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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Einblick in die funktionellen und strukturellen Aspekte der Astacine

In Wirbeltieren stellen die Proteasen die groBte Enzymfamilie dar.'! Eine Klasse der Proteasen
sind die Metalloproteasen, die fiir die Spaltung von Peptidbindungen im aktiven Zentrum
Metallionen bendtigen. Zinkabhédngige Metalloproteasen werden zur Metzincin-Superfamilie
zusammengefasst, zu denen die Astacinproteasen angehdrig sind.?! Fiir den katalytischen
Mechanismus spielt das Zinkion im aktiven Zentrum des Enzyms eine entscheidende Rolle,
welches bei den Astacinproteasen durch die konservierte Aminosauresequenz HExxHxxGxxH im
aktiven Zentrum gebunden wird.®] Des Weiteren wird das Zinkion von einem konservierten
Methionin-enthaltenden “Met-turn” umgeben. Namensgebend fiir die Astacin-Subfamilie ist der
Flusskrebs Astacus astacus, bei dem ein Enzym dieser Familie erstmalig gefunden und
charakterisiert wurde.!* Mittlerweile sind mehrere hundert Astacine in verschiedenen Arten von
Bakterien bis hin zum Menschen identifiziert worden. Beim Menschen sind sechs Gene der
Astacinfamilie bekannt. Diese kodieren fiir die Proteine Meprin o und 3, Ovastacin, BMP-1 (bone

morphogenetic protein-1) mit seiner Splicing-Variante sowie den tolloid-like-Proteasen.?!

1.1.1 Meprin o und Meprin

In den 1980er Jahren wurden die Meprine erstmalig in der Membran des Biirstensaums der Niere
von Miusen entdeckt.”) Aufgrund der Entdeckung einer neuen Metalloprotease in der Niere wurde
die Bezeichnung ,,Meprin‘ (metalloprotease from renal tissue) eingefiihrt. Meprin oo und 3 werden
in einer Kombination aus unterschiedlichen Doménen translatiert (Abbildung 1). Sie werden als
membrangebundene Dimere exprimiert, die durch intermolekulare Disulfidbriicken in der MAM
(,,meprin A5 protein tyrosine phosphatase u‘‘)-Domine gebildet und stabilisiert werden.! Die in
Meprin o zusétzlich vorhandene ,,/nserted-Doméne zwischen der TRAF (,,tumour-necrosis-
factor-receptor-associated factor “)- und EGF (,,epidermal growth factor “‘)-like-Doméne fiihrt zu
einer konstitutiven proteolytischen Spaltung durch Furin im Golgi-Apparat, wodurch Meprin o in
den extrazelluliren Raum sezerniert wird (Abbildung 1, links). Nach der Freisetzung der
Meprin a-Dimere erfolgt eine ring- bzw. kettenférmige Oligomerisierung iiber nicht-kovalente
Wechselwirkungen, was zu der Bildung von Komplexen mit einer Grofle von bis zu 6,4 MDa
fiihren kann.”) Im Gegensatz dazu liegt die Isoform Meprin B membrangebunden vor. Durch
andere Metalloproteasen wie ADAMI10 und ADAMI17 kann Meprin 3 aber auch iiber ein

Ectodomain-Shedding von der Zelloberfliche gespalten werden und somit ein anderes
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Substratspektrum aufweisen.!®*! Da die Meprine als inaktive Zymogene (Proenzyme) exprimiert
werden, ist eine posttranslationale Modifikation fiir die proteolytische Aktivitédt essentiell. Die
Aktivierung erfolgt liber die Abspaltung des N-terminalen Propeptides durch verschiedene Arten
von Proteinasen wie einigen Serinproteasen (z.B. Kallikreine, Trypsin).[®! Bereits aktiviertes
Meprin 3 kann nicht mehr von der Zellmembran durch ADAM10/17 abgespalten werden und
bleibt somit membrangebunden.!'”) Neben den Homodimeren wurde in einer Studie nachgewiesen,
dass humanes Meprin o und [ iiber Disulfidbriicken-verkniipfte membrangebundene
Heterodimere bilden kdnnen, wodurch die Furin-vermittelte Sekretion von Meprin o verhindert
wird (Abbildung 1, rechts).['') Dadurch kann auch Meprin o in einem Enzymkomplex an der

Zelloberflache positioniert sein.

Serin-
proteasen Ste””
> roteasen
\
M T ADAM10/17
H ‘_> 7,
Meprin o Meprin B Meprin o+
(Meprin A, Homodimer) (Meprin B, Homodimer) (Meprin A, Heterodimer)

[ [caT [GAR [waw| [TRar] [T]

Abbildung 1: Schematische Ubersicht von Meprin o und p mit den Multidominen. Meprine werden als Zymogene exprimiert,
welche ein Propeptid (PRO) N-terminal zur Proteasedoméne (CAT) aufweisen. Die Abspaltung des Propeptids (PRO) erfolgt iiber
Serinproteinasen, wodurch die Meprine ihre proteolytische Aktivitit erhalten. Meprin a enthélt zuséitzlich eine ,,Inserted“-Doméne
(1), die konstitutiv durch Furin gespaltet wird. Meprin o wird sezerniert und bildet Oligomere (links). Membrangebundenes
Meprin B und die Heterodimere kénnen auch durch ADAM10/17 von der Zelloberfliche gespalten werden (rechts).

Neben der Niere und des Darms als Hauptexpressionsorte sind die Meprinisoformen in anderen
Organen weit verbreitet und kdnnen eine Vielzahl an Substraten hydrolysieren.!>%!?! Darunter
zahlen Proteine der extrazelluliren Matrix, Zytokine, Adhésionsverbindungen, Hormone,

bioaktive Peptide und Zelloberflichenproteine.!!!

In Proteomik-basierten Untersuchungen
wurden fiir Meprin a und B bestimmte Substratspezifititen festgestellt. Die Untersuchung von
humanen Peptiden lieB auf eine auffillige Préiferenz fiir negativ geladene Aminosduren in
P1“-Position flir Meprin 3 schlieBen, die auch fiir Meprin a in einer weniger ausgepriagten Form
nachweisbar war.!'3] Zuvor bestimmte Spaltstellen von Meprin o an hydrophoben Aminoséuren

in Pi*- und Prolin in P>‘-Position untermauerten die Hypothese.['#!%!
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Die Analyse von nativen Substraten zeigte jedoch nicht nur fiir Meprin 3 eine erhdhte Préferenz
fiir Aspartat- und Glutamatreste in P1‘-Position, sondern auch fiir alle anderen Astacinproteasen,
wie Meprin a, BMP-1 und Ovastacin, was auf den konservierten positiv geladenen Argininrest in
der Si‘-Bindetasche innerhalb des aktiven Zentrums zuriickzufiihren ist. Neben der P;‘-Position
weist Meprin [ dariiber hinaus auch eine ausgeprégte Spezifitit fiir negativ geladene Aminosduren
in P>* und P3‘ sowie N-terminal von der Spaltstelle in Pi- und P>-Position auf.'3] Diese Spezifitiit
resultiert aus der Interaktion der negativ geladenen Aminoséurereste des Substrats mit den positiv
geladenen Argininresten, die innerhalb des aktiven Zentrums von Meprin B vorliegen. Beim
Vergleich der Kristallstruktur von Meprin 3
und des Homologie Modells von Meprin a sind
im aktiven Zentrum von Meprin 3 mehrere
Positionen als basische Argininreste (Arg'*®,
Arg'® Arg®*®) identifiziert worden, wihrend
die jeweiligen Aminosduren in Meprin o zum

149

Teil durch Tyrosinreste (Tyr!'®, Tyr'®") ersetzt

sind und somit neutrale Eigenschaften

. . [ 1 6]
aufweisen (Abblldung 2) AUfgmnd des Abbildung 2: A) Homologie Modell von Meprin o (Templat
hohen Anteils an negativ gel adenen 4GWN) und B) Kristallstruktur von Meprin § (PDB: 4GWN)

Aminosdureresten zdhlen gastrointestinale Peptide wie Gastrin und Cholecystokinin zu den besten
Substraten fiir Meprin . Fiir Meprin o sind wiederum Substanz P, ein Modulator der Nozizeption,
und Zytokine gute Substrate.”) Die Spaltung von verschiedenen Substraten fiihrt zu
unterschiedlichen Verdnderungen der biologischen Funktion und Aktivitdt. Die Identifizierung der
Substrate stellt einen wichtigen Schritt fiir das Verstdndnis von moglichen pathophysiologischen
Zustédnden dar und konnte zusammen mit den Erkenntnissen der Strukturaufklarung wegweisend

fiir die Entwicklung von Inhibitoren der Meprin Metalloproteasen sein.

1.1.2 Ovastacin

Die Metalloprotease Ovastacin wurde urspriinglich in unbefruchteten Maus-Eizellen und humanen
Eizellen entdeckt.!'”! Ovastacin wird als inaktives Zymogen (Pro-Ovastacin) translatiert, welches
ein Signalpeptid, ein Propeptid, eine katalytische Proteasedoméne und eine C-terminale Doméne
mit unbekannter Struktur und Funktion enthlt.®] Die Expression von Ovastacin ist auf Eizellen
beschriinkt.?131°] Ovastacin wurde in peripheren kortikalen Granula der Eizelle nachgewiesen.
Es wurde gezeigt, dass Ovastacin nach der Befruchtung aus den kortikalen Granula durch

Exozytose freigesetzt wird und das Zona pellucida-Protein ZP2 an einer konservierten Spaltstelle
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hydrolysiert. Die Spaltung bewirkt eine Verhédrtung der Zona pellucida, welches einen
mechanischen Schutz bietet und fiir weitere Spermien undurchlissig ist.?°! In anderen Studien
wurde Ovastacin auch als Bindungspartner von Spermien beschrieben, welcher am Oolemma
verankert ist und als SASIB (Sperm Acrosomal SLLPI Binding) bezeichnet wird.['$!"]
Weiterfiihrende Untersuchungen konnten zur Aufkldrung der bisher widerspriichlichen Daten
filhren. So wird davon ausgegangen, dass bei der Exozytose ein Teil der C-terminalen Doméne
von Ovastacin an das Plasmalemma gebunden bleibt, wihrend die N-terminale aktive Ovastacin-
Domine sezerniert wird. Somit konnte Ovastacin sowohl als oolemmaler Rezeptor namens
SASIB als auch als sezernierte Protease fungieren.!'®2%2!l Wihrend der Befruchtung werden
neben Ovastacin auch einige Serinproteasen freigesetzt, die fiir die extrazelluldre Aktivierung des
Pro-Ovastacins verantwortlich sein konnten. Untersuchungen zufolge wird Ovastacin teilweise
bereits intrazelluldr vor der Befruchtung und der Kortikalreaktion aktiviert. Aktiv freigesetzt
bedarf es keiner weiteren Prozessierung durch Serinproteasen. Somit kdnnte Ovastacin durch die
partielle Spaltung des Zona pellucida-Proteins ZP2 vor der Befruchtung eine vorzeitige

Verhirtung der Zona pellucida vermitteln.?!!

1.1.3 Struktureller Vergleich der humanen Astacinproteasen

Fiir das Inhibitordesign sind die strukturellen Eigenschaften des aktiven Zentrums der jeweiligen
Zielenzyme von Bedeutung. Wihrend die Strukturen von BMP-1 (PDB: 3EDG) und Meprin 3
(PDB: 4GWN) iiber Kristallstrukturanalyse bereits aufgekldrt wurden, sind fiir Meprin o und
Ovastacin keine Informationen iiber die dreidimensionale Struktur verfiigbar. Mit der Erstellung
von Homologie Modellen von Meprin a!'® und Ovastacin! kann ein struktureller Vergleich aller
humaner Astacinproteasen ermoglicht werden. Fiir das Homologie Modell von Meprin oo wurde
als Grundlage die Kristallstruktur von Meprin  (PDB: 4GWN) verwendet. Innerhalb der
Proteasedomiine weisen die zwei Isoformen eine Sequenzidentitit von 55% auf.'*! Das Homologie
Modell von Ovastacin basiert auf der Kristallstruktur des verwandten ,,hatching*“-Enzyms ZHE1
vom Zebrafisch Danio rerio (PDB: 3LQB), bei der Ovastacin eine Sequenzidentitit von 47% mit
ZHE]I besitzt. Alle Astacinproteasen weisen ein dhnliches Faltungsmuster auf (Abbildung 3: A, C,
E und G). Jedoch unterscheiden sich die Astacine deutlich hinsichtlich der Aminosauren innerhalb
der aktiven Zentren in den Si-, Si‘- und S;‘-Bindetaschen (Abbildung 3: B, D, F und H).
Diese strukturellen Unterschiede fiihren zum einen zu verdnderten Substratspezifititen™® und
konnten zum anderen auch fiir das Design von selektiven Inhibitoren genutzt werden.

Da unterschiedliche Interaktionen oder Wechselwirkungen zwischen Inhibitor und Enzym

T'Kérschgen, H., Jager, C., Tan, K., Buchholz, M., Stécker, W., Ramsbeck, D., ChemMedChem 2020, 15, 14991504,



EINLEITUNG 5

praferiert werden, konnte eine Modulation der Selektivitit der Inhibitoren innerhalb der

Astacinproteasen ermdglicht werden. Die Si-Bindetasche ist bei allen humanen Astacinen

124

unterschiedlich. Bei BMP-1 und Meprin B liegen die Aminosiuren Gln'?* und Arg!®* vor, die

durch polare Seitenketten gekennzeichnet sind. Im Gegensatz dazu weist die Si-Bindetasche von

214

Ovastacin mit Phe?'* und Meprin o mit Tyr'®” einen lipophilen Charakter auf. Die

unterschiedlichen Aminosduren in der Si-Bindetasche konnten bei der Entwicklung von
Astacininhibitoren hinsichtlich der Modulation der Selektivitit eine Rolle spielen. Im Gegensatz
dazu sind die Aminoséduren in der Si‘-Bindetasche innerhalb der Astacinproteasen konserviert.
Die Priferenz der Astacine fiir Substrate mit sauren Aminosiuren in P -Position!'*! kénnte durch

die in der S;‘-Bindetasche vorliegenden Argininreste (Arg'’® in BMP-1, Arg?*? in Meprin o, Arg®*

264

in Meprin B, Arg®™" in Ovastacin) begriindet sein. Beim Vergleich der dazu benachbarten

Aminosiuren kénnen jedoch Unterschiede festgestellt werden. Meprin o und B weisen mit Gln?'>

und Ser’'? polare Aminosiduren auf, dessen Seitenketten bei Bindung eines Liganden

Wasserstoffbriickenbindungen eingehen konnten. Dagegen konnten die Aminosiuren Gly?*® in

Ovastacin und Ala'*® in BMP-1 ohne polaren Seitenketten weniger an solchen Wechselwirkungen
beteiligt sein. Die S»*-Bindetaschen der Astacinproteasen weisen wiederum Ahnlichkeiten auf.
Eine hydrophile, basische Umgebung wird durch Lys® in BMP-1, Arg'*® in Meprin 8 und Arg'”’
in Ovastacin erhalten. Nur Meprin o weist stattdessen eine lipophile Umgebung mit Tyr!#’ in der

S>¢-Bindetasche auf.

Abbildung 3: Vergleich der Proteasedoménen und der aktiven Zentren von humanen BMP-1 (PDB: 3EDG, A und B), humanen
Meprin o (Homologie Modell, Templat: 4GWN, C und D), humanen Meprin § (PDB: 4GWN, E und F), humanen Ovastacin
(Homologie Modell, Templat: 3LQB, G und H).
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1.2 Humane Astacine als neue potentielle Arzneistofftargets

Die Metzincin-Superfamilie der Proteasen umfasst zahlreiche Enzyme, die als Zielproteine fiir die
Entwicklung von neuen Arzneistoffen dienen. Die mit den Astacinen eng verwandten
Metalloproteasen MMPs und ADAM s sind bereits in den letzten Jahrzehnten als Targets fiir die
Behandlung von rheumatoider Arthritis und Krebserkrankungen in der Arzneistoffentwicklung
bekannt geworden. Allerdings scheiterten die meisten Entwicklungen an der geringen Selektivitét
der Inhibitoren, die zu schweren Nebenwirkungen fiihrten.!*?! In jiingerer Vergangenheit haben
auch die Astacine als potentielle Targets an Bedeutung gewonnen. Besonders BMP-1/tolloid-like-
Proteasen (BTPs) standen im Fokus der Wirkstoffentwicklung fiir fibrotische Erkrankungen.!*’!
Die anderen Astacinproteasen Meprin o, Meprin B und Ovastacin zeichnen sich jedoch auch als
potentielle Arzneistofftargets aus, da sie an vielen pathophysiologischen Vorgingen beteiligt sein

konnten.

1.2.1 Meprine als Wirkstofftarget

Meprin o und [ stellen potentielle Arzneistofftargets fiir die Behandlung verschiedener
Erkrankungen dar. Je nach Expressionsort sind die Meprine aufgrund ihrer proteolytischen
Aktivitdt an unterschiedlichen physiologischen Funktionen und pathophysiologischen Zustinden
beteiligt.

Die proteolytische Aktivitit von Meprin o ist iberwiegend bedeutsam bei der Spaltung von
Proteinen, denen eine wichtige Rolle in der Entstehung und Progression von Tumoren
zugesprochen werden. Meprin o begiinstigt in Folge der proteolytischen Aktivierung der pro-
angiogenetischen Wachstumsfaktoren VEGF-A (vascular endothelial growth factor A) und CTGF

e.’?" In Ubereinstimmung mit der

(comnective tissue growth factor) die Angiogenes
pro-angiogenetischen Aktivitét ist Meprin o in verschiedenen Krebserkrankungen nachgewiesen
worden. Eine erhdhte Meprin a.-Aktivitit wird mit kolorektalen Karzinom in Verbindung gebracht.
In vitro-Untersuchungen weisen auf eine pro-migratorische und pro-angiogenetische Aktivitdt von

(25261 In einer weiteren Studie wird die

Meprin o hin, was die Tumorprogression fordern konnte.
Rolle von Meprin a bei der Progression des kolorektalen Karzinoms in Knockout-Experimenten
in vitro und in vivo bestitigt.?’! Zudem wird gezeigt, dass humane Gewebeproben des kolorektalen
Karzinoms eine erhdhte Meprin-o-Expression sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene
aufweisen. Eine Uberexpression von Meprin o konnte auch in humanen Zellen des
hepatozelluldren Karzinom festgestellt werden. Hierbei fiihrt die Expression von Meprin o zu

einer Erhéhung der Invasivitit und des Migrationsverhaltens von Tumoren. 232"
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Neue Studien zeigen auch, dass Meprin o bei dem pathologischen Prozess des kardialen
Remodeling beteiligt sein konnte. Eine Defizienz von Meprin o ist mit einer Verringerung des
TAC und Angiotensin Il-induzierten kardialen Remodeling verbunden, was sich iiber eine
Reduktion der Fibroblastenaktivierung, der Infiltration von Makrophagen und Zytokinen sowie
der Expression von pro-hypertrophen Markern (ANP, BNP, B-MHC) #uBert.!*”

Die biologische Funktion von Meprin 3 hingt stark davon ab, ob Meprin 3 membrangebunden
vorliegt oder durch ein Ectodomain-Shedding von der Zelloberfliche gespalten wird.
In Abhéngigkeit der Lokalisation wird fiir Meprin 3 eine Beteiligung bei der Entstehung der
Alzheimer-Erkrankung diskutiert. Membrangebundenes Meprin f3 ist in der Lage das Amyloid-
Vorlduferprotein APP an der B-Sekretase-Spaltstelle zu spalten, was zu der Bildung von
neurotoxischen Amyloid-B-Peptiden fiihrt und die Neurodegeneration fordert.!®*!32! Zudem wird
gezeigt, dass Meprin 3 an einer anderen Spaltstelle abseits der Amyloid-B-Sequenz N-terminale
APP-Fragmente generiert, die eher eine neuroprotektive Rolle einnehmen.**) Mit der Freisetzung
von membrangebundenen Meprin 3 durch ADAMI10 wird die B-Sekretaseaktivitit vollstindig
aufgehoben, sodass die Bildung von neurotoxischen Amyloid-B-Peptiden verhindert wird.
Losliches Meprin [ ist immer noch in der Lage N-terminale APP-Fragmente freizusetzen, welche
keine neurotoxischen Eigenschaften aufweisen.*!]

Im Diinndarm wird Meprin 3 auch eine wichtige physiologische Funktion bei der Erneuerung der
intestinalen Mucusschicht zugeschrieben.**! Die Hauptstrukturkomponente der Mucusschicht ist
Mucin 2, die nur durch die 16sliche Form von Meprin B gespalten wird. Eine Spaltung des
membrangebundenen Meprin B durch ADAMs®! (Abschnitt 1.1.1) von der Zelloberfliche der
Epithelzellen des Diinndarms ist daher entscheidend fiir die Ablosung der Mucusschicht, um somit

das Wachstum von Bakterien zu verhindern.['%3*

I Im Entziindungsprozess ist die ADAM-
abhingige Spaltung von Meprin 3 und die damit verbundene Mucusabldsung eingeschrénkt. So
wurde ein erhohter Spiegel an membrangebundenen Meprin 3 in entziindeten Gewebeproben im

Vergleich zu nicht entziindetem Gewebe von Morbus Crohn Patienten bestimmt.!"]

Eine Beteiligung von Meprin B bei der Invasion von Tumorzellen wird ebenfalls diskutiert.]
In neuroendokrinen Tumoren der Bauchspeicheldriise ist eine erhdhte Expression von Meprin 3
beschrieben worden.*®! Die genaue Rolle von Meprin B in der Tumormikroumgebung bedarf
jedoch weiterer Untersuchungen.

Beide Meprinisoformen werden in der menschlichen Epidermis konstitutiv exprimiert. Dabei ist

die Expression von Meprin o auf das Stratum basale beschrinkt, wo Meprin a die Proliferation

humaner Keratinozyten fordert. Meprin  wird wiederum im Stratum granulosum exprimiert und
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konnte an der Verhornung der Haut beteiligt sein.[! Als C- und N-Prokollagenasen sind Meprin o
und B in der Lage C- und N-Propeptide der Kollagene I und III zu spalten, wodurch die Bildung
von Kollagenfibrillen eingeleitet wird. Im Gegensatz dazu stellt BMP-1 als verwandte
Astacinprotease nur eine C-Prokollagenase dar. Das C-Propeptid des Kollagens I1I wird dabei von
allen drei Astacinen an der gleichen Stelle gespalten, jedoch erfolgt die Prozessierung durch die
Meprine effizienter als durch BMP-1.57) Meprine sind somit maBgeblich an dem Aufbau von
Kollagen in der Haut und an der Aufrechterhaltung der Integritdt des Bindegewebes beteiligt.
Durch eine Uberexpression kénnen Meprine aber auch mit fibrotischen Erkrankungen in
Verbindung gebracht werden.*®! Untersuchungen zeigen, dass die Meprinaktivitit in Keloiden und
hypertrophen Narben im Vergleich zum normalen Gewebe hochreguliert ist.*”) Weitere Substrate
von Meprin o und 3 im Zusammenhang mit dem Netzwerk der extrazellularen Matrix (EZM) sind
Nidogen-1, Tenascin-C und Fibronektin, die als wichtige Glykoproteine die Bindungen an die
EZM vermitteln. Die Spaltung dieser Netzwerke durch Proteasen fiihrt zu einer Storung der
EZM-Bindung und gleichzeitig zur Bildung von pro-inflammatorischen Fragmenten.'*") Meprine
konnten auch bei der Entstehung der Lungenfibrose eine Rolle spielen, die durch die Stérung der
Integritdt der Epithelschicht ausgeldst wird und mit Kollagenablagerungen als Teil eines
Gewebeheilungsprozesses verbunden ist. Beide Isoformen sind an der Stérung der Integritdt der
Epithelschicht in vitro beteiligt. Bei in vivo-Untersuchungen konnen Kollagenablagerungen in der
Lunge von Bleomycin-behandelten Miusen nur Meprin B zugeordnet werden.[*!!

Meprin a und B sind auch an der Modulation der Immunumgebung beteiligt, indem sie pro-
inflammatorische Zytokine (Interleukine: IL-1p, IL-6, IL-18 oder TGF-a), und Chemokine
(CCL2/MCP-1) prozessieren und aktivieren, die die Migration von Leukozyten zum

40421 Daher spielen Meprine eine wichtige Rolle in

Verletzungsort oder zur Infektion induzieren.!
der Pathogenese vieler entziindlicher Erkrankungen. Chronisch-entziindliche Erkrankungen wie
Vaskulitis und chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (CED) oder Nieren- und Urogenital-
verletzungen werden mit der Zytokin-vermittelten Immunantwort durch Meprine in Verbindung
gebracht.[**! Untersuchungen von Knockout-Miusen zeigen einen Zusammenhang zwischen der
Meprin B-Aktivitdit und der Pathophysiologie von CED, wihrend Meprin o hingegen eine
protektive Rolle einnimmt.!***4 Der Unterschied zwischen der anti-inflammatorischen Rolle von
Meprin o und der pro-inflammatorischen Aktivitdt von Meprin 3 konnte durch die Aktivierung
von Entziindungsmediatoren (z.B. IL-18) begriindet sein, die nur durch Meprin [ aber nicht durch
Meprin o vermittelt wird.!*3! Fiir Meprine wird auch eine Beteiligung beim akuten Nierenversagen

diskutiert. In Maus-Modellen, bei der die Nephrotoxizitit induziert wurde, konnte eine

Umverteilung von Meprin o und B vom apikalen Biirstensaum des proximalen Tubulus zur
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basolateralen tubuldren Basalmembran beobachtet werden. Die erhdhte Meprinaktivitit an der
Basalmembran fiihrt zum Abbau des renalen tubuléren Laminin-Nidogen-Komplexes sowie zur
Spaltung von Zelladhdsionsmolekiilen (E-Cadherin und Tenascin-C), was eine Schiadigung der
tubuliren Basalmembran und eine Leukozyteninfiltration zu Folge hat.[®!?]

Ausgehend von den im Text geschilderten pathophysiologischen Zustinden kénnen verschiedene

Indikationen fiir Meprin o und 3 (Tabelle 1) abgeleitet und zusammengefasst werden.

Tabelle 1: Mogliche Indikationen im Zusammenang mit Meprin o und 3

Meprin Indikation Lit.
Meprin o, Kolorektales Karzinom, Hepatozelluldres Karzinom [25-29]
Meprin o Kardiales Remodeling (30]
Meprin 3 Morbus Alzheimer (31.32]
Meprin CED [43.44]

Meprin o/ Fibrotische Erkrankungen (3: Lungenfibrose) [37-41]

Meprin o/ Akutes Nierenversagen (2]

1.2.2 Ovastacin als Wirkstofftarget

Die Astacinprotease Ovastacin ist im Zusammenspiel mit dem Plasmaprotein Fetuin-B an der
Regulierung der Befruchtung beteiligt.[**! Die explosionsartige Exozytose von Ovastacin aus den
Kortikalvesikeln der Eizelle unmittelbar nach einer erfolgreichen Befruchtung durch ein
Spermium fiihrt zu einer Spaltung des Zona pellucida-Proteins ZP2. Die daraus resultierende
Verhidrtung der Zona pellucida verhindert weitere Spermien vor dem Eindringen in die Eizelle und

somit auch Polyspermie (Abbildung 4,

Ovastacin Fetuin-B

Ny

rechts).!?’! Allerdings werden auch vor

der Befruchtung geringe Mengen

Ovastacin aus unbefruchteten Eizellen

~eo\ ® frei, was eine Unfruchtbarkeit aufgrund

einer vorzeitigen ZP-Verhdrtung zu

Folge hat.?!l' Unter physiologischen

Abbildung 4: Moglicher Mechanismus der Interaktion von Ovastacin ~ Bedingungen wird die Spaltung von
mit Fetuin-B an der Eizelle nach STOCKER et al.[*]

ZP2 vor der Befruchtung durch das

Plasmaprotein Fetuin-B gehemmt (Abbildung 4, links). Das Plasmaprotein stellt einen sehr

46,47

potenten endogenen Inhibitor von Ovastacin dar.*47] Bei einer Befruchtung tritt jedoch der

Verhdrtungsprozess der Zona pellucida ein, da eine hohe Konzentration von Ovastacin freigesetzt

45]

wird, welche die Hemmkapazitit von Fetuin-B iibersteigt.**! Das Zusammenspiel des
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proteolytischen Netzwerks bestehend aus den Zona pellucida-Proteinen, Ovastacin und Fetuin-B
ist damit ein wichtiger Mechanismus bei der Regulation der weiblichen Fertilitit. Besonders die
Regulation der Ovastacinaktivitit konnte als neue Behandlungsstrategie fiir die weibliche
Unfruchtbarkeit angesehen werden. Die derzeitige Behandlungsmdglichkeit umfasst eine
Medikation mit Hormonen oder anderen Peptiden, welche die Eizellreifung fordern. Wenn
konservative medizinische Behandlungen zu keiner Schwangerschaft flihren, werden auch
In-vitro-Fertilisation (IVF) und andere verwandte Techniken der assistierten Reproduktion
angewendet. Die vorzeitige Verhédrtung der Zona pellucida ist eine hdufige Komplikation bei der
IVF, die zu einer Verringerung der Befruchtungsrate fiihrt.*34°] Die Inhibierung von Ovastacin
konnte somit die Erfolgsrate bei der IVF positiv beeinflussen. Um die Befruchtungsrate zu
verbessern, werden bereits humane und tierische Serumkomponenten als Zusdtze fiir
Kulturmedien eingesetzt, welche die Proteine der Fetuin-Familie enthalten. Allerdings sind die
Fetuin-B enthaltenden Serumzusidtze der Medien schlecht definiert und bergen auch
Infektionsrisiken, da sie Komponenten tierischen oder menschlichen Ursprungs enthalten.[*®]

Ovastacin bzw. SAS1B konnte zukiinftig auch als Neoantigen ein interessantes Target darstellen.
Verschiedene Untersuchungen bringen SASIB mit endometrioiden sowie MMMT-

9] und Pankreaskarzinomen®!! in Verbindung. SASIB koénnte als ein

Uteruskarzinomen
Tumoroberfldchenantigen flir immuntherapeutische Strategien bei Krebs in Betracht gezogen
werden. Der qualitative Expressionsunterschied zwischen Tumor- und normalen Zellen und die
physiologische Beschrinkung von SASIB auf Oozyten ermoéglicht ein tumorselektives
Targeting.['>%%!] Neue Studien zeigen auch, dass das SAS1B-Gen im Zusammenhang mit dem
Fortschreiten des Schilddriisenkrebses steht.5?! Bislang konnte noch nicht geklirt werden, ob
SAS1B eine direkte Rolle bei der Tumorprogression und Metastasierung spielt. Andernfalls

konnte SAS1B auch als Target fiir small molecules in Betracht gezogen werden.

1.3 Uberblick zu bekannten Inhibitoren der Astacinproteasen

Die physiologische Regulation der Meprine ist bislang noch nicht umfassend erforscht. Wahrend
die TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) die proteolytische Aktivitit der MMPs und
ADAM s regulieren, werden die Meprine nicht durch TIMPs inhibiert.[?! In ersten Untersuchungen
wurde das Plasmaprotein Fetuin-A als endogener Meprininhibitor identifiziert. Cystatin C,
welches wie Fetuin-A der Cystatin-Superfamilie der Cystein-Protease-Inhibitoren angehorig ist,
konnte als Inhibitor von humanem Meprin o, aber nicht Meprin B zugeordnet werden.[>*
Neueste Studien zeigen jedoch keine inhibitorische Aktivitit von Fetuin-A gegeniiber den

Meprinen, sowie den anderen Astacinen und den verwandten Metalloproteasen MMPs und
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ADAMs.*) Im Gegensatz dazu wird fiir das mit Fetuin-A eng verwandte Fetuin-B eine hohe
Aktivitdt im nanomolaren Bereich gegeniiber Meprin o und f3 festgestellt. Damit ist Fetuin-B nicht
nur ein endogener Ovastacininhibitor (sieche Abschnitt 1.2.2), sondern auch ein Meprininhibitor
mit einer hohen Selektivitit gegeniiber BMPI1/tolloid-like-Proteasen und anderen
Proteinasen.!*47->4 Die regulierte Inhibierung von Ovastacin durch Fetuin-B verhindert die
vorzeitige Verhdrtung der Zona pellucida und ist damit essentiell und unverzichtbar fiir die
weibliche Fruchtbarkeit.?'** Die Folgen der Hemmung von Meprin o und B durch Fetuin-B
sind noch nicht geklirt. Es konnten jedoch viele physiologische Funktionen beeinflusst werden. 46!
Unter den ersten exogenen Meprininhibitoren, die in der Literatur beschrieben wurden, erwies sich
die natiirlich vorkommende Verbindung Actinonin als sehr potenter Inhibitor gegeniiber Meprin o
(Ki=20 nM).5%! Die Isoform Meprin B wird auch von Actinonin im mikromolaren Bereich
inhibiert. Des Weiteren konnten einige MMP-Inhibitoren wie Galardin und NNGH (N-Isobutyl-
N-(4-methoxyphenylsulfonyl)glycylhydroxamsdure) als Meprininhibitoren identifiziert werden,
die eine geringere Hemmaktivitdt im Vergleich zu Actinonin aufweisen. In einem Hochdurchsatz-
Screening sind zudem NF449 und PPNDS als sehr potente Inhibitoren gegeniiber Meprin 3 mit

einer inhibitorischen Aktivitit im nanomolaren Bereich identifiziert worden (Abbildung 5).5¢!

o) y O OH o] o) o} o
HO., N\:)J\N HO\N \_)LN/ Ho A NZo
H o = z H H
PN =
OCHj3
Actinonin Galardin NNGH
Ki Mep a 202 nM Ki Mep a 14010 nM Ki Mep a 400+ 37 nM
K; Mep 2000 £ 230 nM Ki Mep 8900 710 nM KiMep 3 7400 = 760 nM

N303S\©\ /©/803Na
H o NaO3S J\g/ \9)1\ SOgNa
HO.__~

O P03N82
| SOzNa
\N N/,N OO NaO;S SO;zNa
NO,
SOzNa SOzNa SOzNa
PPNDS NF449

IC50 Mep oo 67000 + 4500 nM IC50 Mep o >100000 nM
IC50 Mep 805 nM ICso Mep 7025 nM

K; Mep 8+2 nM KiMep § 22+10 nM

Abbildung 5: Die ersten beschriebenen Verbindungen mit inhibitorischer Aktivitit gegeniiber Meprin o und f.
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Trotz der hohen Aktivitit besteht bei den bekannten Verbindungen jedoch die Problematik der
Selektivitit, da neben Meprin o und 3 auch die verwandten Metalloproteasen der Metzincin-
Superfamilie wie MMPs und ADAMSs inhibiert werden. In den letzten Jahren wurden erste
Fortschritte in der Entwicklung von Meprininhibitoren erzielt. So wurden in den Arbeiten von
RAMSBECK et al., ausgehend von der Leitstruktur NNGH, die ersten Meprin B-Inhibitoren mit
einer Sulfonamidgrundstruktur  dargestellt und erste Untersuchungen zu Struktur-
Wirkungsbeziehungen durchgefiihrt.*”! Die Einfithrung von aciden Resten (Abbildung 6, 1) fiihrte
nicht nur zu einer Erhéhung der Meprin B-Aktivitit, es konnte auch eine hohe Selektivitit
gegeniiber den verwandten Metalloproteasen beobachtet werden. Die Priferenz von Meprin 3 zu
aciden funktionellen Gruppen konnte mittels Struktur-Wirkungsbeziehung bestitigt werden.
Der bioisostere Ersatz der Sulfonamidstruktur fithrte zu einer neuen Generation von
Meprininhibitoren.’® Uber einen strukturbasierten Ansatz wurde der Sulfonamidgrundkdrper
gegen ein tertiires Amin ausgetauscht, um die Selektivitit gegeniiber den verwandten
Metalloproteasen zu verbessern. Das Inhibitordesign basiert auf den strukturellen Unterschieden
zwischen den Astacinen und den anderen Proteasen der Metzincine. Die in den Metzincin-
Metalloproteasen wie MMPs und ADAMs vorhandene S-formige Schleife (double S-shaped loop)
benachbart zum aktiven Zentrum ermdglicht eine Interaktion der Sulfonamidinhibitoren mit dem

55,59

Proteinriickgrat iiber die Ausbildung von Wasserstoffbriicken.[>>>! Innerhalb der Proteasen der

Astacinfamilie ist jedoch diese S-Schleife nicht vorhanden oder nur aus wenigen Aminosduren

(601 sodass eine Beteiligung des Sulfonamidgeriist an der Bindung eher

aufgebaut
unwahrscheinlich ist. Die Verbindungen basierend auf einem tertidren Amin zeigen keine grofen
Unterschiede in der Aktivitit gegeniiber Meprin B im Vergleich zu den Sulfonamiden
(Abbildung 6, 1 und 2a), wiesen aber eine bemerkenswerte Selektivitdt gegeniiber den anderen

Metalloproteasen auf.>®!

