%
N

137

Racemat Einzelnes Diastereomer Einzelnes Enantiomer

Schema38: Grundlegende Strategie zur Synthese enantiomerenreiner JKoiplexe ist die
diastereoselektiveUmsetzung eines racemisam Gemisches mit einem AuxiliaNach
dieser Umsetzung sollten unter Retention d€onfigurationdie reinen Enantiomere
isoliert werden kénnen (R = Rpst

Diein dieser Arbei@2 NES A (St f (0 Sy -Bipgidik dsraéhifalend Rigand tikleted die
wesentliche Grundlage, um exemptoh die beiden enantiomerenreinen Bisphenylpyridin
Iridiumkomplexen-122 und [ -122 zu synthetisieren. Mit diesen Komplexverbindungen sollten
die unterschiedlichen = Wechselwirkungen mit der chiralen Umgebung des
Carboanhydraseenzyms und die damit verbundeederungen der Bioaktivitat untersucht
werden. Zu Beginn musste das entsprechende Auxiliar synthetisiert we(d8n4-tert-Butyh2-
(2-hydroxypheny}4,5-0xazolir) (140) konnte nach einer Literaturvorschrift voroBv et al. in
einer Ausbeute von 84% dargestellt werden (Sch&®)&**! Hierzuwurde L-tert-Leucinol mit 2

Hydroxybenzonitril und Zinkchlorid als Katalysator in Chlorbenzol umgesetzt.

kat. ZnCl, 0
* ©N - ]
A L Chlorbenzol, Riickfluss, 24 h ’/z/N OH

2
84%

138 139

Schema39: Synthese des AuxilialglOnachBoLMet al.?#

Zur Synthese der diastereomeren Iridiumkomplex€-141 und p-(§-141 wurden geringfligig

modifizierte Reaktionsbedingungen verwendet, indem die Reaktion nicht unter Lichtausschluss
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durchgefuhrt wurde. Das Auxiligh40 wurde mit dem racemischen Komplexvorlauf&8?,
Triethylamin und Silbertriflat in Dichlormethan umgesetzt yndS-141 (18% bzw. n-(9-141
(27%) nach séulenchromatographischer Trennung als Produkte erhalten (S¢0)ffia

(0]
AgOTf, NEts, J: />_©
tBu N
HO

el 140
o DCM, RT, 2.5 h
Z
U
137 A-(S)-141 A-(S)-141
Racemat 27% (d.r. 278:1) 18% (d.r. 182:1)

SchemadO: Synthese der Diastereomere(9-141 und n-(9-141 ausgehend von Racemasy?.

Die Diastereomerenverhéltnisse konnten anschlieBend 'pENMR bestimmt werden. Hierzu
wurden dieunterschiedlicherignale detert-Butylgruppe in deuteriertem Aceton miteinander
verglichen. Demnach lagep-(9-141 in einem Diastereomerenverhdltnis von 278:1 und
N-(9-141 von 182:1 vor.Die Ergebnisse zeigten, dass unter den verwendeten Reaktions
bedingungen keines der Diastereomere deutlich bevorzugt gebildet wurde und folglich keine
asymmetrische Syntlse stattfand. Da aber fir didolgenden Untersuchungen beide
Diastereomere bendtigt wurden, war eine Optimierung dieser Reaktion nicht Bestandteil dieser
Arbeit. Die jeweiligen diastereomeren Komplexe wurden zusammen mit denzylierten
Liganden90 unter Lichtausschluss mit Trifluoressigsaure umgesetzt und es konnten nach
Substitution des Auxilias-136 in 67% Ausbeute (e.r. 147:d}y’ R13Gin 71% (e.r. 99:lisoliert
werden (Schemal). Fur diese Reaktion wurde der benzylierte Lig&@dverwendet, da de
Iridiumkomplex 136 im Vergleich zum reinen Liganden durch Palladium auf Kohle unter

Wasserstoffatmosphare @tm) entschiitzt werden konnte.
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A d N\ 2
—N N=— HN-OBn

,,,,,, | o0 20
-
’\N/ o MeCN, RT, 3.25 h
R

ZAN - 71% (e.r. 99:1)

9

A-(S)-142

Schemal: Saurevermittelte Synthese deg-136 Enantiomers (e.r.99:1) unter Retention der

Konfiguration.

Ein Vergleich der beiden &Ipektren in Acetonitril zeigte aufgrund des spiegelbildlichen

Verlaufs eindeutig die enantiomere Beziehung pet6 dzy” R13G (Abb.47).

40
30
] — D136
20 - ——L-136

10 4

01 =

-10

D dL cm™ mol?]

-20 -
-30

-40 -

200 300 400 500 600
Wellenlange [nm]

Abb. 47 UberlagerteCDSpekren der benzylierten Verbindungem-136 und [ -136 in Acetonitril
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Zusétzlich wurde die Zuordnung der absoluten Konfiguration durch Vergleiche Sipekiven
der beiden Auxilialy 2 Y LI $(§-$41 dzy R-(9+441%* sowie den Enantiomeren des
[Ir(bpy)(ppy)]PR-Kompleed®? belegt, da ein jeweils dhnlicher Verlauf eindeutig zu erkennen

war (Abb.48).

100
75 | — D136
— D(S)-141

z 50 - — D-[Ir(bpy)(ppY),]PF,
HE 25 -
£
(@) 0 -
-
-
a 251

-50 -

-75 T T T T T T ’ !

200 300 400 500 600
Wellenldnge [nm]

S
(S
£
o L-136
o —_ -
“g‘ -50- —L-(S)-141

75 — L-[Ir(bpy)(ppy),]PF,

-100 A

200 300 400 500 600
Wellenlange [nm]
Abb. 48; Uberlagerte CESpekten der Verbindungenn-1365 -(9-141 und n-[Ir(bpy)(ppy)PFR

(oben) sowig -136, [ -(-141und -[Ir(bpy)(ppy3]PF (unten).
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Bestimmung des Enantiomerenverhdltnisses und Synthese der bioaktiwerbindung

Die Bestimmung des Enantiomerenverhaltnisses sollte mittels AR&Igtik unter Verwendung
chiraler Chromatographiesdulen erfolgen. Fir die racemischen Gemische des benzylierten
Komplexesl36 sowie der bioaktiven Verbindung22 gelang keine valtandige Trennung der
jeweiligen Enantiomere (Chromatographiesaulen:Daicel Chiralpa® IA und 1B (5um)
250mmx 4.6mm), so dass als weitere Variante der Ligand zweifacbeBohitzt werden sollte.
Hierzu wurde der MondnlLigand 90 mit Benzylbromid und &iumcarbonat in Aceton
umgesetzt und die beidemN,O- (142 23%) undO,0-geschitzten Verbindungenl43 41%)
isoliert (Schemd2). Die Verbindung43wurde durch die 8,-Signale der Benzylgruppen fitd-

und ®GNMR als reingZ-Isomer identifiziert 2+°!

o 0 OBn
7 N N T2 bpy4©_/< ’ bpy4©_<\
=N N= HN-OBn  Aceton, 30 °C, 23 h BnN-OBn N-OBn

90 142 (23%) 143 (41%)

Schemad2: Synthese der BiBn-geschiitzten Ligandet42und 1436 6 LJ@ -HipyridiXsryIyW

Nachfolgend wurden mit42 und 143 die entsprechenden Bisphenylpyridindiumkomplexe in
Ausbeuten von Uber 80% synthetisiert (SchetBa

— — o —|PF6_
BnN OBn
bpyO_/{O [IrCI(ppy),2
BnN-OBn MeCN/MeOH 4:1,75°C,5h N—Ir—N
142 85%
oBn  |PFs

OBn [IrCI(ppy),]

212
oo~ 5 — /"~
N-OBn  MeCN/MeOH4:1,75°C,5h N—I—N_

143 84% 145

Nur Z-Isoform Mischung der E/Z-Isoformen

Schemad3: Synthese der BiBn-geschutzterridiumkomplexel44und 145.

Nach der Komplexierungsreaktion lag die Verbindi4§als Mischung aug und Z-Isamer vor,
da sowohl inTH- als auch im*GNMR vier Signale d&2H-Gruppe (um 5.2 bzw. 78pm), statt
nur zweiSignalen bei Verbindurigd3, sichtbar waren (Abi19).
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5.344
5.151

iy
e T L = B S S R - oo
N I o o w 5 o N I N o
2 8 § B b 3 5 3 g 2 9
T ‘ T T T ‘ T T T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T T ‘ T T ‘ T T T T ‘ T
8.50 8.00 7.50 7.00 6.50 6.00 5.50 5.00
ppm (t1)
0 © wn
888 3
KRY g
I
\ \ \
100 50 0
ppm (t1)
Abb. 49: 'H- und ®*GNMR von Iridiumemplex 145 in deuteriertem Acetonitril zeigen deuthic

eine Mischung der beiden Isomerelurch vier vorhandene CH-PhenyiSignale
(Verschiebung angezeigt)

Im Chromatogramm de®©,0-geschitzten Verbindun45 nach HPL@nalytik mittels chiraler
Chromatographigdule waren durch di& und Z-Isamerevier Signale zu erkennen (Al#1). Bei
der N,O-geschuitzten Verbindung44 existierten nur die zwei Peaks der befdEnantiomere, die
sich anhand der Elutionszeit deutlich von Metallkompleds abgrenzten. Aufgrund dieser
Ergebnisse erwies sich fur die Bestimmung des Enantiomerenverhéltnisses nur Verldiddung

als geeignet.
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160
140 -
120
100

, — 144
80 — 145

60

mAU

40

»JUL '

26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Retentionszeit [min]

Abb.50: Chromatogramme der Verbindungeh44 (N,O-geschiitzt, schwar und 145 (0,0
geschutztyot).

Bei dem BiBnKomplex144 gelangunter einer Wasserstofitmosphére (latm) dagegerauch

nachbis zusieben Tagen kein komplettes Entschitzen mit Palladium aué Kethemat4).