>
0 o cooH o) Y cooH y o
HO\NJ\/N\éI;O HO\NJ\/N\CI,H o N\({H,H
N N \n/\/
t t o)
COOH COOH o
o—/
1 2a 2b
ICso Mep o 27265 (1,12) nM ICso Mep o 16049 (1,01) nM ICso Mep & 157 (1,01) nM
ICsy Mep B 55 (1,19) nM ICso Mep B 47 (1,13) 1M ICso Mep B 2935 (1,13) nM

Abbildung 6: Inhibitorische Aktivitdten (als geometrisches Mittel mit geometrischer Standardabweichung) der Meprininhibitoren
mit Sulfonamid- und Amingrundstruktur.
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Auf Grundlage der Amingrundstruktur wurden weitere Modifikationen der Substituenten
untersucht, was zu einer neuen Klasse von Meprin o-Inhibitoren fiihrte. Durch die Verldngerung
der Spacergruppe und der Einfiihrung von Wasserstoffbriickendonatoren wurden Inhibitoren
(Abbildung 6, 2b) im nanomolaren Bereich erzielt, die etwas weniger potent im Vergleich zu
Actinonin (Abbildung 5) sind, aber eine hohe Selektivitit gegeniiber den off-target-
Metalloproteasen aufweisen.!'®! Fiir Ovastacin sind bislang noch keine synthetischen Inhibitoren
beschrieben worden.

Fiir die Meprininhibitoren der Strukturklasse der tertidren Amine konnte bereits durch die
Einfiihrung unterschiedlicher Substituenten die Selektivitdt in Richtung Meprin o oder Meprin 3
moduliert werden. Besonders fiir die Hemmung von Meprin 3 werden acide Reste bevorzugt, die
aufgrund der hohen Dichte an Argininresten im aktiven Zentrum ionische Wechselwirkungen
eingehen konnen. Eine Kokristallisation von Meprin § mit dem tertidren Amin 2a (PDB: 7AQ1)
zeigte, dass die Benzoesdurereste jeweils zu den Argininresten der Si- und S;‘-Bindetasche
orientiert sind (Abbildung 7A). Innerhalb der S;‘-Bindetasche scheint jedoch das Arg®*® nicht an
der Bindung beteiligt zu sein. Der Benzoesiurerest wird iiber eine Wasserstoffbriicke mit Ser’!?
und eine {iiber ein Wassermolekiil iiberbriickte Wasserstoffbriicke mit Thr?!'* fixiert
(Abbildung 7B). Diese Interaktionen tragen nicht nur zur Bindungsaffinitit, sondern auch zur
Selektivitdt gegeniiber Meprin a bei. In Meprin a liegen an den Positionen die entsprechende
Aminosiuren GIn?!'> und Phe?!” vor, die aufgrund der raumfiillenden Struktur und der unpolaren
Eigenschaft kein Wasserstoftbriicken-Netzwerk ausbilden konnen und somit zu einer geringeren

Hemmaktivitit gegeniiber Meprin o fiihren kénnten. !

B H R146

. N—"
S2\ HNs¢
NH,
HN-O, R238
/K\O,_,\Zn2+ HN—
o)
3 N HN’J\NH2
Sy (¢
Q\ 51'
NH o ™
HN N L
HN H H H
o [}
R184
H g212
T214

Abbildung 7: A) Aktives Zentrum der Kokristallisation von Meprin 3 mit Verbindung 2a, B) schematische 2D-Darstellung des
Bindungsmodus von 2a in Meprin (3.
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1.4 Mogliche Strategien der Optimierung einer Leitstruktur

Eine Leitstruktur weist bereits eine erwiinschte biologische Aktivitdt auf. Fiir den therapeutischen
Einsatz ist die Struktur nicht ideal, sodass weitere Modifikationen benétigt werden. Durch gezielte
strukturelle Abwandlungen einer Leitstruktur konnen weitere Optimierungen hinsichtlich der
Bindungsaffinitét, der Selektivitit und der pharmakokinetischen Eigenschaften erfolgen. Je nach
Molekiil und Zielsetzung des Optimierungsprozesses gibt es diverse Strategien zur Modifikation
der Struktur. So kdnnen beispielsweise hydrophobe bzw. hydrophile Gruppen eingefiihrt werden,
um die Lipophilie zu verdndern. Mit der Variation von Substituenten am Aromaten oder
Heterozyklus konnen Auswirkungen auf die Interaktion zum Protein untersucht werden.
Variierende Lingen von aliphatischen Resten oder Linkerelementen, sowie die Anderung der
Grofe von Ringsystemen konnen genutzt werden, um die Dimension der Bindetasche zu erfassen.
Ein Austausch bestimmter funktioneller Gruppen gegen sterisch und elektronisch verwandte
Gruppen kann von Vorteil sein, um die pharmakokinetische Eigenschaften zu verbessern. Dabei
wird der Begriff ,,Bioisosterer Ersatz* verwendet, wenn die biologische Wirkung beim Austausch
erhalten bleibt.[>%] In der Regel wird im Rahmen einer Optimierung zunichst die
Bindungsaffinitit gegen das entsprechende Targetenzym verbessert. Die Affinitét setzt sich aus

einem enthalpischen (AH) und entropischen Bindungsbeitrag (T'AS) zusammen (Gleichung 1).

Gleichung 1: Gibbs-Helmholtz-Gleichung
AG = AH —TAS =RT InK;

Durch chemische Variationen konnten zusitzliche Wechselwirkungen wie Wasserstoffbriicken
oder elektrostatische Wechselwirkungen eingebracht werden, die zum Enthalpiegewinn beitragen.
Diese enthalpischen Gewinne konnen jedoch auch von kompensierenden entropischen Verlusten
begleitet werden. Hydrophobe Wechselwirkungen sind im Wesentlichen entropischer Natur. Der
Entropiegewinn ist dabei auf die Freisetzung von gebundenen Wassermolekiilen zurtickzufiihren.
Im Gegensatz dazu fiihrt die Bindung des Liganden am Enzym aufgrund des Verlusts der
Freiheitsgrade zu einem Entropieverlust, was sich unglinstig auf die freie Enthalpie AG
auswirkt.[264 Eine Konformationseinschrinkung bzw. Rigidisierung kann als bekannte Strategie
des Wirkstoffdesigns angewendet werden, um den entropischen Verlust zu minimieren.
Spezifische strukturelle Einschriankungen werden in einer Leitstruktur eingefiihrt, um die
Gesamtzahl der mdglichen Konformationen zu reduzieren.[®® Durch eine Verringerung der
konformativen Flexibilitit wird die Entropie S bei der Bindung des Liganden am Enzym weniger
beeintrichtigt, sodass eine Verbesserung der entropischen Bindungsbeitrdge, sowie eine Erh6hung

der Bindungsaffinitit erzielt werden kann.
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1.5 Zielstellung

Die Metalloproteasen der Astacinfamilie sind aufgrund ihrer Beteiligung an zahlreichen
Erkrankungen als potentielle Arzneistofftargets von zunehmenden Interesse. Innerhalb der
Astacin-Subfamilie stand BMP-1 als antifibrotisches Target in den letzten zwei Jahrzehnten im
Fokus der Arzneimittelentwicklung. Seit einigen Jahren gewinnen aber auch die anderen
Astacineproteasen — Meprin o, Meprin 3 und Ovastacin — als potentielle Arzneistofftargets immer
mehr an Bedeutung.

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, neuartige Inhibitoren der humanen Astacinproteasen

Meprin o und B und Ovastacin darzustellen und zu charakterisieren.

Meprin o und B werden mit zahlreichen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Um die
therapeutische Relevanz dieser potenziellen Targets zu validieren, werden hochpotente und
selektive Inhibitoren bendtigt. Ausgehend von den ersten potenten Meprininhibitoren mit einer
Amingrundstruktur sollte eine weitere Optimierung der Verbindungen (3 und 4) erfolgen
(Abbildung 8). Uber verschiedene Modifikationen der tertiiren Amine sollte zum einen die
Selektivitdt innerhalb der Meprinisoformen moduliert und verbessert werden. Da die tertidren
Amine eine hohe konformative Flexibilitdt aufwiesen, war ein weiteres Ziel, neuartige rigide
Grundkorper (5-7) mit einer eingeschriankten Konformation zu finden, um eine Erhéhung der
Bindungsaffinitit zu realisieren. Fiir die Modulation der inhibitorischen Aktivitit sowie der
Selektivitit innerhalb der zwei Meprinisoformen sollten verschiedene Modifikationen und
Derivatisierungen dieser neuartigen Grundkorper (5-7) durchgefiihrt und biochemisch

charakterisiert werden.

o 5
RI"™\.~R2 " > R1&N/\R2 ------ - @
OYQ\“ OY}“
NH NH A 6
HO” HO™ N
3 (n=1) .@
4 (n=2)
7

Abbildung 8: Schematische Ubersicht der Entwicklung von neuartigen Inhibitoren humaner Astacinproteasen.
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Die Inhibierung von Ovastacin stellt eine neue Behandlungsmdglichkeit fiir die weibliche
Unfruchtbarkeit dar. Da bislang nur Fetuin-B als endogener Inhibitor bekannt ist, war das Ziel,
neue kleine Molekiile als Inhibitoren von Ovastacin zu finden. Mit der Darstellung von
Ovastacininhibitoren konnte zum einen eine nicht-hormonelle Alternative zu den bisherigen
Unfruchtbarkeitsbehandlungen geschaffen werden. Zum anderen konnten solche Inhibitoren zur
Steigerung der Befruchtungsrate auch als Zusatz fiir Kulturmedien in der IVF verwendet werden.
Die dargestellten Verbindungen sollten somit auch erstmalig auf die inhibitorische Aktivitét

gegeniiber Ovastacin evaluiert werden.

Fiir die dargestellten Derivate sollte eine Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehungen
erfolgen. Um einen Einblick in mogliche Bindungsmodi der Verbindungen zu erhalten, war es
Gegenstand der Arbeit, Dockingexperimente an den Targetenzymen durchzufiihren und anhand

der Dockingergebnisse die Bindung der Verbindungen am jeweiligen Enzym zu interpretieren.
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2 SYNTHETISCHE ARBEITEN

2.1 Synthese von Derivaten mit Amingrundkorper

Die beschriebenen Inhibitoren aus vorherigen Arbeiten basieren auf einem tertidiren Amin als

16581 Ausgehend von diesen Verbindungen wurden weitere Derivate der Gruppe der

Grundkorper.!
tertidren Amine dargestellt. Abhingig von der Spacerlinge wurde die Synthese entweder mit
Fmoc-Glycin (8) oder Fmoc-B-Alanin (9) durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurde die trityl-
geschiitzte Hydroxamséure iiber eine Kupplungsreaktion der Fmoc-geschiitzten Aminosiduren mit
Tritylhydroxylamin generiert. Das jeweilige primdre Amin (10 bzw. 11) wurde nach der Fmoc-
Abspaltung mittels 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) erhalten und bildete den

Ausgangspunkt fiir die Synthese der verschiedenen tertidren Aminderivate (Schema 1).

Fmoc. 1NN

NH R" "N~ "R?
O, n [e) n
OH o NH
8 (n=1) 3a-e (n=1)
9 (n=2) 4a-h (n=2)
1. Trt-O-NH, 2.DBU a) TFA b) BBrs
TBTU, DIPEA THF, RT DCM DCM
DMF, RT TIS, RT 0°C-RT
X
RSO 12a-e - Hal”“R2 15a-f PN
1 1 2
NH, NaBH, R" NH TEA RN R
o n - o n - o n
_NH MeOH _NH DMF _NH
Q RT Q W, 120 °C 0
Trt Trt Trt
10 (n=1) 13a-c (n=1) 16a-e (n=1)
11 (n=2) 14a-d (n=2) 17a-h (n=2)

Schema 1: Reaktionsschema zur Darstellung der tertidren Aminderivate.

Die Einfilhrung der unterschiedlichen Substituenten flir die Darstellung der asymmetrisch
substituierten Amine erfolgte iiber zwei Reaktionsschritte. Der erste Substituent wurde tliber eine
reduktive Aminierung mit dem jeweiligen Aldehyd (12) und Natriumborhydrid (NaBHs)
eingefiihrt. Im zweiten Schritt konnte das sekundire Amin (13 bzw. 14) mit dem entsprechenden
Benzylhalogenid (15) zum tertidren Amin (16 bzw. 17) alkyliert werden. Da die funktionellen
Gruppen von einigen Aldehyden (12a,c) und einem Benzylhalogenidderivat (15d) geschiitzt
vorlagen, wurden abschlieBend die entsprechenden Schutzgruppen {iiber verschiedene

Moglichkeiten abgespalten. Die Abspaltung der Triphenylmethyl- (Trityl) bzw. tert-
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Butyloxycarbonylschutzgruppe (Boc) wurde sédurekatalysiert mit Trifluoressigsdure (TFA)
durchgefiihrt (Methode a, 16b-d, 17d-h). Bei Phenolen, die als Ether geschiitzt waren, erfolgte die
Entschiitzung mit der Lewis-Sédure Bortribromid (BBr3), die gleichzeitig die Abspaltung der Trityl-
bzw. Boc-Schutzgruppe ermdéglichte (Methode b, 16a,e, 17a,b). Das Aminderivat 17¢, welches
sowohl einen Phenol- als auch einen Benzodioxolanrest aufweist, konnte nicht mit Bortribromid

behandelt werden, da die im Benzodioxolan integrierte Etherstruktur auch von der Lewis-Sdure

gespalten werden konnte.

Tabelle 2: Dargestellte Derivate der tertidren Amine

R"ONTOR2
O n
Ho N
Nr. R! R? Nr. R! R?
F F
3a Ho ' " | 4c o " " on
cl _N <O
cl
F
O * * £ *
3b { B 4d C
N
0 Z ¢ cl
s T e O
N % * o * (0]
3 T L | i Ty
N o Z o]
H
F F
i« * OH * * OH
e LT | X
N =
N cl cl
F
HO * % % * 0o
w2 Y G (w2 T O
cl = T 0
4b

F F
HO:©/* *\©\
Cl Cl
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2.2 Synthese von Derivaten mit heteroaromatischem Grundkorper

Ausgehend von der Amingrundstruktur wurden im Rahmen dieser Arbeit Inhibitoren mit einem
heteroaromatischen Grundkdrper entwickelt, die in ihrer konformativen Flexibilitét eingeschrénkt

sind.

2.2.1 Synthese der monozyklischen heteroaromatischen Derivate
2.2.1.1 Darstellung der 1,2,5-substituierten Pyrrolderivate

Die klassische PAAL-KNORR-PYRROL-Synthese ist eine etablierte Methode zur Darstellung von
polysubstituierten Pyrrolen durch die siurekatalysierte Kondensation von Alkylaminen mit

%] Dije Reaktion kann unter neutralen oder schwach sauren

1,4-Dicarbonylverbindungen.!
Bedingungen durchgefiihrt werden. Fiir die Darstellung des 2,5-Diphenylpyrrolderivats 20 wurde
im ersten Versuch Glycinmethylester Hydrochlorid (18a) und 1,4-Diphenylbutan-1,4-dion (19)
mit p-Toluolsulfonsiure als sauren Katalysator in Toluol unter Riickfluss erhitzt (Schema 2).67]
Das Hydrochlorid wurde zuvor mit Triethylamin versetzt, damit Glycinmethylester als freies Amin
reagieren kann. Jedoch konnte auch nach einer Reaktionszeit von 48 Stunden nur das Edukt und

Spuren des Furans als Nebenprodukt iiber ESI-MS und HPLC-Chromatogramm detektiert werden.

TEA, p-TsOH
Toluol, Ruckfluss

NH, CI’ . \<:<i>_ O /N\ Q
oy ¢ oy

O TEA, I, 0
THF, RT - 50 °C

18a 19 20

Schema 2: Saurekatalysierte Cyclokondensation von 1,4-Diphenylbutan-1,4-dion mit Glycinmethylester Hydrochlorid.

Als zweite Variante wurde eine von RYZHKOV et al.!%®! beschriebene Methode angewendet, bei
der die PAAL-KNORR-PYRROL-Synthese in Gegenwart von katalytischen Mengen Jod durchgefiihrt
wird. Jod fungiert dabei als Lewis-Sdure und katalysiert die Reaktion durch die Aktivierung der
Carbonylverbindung. Dazu wurde das Glycinmethylester Hydrochlorid (18a) erneut mit
Triethylamin inkubiert und anschlieBend mit Jod versetzt (Schema 2). Jedoch lie3 sich bei
Raumtemperatur nur das Edukt im Ansatz nachweisen. Auch eine Erwidrmung des
Reaktionsgemischs auf 50 °C war nicht erfolgreich. Eine Umsetzung konnte mittels
Diinnschichtchromatographie und HPLC nicht beobachtet werden. Es wurden lediglich nur Spuren
des Produkts 20 im Massenspektrum detektiert. Da die Verwendung des Aminhydrochloridsalzes
keine zielfithrende Option fiir die Darstellung der 1,2,5-substituierten Pyrrolderivate war, wurde

die Synthese mit freien Alkylaminen wiederholt (Schema 3). Als Alkylamine wurden
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benzylgeschiitzte Aminohydroxamséuren (24 und 25) dargestellt. Die Darstellung erfolgte je nach
Spacerlédnge tliber eine Kupplungsreaktion mit Benzylhydroxylamin Hydrochlorid (21) und N-Boc-
Glycin (22) oder N-Boc-B-Alanin (23). Anschliefend wurde die Boc-Schutzgruppe mittels
Trifluoressigsdure in Dichlormethan abgespalten. Im Gegensatz zum Aminhydrochloridsalz flihrte
die Umsetzung der freien Amine (24 bzw. 25) mit 1,4-Diphenylbutan-1,4-dion (19) und
p-Toluolsulfonsiure als sauren Katalysator zu den gewiinschten Produkten 26 und 27.17! Durch
die Entschiitzung der Benzylschutzgruppe mittels Hydrierung mit Palladium auf Aktivkohle

wurden die Pyrrolderivate Sa und Sb erhalten.

1. TBTU, DIPEA
. P DMF, RT NH,
oNHaCl OHNnO - . o
Bn 2. TFA, DCM, RT NH
OH 0
Bn
21 22 (n=1) 24 (n=1)
23 (n=2) 25 (n=2)
ph— »Ph 19
(o))
p-TsOH
Toluol, THF
Ruckfluss
./O\. H,, Pd/C ./@\.
2,
N
PRas
MeOH/THF
4 bar, RT
HO/ (IyNH
Bn
5a (n=1) 26 (n=1)
5b (n=2) 27 (n=2)

Schema 3: Reaktionsschema zur Darstellung der 2,5-Diphenylpyrrolderivate.

2.2.1.2 Darstellung der 3,4,5-substituierten Pyrazol- und Isoxazolderivate

Die am haufigsten angewandte Methode zur Synthese von substituierten Pyrazolverbindungen ist
die sogenannte KNORR-Pyrazol-Synthese, welche von KNORR 1883 erstmalig beschrieben
wurde.[®) Bei dieser Reaktion konnen Pyrazolderivate durch die Zyklisierung von
1,3-Dicarbonylverbindungen und Hydrazinen dargestellt werden. Analog dazu lassen sich auch
Isoxazolderivate 1iiber eine Cyclokondensation aus (-Diketonen und Hydroxylamin

(CLAISEN-Isoxazol-Synthese) darstellen.[”"!

Zur Darstellung der p-Diketonderivate wurden
zunidchst die entsprechenden Methylester eingefiihrt (Schema 4). Wihrend die
Alkylierungsreaktion des 1,3-Diphenylpropan-1,3-dions (28) mit Natriumhydrid und

Bromessigsauremethylester (29) zur gewiinschten Verbindung 31 fiihrte, konnte bei der
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Darstellung des ldngeren Analogons 32 unter gleichen Reaktionsbedingungen nur sehr geringe
Ausbeuten erzielt werden. Dies ldsst sich mit der Eliminierung von HBr aus
Brompropansiduremethylester (29) zu Methylacrylat als mogliche Konkurrenzreaktion in
Gegenwart von Natriumhydrid als starke Base begriinden. Alternativ wurde die MICHAEL-
Addition angewendet, welche zu einer hoheren Ausbeute von Verbindung 32 fiihrte. Dabei konnte
das CH-acide 1,3-Diketon (28) und Methylacrylat (30) als Michael-Akzeptor unter Verwendung
von 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) zum gewiinschten Produkt 32 umgesetzt
werden.”!! Im Unterschied zur Alkylierung von Enolaten mit Alkylhalogeniden ist bei der

MICHAEL-Addition nur eine katalytische Menge an Base, in dem Fall DBU, notwendig.

n=1: n=2:

o o 1) NaH o o0 1) DBU o o

DMF, 0 °C DCM, 0 °C
(¢ JF0 ——— U7 C
28 2) Br 28

2) J
o} o
o
ﬁ) 29 0 30

o
o 31/ (n=1) I;CM
DMF, RT n~ ;
32 (n=2) 0°C-RT
NoH; * H;0 NH,OH * HCI
EtOH, THF EtOH, H,0
RT W, 110 °C

33 (n=1) 35 (n=1)
34 (n=2) 36 (n=2)
NH,OH * HCI NH,OH * HCI
NaOCHj;, MeOH NaOCHs, MeOH
pW, 80 °C UW, 80 °C

5¢ (n=1) Se (n=1)
5d (n=2) 5f (n=2)

Schema 4: Reaktionsschema zur Darstellung der 3,5-Diphenylpyrazol- und 3,5-Diphenylisoxazolderivate.

Der nichste Syntheseschritt war die Zyklisierung der 1,3-Dicarbonylverbindungen zum jeweiligen

Pyrazol- oder Isoxazol-Heteroaromaten. Die 3,5-Diphenylpyrazolderivate (33 bzw. 34) waren
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iiber eine Cyclokondensation der entsprechenden 1,3-Diketonderivate (31 bzw. 32) mit Hydrazin
Monohydrat synthetisch zuganglich. Hinsichtlich der 3,5-Diphenylisoxazolderivate (35 bzw. 36)
war die Umsetzung der 1,3-Diketone (31 bzw. 32) mit Hydroxylaminhydrochlorid unter neutralen
Bedingungen ohne Einsatz von Base mdglich.’”l Im letzten Schritt erfolgte die Umsetzung aller
Esterderivate (33-36) zur (Sc-f) mit

Hydroxamséure Hydroxylaminhydrochlorid und

Natriummethanolat.
2.2.1.3 Darstellung der 3,4,5-substituierten 1,2,4-Triazolderivate

Fiir die Darstellung von substituierten 1,2,4-Triazolen sind eine Reihe an Synthesestrategien
bekannt. Die am héufigsten untersuchten Synthesewege beinhalten die Cyclodehydratisierung von
N-Acylamidrazonderivaten, die sich aus verschiedenen Prikursoren wie z.B. Amiden,
Amidrazonen, N'-Acetyl-N,N-dimethylhydrazonamiden und Oxadiazolen darstellen lassen.[”*]
Eine Darstellungsmoglichkeit des 1,2,4-Triazols liber die N-Acylamidrazonzwischenstufe basiert
auf den Arbeiten von BECHARA ef al., die eine one-pot-Synthese aus sekunddren Amiden und
beschreiben.”  Hierbei die
(38 bzw. 39) Hydrochlorid (18a) bzw.

B-Alaninmethylester Hydrochlorid (18b) und Benzoylchlorid (37) dargestellt und fiir die

Hydraziden wurden  zunéchst jeweiligen  sekundiren

Benzamidderivate aus Glycinmethylester

nachfolgende one-pot-Synthese verwendet (Schema 5).

(0]
+ — (0]
NH; Cl TEA NH
0] n + Cl - = n
THF,0°C -RT ©
0 ’ ) O
/
18a (n=1) 37 38 (n=1)
18b (n=2) 39 (n=2)
T£,0, 2-FPyr
H,N-NH
J—Ph
(0]
DCM, 0 °C -RT
NH,OH * HCI HYQ
N—N 2 : N-N N
I NaOCHj I\ I 0
0w sJ\n MeOH 0w s \n DCM n
HW, 80 °C uW, 120 °C o
HC)/NH _0 /o
5g (n=1) 42 (n=1) 40 (n=1)
5h (n=2) 43 (n=2) 41 (n=2)

Schema 5: Reaktionsschema zur Darstellung der 3,4,5-substituierten 1,2,4-Triazolderivate.
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Nach der Aktivierung des jeweiligen Benzamidderivats (38 bzw. 39) mit Trifluormethan-
sulfonsdureanhydrid in Gegenwart der Base 2-Fluorpyridin und der Zugabe des Benzhydrazids
zum N-Acylamidrazon (40 bzw. 41) folgte eine mikrowelleninduzierte Cyclodehydratisierung
zum entsprechenden 1,2,4-Triazolderivat (42 bzw. 43). Die Umsetzung der Methylesterfunktion
zur Hydroxamsédure stellte den letzten Reaktionsschritt dar, um die Hydroxamséduren der

Zielverbindungen 5g und 5h zu erhalten.
2.2.1.4 Darstellung des 1,4,5-substituierten 1,2,3-Triazolderivats

Die Synthese des 1,2,3-Triazolderivats erfolgte nach den Arbeiten von CHEN et al., die eine
Kupfer-vermittelte Synthese von 1,2,3-Triazolen aus N-Tosylhydrazon und Anilin beschreiben,
bei der auf den Einsatz von Natriumazid bzw. organischem Azid wegen der bestehenden Toxizitét

und Explosionsgefahr verzichtet wird (Schema 6).[7°!

_NHTs H,N—Ph _
o N Cu(OAC), N=N
TsNHNH, PivOH N
> > o
o Toluol, 80 °C o Toluol, 100 °C
o
/O /O -
44 45 46
NH,OH * HCI
NaOCH,
MeOH
uW, 80 °C
N:N\
N
o
_NH
HO
5i

Schema 6: Reaktionsschema zur Darstellung der 1,4,5-substituierten 1,2,3-Triazolderivate.

Das entsprechende N-Tosylhydrazon 45 wurde durch die Reaktion von p-Toluolsulfonsdure-
hydrazid mit 3-Benzoylpropionsduremethylester (44) in Toluol bei 80 ©°C erhalten.
Der Reaktionsverlauf wurde mittels Diinnschichtchromatographie und ESI-MS verfolgt.
Dabei konnte nach zwei Stunden eine vollstindige Umsetzung der Edukte festgestellt werden.
Ohne Isolierung des Zwischenprodukts 45 konnte das 1,4-Diphenyl-1,2,3-triazolderivat 46 durch
Zugabe von Anilin, Kupfer(Il)-acetat und Pivalinsdure regioselektiv dargestellt werden.
Der letzte Reaktionsschritt umfasste die Umsetzung der Methylesterzwischenstufe 46 zur

Hydroxamsaure (5i) unter Verwendung von Hydroxylaminhydrochlorid und Natriummethanolat.
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2.2.1.5 Darstellung des 1,4,5-substituierten Imidazolderivats

Die Synthese des 1,4,5-substituierten Imidazolderivats basiert auf einer von X1 ef al. beschriebenen
Methode.!”¢! Die regioselektive Darstellung von N-substituierten Imidazolderivaten beruht auf der
MARCKWALD-Synthese.[””) Hierbei handelt es sich um die Zyklisierung eines o-Aminocarbonyl-
derivats mit Isothiocyanat, die zu einem zyklischen Thioharnstoffderivat fiihrt. Die verschiedenen
Substituenten am Imidazol konnen iiber die jeweiligen Reste des a-Aminocarbonylderivats und
des Isothiocyanats regioselektiv eingefiihrt werden. Wahrend des Desulfurierungsschritts des
zyklischen Thioharnstoffs zum Imidazol bleibt die Regioselektivitdt erhalten. Fiir die Synthese des
1,4,5-substituierten Imidazolderivats wurde zunéchst ein B-Keto-y-aminoester als o-Amino-
carbonylderivat dargestellt, sodass die Methylesterfunktion an Position 5 des Imidazols eingefiihrt
werden konnte. Dazu wurde die Carboxylgruppe des Boc-Phenylglycins (48) mit 1,1'-Carbonyl-
diimidazol (CDI) aktiviert und anschlieend iiber eine C-Acylierung mit dem Kaliumsalz des
Monoethylmalonats (47) umgesetzt (Schema 7).’8! Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mit
Chlorwasserstoff (HCI) in Ethylacetat lieferte das Aminsalz (49) als weillen Feststoff.

>Lo NH*Cr

. 1. MgCl,, THF, 50 °C
On0 K O)\NH CDI, THF, 0 °C 0
0 + 0 —_—— >
2. HCI, EtOAc, RT o
o} OH o}
f {
47 48 49

Schema 7: Reaktionsschema zur Darstellung des B-Keto-y-Aminoesters.

Die Zyklisierung zum Thioharnstoff nach der MARCKWALD-Synthese erfolgte mit
Phenylisothiocyanat und Triethylamin in Ethanol (Schema 8). Dieser Reaktionsschritt fiihrte
jedoch zu einem 1:1 Gemisch aus zyklischem (50) und azyklischem (51) Thioharnstoffderivat,
welches anhand des Massenspektrums und HPLC-Chromatogramms detektiert werden konnten.
Auch XI et al. berichten iiber die Beobachtung von sowohl zyklischen als auch azyklischen
Thioharnstoffen bei der Verwendung bestimmter Isothiocyanatderivate.[’®! Als effektive Methode
wird der Einsatz von Pyridinium-p-toluolsulfonat (PPTS) zur Katalyse der Cyclodehydratisierung
des azyklischen Thioharnstoffs beschrieben. Ohne Isolierung der zyklischen (50) und azyklischen
(51) Thioharnstoffzwischenprodukte wurde das Gemisch mit PPTS versetzt und in Toluol unter
Riickfluss erhitzt, wobei eine vollstindige Umsetzung des azyklischen Thioharnstoffs 51 zum
zyklischen Produkt 50 beobachtet werden konnte. Es folgte der Desulfurierungsschritt des

Thioharnstoffderivats 50 zum Imidazolesterderivat 52, welcher unter oxidativen Bedingungen mit
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Wasserstoffperoxid in Eisessig durchgefiihrt wurde.”” Das Endprodukt 5j wurde durch die
Umsetzung des Methylesters zur Hydroxamsidure mit Hydroxylaminhydrochlorid und

Natriummethanolat erhalten.

3 ()
SCN-Ph S N
NH3*CI HN H
3 TEA —/( o
O ——>» A N\© .
EtOH
o Ruickfluss 0 o
¢ r ¢
49 50 51
PPTS
Toluol
Ruckfluss
NH,OH * HCI HN
\ N NaOCH; H202 _(
HW, 80 °C AcOH
HO/NH
5§ 52 50

Schema 8: Reaktionsschema zur Darstellung des 1,4,5-substituierten Imidazolderivats.

2.2.1.6 Darstellung der 1,3,5-substituierten Pyrazolderivate

Im Abschnitt 2.2.1.2 wurde bereits die Darstellung von 3,5-Diphenylpyrazolderivaten
beschrieben, bei der an Position 4 des Heteroaromaten die Hydroxamsédurefunktion eingefiihrt
wurde. Fiir das initiale Screening der verschiedenen heteroaromatischen Grundkorper kann mit
der Darstellung von 1,3,5-substituierten Pyrazolderivaten eine weitere Variante der Konformation
untersucht werden, bei der die Hydroxamsdurefunktion an Position 1 eingefiihrt ist.
Das 3,5-Diphenylpyrazol (53) war tiber die Zyklisierung von 1,3-Diphenylpropan-1,3-dion (28)
mit Hydrazin Monohydrat zugédnglich. Anschlieend folgte die Alkylierung des freien Stickstoffs
am Pyrazol. Bei der Darstellung des Pyrazolderivats 54 mit einem Ci-Spacer wurde die
Methylesterfunktion iiber N-Alkylierung mit Natriumhydrid als Base und Bromessigsédure-
methylester (29) eingefiihrt. Das Analogon 55 mit verlidngerter Spacergruppe wurde mit Hilfe
einer AZA-MICHAEL-Addition dargestellt.*”) Dabei wurde das 3,5-Diphenylpyrazol (53) mit
Methylacrylat (30) und katalytischen Mengen an DBU umgesetzt. Anschlielend erfolgte bei
beiden Methylesterzwischenstufen 54 und 55 die Umsetzung mit Hydroxylaminhydrochlorid und

Natriummethanolat zu den finalen Hydroxamsaurederivaten 6a und 6b (Schema 9).
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NoH4 * H,0O
EtOH, THF n=1:
RT 1) NaH, DMF, 0 °C
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O
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n=2: MeOH
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|
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53 DBU, MeCN, RT 54 (n=1)

55 (n=2)

Schema 9: Reaktionsschema zur Darstellung der 1,3,5-substituierten Pyrazolderivate.

2.2.2 Synthese der anellierten heteroaromatischen Derivate
2.2.2.1 Darstellung der N-substituierten 2-Phenylindolderivate

Fir die Darstellung der N-substituierten 2-Phenylindolderivate konnte auf das kommerziell
erhiltliche 2-Phenylindol (56) als Ausgangsstoff zuriickgegriffen werden. Die Einfiihrung der
Methylesterfunktion erfolgte entweder iiber eine Alkylierungsreaktion mit Bromessigsédure-
methylester (29) und Natriumhydrid fiir das Derivat 57 mit einem C;-Spacer oder iiber eine
AZA-MICHAEL-Addition®”! mit Methylacrylat (30) und DBU fiir Verbindung 58 mit einem
C2-Spacer. Die Methylesterintermediate 57 und 58 wurden im letzten Schritt zur Hydroxamsiure
durch Hydroxyaminolyse umgesetzt, um die jeweiligen 2-Phenylindolderivate 7a und 7b zu
erhalten.

n=1:
1) NaH, DMF, 0 °C

2) Br
°Y 29
-~ \ NH,OH * HCI \
O \ DMF, RT N Q NaOCH, N Q
N Q oYl\n . OYén
H n=2: MeOH

OJ _0 uW, 80 °C HO/NH

30

56 -0 57 (n=1) 7a (n=1)
DBU, MeCN, RT 58 (n=2) 7b (n=2)

Schema 10: Reaktionsschema zur Darstellung der N-substituierten 2-Phenylindolderivate.



SYNTHETISCHE ARBEITEN 27

2.2.2.2 Darstellung des 3-substituierten 2-Phenylindolderivats

Die weitverbreitetste Methode zur Darstellung von Indolen ist die FISCHER-Indol-Synthese, die

Bl Die Reaktion ermdglicht die Bildung von

erstmalig 1883 von FISCHER entwickelt wurde.
Indolen aus Arylhydrazinen und Ketonen oder Aldehyden in Gegenwart eines sauren Katalysators.
Zur Darstellung des 2-Phenylindolderivats wurde zunichst eine Mikrowellenreaktion ausgehend
von 3-Benzoylpropionsdure (59) und Phenylhydrazin (60) in Gegenwart von Natriumacetat und
Eisessig durchgefiihrt (Schema 11).3%) Mittels Diinnschichtchromatographie und analytischer
HPLC konnte die Umsetzung der Edukte detektiert werden. Allerdings war das Produkt im
Massenspektrum nicht nachweisbar. Zudem konnte mittels 'H-Kernspinresonanzspektroskopie
bestimmt werden, dass kein Indolderivat dargestellt wurde. Vermutlich wurde nur die
Arylhydrazonzwischenstufe isoliert, die vor dem eigentlichen Ringschluss aus Phenylhydrazin
und dem entsprechenden Keton gebildet wird. Bei einem weiteren Versuch wurde eine Methode
von GORE et al. angewendet, bei der die Darstellung von Indolen unter milden Bedingungen in
niedrig schmelzenden Gemischen realisiert wird.[®*! Fiir die Schmelze wurden Sorbitol, Harnstoff
und Ammoniumchlorid auf 70 °C erwédrmt. Diese dienten nicht nur als Losungsmittel, sondern

auch als Katalysatoren. Jedoch konnte bei dieser Variante nur die Arylhydrazonzwischenstufe

isoliert werden.

NaOAc

AcOH
pW, 160 °C

Sorbitol
o QNH Harnstoff
‘NH2 NH,4CI

O 70 °C

OH

59 60 61
pTsOH, ZnCl,

AcOH H,SO,
MW, 180 °C MeOH

NH,OH * HCI

Tc 62

Schema 11: Reaktionsschema zur Darstellung des 3-substituierten 2-Phenylindolderivats.
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Die Verwendung von p-Toluolsulfonsédure (pTsOH) als Brensted-Sdure und Zinkchlorid als
Lewis-Séure fiihrte letztlich zum gewiinschten Produkt (Schema 11).3% Dabei konnte neben dem
Arylhydrazonderivat zusitzlich das zyklisierte Indolprodukt 61 als iiberwiegender Teil detektiert
werden. Nach der chromatographischen Aufreinigung folgte die Veresterung der freien
Carbonsdure, sodass im letzten Reaktionsschritt das Methylesterintermediat 62 mit
Hydroxylaminhydrochlorid und Natriummethanolat mittels Mikrowellensynthese zur

Hydroxamsidure der Zielverbindung 7¢ umgesetzt werden konnte.
2.2.2.3 Darstellung der N-substituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate

Benzimidazole sind wichtige Grundkdrper im Bereich der medizinischen Chemie, die in mehreren
bekannten potenten Wirkstoffen wie Protonenpumpenhemmern (z.B. Omeprazol)®*! oder
Antihelminthika (z.B. Albendazol)®® wiederzufinden sind. Aufgrund dieser Relevanz des
Benzimidazols als Pharmakophor wurden bereits umfangreiche Untersuchungen zu verschiedenen
Synthesestrategien durchgefiihrt. Eine Moglichkeit zur Darstellung von 2-Phenylbenzimidazolen
ist die Cyclokondensation von o-Phenylendiaminen mit Aldehyden.®”! Die Kondensation von
o-Phenylendiaminen und Aldehyden erfordert ein oxidatives Reagenz zur Erzeugung des
Benzimidazolkerns. Dazu konnen verschiedene Reagenzien wie Kupfer(Il)-acetat,
Natriumdisulfit, Nitrobenzol und auch Luft verwendet werden.®¥! Eine milde und elegante
Variante zur Synthese von 2-Phenylbenzimidazolen wurde von BAHRAMI et al. publiziert. Hierbei
wird die Oxidation der Schiffschen Base durch Ammoniumcer(IV)-nitrat (CAN) in Gegenwart
von Wasserstoffperoxid (H20») katalysiert.[®’]

©:NH2
NH,

63
H CAN, H,0,
O/>-Ph MeCN n=1:
64 MW, 50°°C 1) NaH, DMF, 0 °C

2) Br

- QN NH,OH * HCI QN
QN DVF, RT \ NaOCHj \
\ N)\@ N)\@
” n=2: Oﬁ)é n MeOH o@ n
| LW, 80 °C

o o NH
_ -
0 30 HO
65 K,CO; MeCN 66 (n=1) 7d (n=1)
Ruckfluss 67 (n=2) 7e (n=2)

Schema 12: Reaktionsschema zur Darstellung der N-substituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate.
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In Anlehnung an BAHRAMI ef al. wurden fiir die Synthese des 2-Phenylbenzimidazols (65)
Ammoniumcer(IV)-nitrat als Oxidationsmittel und H>O, als Katalysator verwendet.
Die Umsetzung des Benzaldehyds (64) und o-Phenylendiamins (63) in Acetonitril bei 50 °C
mittels Mikrowellensynthese fiihrte zum gewiinschten Produkt (Schema 12). Die Einfiihrung der
Methylesterfunktion erfolgte entweder iiber eine N-Alkylierung mit Natriumhydrid und
Bromessigsauremethylester (29) in Dimethylformamid zur Darstellung von Verbindung 66 oder
im Fall des Analogons 67 mit Co-Spacer iiber eine MICHAEL-Addition mit Methylacrylat (30) in
Gegenwart von Kaliumcarbonat in Acetonitril.®” Der letzte Syntheseschritt war die Umsetzung
der Methylesterintermediate 66 und 67 zur Hydroxamséure mit Hydroxylaminhydrochlorid und

Natriummethanolat, um die finalen 2-Phenylbenzimidazol-derivate 7d und 7e zu erhalten.
2.2.2.4 Darstellung der N-substituierten 2-Phenylimidazo[4,5-b]pyridinderivate

Die bekanntesten Ansédtze zur Darstellung von Imidazo[4,5-b]pyridinen beinhalten
Cyclokondensationsreaktionen von 2,3-Diaminopyridinen mit Carbonséuren oder mit Aldehyden
unter oxidativen Bedingungen.®!! Jedoch ist es eine Herausforderung N-substituierte
Imidazo[4,5-b]pyridine ausgehend von der unsubstituierten Form regioselektiv darzustellen, da
die direkte Alkylierung von unsubstituierten Imidazo[4,5-b]pyridinen zu einem Gemisch aus
Regioisomeren fiihrt.”?! Nach den Arbeiten von YANG ef al. kann eine regioselektive Darstellung
von N3-substituierten Imidazo[4,5-b]pyridinderivaten iiber eine reduktive Zyklisierung aus
2-Amino-3-nitropyridin und einem Aldehyd ermédglicht werden.®! Der wesentliche Punkt der
regioselektiven Synthese ist die Verwendung eines Pyridins mit einer zuvor eingefiihrten
N-Alkylgruppe bei der Zyklisierungsreaktion zum gewlinschten Imidazo[4,5-b]pyridin.
Das jeweilige N-substituierte 2-Amino-3-nitropyridin  kann mittels einer nukleophilen
aromatischen Substitution aus 2-Chloro-3-nitropyridin (68) und dem entsprechenden priméren
Amin erhalten werden. Die Reaktion wurde zundchst mit einer benzylgeschiitzten
Aminohydroxamsdure 24 als Amin durchgefiihrt. Das Erhitzen des primidren Amins 24 und des
2-Chloro-3-nitropyridins (68) in Dimethylsulfoxid fiihrte jedoch nicht zur Umsetzung zum
gewiinschten N-substituierten 2-Amino-3-nitropyridinprodukt 69 (Schema 13).°*! Auch nach
Zugabe der Base Triethylamin und weiterem Erhitzen des Reaktionsgemischs konnten nur die
beiden Edukte detektiert werden. Bei der Verwendung von Wasser-Isopropanol®¥ als
Losungsmittelgemisch konnte auch keine Umsetzung der Ausgangsstoffe beobachtet werden.
Die benzylgeschiitzte Aminohydroxamsédure 24 scheint somit fiir die nukleophile aromatische

Substitution nicht geeignet zu sein.
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a) DMSO, uW, 130 °C

b) TEA, DMSO, pW, 130 °C = NO,
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NH, _~_NO, N~ "NH
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24 68 69

Schema 13: Darstellungsversuche des N-substituierten 2-Amino-3-nitropyridins.

Alternativ wurde die Reaktion mit Glycinmethylester Hydrochlorid (18a) und der Hilfsbase
Triethylamin in Dimethylformamid als Mikrowellenreaktion durchgefiihrt (Schema 14).1°
Das substituierte 2-Amino-3-nitropyridinzwischenprodukt 70 konnte ohne Probleme dargestellt
und ohne chromatographische Reinigung weiterverwendet werden. Die reduktive Zyklisierung des
2-Amino-3-nitropyridinderivats 70 mit Benzaldehyd (64) fand nach der Methode von YANG et al.
unter Verwendung von Natriumdithionit als Reduktionsmittel statt.[”*! Die Methylesterfunktion
des zyklisierten 2-Phenylimidazo[4,5-b]pyridins 71 wurde 1im letzten Schritt mit
Hydroxylaminhydrochlorid und Natriummethanolat mittels Mikrowellensynthese zur

Hydroxamsaure (7f) umgesetzt.

_~_NO,

. _~_NO, TEA |

NH; CI (\/l[ R N~ NH
NS

0 N~ Cl DMF 0
W, 120 °C
Y H _0
18a 68 70
H
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DMF/EtOH
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= NH,OH * HCI =

s TN NaOCH; « TN
N N)\Q MeOH " N)\Q
Oﬁ) LW, 80 °C Oﬁ)

7f 71

Schema 14: Reaktionsschema zur Darstellung des N3-substituierten 2-Phenylimidazo[4,5-b]pyridinderivats.

Die Synthese des Nl-substituierten 2-Phenylimidazo[4,5-b]pyridinderivats sollte analog zum
N3-substituierten 2-Phenylimidazo[4,5-b]pyridinisomer iiber die reduktive Zyklisierung des
entsprechenden N-alkylierten Aminonitropyridins und des Benzaldehyds erfolgen.[*! Fiir die
Darstellung des N-alkylierten 3-Amino-2-nitropyridins ist eine nukleophile aromatische

Substitution in 3-Position des Pyridins notwendig. Ausgehend vom 3-Chloro-2-nitropyridin (72)
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konnte jedoch keine Umsetzung beobachtet werden (Schema 15), da die 3-Position des Pyridins
weniger fiir die Reaktion bevorzugt wird. Nukleophile aromatische Substitutionen am Pyridin
laufen in der Regel an der 2- und 4-Position ab, da nach Angriff des Nukleophils die negative
Ladung effektiv an der Stickstoffposition delokalisiert und dadurch besser stabilisiert wird.

N._NO,
/e
. _N__NO, TEA 9
NH; CI + | B VAN NH
0 Nl DMF ©
W, 120 °C
0 H _0
18a 72 73

Schema 15: Darstellungsversuch des N-alkylierten 3-Amino-2-nitropyridinderivats.

SchlieBlich wurde ausgehend von 2,3-Diaminopyridin (74) und Benzaldehyd (64) das
unsubstituierte 2-Phenylimidazo[4,5-b]pyridin (75) iiber eine Cyclokondensation dargestellt
(Schema 16). Nach einer Vorschrift von KALE et al. ist fiir die Reaktion oxidativer Luftsauerstoff

ausreichend und kein zusitzliches Oxidationsmittel notwendig.[*®!
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Schema 16: Reaktionsschema zur Darstellung des N1-substituierten 2-Phenylimidazo[4,5-b]pyridinderivats.

Da das Imidazo[4,5-b]pyridinderivat 75 unsubstituiert vorliegt, konnen zwei tautomere Formen
auftreten. Die nachfolgende N-Alkylierung mit Bromessigsduremethylester (29) fiihrte
demzufolge zu einem Gemisch aus zwei Regioisomeren (71 und 76). Da sich das Elutionsverhalten
beider Isomere stark unterschieden hat und die analytischen Eigenschaften des N3-Regioisomers

71 als Vergleich bereits bekannt waren, konnte das N1-Regioisomer 76 ohne Probleme isoliert
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werden. AbschlieBend konnte die Methylesterfunktion von 76 {iber eine Mikrowellenreaktion mit

Hydroxylaminhydrochlorid zur Hydroxamséure (7g) umgesetzt werden.
2.2.2.5 Darstellung des 3-substituierten 2-Phenylindazolderivats

Indazole lassen sich iiber eine Vielzahl an Synthesemethoden darstellen. Fiir die Darstellung des
3-substituierten 2-Phenylindazolderivats wurde die Methode der Arbeiten von CAI et al.
verwendet.’’! Sie beschreiben eine selektive Umsetzung iiber eine Rhodium-katalysierte
C-H-Funktionalisierung von Azobenzolen zu Indazolen. Die Reaktion ausgehend von Azobenzol
(77) und Methylacrylat (30) ermoglicht den Aufbau des Indazolgeriists (78) mit bereits
eingefiihrter Phenylgruppe in 2-Position und Methylesterfunktion in 3-Position des Indazols
(Schema 17).

[Cp*RhCLy], NH,OH * HCI N
Ns Cu(OAc)2 - NaOCH3 —\
o S
o) | DMF MeOH o)
130 °C pW, 80°C
o]

- H O/NH

77 30 78 7h

Schema 17: Reaktionsschema zur Darstellung des 3-substituierten 2-Phenylindazolderivats.

Dabei sind zum einen [Cp*RhCl;], als Katalysator und Kupfer(Il)-acetat als Oxidationsmittel
entscheidend fiir eine erfolgreiche Umsetzung. Um das finale Produkt 7h zu erhalten, wurde wie
bereits in den vorherigen Abschnitten beschrieben die Methylesterfunktion zur Hydroxamsédure

iiber Hydroxyaminolyse umgesetzt.



SYNTHETISCHE ARBEITEN 33

2.3 Synthese der Pyrazolderivate mit Strukturvariationen der Substituenten

2.3.1 Synthese von 3,4,5-substituierten Pyrazolderivaten mit Variation an 3- und 5-Position

2.3.1.1 Darstellungsversuche der 3,4,5-substituierten Pyrazolderivate iiber CLAISEN-

Kondensation und anschlieender C-Alkylierung

Wie in Abschnitt 2.2.1.2 beschrieben, lassen sich Pyrazolderivate iiber eine Cyclokondensation
aus 1,3-Diketonen mit Hydrazinen darstellen. Die Modifikation der Phenylreste in 3- und
5-Position des Pyrazols erfolgt iiber die Variation der jeweiligen Reste des 1,3-Diketonderivats.
Die Synthese der aromatischen 1,3-Diketonderivate 81a und 81b war {iber eine gekreuzte
CLAISEN-Kondensation aus dem entsprechend substituierten Benzoeséduremethylester- (79a bzw.
79b) und Acetophenonderivat (80a bzw. 80b) moglich (Schema 18).°®1 Wihrend bei der
klassischen CLAISEN-Kondensation die Reaktion zwischen zwei enolisierbaren Estern stattfindet,
werden bei der gekreuzten Variante ein enolisierbares Ester- bzw. Ketonderivat und ein nicht-
enolisierbarer Ester verwendet. Die Deprotonierung des Acetophenons in o-Position zur

Carbonylgruppe und damit die Bildung des Enolats erfolgte mittels der Base Natriummethanolat.

JOL ° NaOCH; o o NaH, 83 o o
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R o~ )J\R RJ\/U\R R R
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HN_’:‘ Entschiitzung HN_’:‘
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[
O O
_NH _NH
HO CI)
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Schema 18: Darstellungsversuch der 3,4,5-substituierten Pyrazolderivate mit Variation an Position 3 und 5.

Vor der Zyklisierung des 1,3-Diketons zum Pyrazol sollte die Hydroxamséurefunktion eingefiihrt
werden. Da die B-Dicarbonylverbindung am a-Kohlenstoffatom CH-acid ist, kann eine
Alkylierung mit Natriumhydrid als Base und dem Alkylhalogenid 83 durchgefiihrt werden. Dieser

O-benzylgeschiitzte Hydroxamsédurebaustein 83 wurde ausgehend von O-Benzylhydroxylamin
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Hydrochlorid (21) und Bromessigsdure (82) mittels N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) als
Kupplungsreagenz dargestellt (Schema 19).

Br DCC Br
0 TEA O
+ _
_NH; Cl + OH _— oM
THF
©) 0°C-RT ©)
21 82 83

Schema 19: Darstellung des O-benzylgeschiitzten Hydroxamséurebausteins fiir die Alkylierung der 1,3-Diketonderivate.

Beim Alkylierungsschritt des entsprechend substituierten 1,3-Diketons 81a bzw. 81b (Schema 18)
wurde jedoch keine Umsetzung beobachtet. Es wurden nur Spuren des Produkts 84 im ESI-MS
detektiert.

2.3.1.2 Darstellung der 3,4,5-substituierten Pyrazolderivate aus Arylketonen und Saurechloriden

oder aktivierten Carbonsiuren

Da die Einfiihrung der Hydroxamsdurefunktion {iber die Alkylierung des Diketons (81a bzw. 81b)
nicht moglich war, wurden andere Synthesestrategien untersucht. Alternativ kann die
Hydroxamsdurefunktion auch schon vor der Generierung des 1,3-Diketons an das jeweilige
Acetophenon eingefiihrt werden. Eine weitverbreitete Methode zur Darstellung von Arylketonen
ist die Friedel-Craft-Acylierung.”” Jedoch ist die Methode aufgrund der begrenzten
Regioselektivitit und Anwendbarkeit bei Aromaten mit bestimmten funktionellen Gruppen fiir die
Einfiihrung von Arylvariationen eher ungeeignet. Eine bessere Variante, die eine breite
Darstellung an variierenden Arylketonderivaten ermoglicht, ist eine von GOOBEN und GHOSH
beschriebene Palladium-katalysierte Kreuzkupplung von Boronsduren und Carbonsduren oder
Anhydriden.l'%%1%1 Dje Synthese erfolgte ausgehend von Bernsteinsidureanhydrid (85) und einem
Boronsdurederivat 86 in Tetrahydrofuran, um die entsprechende Benzoylpropionsdure 87 zu
erhalten (Schema 20). Unter den in der Literatur angegebenen Reaktionsbedingungen konnte
jedoch kein Produkt isoliert werden. Als Nebenreaktion konnte eine ,,Protodeborierung*
stattgefunden haben, da bei der Reaktion als Nebenprodukt Benzoesduremethylester iiber
"H-NMR-Spektroskopie nachgewiesen wurde. Die Kreuzkupplung wurde zudem auch mit einem
Carbonsdurederivat 88 und der entsprechenden Boronsdure 86 durchgefiihrt. Das Carbonséure-
derivat 88 wurde zuvor aus Benzylhydroxylamin Hydrochlorid (21) und Bernsteinsédureanhydrid
(85) dargestellt. Fiir die Palladium-katalysierte Kupplung soll die Carbonsdure 88 mittels
Pivalinsdureanhydrid iiber die Generierung von Mischanhydriden in situ aktiviert werden.

Das sterisch anspruchsvolle Pivalinsdureanhydrid besitzt dabei selber eine geringe Reaktivitit und
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reagiert nicht bei Kreuzkupplungen.!'%%1°!l Die Entstehung des Produkts 89 konnte jedoch auch

nicht nachgewiesen werden.
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Schema 20: Darstellungsversuch von Benzoylpropionséurederivaten.

Da keine der Kreuzkupplungen zum gewiinschten Produkt fiihrte, wurde fiir die Synthese des
Benzoylpropionsdurederivats die Alkylierung von Enolatanionen ausgehend von dem

entsprechenden Acetophenonderivat und einem Alkylhalogenid untersucht (Schema 21).
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Br
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Schema 21: Reaktionsschema zur Darstellung des Arylketonderivats iiber C-Alkylierung.

Das Acetophenon 80a wurde mit Lithium-bis(trimethylsilyl)amid (LiIHMDS) versetzt, um das
entsprechende Lithiumenolat zu generieren. Enolate stellen gute Nukleophile dar, die mit
Alkylhalogeniden reagieren konnen. Als Alkylhalogenid wurde Bromessigsduremethylester (29)
verwendet, da der Methylester in einem spéteren Syntheseschritt zur Hydroxamsiure umgesetzt
werden kann. Jedoch wurde bei der Alkylierungsreaktion keine Umsetzung der Edukte beobachtet.
Erst mit dem Einsatz von Dimethylpropylenharnstoff (DMPU) als Cosolvent konnte das
gewiinschte Produkt 90 erhalten werden.!'l DMPU ist in der Lage, Lithium-Cluster aufzubrechen
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und die Lithium-Kationen zu solvatisieren und fithrt zur Erhohung der Nukleophilie des
Carbanions.

Nach der Darstellung des Arylketonderivats 90 sollte die Einfiihrung des zweiten Arylrestes iiber
die Synthese des entsprechenden 1,3-Diketons erfolgen. Die Synthese wurde bereits in
Abschnitt 2.3.1.1 mit Acetophenon- und Benzoesduremethylesterderivaten iiber die gekreuzte
CLAISEN-Kondensation (Schema 18) untersucht. Da die Umsetzungen der gekreuzten CLAISEN-
Kondensation in vorherigen Versuchen nicht vollstindig verliefen und eine Aufreinigung der
Gemische erforderlich war, wurde eine weitere Synthesemethode untersucht, bei der die
chromatographische Aufreinigung der Diketonzwischenstufe umgangen werden konnte
(Schema 22). In den Arbeiten von HELLER und NATARAJAN!?) werden 1,3-Diketone aus Ketonen
und Séaurechloriden dargestellt und durch Zugabe von Hydrazin Monohydrat in situ zu den
entsprechenden Pyrazolderivaten umgesetzt. LIHMDS wurde als starke Base verwendet, um das
entsprechende Enolatanion aus dem Benzoylpropionsiureester 90 darzustellen. Das Lithiumenolat
kann anschlieBend mit dem elektrophilen Siurechloridderivat reagieren. Die Umsetzung des
Saurechlorids wurde mittels Diinnschichtchromatographie beobachtet. AnschlieBend wurde ohne
Isolierung des 1,3-Diketons 91 das Reaktionsgemisch mit Hydrazin Monohydrat versetzt.
Allerdings konnte nach Aufarbeitung des Reaktionsgemischs das Pyrazolprodukt 92 nicht

nachgewiesen werden.

LiIHMDS NoH, * H,0 _
Q R-COCI o a ACOH HN—N
R ——>——> | R R ———%——> RTYTR R= *\@[o>
0) Toluol o Toluol o] o]
0°C-RT EtOH
o~ 0 THF _0
90 91 92

Schema 22: Darstellungsversuch des 3,4,5-substituierten Pyrazolderivats ausgehend vom Benzoylpropionséduremethylesterderivat.

Da der Syntheseversuch ausgehend vom Benzoylpropionsduremethylester 90 nicht zum Produkt

fithrte, wurde die Reaktion nach HELLER und NATARAJANL!03]

mit einem anderen Arylketon als
Edukt wiederholt. Anstelle des Methylesterderivats 90 sollte eine O-benzylgeschiitzte
Hydroxamsidure (96) eingefiihrt werden. Fiir die Synthese wurde, wie zuvor beschrieben, das
entsprechende Acetophenonderivat 80a-d mit einem Bromessigsdureester (29 oder 93) alkyliert.
Die Esterzwischenstufe (94a-d) wurde im weiteren Schritt zur Carbonsédure (95a-d) hydrolysiert,
sodass anschlielend eine Kupplungsreaktion mit Benzylhydroxylamin Hydrochlorid (21) und dem
Kupplungsreagenz TBTU durchgefiihrt werden konnte. Unter Verwendung der Arylketonderivate

(96a-e), welche eine O-benzylgeschiitzte Hydroxamsdurefunktion aufweisen, konnten die

Pyrazolzwischenprodukte (98, 99) erfolgreich mittels dieser one-pot-Synthese dargestellt werden.
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Die Darstellung der verschiedenen 3,4,5-substituierten Pyrazolderivate (100, 101) mit

variierenden Resten in 3- und 5-Position des Pyrazols ist in Schema 23 zusammengefasst.

DMPU
LiIHMDS
Br
Oﬁ) Q a) LiOH *H,0 0]
o} 0 1 THF/H,0, RT ]
PG R R
R1”\ o - o
THF b) TFA/DCM
-60 °C -RT pg° RT OH
80a-d PG = -CHj, -+-Bu 94a-d 59
95a-d
29 93 a
Bn-O-NH, * HCI 21
TBTU, DIPEA
DMF, RT
¢) LiHVMDS
HN-N B o o ] RZ-COC| 97a-f o
\ N,oH,4 * H,O Toluol
RTY R AcOH R' R? 0°C-RT R
(@) - fe) - o
Toluol d) LiHMDS
o " EtOH o NH CDI, R%-COOH oNH
| 1 7
Bn THF Bn 97g-p, 97r-v Bn
- - Toluol
98a-v 0°C-RT 96a-e
99a-m
a) LiOH * H,0, H,O/THF, RT
e) H,, 4 bar, Pd/C, MeOH/THF, RT
f) BBrs, DCM, 0 °C -RT
HN—N
R‘l NS R2
O
HO/NH
100a-t
101a-m

Schema 23: Reaktionsschema zur Darstellung der 3,4,5-substituierten Pyrazolderivate.

Es wurden zum einen Pyrazolderivate (100a-t, Tabelle 3) mit einem unsubstituierten
Phenylrest (R'=Ph) und nur einem variierenden Rest (R?) dargestellt. Zum anderen wurden beide
Reste der Pyrazolderivate (101a-m, Tabelle 4) modifiziert, was durch die Verwendung von
unterschiedlichen Acetophenonderivaten 80a-d realisiert wurde. Um die funktionellen Gruppen
orthogonal zu schiitzen, wurde das Acetophenonderivat entweder mit Bromessigsduremethylester
(29) oder -tert-butylester (93) alkyliert. Die anschlieBende Entschiitzung zur freien
Carbonsiure (95a-d) erfolgte dementsprechend entweder iiber die Hydrolyse des Methylesters mit

Lithiumhydroxid (Methode a) oder sdurekatalysiert mit Trifluoressigsdure in Dichlormethan
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(Methode b). Nach der Kupplungsreaktion der Carbonsdurederivate 59 und 95a-d mit
Benzylhydroxylamin Hydrochlorid (21) zu den benzylgeschiitzten Hydroxamséduren (96a-e)
wurden im néchsten Reaktionsschritt die jeweiligen Pyrazolderivate dargestellt.

In Tabelle 2 und 3 sind die dargestellten Pyrazolderivate sowie die angewendeten Methoden (a-f)
aufgefiihrt. Eine Reihe der Pyrazolderivate wurde wie in der Literatur beschrieben ausgehend vom
jeweiligen Carbonsdurechlorid 97a-f dargestellt (Methode c). Fiir die Einfithrung einiger
Substituenten standen allerdings die entsprechenden Saurechloridderivate nicht zur Verfligung.
Alternativ wurde dafiir ein Carbonsédurederivat (97g-p, 97r-w) verwendet, das zuvor mit Hilfe von
1,1'-Carbonyldiimidazol (CDI) aktiviert wurde (Methode d). Dabei bildet sich ein Acylimidazol,
welches in der Folgereaktion wie das jeweilige Carbonsdurechlorid reagiert. Die Einfiihrung
bestimmter Reste wurde mit Edukten durchgefiihrt, deren funktionelle Gruppen als Ether oder
Methylester geschiitzt vorlagen. Nach der Cyclokondensation zum Pyrazolderivat (98a-t bzw.
99a-m) erfolgte die Abspaltung der jeweiligen Schutzgruppen der Verbindungen auf verschiedene
Weise. Die Benzylschutzgruppe der O-benzylgeschiitzten Hydroxamsédure konnte {iber eine
katalytische Hydrierung in Gegenwart von Palladium auf Kohle als Katalysator (Methode e¢)
abgespalten werden. Eine Debenzylierung erfolgte auch unter Verwendung von Bortribromid
(BBr3) als starke Lewis-Sadure (Methode f). Das hatte den Vorteil, dass bei einigen Verbindungen
in einem Schritt verschiedene Schutzgruppen abgespalten werden konnten, da die Entschiitzung
der als Ether geschiitzten Phenole und als Methylester geschiitzten Carbonsduren auch iiber BBr3
moglich war.['%%19%] Die Reaktivitit der Entschiitzung mit BBr3 variiert zwischen den einzelnen
Schutzgruppen, sodass die Verwendung stochiometrischer Mengen an BBr; angepasst werden

[19] Die Entschiitzung der Benzylschutzgruppe des Pyrazolderivats 100q mit BBr; fiihrte

musste.
teilweise zu der Bildung eines zyklisierten Amids. Ublicherweise lassen sich Amide nicht ohne
starkes Erhitzen direkt aus einem Amin und einer Carbonsédure darstellen. Die Zyklisierung konnte
allerdings durch das Vorhandensein von BBr3 als Lewis-Sdure stattgefunden haben.
Das zyklisierte Nebenprodukt konnte nur bei dem 1,2-Cyclohexancarbonsdurederivat 100q
festgestellt werden, was mit der rdumlichen Ndhe der Carbonsdure zur NH-Funktion des Pyrazols
zusammenhédngt. Folglich wurde fiir ein weiteres Pyrazolderivat 101k (Tabelle 4) mit einem
1,2-Cyclohexancarbonsdurerest eine andere Entschiitzungsstrategie angewendet. Um eine
Zyklisierung zu verhindern, wurde im ersten Schritt die Methylesterfunktion mit Lithiumhydroxid
(Methode a) zur Carboxygruppe hydrolysiert. AnschlieBend wurde die Benzylschutzgruppe der

O-benzylgeschiitzten Hydroxamsaure mittels katalytischer Hydrierung (Methode ) abgespalten.
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Tabelle 3: Ubersicht der 3,4,5-substituierten Pyrazolderivate mit einem Phenylrest und Variation eines Restes R

HN—N
NN ) R
O.
HO NH
Methode R Methode R
100a o f “~CH, 100k N S O
F

100b ¢, f ﬂ 1001 d, f *@“

* Cl

* F
100c of () 100m ar o
Cl

. OCH .
100d c.e ~ 100n ar ™

* * 72 CF3
100 c.e oo, 1000 ar O

o NNy
100f c,e @g 100p d, f \@H
HOOC

. OCH
100g d, e ro; 100q cf \O

, N COOH
100h d f ~ 100r d f @
100i it T, 100 af T oo

* COOH *0,,
100j d, f @ 100t d, f Q oo

T'Fiir die Darstellung der Verbindungen 100q wurde das entsprechende Siureanhydrid verwendet.
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Tabelle 4: Ubersicht der 3,4,5-substituierten Pyrazolderivate mit Variation von R und R?

HN—N

R! N R2
o

HO/NH
Meth. R! R2 Meth. R! R>
F
(e} * % O OH
( * %
101a  ce C TSy |10t df e @Cl
HOOC . COOH R
101b  d,f o g 0 df "y *@”
Cl
HOOC . F
wie df T T ey | 101 A > g{;m
Ho. L N OH c! Hoog
101d  df U \@ 101k S HOOC. ~ . .
cl cl ate O/
d, o} - COOH HOOC -
101e ate ((D’@/ \© o1 4.t O/ \Q"’COOH
d, 0 - HoOC .
wo1f L \QCOOH 10lm d,f U Q_,,COOH
* % COOH
101g , o0 @/ @

Neben der Synthese von substituierten Pyrazolderivaten, die als Arylvariation Reste mit einer

Carboxylfunktion aufweisen, wurden auch einige Pyrazolderivate mit Carbonsédurebioisosteren als

Rest dargestellt. Fiir die Einfiihrung verschiedener Carbonsdurebioisostere (97n-p, 97u und 97v)

musste der chemische Grundbaustein zunichst synthetisch dargestellt werden. Das entsprechende

Carbonsdurederivat 97n zur Einfilhrung des 3-Hydroxyisoxazolrestes war iliber Methyl-3-

hydroxy-5-isoxazolcarboxylat (102) synthetisch zugiinglich (Schema 24). Uber eine Alkylierung

mit Benzylbromid (103) wurde die Hydroxyfunktion als Benzylether geschiitzt. Anschlieend

wurde der Methylester zur freien Carbonsdure 97n hydrolysiert, sodass die Darstellung des

entsprechend substituierten Pyrazolderivats 98n im néchsten Schritt erfolgen kann (Schema 23).

'Fiir die Darstellung der Verbindung 101k wurde das entsprechende Saureanhydrid verwendet.
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1. K;COg3, Aceton
0 pW, 100 °C %
\O)j\(},oH - B HOJ\(}—O
O-N 2. NaOH, THF, RT O-N \”O
102 103 97n

Schema 24: Reaktionsschema zur Darstellung des 3-Hydroxyisoxazol-5-carbonsdurederivats.

Das 3-(Trifluoromethyl)-pyrazol-4-carbonsdurederivat 970 wurde ausgehend von Ethyl-3-
(dimethylamino)acrylat (104) dargestellt (Schema 25). Mit Hilfe von Trifluoressigsédureanhydrid
(105) wurde die Trifluoromethylgruppe eingefithrt und zur entsprechenden 1,3-Diketon-
zwischenstufe 106 acyliert. Die Cyclokondensation mit fert-Butylhydrazin Hydrochlorid flihrte
zum tert-butylgeschiitzten Trifluoromethylpyrazolderivat 107. Es folgte eine basische Hydrolyse
des Ethylesters zur freien Carbonsdure, um das gewiinschte 3-(Trifluoromethyl)-pyrazol-4-
carbonsdurederivat 970 zu erhalten. Unter Verwendung von 970 konnte die Pyrazolzwischenstufe

980 im néchsten Schritt dargestellt werden (Schema 23).

o o o o o
TEA
/\OJ\/\T/ . E%O&E LA /\O)j/kﬁi
0°C |
104 105 106
iy NH2C
DIPEA
EtOH, RT
F F
o NLF NaOH o NLF
-
/\
HO N (6] N
| N EtOH | N
970 107

Schema 25: Reaktionsschema zur Darstellung des 3-(Trifluoromethyl)-pyrazol-4-carbonsdurederivats.

Eine gingige Methode zur Darstellung von 5-substituierten Tetrazolen ist die 1,3-dipolare
Cycloaddition von Aziden und Nitrilen.'”” Die Synthese des entsprechend geschiitzten
Tetrazol-5-carbonséurederivats 97u und des Phenyltetrazolderivats 97p erfolgte nach der
Vorschrift von BOoSCH und VILARRASA (Schema 26).'%! Sie beschreiben eine milde und
mikrowellen-basierte Methode zur Synthese von Tetrazolen aus Nitrilen und organischen Aziden.
Da die Tetrazolderivate mit einer Schutzgruppe vorliegen sollten, wurde die Umsetzung des
jeweiligen Nitrils 108 bzw. 110 mit p-Methoxybenzylazid durchgefiihrt, sodass am Tetrazol die
p-Methoxybenzylschutzgruppe (PMB) bereits eingefiihrt wird. Die Anwesenheit des Kupfer(I)-
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triflat-Benzol-Komplexes ermdglicht eine milde Reaktion bei Raumtemperatur. Die Reaktionszeit
von 48 Stunden bei Raumtemperatur wurde mittels Mikrowellensynthese bei 80 °C auf zwei
Stunden verkiirzt. Bei der Darstellung des Tetrazol-5-carbonsdureesters 109 konnte das
gewiinschte Produkt erhalten werden.! Die Ethylesterfunktion der Tetrazolderivats 109 wurde im
Anschluss mit wiéssriger Natriumhydroxidlosung zur freien Carbonsdure 97u hydrolysiert.
Allerdings konnte bei der anschlieBenden Darstellung zur Pyrazolzwischenstufe 98u kein Produkt
isoliert werden (Schema 23). Die Synthese des Tetrazols nach der Vorschrift von BOSCH und
VILARRASA!!'%® konnte nicht auf die Darstellung des Phenyltetrazolanalogons 111 {ibertragen
werden, da keine Umsetzung des Ausgangsstoffs 110 beobachtet wurde. In ihren Arbeiten wurden
ausschlieBlich ,aktivierte Nitrile untersucht, die an elektronenziehenden Gruppen gebunden sind.
Mit einem Ethylester ist Cyanameisensdureethylester (108) somit als Dipolarophil reaktiver als im

Vergleich zum 3-Cyanobenzoesduremethylester (110).

Jok PMB-N, 0 0
Cu,(OTF,), » CeH NaOH (aq.)
/\O CN 2 2)2 6'l6 /\O)J\V/N‘N HO /N\N
DCM N-N EtOH N-N
AW, 80°C PMB T PMB
108 109 97u
PMB-N
0 2 0 N-N 0 N-N

CU2(OTF2)2 . CGHG

| N | N

}2 » AN oo P .

h J\C(CN DCM o N HO N
WW, 80 °C PMB PMB

110 111 97p

Schema 26: Reaktionsschema zur Darstellung der Tetrazolderivate nach BosCH und VILARRASA.[108]

Da die Umsetzung des Cyanobenzoesduremethylesters (110) mit p-Methoxybenzylazid nicht zum
gewlinschten Produkt fiihrte, wurde ein neuer Versuch durchgefiihrt, bei dem zunéchst das
N-unsubstituierte Tetrazol dargestellt wurde. Hierfir wurde 3-Cyanobenzoesdure (112) mit
Natriumazid und Ammoniumchlorid versetzt.!%] In Anwesenheit von Ammoniumchlorid wird
aus Natriumazid in situ Stickstoffwasserstoffsdure generiert, welches mit einem Nitril zum

101" Das Phenyltetrazolderivat konnte unter diesen

Tetrazolgeriist weiterreagieren kann.|
Reaktionsbedingungen dargestellt werden. Mit einer anschlieBenden Veresterung wurde das

Phenyltetrazolmethylesterintermediat 113" erhalten, um die Carbonsiurefunktion im néchsten

'In der Literatur wird berichtet, dass auch geringe Mengen des 1,4-Regioisomers erhalten wurden. In Schema 26 sind
nur die entsprechenden 1,5-Regioisomere dargestellt. Fiir die weiterfilhrenden Reaktionen ist die Zuordnung und
Identifizierung des jeweiligen Regioisomers nicht relevant, da die PMB-Schutzgruppe im letzten Reaktionsschritt
entfernt wird.

' Da das Tetrazol 113 am freien Stickstoff unsubstituiert vorliegt, kann die Verbindung sowohl in der 1H- als auch
2H-tautomeren Form auftreten. Die Tetrazolderivate sind im Schema 27 in ihrer 1H-tautomeren Form aufgefiihrt.
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Syntheseschritt vor der Alkylierungsreaktion mit p-Methoxybenzylchlorid zu schiitzen
(Schema 27). Bei der Einfilhrung der p-Methoxypbenzylschutzgruppe (PMB) an das Tetrazol
wurde aufgrund der Tautomerie des Tetrazols ein Gemisch aus 1,4- und 1,5-Regioisomeren
(Verhéltnis 1:2) isoliert. Eine Trennung der zwei Isomere war iiber Flash-Chromatographie
moglich. Welches Regioisomer fiir weiterfithrende Reaktionen verwendet wird, ist in dem Fall
nicht entscheidend, da die PMB-Schutzgruppe im letzten Reaktionsschritt abgespalten wird und
das Tetrazol am Stickstoff unsubstituiert vorliegt. Abschlieend wurde die Methylesterfunktion
von 111 mit Lithiumhydroxid Monohydrat zur freien Carbonsdure (97p) hydrolysiert. Im
Unterschied zur Tetrazol-5-carbonsidurederivat 97u konnte bei der Darstellung des
3,4,5-substituierten Pyrazols 98p das Phenyltetrazol (97p) als Rest erfolgreich eingefiihrt werden
(Schema 23, Tabelle 3).

1. NaN3, NH4C|
o) DMF, 100 °C 0 N-N
I N
- ,
HO CN >0 N
2. MeOH, H,S0, H
Ruckfluss
112 113
PMBCI
TEA
MeCN
MW, 130 °C
o NN LiOH * H,0 0 N-N
[ °N < - [N
HO N 0 N
bVB THF/H,0 PMB
RT
97p 111

Schema 27: Reaktionsschema zur Darstellung der PMB-geschiitzten 3-(1H-Tetrazol-5-yl)benzoeséure.

Die Darstellung des 3-(2,2,2-Trifluoro-1-hydroxyethyl)benzoesdurederivats 97v (Schema 28)
erfolgte ausgehend von 3-Formylbenzoesiure (114) und Trifluormethyltrimethylsilan (115).11!
Letzteres ist auch als Ruppert-Prakash-Reagenz bekannt und reagiert in Gegenwart eines

anionischen Initiators Caesiumfluorid mit Aldehyden und Ketonen zu Trimethylsilylethern.