_ o  IPFe _ _ o  |IPFs

S N\ 7/ N
N BnN-OBn Pd/C (10%), H N N HN-OH

— N/ - — /"~

\ /N—Ir—N\ / MeOH, RT auf 35 °C, 7d \ /N—Ir—N\ /

144 122

Schemad4: Erfolglose€ntschitzen deBisBn-Komplexs144durch Wasserstoff auf Pd/C

Alternativ wurde nach der Synthese der MeBa-geschitzten Komplexp-136 und [ -136 ein
Teil der Verbindungen doppelt Ryeschiitzt, um damit anschlielend das Enantiomeren

verhéaltnis per HPL-Bnalytik zu bestimmen (Schem8a).
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— o IPFe
7\
\ N N / BnN-OBn
— \+ /
\ N
= — O i 144
\ N/ \N / HN-OBn Einzelne Enantiomere
— ¥ K,CO3, BnBr .
AR Aceton, 40 °C, 24 h —ers
PFg
136 Kompletter Umsatz mOBn
Einzelne Enantiomere \ ,\f }\l Y \N—OBn
- +
\ N—F—N
145
Einzelne Enantiomere
Schemads: JeweiligeUmsetzung der enantiomerenreindfomplexen-136 und [ -136zuden BisBn

geschutzten Komplexen.

AnschlieBendonnten die Enantiomerenverhaltnisse der Komplex@46 S ®NJP  sadr Y m 0 dzy F
(e.r. 99:1) bestimmt werden (Abbl). Zum besseren Vergleich wurde ein Chromatogramm des

racemischen Gemischéd4aufgerommen, das die Zuordnung der Signale bestéatigte

180 1

160 -+ m

140 1

120 1
— D-144

100+ —L-144
80 - — 144
60 -

mAU

40

20 -

24 26 28 30 32
Retentionszeit [min]

Abb.51: Chromatogramme der Komplexel44 (tg = 27.8min, er. 147:1), [ -144 (tg = 29.3min,
e.r. 991) und der racemischeXerbindungl44.

Folglich konnte Uber die zusatzliche Benzylierung indiretkhs Enantiomerenverhdltnis der

Verbindungem-136 und [ -136 bestimnt werden Nach deren Entschitzung mit Palladium auf
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Kohle unter Wasserstoffatmosphéare gim) wurden de bioaktiven Iridiumkomplex@-122 (e.r.
147:1)und -122(e.r. 99:1)erhalten (Schemas).[??!

— — o) ~|prs — — o) BED
\ N N / HN-OBn \ N N / HN-OH
= \/ Pd/C (10%), Ha — \/ =
AN MeOH, 30 bis 35 °C, 24h  \ N Ny /
136 A-122 (46%)
Einzelne Enantiomere A-122 (13%)

Schema6: Entschitzen deKomplexen-122 und [ -122 zu denbioaktiven Verbindungen.

3.1.4Untersuchungen zur Bioaktivitat
3.1.4.1Stabilitatstests

Damit bioaktive Metallkomplexe B. in medizinischen Studien untersucht werden kdnnen, muss
deren Stabilitét unter biologischen Bedingungen gewéhrleistet sein, um Ligandenaustausch oder
anderweitige Zersetzung auszuschlieBen. Hierzu wurde exemplariscdetiocyanatkomplex

132 untersucht, da sich eine mégliche Instabilitdt beispielsweise an der Isomerisierung des
ambidenten Liganden oder dessen Austausch zeigen sollte. Zum Testen der Stabilitét in
wassrigem Medium wurde die Verbindung in einem DMIFO,0 Gemisch (9:1) geldst und Uber
einen Zeitraum von 28&tunden per'H-NMR beobachtet (Abi52). Innerhalb der ersten

24 Stunden lieBen sich keine wesentlichen Veranderungen erkennen, was die Stabilitat des
Metallkkomplexesl32im wassrigen Mediunbelegte Auch die Stabilitat der Komplexverbindung
gegenlber nukleophilen Thiolen wurde getestet, da diese intrazellular in millimolaren
Konzentrationen vorliegen kdnnen. Ein Beispiel hierfir ist das Tripeptid Glutathion, das in fast
allen Zellen vorkommt und zu devichtigsten Antioxidantien im Korper gehort. Diese biologisch
relevanten Bedingungen wurden durch Losen der Verbindung in einem BM3O Gemisch

(9:1) unter Zusatz vonraM 2-Mercaptoethanol simuliert und ebenfalls Uber einen Zeitraum von

24 Stunden pe *H-NMR beobachtet (Abb. 53). Innerhalb der ersterStdnden lieRen sich auch

hier keine wesentlichen Veradnderungen erkennen. In diesem Zeitraum scheint der -Metall

komplex132im wassrigen Medium auch gegeniber Thiolen stabil zu sein.
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Abb.52: 'H-NMR Spektrewon Verbindundl32 (5 mM) in DMSQdg/D,0 (9:1) Uber einen Zeitraum
von 24Stunden
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Abb.53; 'H-NMR Spektrerwvon Verbindund 32 (5 mm) in DMSQdg/D,0O (9:1) + 5nm 2-Mercapto-
ethanoliber einen Zeitraum von 28tunden
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3.1.4.2Aktivitat gegenuberHDAGIsoformen

Nach Synthese der Komplexverbindungen folgten mittels kommerziell erhaltichem Assay Kit
(HDACS8 Inhibitor Screening Assay Kigyman Chemicalerste Untersuchungen beziglich
hHDACS Inbition, um die generelle Inhibitorwirkung zu testen. Hierzu wurde die Enzymaktivitét
bei einer finalen Inhibitorkonzentration von 1M und 1um bestimmt (Tab2). Im Vergleich zu
beiden Liganden zeigten die Komplexverbindunggp, 124, 125 und 135 eine starke Tendenz

fur nanomolare 16;-Werte. Der benzylierte Iridiumkompled36 liel3 einen Ig-Wert von tber

10um erwarten, was fur die Kontrollverbindung das erwinschte Ergebnis war, da ohne freie
Hydroxamséaure keine Koordination des Kkatalytisch vakti Zinkions erfolgen konnte.
Demzufolge wurden die affineren Substanzen gegeniiber hHDACS als kompetitive Inhibitoren

angesehen.

Tab.2: Ubersicht der ermittelten prozentualen Restaktivitit von hHDACS bei verschiedenen Inhibitor
konzentrationen.

Prozentuale Restaktivitat der hHHDACS [%]
bei unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen
Verbindung ] ] ] .
LinearesLigandengstem GewinkeltesLigandengstem
10 um 1um 10 um 1um

67/68 12 53 11 45

120/121 16 82 4 57

122/123 0 31 9 73

124 1 26

125 0 25

132/135 5 43 2 30

136 53 83
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Aufgrund dieser Ergebnisse wurden fur die beiden Iridiumverbindurdig8rund 125 mit dem
AssayKit erste 1G-Kurven per Doppelbestimmung aufgenommen (ABH). Dabeikonnten
IGgWerte von 321Inm fir 122 und 645nm fur 125 ermittelt werden

120 -
100 1
80

o 122
60 - e 125
404

20 4

Restaktivitdt der hLHDACS [%]

o
1

10°® 10”7 10° 10°
Konzentration [M]

Abb.54: IGo-Kurven der Verbindungeh?2?2 (321nm, schwary und 125 (645nm, rot) gegeniiber
IsoformhHDACS. Die Ermittlung erfolgper AssayKitdurch Doppelbestimmung.

In Kooperationmit der ArbeitsgruppeMANFREDIUNG (Institut fir Pharmazeutische Wissen
schaften, Alberd_udwigs Universitat Freiburgyurden die 1G-Werte von einer Auswahin
dieser Arbeit synthetisierteVerbindungengegenhHDAC1 (Klasse 1), hHDAC6 (KlassaintB)
hHDACS8 (Klasse d¢rmittelt. Grundsatzlichspiegeln die erhaltene Ergebnisse die in Tab.
dargestellten Tendenzen gut wieddbie Assays wurden mden zweiSubstaten ZMAL146
(hHDAC1 und 6) und ZMTF47 (hHDACS) durchgefiihtSchemad7).2*%2*8 Hierbei setzt das
HDAGENnzym das jeweilige Substaitabhangig zm Amin 148 um. Im zweiten Teivird durch
Inkubation mit Trypsinaus diesem Zwischenprodukt Aminocumarin (AMZP und das
N geschitzte Lysia50 gebildet, wahrendbeide Substrate nicht durch Trypsin erkanwmérden
Die relative Menge des Fluorophdtd9wird anschlieRend durch ein Microtiglattenlesegerat

detektiert ( x=390nm, | g, =460nm).
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Schemad7: Fir die HDA®G@ssays wurde Substrdi46 (ZMAL) zur Bestimmung dersd@Verte von
hHDACL1 und 6 sowiet7 (ZMTFAL) fur hHDACS8 verwendet.

Im Vergleich dazu wurde in dem kommerziell erhdltlichen Assay fiur hHDAC®)(Tehe
p53-Sequenz, in der drei Aminos&ur N-terminal an ein acetyliertes (Ac) Lysin geknlpft sind
(AcArgHisLysLys(AcGAMC), als Substrat verwendetUm die Aussagekraft der Assays
insgesamizu Uberprifen wurde reprasentativ mitem Iridiumkomplex122 getestet, ob dieser
Trypsininhibiert. Die vonPETERGOBELdurchgefiihrte Messung zeigte bis zu einer Konzentration

der Komplexverbindungon 100uM keine Inhibierung

80



Eigene Arbeiten

Lineares Ligandensystem

Generell zeigten alle Verbindungen die starkste Affinitat gegeniber Klasse Il Isoform hHDAC6
(Abb.55). Mit Ausnahme des zweifagtositiv geladenen BisbipyridiRutheniumkomplegs 120,

wiesen die Metallkomplex@auRerdemeine hdhere Aktivitdt zu dem Protein auf als der reine
Ligand67.

\ 7\ /R

\
SRl —SeCN

(Y H= <\\s/\/\s
=N N= \—/

67 132 120
>1000nMm (1) 100nM (1) 9900nM (1)
225nMm (6) 10nM (6) 1960nM (6)
991nm (8) 5808nM (8) 27970nM (8)
\ 7\ R \ N N / - -
N N — \+/ —

— \/ = \ NN g

F F
122 124 125
1936nm (1) 1370nm (1) 850nm (1)
168nm (6) 190nm (6) 60nM (6)
191nm (8) 555nm (8) 530nm (8)
Abb.55: Ubersicht aller racemischenauf dem gewinkelten Bipyridinsystenbasierenden Ver

bindungen derenlGyWerte gegentiber hHDAC1, 6 undn8 Rahmender vorliegenden
Arbeitermittelt wurden (R =Ph-C(O)NHOH).