1o~ 1S 1. Br@ 103
Si-ce, Bn

, HCCIISF a OH K,CO5 MeCN Q ¢
)J\©/U\ (aq) ~o CFs uW, 130 °C HO CF,
THF 2. LiOH * H,0

THF/H,0, RT

116 97v

Schema 28: Reaktionsschema zur Darstellung des 3-(2,2,2-Trifluoro-1-hydroxyethyl)benzoeséurederivats.
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Die anschlieBende Hydrolyse in wissriger HCI fiihrte zur Desilylierung und zum entsprechenden

HLUZI Um die Hydroxygruppe zu schiitzen, folgte eine

Trifluoromethylethanolderivat 116.!
Alkylierung mit Benzylbromid (103) und Kaliumcarbonat. Der Methylester wurde im Anschluss
mittels Lithiumhydroxid hydrolysiert, sodass das erhaltene Carbonsaurederivat 97v fiir die weitere
Reaktion zum Pyrazolderivat verwendet werden kann (Schema 23). Jedoch konnte keine

Umsetzung zur benzylgeschiitzten Pyrazolzwischenstufe 98v beobachtet werden.

2.3.2 Synthese von N-substituierten 3,5-Diphenylpyrazolderivaten
2.3.2.1 Darstellung des Diphenylpyrazolcarbonsduremethylesterderivats als Ausgangsstoff

Neben den in Abschnitt 2.3.1 aufgefiihrten substituierten Pyrazolderivaten mit variierenden Resten
in 3- und 5-Position des Pyrazols sollten auch 3,5-Diphenylpyrazolderivate dargestellt werden,
welche direkt am Stickstoffatom des Pyrazols in 1-Position verschiedene Reste aufweisen. Fiir die
Einfiihrung unterschiedlicher Substituenten mussten daher groflere Mengen des 3,5-Diphenyl-
pyrazolethansduremethylesters 33 dargestellt werden. Die in Abschnitt 2.2.1.2 beschriebene
Methode zur Darstellung des 3,5-Diphenylpyrazolderivats 33 mit Hydrazin Monohydrat in
Tetrahydrofuran (THF) und Ethanol war fiir kleine Ansidtze mit einer Ausbeute von 58%
prinzipiell gut geeignet (Tabelle 5, Variante I). Die Ubertragung der Reaktionsbedingungen auf
einen grofleren Ansatz fiihrte jedoch zu einer deutlichen Verminderung der Ausbeute des
Produkts (25%), da der GroBteil des Pyrazolmethylesters 33 zur freien Carbonsdure 117
hydrolysiert war (Tabelle 5, Variante II, Schema 29).

o o HN-N HN-N
-1V N N
Oy C : +
/o _0 OH
31 33 117

Schema 29: Reaktionsschema zur Darstellung von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat.

Tabelle 5: Darstellung von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33) unter verschiedenen Reaktionsbedingungen

Ansatzgrofie Reaktionsbedingungen Ausbeute Chroﬁl;::gl-’amm

33 33 117
1 1 mmol g?zlgglé /;%g 58% 75% 24%
I 8 mmol 1}\{?21;13; /;%g 25% 23% 74%
) 8 mmol NH:NH; (IRI\%%EEF)’ MS 3A 38% 48% 44%
0% 7 mmol Rggéljgf;éggm] 85% 92% 0%
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Wihrend das Carbonsdurenebenprodukt 117 im HPLC-Chromatogramm des Rohgemischs vom
kleinen Ansatz nur zu etwa 25% vorlag, wurde der Anteil des Nebenprodukts im groBeren Ansatz
um das Dreifache erhoht. Um die basische Hydrolyse des Esters zu vermeiden, wurde im nichsten
Versuch wasserfreies Hydrazin verwendet (Tabelle 5, Variante III). Da die Reaktion im
Losungsmittel THF ablduft, wurde das 1,3-Diketonderivat mit einer 1 M Hydrazin-Losung in THF
umgesetzt. Zusitzlich wurde Molekularsieb zugesetzt, um das bei der Reaktion entstandene
Wasser zu binden. Die verdnderten Reaktionsbedingungen fiihrten im Vergleich zu Variante 11 zu
einer Verbesserung der Ausbeute (38%). Das Carbonsdurenebenprodukt 117 konnte nach wie vor
detektiert werden, das Verhéltnis zwischen Ester 33 und Sdure 117 lag aber nur noch ca. bei 1:1.
Die Umsetzung des 1,3-Diketonderivats mit Hydrazin Dihydrochlorid in Methanol erzielte
schlielich, ohne Bildung des Carbonsdurenebenprodukts 117, eine hohe Ausbeute des Produkts
von 85% (Tabelle 5, Variante IV).[''3] Zudem konnte trotz Erhitzens unter Riickfluss keine
Hydrazinolyse des Methylesters festgestellt werden. Die weiteren Resynthesen des
Diphenylpyrazolethansduremethylesters 33 und auch des Analogons 34 mit C>-Spacer wurden

unter den in Variante IV angegebenen Reaktionsbedingungen durchgefiihrt.
2.3.2.2 Darstellung der N-substituierten 3,5-Diphenylpyrazolderivate via CHAN-LAM-Kupplung

Die Substitution in 1-Position des 3,5-Diphenylpyrazolderivats wurde zum einen mittels der

141 Die oxidative Kupplung von Boronsduren mit Aminen,

CHAN-LAM-Kupplung realisiert.!
Alkoholen und Thiolen ermdglicht die Kniipfung einer Kohlenstoff-Heteroatom-Bindung und
wird durch Kupfer(Il) vermittelt. Durch den Einsatz von Phenylboronsidure 119 konnte ein
Phenylsubstituent eingefiihrt werden. Die phenylierten Pyrazolderivate wurden entweder
ausgehend von dem tritylgeschiitzten 3,5-Diphenylpyrazolderivat 118 oder dem
3,5-Diphenylpyrazol-4-propansidure-methylester 34 als Variante mit verldngertem Spacer (n=2)
dargestellt. Die tritylgeschiitzte Variante des Ausgangsstoffes 118 wurde {iber eine
Kupplungsreaktion aus 3,5-Diphenylpyrazol-4-ethansdure (117) mit Tritylhydroxylamin und
TBTU als Kupplungsreagenz generiert. Dieses Carbonsdurederivat 117 wurde bei der Synthese
des 3,5-Diphenylpyrazol-4-ethansdure-methylesters (33) in vorherigen Versuchen als
Nebenprodukt isoliert (Abschnitt 2.3.2.1). Die Tritylschutzgruppe konnte sdurekatalysiert mit
Trifluoressigsdure in Dichlormethan im letzten Reaktionsschritt abgespalten werden, um das
phenylierte Pyrazolderivat 121 zu erhalten. Das phenylierte Pyrazolderivat 122 mit Cz-Spacer,
welches ausgehend vom 3,5-Diphenylpyrazol-4-propanséduremethylester (34) iber CHAN-LAM-
Kupplung dargestellt wurde, konnte im letzten Schritt iiber eine Hydroxyaminolyse des Esters zum

Endprodukt 123 umgesetzt werden (Schema 30).
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Ph-B(OH), 119 Q
Cu(OAc),, TEA

HN\—I:I HN\"}‘ MS 3A N\_R‘
-
L ) J @ J @)
o DCM, RT
72h
OH oo o0 Yo
[ [
117 34 122
Trt-0-NH, NH,OH * HCI
TBTU, DIPEA NaOCHs
DMF, RT MeOH
uW, 80°C
Ph-B(OH), 119 Q
NN Cu(OAc),, TEA N-N TFA/DCM
) MS 3A ) TIS
L ) —— O - -
o DCM, RT o) RT
T 72h
o CI)/NH
Trt Trt

118 120 121 (n=1)
123 (n=2)

Schema 30: Reaktionsschema zur Darstellung der Triphenylpyrazolderivate iiber CHAN-LAM-Kupplung.

2.3.2.3 Darstellung der N-substituierten 3,5-Diphenylpyrazolderivate via N-Alkylierung

Die Einfiihrung einer Reihe von verschiedenen Alkyl- und Benzylresten erfolgte iiber eine
N-Alkylierung mit Natriumhydrid unter Verwendung des jeweiligen Alkyl- oder
Benzylhalogenids (Schema 31). Die Alkylierungsreaktionen wurden ausgehend vom
3,5-Diphenylpyrazol-4-ethansduremethylester (33) fiir die Pyrazolderivate mit C;-Spacer
durchgefiihrt und auch fiir ausgewihlte Substitutenten fiir die Pyrazoldrivate mit C>-Spacer'
ausgehend vom  3,5-Diphenylpyrazol-4-propansduremethylester (33) wiederholt. Die
Alkylierungsreaktionen wurden mit Ausnahme bei den pyridinsubstituierten Pyrazolderivaten
(124m,n und 125m,n) bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Fiir die Einfiihrung der
Pyridinsubstituenten war eine erhdhte Temperatur von 80 °C notwendig. Die N-substituierten
3,5-Diphenylpyrazolesterzwischenstufen 124a-h,m,n und 125a-h,m,n wurden anschlieBend mit
Hydroxylaminhydrochlorid mittels Mikrowellenreaktion zum jeweiligen Hydroxamséurederivat
umgesetzt (Methode A). Pyrazolderivate, welche als eingefiihrte Reste tert-butylgeschiitzte

Carboxylgruppen (124i,j und 125i,j) enthalten, wurden vor der Umsetzung zur Hydroxamsaure

! Die N-substituierten 3,5-Diphenylpyrazolderivate mit C>-Spacer wurden im Rahmen eines betreuten Praktikums
dargestellt und sind entsprechend gekennzeichnet.
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mit Trifluoressigsdure in Dichlormethan behandelt (Methode B), um die Schutzgruppe zu

entfernen. Eingefiihrte Phenolreste, die als Ether geschiitzt sind (124k,l und 125k,l) konnten nach

der Umsetzung zur Hydroxamsédure unter Verwendung von Bortribromid entschiitzt werden

(Methode C). Die dargestellten N-substitutierten 3,5-Diphenylpyrazolderivate aus Schema 31 sind

in Tabelle 6 zusammengefasst.

NH,OH * HCI

NaOCH,
Al MeoH
uW, 80 °C
R
HN-N 1 ginl-llz 0ec NN 1) TFA/DCM
O NN ’ . :\ N . B RT
0 n 2) R-Hal o) n 2) Methode A
DMF, RT
0 _0
33 (n=1) 124a-n (n=1)
34 (n=2) 125a-n (n=2) c 1) Methode A
2) BBrs, DCM
0°C-RT

R

N-N

HO™

NH

126a-n (n=1)
127a-n (n=2)

Schema 31: Reaktionsschema zur Darstellung der N-substituierten 3,5-Diphenylpyrazolderivate iiber N-Alkylierung.

Tabelle 6: Ubersicht der N-substituierten 3,5-Diphenylpyrazolderivate iiber N-Alkylierung

R~N_N n=1 n=2 R Methode
P\ ~ph
O 126a | 127a' CH; A
Ho N
n=1 n=2 R! R? R’ R* Methode
126b 127b! H H H H A
126¢ 127¢! H H OCH; H A
e 126 | 127d' H OCH; H H A
L 126 | 127 | ow -OCH;0- H A
126f 12711 H H OCHF: H A
K 1265 | 127g H  OCHF, H H A
A, | 126h | 127w H H CN H Al
o n 126i 127i! H H COOH H B
o 126 127! H COOH H H B
126k 127k H Cl OH F C
1261 12711 Cl OH F H C
126m 127m! H H NPpyridin H A
126n 127n! H NPyridin H H A

' Die Verbindung wurde im Rahmen eines betreuten Praktikums dargestellt.

T Die Reaktion erfolgte bei Raumtemperatur {iber Nacht.
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Eine Reihe an N-substituierten 3,5-Diphenylpyrazolderivaten wurden iiber eine MITSUNOBU-
Reaktion dargestellt, welche 1967 von Oyo Mitsunobu entdeckt wurde.['!3] Sie ermdglicht die
Synthese von Estern, Ethern, Aminen, Thioethern und weiteren Verbindungen aus priméren und
sekundidren Alkoholen unter Verwendung von Triphenylphosphin und Diethylazodicarboxylat
(DEAD) oder Diisopropylazodicarboxylat (DIAD). Das eingesetzte Nukleophil sollte fiir die
Protonierung der Reagenzien DEAD oder DIAD leicht sauer sein (pKg<15), was fiir die

NH-Funktion des Pyrazols (pKg 13,4) zutrifft.

Einige Alkoholderivate 128b-f wurden mit Hilfe einer GRIGNARD-Reaktion aus dem jeweiligen
Keton und dem Phenylmagnesiumhalogenidderivat dargestellt (siche Abschnitt 7.2.4).
Die Umsetzung der 3,5-Diphenylpyrazolausgangsstoffe (33 und 34) zu den N-substituierten
3,5-Diphenylpyrazolderivaten (129a-f, 130) erfolgte mit dem jeweiligen Alkohol unter Einsatz
von Triphenylphosphin und DIAD (Schema 32). Die Zielverbindungen 131a-f bzw. 132 wurden

im letzten Syntheseschritt mittels Hydroxyaminolyse der Methylesterfunktion erhalten.

R-OH 128a-f NH,0H * HCI
PPhs, DIAD NaOCH -
o@@“ O o?{w
33 (n=1) 129a-f (n=1) 131af  (n=1)
34 (n=2) 130 (n=2) 132 (=2

Schema 32: Reaktionsschema zur Darstellung der N-substituierten 3,5-Diphenylpyrazolderivate {iber MITSUNOBU-Reaktion.

Tabelle 7: Ubersicht der N-substituierten 3,5-Diphenylpyrazolderivate via MITSUNOBU-Reaktion

n=1 n=2 R n=1 R n=1 R n=1 R
LHs OCH,
HiC—
131a 132! Z 131b 131d 131f
o
OCHj,4 OCH3
131c 131e
o

' Die Verbindung wurde im Rahmen eines betreuten Praktikums dargestellt.
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2.4 Synthese der substituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate

Die Darstellung des 2-Phenylbenzimidazolgrundkorpers wurde, wie in Abschnitt 2.2.2.3
beschrieben, mit Hilfe einer Kondensationsreaktion aus o-Phenylendiamin (63) und Benzaldehyd
realisiert.®™ Durch den FEinsatz von verschieden substituierten Benzaldehyden ist die
Derivatisierung des Phenylbenzimidazols am Phenylrest moglich. Somit konnten mit dieser
Methode neben den unsubstituierten 2-Phenylbenzimidazolderivaten 7d und 7e auch noch weitere

substituierte Derivate dargestellt werden (Schema 33).

Cr
NH,

63
H CAN, H,0,
JR MeCN
0 WW, 50 °C

1) NaH NH,OH * HCI
Q—r:l DMF, 0 °C Q—N NaOCH; Q—r&
ORI o UL IR . O
N 2) BrCH,COOMe 29 MeOH
DMF, RT OY W, 80 °C OY
133a-e -0 HO/NH
134a,b 137a-e
1) NaH | 2) BrCH,COOt-Bu 93 BEr
DI(\)/IF DMF DCI\3/I
0°C RT 0°C-RT
Bn-O-NH, * HCI 21
QR‘ HCl/Dioxan Qw TBTU, DIPEA Q»[:j
.
N)\R N)\R N)\R
RT DMF
Oﬁ) Oﬁ) RT OY
H _NH
>r° © 0
Bn
134c-e 135¢c-e 136¢-e

Schema 33: Reaktionsschema zur Darstellung der substituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate mit Phenylvariationen.

Nach der Darstellung der 2-Phenylbenzimidazole 133a-e wurde in Abhéngigkeit der Schutzgruppe
am Phenylrest entweder eine Methylester- oder ein tert-Butylesterfunktion iiber eine Alkylierung
eingefiihrt. So mussten die 2-Phenylbenzimidazole 133c-e, welche eine als methylestergeschiitzte
Carboxylgruppe aufweisen, mit Bromethansdure-zert-butylester (93) alkyliert werden, damit die
Orthogonalitdt der Schutzgruppen aufrechterhalten wird. Aufgrund der Siurelabilitdt des

tert-Butylesters wurde im néchsten Schritt die fers-Butylschutzgruppe in Gegenwart von



50 SYNTHETISCHE ARBEITEN

Chlorwasserstoff in Dioxan selektiv abgespalten. Die freien Carbonsduren 135c-e wurden
anschlieBend mit Benzylhydroxylamin Hydrochlorid (21) gekuppelt. Eine parallele Entschiitzung
der Benzylschutzgruppe, sowie des Methylesters der Verbindungen 136c-e erfolgte durch die
Zugabe von Bortribromid in Dichlormethan und fiihrte zu den Endprodukten 137c-e. Die
2-Phenylbenzimidazole 133a und 133b, welche mit Bromethanséduremethylester (29) alkyliert
wurden, konnten mittels Hydroxyaminolyse zu den jeweiligen Hydroxamséiurezielverbindungen
137a und 137b umgesetzt werden. Da der Halogenphenolrest des Derivats 137b als Ether
geschiitzt vorlag, war noch eine Entschiitzung des Ethers mittels Bortribromid in Dichlormethan

im finalen Schritt notwendig.

Tabelle 8: Ubersicht der substituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate mit Phenylvariationen

R R? R’
137a H H OCH;
QN R' 2 137b F OH Cl
Oﬁj)\@w 137¢ COOH H H
o 137d H COOH H
137e H H COOH

Fir die Darstellung der substituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate, die neben der
Derivatisierung des Phenylrests auch verschiedene Substituenten direkt am Benzimidazol-
grundkorper aufweisen, wurden die oben beschriebene Synthesestrategie (Schema 33) nicht
angewendet. Diese Methode ist nicht fiir eine regioselektive Synthese der 1,2-disubstituierten
Benzimidazole geeignet. Dem liegt zugrunde, dass Benzimidazolderivate, deren Stickstoffatome
unsubstituiert vorliegen, in zwei tautomeren Formen auftreten konnen. Es existiert ein schneller
Austausch des Protons zwischen N1 und N3. Wiirde eine Alkylierung am freien Stickstoff eines
substituierten 2-Phenylbenzimidazols stattfinden, so konnten zwei verschiedene Regioisomere
entstehen. Eine Moglichkeit der regioselektiven Darstellung ist die reduktive Zyklisierung von
o-Nitroanilinen und Aldehyden, welche von YANG et al. untersucht wurde.”>! Diese Methode
wurde auch bei der Darstellung des N3-substituierten 2-Phenylimidazo[4,5-b]pyridins
(Abschnitt 2.2.2.4) erfolgreich angewendet und ermdglicht auch die regioselektive Synthese von
disubstituierten 2-Phenylbenzimidazolen unter Verwendung von N-alkylierten Nitroanilinen.
Fiir das jeweilige N-alkylierte Nitroanilin 140b wurde Glycin-tert-butylester Hydrochlorid (139)
mit dem entsprechend substituierten 1-Fluoro-2-nitrobenzol 138b unter Verwendung von
Triethylamin als Hilfsbase aryliert (Schema 34). Nach der Umsetzung konnte im Massenspektrum

jedoch kein Produkt nachgewiesen werden.
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+ _
HsCOOC NO, NH Cl HsCOOC N
1S
F . e NH
0
X DMSO OY
LW, 120 °C )

138b 139 140b

0,

Schema 34: Darstellungsversuch der N-alkylierten Nitroanilinzwischenstufe.

Mit der Umstellung des Losungsmittels und der Base auf Ethanol und Natriumhydrogencarbonat

(116.117] Dje anschlieBende

war die Darstellung des N-alkylierten Nitroanilins jedoch erfolgreich.
reduktive Zyklisierung des N-alkylierten Nitroanilins und des jeweiligen Benzaldehyds 12a
erfolgte mit Natriumdithionit als Reduktionsmittel in Ethanol.®*! Da fiir das N-alkylierte
Nitroanilinderivat aufgrund der sehr guten Umsetzung keine chromatographische Reinigung
bendtigt und die reduktive Zyklisierung im gleichen Losungsmittel wie die Arylierung
durchgefiihrt wurde, konnten die nachfolgenden Derivate (141a-c) iiber eine one-pot-Synthese

dargestellt werden (Schema 35).

R2 N02 K‘Hg C|_ 1) NaHCO3 R
o EtOH, uW, 120 °C , N F
R3 F + - > R N»\@CHs
(6]
F  OCH
>( 24 3 Oﬁ)
138a-c 139 4 Cl 12a

o)
Na,S,0, Ruckfluss X
141a-c
HCI/Dioxan
0°C-RT
1) Bn-O-NH, * HCI 21
e R TBTU, DIPEA » R
, R
DMF, RT
N F ’ N
Rs@ \ OH (143a-c) w@ 3N OCH;
\ cl \ cl
0 2) BB, 0
DCM, 0 °C - RT
Ho " OH
144a-c 142a-c

Schema 35: Reaktionsschema zur Darstellung der disubstituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate.

Die tert-Butylesterschutzgruppe der Zwischenstufen 141a-¢ wurde unter sauren Bedingungen mit
Chlorwasserstoff in Dioxan abgespalten, sodass im nédchsten Schritt eine Kupplungsreaktion mit
den freien Carbonsduren 142a-c und Benzylhydroxylamin Hydrochlorid (21) zur Darstellung der

Hydroxamsaurefunktion durchgefiihrt werden konnte. Alle Schutzgruppen wurden in Gegenwart
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von Bortribromid in Dichlormethan im letzten Reaktionsschritt entfernt, um die finalen

disubstituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate 144a-c zu erhalten (Tabelle 9).

Tabelle 9: Ubersicht der disubstituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate

R' R® R’
e R
QN i 1442 COOH H H
R3
N»\@H 144b H COOH H
Cl
Oﬁ) 144c H H COOH
~NH
HO

2.5 Synthese der 1,3-substituierten 2-Phenylindolderivate

Ausgehend vom 2-Phenylindolgrundkérper konnen verschiedene Substituenten am freien
Stickstoffatom des Indols eingefiihrt werden. Das 2-Phenylindolderivat kann iiber eine FISCHER-
Indol-Synthese dargestellt werden. Unter den verschiedenen Varianten dieser Methode (siche
Abschnitt 2.2.2.2) erwies sich fiir die Darstellung des 2-Phenylindol-3-carbonsédurederivats 61 der
Einsatz von Toluolsulfonsiure (pTsOH) und Zinkchlorid als geeignet.**) Um aus der freien
Carbonsdure 61 die Hydroxamséure zu generieren, wurde anschlieBend mit Benzylhydroxylamin
Hydrochlorid (21) in Gegenwart des Kupplungsreagenzes TBTU und der Base Diisopropyl-
ethylamin (DIPEA) gekuppelt. Die entstandene benzylgeschiitzte Hydroxamsédure 145 muss zum

spéteren Zeitpunkt nur noch entschiitzt werden (Schema 36).

Bn-O-NH, * HCI 21 1) NaH
TBTU, DIPEA p DMF, 0°C
—_— Q — >
DMF, RT 2) Bn-Br 103
DMF, RT
Q
Bn
61 145 146

1) NaH
DMF, 0 °C O NH
2) Bn-Br 103 7 Q

DMF, RT o)

Schema 36: Darstellungsversuch des N-benzylierten 2-Phenylindolderivats.
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Die Einfithrung von verschiedenen Benzylresten in 1-Position des freien Indolderivats soll analog
zu den N-substituierten 3,5-Diphenylpyrazolderivaten (Abschnitt 2.3.2.3) tiber eine N-Alkylierung
mit Natriumhydrid unter Verwendung des jeweiligen Benzylhalogenids erfolgen. Dafiir wurde
zunichst die 2-Phenylindolzwischenstufe 145 mit Benzylbromid (103) alkyliert. Durch 'H-NMR-
Spektroskopie wurde jedoch festgestellt, dass die Substitution nicht am freien Stickstoffatom des

Indols (146), sondern an der Stickstofffunktion der Hydroxamséure (147) erfolgte (Schema 36).

Als alternative Darstellungsmdglichkeit der Hydroxamséaurefunktion bietet sich in dem Fall die
Hydroxyaminolyse des Esters an. Die Methylesterfunktion ldsst sich auf einfache Weise durch die
Veresterung der 2-Phenylindol-3-ethanséure (61) darstellen (Schema 37). Die dargestellte Indol-
zwischenstufe 62 ist besser fiir den weiteren Alkylierungsschritt geeignet, da neben der
Stickstofffunktion des Indols kein weiteres konkurrierendes Nukleophil im Molekiil vorhanden
ist. Die N-Alkylierungen mit Natriumhydrid und den jeweiligen Benzylbromiden fiihrten zu den

benzylierten 2-Phenylindolintermediaten 150a-c.

Chan-Lam-
Kupplung I - II
—X— NH,OH * HCI
NaOCHj;
Ph-1, Cul Z ——
KsPO,4, DMEDA MeOH
> MW, 80 °C
Toluol
135°C
148
1) NaH NH,OH * HCI
H,SO, DMF, 0 °C NaOCH;
MeOH . Z - =
Riuckfluss 2) R-Br MeOH
DMF, RT pW, 80 °C
150
PN
O o Cl OCH, Cl OH

F
* * *
a b [
BBT3
DCM, 0 °C -RT

Schema 37: Reaktionsschema zur Darstellung der 1,3-substituierten 2-Phenylindolderivate.
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Fiir die Einfiihrung des Phenylsubstituenten (148) wurde im ersten Versuch eine CHAN-LAM-
Kupplung angewendet, welche auch bereits bei der Synthese der Triphenylpyrazolderivate
(Abschnitt 2.3.2.2) zum Einsatz kam. Die Kupfer(II)-vermittelte oxidative Kupplung erfolgte mit

[114

Phenylboronsiure und Triethylamin als Base.!''*] Unter den in der von LAM et al. angegebenen

Reaktionsbedingungen (Tabelle 10, I) konnte jedoch kein Produkt nachgewiesen werden.

Tabelle 10: Reaktionsbedingungen der CHAN-LAM-Kupplungen zur Darstellung des N-phenylierten 2-Phenylindolderivats

CHAN-LAM-Kupplung Reaktionsbedingungen
I Cu(OAc),, TEA, MS 3 A, DCM, RT
11 Cu(OAc),, DBU, DMSO, MW, 100 °C

Eine andere Variante der CHAN-LAM-Kupplung wird in den Arbeiten von CHEN et al.

18] Die mikrowellenunterstiitzte Reaktion wurde mit 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-

beschrieben.
7-en (DBU) als Base durchgefiihrt (Tabelle 10, IT). Dabei konnte aber auch keine Umsetzung der
Ausgangsstoffe beobachtet werden. Eine weitere Maoglichkeit der N-Arylierung von
stickstoffhaltigen Heterozyklen stellt die Kupplung eines aromatischen Halogenids mit einem
Nukleophil dar. In den Arbeiten von ANTILLA et al.''®! wird eine kupferkatalysierte N-Arylierung
von Indolen beschrieben, welche auch als Ullmann-Reaktion bezeichnet wird. Neben Kupferiodid
wurden N,N'-Dimethylethylendiamin (DMEDA) — ein Diamin-Ligand — und Kaliumcarbonat als
Base eingesetzt, um die Kupplungsreaktion effektiv zu katalysieren. Mit dieser Methode war die
Darstellung des N-phenylierten Indolderivats 148 moglich. Nach der Einfithrung der jeweiligen
Substituenten am 2-Phenylindolderivat (62) wurde im nachfolgenden Reaktionsschritt die

Methylesterfunktion der Intermediate 148 bzw. 150a-c zu den Hydroxamséureprodukten 149 bzw.

151a-¢ mit Hydroxylaminhydrochlorid und Natriummethanolat umgesetzt.
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3 BIOCHEMISCHE CHARAKTERISIERUNG

Fiir die Bestimmung der inhibitorischen Aktivititen der Verbindungen gegeniiber Meprin ., 3 und
Ovastacin wurde ein FRET-basierter Assay verwendet, welches eine quantitative Untersuchung
der Enzymaktivitdt tiber die Stirke der Fluoreszenz ermdglicht. FRET (Fluoreszenz-Resonanz-
energietransfer) beruht auf einen abstandsabhingigen strahlungslosen Energietransfer eines
angeregten Donors zum geeigneten Akzeptor.[®”) Die fiir den Assay eingesetzten Substrate
bestehen aus einem Fluorophor (Donor) und einem Quenchermolekiil (Akzeptor). Beide Molekiile
sind liber eine kurze Peptidsequenz verbunden, welche eine Spaltstelle des Enzyms enthilt.
Bei Anregung des Donormolekiils findet aufgrund der rdumlichen Ndhe des Donor-Akzeptor-
Komplexes eine intramolekulare Fluoreszenzloschung statt. Bei enzymatischer Spaltung der
Peptidbindung zwischen dem Fluorophor und Quencher wird durch die groBBere Entfernung beider
Molekiile Fluoreszenz freigesetzt, die kontinuierlich detektiert werden kann und eine quantitative
Messung der Enzymaktivitit ermdglicht.'?’ Somit ist bei hoheren Hemmaktivititen der
Inhibitoren eine geringere messbare Fluoreszenz zu beobachten, da weniger Substratmolekiile
enzymatisch gespalten werden.

/
—N

O ks

’_‘A N=N SOH -

soi  +” FRET — 3, N~N
\ / % *

|

g Meprin o
HN Meprinp @
(o} NHz  Qvastacin
—
Ac

Abbildung 9: Schematische Darstellung des FRET-basierten Assays am Beispiel des Substrats Ac-RE(Edans)-DR-Nle-
VGDDPYK(Dabeyl)-NHz.

Die inhibitorischen Aktivititen sind als ICso-Werte oder apparente Bindungskonstanten (K;®)
dargestellt. Die K;@®"Werte wurden iiber die Morrison-Gleichung!!?!! berechnet. Die Ergebnisse
aus drei unabhidngigen Experimenten sind in dieser Arbeit als geometrisches Mittel mit

geometrischer Standardabweichung angegeben.
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4 DOCKINGUNTERSUCHUNGEN

Das molekulare Docking ist eine strukturbasierte Methode, die dazu dient, mogliche aktive
Konformationen von Liganden an einem Target zu analysieren. Es gibt viele molekulare
Dockingmethoden, die auf unterschiedlichen Mechanismen beruhen und fiir die Vorhersage von
Interaktionen des Liganden mit dem Zielprotein eingesetzt werden konnen.['??! Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die Software GOLD (Genetic Optimization for Ligand Docking) fiir die
Dockingexperimente verwendet. GOLD nutzt einen genetischen Algorithmus zur Generierung der
Ligandenkonformationen.!'”*) Genetische Algorithmen verwenden Strategien sowie die Semantik
der Genetik und der biologischen Evolution. Dabei wird zuerst eine Ausgangspopulation von
moglichen Konformationen des Liganden per Zufallsprinzip generiert. Jeder Konformation wird
bei der Evaluation basierend auf der vorhergesagten Bindungsaffinitdt ein Fitnessscore
zugewiesen. Im weiteren Vorgehen werden bestimmte Konformationen basierend auf dem
Fitnessscore selektiert. In der neu erzeugten Zwischenpopulation werden die Eigenschaften
(Parameterwerte) der Konformationen verdndert (Mutation) und miteinander kombiniert
(Rekombination), um eine neue Population von Konformationen (neue Generation) zu erzeugen.
Dieser Zyklus mit Scoring, Selektion, Mutation und Rekombination wird mehrmals wiederholt,
um die Protein-Liganden-Interaktionen zu optimieren.!'?*) In der Software GOLD (2020.1) werden
verschiedene Scoringfunktionen angeboten. Es stehen empirischen Funktionen wie GoldScore,
ChemScore!'?], CHEMPLP!?®! oder die wissensbasierte Funktion ASP!!?7] welche aus einer
Datenbank von Protein-Ligand-Komplexen abgeleitet ist, zur Verfiigung. Die Docking-

experimente wurden mit der Scoringfunktion ChemScore durchgefiihrt (Gleichung 2).

Gleichung 2: ChemScore Scoringfunktion

AGbinding = AGO + AGhbond + AGmetal + AGlipo + AGrot
ChemScore = AGbinding + Pelash + CinternalPinternal

Der Term AGbinding Stellt die gesamte freie Energieéinderung dar, die bei der Bindung des Liganden
auftritt und durch verschiedene Komponenten gebildet wird. Die finale ChemScore-
Fitnessfunktion enthdlt auch einen Term fiir die Kollision von Protein- und Ligandenatomen
(Pclash) und einen Term fiir die interne Energie (CinternalPintemal), die negativ in die Gleichung
eingehen. Fiir humanes Meprin B standen zwei Kristallstrukturen mit dem PDB-Eintrag 7AQ1!°!]
und 4GWNU28 als Protein fiir das Docking zu Verfiigung. Aufgrund der induzierten Anpassung
(»induced fit“) des Enzyms bei Bildung eines Protein-Ligand-Komplexes, die bei Meprin 3 und
anderen Astacinen vorkommt, wurde die Kristallstruktur 7AQ1 fiir die Dockingexperimente

favorisiert.>*!) Im Gegensatz zur Kristallstruktur 4GWN wurde bei der Struktur 7AQ1 humanes
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Meprin f mit dem hydroxamsdurebasierten Inhibitor 2a kokristallisiert, was eine geeignetere
Abbildung der Konformation des Enzyms bei Bindung fiir die Dockingexperimente darstellt.
Untersuchungen zeigten auch eine hohere Genauigkeit des Dockings bei der Verwendung der
ligandengebundenen Konformation eines Enzyms im Vergleich zur ungebundenen
Enzymkonformation.!'?”) Ausgehend von der Kristallstruktur 7AQ1 wurde die Proteasedomine
von Monomer A des Meprin 3 Homodimers verwendet, was mit einer besseren Auflosung der
Si-Bindetasche innerhalb des aktiven Zentrums im Vergleich zu Monomer B begriindet ist.[6!]
Das Hydroxamséure-Fragment des kokristallisierten Inhibitors 2a wurde fiir ein Scaffold-Match-
Constraint genutzt, bei der die Liganden an dieser bestimmten Bindungsposition platziert werden.
Durch diese Einschrankung konnten plausible Positionierungen der Verbindungen am Zinkion
erhalten werden, um die Interaktion der Inhibitoren mit dem Metall widerzuspiegeln. Fiir die
anderen Astacinproteasen Meprin o und Ovastacin sind keine Kristallstrukturen vorhanden, sodass
die entsprechenden Homologie Modelle genutzt wurden. Um in den beiden Fillen auch ein
Scaffold Constraint anwenden zu konnen, wurden ein strukturelles Alignment der Homologie
Modelle und der Kristallstruktur 7AQ1 durchgefiihrt, damit der Hydroxamsaure-Scaffold an den
jeweiligen Zinkionen positioniert ist. Mit Hilfe der Dockinguntersuchungen koénnen mogliche
Bindungsmodi der Verbindungen analysiert werden, um die Unterschiede in den inhibitorischen
Aktivitdten interpretieren zu kdnnen. Die Vorhersagekraft der verfiigbaren Methoden ist jedoch
noch immer begrenzt. In vergleichenden Studien wurde eine schlechte Korrelation zwischen den
ermittelten Scoringwerten der Dockinglésung und den experimentellen Bindungsaffinititen

[130] Ein weiteres Problem stellt die fehlende Flexibilitit des Proteins bei den

nachgewiesen.
Dockinguntersuchungen dar. Aufgrund der Komplexitit des Proteins und des hohen
Rechenaufwands wird das Protein als starr angesehen, sodass die flexible Adaption des Proteins
bei Bindung eines Liganden wihrend des Dockings nicht simuliert werden kann.!'3!! Die in
Abschnitt 5.2 diskutierten Interaktionen sind demzufolge hauptsdchlich auf den Ergebnissen der
Dockinguntersuchungen in das starre Protein zuriickzufiihren. In vereinzelten Fillen wurde fiir

eine bessere Darstellung des potentiellen Bindungsmodus ein Docking unter Beriicksichtigung

von flexiblen Seitenketten angewendet.
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

5.1 Biochemische Charakterisierung der dargestellten Verbindungen

5.1.1 Inhibitoren basierend auf einer Amingrundstruktur

Ausgehend von den bereits beschriebenen Inhibitoren auf der Basis einer Amingrundstruktur
wurden weitere Derivate mit unterschiedlicher Spacerlinge (n=1, n=2) und verschiedenen
Substituenten hinsichtlich ihrer inhibitorischen Aktivitdt gegeniiber Meprin o und 3 untersucht.
In den vorherigen Arbeiten konnten {iber die Modifikation der Substituenten die ersten selektiven
Inhibitoren gegeniiber Meprin al'®! und B dargestellt werden (sieche Abschnitt 1.3). Zudem
konnte festgestellt werden, dass sich die Verldngerung der Spacergruppe zwischen der Amin- und
Hydroxamsiurefunktion positiv auf die Aktivitit gegeniiber Meprin o auswirkte.!'!

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unsymmetrisch substituierte Amine (3a-e und 4a-h) dargestellt,
welche inhibitorische Aktivitdten im mehrstelligen nanomolaren bis mikromolaren Bereich
aufweisen (Tabelle 11). Mit der Kombination unterschiedlicher Substituenten wurde das Ziel
verfolgt, die Selektivitit innerhalb der Meprinisoformen zu modulieren. Zum einen sollte die
Selektivitdt von Meprin o gegeniiber Meprin 3 erhoht und zum anderen die Hemmaktivititen
beider Isoformen fiir eine dquipotente Hemmung angeglichen werden. Tertidre Amine, welche
einen Benzodioxolanrest zusammen mit einem basischen Substituenten (3b-d und 4e,fh)
aufweisen, besallen vergleichsweise eine geringere Hemmaktivitit gegeniiber Meprin B als die
anderen dargestellten Derivate. Da die Verldngerung der Spacergruppe (n=2) sich positiv auf die
Aktivitdt gegeniiber Meprin o auswirkt, wurden fiir die Derivate mit C;-Spacer hohere
Selektivitdtstaktoren (SF) fiir Meprin a erzielt. So konnte beispielsweise mit der Darstellung von
4f als liangeres Analogon von 3¢ die Aktivitdt gegeniiber Meprin a um das Fiinffache und
gegeniiber Meprin B nur um das Zweifache gesteigert werden. Die selektivste Verbindung in
dieser Reihe stellt das tertidre Aminderivat 4h mit einem Selektivitdtfaktor (SF) von 30 dar,
welches einen Dimethylanilinsubstituenten aufweist. Die Kombination eines basischen
Substituenten mit einem Halogenphenol (3a,e und 4a,g) fiihrte stattdessen zu vergleichbaren
inhibitorischen Aktivititen gegeniiber Meprin o und [ im mehrstelligen nanomolaren bis
mikromolaren Bereich. Wurde der basische Rest durch einen neutralen, lipophilen
Halogenphenylrest (4b) oder einen elektronenreichen Benzodioxolanrest (4¢) ausgetauscht, so
blieb die dquipotente Inhibierung gegeniiber Meprin oo und 3 erhalten. Die inhibitorische Aktivitét
konnte aber bis in den unteren dreistelligen nanomolaren Bereich gesteigert werden. Beim

Austausch des aciden Halogenphenols durch einen hydrophoben Halogenarylrest wurde in
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Kombination mit einem Benzodioxolansubstituenten (4d) eine dhnliche Hemmaktivitit gegeniiber
Meprin a festgestellt. Der Verlust der aciden Phenolfunktion fiihrte hierbei zu einer sechsfachen

Aktivitdtsverminderung gegeniiber Meprin 3.

Tabelle 11: Inhibitorische Aktivititen der unsymmetrisch substituierten tertidren Amine gegeniiber hMeprin o und 3

RTTNTR2
O. n
HO/NH
R! R n 1Cso M SFIc]
hMeprin a!?! hMeprin !
2il16] <oj©/* *CEO> 1 1913 (1,07) 6545 (1,08) 3
2b16l o o 2 157 (1,01) 2935 (1,13) 19
F F
2058 ho N ; OH 1 368 (1,02) 24 (1,07) 0,07
2cl10] N N 2 186 (1,00) 28 (1,04) 0,15
F
HO * N
3a ) 1 632 (1,03) 389 (1,05) 0,6
cl Z
O £ * X
3b { ) 1 2843 (1,06) 26773 (1,07) 9
O ~
O * * B
3¢ <Oj© |/N 1 2500 (1,03) 22000 (1,00) 9
N * * (@]
3d «j@( C[> 1 1014 (1,02) 6483 (1,07) 6
H (0]
F
N * * OH
3e </j©/ j@[ 1 495 (1,04) 320(1,01) 0,6
N cl
F
HO * A
4a | 2 645 (1,01) 702 (1,04) 1
cl N
F F
HO * *
4b 2 215 (1,09) 273 (1,08) 1
Cl Cl
F

4¢ <O]©(* *ﬁo“ 2 158 (1,07) 146 (1,08) 1
o cl
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N~ "R2

I1Cso [nM] (]
n ) b SF'°
hMeprin ol?! hMeprin B!

R! R?
F
jg* @ 2 185 (1,19) 960 (1,04) 5
Cl
4e <°j©( | 2 474 (1,01) 8175 (1,01) 17
9]
l =

* * O
C[ N2 463 (1,02) 0648 (1.03) 21
(0]
F

* * OH

4g NS jij 2 1104 (1,05) 1217 (1,10) 1
Z Cl
* *. (o)

4h \NQ CEJ 2 301 (1,08) 9126 (1,06) 30

[a] 40 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 7,4; [b] 40 mM Tris, pH 8; [c] SF: Selektivitatsfaktor (ICso Meprin / ICso
Meprin o)

4d <O

4f

Im Vergleich zu den symmetrisch substituierten Aminen 2b und 2¢ konnte mit der Darstellung der
unsymmetrisch substituierten Derivate keine Erh6hung in der Aktivitit gegeniiber Meprin a
bestimmt werden. Die Selektivitit von Meprin o gegeniiber der B-Isoform wurde mit der
Kombination eines basischen Substituenten und einem Benzodioxolanrest (4e,f;h) gesteigert.
Die Selektivititsfaktoren dieser Verbindungen bewegen sich jedoch in einem &hnlichen Bereich
wie das symmetrisch substituierte Amin 2b mit zwei Benzodioxolanresten (SF=19).
Die unsymmetrisch substituierten Amine mit jeweils einem Halogenphenolrest (3a,e, 4a-c, 4g)
sind gegeniiber Meprin 3 weniger aktiv verglichen mit den symmetrisch substituierten Aminen 2¢
und 2h mit zwei Halogenphenolresten. Diese Aktivitdtsverminderung gegeniiber Meprin 3 durch
die Reduzierung eines aciden Phenolrestes fiihrte zu einem Angleichen der Hemmaktivititen
zwischen Meprin a und 3. Die Hemmaktivitit gegeniiber Meprin a blieb im Vergleich zu 2b bei
wenigen Derivaten mit einem Halophenolrest unveridndert, sodass mit 4b und 4¢ dquipotente

Inhibitoren im unteren dreistelligen nanomolaren Bereich bestimmt wurden.
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Ausgewihlte Derivate wurden ebenfalls hinsichtlich der Aktivitit gegeniiber Ovastacin
untersucht.! Die Evaluierung der ausgewihlten Verbindungen (Tabelle 12) ergab eine Inhibierung
der Ovastacinaktivitdt mit Hemmaktivitdten im mikromolaren und oberen nanomolaren Bereich.
Eine geringere Inhibierung von murinem Ovastacin konnte bei Derivaten festgestellt werden, die
vorzugsweise Meprin f hemmen im Vergleich zu Verbindungen, die eine erhohte Aktivitit
gegenilber Meprin o aufweisen. Insbesondere Verbindungen mit mindestens einer
Carboxylgruppe (2a,d,e-g) als acide Funktion fiihrten zu einer verminderten Aktivitit gegeniiber
Ovastacin. Mit der Reduzierung der Aciditit durch einen Austausch der Carboxylgruppen gegen
ein Halogenphenol (2¢ und 2h) wurde eine Aktivitétssteigerung im dreistelligen nanomolaren
Bereich erzielt. Des Weiteren war eine Verldngerung der Spacerlinge von C; auf C, mit einer
Steigerung der inhibitorischen Aktivitét (2b-d) verbunden. Dieser positive Effekt in Bezug auf die

Spacerldnge wurde auch bereits fiir Meprin o beobachtet.

Tabelle 12: Inhibitorische Aktivititen der tertiiren Amine gegeniiber mOvastacin

RTTONTR?
O n
HO/NH
. R2 N K(@p) [nM] | ICs0 [nM] |
mOvastacin/® hMeprin a!®  hMeprin B¢
2a HOOCU* *©COOH 1 2173 (1,01) | 16050 (1,01) 49 (1,42)
2d 2 1037 (1,01) | 5030 (1,01) 495 (1,00)
HOOC * *
2e 7@( @ 1 11169 (1,01) nb 1283 (1,01)
HOOC * *
2f 7@( \CL | 6386 (1,01) | 3412(1,10)  78(1,04)
OCH,
HOOC s s o
29 7@( \©[> 1 2385(1,24) | 1909 (1,04) 276 (1,36)
(0]
2i <oj©/* *\©Eo> 2538 (1,11) | 1913 (1,07) 6545 (1,08)
2b o S 2 1150 (1,06) 157 (1,00) 2935 (1,13)
F F
M o .. oH 802 (1,27) 368 (1,02)  24(1,07)
2¢ N N 2 490 (1,10) 186 (1,00) 28 (1,04)

IKérschgen, H., Jager, C., Tan, K., Buchholz, M., Stécker, W., Ramsbeck, D., ChemMedChem 2020, 15, 1499-1504.
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RTONTR?
O n
HO/NH
R! R? KM oMl
mOvastacin® | hMeprin a®  hMeprin Bl°!
F F
2 Q @ 2 2164 (1,00) | 1001 (1,04) 19187 (1,05)
Cl Cl
F F
2K ”3°°jij* *@[00”3 2 1130 (1,08) 495 (1,07) 19539 (1,05)
Cl Cl
21 NS | N 2 27335 (1,34) 7675 (1,06) 53855 (1,06)
= %
2m @( @ 2 1273 (1,06) | 3415(1,02) 68246 (1,02)
NC CN
F
4a ”Ojij* oy 2 3269 (1,00) 645 (1,01) 702 (1,04)
cl _N
F F
4b ”Ojé(* @ 2 760 (1,10) 215(1,09) 273 (1,08)
Cl Cl
F
0 * * OH
dc <j©( 2 764 (1,25) 158 (1,07) 146 (1,08)
) cl
F
4d <°]©(* @ 2 1956 (1,02) 185 (1,19) 960 (1,04)
0 cl
O sk * AN
de <O]©( ) 2 7938 (1,03) 474 (1,01) 8175 (1,01)
4f $ > 2 7223 (1,05) 463 (1,02) 9648 (1,03)
(0]
F
NTX * * OH
4g | 2 8134 (1,01) | 1104 (1,05 1217 (1,10)
Z o

[a] 50 mM Tris/HCl, 150 mM NacCl, pH 7,4; [b] 40 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 7,4; [c] 40 mM Tris, pH §;

[d] nicht bestimmt

Ausgehend von diesen ersten Ergebnissen wurden weitere tertidare Amine mit C>-Spacer 2j-m und
4a-g hinsichtlich der inhibitorischen Aktivitdt gegeniiber murinen Ovastacin untersucht.

Der Verlust der aciden Phenolfunktion fithrte bei Verbindung 2j mit den lipophilen
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Halogenarylsubstituenten zu einer deutlichen Verminderung der Ovastacinaktivitdt. Bei einer
Veretherung der Phenolstruktur (2k) war der Aktivitdtsverlust dagegen weniger ausgeprigt.
Die Kombination des Halogenphenols mit einem elektronenarmen Chlor-Fluorarylrest (4b) oder
einem elektronenreichen Benzodioxolanrest (4¢) war mit einer Aktivitatssteigerung verbunden.
Wurde der Benzodioxolansubstituent stattdessen mit dem Chlor-Fluorarylrest ohne acide
Phenolfunktion (4d) kombiniert, konnte erneut eine Reduktion der Hemmaktivitdt im Vergleich
zu 4¢ beobachtet werden. Die Einfithrung von elektronenarmen Substituenten wie Pyridin- (4a,e-g
und 21) oder Benzonitrilresten (2m) flihrte ebenfalls zu einer Verminderung der inhibitorischen
Aktivitdt gegeniiber Ovastacin. Mit der Untersuchung der Aminderivate hinsichtlich der Aktivitét
gegeniiber Ovastacin wurde fiir Verbindung 2¢ mit zwei Chlor-Fluorphenolresten die hdchste
Hemmaktivitit im dreistelligen nanomolaren Bereich bestimmt. Ein Vergleich der inhibitorischen
Aktivitdten gegeniiber den verschiedenen Astacinproteasen (Tabelle 12) zeigte, dass das

Aminderivat 2¢ eine etwas hohere Aktivitdt gegeniiber den Meprinen als Ovastacin aufwies.

5.1.2 Inhibitoren mit heteroaromatischer Grundstruktur

Mit dem Ziel der Untersuchung von neuartigen Grundkdrpern zur Optimierung der Astacin-
inhibitoren wurde eine Reihe an unterschiedlichen heteroaromatischen Derivaten dargestellt,
welche die bioaktive Konformation des tertidren Amins einfrieren sollten. Die inhibitorischen
Aktivitdten der verschiedenen monozyklischen und anellierten Heteroaromaten wurden gegeniiber
Meprin o und B bestimmt und mit der Aktivitdt der analogen tertidren Aminderivate verglichen
(Tabelle 13).! Insgesamt konnte bei Betrachtung aller heteroaromatischer Derivate hdhere
Hemmaktivititen im Vergleich zu den tertidren Aminen 2n und 20 festgestellt werden.
Dabei waren die heteroaromatischen Verbindungen generell aktiver gegeniiber Meprin o als
gegeniiber Meprin 3, was vergleichbar ist mit den tertidren Aminen 2n und 20. Unterschiede gibt
es im Bezug auf den Einfluss der Spacerldnge. Innerhalb der heteroaromatischen Derivate wurde
die C;-Spacergruppe zwischen der Hydroxamsdurefunktion und dem heteroaromatischen
Grundkorper gegeniiber des C2-Spacers bevorzugt. Bei den tertidren Aminen fiithrte wiederum die
Darstellung der Derivate mit einer verldngerten Spacergruppe zu einer erhohten Aktivitdt
gegentiber Meprin o im Vergleich zu den Aminderivaten mit Ci-Spacer.

Der Austausch der flexiblen Grundstruktur des tertidren Amins durch den Pyrrolgrundkorper,

welches strukturell dem Amin am néchsten liegt, fiihrte bei 5a im Vergleich zu 2n zu einer

U Tan, K., Jiger, C., Korschgen, H., Geissler, S., Schlenzig, D., Buchholz, M., Stocker, W., Ramsbeck, D.,
ChemMedChem 2021, 16, 976-988.
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deutlichen Aktivitétssteigerung um den Faktor 400 gegeniiber Meprin o. Die geringere
Inhibierung gegeniiber Meprin § im mikromolaren Bereich hat eine hohe Meprin a-Selektivitét
um den Faktor 200 zufolge. Mit dem Austausch des Pyrrolgrundkorpers (5a) gegen ein Pyrazol
(5¢) und Isoxazol (5e) wurde eine weitere Steigerung der Hemmaktivitit um das Fiinffache
gegeniiber Meprin o erreicht. Beide Verbindungen 5¢ und 5e weisen einen Ki®P-Wert im
einstelligen nanomolaren Bereich auf und sind damit 2000fach potenter gegeniiber Meprin a als
das Aminanalogon 2n. Fiir das Pyrazol- und Isoxazolderivat (Se, Se) konnte im Vergleich zum
Pyrrol (5a) auch eine Aktivititssteigerung gegeniiber Meprin 3 im mehrstelligen nanomolaren
Bereich festgestellt werden. Die inhibitorische Aktivitdt des Isoxazols (5e) gegeniiber Meprin 3
ist hierbei um das Vierfache vermindert verglichen mit dem Pyrazolderivat (5¢), was wiederum
die Selektivitdt fiir Meprin o auf Faktor 200 erhoht. Eine weitere Erhohung der Meprin o-
Selektivitit auf den Faktor von 400 wurde mit der Verldngerung des Spacers beim Isoxazolderivat
(5f) erzielt, da die Abnahme der Aktivitidt gegeniiber Meprin 3 im Vergleich zu Meprin o
ausgepragter war. Fiir die 1,2,4-Triazole 5g und Sh konnte eine geringe Aktivititsverminderung
um Faktor zehn im Vergleich zu den Isoxazolen Se und 5f verzeichnet werden. Die inhibitorischen
Aktivitdten der 1,2,4-Triazolderivate Sg und Sh sind somit mit den Aktivititen der Pyrrolderivate
Sa und 5b vergleichbar. Der Austausch des 1,2,4-Triazolgrundkdrpers (Sg) durch das 1,2,3-Triazol
(5i) wirkte sich dagegen giinstig auf die inhibitorische Aktivitdt gegeniiber Meprin o und 3 aus.
Ebenso wurde die Imidazolgrundstruktur (5j) fiir die Inhibierung von Meprin o und 8 bevorzugt.
Die Aktivitdten beider heteroaromatischer Derivate 5i und 5j liegen etwa im gleichen Bereich wie
die entsprechenden Pyrazol- und Isoxazolderivate Sc und Se.

Mit der Darstellung der 1,2,4-substituierten Pyrazolderivate 6a und 6b wurden Grundstrukturen
untersucht, welche durch die ,,1,2,4-Zyklisierung* eine andere Positionierung der Hydroxamsaure-
funktion in Bezug auf die Phenylsubstituenten aufweisen. Eine Aktivitétssteigerung der
Verbindungen 6a und 6b konnte im Vergleich zu den tertidiren Aminen 2n und 2o festgestellt
werden. Verglichen mit den 1,2,3-zyklisierten Grundstrukturen 5a-5j fiel die Erhéhung der
Aktivitdt der 1,2,4-zyklisierten Derivate jedoch in einem geringeren Ausmal} aus. Zudem wurde
fiir das 1,2,4-substituierte Pyrazol 6b mit einem Cz-Spacer annidhernd die gleiche inhibitorische
Aktivitit wie fiir das Analogon 6a mit kiirzerer Spacergruppe bestimmt, wéhrend fiir die

1,2,3-zyklisierten Verbindungen Sa-5j eine Verminderung der Aktivitit zu beobachten war.
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Tabelle 13: Inhibitorische Aktivititen der monozyklischen Heteroaromaten gegeniiber hMeprin o und 3

K;@P) [nM]

. [c]
Grundkorper Nr. Het n hMeprin ol hMeprin B SF
@A NA@ 2 ; 1 7868 (1,04 b ;
Oﬁ)én n ( 5 ) n
e 20 - 2 1647(1,04) 74361 (1,04) 45
sa N1 20025  4311(1,09) 216
N
5b ! 2 736(1,07) 15026 (1,08) 20
5c j”\\'(“\'\ 1 3 (1,04) 199 (1,05) 66
5d | 2 76(1,12)  8034(1,07) 106
Se O\"? 1 4 (1,06) 813 (1,08) 203
>, (e o) sf ! 2 31(1,09) 13491 (1,05) 435
0. n
N—N
e s . 1 66(1,02) 8680 (1,04) 132
5h ) 2 306(1,12)  42320(1,09) 138

5i *J\(N\* 1 9 (1,01) 1448 (1,03) 161

N=\
5j /\(N\* 1 2(1,15) 443 (1,22) 222
6a ) —\ 1 256 (1,08) 10440 (1,06) 41
6b Ny ™ 2 406 (1,09) 15411 (1,13) 38

[a] 40 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 7.4; [b] 40 mM Tris, pH 8; [c] SF: Selektivititsfaktor (K;@? Meprin /K;@P)
Meprin av); [d] nicht bestimmt; Restaktivitdt 82% bei einer Inhibitorkonzentration von 100 uM

Die anellierten Heteroaromaten 7a-h (Tabelle 14) besallen ebenfalls eine erhohte inhibitorische
Aktivitdt im Vergleich zu den entsprechenden tertidren Aminen 2n und 2o (Tabelle 13). Fiir die
Indolderivate 7a und 7b konnte eine vergleichbare Aktivitétssteigerung wie bei den Pyrrolen Sa
und Sb verzeichnet werden. Des Weiteren fiihrte die Verlangerung der Spacergruppe zu einer
Aktivitdtsverminderung gegeniiber Meprin o und 3, was mit den 1,2,3-zyklisierten Derivaten in

Ubereinstimmung ist. Ein veréindertes Substitutionsmuster am Indolgeriist (7¢) wirkte sich nur
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geringfligig auf die Hemmaktivitdt gegeniiber Meprin o und [ aus. Fir die anellierten
Heteroaromaten mit einem weiteren Stickstoffatom wie das Indazol (7h) und Benzimidazol (7d)
wurde eine geringe Aktivitdtsverringerung um Faktor zwei bestimmt. Bei Letzterem fiihrte die
Verldngerung des Spacers (7e) auch zu einer Verminderung der inhibitorischen Aktivitt.
Die Imidazo[4,5-b]pyridine 7f und 7g wiesen Unterschiede in der Hemmaktivitit gegeniiber
Meprin o in Abhéngigkeit des Substitutionsmusters auf. So fiihrte die Substitution bei dem
Nl1-substituierten Imidazo[4,5-b]pyridin 7g zu einer sechsfachen Verminderung der Meprin o-
Aktivitit im Vergleich zum N3-substituierten Analogon 7f. Die Hemmaktivitit gegeniiber

Meprin [ blieb hingegen bei den beiden Isomeren 7f und 7g gleich.

Tabelle 14: Inhibitorische Aktivititen der anellierten Heteroaromaten gegeniiber hMeprin o und 3

K;@P) [nM]

Grundkérper Nr. Het n . . SFC
hMeprin a!?! hMeprin B
7a m 69 (1,08) 1076 (1,05) 16
7b N 414 (1,02) 16990 (1,21) 41
NH
7c P 82 (1,20) 1184 (1,02) 14
7d Q'L 163 (1,14) 1625 (1,08) 10
e N 1031 (1,09) 27915 (1,05) 27
« N
7t NS s 262 (1,01) 4556 (1,12) 17
|
—N
N
7g %k* 1483 (1,35) 4170 (1,08) 3
|
=N
7h S oN= 273 (1,13) 3364 (1,08) 12

[a] 40 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 7.4; [b] 40 mM Tris, pH 8; [c] SF: Selektivititsfaktor (K;®® Meprin B/K;@?
Meprin o)

Ausgewihlte Verbindungen der heteroaromatischen Grundkorper wurden ebenfalls hinsichtlich
threr Aktivitit gegeniiber mOvastacin evaluiert (Tabelle 15). Fiir die untersuchten Verbindungen
konnten mit der Ausnahme des 1,2,4-Triazolderivats 5h inhibitorische Aktivititen im unteren

mikromolaren (5d,g; 6a,b; 7b,d,e) und auch nanomolaren Bereich (5¢,e und 7a) bestimmt werden.
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Tabelle 15: Inhibitorische Aktivititen der heteroaromatischen Grundstrukturen gegeniiber mOvastacin

N Ki®P) [nM] SF
r.
mOvastacin® hMeprin o/ hMeprin B°!
5¢ 196 (1,19) 65 1,0
5d 2423 (1,04) 32 0,3
5e 66 (1,09) 17 0,1
5g 4877 (1,06) 74 0,6
5h 31799 (1,01) 104 0,8
6a 1045 (1,01) 4 0,1
6b 1096 (1,07) 3 0,1
7a 93 (1,19) I 0,1
b 1300 (1,09) 3 0,1
7d 2090 (1,02) 13 1,3
Te 9798 (1,06) 10 0,4

[a] 50 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, pH 7,4; [b] Selektivititsfaktor (K;®" Ovastacin/K;*® Meprin a.);
[c] Selektivititsfaktor (Ki®P Ovastacin/ Ki{®P Meprin )

Verglichen mit den Hemmaktivitdten gegeniiber Meprin a sind die heteroaromatischen Derivate
gegeniiber Ovastacin weniger aktiv. In Bezug auf die Inhibierung von Meprin 3 wiesen die
Verbindungen Hemmaktivititen im gleichen Bereich und auch teilweise erhohte Aktivititen
gegeniiber Ovastacin auf. Fiir die heteroaromatischen Derivate mit einem Isoxazol-, Pyrazol- und
Indolgrundkorper (Sc,e und 7a) wurden héhere inhibitorische Aktivitdten bestimmt, als fiir die
potentesten Verbindungen basierend auf der Amingrundstruktur (Abschnitt 5.1.1).!

Die Untersuchung der Selektivitit gegeniiber den verwandten Metalloproteasen der Metzincin-
Superfamilie erfolgte iiber die Bestimmung der Restaktivitit von bestimmten MMPs und ADAMs
in Gegenwart von ausgewihlten heteroaromatischen Inhibitoren (Tabelle 16). Fiir die getesteten
Verbindungen konnte keine nennenswerte Hemmung der off-target-Metalloproteasen (RA > 60%)

bei einer Konzentration von 10 pM festgestellt werden.

Tabelle 16: Inhibierung der off-target-Metalloproteasen von ausgewéhlten heteroaromatischen Derivaten

RA @ 10 uM [%]™ Sa Sc¢ 5d Se 5t S¢g Ta 7d
MMP2 83 87 98 104 97 95 85 89
MMP9 92 86 89 81 93 99 90 96
MMP13 79 80 79 75 93 93 77 102
ADAMIO 82 80 75 73 66 89 89 87
ADAMI17 82 62 75 61 76 90 88 92

[a] RA: Restaktivitdt in % bei einer Inhibitorkonzentration von 10 uM

U Tan, K., Jiger, C., Korschgen, H., Geissler, S., Schlenzig, D., Buchholz, M., Stocker, W., Ramsbeck, D.,
ChemMedChem 2021, 16, 976-988.
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5.1.3 Inhibitoren basierend auf einer Pyrazolgrundstruktur
5.1.3.1 3.,4,5-substituierte Pyrazolderivate mit struktureller Variation der Substituenten

Ausgehend vom Pyrazolgrundkérper wurden verschiedene strukturelle Variationen der
Substituenten am Heteroaromaten untersucht. Diese Modifikationen der Reste wurden an
Position 3 und 5 durchgefiihrt. Die ersten Untersuchungen befassten sich zundchst mit der
Variation eines Restes in 3(5)-Position! des Pyrazolgrundkorpers (Tabelle 17). Das urspriingliche
3,5-Diphenylpyrazolderivat Sc erwies sich, auch ohne Modifikationen an den Phenylresten, bereits
als sehr potente Verbindung gegeniiber Meprin o mit einem K;®P-Wert von 1 nM und einer
Selektivitdit von Faktor 100 gegeniiber Meprin . Die Einfithrung verschiedener lipophiler
Substituenten (100a-c¢) zeigte, dass ein lipophiler zyklischer Rest direkt am Pyrazolgrundkorper
fir die Hemmung von Meprin a und B bevorzugt wurde. Sowohl die Einfiihrung eines
Methylsubstituenten (100a), als auch die Einfiihrung eines Benzylsubstituenten (100b) fiihrten zu
einer deutlichen Verschlechterung der inhibitorischen Aktivitit gegeniiber Meprin o und .
Der Austausch des Phenylrestes gegen einen Cyclopentansubstituenten bewirkte dagegen keinen
Unterschied in der Hemmaktivitdt. Demzufolge konnten nicht nur aromatische, sondern auch
gesittigte ringformige Substituenten, die direkt am Pyrazolgrundkdrper gebunden sind, fiir die
Inhibierung von Meprin o und 3 geeignet sein. Bei der Einfiihrung von Resten (100d-g), die einen
+M-Effekt aufweisen, wurden keine grofen Unterschiede in der inhibitorischen Aktivitit im
Vergleich zum unsubstituierten Diphenylpyrazolderivat Sc¢ festgestellt. Eine Erhohung der
Elektronendichte mit der Einfilhrung eines Benzodioxolan- (100f) und eines Dimethoxyrestes
(100g) hatte keinen Einfluss auf die Inhibierung von Meprin a. Die Einflihrung von
Benzonitrilsubstituenten (100h,i), welche einen —-M-Effekt ausiiben, wirkte sich wiederum negativ
auf die Hemmaktivitit gegeniiber Meprin o und [ aus. Der Elektronenentzug aus dem
aromatischen System war mit einer bis zu zehnfachen Verschlechterung der inhibitorischen
Aktivitdt im Vergleich zu Sc¢ verbunden. Fiir den Grofteil der Verbindungen mit einem
eingefiihrten aciden Substituenten konnte eine Verschiebung der Selektivitdt in Richtung Meprin 3
beobachtet werden. So wurde bei der Einfiihrung von Carboxylgruppen (100j,k) eine
Aktivitéitssteigerung gegeniiber Meprin 3 bzw. eine Aktivitdtsverminderung gegeniiber Meprin o
verglichen mit 5S¢ verzeichnet. Fiir die Derivate wurden trotzdem hohere Hemmaktivititen

gegeniiber Meprin o im Vergleich zu Meprin 3 bestimmt.

'Tm prototropen Gleichgewicht kann sich die Position des Wasserstoffatoms von 1H-Pyrazolen zwischen den beiden
Stickstoffatomen verdndern. Dieser Wechsel des Protons fiithrt auch zu einer Verschiebung der Nummerierung des
Substituenten von C3 auf C5. Die isomere Substituentenstellung ist daher in Klammern gesetzt.
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Tabelle 17: Inhibitorische Aktivitdten der 3,4,5-substituierten Pyrazolderivate gegeniiber hMeprin o und 3 mit Variation eines

Restes

HN—N
S ) R
O.
HO/NH
.(app) [a]
R Kl PP [HM] SF[b]
hMeprin o hMeprin 3

5¢ @ 1,3 (1,19) 115,8 (1,08) 116
100a *~CH, 302,0 (1,12)  2110,8 (1,10) 7
100b Q 69,7 (1,05) 17334 (1,11) 25
100¢ "~ 5,6 (1,11) 319,7 (1,06) 53

. OCH
100d ~ 1,1 (1,10) 116,0 (1,14) 105
100e \©\00H3 1.3 (1,14) 62.0 (1,04) 48

® (e}
100f DG 1,1 (1,09) 109,1 (1,09) 99

. OCH;
100g @O% 0,7 (1,31) 83,2 (1,05) 117

. CN
100h -~ 4.8 (1,10) 334,7 (1,06) 67
100i *@CN 13,6 (1,04) 995,0 (1,14) 71

. COOH
100j -~ 7,5 (1,33) 47,5 (1,16) 6
100k QCCCH 17,2 (1,16) 116,0 (1,15) 7

F
1001 *@H 2,2 (1,23) 60,6 (1,10) 31
(¢]]

% F

100m \@OH 0,1 (1,62) 0,4 (1,14) 3
Cl
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HN—N
N ) R
(@)
HO/NH
.(app) [a]
R Kl PP [HM] SF[b]
hMeprin o hMeprin 3
100n *\g/_\(OH 15,9 (1,26) 13,9 (1,08) 1
1000 *DN/_\(% 1,6 (1,14) 88.4 (1,12) 55
N—N:N
100p @H 0,7 (1,09) 6,7 (1,15) 10
HOOC
100q \O 0.3 (135) 32,6 (1,16) 127
COOH
100r @ 1,4 (1,25) 54,5 (1,15) 39
100s *Q.,,COOH 11,6 (1,15) 97,7 (1,09) 8
100t Q.,,COOH 9,9 (1,18) 34,9 (1,15) 4

[a] 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,4; [b] SF: Selektivititsfaktor (K;®#P Meprin B/K;@» Meprin o)

Mit der Darstellung von Carbonsdurebioisosteren wurden auch Veranderungen in der Selektivitét
innerhalb der zwei Isoformen beobachtet. Eine minimale Erhohung der Hemmaktivitét gegeniiber
Meprin B im Vergleich zu Se¢ wurde bei der Einfithrung des Chlorfluorphenols (1001) und des
Trifluoromethylpyrazols (1000) festgestellt. Im Vergleich dazu blieb die Aktivitdt von (1001) und
(1000) gegeniiber Meprin o im einstelligen nanomolaren Bereich, sodass sich die Selektivitit
innerhalb der Isoformen nur wenig veridnderte. Eine weitere Erhohung der Meprin -Aktivitit
erfolgte mit der Einfiihrung des Phenyltetrazols (100p). Die inhibitorische Aktivitit gegeniiber
Meprin 3 konnte im Vergleich zum Diphenylpyrazol 5S¢ um das Sechszehnfache gesteigert werden,
wodurch die Selektivitdt auf Faktor zehn reduziert wurde. Die Einfiihrung des Halogenphenols
(100m) und des Hydroxyisoxazols (100n) fiihrte zu einer dquipotenten Inhibierung von Meprin o
und Meprin 3 im zweistelligen nanomolaren Bereich. Im Fall des Bioisosters (100m) mit der
Hydroxyfunktion in para-Position konnte eine inhibitorische Aktivitdt im picomolaren Bereich

erzielt werden, wéhrend flir das entsprechende Isomer (100n) mit der Hydroxyfunktion in
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meta-Position Aktivititen im nanomolaren Bereich bestimmt wurden. Eine Praferenz hinsichtlich
des Substitutionsmusters zwischen meta- oder para-Position konnte innerhalb der Pyrazolderivate
nicht festgestellt werden.

Da vergleichbare Hemmaktivitidten zwischen 5¢ und 100¢ mit einem geséttigten ringférmigen
Substituenten vorlagen, wurde die Einfilhrung von verschiedenen Cyclohexancarbonsiduren
(100g-t) untersucht. Die inhibitorischen Aktivititen gegeniiber Meprin 3 liegen bei den
Verbindungen mit Cyclohexancarbonsduren im &hnlichen Bereich verglichen mit den
aromatischen Carbonsduren (100j,k). Dabei scheinen die 1,2- und 1,4-substituierten
Cyclohexancarbonséure in der cis-Form (100q,t) fiir die Hemmung von Meprin 3 bevorzugt zu
sein. Da die Einfiihrung der 1,2-substituierten Cyclohexancarbonsiure (100q) mit einer hoheren
Aktivitétssteigerung gegeniiber Meprin a verbunden war, blieb die Selektivitit fiir Meprin o noch
um den Faktor 100 bestehen. Bei Verbindung 100t konnte wiederum vergleichbare
Hemmaktivititen innerhalb der Isoformen beobachtet werden.

Neben der Variation eines Restes in 3(5)-Position des Pyrazols (Tabelle 17) wurden auch
3.,4,5-substituierte Pyrazolderivate (101a-m, Tabelle 18) untersucht, welche an beiden Resten in
3- und 5-Position modifiziert sind. Diese Pyrazolderivate mit modifizierten Resten in 3- und
5-Position wiesen allerdings nur marginale Unterschiede in der inhibitorischen Aktivitdt im
Vergleich zu den monosubstituierten Derivaten (100a-t) auf. Das Vorhandensein von zwei
elektronenreichen Benzodioxolansubstituenten bei 101a hatte keinen Einfluss auf die Aktivitit
gegeniliber Meprin o und 3 verglichen mit dem monosubstituierten Analogon 100f oder dem
unsubstituierten Diphenylpyrazol Sc. Die Einfiihrung eines zweiten aciden Substituenten
beeinflusste geringfligig die Selektivitidt innerhalb der Meprinisoformen. Eine &quipotente
Inhibierung von Meprin o und § wurde fiir die symmetrisch substituierten Pyrazolderivate mit
Carboxylgruppe in meta- und para-Position (101b,c¢) bestimmt. Eine Erhéhung der Meprin -
Selektivitdt konnte nicht festgestellt werden. Damit unterscheiden sich die Pyrazolderivate von
den tertidren Aminen, bei denen die Einfiihrung von sauren Carboxylgruppen zu Meprin -
selektiven Verbindungen fiihrte. Auch das symmetrisch substituierte Pyrazolderivat 101d mit zwei
Halophenolresten wies im Vergleich zum monosubstituierten Analogon 1001 nur eine geringe
Aktivitdtssteigerung um Faktor vier gegeniiber Meprin 3 auf. Neben den symmetrisch
substituierten Pyrazolderivaten (101a-d) wurde auch eine Reihe von unsymmetrisch substituierten
Pyrazolderivaten (101e-m) dargestellt. Eine Kombination von elektronenreichen
Benzodioxolansubstituenten mit aciden Carboxylgruppen wie bei Verbindung 101e und 101f
fithrte zu einer Verringerung der Meprin a-Selektivitiat um etwa Faktor zehn verglichen mit dem

Pyrazolderivat 101a mit zwei Benzodioxolanresten.
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Tabelle 18: Inhibitorische Aktivititen der 3,4,5-substituierten Pyrazolderivate gegeniiber hMeprin o und 3 mit Variation von zwei

Resten
HN—I:I
RN T"R?
-
HO/NH
.(app) [a]
R! R? K M | SFU
hMeprin o hMeprin 3
(0] * * (0]
101a gU \@g 0,6 (1,08) 112,9 (1,12) 177
HOOC % % COOH
101b U \@ 9,9 (1,00) 14,5 (1,22) 1
101c oo e QCOOH 55,8 (1,03) 116,3 (1,01) 2
F R
101d ”b/* *@H 4,2 (1,08) 13,9 (1,12) 3
Cl Cl
(0] % " COOH
101e g@/ @ 3,1(1,14) 44,4 (1,04) 15
O * *
¢
101f OU QCOOH 10,5 (1,05) 92,8 (1,02) 9
* ® COOH
101g - ﬁ \© 20,3 (1,02) 32,5 (1,17) 2
101h " *ﬁH 9,6 (1,05 11,2 (1,06 1
ooc T . 6(1,05) 2 (1,06)
F
101i ”OOCU* *\@H 5,1 (1,02) 4,0 (1,51) |
(¢]]
HOOC P F
101j U \@OH 0,1 (1,35) 0,2 (1,13) 2
Cl
HOOC
101k HOOCU* ~© 0,4 (1,21) 5,2 (1,16) 13
HOOC P
1011 U *O_,,COOH 19,8 (1,10) 20,9 (1,16) 1
HooC -
101m U Q.,,COOH 21,0 (1,14) 14,5 (1,08) 1

[a] 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,4; [b] SF: Selektivititsfaktor (Ki@®P Meprin B/K;@P Meprin o)
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Die Darstellung des unsymmetrisch substituierten Pyrazols mit aciden Carboxylgruppen (101g)
und die Kombination von verschiedenen Carboxyl- mit Halogenphenolresten (101h-j) fiihrte
ebenfalls zu einem Angleichen der Hemmaktivititen gegeniiber beiden Isoformen. Fiir 101g und
101h wurden Aktivititen im unteren zweistelligen nanomolaren Bereich bestimmt. Der Austausch
der para-Carboxylgruppe in 101h gegen die meta-Carboxylgruppe in 101i war mit einer
Aktivitatssteigerung um Faktor zwei verbunden. Ein stérkerer Einfluss des Substitutionsmusters
wurde beim Halogenphenol festgestellt. Der Wechsel der Hydroxygruppe des Phenols in
meta-Position (101i) auf die para-Position (101j) flihrte zu einer weiteren zwanzigfachen
Steigerung der inhibitorischen Aktivitit gegeniiber Meprin o und . Die fiir die Hemmung von
Meprin bevorzugte para-Stellung des Phenols konnte auch schon bei dem monosubstituierten
Analogon 100m beobachtet werden. Die Kombination der Cyclohexancarbonsiurereste mit einer
aromatischen Carbonsdure (101k-m) verhielt sich dhnlich zu den anderen Pyrazolen mit zwei
aciden Substituenten. Die inhibitorische Aktivitdt gegenliber Meprin 3 wurde mit der zweiten
aciden Funktionalitit gesteigert, jedoch wurde auch in diesem Fall fiir 1011 und 101m aufgrund
der hohen Meprin a-Aktivitit nur eine dquipotente Hemmung erzielt. Bei der Verbindung 101k
mit einem 1,2-substituierten Cyclohexancarbonsdurerest wurde fiir Meprin a eine zehnfach hohere
Hemmaktivitdt im Vergleich zu Meprin B bestimmt. Die sehr hohe inhibitorische Aktivitdt von
101k im picomolaren Bereich konnte bereits bei dem monosubstituierten Pyrazolderivat 100q
festgestellt werden.