Im Vergleich zu demBisbipyridinRutheniumkomplex120, zeigte der ebenso globulare
Bisphenylpyrididridiumkomplex 122 fur hHDA® und besonders fur hHDAG846fach) eine

starke Erhohung der Affinitat. Jedoch erfolgte keine Differenzierung zwischen diesen beiden
Isoformen mit IG-Werten im Bereich um 1806M. Beide Isoformen wurdeaber etwa zwdlfmal
starker inhibiert als hHDAC1. DsgnthetisiertenEnantiomere dieser Verbindung lieferten das
erwartete Ergebnis, dass jeweils ein Enantiomer eine bessere Enzymaffinitat im Vergleich zum
racemischen MetallkomplekesaR. Demnach erreichte d@sy | y (i A-22¢2 @ ND9f) eine

Steigerung des sWertes fur hHDACG6 von 16& auf 110nM und war etwa zweimal potenter
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als das andere Enantiom@r122 (e.r. 147:1) (Abb.56). Da sich die Aktivitaitsdnderungen der
einzelnen Enantiomere gegenuber dendex anderen Isoformen analog verhielten, konnte nur

eine minimale Selektivitatssteigerung gegentber Isof8rbeobachtet werden.

n-122 (e.r. 147:1) 122 [-122 (e.r. 99:1)
2110nM (1) 1936nM (1) 1230nm (1)
202nm (6) 168nm (6) 110nm (6)
370nm (8) 191nm (8) 172nm (8)
Abb. 56: Ubersicht der ermittelten l&-Werte derenantiomeren Iridiumkomplexgegeniiber den

Isoformen hHDAC1,hd 8(R =PhC(O)NHOH)

Durch Modifikation des Metallfragmentes zum racemischen Bisfluorphenylpyridinkomplex
124wurde bei ahnlichem Igg-Wert fir hLHDAC6 (19@Mm) eine dreifache Selektivitat gegenltber
Isoform8 erreicht. Als drittes Iridiumkomplexdeatgeigerte die Bisthiophenpyridinverbindung
125 die Affinitat fir hHHDAC6 nochmals auf 8@ und die Selektivititen gegenlbeen beiden
anderen Isoformen erhohten sich audie Faktoren 14 (Isoforml) und 9 (Isoforn).
Insbesondere fir den ebenfalls oktaedrischen Selenocyanatkomp8 zeige sich das
erfolgreiche Konzept zur Steigerung der Inhibitoraktivitdd Isoformselektivitat durch
Einfihrung eines Metallfragment®er 1G,-Wert fur Isoform6 konnte mit 10nm nochmals um

das Sechsfache gegeniubdnidiumkomplex 125 verbessert werden, was eine Steigerung
gegeniber dem reinen Liganden um den Faktor 23 bedeutete @\WbDie Verbindung zeigte
dazu zehnfache Selektivitat gegenuber Isofdrnsowie fast sechshundertfiae Selektivitat
gegeniber Isoforn8. Kein anderer in dieser Arbeit synthetisierter HDACI differenzierte so stark

zwischen den Isoformen hHDACG6 und 8.
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Abb.57: Auftragung derlGy-Werte aller racemischen Komplesthindungenbasieend auf dem

linearen LigandeB7 gegenubedsoformhHDACSG.

Gewinkeltes Ligandensystem

Zur Untersuchung der Inhibitorfahigkeiten des gewinkelten Ligandensystems wurden drei
Metallkomplexe und der freie Ligan@8 getestet. Auch hier zeigten alle Verbindungen die
starkste Affinitat gegentber Isoform hHDAC6 und erreichten durchweg Selektivitdten von

mindestens 6:1 sowie 12:1 gegenuber hHHDACS8 und hHDAC158\bb.

R

R \+/
S'\“>Ru\—SeCN
7N/ N\ s
- N=
68 121 123 135
1070nm (1) 1290nMm (1) 2690nM (1) 530nm (1)
79nm (6) 100nm (6) 235nm (6) 40nwm (6)
655nm (8) 1052nm (8) 13110nm (8) 240nm (8)
Abb.58: Ubersicht aller racemischenauf dem gewinkelten Bipyridinsystembasierenden

Verbindungen deren IGyWerte gegeniber hHDAC1, 6 und i Rahmen der
vorliegendenrArbeit ermittelt wurden (R =Ph-C(O)NHOH).
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Dabei erwies sichwieder der Selenocyanatkomplek35 mit einem 1G-Wert von 40nm als
potenteste Verbindung gegentiber hHDAC6 und zeigteh1®. 6fache Selektivitat gegeniber
den anderen beiden IsoformerDes Weiteren wiesl35 als einzigeder drei Komplexer-
bindungenisoformibergreifendeine um den Faktorwei hdohere Affinitat als der Ligar&@B auf
(Abb.59).

13200 -
13000 - l
12800

2500 4

A}

] B hHDAC1
2000 - [ 1hHDACS6

1 I hHDACS
1500 -

1000

IC,-Wert [nM]

500 -

68 121 123 135
Verbindung

Abb.59: Auftragung der IGy-Werte aller auf dem gewinkelten Ligandei®8 basierenden
Komplexverbindungen gegentiber hHDACL1, 6 und 8.

Beide globularen Verbindunged2l1 und 123 zeigten mindestens elffache Selektivitat fir
hHDACG6Der dikationische Rutheniumkompleb?1 besall im Vergleich zur Iridiumverbindung
123 insgesamtbessere Affinitdten gegenlber allen drei Isoformena.ueinen lgg-Wert von
100nm fur hHDACG6Daher konnte teser Metallkomplex eine potentielle Verbindung fur GALI
Experimente (chromophoreassisted light inactivationsein um die Bioaktivitdt durch licht

indizierte Erzeugung von Singuk&huerstoff im aktiven Zentrudes Enzyms zu steigefft!

Zusammenfassend stelhHDACG6das vielversprechendste Target der drei untergea
Isoformen dar, daalle Liganden und Komplexverbindungen diese am stérksten inhibierten.
Besonders mit den Metallkomplexer?25 und 132wurden im Vergleich zum reinen Ligand&n
sowohl deutlich potentere, als auch selektivere, nanomolare HDACI erhdtteder Literatur
wird allgemein beschrieben, dastbACi mit grofRen lipophilen Gruppen als Kappe vermehrt mit

Klassdl HDACs wechselwirken, wahremgklische Peptide Selektivitét fir Klagseigen?>2?
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Dies steht im Einklang mit der primaren Affinitat dextersuchten Metallkomplexe fur hHDACS,

die einen Uberwiegend hydrophoben Kappenbereich besitzen. Da fir hHDAC1 und hHDACG6
keine Kiristallstrukturen vorhanden sindyasieren in der Literatur weitergehende Unter
suchungen bisher numauf computebasierten 8ukturmodellen Hierbei dienenbekannte
Kristalbtrukturen von HDACs und bakteriellen Homologen als Templaiese Modellierungen
zeigen fir hHDACL1, 6 und 8 eine hohe strukturelle Gemeinsamkeit innerhalb des katalytisch
aktiven Zentrums, wahrend die Reinoberflache am Eingangsbereidio6pRegion) zwischen
Klassd und Il HDACs deutlich unterschiedlgtheint Fir Isoform 6 wurdeo ein besonders
lipophiler Loop aus Phenylalanin und Methionin beschrieben, ddB. Zlr die starke
Wechselwirkung mit da selektivenHDACIiTubacin29 verantwortlichsein solf*" Im Vergleich

zu Isoforml scheint @r Eingangsereich zum aktiven Zentrumer hHDACG relativ breit sowie
wesentlich hydrophober zu seinund bildet dort neben einer groRerHauptlavitdt mehrere
definierte Taschen aU¥3?**2%? DieseRegionerkonnten fiir die starken Interaktionen miden
lipophilen Substituenten der Metallkomplexe wie Trittyjelononan oder Thiophepyridin
verantwortlidh sein. Letztendlich kann nurmittels Kristallstruktur oder zumindest durch
errechnete Strukturmodelle mit den untersuchten Verbindungen eine weiterfihrende Erklarung

fur die hLHDAC&elektivitat geliefert werden.
3.1.4.3Aktivitat gegentiber Hel-Zellen

Mit diesem in der ArbeitsgruppeMEGGERSetablierten Test wurde voneiner Auswahl
synthetisierte Verbindungen,durch Reduktion des Farbstoffs-(&,5-Dimethylthiazol2-yl)-2,5
diphenyltetrazoliumbromid (MTTdie konzentrationsabhangige Zytotoxizitgegenioer HelLa
Zellen, einer menschliche Gebarmutterhabszelllinie, ermitteltDie Messungen wurden von
ANJAKASTLUNd ELISABETMARTINdurchgefiihrt unddie Zelliberlebensrate gegen die Inhibitor
konzentration aufgetragen (Ablg0). Bei einer Konzentratior1uM zeigte cr Iridiumkomplex
122 ein Absinken der Zelliberlebensrate, dhei einer Inhibitokonzentration von 3Qum auf ca.
60% gesunken warDer RutheniumkompleX20 sowie der reine Ligan@7 wiesen bei einer
Konzentration von 3(M eine reduzierte &lliberlebensrate von etwa 80% auf. Innerhalb des
Messbereichs wurden keine gravierenden Effekte fiir den Selenocyanatkot§déeobachtet.
Insgesamt erreichte keine der untersuchten Verbindungen eineg\E€rt von unter 3Qum.

Dieser Wert beschreibt dimittlere effektive Konzentration, bei der 50% aller Zellen tberleben.
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Abb. 60: Auftragung derUberlebensrate der Hekzellen gegen die Inhibitorkonzentration zur

Bestimmung der EgWerte.

Die dargestellten Ergebnisserlauben erste Abschatzungen Uber die vivo Aktivitat der
untersuchten Verbindungen. Eine verringerte Zelliberlebenskatendurch eine Aufnahme der
Verbindung in die Zellen mit einer mdglichen Inhibierung Uberlebenswichtiger Proteine
assoziiert werden Dieser Prozeskann durch die jeweilige Verbindung selbst oder durch
Stoffwechselprodukte bzw. Fragmente bewirkt werden. Durch hdhere Konzentrationen der
ionischen Komplexe konnten die Reduzierungen der Uberlebensraten auch dadurch zustande
gekommen sein dass das Salz der Zelle durch Osmugasser entzieht. Dass wie bei
Selenocyanatkomplex 32 keine Effekte beobachtet wurden, kamverschiedene Ursachen
haben. Entweder wurde kein absolut notwendiges Protein zum Uberleben der Zelle inhibiert

oder die katimische Komplexverbindurigonnte nicht durch die Zellmembran diffundieren.
3.1.4.4Aktivitat gegeniiber menschlichen Melanomazelllinien

Da HDAC: vielversprechende Ergebnisse in der Behandlung von Melaneigefi>**3, wurde
reprasentativ die Zytotoxizitdét des Bisphenylpyritfidiumkomplexes 122 (nanomolarer
Inhibitor von hHDAC6 und 8) gegen verschiedene menschliche Hawiitihien untersucht:
Der BRAF und NRASWNildtyp WM3918, humane Melanomzellen 17€@1 und zwei
Melanomazelllinien (BRAF V600E mutierte Melanomzellen) 451Lu und WMB8BRontrolle,

ob lediglich die Tumorzellen selektiv angegriffen werden, wurde die Wirkung auf humane
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Fibroblasten (FF2508nenschliche Gewebezellen zum Aufbau der extrazellularen Mainia)
humane Melanozyten (FOM102010, Pigmentzellen der Hantgrsucht (Abb61). Der MTS
Proliferationstest wurde in Kooperation mit der ArbeitsgruppEENHAROHERYN vOon ADINA
VULTURM Wistarinstitut in PhiladelphigUSApurchgefiihrt?*®!

— — 0 —| PFg

HN-OH

7 5 UM
100- g , ©22 25 uM
L % g [ 50 UM
S bR
R
O 60+ % / / 7
L
o MNRNR R
el ol
: W8 R R
FF2508 FOM 3918 1791-C 451Lu WM983B
Zelllinie
Abb.61: Einfluss der Komplexverbindun§22 auf humane Zellen (Fibroblasten (FF2508),

Melanozyten (FOM102010) und Melanomazelimi(WM3918, 179, 451Lu, 983B
Die zellulare Proliferation wurde in Aldmgigkeit von der Konzentratiosowie als
prozentualer Anteil eines DMSKbntrollexperimentes durch MA#8essung bestimmt.
Die Daten zeigen den Mittelwert aus zwei voneinander unabhéangigen Messungen.

Die Ergebnisse zeigten bis zur untersuchten Konzentratmn 50uM keinerlei Wirkung der
Verbindung 122 auf die beiden Kontrollzelllinien. Trotz kationischer Natur der Komplex
verbindung und der damit verbundenen erschwerten Aufnahme durch die Zelle, lie sich bei
einer Konzentration von 2BM ein Absenken deProliferation aller Melanomazelllinien auf
durchschnittlich 60% nachweisen. Durch Verdopplung der Konzentration qu 8Qirde dieser

Effekt verstarkt und senkte am starksten die Proliferation der Zelllinie 983B auf 29%.

Die beobachtete Wirkung solltecsi durch Verwendung eines monoanionischen Ligan@#h (

Aktivierung) und der damit verbundenen besseren Zellaufnalemees neutralen Metalt
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komplexes steigern lassen. Die Synthese dieser und ahnlicher neutraler Komplexverbindungen

ist Gegenstand aktuellereiten im Arbeitskrei$lEGGERS
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3.2 Carboanhydrase

3.2.1Designstrategie

Zu Beginn dieses Projektes war die Ausgangslage vergleichbar mit der deftdigktes. Ein
Grol3teil der bisher bekannten, weitgehend rein organischen Inhibitoren besitzt lediglich eine
Breitbandwirkung, so dass ein Bedarf an selektiven Verbindungen béSfetbas Drei
DoméanenModell fur CAiaus Abb.26 wurde zur Synthese eines isoformspezifischen Metall

komplexesentsprechendmodifiziert (Abb62).

L
\ ) , 1 L
e -2
[ ZBG Org. Gerust —[ Kappe (M L
: L
Ly
Abb.62: DreiDoméanenStruktur potentiellerCAlnhibitoren mitim Kappenbereich modifiziertem

Metallkomplex ZBG = Zinkbindende Grupp,= Metallzentrum, L = Ligand).

Zur Adressierung der CAs wurdee Sulfonamigruppe zur spezifischen Interaktion mit dem
Zinkionin der aktiven Tasche ausgewaélidadie meisten inhibitorstabilierenden Interaktionen
aller zwolf katalytisch aktiven hCAs innerhalb der aktiven Zerfioai konserviersind, sollte
eine Isoformselektivitat Uber die Variation der Kappe dnhibitorgrundgerist mdoglich
sein!*?21831%8 b rchdie Synthese geeigneter Metallkomplexe sollten bindende Interaktionen mit
der Enzymoberflache erméglicht werden. Anhand literbakannter CAnhibitoren sowie den
Vorarbeiten zur Synthese der HDA@anden 67 und 68 wurde, abg@sehen von der
unterschiedlichen zinkbindenden Gruppieren grundsatzlicher Aufbau fur die erste Generation
der CALiganden151 und 152 Glbernommen (Abb63). Die Benzyleinheit zwischen Sulfonamid
und Bipyridin soll innerhalb der Enzymtasche stabilisieeeMiechselirkungen mit dem

hydrophoben Bereich ausbilden.
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Abb.63; Desigidee zur Synthese einer ersten Generation von Metallkomplexen als CA

Inhibitoren, ausgehend von verschiedenefirylsulfonamidCAi mit unterschiedlten
Kappenbereichen als LeitstrukturgiiRot = Zinkbindende GruppeSchwarz = Linker,

Blau= Kappe).

Synthese der Liganden

Zur Darstellungles Triarylsystemavurde als Ausgangsmaterial das Bror@®lausgewahlt, das

wie beschrieberiiber die KROHNk#YridinSynthesesynthetisiert wurde. UbeModifizierungder

funktionellen Gruppe sollteum Sulfonamid.igandenl51 gelangt werderund eine erfolgreiche

Synthesestrategie analog auf das Bronii#3 zur Synthese des linearen Ligandéh2

angewendet werderfAbb. 64)

NH
Br o\\Sl\\o2
—
7 N N\ 7 N N\
=N N= =N N=
69 151
o]
7 N N\ T 7 N_¢ N\ S—NH,
=N N= =N N= 0
153 152
Abb. 64: Retrosynthese der beiden Carboanhydrdsganden151 und 152 ausgehend von den
Bromiden69 und 153,

90



Eigene Arbeiten

3.2.2Synthese der Liganden
3.2.2.1Gewinkelter Ligand

Die Synthese des Bromid@&® via KROHNKk#YyridinSynthesewurde bereits in KapiteB.1.3.2
vorgestellt. Nachfolgend wurden verschiedene Madoglichkeiten 2ynthese eines Sulfonyl
chlorides untersucht, das abschlieBend durddmsetzungmit wassrigem Ammoniak zum
Sulfonamid reagieren sollteZzur Sulfonylchlori€Byntlese wurde in der Literatur zuvor die
Halogewerbindung in eine Organometallverbindung wieBz. eine GRIGNARE/erbindung
Uberfuhrt (Abb. 65). Diesereaktive Zwischenstufevurde anschlieBendnit Schwefeldioxidund

Sulfurythloridumgesetzt?*"?*

Cl
Br R O\\S'\\O
7 N_ N\ 7 N_¢ N\ 7 N_¢ N\
=N N= =N N= =N N=
69 R = MgBr, MgiPr, Li 154
Abb. 65: Retrosyntheseschema zur Synthese des Sulfonylchlotisiégber verschiedene reaktive
Zwischestufen.

In Tabelle3 findet sich ein Uberblick der verschiedenBeaktionsbedingungen, uoas Bromid
69 weiter umzusetren. Zur Ermittlung der geeigneten Reaktionsbedingurspdite die jeweilige
reaktive Zwischenstufe zu Testzwecken mit frisch tiestem Benzaldehydbgefangen werden
Die Ausgangsverbindung stellte sich als unerwartet unredldiaus so dasskeine Raktion zu

beobachten war.
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Tab.3: VerschiedenerfolgloseAnsétze zur Umsetzung des Bromi@8gmit Benzaldehyd).

Reagenz Losungsmittel Temperatur Umsatz
Mg/l, THF RT bis Ruckfluss
Mg/l EtO RT bis Riickfluss

iPrMgCl THF ¢95°C bis RT

iPrMgCl THF ¢15°C bis 40C
iPrMgCl THF RT
iPrMgCl THF Ruckfluss
n-BuLi THF ¢90°C bis RT
n-BuLi THF ¢78°C bis RT
n-BuLi EtO ¢78°C bis RT

Alternativ wurde im Vergleich z®8ynthese des Nitril$10 aus KapiteB.1.3.2versucht unter
den analogen Reaktionsbedingungen direkt Thiog/anat einzufiihrendasanschlieend durch
oxidative Chlorierungn das Sulfonylchlorid54 umgesetzt werden sollte (Scherd®&). Hierbei
wurde kein Umsatz beobachtaind bei dem Versuclidas Thiocyanatl55 nach einerMethode
von VARMA et al. mit Natriumthiocyanat undMikrowellenstrahlungdarzustellen, blieb das

Startmaterial unverandert®®

Br  NaSCN, Cul, KI, N,N'-Dimethylethylendiamin SCN

o-Xylol, 160 °C, 24 h

7 N/ N\ NaSCN 7 N N\
—NNT H,0, 110 bis 130 °C, 20 bis 30 min =N N=
69 Mikrowelle 155

Schema48: Gescheiterte Einfuhrung des Thiocyanats untBOSENMUNEYON-BRAUN &hnlichen

Bedingungen (oberder Einfihrung via Mikrowellenstrahlung (unten).

Ein andere Mdglichkeit ist die Synthese des Sulfonylchlorides Ubere eldiazoniumsalz
Zwischenstufé®” Hierbei werden aromatische Amine unter sauren Bedingungen mit
Natriumnitrit versetzt und arwhlieBend mit Thionylchlorid al&chwefeldioxidgelle zum

Sulfonythlorid umgesetzt. Die Synthese denétigten Azids156 konnte durch Umsetzung von
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69 mit Natriumazid inDimethylformamidauch nach drei Tagen nicht beobachtet werden
(Schema9).

Br N3 NH,
NaN, H,, PA/C (5%)
__________________ -
7N\ / \ DMF,65-120°C,3d / N\ / \ MeOH,RT,20h  / N\ / \
=N N= =N N= =N N=
69 156 157

Schemad9: Geplante Syntheseroute zur Darstellung des Ami Uber das Azid156 als
Zwischenstufe.