Bei der Evaluierung der Inhibitoren mit verschiedenen heteroaromatischen Grundkoérpern zeigte
das Diphenylpyrazolderivats Se¢ eine hohe Hemmaktivitit gegeniiber Ovastacin im nanomolaren
Bereich (Abschnitt 5.1.2, Tabelle 15). Somit wurden auch ausgewdhlte 3.4,5-substituierte
Pyrazolderivate mit variierenden Resten hinsichtlich der inhibitorischen Aktivitit gegeniiber
Ovastacin untersucht (Tabelle 19). Verglichen mit der Ovastacinaktivitét des Pyrazolgrundkorpers
S5c¢ hatte die Einfiihrung eines para-Methoxyphenyl- (100e) oder para-Carboxylphenyl-
substituenten (100Kk) nur einen sehr geringen Einfluss auf die inhibitorische Aktivitit gegentiber
Ovastacin. Eine Steigerung der Hemmaktivitdt wurde mit der Einfiihrung der Halogenphenolreste
(1001,m) beobachtet. Insbesondere wurde die Hydroxyfunktion in para-Position (100m) mit einer
hohen Aktivitdt im picomolaren Bereich gegeniiber Ovastacin bevorzugt, was fiir die anderen zwei
Astacinproteasen Meprin o und B in gleicher Weise beobachtet werden konnte. Die Verbindung
100m zeigte gegeniiber allen drei Astacinproteasen eine vergleichbare Inhibierung im picomolaren
Bereich. Die anderen ausgewéhlten Verbindungen wiesen dagegen hohere Hemmaktivititen
gegentiber Meprin o als gegeniiber Ovastacin auf, wihrend die Inhibierung von Meprin 3 mit der

von Ovastacin vergleichbar war.
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Tabelle 19: Inhibitorische Aktivititen der 3,4,5-substituierten Pyrazolderivate gegeniiber mOvastacin

HN-N R!
P R2
O R3
R4
Lo NH
R! R2 RS RY K;(@p) [nM] | b SF |
mOvastacin®®  hMeprin o/  hMeprin pl°!
5S¢ H H H H 196,1 (1,19) 196 2
100e H H OCH;3; H 123,6 (1,20) 95 2
100k H H COOH H 119,5 (1,09) 7 1
1001 F OH Cl H 93,4 (1,08) 47 0,6
100m H F  OH Cl 0,7 (1,03) 5 2

[a] 50 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, pH 7,4; [b] Selektivititsfaktor (K{®» Ovastacin/K;®» Meprin a);
[c] Selektivititsfaktor (Ki®P Ovastacin/K;®» Meprin )

Mit der strukturellen Variation der Phenylsubstituenten am Pyrazolgrundkérper wurden auch
Untersuchungen von ausgewidhlten Derivaten auf mdgliche Verdanderungen in der off-target-

Selektivitdt durchgefiihrt (Tabelle 20).

Tabelle 20: Inhibierung der off-target-Metalloproteasen von ausgewéhlten 3,4,5-substituierten Pyrazolderivaten

RA @ 10 uM[a] S¢ 100d 100f 100g 100m 101a 101j
MMP2 87 78 41 83 66 29 95
5,3 (1,11)] 1,4 (1,34)0
MMP9 86 80 72 90 86 63 94
MMP13 80 85 71 101 88 56 105
15,7 (1,53)0
ADAMI10 80 68 59 87 104 62 90
13,9 (1,00))
ADAMI17 62 52 51 65 68 57 99
11,6 (1,05)" 7,4 (1,10) 9,6 (1,06)®

[a] RA: Restaktivitdt in % bei einer Inhibitorkonzentration von 10 uM; [b] ICso-Wert in uM

Das Diphenylpyrazol Sc zeigte bereits ein giinstiges Selektivitdtsprofil mit Restaktivitdten grofer
als 60% bei einer Inhibitorkonzentration von 10 uM. Die Einfithrung eines Methoxyphenyl- und
Benzodioxolanrestes (100d,f) bewirkte eine erhohte Inhibierung der MMPs und ADAMs,

wiahrend ein acider Rest am Pyrazol (100m) zu einer geringen Inhibierung der off-target-
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Metalloproteasen fiihrte. In dem Zusammenhang stellt 100m einen pan-spezifischen Inhibitor dar,
da alle drei Astacinproteasen gleichermaflen im picomolaren Bereich inhibiert werden und eine
hohe Selektivitidt gegeniiber den off-target-Metalloproteasen vorliegt. Mit der Variation des
zweiten Restes konnte beim Pyrazolderivat 101a mit zwei Benzodioxolanresten im Vergleich zum
monosubstituierten Derivat 100f eine weitere Erhdhung der Hemmung gegeniiber den
MMP-Enzymen beobachtet werden. Im Hinblick auf die hohe inhibitorische Potenz der
dargestellten Derivate gegeniiber Meprin o besteht dennoch eine hohe Meprin a-Selektivitét
gegenliber den MMPs und ADAMs. Beim Vergleich der ICso-Werte einzelner Verbindungen
(Tabelle 20) konnten demnach Selektivititsfaktoren grofer als 2000 bestimmt werden.
Die Einfithrung von zwei aciden Resten am Pyrazolgrundkorper (101j) fiihrte zu einem sehr
giinstigen Selektivitdtsprofil, bei dem keine Inhibierung der jeweiligen MMP-und ADAM-

Proteasen beobachtet wurde.

5.1.3.2 N-substituierte 3,5-Diphenylpyrazolderivate

In Abschnitt 5.1.3.1 erfolgte die Charakterisierung von Pyrazolderivaten, die in 3- und 5-Position
unterschiedlich modifiziert wurden. Des Weiteren wurden N-substituierte Pyrazolderivate iiber die
Einfiihrung verschiedener Substituenten an Position 1 des Pyrazols untersucht. Dabei blieben die
Phenylreste in 3- und 5-Position unverdndert. Ausgehend von der Verbindung 5S¢ wurden zunichst
verschiedene lipophile Substituenten eingefiihrt (Tabelle 21). Die Substitution mit einem
Methyl- (126a) und Phenylrest (121) fiihrte jeweils zu einer vier- bis sechsfachen
Aktivitidtsverminderung gegeniiber Meprin o und f verglichen mit dem unsubstituierten
Diphenylpyrazolderivat Se¢. Beim N-benzylierten Pyrazol 126b konnte hingegen keine Reduktion
der Meprin a-Aktivitdt festgestellt werden. Eine Verminderung der Hemmaktivitit gegeniiber
Meprin B wurde in einem geringeren Ausmall bei 121 und 126a verzeichnet. Fiir die
N-substituierten Pyrazole wurde ebenfalls der Einfluss der Spacerldnge auf die inhibitorische
Aktivitdt untersucht. In Abschnitt 5.1.2 konnte bereits bei der Untersuchung der
heteroaromatischen Grundkorper gezeigt werden, dass die Verldngerung des Spacers zu einer
Verringerung der Hemmaktivitdt gegeniiber Meprin o und [ fiihrte. Das unsubstituierte
Diphenylpyrazolderivat 5d mit einem Cz-Spacer wies bereits eine 80fache schlechtere Aktivitét
im Vergleich zum kiirzeren Analogon 5c¢ auf. Fiir die N-substituierten Pyrazole 127a,b und 123
wurde mit der Verldngerung des Spacers auch eine Verschlechterung der Bindungsaffinitét
beobachtet. Die Verringerung der Hemmaktivitdt aufgrund der Verldngerung des Spacers ist

besonders bei der Phenylsubstitution (123) ausgeprégt mit einer Verschlechterung um Faktor 100
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gegeniiber Meprin o verglichen mit dem kiirzeren Analogon 121. Die Aktivititsverminderung
beim N-benzylierten Pyrazol 127b mit C2-Spacer fiel dagegen mit einem Faktor von 35 geringer
aus. Dabei konnten fiir 127b vergleichbare Hemmaktivititen wie fiir das unsubstituierte

Diphenylpyrazolderivat Sd mit C2-Spacer gegeniiber Meprin o und 3 bestimmt werden.

Tabelle 21: Inhibitorische Aktivititen der N-substituierten Diphenylpyrazole mit einfachen Substituenten und Alkylresten
gegeniiber hMeprin o und 3

R
\N_’:‘
N
Ho "
.(app) (a]
R n .Kl PP) [nM] | SEIbl
hMeprin a hMeprin 3
Sc¢ H 1 1(1,19) 116 (1,08) 116
Sd ' 2 78 (1,12) 9349 (1,02) 120
126a HiC 1 5(1,02) 437 (1,08) 87
127a " 2 162 (1,17) 10827 (1,13) 67
121 Q 1 4 (1,04) 667 (1,09) 167
123 « 2 402 (1,21) 9583 (1,05) 24
126b 1 1 (1,08) 291 (1,12) 291
127b 2 35 (1,08) 8007 (1,23) 229
CHs
131a HsC-N 1 14 (1,10) 2634 (1,14) 188
132 Z 2 528 (1,15) 26723 (1,29) 51

*

[a] 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,4; [b] SF: Selektivititsfaktor (Ki@®P Meprin B/K;@P Meprin o)

Neben dem methylsubstituierten Pyrazol 126a wurde auch ein Dimethylaminoethanrest (131a) als
aliphatischer Rest eingefiihrt (Tabelle 21). Die Einfithrung dieses basischen aliphatischen Restes
(131a) war mit einer Verminderung der Aktivitdt verbunden. Die Reduktion der inhibitorischen
Aktivitét fiel bei Meprin 3 mit Faktor 25 im Vergleich zum unsubstituierten Pyrazol Sc¢ etwas
hoher aus als bei Meprin o mit Faktor vierzehn. Die Verldngerung der Spacergruppe dieser
Verbindung (132) flihrte zu einer weiteren Verminderung der Hemmaktivitit gegeniiber beiden

Isoformen.
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Da die Einfiihrung eines Benzylrestes (126b) im Gegensatz zu den anderen lipophilen Resten zu
keiner Verschlechterung der Aktivitét fithrte, wurde die Einfithrung einer Reihe von modifizierten
Benzylsubstituenten untersucht (Tabelle 22). Fiir die N-substituierten Diphenylpyrazole (126¢-e),
welche am Benzylsubstituenten elektronendriickende Gruppen aufweisen, wurde nur eine
marginale Erh6hung der Hemmaktivitit gegeniiber Meprin o im Vergleich zum unsubstituierten
Diphenylpyrazol- S¢ und N-benzylierten Pyrazolderivat 126b verzeichnet. Die Hemmaktivitét
gegeniiber Meprin 3 wurde hingegen um Faktor drei bis vier verschlechtert, wodurch die
Selektivitidt von Meprin o auf einen Faktor von 500-700 anstieg. Unterschiede in der Aktivitit
zwischen der meta- und para-Position der Methoxygruppe (126¢,d) wurden nicht festgestellt.
Auch eine Erhohung der Elektronendichte iiber die Einfiihrung des Benzodioxolans (126e) fiihrte
zu dhnlichen inhibitorischen Aktivititen. Die Derivate mit verlangerter Spacergruppe wiesen mit
der Einfithrung von elektronendriickenden Resten (127¢c-e) vergleichbare bzw. marginal erhchte
Hemmaktivitdten auf verglichen mit dem N-benzylierten Pyrazol 127b mit C>-Spacer. Mit der
Einfiihrung von Difluoromethylmethoxybenzylresten (126f,g) als lipophile Wasserstoffbriicken-
donatoren wurden die Hemmaktivititen gegeniiber Meprin a und [ im Vergleich zum
N-benzylierten Pyrazol 126b minimal um den Faktor zwei vermindert. Die verldngerten Derivate
(127f,g) zeigten ebenfalls eine Aktivititsverringerung um den Faktor vier verglichen mit dem
N-benzyliertem Pyrazol 127b. Die Verringerung der Elektronendichte des Benzylrestes durch die
Einfiihrung von elektronenziehenden Gruppen wie beim Benzonitrilrest (126h, 127h) wirkte sich
wenig auf die inhibitorische Aktivitdt gegeniiber Meprin o und [ aus, da vergleichbare
Hemmaktivitdten wie bei den N-benzylierten Pyrazolen (126b, 127b) bestimmt wurden. Neben
den substituierten Benzylresten wurde auch die Einfithrung von Pyridinsubstituenten (126m,n) als
Elektronenmangelaromaten untersucht. Analog zum Benzonitrilrest (126h) wurde bei den
Pyridinresten (126m,n) mit Verringerung der Elektronendichte am Aromaten keine Verdnderung
der Hemmaktivitdt gegeniiber Meprin a und 3 im Vergleich zu 126b verzeichnet. Wihrend das
Substitutionsmuster des Pyridinsubstituenten bei den Derivaten mit Ci-Spacer (126m,n) keinen
Einfluss auf die inhibitorische Aktivitit hatte, wurde fiir die Analoga mit einer C>-Spacergruppe
(127m,n) die meta-Positionierung (127m) fiir die Hemmung gegeniiber Meprin o mit einem
Unterschied von Faktor sechs bevorzugt im Vergleich zum para-Pyridinderivat (127n).

Mit der Einfiihrung von aciden Resten (126i-k) konnte eine deutliche Verdnderung in der Aktivitét
festgestellt werden. Die Einfiihrung von aromatischen Carbonsduren (126i,j) war mit einer
dreifachen Aktivitatssteigerung gegeniiber Meprin a verbunden. Gegeniiber Meprin 3 wurde die
inhibitorische Aktivitidt um Faktor 30 im Vergleich zu 126b gesteigert, was zu einer verminderten

Meprin a-Selektivitét flihrte. Eine sehr hohe Steigerung der Aktivitit gegeniiber Meprin o und 3
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konnte mit der Einfiihrung des Halogenphenols (126k) als Carbonsdurebioisoster erfasst werden.
Mit einer dreizehnfachen Verbesserung der inhibitorischen Aktivitit im Vergleich zum
unsubstituierten Pyrazol Sc¢ wurde eine apparente Bindungskontante von 80 pM gegeniiber
Meprin a und 9 nM gegeniiber Meprin 3 bestimmt (Tabelle 22). Aufgrund der experimentellen
Assay-Bedingungen kann die Verbindung 126k den ,tight-binding*-Inhibitoren zugeordnet
werden. ,,Tight-binding liegt vor, wenn die im Assay eingesetzte Enzymkonzentration
([E]=300 pM) vergleichbar oder grofBer ist als die Bindungskonstante. Das entsprechende Isomer
mit der Hydroxyfunktion in para-Position (1261) wies im Gegensatz dazu eine etwas geringere
Hemmaktivitdt gegeniiber Meprin o auf. Die para-Positionierung war mit einer Verringerung der
Aktivitit von Meprin o um den Faktor fiinf im Vergleich zu 126k verbunden. Fiir die
Carboxybenzylpyrazole mit verldngerter Spacergruppe (127i,j) wurde ebenfalls eine Erhohung der
Hemmaktivitdt beobachtet. Im Vergleich zum N-benzyliertem Diphenylpyrazol 127b stieg die
Aktivitdt gegeniiber Meprin [3 jeweils um Faktor sieben bis in den unteren mikromolaren Bereich.
Die Verlangerung der Spacergruppe beim meta-Carboxybenzylderivat 127i hatte hinsichtlich der
Aktivitdt gegeniiber Meprin o verglichen mit dem Analogon 126i mit Ci-Spacer nur eine
Verminderung von Faktor zwei zur Folge, sodass die Hemmaktivitit noch im picomolaren Bereich
lag und zu einer hohen Selektivitdt von Meprin a gegeniiber Meprin 3 mit einem Faktor von 1700
fiihrte. Eine weitere Ausnahme stellte die Verbindung 127k mit einem eingefiihrten Halophenol
dar. Im Gegensatz zu den anderen Derivaten mit einem Cz-Spacer bliebt bei der Verbindung 127k
mit der Verldngerung der Spacerlinge die hohe Bindungsaffinitit gegeniiber Meprin a im
picomolaren Bereich erhalten. Die Hemmung gegeniiber Meprin 3 wurde hingegen um das
130fache vermindert. Dies fithrte zu einer sehr hohen Meprin o-Selektivitit mit einen

Selektivitiatsfaktor von fast 8000.
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Tabelle 22: Inhibitorische Aktivititen der N-benzylierten Diphenylpyrazole gegeniiber hMeprin o und 3

R4

Ro

R4

N-N

R3

HO/NH
R R R R n K M SF!
hMeprin o hMeprin

e N R e
e Homoocm mo e
g moocm mom L e
e H o ocmo- WL 00a ARt
o Homoocur w S
Ewoocur B L
mH o m L e
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moa om o E L e s
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mH L H Newn B e
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[a] 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,4; [b] SF: Selektivititsfaktor (K;@» Meprin B/K;®» Meprin o)
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Ausgehend vom N-benzylierten 126b und N-methoxybenzylierten Pyrazol 126¢ wurden Derivate
untersucht, die anstelle des Methylenlinkers zwischen Aromat und Stickstoffatom des Pyrazols
einen Cyclobutyl- (131b,c), Oxetan- (131d,e) und iso-Propyllinker (131f) aufweisen. Bei allen
Derivaten wurde eine etwa zehnfach schlechtere Hemmaktivitit im Vergleich zu den
entsprechenden Analoga 126b und 126c¢ festgestellt. Die inhibitorischen Aktivitidten gegeniiber

Meprin a liegen jedoch noch im ein- bis unteren zweistelligen nanomolaren Bereich.

Tabelle 23: Inhibitorische Aktivititen der N-benzylierten Diphenylpyrazole mit alternativen Linker gegeniiber hMeprin o und 3

R
\N_’:l
NS
Ho N
.(app) [a]
R KPP [nM] SED)
hMeprin o hMeprin 3
131b QQ 13 (1,11) 1086 (1,11) 84
OCHj
131c 6 (1,17) 3047 (1,16) 508
131d QQ 6 (1,12) 1047 (1,11) 175
o
OCHj
131e 15 (1,23) 3548 (1,09) 237
of
OCHj
131f 7 (1,09) 1919 (1,11) 274

[a] 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,4; [b] SF: Selektivititsfaktor (K;® Meprin B/K;@P Meprin o)

Einige N-substituierte Pyrazolderivate wurden auch auf die Aktivitdt gegeniiber mOvastacin
evaluiert (Tabelle 24). Generell fiihrte die Einfiihrung verschiedener Substituenten zu einer
Steigerung der Aktivitit gegeniiber Ovastacin. Es wurden hohere inhibitorische Aktivititen im
nanomolaren Bereich im Vergleich zum unsubstituierten Pyrazol Sc erfasst. Sowohl die
Einfiihrung des Phenyl- (121) als auch des Benzylsubstituenten (126b) war mit einer Erh6hung

der Hemmaktivitdt gegeniiber Ovastacin verbunden. Damit ist die N-phenylierte Verbindung
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deutlich aktiver gegeniiber Ovastacin als gegeniiber Meprin 8. Die Pyrazolderivate mit einem
Benzodioxolan- (126e) und meta-Carboxybenzylrest (126i) unterschieden sich hinsichtlich der
Ovastacinaktivitit nur geringfligig von dem N-benzyliertem Pyrazol 126b. Eine Steigerung der
Aktivitdt bis in den einstelligen nanomolaren Bereich erfolgte mit der Einflihrung eines
para-Carboxybenzyl- (126j) und Chlorfluorphenolrestes (126k). Die Aktivitit gegeniiber

Ovastacin ist dabei vergleichbar mit der von Meprin f3.

Tabelle 24: Inhibitorische Aktivititen der N-substituierten Diphenylpyrazolderivate gegeniiber mOvastacin

R\
M
N
oy O
HO/NH
R K;@P) [nM] SF
mOvastacin®! hMeprin al’! hMeprin B¢
5c H 196 (1,19) 196 2
121 Q 33 (1,15) 8 0,04
126b Q 48 (1,02) 48 6
@
126e Q 27 (1,18) 46 7
COOH
126i 47 (1,06) 142 5
COOH
126] Q 9 (1,00) 24 1
Cl
126k QC’H 9 (1,00) 13 I
F

[a] 50 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, pH 7,4; [b] Selektivititsfaktor (K;®" Ovastacin/K;®" Meprin o);
[c] Selektivititsfaktor (Ki®P Ovastacin/K;®» Meprin [3)
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Anhand von ausgewdhlten Derivaten wurde ebenfalls der Einfluss der unterschiedlichen
Substituenten an Position 1 des Pyrazols auf die Aktivitdt der off-target-Metalloproteasen evaluiert
(Tabelle 25). Bei Betrachtung der Restaktivititen der MMP- und ADAM-Proteasen konnten
Ubereinstimmungen zu den Ergebnissen der 3,4,5-substituierten Pyrazolen (Abschnitt 5.1.3.1,
Tabelle 20) gefunden werden. Die Einfilhrung von verschiedenen Alkoxybenzylresten (126¢-f)
fiilhrte zu einer erhdhten Inhibierung der off-target-Metalloproteasen. Insbesondere ADAMI17
zeigte Restaktivititen zwischen 20-30%. Mit einer weiteren Charakterisierung konnte ein
ICs0-Wert im  mikromolaren = Bereich  gegeniiber ADAMI17  bestimmt  werden
(126e: I1C50=2,3 (1,22) uM). Aufgrund der hohen inhibitorischen Potenz der Verbindungen
gegeniiber Meprin o liegt dennoch eine hohe Meprin a-Selektivitit mit einem Faktor von
mindestens 4000 vor. Der Austausch des Methylenlinkers (126¢) am Methoxybenzylrest mit
einem Cyclobutyllinker (131¢) hatte wenig Einfluss auf die Restaktivititen. Mit der Einfiihrung
von Benzylresten mit aciden funktionellen Gruppen (126i-k, 127i,k) wurde nahezu keine
inhibitorische Aktivitit gegeniiber den MMPs und ADAMSs bestimmt. Besonders die Derivate mit
einer verldngerten Spacergruppe (127i,k) wiesen keine Inhibierung der verwandten
Metalloproteasen auf. Somit stellt die Verbindung 127k einen sehr selektiven Meprin o-Inhibitor
dar, da auch eine hohe Selektivitit gegeniiber der anderen Isoform Meprin 3 nachgewiesen werden

konnte.

Tabelle 25: Inhibierung der off-target-Metalloproteasen von ausgewéhlten N-substituierten Pyrazolderivaten

RA@I10 uM® 126¢  126d 126e 126f 126i 126j 126k 127i 127k 13lc

MMP2 88 92 77 88 89 85 69 102 97 90
MMP9 47 57 74 52 83 80 70 100 89 70
MMP13 77 83 78 75 83 86 84 98 98 49
ADAMI10 86 84 69 86 92 91 85 117 102 92
ADAMI17 34 33 21 26 84 67 72 90 93 41

[a] RA: Restaktivitdt in % bei einer Inhibitorkonzentration von 10 uM
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5.1.4 Inhibitoren basierend auf einer Benzimidazolgrundstruktur

Ausgehend von dem 2-Phenylbenzimidazolderivat 7d wurden Modifikationen am Phenylrest
vorgenommen (Tabelle 26). Die para-Methoxysubstitution (137a) hatte einen positiven Effekt auf
die Hemmaktivitit gegeniiber Meprin B mit einer Steigerung von Faktor fiinf, wéhrend die
inhibitorische Aktivitdt gegeniiber Meprin a im Vergleich zu der unsubstituierten Verbindung 7d
geringfiigig gesteigert wurde. Die Einflihrung eines aciden Halogenphenols (137b) fiihrte
ebenfalls zu einer Aktivitédtssteigerung gegeniiber Meprin 3 und das im gleichen Ausmal} wie bei
der Verbindung 137a. Gegensitzlich zeigte sich die Aktivitdt gegeniiber Meprin o mit einer

Verringerung um Faktor zwei, sodass bei 137b eine dquipotente Hemmung vorlag.

Tabelle 26: Inhibitorische Aktivititen der substituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate mit Phenylvariationen

0
Ho "
K;@P) [nM ]!
1 2 3 1 [b]

R R R hMeprin o hMeprin 3 SF
7d H H H 128 (1,23) 1134 (1,05)
137a H H OCH3; 94 (1,06) 252 (1,11) 3
137b F OH Cl 263 (1,01) 254 (1,15)
137¢ COOH H H 1390 (1,16) 13219 (1,18) 10
137d H COOH H 62 (1,16) 160 (1,14) 3
137e H H COOH 71 (1,23) 119 (1,15)

[a] 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,4; [b] SF: Selektivititsfaktor (Ki®P Meprin B/K;@P Meprin o)

Die Einfilhrung der Carboxylgruppe erfolgte an verschiedenen Positionen des Aromaten.
Die Substitution in ortho-Position bei 137¢ erwies sich mit einer elffachen Aktivitdtsverminderung
als ungiinstig fiir die Hemmung von Meprin a und . Die Einfithrung der Carboxylgruppe in
meta- und para-Position (137d,e) flihrte bei beiden Verbindungen zu einer Aktivititssteigerung.
Gegeniiber Meprin o konnte eine Steigerung um Faktor zwei beobachtet werden.
Die inhibitorische Aktivitdt gegeniliber Meprin 3 wurde bei der in meta-substituierten Verbindung
137d um Faktor sieben gesteigert. Beim para-Carboxyphenylbenzimidazol 137e konnte eine
zehnfache Erh6hung der Meprin B-Aktivitit im Vergleich zu 7d beobachtet werden.

Da die Einfiihrung des Halogenphenols (137b) den groBten Effekt auf die Selektivitdt innerhalb
der zwei Isoformen bewirkte, wurde ausgehend von 137b untersucht, in wie weit ein zweiter acider

Rest direkt am Benzimidazolgrundkorper die Aktivitdt gegeniiber Meprin o und B beeinflusst
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(Tabelle 27). Eine Carboxygruppe in 4-Position des Benzimidazols (144a) fiihrte zu einer drei-
bzw. vierfachen Verringerung der Hemmaktivitdt gegeniiber Meprin o und 3. Es wurde auch keine
Verdnderung der Selektivitdt zwischen Meprin o und 3 beobachtet. Die dquipotente Hemmung
blieb auch mit der Einfiihrung der Carboxygruppe in 6-Position (144c) erhalten. Im Gegensatz zu
144a wurde bei diesem Regioisomer (144c) die inhibitorische Aktivitét bis auf den einstelligen
nanomolaren Bereich gesteigert. Ein Einfluss auf die Meprin -Selektivitidt konnte nur bei der
Verbindung 144b festgestellt werden. Die Einfiihrung der Carboxygruppe in 5-Position des
Benzimidazols flihrte zu einer dreifach hoheren Aktivitit gegeniiber Meprin B im Vergleich zu
Meprin a.. Mit einer Hemmaktivitdt im unteren dreistelligen nanonmolaren Bereich wies 144b eine

dhnliche Aktivitdt auf wie das monosubstituierte Halogenphenolderivat 137b.

Tabelle 27: Inhibitorische Aktivitéten der disubstituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate

r2 R
RS’QN R OH
o
Ho N1
Rl R2 R3 Ki(app) [nM][a] SF[b]
hMeprin o hMeprin 3
137b H H H 263 (1,01) 254 (1,15) 1
144a COOH H H 903 (1,11) 1159 (1,15)
144b H COOH H 435 (1,19) 131 (1,05) 0,3
144c H H COOH 6 (1,14) 7 (1,20)

[a] 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,4; [b] SF: Selektivititsfaktor (Ki@®P Meprin B/K;@P Meprin o)

Die Phenylvariation des 2-Phenylbenzimidazols mit der Einflihrung eines Halogenphenols (137b)
bewirkte keine Verdnderungen in der Selektivitit gegeniiber der off-farget-Metalloproteasen
verglichen mit dem 2-Phenylbenzimidazolderivat 7d. Die Evaluierung der Restaktivititen der
MMPs und ADAMs in Gegenwart von 137b =zeigte keine Inhibierung bei einer
Inhibitorkonzentration von 10 uM (Tabelle 28).

Tabelle 28: Inhibierung der off-target-Metalloproteasen des substituierten 2-Phenylbenzimidazolderivats

RA@10 pM® MMP2 MMP9 MMP13 ADAMIO ADAMI17
7d 89 96 102 87 92
137b 93 94 105 86 92

[a] RA: Restaktivitdt in % bei einer Inhibitorkonzentration von 10 uM
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5.1.5 Inhibitoren basierend auf einer Indolgrundstruktur

Innerhalb der anellierten Heteroaromaten wurden auch ausgehend vom 2-Phenylindolderivat 7¢
verschiedene Substituenten eingefiihrt und dessen Einfluss auf die Aktivitit gegeniiber Meprin a
und B untersucht (Tabelle 29). Dabei konnten zum Teil dhnliche Zusammenhéinge wie bei den
N-substituierten Diphenylpyrazolderivaten (Abschnitt 5.1.3.2) hinsichtlich des Einflusses der
N-Substitution auf die inhibitorische Aktivitit beobachtet werden.

Tabelle 29: Inhibitorische Aktivitdten der N-substituierten 2-Phenylindolderivate

K;@P) [nM ]

R . . SFI]
hMeprin a hMeprin 3
Telel M 82 (1,20) 1184 (1,02) 14
149 Q 24 (1,12) 16086 (1,03) 670
151a Q 2 (1,12) 3487 (1,12) 1744
O/\o
151b 1(1.33) 3430 (1,06) 3430
Cl OH
151¢ F 0,04 (1,27) 245 (1,12) 6124

*

[a] 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,4; [b] SF: Selektivitdtsfaktor (Ki®P Meprin B/Ki®P Meprin a); [c] Mep o.:
40 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 7,4; Mep 3: 40 mM Tris, pH 8

Die Einfithrung von lipophilen Substituenten (149, 151a) fiihrte generell zu einer Steigerung der
Aktivitdt gegeniiber Meprin o und einer Aktivititsverminderung gegeniiber Meprin 3, was eine

Erhohung der Selektivitit von Meprin oo zur Folge hatte. Die Phenylsubstitution (149) war mit
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einer dreifachen Steigerung der Meprin a-Aktivitit verbunden, wihrend die Hemmung von
Meprin 3 um Faktor vierzehn vermindert wurde. Im Vergleich zum unsubstituierten Indol 7¢ wies
das N-benzylierte Indolderivat (151a) sogar eine 40fache Verbesserung der Hemmaktivitit
gegeniiber Meprin a auf. Die inhibitorische Aktivitdt gegeniiber Meprin 3 wurde dagegen nur um
Faktor drei reduziert. Mit der Einfiihrung eines Benzodioxolanrestes (151b) konnte keine
Verdnderung der inhibitorischen Aktivitdt gegeniiber Meprin o und  im Vergleich zum
N-Benzylindol 151a festgestellt werden. Die Einfilhrung des Halogenphenols (151c) fiihrte
dagegen zu einer Aktivitdtssteigerung. Wihrend die inhibitorische Aktivitit gegeniiber Meprin 3
um Faktor fiinf gesteigert wurde, konnte gegeniiber Meprin o eine hohe Aktivitdtssteigerung um
den Faktor 2000 im Vergleich zum unsubstituierten 2-Phenylindol 7¢ verzeichnet werden.
Die erhebliche Verbesserung der Aktivitit in den picomolaren Bereich bewirkte eine sehr hohe
Selektivitdtserhohung von Meprin o mit einem Faktor von 6000 gegeniiber der anderen Isoform.
Der positive FEinfluss auf die Aktivitit gegeniiber Meprin o durch die Einfiihrung des
Halogenphenols wurde ebenfalls bei den N-substituierten Diphenylpyrazolderivaten beobachtet
(Abschnitt 5.1.3.2).

Bei der Evaluierung der off-target-Selektivititen konnten gewisse Parallelen zu den Ergebnissen
der N-substituierten Diphenylpyrazolen gezogen werden. Wiahrend die Einfiihrung eines
Benzodioxolanrestes am Indolgeriist (151b) insbesondere bei MMP13 zu einer erhdhten
Inhibierung fiihrte, wurden bei der Einfiihrung eines aciden Halogenphenolrestes (151¢) hohe
Restaktivititen der MMPs und ADAMs bestimmt (Tabelle 30).

Tabelle 30: Inhibierung der off-target-Metalloproteasen von ausgewéhlten N-substituierten 2-Phenylindolderivaten

RA@10 pM!® MMP2 MMP9 MMP13 ADAMI10 ADAMI17
151b 79 74 49 96 85
151¢ 79 93 75 97 92

[a] RA: Restaktivitdt in % bei einer Inhibitorkonzentration von 10 uM
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5.2 Diskussion der Struktur-Wirkungsbeziechungen unter Zuhilfenahme von

computerchemischen Methoden

5.2.1 Einfluss der strukturellen Variation der Inhibitoren mit Amingrundstruktur auf die

inhibitorische Aktivitiat

In vorherigen Arbeiten wurden die tertidren Amine bereits hinsichtlich ihrer Struktur-
Wirkungsbeziehungen in Meprin o und B untersucht.!!®37-38] Weitere unsymmetrisch substituierte
Derivate dieser Strukturklasse wurden im Rahmen dieser Arbeit dargestellt, um die Selektivitit
innerhalb der zwei Meprinisoformen zu modulieren. Mit der Einfithrung eines basischen
Substituenten wie Pyridin (3b,c und 4e,f), Benzimidazol (3d), sowie ein aromatisches tertidires
Amin (4h) in Kombination mit einem Benzodioxolanrest sollte eine Erhohung der Selektivitét
gegeniliber Meprin a erzielt werden (Abschnitt 5.1.1). Aufgrund der hohen Dichte an basischen
Argininresten innerhalb des aktiven Zentrums von Meprin 3 wurde vermutet, dass mit der

Einfiihrung von basischen Substituenten die Hemmaktivitat R

: N
gegenliber Meprin 3 wegen des repulsiven Effektes Ho o~ HC?\I A
N° 7|2 NH;
verringert und damit die Meprin a-Selektivitit verbessert ! s/
1
werden konnte (Abbildung 10). Die Kombination aus einem
Abbildung 10: Schematische Darstellung der

Benzodioxolanrest und einem basischen Substituenten (3b,c ~ vermuteten  repulsiven = Wechselwirkung
zwischen einem basischen Substituenten und
und 4e,f) fiihrte zur schlechteren Inhibierung von Meprin 3 einem Argininrest (R) im aktivem Zentrum.
verglichen mit dem symmetrisch substituierten Benzodioxolanderivaten 2b und 2i (zum Beispiel
2i: Ki@Phviep 5=6545 nM, 3b: Ki@®Ppye, 5=26773 nM), sodass eine Selektivititserhdhung bei den
unsymmetrisch substituierten Aminen vorlag (2i: SF=3, 3b: SF=9). Fiir Derivate mit einem
C>-Spacer (4e,f) wurden hohere Selektivititsfaktoren erzielt (SF=20), da die Verldngerung der
Spacergruppe sich positiv auf die Meprin a-Aktivitidt auswirkt. Die Selektivitdtsfaktoren der
Derivate sind jedoch vergleichbar mit dem zuvor beschriebenen Benzodioxolanderivat 2b mit
Co-Spacer (2b: SF=19). Eine marginale Erhéhung der Selektivitidt mit einem Selektivitatsfaktor
von 30 ist bei der Einfithrung des aromatischen tertidiren Amins (4h) zu beobachten, was allerdings
wesentlich weniger ausgeprigt ist als die bei den Meprin B-Inhibitoren vorliegende Meprin 3-
Selektivitit (SF=300).°8 Die Verbindungen mit einem basischen Substituenten weisen neben der
Verschlechterung der Hemmaktivitidt gegeniiber Meprin B auch eine Aktivititsverringerung
gegenliber Meprin a auf. Dies konnte auch durch abstoBende Wechselwirkungen im aktiven
Zentrum von Meprin a begriindet sein, da die S;‘-Bindetasche von Meprin a ebenfalls durch einen

242

basischen Argininrest Arg”* geformt ist. Die Kombination des Halogenphenols mit einem
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basischen Substituenten (3a,e und 4a,g) flihrte zu einer Verringerung der Hemmaktivitit
gegeniiber Meprin 3 im Vergleich zu den entsprechenden Halogenphenolderivaten 2¢ und 2h, was
iiberwiegend auf die fehlende zweite ionische Wechselwirkung zwischen dem aciden Phenol- und
dem basischen Argininrest zuriickgefiihrt werden konnte. Zusammen mit dem basischen
Substituenten, welcher auch die Aktivitdt gegeniiber Meprin o verringert, ist ein Angleichen der
inhibitorischen Aktivititen von Meprin o und B zu beobachten (Beispiel 4a: Ki®Ppyiep =645 nM,
Ki@Ppy, =702 nM). Die Kombination eines Benzodioxolanrestes mit einem lipophilen
Halogenarylrest (4d: Ki®Pinepo=185 1M, Ki®Pyvep =960 nM) sollte mdgliche polare
Wechselwirkungen mit den Argininresten in den Bindetaschen von Meprin 3 durch den Austausch
des zweiten Benzodioxolanrestes in 2b mit einem lipophilen Halogenarylrest ausschlieen und
somit zur Meprin a-Selektivitét beitragen. Jedoch wurde bei gleichbleibender Aktivitét gegeniiber
Meprin a eine Erhéhung der Hemmaktivitéit gegeniiber Meprin 3 bestimmt, was die Selektivitét
von Meprin o (4d: SF=5) hingegen erniedrigt. Eine &quipotente Inhibierung im unteren
mehrstelligen nanomolaren Bereich wurde bei der Kombination eines Halogenphenols mit einem
Halogenarylrest (4b: Ki®Ppnep o=215 1M, Ki®Phpep =273 nM) und einem Benzodioxolanrest
(4c: Ki®Pvien =158 nM, Ki@Phyep p=146 nM) als lipophile Substituenten erzielt. Der acide
Halogenphenolrest von 4c¢ konnte sowohl in Meprin o als auch in Meprin B eine
ladungsunterstiitzte Wasserstoffbriicke zum jeweiligen Argininrest (o: Arg>*?; B: Arg?*®) in der
Si‘-Bindetasche ausbilden. Der Benzodioxolanrest des Aminderivats 4¢ zeigt dagegen in den
Dockingldsungen in Richtung Si-Bindetasche und kénnte somit -n-Wechselwirkungen mit Tyr!'®

in Meprin o und Phe?!®

in Meprin 3 ermoglichen (Abbildung 11).