Eine weitere Variantezur Einflhrung des Schwefels war die Synthese Tdek 158 das
anschlieend zum Sulfonylchloridmgesetzt werden sollte Durch saure Umsetzung des
Bromides69 mit Natriumsulfid inDimethylformamidwurde unter verschiedenen Bedingungen
(0°C auf Raumtemperatur 5Tage bei Raumtemperatur 15Stunden bei 6390°C) keine
Umsetzundbeobachtet (Schema0).

Na,S, HCI/H,0

77

I\ /N DMF,0°Cbis90°C, 15hbis5d 7\ /7 \
=N N= =N N=
69 158
Schemab0: ErfolgloseDarstellungdesThiok 158 unter sauren Bedingungen mitteatriumsulfid

WiLLIset al. beschrieben 2010die Synthese vonN-Aminosulfonamidendurch palladium
katalysierte Einfiihrung voSchwefeldioxid in Arylhalogenitf&" Hierbei wird dasSchwefel
dioxidnicht als Gas, sondein Form einesuftstabilenDABCHSQ), ChargeTransfer Komplees
(DABCO =1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octarium Reaktionsgemisch gegeb@&ieser Komplex konnte
durch Kondensation des Gases a80°C und anschlielender Reaktion unter Rickfluss mit
DABCGn einer Ausbeute von 97% erhalten werdé®? Fiir einen ersten Teshit 69 wurden die
Literaturbedingungen kopiert, jedoch konnte kein Umsata 160 beobachtet werden
(Schemdbl).
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Br

(DABCO)*(SO5), o. NH
Pd(Il)acetat, P(tBu);*HBF, SS.
+ H,N-N O o
— 1,4-Dioxan, 90 °C, 17 h
78\ 7 N\ (Ar Atmosphare)
-  N=
7 N N
69 159 -  N=
160
Schemabl: Synthesestrategie zur Darstellung idiAminosulfonamidemach Williset al. ausgehend

von Bromid69.

Letztendlich wurdeeine Umsetzung vorOkAUcHIet al. adaptiert®®® Mit dem Ligandm = m
Bis(diphenyshosphino)ferrocen dppfy***?*3 wurde palladiumkataly®ert eine GSKreuz
kupplung in Toluol durchgefuhrt und der Thioeth&#8l konnte in 81% Ausbeute erhalten
werden (Scheméa?2).

Br SBn

Benzylmercaptam, Pd,(dba); dppf, DIPEA

/ \ / \ TO|UO|, RUCkﬂUSS, 4 h / \ / \
=N N= 81% =N N=
69 161

Schem&b2: Palladiumkatalysierte Synthese des Thioeth$nach Okauchét al.

Nach Vorschrift vonPu et al. lie3 sich der Thioether anschlieRersehr milde zum
entsprechenden Sulfonylchloritb4 umsetzer®®® 1,3Dichlore5,5-dimethylhydantoin162, das
nach Reaktion mit Wasser hypochlorige Saure als Oxidationsmittel freisetzt, wurde hierbei als

sicheres Aquivalent zu Chlorgas verwen@thema 53)

cl
N
Cl NH,
2 eq. =0 O\\S/ O\\S/
SBn oi/"! o e
cl
162 NH3 (aq.) (25%)
7 N/ \ MeCN/ACOH/H,0 /7 N/ \ MeCN,0°CaufRT, 7 N\ /7 \
40:1.5:1 . . 15 min _ N
=N N= 05°C 15h N N N N
- LD quant.
161 154 151

97%

Schemab3: Synthese des Sulfonylchloridés4und dessenUmsetzung zum Ligandelbl
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AbschlieRend wurde durddmsetzungnit wassrigem Ammoniatter finaleLigand151in nahezu
quantitativer Ausbeute Uber zwei Stufegrhalten.Durch Verwendung von wassrigem Dimethyl

amin wurde eine methylierte Kontrollverbindurigg3 synthetisiert (Schem&4). Dieset.igandist

nicht in der Lage eine koordinative Bindung zum katalytisch aktiven Zink in der Enzymtasche der
CA aufzubauen, so dass durch Vergleich der Bindungsaffinitateschmmi methylierter und

freier Sulfonamidfunktion Rickschlusse auf den Bindungsmodus méglich sein sollten.

O\\S/CI O\\S/N -
~0 ~o

Me;NH (5q) (40%)

7/ \ 7\ MeCN, 0 °C auf RT, 15 h 7/ \ 7\
=N N= 84% =N N=
154 163

Schemab4: Synthese des methylierten Ligand&&3als Kontrollverbindung

3.2.2. 2 inearer Ligand

Zur Synthese des linearen Liganden wurde zuerst das Brob3idurch eineSuzukiKupplung
unter Literaturbedingungen in einer Ausbeute von 32% darge&&lidnschlieRendkonnte der

Thioetherl64in 81% Ausbeute erhaltemnerden(Schemdbb).

Pd(PPha),, K,CO
7 NN Br + (HO) B@Br o 27 d 7 N/ \ Br
QH} 2 DMF, 100 °C, 14.5 h N =

74 79 32% 153
Benzylmercaptam, Pdy(dba); dppf, DIPEA
153 7\ 7\ SBn
Toluol, Rickfluss, 3 h —N N=
81% 164

Schemabs: Zweistufige Synthese des Thioeth& Giber das Bromid 53

Alternativ konnte die Synthese des Thioethd®4 auch dreistufig Uber eine Kreuzkupplung
erfolgen. Dazu wurde zu Beginn die literaturbekannte Boronsdéiber zwei Stufermit
einer Gesamtausbeute von 41% dargestellt (Sch8&&°®® Durch SuzukiKupplung mit dem
Bipyridin 74 konnte das lineare Analogon zu Thioeth&61 mit guter Ausbeutesynthetisiert

werden.
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1. n-BuLi, Schwefel

2. BnBr n-BuLi, B(O-Et);, NaOH
Br@sr BrOSBn (HO),B SBn
THF, =78 °C auf RT, 2.5 h THF, -80 °C auf RT, 15 h

91 70% 165 58% 166
Pd(PPh3)4, N32C03
axarnrrar 00 _ N on
=N N= DME/H,0, 100 °C, 15 h =N N=
74 166 93% 164

Schemab6: Synthese des Thioether$65 und dessen Modikation fir eine Kreuzkupplung zur
Darstellung vori64.

AbschlieRend erfolgte nach der Sulfonylchloridsynthese mittel3-Dichlore5,5-dimethyk
hydantoindie Darstellung des Ligandé®2 durchin situ Umsetzung mit wassrigem Ammoniak

in einer Ausbeute von 75% Uber zwei Stufen (Schgnma

pl

N
2 eq. >:O

o~ N
Cl o

162 1l NH3 (aq.) (25%) 1
bpy SBn bpy S—CI - bpy S—NH,

MeCN/AcOH/H,O (')' MeCN, 0 °C auf RT, 20 min 6

40:1.5:1,
164 0-5°C, 2.25h 167 75% (Uber zwei Stufen) 152

Schemab7: Synthese des linearen Sulfonamidligand&26 6 LJ& -Hipyridi&EsHyIW

3.2.2.30xazolinLiganden

Als dritte Variantewurde eine OxazolirModifikation des gewinkelten Ligandemntersucht
Durch die Einfihrung eines Stereozentrums wurden sich zwei prinzipielle Vorteile erhofft. Zum
einenwerdenbei derSynthese des Metallkomplexesiike Enantiomere sondern Diastereomere
gebildet die sicheventuell einfachervoneinander trennen lassen. Zum anderen konnte bei
Verwendung raumlich anspruchsvollen Gruppen &mxazoliming die Synthese des Metall
komplexes in Richtung eines der beiden Baebmere dirigiert verden, wodurch im idealen Fall

nur eine Komplexerbindungentstehen wirde.Zusatzlich wird im Vergleich zum gewinkelten
Ligandenl51 durch den Einbau eines Funfringes der Bindungswinkel zum Metall vera@dert.
2-Oxazolinen gelangt manach BoLM et al. durch LewisSaurekatalysierte Kondensation von

priméren Aminoalkoholen mit NitrilefAbb.66).2*!
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NH NH
O 2 Os 2
Sso S
HoN s
O%(éj —=> "yow -
7\ R NC—\
Rf];N N / N /
167
Abb. 66: Retrosynthetische Darstellurdgs Oxazolitiganderiiber Nitril167 nachBoLMet al. (R =

Rest).

Zur Synthese der Oxazoline wurdelie Aminoalkohole D-Valinol 168 und D-Alaninol 169

verwendet, dienach Literaturvorschriftensynthetisiert wurdenbzw. kommerziell erhaltlich

waren!?®l
HzNJi\OH H2N\‘/\OH
168 169
Abb.67: Ubersicht deverwendetenp-Aminoalkoholel68und 169.

Zur Synthesevon 2-Cyane4-brompyridin (L72) bot das 4BrompyridinHydrochlorideinen guten

Startpunkt welches nach Neutralisationohne weitere Reinigung umgesetzt wurde
(Schemd8).”"” Hierbei ist die fische Darstellung vori70 notwendig, da dies selbst im
kristallinen Zustand langsam polymerisiBf! Durch Reaktion mimeta-Chlorperbenzoeséure
(MCPBA wurde 4Brompyridinl-oxid (L71) in 90% Ausbeute erhaltéfi’? Die anschlieBende
Einflhrung einewortho-Cyanogruppe am Pyridizu 172 wurde durchbasische Umsetzung von
171 mit Trimethylsilylcyanid (TMSCN) unter Ruckflussreicht?®*?”3  Durch Suzukd

Kreuzkupplung mit Boronsaur&é66 wurde das Nitril 173 in 61% Ausbeute synthetisiert
(Schem&38). Die Reaktiorfiihrungwurde in dieser Reihenfolgeeglant da eine Oxidation der

Thioethergruppe durcmmCPBA venieden werden sollte.