0
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Abbildung 11: Dockinglésung von 4¢ in A) hMeprin o (1/20, Homologie Modell) und in B) hMeprin 3 (3/20, PDB: 7AQ1);
schematische 2D-Darstellung der méglichen Bindungsmodi von 4¢ in C) Meprin o und D) Meprin (.
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Die Kombination des aciden Halogenphenols mit einem lipophilen Benzodioxolan- und auch
einem Halogenarylrest konnte Interaktionen sowohl fiir Meprin o als auch fiir Meprin
begiinstigen. Der Austausch des Benzodioxolanrestes (4¢) gegen einen Halogenarylrest (4b)
konnte aufgrund der Verringerung der Elektronendichte die m-m-Interaktionen vermindern und
somit zu einer etwas geringeren Hemmaktivitdt gegeniiber Meprin o und [ fiihren.

Da das aktive Zentrum von Ovastacin sowohl mit Meprin o als auch mit Meprin 3 gemeinsame
strukturelle Eigenschaften aufweist (Abschnitt 1.1.3), wurde vermutet, dass die Meprininhibitoren
basierend auf einer Amingrundstruktur auch Ovastacin inhibieren kdnnten. Demzufolge wurden
Derivate mit strukturell unterschiedlichen Substituenten ausgewéhlt und hinsichtlich der Aktivitat
gegeniiber Ovastacin untersucht.! Die FErgebnisse der biochemischen Charakterisierung
(Abschnitt 5.1.1, Tabelle 12) dhneln den Struktur-Wirkungsbeziehungen, welche fiir Meprin o
festgestellt wurde. Ahnlich wie bei Meprin . wurden Verbindungen mit einem verléingerten
Co-Spacer (2b-d) fiir die Hemmung von Ovastacin bevorzugt. Zudem liegt eine Préferenz fiir
lipophile Substituenten, sowie Substituenten mit einer reduzierten Aciditét fiir Ovastacin vor, was
auch mehr in Ubereinstimmung mit Meprin o als mit Meprin B steht. Obwohl die Si‘- und

263 und Arg'”’) geformt sind, werden

S>¢-Bindetaschen in Ovastacin durch Argininreste (Arg
Verbindungen mit mindestens einer aciden Carboxylgruppe (2a, 2d-g) weniger fiir die Hemmung
von Ovastacin priferiert im Vergleich zu Verbindungen, welche Substituenten mit einer
reduzierten Aciditit aufweisen. Dies konnte auf einen dhnlichen Bindungsmodus hindeuten, der
fiir Meprin o und B postuliert wird und von Interaktionen der Inhibitoren mit der Si- und
S1°-Bindetasche ausgeht. Ovastacin weist innerhalb der jeweiligen Bindungstaschen eine hdhere
Ahnlichkeit zu Meprin o auf als zu Meprin . Wihrend die S>‘-Bindetasche von Ovastacin mit

263 sich mit dem Arginin Arg'*® in Meprin B deckt, wird die

einem basischen Argininrest Arg
Si-Bindetasche durch zwei Phenylreste Phe?!* und Phe?*? geformt und bildet damit eine lipophile
Umgebung. Dies ist dhnlich zum Tyrosinrest Tyr'®” in Meprin o und entspricht weniger den
polaren geladenen Argininrest Arg!®* in Meprin B. Die Si‘-Bindetasche liegt bei allen humanen
Astacinproteasen mit einem Argininrest konserviert vor. Dennoch ist die Si‘-Bindetasche in
Ovastacin durch das Fehlen eines zusitzlichen Wasserstoffbriickendonators hydrophober

aufgebaut als in Meprin p mit einem Serinrest Ser®!2

. Die lipophile Umgebung in S; und S;° im
aktiven Zentrum von Ovastacin reduziert die Moglichkeit der Ausbildung von polaren
Wechselwirkungen und begriindet die schlechte Hemmung von Derivaten mit Carbonsdureresten

(2a, 2d-g). Die Verringerung der Aciditit zusammen mit einer bestimmten Lipophilie bei den

IKérschgen, H., Jager, C., Tan, K., Buchholz, M., Stécker, W., Ramsbeck, D., ChemMedChem 2020, 15, 1499-1504.
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Halophenolsubstituenten von Verbindung 2¢ (Ki®Pnov.=490 nM) ermdglicht zum einen
n-n-Interaktionen mit Phe?!* und Phe?** in der Si-Bindetasche, sowie ionische Wechselwirkungen
oder ladungsunterstiitzte Wasserstoftbriicken des deprotonierten Phenols mit dem kationischen

Argininrest Arg?®* in der S;°-Bindetasche von Ovastacin (Abbildung 12).

Abbildung 12: A) Dockinglosung von 2¢ (1/20) in mOvastacin (Homologie Modell) dargestellt in der Seitenansicht;
B) schematische 2D-Darstellung des moglichen Bindungsmodus von 2.

Die n-n-Wechselwirkungen mit den beiden Phenylalaninresten Phe*'* und Phe?*® in S; kdnnten
durch elektronenreiche Substituenten verstirkt werden, wihrend elektronenarme Substituenten
weniger bevorzugt werden. Eine Aktivitdtsverringerung mit der Einflihrung von elektronenarmen
Resten wie bei 2j (Ki®Pn0..=2164 nM) mit zwei Halogenarylsubstituenten durch den —I-Effekt
der Halogenatome oder bei 21 (Ki®Pn0v,=27335 nM) mit zwei Pyridinsubstituenten als
Elektronenmangelaromaten untermauern diese Hypothese. Unterschiedliche Kombinationen der
jeweiligen Substituenten mit der Darstellung von unsymmetrisch substituierten tertidiren Aminen
(4a, 4d-g) zeigten in den meisten Féllen auch schlechtere Hemmaktivititen gegeniiber Ovastacin
auf. Die Kombination des Halogenphenols mit einem elektronenarmen Chlor-Fluorarylrest (4b:
Ki@®P),160,,=760 nM) oder einem elektronenreichen Benzodioxolanrest (4¢: Ki®P),0v=764 nM)
steigerte wiederum die inhibitorische Aktivitdt, was auch auf die Relevanz der verringerten
Aciditdt des Halophenolsubstituenten flir eine mogliche Interaktion mit der S;‘-Bindetasche
hinweist. Angesichts der Tatsache, dass die aktivste Verbindung 2¢ innerhalb der tertidren Amine
auch Meprin o und P inhibiert (Ki®Phmepo=186 nM, K@, =28 nM), konnten die
Halogenphenole aufgrund der Lipophilie zusammen mit einer geringen Aciditét Interaktionen mit
den lipophilen oder basischen Bindetaschen sowohl in Ovastacin als auch Meprin a und

eingehen. Das tertidre Amin 2¢ stellt somit einen dquipotenten Astacininhibitor dar.
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5.2.2 Inhibitoren mit heteroaromatischer Grundstruktur
5.2.2.1 Design neuer heteroaromatischer Grundkorper

Die hohe Flexibilitdt der Inhibitoren mit einer Amingrundstruktur und der damit verbundene
Entropieverlust bei einer Bindung des Inhibitors am Targetenzym konnte sich ungiinstig auf die
Bindungsaffinitit auswirken (Abschnitt 1.4). Somit wurde als Ziel angestrebt, neuartige rigide
Grundkorper (5-7) zu untersuchen. Entsprechend dieser Strategie wurde ein Ansatz verfolgt, bei
dem die zentrale Grundstruktur des tertidren Amins durch heteroaromatische Grundkoérper als
potentielle Isostere ersetzt wurde. Ein bioisosterer Austausch der Kernstruktur eines Molekiils,
bekannt als Scaffold Hopping, wird als Strategie genutzt, um strukturell neuartige Verbindungen
zu finden.!*?) Im Vergleich zu einer einfachen aliphatischen Zyklisierung und Fixierung des
Amins, ist der Austausch des tertidren Amins durch die heteroaromatischen Grundstrukturen mit
grofleren Verdnderungen der chemischen und auch physikochemischen Eigenschaften verbunden.
Fir das rationale Design wurden drei mdgliche heteroaromatische Zyklisierungen fiir die

Konformationseinschrinkung des tertiiren Amins durchgefiihrt (Abbildung 13).!

"1,2,3-Zyklisierung” @/’\ - /‘\© "Anellierung”
HO/NH
2n (n=1), 20 (n=2)
l '1,2,4-Zyklisierung”
5 7
B O \
oG %% ss

*

S
O

5a (n=1) 6a (n=1) 7a (n=1)
5b (n=2) 6b (n=2) 7b (n=2)

Abbildung 13: Mogliche Zyklisierungsstrategien des tertidren Amingrundgeriists zu prototypischen Pyrrolen 5a und 5b iber
»1,2,3-Zyklisierung*, zu prototypischen Pyrazolen 6a und 6b iiber ,,1,2,4-Zyklisierung* und zu prototypischen Indolen 7a und 7b
tiber Anellierung.

Uber eine ,,1,2,3* und ,,1,2,4-Zyklisierung™ wurden die monozyklischen Grundkérper 5 und 6

erhalten. Eine Anellierung bzw. Ringkondensation fiihrte zum benzokondensierten Grundgeriist 7.

Da der Abstand innerhalb der Inhibitoren mit Amingrundstruktur einen Einfluss auf die

U Tan, K., Jiger, C., Korschgen, H., Geissler, S., Schlenzig, D., Buchholz, M., Stocker, W., Ramsbeck, D.,
ChemMedChem 2021, 16, 976-988.
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inhibitorische Aktivitdt gegeniiber Meprin o oder B und auch Ovastacin ausiibt, wurden auch beide
Spacerlingen beriicksichtigt. Ausgehend von den drei moglichen Zyklisierungen k&nnen
2,5-Diphenyl-1-yl-pyrrol- (5a und 5b), 3,5-Diphenyl-1-yl-pyrazol- (6éa und 6b) und 2-Phenyl-
I-yl-indolderivate (7a und 7b) als prototypische und synthetisch zugéngliche Verbindungen
dargestellt werden. Ahnlich wie beim tertiiren Amin, sind die heteroaromatischen Derivate
ebenfalls iiber ein Stickstoffatom mit der Spacergruppe verbunden. Mit Hilfe eines flexiblen
Alignments sollte untersucht werden, ob die neuartigen heteroaromatischen Grundkorper die
bioaktive Konformation des tertidiren Amins nachbilden kénnen. In den Arbeiten von LINNERT et
al. wurde humanes Meprin 3 mit der Leitstruktur 2a kokristallisiert und die Struktur dieses
Komplexes mittels Kristallstrukturanalyse aufgeklirt.®!l Die Konformation des im aktiven
Zentrum von Meprin B gebundenen Inhibitors 2a konnte somit als aktive Konformation fiir das
flexible Alignment der prototypischen Grundkorper genutzt werden. Die Untersuchung der
Kristallstruktur von Meprin 3 im Komplex mit der Verbindung 2a und auch Molekulardynamik-
Simulationen ergaben, dass einer der beiden Benzylsubstituenten des tertidren Amins 2a eine hohe
Flexibilitat aufweist. In den zwei Monomeren A und B des Meprin 3 Homodimers (Abbildung 14)

wurden zwei verschiedene Konformationen von 2a gefunden.

Abbildung 14: Meprin B in Komplex mit Verbindung 2a mit den Argininresten in blau dargestellt (PDB: 7AQ1). A) Monomer A
der Proteasedoméne in der Standardorientierung; B) Monomer B der Proteasedomine in der Standardorientierung; C) aktives
Zentrum von Monomer A; D) aktives Zentrum von Monomer B; E) Seitenansicht des aktiven Zentrums von Monomer A;
F) Seitenansicht des aktiven Zentrums von Monomer B.

Wihrend in diesem Komplex die Hydroxamsiure und der Benzylrest, welcher Ser’'? in der
Si‘-Bindetasche adressiert, fixiert waren, war die Elektronendichte des Benzylrestes in Richtung
Si-Bindetasche schwach definiert. Dariiber hinaus ist die gesamte Schleife, die den unteren Rand

des aktiven Zentrums bildet, nicht vollsténdig gelost. Besonders die fehlende Elektronendichte des
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in der Si-Bindetasche vorliegenden Argininrestes Arg'®* in Monomer B und das schwach
definierte Arg'®* in Monomer A deutet auf eine hohe Flexibilitit hin, die zu unterschiedlichen
Konformationen des Inhibitors fiihren konnte. Aufgrund der flexiblen Positionierung des zur
Si-Bindetasche gerichteten Benzylrestes (Abbildung 15A), wurde dieser Substituent
(Abbildung 15B, rot) bei der Simulation des flexiblen Alignments nicht fixiert. Nur bestimmte

A Substrukturen (Abbildung 15B, grau)

s

’ ( wurden in der Konformation von 2a fir

ks} k&/ \) das flexible Alignment fixiert. Die
Sy Sy

Ergebnisse des Alignments zeigten, dass

alle Verbindungen hinsichtlich der

Abbildung 15: A) Konformationen von 2a aus Monomer A und B von .
Meprin B (PDB: 7AQ1); B) Templat fiir flexibles Alignment mit Hydroxamséuresubstruktur und des zur

fixierten Atomen (dunkelgrau) und frei beweglichen Atomen (rot). ) )
Si1‘-Bindetasche gerichteten Benzylrestes

mit der bioaktiven Konformation 2a iibereinstimmen, was zum einen auf die Fixierung des
Templats zuriickzufithren ist (Abbildung 16A-F). Dagegen wurden Unterschiede in der
Ausrichtung der zur S1-Bindetasche gerichteten Benzylreste nach dem Alignment (dunkelgrau) im
Vergleich zur Ausgangskonformation 2a (hellgrau) festgestellt. Die Spacerldnge der Derivate
hatte keinen groBen Einfluss auf die konformative Ausrichtung des zweiten Benzylsubstituenten.
In Bezug auf die verschiedenen Zyklisierungsmethoden wiesen die Alignments der Pyrrol- (5a,b,
Abbildung 16A und D) und Indolderivate (7a,b, Abbildung 16C und F) eine bessere
Ubereinstimmung mit der Konformation von 2a auf als die Alignments der Pyrazolderivate (7a,b,
Abbildung 16B und E). Damit konnen erste Riickschliisse gezogen werden, dass die
»1,2,3-zyklisierten* sowie die anellierten Verbindungen geeignete Isostere darstellen, um das

Amingeriist ersetzen.

Abbildung 16: Flexibles Alignment der heteroaromatischen Grundkdrper 5a, 5b, 6a, 6b, 7a und 7b (farbig) mit der bioaktiven
Konformation von Verbindung 2a. Templat der Ausgangskonformation (hellgrau), Templat nach Alignment mit den jeweiligen
Verbindungen (dunkelgrau).
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Um die Erkenntnisse fiir das rationale Design zu untermauern, wurden Dockinguntersuchungen
der drei prototypischen Grundkorper durchgefiihrt. Damit sollte auch untersucht werden, in
welchem Ausmall die neuen Grundstrukturen in die Umgebung des Zielproteins passen.
Im Vergleich zum kokristallisierten Inhibitor 2a in Meprin 3 wurden fiir die heteroaromatischen
Verbindungen 5-7 innerhalb des aktiven Zentrums von Meprin 3 abweichende Positionierungen
in den Dockinglésungen gefunden (Abbildung 17A, D, G). Dabei konnte die fehlende
Carboxylgruppe an den Arylresten der heteroaromatischen Grundkorper die Konformation
beeinflussen und fiir die andere Orientierung im aktiven Zentrum verantwortlich sein, da
bestimmte Wechselwirkungen wie mit Arg'® in der Si-Bindetasche oder Arg®® in der

Si‘-Bindetasche nicht gebildet werden.

Abbildung 17: Top gerankte Dockingldsungen innerhalb des aktiven Zentrums von Meprin 3 (PDB: 7AQ1): A) 5a (blau) und 5b
(rot), D) 6a (magenta) und 6b (dunkelgriin), G) 7a (griin) und 7b (orange), Konformation von 2a aus Kristallstruktur in hellgrau;
Meprin o (Homologie Modell): B) 5a (blau) und 5b (rot), E) 6a (magenta) und 6b (dunkelgriin), H) 7a (griin) und 7b (orange);
mOvastacin (Homologie Modell): C) 5a (blau) und 5b (rot), F) 6a (magenta) und 6b (dunkelgriin), I) 7a (griin) und 7b (orange).

Hinsichtlich der heteroaromatischen Verbindungen 5a (Abbildung 17A, blau) und 7a
(Abbildung 17G, griin) mit einem C;-Spacer wies der Arylrest in Richtung S;-Bindetasche eine

184 in der

dhnliche Orientierung auf wie die bei 2a. Die Entfernung zum entsprechenden Arg
Si-Bindetasche ist zwar grofer als bei dem tertidren Amin 2a, jedoch kdnnten Interaktionen mit
Arg!'%* mit Hilfe einer entsprechenden Modifikation und Einfiihrung von bestimmten funktionellen

Gruppen moglich sein. Im Gegensatz dazu wird beim Pyrazolderivat 6a (Abbildung 17D,
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magenta) eine andere Orientierung des Arylrestes erhalten, die in der Dockingldsung keine
Interaktion mit der Si-Bindetasche von Meprin 3 eingeht. Die S;‘-Bindetasche wird von allen drei
heteroaromatischen Derivaten 5a, 6a und 7a (Abbildung 17A, D, G) adressiert. Im Vergleich zu
2a ist der Arylrest des Pyrrolderivats Sa sogar ein wenig tiefer zur S;‘-Bindetasche gerichtet
(Abbildung 17A, blau). Die Positionierungen der heteroaromatischen Grundkorper im

211 yund auch mit der

Dockingexperiment konnten auch auf mogliche n-n-Interaktionen mit Tyr
Seitenkette des Phe?'® hindeuten, die den unteren Rand des aktiven Zentrums formen. Weitere
Dockingversuche wurden auch an den Targetenzymen Meprin o und Ovastacin durchgefiihrt.
Die Dockinglosungen der Verbindungen 5a, 6a und 7a innerhalb des aktiven Zentrums von
Meprin o weisen teilweise eine etwas andere Orientierung auf (Abbildung 17B, E und H).
Aufgrund der raumfiillenden Seitenkette des Tyr'®” innerhalb der Si-Bindetasche ist das aktive
Zentrum von Meprin oo im Vergleich zu Meprin 3 schmaler geformt, welches zu den verschiedenen
Positionierungen fithren konnte. Die Dockinglosungen deuten auf eine Ausbildung von
n-n-Interaktionen zwischen Tyr'®” und dem Arylrest oder auch den Heteroaromaten von 5a, 6a
und 7a hin. Der zweite Arylrest ist in Richtung Si‘-Bindetasche orientiert, was vergleichbar mit
den Dockingergebnissen von Meprin (3 ist. In den Dockingexperimenten mit Ovastacin l4sst die
Positionierung der heteroaromatischen Grundkdrper von Sa, 6a und 7a auch auf
n-m-Wechselwirkungen vermuten (Abbildung 17C, F und I). Dabei konnten die Verbindungen mit
Phe?® im aktiven Zentrum eine Interaktion eingehen und weniger mit der Seitenkette des Phe?!*
in der Si-Bindetasche. Ahnlich wie bei den Positionierungen in Meprin o und B zeigt ein Arylrest
in Richtung S:‘-Bindetasche. Die Dockinglosungen der Verbindungen Sb (rot), 6b (dunkelgriin),
und 7b (orange), die einen Cy-Spacer aufweisen, zeigten grundsdtzlich vergleichbare
Positionierungen wie die Ci-Analoga. Die Verldngerung des Spacers flihrte beim Pyrazolderivat
6b sogar zu einer Positionierung, bei der die Bindetaschen in Meprin 3 besser adressiert werden
als bei dem entsprechenden Derivat 6a mit Ci-Spacer (Abbildung 17D, dunkelgriin). Keine der
prototypischen Grundkoérper konnte die bioaktive Konformation des tertidren Amins 2a in den
Dockingexperimenten exakt nachbilden. Die Dockinglosungen weisen aber auf die Ausbildung
von moglichen Wechselwirkungen mit dem heteroaromatischen Grundkdrper im aktiven Zentrum
auf, was zur Erhohung der Bindungsaffinitit beitragen konnte. Aufgrund dieser mdglichen
Wechselwirkungen zwischen den Heteroaromaten selbst und dem aktiven Zentrum, wurden neben
diesen drei prototypischen Verbindungen weitere heteroaromatische Grundkorper dargestellt, um
auch den Einfluss der elektrostatischen Eigenschaften auf die inhibitorische Aktivitit zu
untersuchen. Wihrend der gesamte Heterozyklus iiber Van-der-Waals- und m-n-Wechsel-

wirkungen interagieren kann, konnen einzelne Heteroatome zusétzlich auch Wasserstoffbriicken-
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bindungen oder auch ionische Wechselwirkungen eingehen. Die Einfithrung von Stickstoffatomen
an verschiedenen Positionen des heteroaromatischen Rings hat somit einen groen Einfluss auf
die physikochemischen Eigenschaften der Verbindung sowie auf die intra- und intermolekularen

Interaktionen, was zu verbesserten pharmakologischen Profilen fithren kann.!!3]

5.2.2.2 Einfluss der heteroaromatischen Grundkdrper auf die inhibitorische Aktivitét

Die Reduzierung der Flexibilitdt durch den Austausch der flexiblen Grundstruktur des tertidren
Amins durch die konformativ eingeschrinkten Grundkdrper fithrte im Allgemeinen zu einer
Erhohung der inhibitorischen Aktivitdt gegeniiber Meprin o und . Zudem kdénnte die Moglichkeit
von elektrostatischen Interaktionen zwischen den heteroaromatischen Kernen und dem aktiven
Zentrum zu einer Aktivitdtssteigerung der neuartigen Grundkorper beigetragen haben. Besonders
die Hemmaktivitdt gegeniiber Meprin o wurde im Vergleich zum tertidren Aminanalogon bis zu
einem Faktor von 4000 gesteigert. Die Aktivitétssteigerung gegeniiber Meprin 3 ist hingegen
weniger ausgepriagt. Die Hemmaktivititen gegeniiber Ovastacin von einigen ausgewdhlten
Verbindungen sind vergleichbar oder zum Teil besser als die von Meprin . Die verringerte
Aktivitdt der Verbindungen gegeniiber Meprin 3 im Vergleich zu Meprin a konnte mit der hohen
Polaritit der Bindetaschen im aktiven Zentrum aufgrund der vorhandenen Argininreste (Arg'®*,
Arg®®, Arg'*") begriindet werden. Diese kénnten die Moglichkeit von Interaktionen mit den
lipophilen Arylresten der heteroaromatischen Verbindungen ausschlieBen. Ausgenommen von
der Si‘-Bindetasche, die in allen humanen Astacinen konserviert vorliegt und durch einen
Argininrest geformt wird, bilden die Aminosiuren der Si-Bindetasche in Meprin o durch Tyr!'®’

und in Ovastacin durch Phe?'

eine lipophile Umgebung, welche durch die unpolaren Reste der
Derivate potenziell besetzt werden kann.

Innerhalb der monozyklischen heteroaromatischen Derivate zeigten die Verbindungen Sa-j
ausgehend von der ,,1,2,3-Zyklisierung® eine hohere Bindungsaftinitit gegeniiber Meprin o und 3
als im Vergleich zu den Verbindungen 6a und 6b, welche iiber die ,,1,2,4-Zyklisierung* generiert
wurden. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der in silico-Experimente (Abschnitt 5.2.2.1), die
ebenfalls gezeigt haben, dass die Pyrazole 6a und 6b weniger wahrscheinlich die aktive
Konformation des tertidren Amins 2a nachbilden und damit die Si- und S;'-Bindetasche innerhalb
des aktiven Zentrums weniger adressieren. Der Austausch des zentralen Pyrrolgrundkorpers Sa
durch weitere Fiinfringheteroaromaten fiihrte zu Unterschieden in der inhibitorischen Aktivitét
gegeniiber den Astacinproteasen. Der visuelle Vergleich der Dockinglosungen der
unterschiedlichen monozyklischen Derivate mit den prototypischen Pyrrolen 5a und 5b lésst auf

anndhernd gleiche Bindungsmodi schlieBen (Abbildung 18). Die Phenylreste der Verbindungen
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weisen eine dhnliche Orientierung auf und zeigen in Richtung
S1°-Bindetasche. Die Positionierung der heteroaromatischen
Grundkorper  ist  ebenfalls  vergleichbar mit dem
Pyrrolgrundkérper der Derivate 5a und Sb und konnte auf
mogliche n-n-Wechselwirkungen zwischen Tyr'®” und den
Heteroaromaten schlieBen. Die Unterschiede in den
inhibitorischen Aktivititen der einzelnen Verbindungen sind
beim Vergleich der Dockinglésungen nicht ersichtlich. Fiir die
heteroaromatischen Verbindungen mit einem Cs-Spacer
(5b: Ki®Pnep o=736 nM)  wurde eine Verringerung der

inhibitorischen Aktivitdt im Vergleich zu den Verbindungen

Abbildung 18: Vergleich der Docking-

16sungen der monozyklischen hetero-
mit kiirzerem Spacer festgestellt (5a: Ki®hmep «=20 nM).  aromatischen Derivate Sa-j mit Ci-
Spacer (A) und Cz-Spacer (B) in
Die Verldngerung des Spacers konnte zu einer stirkeren  Meprin a (Homologie Modell), 5a —
blau (A), 5b — rot (B).

Kollision des Liganden mit der Proteinoberfldche fiihren, die in

Meprin o besonders durch den raumfiillenden Tyrosinrest Tyr'®’ in der Si-Bindetasche verstirkt

wird. Die Dockingexperimente, die fiir die monozyklischen heteroaromatischen Derivate in der

Meprin B Kristallstruktur 7AQ1 durchgefiihrt wurden, zeigen ebenfalls fast deckungsgleiche

Konformationen wie die prototypischen Pyrrolderivate Sa und Sb (Abbildung 19).

Die Positionierungen der verschiedenen monozyklischen Heteroaromaten deuten ebenfalls auf

n-n-Wechselwirkungen mit entweder Phe?'® oder Tyr?!! im aktiven Zentrum von Meprin f hin.

Abbildung 19: Vergleich der Docking-
16sungen der monozyklischen hetero-
aromatischen Derivate 5a-j mit Ci-Spacer
(A) und Cz-Spacer (B) in Meprin 3 (PDB:
7AQ1), 5a —blau (A), 5b — rot (B).

Die unterschiedlichen Hemmaktivitdten der monozyklischen
Derivate konnten auch beim Vergleich der Dockinglosungen in
Meprin B nicht aufgeklart werden. Da sowohl bei Meprin a als
auch bei Meprin B in den Dockinglosungen n-n-Wechsel-
wirkungen der heteroaromatischen Grundkorper vermutet
werden, konnte die Untersuchung der -elektrostatischen
Eigenschaften der Verbindungen eine bessere Abbildung der
Struktur-Wirkungsbeziehungen zulassen. Neben der sterischen
Passfahigkeit des Liganden zum Protein ist die elektrostatische
Komplementaritét fiir die Bindung ebenfalls entscheidend. Die
elektrostatischen Eigenschaften der heteroaromatischen
Grundkorper konnten demzufolge die Bindungsaffinitit

[134]

unterschiedlich beeinflussen. Fir den Vergleich der

Ladungsverteilung wurden die molekularen elektrostatischen
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Potentiale quantenmechanisch (Turbomole V7.3, BP86/def-SV(P), DFT-D3 (BJ)!!3*)) berechnet
und auf die Isooberfiche der Elektronendichte abgebildet. Um den Fokus auf die Heteroaromaten
zu legen, wurden Derivate ohne die Hydroxamsdureeinheit bei den Berechnungen betrachtet.
Innerhalb der monozyklischen heteroaromatischen Derivate zdhlen das Pyrazol-
(5¢: Ki®Phviep «=3 nM) und das Imidazolderivat (5j: Ki®Phmep =2 nM) mit einer inhibitorischen
Aktivitdit im einstelligen nanomolaren Bereich zu den aktivsten Verbindungen gegeniiber
Meprin o.. Beide Heteroaromaten weisen punktuell an einem Ringatom ein negatives
elektrostatisches Potential auf (Abbildung 20B und F). Die negative Ladung konzentriert sich
dabei auf ein Stickstoffatom des Pyrazols (5¢) und das unsubstituierte Stickstoffstom des
Imidazols (5j). Des Weiteren weisen die jeweiligen angrenzenden Phenylreste einen Bereich
negativen elektrostatischen Potentials auf mit einer Elektronendichte im Zentrum des Aromaten.
Eine hohe Elektronendichte des Phenylrestes konnte sich positiv auf mogliche Kationen-m-

Interaktionen innerhalb der Si‘-Bindetasche mit dem jeweiligen Argininrest auswirken.

A

Abbildung 20: Elektrostatischen Potentiale der Derivate 5a, 5¢, Se, 5g, 5i und 5j (als Modell ohne Hydroxams&urefunktion)
dargestellt {iber die Einfdrbung der Isooberfliache der Elektronendichte (Isowert=0,001); rot: negatives elektrostatisches Potential
(Elektroneniiberschuss); blau: positives elektrostatisches Potential (Elektronendefizit).

Die molekularen elektrostatischen Potentiale des Isoxazol- (5e: Ki®Phvepo=4 nM) und
1,2,3-Triazolderivats  (5i: Ki®hmepo=9 nM)  sind  miteinander  vergleichbar.  Beide
unsubstituierten Ringatome weisen ein negatives elektronisches Potential (Abbildung 20C und E)
auf. Die Rotfarbung ist beim Isoxazol (Se) fiir das Stickstoffatom jedoch etwas starker ausgepragt
als das benachbarte Sauerstoffatom, wéhrend die Ladungsdichte beim 1,2,3-Triazol (5i)

gleichmédBiger verteilt ist. Die gleichméfige Ladungsverteilung innerhalb der zwei Ringatome
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konnte einen Einfluss auf die verminderte Aktivitit des 1,2,3-Triazols (5i) haben. Am
wenigsten werden das  1,2,4-Triazol- (5g: Ki®Phvepo=66 nM) und das Pyrrolderivat
(5a: Ki®Phnep o=20 nM) fiir die Hemmung von Meprin o bevorzugt. Beide Heteroaromaten
weisen an den unsubstituierten Ringatomen eine gleichmidBige Ladungsverteilung auf
(Abbildung 20A und D). Mit dem Pyrrol (5a) als Grundkdrper sind sogar iiber den gesamten
Heteroaromaten und den beiden Phenylresten negative elektrostatische Potentiale festzustellen,
die fast die komplette Isooberfldache rot anfarben lassen. Die hohe Elektronendichte am Phenylrest
konnte sich wiederum positiv auf mogliche Interaktionen mit der S;°‘-Bindetasche auswirken und
die hohere Aktivitit des Pyrrols (5a) im Vergleich zum 1,2,4-Triazol (5g) erkldren. Die negativen
elektrostatischen Potentiale konzentrieren sich im Gegensatz dazu beim 1,2,4-Triazol (5g) auf
die beiden elektronenziehenden Stickstoffatome in Postion 1 und 2, wihrend die Methylgruppe
hingegen eine sehr elektronenarme Region bildet. Die Untersuchung der elektrostatischen
Potentiale der monozyklischen Derivate haben gezeigt, dass besonders ein punktueller
Elektroneniiberschuss innerhalb des Heteroaromaten sich positiv auf die Hemmaktivitit
gegeniiber Meprin o auswirkt und die n-m-Interaktion mit Tyr'®” in der Si-Bindetasche
begiinstigen konnte. Auf Meprin [ 1dsst sich die Hypothese auch iibertragen, da die Verbindungen
5¢, Se und 5j (z. B. 5¢: Ki®Ppnep, 3=199 nM) héhere inhibitorische Aktivititen im mehrstelligen
nanomolaren Bereich aufweisen als die heteroaromatischen Derivate 5a, 5g und 5i (z. B.

Sa: Ki®Ppnep, p=4311 nM) mit einer gleichmiBigeren Ladungsverteilung. Demnach konnten die

216 211

moglichen n-n-Wechselwirkungen zu Phe”'® oder Tyr”"' im unteren Bereich des aktiven Zentrums
von Meprin 3 durch die einseitige negative Polarisierung positiv beeinflusst werden. Zudem wurde
gezeigt, dass in Abhidngigkeit des heteroaromatischen Kerns auch die elektrostatischen
Eigenschaften der Substituenten beeinflusst werden. Die hohe Elektronendichte des Phenylrestes
(z. B. 5¢, 5j) konnte somit zur Bindungsaffinitdt beitragen. Dagegen scheinen elektronenarme
Bereiche an der Spacergruppe (z. B. 5g) sich ungiinstig auf die Aktivitit auszuwirken.

Im Vergleich zu den monozyklischen Derivaten (5a-j) besallen die anellierten Derivate (7a-h) eine
geringere Hemmaktivitit. Da die Positionierung des Arylrestes durch die Ringkondensation im
Vergleich zu den monozyklischen Derivaten verdndert ist, konnten die jeweiligen Bindetaschen
(S1 und S1°) schlechter adressiert werden. In den Dockinglésungen von Meprin o und 3 weisen
die anellierten Derivate mit C;-Spacer auch dhnliche Positionierungen auf wie das prototypischen
Indol 7a (Abbildung 21A und B), sodass anhand der visuellen Analyse der Dockingergebnisse
keine Riickschliisse auf die inhibitorischen Aktivititen gezogen werden konnen. In Meprin 3

wurde in den Dockinglosungen zusitzlich noch eine weitere Positionierung (Abbildung 21C) bei

einigen Derivaten dargestellt, bei der n-n-Interaktionen auch mit dem Heteroaromaten selbst und
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Phe?!® bzw. Tyr?!! in Betracht gezogen werden konnen. In Meprin o lisst sich eine T-formige
Wechselwirkung zwischen Tyr'®” und dem anellierten Heteroaromaten vermuten. Neben dem
Indolderivat 7b mit Co-Spacer wurde auch flir den Benzimidazolgrundkorper ein Analogon (7e)
mit verldngerter Spacergruppe dargestellt. Analog zu den monozyklischen Derivaten wurde mit
der Verldngerung der Spacerldnge eine Verringerung der Aktivitit gegeniiber Meprin a und f3

beobachtet, was auf die sterische Hinderung der Derivate mit dem Enzym zuriickzufiihren lésst.

Abbildung 21: Vergleich der Dockinglésungen der anellierten Verbindungen 7a, 7e, 7d, 7f-h mit Ci-Spacer in Meprin o (A,
Homologie Modell) und Meprin B (B, C, PDB: 7AQl), 7a — griin.

Die Moglichkeit von n-n-Wechselwirkungen lédsst erneut darauf schlieen, dass elektrostatische
Eigenschaften der einzelnen anellierten Grundkorper die inhibitorischen Aktivititen modulieren
konnten. Fiir die Untersuchung der elektrostatischen Eigenschaften wurden ebenfalls die
molekularen elektrostatischen Potentiale berechnet (Abbildung 22). Das 1-yl-Indolderivat (7a:
Ki@®Pniep =69 nM, Ki®Phyiep 3=1076 nM) sowie das 3-yl-Indolderivat (7¢: Ki®Phwep o=82 nM,
K@y, p=1184 nM) zeigten innerhalb der anellierten Derivate die hochste Hemmaktivitiit.
Die Einfithrung eines Stickstoffatoms bei den zwei Indolgrundkérpern 7a und 7c¢ fiihrt zu
elektronenreichen Heteroaromaten, bei denen das freie Elektronenpaar des Stickstoffatoms in das
aromatische System eingebaut ist und somit die Elektronendichte erh6ht wird. Beide Phenylreste
weisen ebenfalls eine hohe Elektronendichte auf, sodass fiir 7a und 7¢ eine gleichméBig stark rot
eingefarbte Fliche des aromatischen Systems zu erkennen ist (Abbildung 22A und B).
Die Erhohung der Elektronendichte innerhalb des Heteroaromaten kdnnte sich demzufolge positiv
auf n-n-Interaktion mit Tyr'®” in Meprin o und Tyr*!! in Meprin B auswirken. Zudem kdnnte auch
die Interaktion innerhalb der S;‘-Bindetasche durch den elektronenreichen Phenylrest positiv
beeinflusst werden. Mit dem Benzimidazol- und Indazolderivat (7d und 7h) wird ein zweites
Stickstoffatom eingefiihrt, wodurch eine Reduzierung der Elektronendichte und eine
Verschiebung der negativen Ladung auf das jeweilige Stickstoffatom im Bereich des
Fiinfringheteroaromaten festzustellen ist (Abbildung 22C und F). Die verminderte
Elektronendichte innerhalb des aromatischen Systems ist mit einer Verringerung der
inhibitorischen Aktivitit verbunden (7d: Ki®Phvepo=163 nM, Ki@®Pyyie, p=1625 nM; 7h:
Ki@®Phnviep =273 1M, Ki®Phvep p=3364 nM).
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Abbildung 22: Elektrostatischen Potentiale der Derivate 7a, 7¢, 7d, 7f, 7g und 7h (als Modell ohne Hydroxamséurefunktion)
dargestellt iiber die Einfarbung der Isooberfliche der Elektronendichte (Isowert=0,001); rot: negatives elektrostatisches Potential
(Elektroneniiberschuss); blau: positives elektrostatisches Potential (Elektronendefizit).