SBn
Br Br Br (Ho)zB@SB” 166

| A mCPBA @ TMSCN, NEt;3 @ Pd(PPhs),, Na,CO5
% CHCI;, RT, 4d 7 MeCN, Riickfluss, 15 h = DME/H,0, Riickfluss, 15.5 h —
N CN NC

N . ) N \_/
90% o 80% 61% N
170 171 172 173
Schemab8: Dreistufige Synthese des Nitrlg3in einer Gesamtausbeute von 44%
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Nach der Synthesees Nitrils173wurdenzweiVarianten zur Synthese der Liganden in Betracht
gezogen Eine Mdglichkeit waerst die Einfihrung des Oxazoliasn Nitril und anschliel3ende
Synthese des SulfonansidHierbei solltensich die Oxazoli#@wischenprodukte zun&chsesser
mittels S&ulenchromatographie reinigen lasseenn noch keine Sulfonamidgrupperhanden

ist. Alternativ wurde bei 167 das Sulfonamid vor Einfihrung des entsprechenden Oxazolins
dargestellt (Schem#®&9). Diese Vorgehensweideat den Vorteil, dass nach der Sulfonamid
synthese nur noch eimariabler Schritt zum Aufbau einer Oxazoliigand-Bibliothek nétig ist
Aufgrund dessen wurde zuerst diese Variante untersucht. Nach bekannter Umsetzung des
Thioethers konnte trotz erwarteter Ldslichkeitsprobleme das Sulfondéigin 95% Ausbeute

Uber zwei Stuferrhalten werden.

( Cl NH
N O\\ / O\\ / 2
SBn 2eq. >:O S\\O S\\O
o™ N
c NH (25%
162 3 (aq.) (25%)
ne— N\ MeCN/ACOH/H,0 o/ \ MeCN, 0 *CaufRT, 20min . /™
N= 0?2-01(:;5.21 h N= 95% (liber zwei Stufen) N=
173 174 167

Schemab9: Synthese des Sulfonamid67 uber das Sulfonylchloriti74.

Nach Umsetzung deSulfonamié 167 mit D-Valinol unter ZinkchloridKatalysewurde der

OxazoliaLigandl75in einer Ausbeute von 32%auberisoliert (Schema0).

O. NH, O. NH,
SSs SSs
~0 ~0
HZNI\OH . kat. ZnCl,
Chlorbenzol, Rickfluss, 24 h o
NC—\ 32% [/ \
168 N/ \\ N
167 175

Schemab0: Synthese des Oxazoliigandenl75.

Bei der analogenUmsetzungdes Sulfonamid 167 mit D-Alaninol in Toluol konnte de&
entsprechendeligand178 nicht isoliert werden Alternativ wurde das NitriLl73 unter gleichen
Reaktionsbedingungen zuerstit D-Alaninol umgesetzt undder SulfonamidVorlaufer 176 in

einer Ausbeute von 63% erhalten (Sche6iy. Nach zweistufiger Umsetzurg Oxazolirl78

98



Eigene Arbeiten

(20mg, 27%)waren noch Verunreinigungen iftH-NMR zu erkennendie nicht abgetrennt

werden konnten.

SBn SBn
HyN \rOH . kat. ZnCl,
— Toluol, Rickfluss, 24 h 0 —
NC \ ) [ V, \
169 N/ 63% o N2
173 176
cl
N MeCN/AcOH/H,0
2 eq. =0 40:1.5:1,
o N 0-5°C,2h
\
162 Cl
O\\SNH2 O\\S/CI
Ne) Ne)
NH3 (aq.) (25%)
MeCN, 0 °C auf RT, 20 min
O — O —
[ 7=\ 27% (uber zwei Stufen) [ 7\
&N N &N N
178 177

Schemab1: Synthese des Oxazoliriganan 178durch abschlie3ende Einfiihrung des Sulfonamids.

Zusammenfassenklonnte mit 175 ein OxazolirLigandsauber isoliert werden. Verbinduriy/8
wurde zwar nicht vollstandig rein erhalten, almhne weitere Aufarbeitung zur Metallkomplex

synthese eingesetzt.
3.2.3Synthese der Metallkomplexe

Alle folgenden synthetisierten Komplexverbindungen wurden, wenn nicht besonders erwéahnt,
als racemische Gesthe erhalten und es ist aus Griinden der Ubersicht nur ein Enantiomer

gezeigt.
3.2.3.1Bipyridin-Ligancen

Erste Untersuchungen wurden mit dem RutheniumvorlajifRuC}(COD)(MeChM)zur Synthese
eines neutralen 1% yclooctadienkomplexes gemacht. Dafir wurde demvejlige Ligand mit
dem Vorlaufer in Dimethylformamid erhitzt (Scherfd). Beide Verbindunged79 und 180

konnten mit guten Ausbeuten von tber 80% erhalten werden.
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NH
Oy 2
o\\S,NHz S5
Ne}
[RUCI,(COD)(MeCN),]
DMF, 80 °C, 1.5 h 7N\ A\
/ \ / \ 90% _N\ /N_
—NNT ClunR{=Cl
151 KX 179
0 N/ i
7N\ / \ I [RUCl,(COD)(MeCN),] e S—NH,
~NH, i
=N N= o) DMF, 80 °C, 2.25 h Gl R{—=C
0, ) 4
152 82% WX 180
Schemab2: Darstellung der neutralet,5-Cyclooctadienkomplexe.

Die beiden pseudooktaedrischen Halbsandwichkomplé8d und 182 lieBen sich durch
Umsetzung des jeweiligen Liganden mit dem VorlaufRuh®>-GHs)(CO)(MeCN)PR in
Ausbeuten von 91% bzw. 75% erhalten (Sché&)a

NH
o N2
N
o
[Ru(n5-CsHs)(CO)MeCN),]PFq
DMF, 80 °C, 2.5 h
I\ .
N =
\
151 @} . 181
o)
0 = — % ~|PFs
7N\ 7\ 2 [Ru(n®™CsHg)COXMeCNIPFs () ) &,
- 2
=N N= o) DMF, 80 °C, 2.5 h N\RV o)
u
152 75% 3 e 182

Schema&3: Darstellung der pseudooktaedrischen Ruthenittabsandwichkomplex&81und 182

Nach Erhitzen des Ligandé@®1 mit dem Metallvorlaufer [RugiCO)], auf 85°C in Methanol
konnte der DichloradicarbonylRutheniumkomplex183 mittels HRMS zwar nachgewiesen,

allerdings nicht isoliert werden (Scher64).
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[RuCly(CO),]n

MeOH, 85 °C, 18 h

Cl Cl
151 183
Schemab4: Reaktionsansatzur Darstellung des DichlodicarbonylRutheniumkomplexe&83

Als Grundlage fur Untersuchungen beziglich R&roder aktiven Tasche, sowie des
Ladungseinflusses auf die Bioaktivitat wurde mit beiden Liganden der raumlich anspruchsvolle,
oktaedrische BisbipyridiRutheniumkomplex durch Umsetzung mitcis[Ru(bpy)CL]-2H,0
synthdisiert (Schem#®5).

o. NH o
S,
o
cis-[Ru(bpy),Cl,]
EtOH, Riickfluss, 3 h
o o 58%
/) \
\ NN //
151
_ _ o cis-[Ru(bpy),Cl,]
-NH
\_ N7 i 2 E{OH, Riickfluss, 4 h
152 26%

Schemab5: Darstellung der kationischen BisbipyridRutheniumkomplexd84und 185.

AnschlieBend wurden die strukturell &hnlichen, monokationischen Bisphenylpyridin
Iridiumkomplexel86 und 187 durch Umsetzung der beidenganden mit dem Iridiumvorlaufer

[IrCl(ppy)]2 in Acetonitril/Methanol (3:1) ber5 °Cin guten Ausbeuten erhalten (Schei®d).
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O\\S/NHZ
~0
[IrCl(ppy)2l>
MeCN/MeOH 3:1, 75 °C, 6 h
- o 90%
/ \
\ NN /
151
— — (o] [IrCi(ppy).l,

Py S-NH, PR
\ ¢ N7 i MeCN/MeOH 3:1, 75 °C, 6 h N_|r_N
152 77%

Schemeb6: Darstellung der kationischen Bisphenylpyridtiidliumkomplexel86und 187.

Die Ligandenwurden auch mit dem monofluorierten Iridiumvorlaufer [IrCl(fpglg) zu den

beiden Iridiumkomplexed88und 189 umgesetzt (Schem@y).

[IrCl(fppy)zl2
MeCN/MeOH 3:1, 75 °C, 6.5 h

78%

\ N

— — 9 |PFs

s NH,
— — o [IrCl(fppy)2l>

/ \ S_NH2
NV 3 MeCN/MeOH 3:1, 75 °C, 6 h N_|r_N
152 40%

Schemab7: Darstellung der kationischen Bisfluorphenylpyrittidiumkomplexel88und 189.

Die Darstellung der Bisthiophenpyridindiumkomplexe lie3 sich mittelsgeringfiigig

verénderten Bedingungen unter Verwendung des Vorlaufers [IrCl(thpygalisieren. Hierdrch
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konnten beide Iridiumkomplexd 90 und 191 mit Ausbeuten um 70% synthetisiert werden
(Schemd8).

[IrCl(thpy)l
MeCN/MeOH 4:1, 75 °C, 6 h
66%

190

QO™
/ \ S—NH
o [IrCi(thpy),J, \ / 5

\./

77—\ —NH; - A
N N i MeCN/MeOH 2:1, 75 °C, 5.5 h
152 74%

191

Schemas8: Darstellung der kationischen Bisthiophenpyridiildiumkomplexel90und 191

Mit dem methylierten Ligand.63 wurde der Iridiumkomplexi92 als weitere Kontrollsubstanz

fur die Bioaktivitatsmessungen dargestellt und in 75% Ausbeute erhalten (S&@®%ma

\N LS
\ O\\S/\\
o N ©
S
S0
[IrCi(thpy).],
MeCN/MeOH 3:1, 75 °C, 6 h
—/ \_ 75%
\ NN /
163 192
Schemab9: Darstellung des methylierten Iridiumkomplex®32als Kontrollerbindung.

Als letzte Verbindungsklasse wurde die Synthese der oktaedrischen Trithiacyclononan
Rutheniumkomplexe untersucht. Zuerst wurde hierbei der Monoacetonitrilkomp8&Xkdurch
Reaktion mit dem Rutheniumvorlauf¢Ru([9]ane(MeCNjJ(CESQ), in einer Ausbeute von
42% dargestellt (Schen7d®).
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[RU([g]aneS3)(MeCN)3](CF3SO3)2

DMF, 85°C, 17 h

42% N _ N
\2¥/
S{;Ru\—NCMe
<\S\/S 193
—/
SchemarO: Darstellung des zweifach kationischen Monoacetonitrilkompléb@Ss

EineSynthese de&ohlenmonoxid&mplexes194 ausgehend von derivionoacetonitrilkomplex
193 mit anschlieBender Isolierung war nicht mdoglich. Durch Umsetzung 188 mit
Natriumthiocyanat konnte keine saubere Komplexverbindung Mhitoder Sgebundenem
Thiocyanat erhalten werden (Scherid). Unter gleichen Bedingungen wurde mit Natriumazid
der gewnkelte AzidkomplexX97in 48% Ausbeute synthetisiert. Mit Kaliumselenocyanat wurde
der Selenocyanatkompleb@8 als einzelnes Isomer in 95% Ausbeute erhalten. Die Bindbeg
das Selen an das Metallzentrutonnte durch die Vergleicke der ”’Se (¢215 ppm) uind *GNMR
(104.2ppm (Gecn) Spektrenmit den in dieser Arbeit synthetisierteBelenocyanatkomplexen
(vgl.Kapitel3.1.3.2 bestatigt werden

R |2PFs R |PFe
\ N\zyN / \ N\ /N /
SQ"RU\—CO SCHRTU\—X

% %
<\S\/s <\S\/S

|- CO, DMF, NaSCN, DMF, \—/

90°C,3h 90°C,3h
194 195 (X = NCS)
196 (X = SCN)
193
NaN3, DMF, KSeCN, DMF,
3h,90°C 3h,90°C
48% 95%
 lpes < 1Pre

/) \ / \
\_/ N7 \_ " N7

N+ \+/

S{"RU\_N:; S Ru\—SeCN

L L
<\S\/S (\S\/S

\—/ \—/

197 198

Schemarl: Darstellung der kationischen TrithiacyclonoA@atheniumkomplexe194¢198 durch
Substitution des AcetonitrilligandgiiR=-Ph-SQNH,).
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Bei derin situ-Synthese des Komplex&89 wurden nach Zugabe von Kaliumselenocyanat zwei
neue Verbindungen isoliert (Scheni2). Bei einer Verbindung wurde die exakte Masse des
Selenocgnatkomplexes per HRMS identifiziert. Deis und *GNMR zeigte jedoch neben den
erwarteten Trithiacyclononassignalen zuséatzliche aliphatische Signale, die keiner anderen
Verbindung oder Losungsmittelresten zugeordnet werden konnten. Da auch die zur
Identifizierung des Selenocyanatliganden charakteristischen BandéfSenund **GNMR nicht
eindeutig nachgewiesen wurden, konnte von keiner erfolgreichen Synthese der

Komplexverbindung99ausgegangen werden.

— — o —|PF6
N, S—-NH,
N\ (o)
SiRU==SeCN
K
S™—s i .
_ _ 9 1. [Ru([9]aneS3)(MeCN)3](CF3SO3)2 \_I 199 (schelnt |nstab|l)
) S-NH, DMF, 85°C, 16 h
NN o 2. KSeCN *
152 95°C,3.75h _ _ o —‘pFG_
/ \ S—NH,
\ N /N / I
StnRG=CN
s
\ ( 200 (bis zu 55%)
Schemar2: Ansatz zu Darstellung des Selenocyaoatglexes199. Als Nebenpodukt konnte die
Bildung desCyanidibmplexes200 mit einer Ausbeute von bis zu 55% beobachtet
werden.

Die zweite Verbindung konnte nach Isolation und Analytik als Cyanidko@@lexientifiziert
werden (Schemar2). Der Abbau des Selenocyanatliganden zum Cyanidliganden ist in der
Literatur bereits beschrieben. Interessanterweise wird dort der Abbau nur ausgehendNvom
gebundenen Selenocyanat beobachtet und nicht der Zerfall von freiem Sele@bcyzasN-
gebundene Cyanid isomerisiert anschlieRend sehr schnell Ggebundenen Speziés?
Aufgrund der unerwarteten Isolierung démsearenCyanidkomplexe200 wurde in situ die auf

dem gewinkelten Ligandensystem basierenderbindung201 in einer Ausbeute von 13%

synthetisiert(Schema& 3).
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1. [Ru([9]aneS3)(MeCN)3](CF3S03),
DMF, 85°C, 15 h

2. KCN
95°C,3h

13%

201

Schemar3; In-situ Darstellung de€yanidiomplexes201

Insgesamt wurden mit beiden neutralen Ligandesi und 152 eine Vielzahl an verschiedenen
Kompgexverbindungen synthetisiert, deren Bioaktivitdt gegenlber den Carboanhydrase

isoformen hCA und hCAl untersucht werden konnten.
3.2.3.20xazolinLiganden

Mit den beiden Oxazolihigandenl75 und 178 wurden repréasentativ die Bisthiophenpyridin
Iridiumkomplexesynthetisiert. Die Darstellung mit dem LigandErb erfolgte in 70% Ausbeute

und das Diastereomerenverhéltnisn 202wurde via'H-NMR mit 1:1.2 bestimmt (Scherid).

o. NH, |PFg
SqL
o. NH2 ©
Sg
o [IrCl(thpy),l

MeCN/MeOH 2:1, 80 °C, 6 h

0 — 70% (d.r. 1:1.2)
Lo

Schemar4: Darstellung des Kkationischen Bisthiophenpyritidiumkomplexes 202 als Dia
stereomerergemisch von 1:2.

Der Iridiumkomplex 203 wurde unter den analogen Bedingungerder Vorreaktion als

Diastereomeregemisch (d.r. 1:1.6) in einer Ausbeute von 71% estadlt (Schem&5).
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o. NH, |PFg
O\\S":IHZ \S\O
0 [IrCi(thpy)l,
MeCN/MeOH 2:1, 80 °C, 6 h
[0/ \—/ 71% (d.r. 1:1.6)
N N
178 203
Schemars: Darstellung des kationischen Bisthiophenpyritidiumkomplexes 203 als Dia

stereomerergemisch von 1:8.

Insgesamt war bei keinem der beiden kationischen Metallkomplexe lengplete Trennung
der einzelnen Diastereomeramittels Saulenchromatographie mogliciDer Einfluss der
substituierten Oxazolineinheiten auf die diastereoselektive Synthese der Metallkongabien
relativ gering zu sejnwas besonders bei der sterisch ansprucheveh Isopopylgruppe

verwunderte
3.2.3.3Synthese enantiomerenreiner Komplexverbindungen

Von dem racemischen Bisthiophenpyridildiumkomplex190 konntenexemplarisch die beiden
Enantiomergn-190und [ -190im Uberschussynthetisiert werdenAufgrund der Ahnlickeit des
Komplexorlaufers204 zu der n Kapitel3.1.3.3verwendeten Verbindund 37, wurde dasdort
beschriebene Verfahren auflas Bisthiophenpyridi®ystem (bertragen. Zur Synthese der
diastereomeren Iridiurkomplexe wurde das Auxiliat40 mit dem racemischen Komplex
vorlaufer 204, Triethylamin und Silbertriflaimgesetzt und die beiden Diastereomgr€S-205
(25% und [ -(9-205 (3% erhalten (Schema6).

AgOTH, NEt3 /
‘ ‘ 140 ’ I‘
N N N

A-(S)-205 S)-205

Racemat 3% (d.r. 450:1) 25% (d.r. 869:1)

Schemar6: Synthese deb A I & (i S NI5(8-205 dwfb K(S-p05ausgehend von Racem204.
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Die Diastereomerenverhéltnisse konnten p@#-NMR bestimmt werden. Hierzu wurden die
Signale dettert-Butylgruppe in deuteriertem Aceton miteinander verglichen. Demnaclertag

[ -(9-205 mit einem Diastereomerenverhdltni®@ 2 y  n p n Y{$205degnR869ml vor Die
schlechte Ausbeute dgsDiastereomers lasst sich dadurch erklaren, dass nach erster Reinigung
mit 22% Ausbeutenur ein d.r. von 50:1 erreicht wurde und durch die zweite séulen
chromatographische Reinigungegen der Saurelabilititdes Komplexegin Grof3teil verloren
ging.In Analogie zu den Resultaten Kapitel 3.1.3.3zeige sich, dass unter diesen Reaktiens
bedingungen keines der Diastereomere deutlich bevorzugt gebildet wunggmn man die
Ausbeuten nach der eten saulenchromatographischen Reinigung berickgjthtiZur
Abspaltung des Auxiliars unter Ligandenaustausch wurden die jeweiligen Diasteeeomer
zusammen mit dem Liganddrb1 unter Lichtausschlugsit Trifluoressigsaurén Dichlormethan
geruhrt und die Keplexe [-190 in 68% (e.r. 13:1)dzy’ R-19Min 57% (e.r. 56:1) Ausbeute
erhalten(Schema&7).

0. NH;
S
@ 2 S
SNy A N N\ s AN -
=N N= | |
! | O \ | N
///,,,/, ‘\\\\\\ 151 ///"'/, ‘\\\\\ ~
e e
’ N" o MeCN, RT, 4 h ‘\N/
s~ N |tBu\\ 68% (e.r. 13:1) s N |
g "NH,
A~(S)-205 A-190
Schemar7: Saurevermittelte Synthese degs-190 Enantiomers (e.r. 13:1) unter Retention der
Konfiguration.

Bestimmung deiEnantiomererverhaltnisse

Die Enantiomereverhaltnisse wurde durch HPL@Bnalytik fir beide Komplexer-190 (e.r.
MO Y MO -d80Re.r. 56:1) bestimmt (Abl8). Zum besseren Vergleich wurde auch ein
Chromatogramm des racemischen Gemisches aufgenommen, dédediifizierung der beiden

Enantiomere bestatigte.
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70 4

60 - ”

50 4

n — D190

5 40 4 —1L-190
< — 190
o 30 -

20

10 - J

0
18 20 22 24 26
Retentionszeit [min]
Abb.68: Chromatogramme delKomplexen-190(tg = 21.6min, e.r. 56:1) ( -190 (tr = 23.0min, e.r.

13:1)und der racemischelerbindungl90.

Ein Vergleich der beiden €Ipektrenzeigte aufgrund des spiegelbildlichen Verlaufs eindeutig
die enantiomere Beziehung vgr190dzy” R19GYAbb.69).

40

30 -
— D-190
—L-190

20 -

10 1

0 ~

D gL cm™ mol™]
5

=20
=30

-40 -

300 400 500 600
Wellenlange [nm]

Abb. 69: UberlagerteCBSpektrender VerbindungerdD-190und L -190in Dimethylsulfoxid
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Zusatzlich wurde die Zuordnung der absoluten Konfiguration durch Vergleiche Bipekiyen
der beidenEnantiomeren des [Ir(bpyppy)]PR-Kompleed?*® belegt, da ein jeweils ahicher

Verlauf zu erkennen war (AbB0).

1004 — D190
75 — D-[Ir(bpy)(ppy),IPF,
& 50 - —L-190
2 25 — L-[ir(bpy)(ppy),IPF,
F.*E 04
5 ]
_l '25 1
I-m-l o
A -50-
-75 4
-100 -
3(I)O ' 4(I)0 ' 5(I)O ' 6CI)O
Wellenlange [nm]
Abb.70: Uberlagerte CESpektren deNerbindungem-[Ir(bpy)(ppy)]PFR und L -[Ir(bpy)(ppy}]PR

sowievonn-190und [ -190.

AbschlieRend bestéatigen diese Ergebnisse, dass der AdigeamdAustausch aucimit diesem

System unter Retention der Konfiguratiam Metallzentrumdurchgefiihrt werden konnte.
3.2.4Untersuchungen zur Bioaktivitat
3.2.4.1Stabilitatstests

Analog zuKapitel 3.1.4.1 wrde der Iridiumkomplex190 exemplarischauf dessen Stabilitat in
wassrigem Medium untersucht. Die Verbindung wurde in einem DBERO Gemisch (9:1)
geldst und {ber einen Zeitraum von 2&8inden perH-NMR beobachtet (AbbZ1). Innerhalb
dieses Zeitrams lieRen sich keine Veranderungen erkennen, was die Stabilitdt des -Metall
komplexes190 im wassrigen Medium belegteDie Stabilitat des Ubergangsmetallkomplexes
gegen nukleophile Thiole wurde durch Lésen der Verbindung in einem BIM30 Gemisch
(9:1) +5mm 2-Mercaptoethanolsimuliert und ebenfalls tUber einen Zeitraum von 28tGnden

per '"H-NMR beobachtet (Abb. 72). Innerhalb dieses Zeitraums zeigte sich Verbih@Qrim

wassrigen Medium auch stabil gegentber Thiolen, da keine Vemndmgien zu erkennen waren.
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Abb.71: '"H-NMR Spektrewon Verbindund.90 (5 mm) in DMSQdg/D,0 (9:1) tiber einen Zeitraum

von 245 Stunden

Oh

_ A

1
- |
|

24.5h
T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T
9.00 8.50 8.00 7.50 7.00 6.50
ppm (t1)
Abb. 72 "H-NMR Spektrerwvon Verbindundl90 (5 mm) in DMSQde/D,0 (9:1) + 5nm 2-Mercapto

ethanol Gber einen Zeitraum von ZStunden
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3.2.4.2Prinzip des CAssay

Prinzipiell bestehen verschiedene Mdglichkeiten Zaor vitro Messung von lgWerten
gegenuber CAsZum einen existieren kompetitiviydratationsassaydasierand auf der
Umsetzung des physiologischen Substrates Kohlenstoffdioxid. Hierbei wird die Zeit bis zum
Farbumschlag eines phbhéngigen Indikators gemesséff! Fiir CAl existiert ein kompetitiver
Fluoreszenzassay, der auf der Abnahme der Fluoreszenzintensitat durch Verdrdngung von
Dansylamid (@fonamidfunktionalitat) aus einer®ansylamidCAIlI-Kompkx durch den Inhibitor
basiert?”® Zum anderen zeigen die CAs auch eine gewisse katalytische Bandbreite beziiglich
anderer hydrolytischer Prozesse mit nietdgtirlichen Substraten. Viela vitro Assays beruhen

auf der Zinlon vermittelten Esteraseaktivitit der CR€*"? So existiertz.B. ein fluore
metrischer Assay fur hQAmit FluoresceirDiacetat alkommerzell erhaltlichen Substraf der

nur eine geringe Enzykonzentration im niedrig nanomolaren Bereich verwend& Der in

dieser Arbeitfir beide Isoformerverwendete Assay basiert auf der durch die CA katalysierten
Hydrolyse des nichtatirlichen, farblosen Substrateg-Nitrophenolacetat zu gelbem
p-Nitrophenol, das mittels Spektrometer beiner Wellenlange vot05nm detektiert wird
(Abb.73).

o)
)J\ OH
o) o) o
+ - > + —>+ H:0 + )J\ + HT
- p-Nitrophenol o
Abb.73; Schematische Darstellung deron CAs (grau) katalysierten Esterasereaktion des

p-NitrophenolacetatSubstrates.

Sowohl die physiologische Reaktion als auch die Esterasereaktion werden durch den klinisch
verwendeten CAAcetazolamid50 gehemmt. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Esterase
reaktion ebenso von der Zinkidgrunktionalitat im aktiven Zentrum der CAshabgt. Deshalb
kénnen die Ergebnisse des Esteraseassays als misiiy zuverlassige Richtwerte fur die
Inhibierung der physiologischen Reaktion angenommen weld&f? Durch Zugabe des
Substrates zumprainkubierten Enzyhinhibitor-Komplex wird dieser kompetitive Assay
gestartet. AnschlieBend lauft abhangig von der Affinitat des Inhibitors die Hydrolyse des

Substrates zeitlich verzdgert ab. Somit kann durch die zeitabhéngige Zunahme der Absorption
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des p-Nitrophenols, als Indikator fur die Enzymaktivitat, in Abh&ngigkeit von der Inkibitor
konzentration der Ig-Wert ermittelt werden.Da die Aktivitat deuntersuchten CAgegenuiber
dem nichtnatirlichen Substratp-Nitrophenolacetat vergleichsweisegering ist, wurde zur
Aktivitatsbestimmung einerelativ hohe Enzymkonzentration bendétigtierbei besitzt die
Isoformll eineca.3.5-fach héhere Aktivitdt gegeniiber Isofordi®® Gemessen wurde bei einer
finalen Enzymknzentration von 150m (hCAl) und 50nm (hCAll), sowie 25Qm Substrat. Zur
Validierung der Assays wien Messungen mit dem kommerziell erhéltlichen Acetazolasfid
als Referenzsubstandurchgefiihrt, dessen kgWerte fir diesen Assay literaturbekannt sind
(Abb.74).

100 -
@)
— 80 - °
§ 0
g 60 - e hCAI
; ] o hCAI
X
% 404
£
9
N 204
L
04
10° 10° 107 10° 10° 10*
Konzentration [M]
Abb. 74: IGy-Kurven der beiden Referenzmessungen mit Acetazold&@igegeniber hCAund
hCAIl.

Die in der Literatur angegebenenGgyWerte zur Inhibition der Esterasesaktion von
p-Nitrophenolacetatdurch Acetazolamid fur hAA121&76 nm) und hCAI (28t1.1nm) konnten

mit 685nM fiir hCAl und30 nm fiir hCAll annéherndreproduziert werder?®?
3.2.4.3Aktivitat gegentber CAsoformen

Alle drei Liganderi51, 152 und 175 sind ahnlich potente GAmit zweistellig nanomolaren

IGWerten gegenubebeiden untersuchtenlsoformen und einer durchschnittlich zweifachen
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Selektiviat der Verbindungen fir hCW Insgesamt erfolgt&keine deutliche Differenzierung

zwischerbeidenlsoformenl und II(Abb.75).

R
R 0 —
o=
7 N N\ 7 N7 N R SNOON
=N N= =N N= \\
151 152 175
85nM (1) 68nM (1) 56nM (1)
38nm (Il) 47nm (Il) 33nm (1)
Abb. 75 Ubersichtder Liganden underen|GgWerten gegeniibehCAl und lI(R=-Ph-SQNH,).

Fur einen ersten Uberblick wurden alle auf dem Bipyridingeriist basierenden Komplex
verbindungen als Funktion ihrer Bioaktivitat fir hiCAIGy-Wert) in Abhéngigkeit von der
Selektivitdt gegenuber hAAaufgetragen (Abbr6). Die Mehrheit der Metallkomplexeeigte
eine hohere Affinitat zusoformll, wobei die Verbindungen mit dem gewinkelten Liganden
systemtendenziell sowohl potenter, als auch selektiver warblur zvei Metallkomplexe des

linearen Ligandensystems wieseine starkere Affinitat fur Isoform h&l aus.

2500 200
® Metallkomplexe
S’ 20004 (Gewinkelter Ligand)
c | o Metallkomplexe
g g (Linearer Ligand)
= 1500~ l0’0 Liganden
< : 187 (151, 152 und 175)
©)
< 1000 - 101
3 : ° 184 189
S} 500 {182 197
O:
o181 201 L-1.90 190 188
o i +° 1860 ® 0193 e  ®4D190
0 5 10 15 20 25

Selektivitatsfaktor (hCA Il gegentiber hCA 1)

Abb. 76: Vergleichder auf dem Bipyridingeriist basierendévietallkomplexebeziglichAffinitat
und Selektivitat fur Isoform hCAI. Die gestrichelte Liniex€1) verdeutlicht die
Selektivitatgrenze zwischedenbeidenuntersuchtenlsoformenhCAI und I
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Gewinkeltes Bipyridinsystem

In Abb.77 sind die ermittelten Ig-Werte aller auf dem gewinkelten Bipyridinsystem

basierenden Verbindungen fir die Isoformleund Il aufgelistet.

R

R \+/
S{;Ru\—SeCN

7N\ ST

=N N= —/

151 197 198 201
85nm (1) 6660nM (1) 590nm (1) 940nm (1)
38nm (1) 530nm (If) 52nm (1) 97nm (Il)

R
184 186 188 190
>10000nM (1) 615nm (1) 2382nM (1) 1370nm (1)
696nMm (II) 66nM (1) 107nm (1) 74nm (I1)
179 181
471nm (1) 329nm (1)
54nm (Il) 105nm (1)
Abb. 77 Ubersicht aller racemischernauf dem gewinkelten Bipyridinsystenbasierenden Ver

bindungen derenlGy-Werte gegeniibehCAl und llermittelt wurden (R=-PhSQNH,).

Der globularedikationischeBisbipyridinRutheniumkomplexX 84 zeigte die schlechteste Affinitat
gegenuber beiden Isoformen, wobei er mit einemngeMVert von 696nm fur hCAIl bereits eine
mindestens 14ache Selektivitdit besal. Der monokationische Bisfluorphenylpyridin

Iridiumkomplex188 wies mit 107nm nicht nur eine verbesserte Potenz, sondern auch eine
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