Mit der Darstellung der Imidazopyridine 7f und 7g wird ein weiteres Stickstoffatom in den
Sechsring des anellierten Heteroaromaten eingebaut, was zu einer weiteren Reduktion der
Elektronendichte fiihrt (Abbildung 22D und E). Die negative Polarisierung konzentriert sich je
nach Position auf das entsprechende Stickstoffatom. So fiihrt die punktuelle Polarisierung des
N1-Imidazo[4,5-b]pyridins (7g: Ki®Phmep «=1483 nM) zu einer zehnfachen Verminderung der
Aktivitit im Vergleich zum Benzimidazol (7d: Ki®Pywep «=163 nM) mit einer gleichmiBigeren
Ladungsverteilung im Sechsring. Des Weiteren weist die Methylgruppe von 7g ein positives
elektronisches Potenzial auf, was in Analogie zum 1,2,4-Triazol (5g) sich negativ auf die
Hemmaktivitdt auswirken konnte. Eine andere Position des Stickstoffs des N3-Imidazo[4,5-
blpyridins (7f: Ki®Pvep =262 nM) zeigte wiederum keine Reduktion der Hemmaktivitit
gegeniiber Meprin a.. Ein Grund koénnte die Ausbildung einer moglichen Wasserstoffbriicke
zwischen Asn'”® und dem Stickstoffatom N4 des Imidazo[4,5-b]pyridins 7f darstellen, welche die
Hemmaktivitdt positiv beeinflussen konnte. In Bezug auf Meprin 3 hat das unterschiedliche
Substitutionsmuster der Imidazo[4,5-b]pyridine keinen Einfluss auf die Hemmaktivitét
(7f: Ki®Phpniep =4556 nM, 7g: Ki@Pyviep 5=4170 nM). Die inhibitorischen Aktivititen sind nur um
Faktor vier schlechter als beim Benzimidazol (7d: Ki®Ppep p=1625 nM). Dies konnte bedeuten,

dass die Aktivitit gegeniiber Meprin [ nicht nur auf die n-n-Wechselwirkungen des Sechsring des
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anellierten Heteroaromaten mit Tyr?!! beruhen, sondern auch durch potenzielle Interaktionen
ausgehend vom Fiinfring moduliert werden konnte.

Mittels der Untersuchung der molekularen elektrostatischen Potentiale konnte ein moglicher
Zusammenhang zwischen der Ladungsverteilung und der Aktivitdt der Verbindungen festgestellt
werden, wihrend die Dockingexperimente zu keiner eindeutigen Abbildung der Struktur-
Wirkungsbeziehungen fiihrte. Ausgewihlte Verbindungen, die hinsichtlich der Aktivitit
gegeniiber Ovastacin evaluiert wurden, zeigten teilweise einen dhnlichen Trend, welcher auch bei
Meprin o und [ festgestellt wurde. Demnach konnte ebenfalls davon ausgegangen werden, dass
die in den Dockingergebnissen gezeigte m-m-Interaktionen mit Phe*** und Tyr**® durch die
elektrostatischen Eigenschaften des Heteroaromaten mafigeblich beeinflusst werden. Die formale
Zyklisierung des Grundkorpers sowie das anschlieBende Austauschen der Heteroatome innerhalb
des Heteroaromaten im Zusammenhang des Scaffold Hoppings ermdglichte die Identifizierung
von vielen neuartigen Grundkorpern. Die Anwendung dieser beiden Konzepte flihrte zu einer
beeindruckenden Aktivitdtssteigerung gegeniiber Meprin o und . Da keine ausgeprigte
Inhibierung der off-target-Metalloproteasen und keine Zytotoxizitit (Anhang 9.3) festgestellt
wurde, eignen sich die neuartigen heteroaromatischen Grundkorper als Ausgangspunkte fiir
weitere Optimierungen. Zudem zeigten einige Derivate auch ohne jegliche Funktionalisierungen
bereits eine hohe inhibitorische Potenz gegeniiber Meprin a sowie eine gute Selektivitit gegeniiber

Meprin £.

5.2.3 Einfluss der Substituenten in 3- und S-Position der 3,4,5-substituierten Pyrazole auf

die inhibitorische Aktivitat

Aufgrund der guten synthetischen Zuginglichkeit wurde der Pyrazolgrundkorper (Sc) fiir die
weitere Derivatisierungen ausgewéhlt. Durch die systematische Variation der Substituenten sollte
die Modulation der Hemmaktivititen gegeniiber Meprin o, [ und Ovastacin sowie die

Verdnderung der Selektivitét innerhalb der Meprinisoformen untersucht werden.
5.2.3.1 Modulation der inhibitorischen Aktivitit durch die Variation eines Arylrestes

Die Einfiihrung von verschiedenen lipophilen Resten wurde hinsichtlich der Aktivitit gegeniiber
Meprin a und B evaluiert und mit dem Diphenylpyrazolderivat Sc¢ verglichen. Eine Abnahme der
Aktivitdat wurde bei Resten (100a,b) beobachtet, die nicht der Lange und GréBe des Phenylrestes
von 5¢ (Ki®Pvepo=1 nM, Ki@®Phyer5=116 nM) entsprechen. Ein Methylsubstituent (100a:
Ki@®Pprvep e=302 nM, Ki@®Phnep 5=2111 nM) am Pyrazolgrundkdrper kénnte als Rest zu kurz sein,

um die S;‘-Bindetasche im aktiven Zentrum zu adressieren, sodass die fehlenden Interaktionen zu
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einer Reduktion der Hemmaktivitét gegeniiber Meprin o und B fithren. Im Gegensatz dazu konnte
die Aktivititsverringerung bei Einfiihrung eines Benzylsubstituenten (100b: Ki®Pve, o=70 nM,
Ki®Pynvep p=1733 nM) durch eine ungiinstigere Positionierung des Restes oder durch eine sterische
Behinderung im aktiven Zentrum erklart werden. Mit dem Austausch des Phenylrestes gegen einen
gesittigten Cyclopentanrest (100¢: Ki®Phyviep o=6 1M, Ki®Phvep p=320 nM) wurden vergleichbare
Aktivitdten bestimmt, was auf eine dhnliche Positionierung des Cyclopentanrestes in S1* wie des
Phenylrestes bei Sc¢ hinweisen konnte. Die Positionierung eines lipophilen Restes direkt am
Pyrazolgrundgeriist wird demzufolge fiir die Hemmung von Meprin a und 3 bevorzugt.

Die Einfiihrung von substituierten Phenylresten (100d-g), die einen +M-Effekt aufweisen und
Wasserstoftbriickenakzeptoren darstellen, hatte keinen groen Einfluss auf die inhibitorischen
Aktivitdten gegeniiber Meprin o und . Die Hemmaktivitdten dieser Derivate sind im Vergleich
zum Diphenylpyrazolderivat 5S¢ unverdandert, was gegensétzlich zu den tertidiren Aminen ist, bei
denen die Einfithrung von Wasserstoftbriickenakzeptoren sich positiv auf die Meprin a-Aktivitét
auswirkte.l'® Die Dockinglosung von 100e (Ki®Ppvepo=1 nM) ldsst eine Orientierung des
para-Methoxyphenylrestes in Richtung S;’-Bindetasche vermuten, wodurch die Ausbildung einer

242

Wasserstoftbriicke zwischen dem Methoxyrest und dem Argininrest Arg=** oder einer Kation-r-

Wechselwirkungen zwischen dem elektronenreichen Aromaten und dem Arigininrest Arg?** in

Meprin oo moglich wire (Abbildung 23).

Y187

Abbildung 23: A) Dockinglosung des monosubstituierten Pyrazolderivats 100e (1/20, blau) in Meprin a. (Homologie Modell);
B) schematische 2D-Darstellung des mdglichen Bindungsmodus von 100e in Meprin a.

In Abhingigkeit von Solvatationseffekten kann der Beitrag einer Wasserstoffbriicke die
Bindungsaffinidt unterschiedlich verdndern. Die gleichbleibenden Hemmaktivitidten dieser
monosubstituierten Pyrazole (100d-g) konnten auf ungiinstige Solvatationseffekte und andere
Faktoren wie enthalpische und entropische Einfliisse hinweisen, bei der eine zusétzliche
Wasserstoffbriickenbindung nicht zur Aktivititserhdhung beitrigt.l!%% Ein positiver mesomerer
Effekt ist dennoch bestimmend fiir die Aktivitdt gegeniiber Meprin o und 3, da im Gegensatz dazu
die Substitution durch Benzonitrilresten (100h: Ki®Phyepo=5 1M,  Ki®Phvep p=335 nM,

100i: Ki®hnvep o=14 1M, Ki®Phniep p=995 nM), die einen —M-Effekt aufweisen, zu einer
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Aktivitdtsverringerung fiihrte. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese einer moglichen
Ausbildung von Kation-n-Wechselwirkungen zwischen den elektronenreichen Phenylresten und
den Argininresten Arg®*? in Meprin o und Arg?*® in Meprin p.

Mit der Erhohung der Aciditit durch Einfiihrung von aciden funktionellen Gruppen (100j-100p)
konnte eine Verschiebung der Selektivitdt in Richtung Meprin 3 verzeichnet werden, die zum Teil
zu einer dquipotenten Hemmung von Meprin o und f fiithrte. Der Austausch des Phenylrestes (5¢)
gegen einen Chlor-Fluorphenolrest (100m: Ki®Ppnep o=0,1 nM, Ki®Ppvep =0,4 nM) mit der
phenolischen Funktion in para-Position fithrte sowohl fiir Meprin o als auch Meprin 3 zu einer
deutlichen Aktivitdtssteigerung in den picomolaren Bereich. Durch die elektronenziehenden
Halogenatome wird der pKs-Wert des sonst schwach aciden Phenols abgesenkt, sodass
Halogenphenole als lipophile Carbonséurebioisostere eingesetzt werden kénnen.!'*”] Der Einsatz
von Carbonsdurebioisosteren findet hiufig Anwendung in der medizinischen Chemie, um
Nachteile der Carbonsdure als funktionelle Gruppe wie z.B. begrenzte passive Diffusion durch
biologische Membranen oder metabolische Instabilitiit, zu vermeiden.!'3”:1*8) Die Positionierung
der aciden Funktion von 100m in den Dockingergebnissen konnte auf eine ionische

Wechselwirkungen oder eine ladungsunterstiitzte Wasserstoffbriicke mit dem Argininrest in der

S:-Bindetasche von Meprin o (Arg®*?) hindeuten (Abbildung 24A und B).

Abbildung 24: Dockinglosung des monosubstituierten Pyrazolderivats 100m in A) Meprin a (1/20) und in C) Meprin B (3/20,
PDB: 7AQ1); schematische 2D-Darstellung des moglichen Bindungsmodus von 100m in B) Meprin o und D) Meprin (3.

In Meprin B kann ebenfalls eine ionische Wechselwirkung zwischen dem Phenolat und dem
Argininrest (Arg®*®) diskutiert werden. Eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem Riickgrat der

benachbarten Aminosiure Ser®!'? in Meprin f ist ebenfalls nicht auszuschlieBen. Zudem kénnte die
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Reduktion der Aciditit und die gesteigerte Lipophilie durch die Halogenatome des Halophenols
auch zu der Aktivitdtssteigerung gegeniiber Meprin a beitragen. Die meta-Position der aciden
Phenolfunktion (1001: Ki®@®Phve, o=2 nM, Ki@®Phyep =61 nM) wurde hingegen weniger fiir die
Hemmung von Meprin a und 3 bevorzugt, was auf eine ungiinstigere Positionierung der aciden
Funktion fiir die Ausbildung von Wechselwirkungen vermuten ldsst. Die Einfiihrung von aciden
Carboxyphenylresten (100j: Ki®Ppvep o=8 nM, Ki®Phne, =48 nM; 100k: Ki@®Pvep o=17 nM,
Ki@®Pyvep p=116 nM) hatte auf die Inhibierung von Meprin B einen marginalen positiven Effekt.
Die andere Positionierung der Carboxylgruppe im Vergleich zur Hydroxyfunktion des
Halogenphenols konnte fiir die Ausbildung der oben beschriebenen Wechselwirkungen ungiinstig
sein. Die beiden Derivate 100j und 100k wurden fiir die Hemmung von Meprin o im Vergleich
zum Diphenylpyrazolderivat 5S¢ weniger bevorzugt, was den Struktur-Wirkungsbeziehungen der
tertidren Amine dhnelt.

In Analogie zu Meprin o und B konnte bei der Evaluierung von ausgewidhlten monosubstituierten
Pyrazolen gegeniiber murinem Ovastacin fiir die Derivate mit einem para-Methoxyphenyl- (100e)
und para-Carboxyphenylrest (100k) nur ein marginaler Einfluss auf die inhibitorische Aktivitit
beobachtet werden. Im Gegensatz dazu wurde wiederholt bei der Einfiihrung des Halophenols
(100m: K;@P);.6,,=0,7 nM) eine deutliche Aktivititssteigerung in den picomolaren Bereich erzielt.
Die Wechselwirkung des Phenolats mit der NH-Funktion der benachbarten Aminosiure Gly>*’
konnte zur hohen Bindungsaffinitit der Verbindung 100m beitragen (Abbildung 25). Zudem

264 in der

konnten ionische Wechselwirkungen des Phenolats mit dem positiv geladenen Arg
S1°-Bindetasche diskutiert werden. Mit der Chlor-Fluorphenolsubstitution des Pyrazolderivats
(100m) wurde ein pan-spezifischer Astacininhibitor dargestellt, welcher aufgrund der Lipophilie
und reduzierten Aciditdt des Substituenten Interaktionen mit der S;‘-Bindetasche in Meprin a

und B sowie Ovastacin ausbilden konnte.

Abbildung 25: A) Dockinglosung des monosubstituierten Pyrazolderivats 100m in mOvastacin (1/20, Homologie Modell);
B) schematische 2D-Darstellung des moglichen Bindungsmodus von 100m in mOvastacin.

Die Untersuchung weiterer Carbonsdurebioisostere (100n-p) zeigte grundsitzlich auch eine

Verschiebung der Selektivitét in Richtung Meprin 3 (Abschnitt 5.1.3.1, Tabelle 17). Innerhalb der



106 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

dargestellten Carbonsdurebioisostere stellt das Tetrazol (100p) die acideste Gruppe dar
(Abbildung 26C). Aufgrund der Stabilisierung der negativen Ladung durch Elektronen-
delokalisation weist das Tetrazol einen vergleichbaren pKs-Wert auf wie die Carbonsdure und ist
aber im Unterschied dazu lipophiler als das korrespondierende Carboxylat.!'**] Dieser Unterschied
geht mit einer zehnfach hoheren Inhibierung von Meprin o und  durch Phenyltetrazolderivat
100p im Vergleich zum Carboxyphenylanalogon 100j einher (100j: Ki®Ph\epo=8 nM,
Ki@Ppy e, =48 nM; 100p: Ki®Phniep o=0,7 nM, Ki@®Phviep =7 nM). Mit den Dockingexperimenten
in Meprin B konnte fiir das Pyrazol mit einem Phenyltetrazolrest (100p) ein Bindungsmodus
vermutet werden, die eine Interaktion mit Arg'“® in der S>‘-Bindetasche aufweist (Abbildung 26B).
Durch die GroBle des Tetrazols wird der Abstand zwischen dem Phenylrest und der aciden
Funktionalitit im Vergleich zum Carbonsiureanalogon verlingert.['*>1%) Dadurch konnte die
Adressierung der S:‘-Bindetasche fiir das Phenyltetrazolderivat (100p) mdglich sein. Die
S»¢-Bindetasche wird in Meprin o durch einen Tyrosinrest (Tyr'*°) geformt, und wird in der
Dockinglosung nicht vom Tetrazolrest adressiert. Das Docking ldsst auf Wechselwirkungen mit

Arg?* in der S;‘-Bindetasche vermuten (Abbildung 26A).

pKs = 4.0 pKs=4.3 pKs=5.8 pKs =6.9 pKs =10.2

Abbildung 26: Dockinglésung des monosubstituierten Pyrazolderivats 100p in Meprin o (A, 1/20) und Meprin B (B, 1/20);
C) Berechnete pKs-Werte der aciden Funktionalititen (mittels MarvinSketch 6.2.2 der Firma ChemAxon).

Die dquipotente Hemmung des 3-Hydroxyisoxazolderivats (100n: Ki®@®Ppyep =16 nM,
K@y, p=14 nM) im nanomolaren Bereich konnte auf eine #hnliche Positionierung in der
Si‘-Bindetasche wie beim Halophenolderivat 100m hindeuten, bei der Wechselwirkungen mit den
jeweiligen Argininresten in Meprin a. (Arg®*?) und B (Arg'*®) moglich sind. Mit einem pKs-Wert
von 6 (Abbildung 26C) ist die Hydroxyfunktionalitidt des 3-Hydroxyisoxazols etwas acider im
Vergleich zum Halogenphenol. Die gesteigerte Polaritét des 3-Hydroxyisoxazols (100n) durch die

Einfilhrung von Heteroatomen und das Fehlen der Halogenatome im Vergleich zum
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Halogenphenol konnten Einfluss auf die inhibitorische Aktivitit haben und zu einer verringerten
Inhibierung im Vergleich zu 100m fiihren. Die Hemmaktivititen des Pyrazolderivats mit einem
Trifluoromethylpyrazolrest (1000: Ki®Phvep o=2 nM, K;@Ppye, ;=88 nM) liegen im #hnlichen
Bereich wie die des Diphenylpyrazols S5c. Die Einfilhrung einer elektronenziehenden
Trifluoromethylgruppe am Pyrazol erhoht die Aciditidt der NH-Funktion des Pyrazols auf einen
pKs-Wert von ca. zehn (Abbildung 26C). Die verminderte Aktivitit von 1000 gegeniiber Meprin [3
konnte auf die geringere Aciditéit verglichen mit den anderen Bioisosteren zuriickzufiihren sein,

sodass die basischen Bindetaschen im aktiven Zentrum von Meprin 3 nicht adressiert werden.

5.2.3.2 Modulation der inhibitorischen Aktivitdt durch die Variation beider Arylreste

Die Modifizierung des Diphenylpyrazols an beiden Phenylresten in 3- und 5-Position zeigte, dass
die Einfiihrung eines zweiten Substituenten nur einen marginalen Einfluss auf die inhibitorische
Aktivitdt gegeniliber Meprin a und 3 aufwies. Die Trends, die schon bei den monosubstituierten
Pyrazolderivaten (Abschnitt 5.2.3.1) beobachtet wurden, konnten auf die disubstituierten Pyrazole
iibertragen werden. Um die Aktivitdt gegeniiber Meprin B und die Meprin B-Selektivitidt zu
verbessern, wurden unter anderem Pyrazolderivate mit zwei aciden Resten kombiniert (101b-d,
101g-j). Jedoch konnte bei der Einfiihrung eines zweiten aciden Restes kein deutlicher
Aktivititsunterschied im Vergleich zu den korrespondierenden monosubstituierten Pyrazolen
(100j-m) und damit auch keine Verbesserung der Meprin -Selektivitit festgestellt werden (z. B.
100m: Ki®Pyniep 0=0,1 nM, Ki®@®Phniep 5=0,4 nM; 101z Ki®Phniep o=0,1 nM, Ki@Ppyie, =0,2 nM).
Dies ist gegensitzlich zu der Struktur-Wirkungsbeziehung, welche bei den tertidren Aminen und
besonders beim Aminderivat 2a mit zwei Carboxybenzylresten beobachtet wurde.[®!
Die Dockingergebnisse am Beispiel der disubstituierten Verbindung 101j verdeutlichen, dass der
zweite Substituent am Phenylrest an der Si-Bindetasche vorbeifiihrt und aufgrund der Planaritit

des aromatischen Rings die Si-Bindetasche nicht adressieren kann (Abbildung 27).

Abbildung 27: Dockinglésung des disubstituierten Pyrazolderivats 101j in Meprin o (A, 5/20) und in Meprin (B, 2/20);
Si1-Bindetasche wird im Vergleich dazu von 2a (weil3, kokristallisierter Ligand in Meprin 3) adressiert.
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In Meprin o interagiert vorrangig der heteroaromatische Kern mit dem Tyrosinrest Tyr'®’ in der
Si-Bindetasche (Abbildung 27A), wihrend der Argininrest Arg'®* in Meprin B keinen
Interaktionspartner aufweist (Abbildung 27B). Stattdessen konnte die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den substituierten Phenylresten und Asn'®” in S, des
aktiven Zentrums anhand der Dockingergebnisse in Betracht gezogen werden. Die Substitution
des zweiten Phenylrestes trdagt aufgrund der fehlenden Interaktion mit der Si-Bindetasche somit
im Wesentlichen nicht zur Modulation der inhibitorischen Aktivitdt und Selektivitit bei. Fiir die
Modulation der Selektivitdt innerhalb der humanen Astacinproteasen ist allerdings die Interaktion
mit der Si-Bindetasche entscheidend, da die Si-Bindetasche bei allen Astacinproteasen

unterschiedlich ist (Abschnitt 1.1.3).

5.2.3.3 Vergleich zwischen aromatischen und geséttigten Substituenten

Da die Einfiihrung eines zweiten aromatischen Substituenten im Wesentlichen keinen Einfluss auf
die Hemmaktivitdt gegeniiber Meprin o und 3 hatte, wurden Pyrazolderivate untersucht, die
anstelle des aromatischen Phenylrestes einen gesittigten Cycloalkanrest aufweisen. Das Ziel
bestand darin, die Si-Bindetasche mit diesen Derivaten besser adressieren zu konnen. In den
vorherigen Abschnitten konnte bereits gezeigt werden, dass die Einfiihrung eines Cycloalkanrestes
in 3(5)-Position (Abschnitt 5.1.3.1) fiir die Inhibierung von Meprin o und 3 geeignet ist. Bei der
Konformation des gesittigten Rings konnen die Substituenten iiber eine dquatoriale oder axiale
Stellung andere Positionierungen einnehmen, wéhrend die Substituenten am aromatischen
Phenylrest in der Ringebene ausgerichtet sind. Mit der Einfiihrung von Cyclohexancarbonsduren
sollte eine Verbesserung der Meprin B-Selektivitit erzielt werden, da die Carboxylgruppe am
Cyclohexylsubstituenten durch den anderen Bindungswinkel den Argininrest Arg!®* in der
Si-Bindetasche besser adressieren konnte. Mit der Einflihrung der Cyclohexancarbonsiduren
konnte eine Erhohung der inhibitorischen Aktivitit gegeniiber Meprin B im Vergleich zum
unsubstituierten Diphenylpyrazolderivat (5¢: Ki®Pmepp=116 nM) beobachtet werden.
Dabei bewegen sich die Hemmaktivititen im dhnlichen unteren nanomolaren Bereich wie die
Pyrazolderivate mit Carboxyphenylresten (100j,k und 101b,c,g). Die Einflihrung der
Cyclohexancarbonsiuren fiihrte jedoch nicht zu einer Verbesserung der Selektivitdt von Meprin 3
gegeniiber Meprin o. GleichermaBlen wie bei den Pyrazolderivaten mit zwei aromatischen
Carbonsiuren (z. B. 101b: Ki@®Pve, o=10 nM, Ki@®P)yep p=15 nM) wurde bei den Pyrazolen mit
einer Cyclohexancarbonsidure und einer aromatischer Carbonsdure in Kombination (z. B.

101m: Ki®Ppyepo=21 nM, Ki®Phvep p=15 nM) nur eine dquipotente Inhibierung der beiden
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Meprinisoformen bestimmt. Die Dockingergebnisse zeigen, dass die Carboxylgruppe des
gesittigten Cyclohexylrestes von 101m einen anderen Bindungswinkel aufweist im Vergleich zur
planar gerichteten Carboxylgruppe der aromatischen Carbonsidure von 101b (Abbildung 28A).
Allerdings wird Arg'®* in der S;-Bindetasche von Meprin B auch nicht vom Pyrazolderivat mit
einem Cyclohexancarbonsdurerest adressiert. Da im Bereich der Si-Bindetasche von Meprin f3
eine hohe Flexibilitat!®! vorliegt, sind Interpretationen von moglichen Interaktionen und
Wechselwirkungen mit der Si-Bindetasche mittels Dockinguntersuchungen unter Verwendung
eines rigiden Proteins jedoch nur begrenzt mdglich. Im Zusammenspiel mit den in vitro
Ergebnissen dieser Verbindungen konnte jedoch vermutet werden, dass keine Wechselwirkung
zwischen dem Argininrest Arg!®* und den jeweiligen Carboxylresten ausgebildet wird. Wihrend
der 1,4-Cyclohexancarbonsduresubstituent des Pyrazolderivats 101m im Dockingexperiment
vorrangig dem Losungsmittel ausgesetzt ist, konnte die cis-1,2-Cyclohexancarbonséure der
Verbindung 101Kk eine Interaktion mit Asn'®” in S, des aktiven Zentrums von Meprin B eingehen
(Abbildung 28B). Die drei- bis vierfach hohere inhibitorische Aktivitit dieser Verbindung
(101Kk: Ki®Ppyiep =0,4 nM, Ki®Ppye, =5 nM) gegeniiber Meprin B im Vergleich zu den
1,4-Cyclohexancarbonsiureisomeren  (1011:  Ki®Ppvep o=20 nM,  Ki®Pphyepp=21  nM;
101m: Ki®Pppep =21 nM, Ki@®Ppyep p=15 nM) untermauert den vermuteten Bindungsmodus des
Dockings. Trotz des zweiten aciden Restes weist die Verbindung 101k jedoch eine hohere
Hemmaktivitit im picomolaren Bereich gegeniiber Meprin o auf. Dabei konnte die
cis-1,2-Cyclohexancarbonsdure ebenfalls mit dem in Meprin o korrespondierenden Asparaginrest

Asn'” in Wechselwirkung treten.

Abbildung 28: A) Vergleich der Dockingldsungen des disubstituierten Pyrazolderivats 101m mit 1,4-Cyclohexancarbonséurerest
(orange, 8/20) und 101b mit Carboxyphenylrest (grau, 3/20) in Meprin ; B) Dockinglosung des disubstituierten Pyrazolderivats
101k mit 1,2-Cyclohexancarbonsdurerest (dunkelgriin, 1/20) in Meprin f.
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5.2.4 Modulation der inhibitorischen Aktivitit durch die Einfithrung von N-Substituenten
am Diphenylpyrazolgrundkorper

Neben der Variation der Phenylreste an Position 3 und 5 des Pyrazolgrundkdérpers wurde auch der
Einfluss der Einfiihrung von unterschiedlichen Substituenten an Position 1 auf die Hemmaktivitét
gegeniiber den Astacinproteasen untersucht. Beim Vergleich der inhibitorischen Aktivititen
zwischen Methyl- (126a), Phenyl- (121) und Benzylsubstitution (126b) wurde das benzylierte
Pyrazolderivat (126b: Ki®Pnep o=1 nM, Ki®Pnep =291 nM) am meisten fiir die Hemmung von
Meprin o und B bevorzugt. Ausgehend vom benzylierten Pyrazolderivat (126b) wurden
unterschiedliche substituierte Benzylsubstituenten (126¢-n) eingefiihrt und hinsichtlich der
inhibitorischen Aktivitidt evaluiert. Eine weitere Modifizierung der Benzylreste durch den
Austausch des Methylenlinkers gegen einen Cyclobutyl- (131b,c), Oxetan- (131d,e) und
iso-Propyl-Linker (131f) wurde zudem durchgefiihrt, um auch Derivate darzustellen, die weniger
anfallig fiir eine mogliche Spaltung durch oxidative Dealkylierung sein konnten. Diese Einheiten
fiihrten jedoch zu einer zehnfachen Verschlechterung der inhibitorischen Aktivitéit (z. B. 131b:
Ki®@®Phnviep o=13 nM, Ki®Pyvep p=1086 nM), welche auf sterischen Griinden oder eingeschrinkte
Flexibilitit des Linkers beruhen konnten. Generell zeigte die Variation der Benzylsubstituenten
am Pyrazol fir den Grofiteil der Verbindungen nur marginale Verdnderungen in der
inhibitorischen Aktivitdt. Auffillig war jedoch die Aktivititssteigerung gegeniiber Meprin o, und 3
mit der Einfilhrung von Benzylresten mit aciden funktionellen Gruppen (126i-1). Um den
moglichen Bindungsmodus dieser Verbindungen vorhersagen zu kénnen, wurde ein Docking mit
flexiblen Seitenketten durchgefiihrt. Da die Pyrazolderivate im Verhéltnis zu den anderen
Derivaten durch die Einfilhrung der verschiedenen substituierten Benzylreste ein grofleres
Molekiil abbilden, fiihrte die Durchfiihrung der Dockingexperimente in das rigide Protein
besonders bei Meprin a zu Kollisionen mit der Proteinoberflache. Um die induzierte Anpassung
(induced fit) bei der Bildung des Ligand-Protein-Komplexes zu beriicksichtigen, waren die
jeweiligen Aminosduren in der Si- und Si‘-Bindetasche von Meprin o und 3 wihrend des
Dockings flexibel, da diese fiir die Bindung des Liganden relevant sein konnten. Die aktivste
Verbindung gegeniiber Meprin o in dieser Klasse war das Derivat 126k (Ki®Pmep o=0,08 nM)
mit einem Halogenphenolrest. In den Dockingldsungen in Meprin a ist der Benzylsubstituent von

242 in der S)‘-Bindetasche orientiert, was auf ionische Interaktionen

126k zum Argininrest Arg
hindeuten konnte (Abbildung 29). Auch innerhalb der 3,4,5-substituierten Pyrazole wurde bei der
Substitution mit einem Halogenphenolrest (100m, siche Abschnitt 5.2.3.1) vergleichbare
Ergebnisse beobachtet, die ebenfalls auf eine Interaktion mit der S;‘-Bindetasche zuriickgefiihrt

werden konnte. Die Positionierung der Verbindung 126k in der Dockingldsung unterscheidet sich
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jedoch von 100m, da das N-substituierte Pyrazol 126k mehr zur S; ‘- und S»‘-Bindetasche orientiert
ist. Dies konnte die Bildung von hydrophoben Kontakten zwischen dem Phenylrest und unpolaren

Aminosiureseitenketten wie Ile'>?

ermdglichen. Aufgrund der lipophilen Umgebung der
S»*-Bindetasche durch Ile'*? und Tyr'* kénnte auch das Chloratom des Halogenphenols einen
Beitrag zur Bindungsaffinitit liefern. Zusétzlich konnte eine mdgliche Cl-n-Interaktion mit Tyr!'#
in der S»*-Bindetasche in Betracht gezogen werden.!'*!! AuBerdem kdnnten mt-n-Interaktionen des
Phenylrestes mit dem Tyrosinrest Tyr'®” der Si-Bindetasche einen positiven Einfluss auf die

Bindung haben (Abbildung 29B).

Abbildung 29: A) Dockinglésung des N-substituierten Pyrazolderivats 126k (1/20, Docking mit flexiblen Seitenketten Y87 und
R?%2) in Meprin o; B) schematische 2D-Darstellung des moglichen Bindungsmodus von 126k in Meprin o.

Eine Verinderung der Hydroxyfunktion in die para-Position (1261: Ki®Pep «=0,4 nM) fiihrte zu
einer fliinffachen Verschlechterung der Aktivitidt, da die Positionierung der aciden Funktion
ungiinstiger fiir die Ausbildung einer Wechselwirkung mit Arg?* in S;* sein kénnte. Vergleichbare
Aktivititen wurden auch fiir Derivate mit aromatischen Carbonséuren (126i: Ki®Pphmep =0,3 1M,
126j: Ki®Phvep «=0,4 nM) erzielt. Die verringerte inhibitorische Aktivitit der Pyrazole mit
Carboxybenzylresten (126i,j) konnte auf die Relevanz der erhohten Lipophilie des
Halogenphenolrestes fiir eine hohe Bindungsaffinitat hindeuten.

Die Einfiithrung der aciden Reste hatte einen groeren Effekt auf die Hemmung von Meprin 3, bei
der eine Aktivititssteigerung mit bis zu Faktor 30 bestimmt wurde (126i: Ki®Pye, =11 nM,
126k: K@Ppye, p=9 nM). Eine Interaktion mit einem Argininrest im aktiven Zentrum von
Meprin  konnte demzufolge auch vermutet werden. Jedoch wird in der Dockinglésung der

238 in der

Verbindung 126i keine Wechselwirkung mit dem entsprechenden Argininrest Arg
S:1°-Bindetasche gezeigt (Abbildung 30). Der Carboxybenzylsubstituent von 126i ist stattdessen
zu den Seitenketten der Aminosduren Ser’'? und Thr?!* benachbart zur S;‘-Bindetasche gerichtet
und kénnte somit an Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt sein. Ahnliche Interaktionen konnten
auch bei der Kokristallisation des Aminderivats 2a im aktivem Zentrum von Meprin 3 festgetellt

238

werden.[®!] Weitere Interaktionen wie Kationen-n-Wechselwirkungen zwischen Arg?*® und dem
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Phenylrest oder m-n-Interaktionen zwischen Tyr*'! und dem Heteroaromaten sowie zwischen

Phe?!® und dem anderen Phenylrest konnen auch aus der Dockinglésung geschlussfolgert werden.

0 ® H R238
2 -[-- H2N§N\/
S, ; NH

2
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H. 212
e} S

T214

Abbildung 30: A) Dockinglosung des N-substituierten Pyrazolderivats 126i (1/20, Docking mit flexiblen Seitenketten R!%4 und
R23%) in Meprin B; B) schematische 2D-Darstellung des mdglichen Bindungsmodus von 126i in Meprin B.

Der unterschiedliche Bindungsmodus der N-substituierten Pyrazole in Meprin 3 im Vergleich zu
Meprin o kénnte aus den volumindsen Seitenketten des Tyrosinrestes Tyr!'®” in der Si-Bindetasche
und auch des Glutaminrestes GIn?!® benachbart zur S;‘-Bindetasche in Meprin o resultieren, die
den Benzylrest in Richtung Si‘-Bindetasche lenken. Eine ionische Wechselwirkung zu einem
basischen Argininrest im aktiven Zentrum ist dennoch nicht auszuschlieen, da bei Einfithrung
der aciden Benzylsubstituenten (126i-l) eindeutig eine Erhohung der Hemmaktivitit gegeniiber

Meprin 3 festzustellen ist.

Ausgewihlte Verbindungen wurden auch hinsichtlich der Hemmaktivitdt gegeniiber Ovastacin
evaluiert. Fiir die Hemmung von Ovastacin wird sowohl die Einfithrung eines Phenyl-
(121: Ki®,,6,,=33 nM) als auch Benzylrestes (126b: Ki®",0,,=48 nM) als lipophile
Substituenten bevorzugt. Dies konnte durch die lipophile Umgebung im aktiven Zentrum von
Ovastacin begriindet sein, die durch die Seitenketten der Aminosiuren Phe*'* und Phe?*? in der
Si-Bindetasche und durch Gly** benachbart zu S;* gebildet wird. Die Einfiihrung von aciden
Substituenten bewirkte ebenfalls eine Aktivitétssteigerung und ist vergleichbar mit der Aktivitét
gegeniiber Meprin . Bei Betrachtung der Dockingergebnisse ist der Halophenolsubstituent von
126k (Ki®P,0,,=9 nM) zur S;‘-Bindetasche orientiert. Ahnlich wie bei Meprin o konnte eine
ionische Wechselwirkung mit dem Argininrest Arg?** in der Si‘-Bindetasche diskutiert werden
(Abbildung 31). Des Weiteren lassen sich dhnlich wie bei Meprin  n-n-Interaktionen zwischen

23 und dem Phenylrest vermuten, die

Tyr**® und dem Heteroaromaten sowie zwischen Phe
ebenfalls zur inhibitorischen Aktivitdt beitragen konnten. Die Seitenkette des zweiten
Phenylalanins Phe?'4, die die Si-Bindetasche formt, weist eine zu grofe Distanz zu den Derivaten

auf und ist wohlmoglich nicht mit an der Bindung beteiligt.
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Abbildung 31: A) Dockinglésung des N-substituierten Pyrazolderivats 126k (2/20, Docking mit flexiblen Seitenketten F>'4 und
R?%%) in murinen Ovastacin; B) schematische 2D-Darstellung des moglichen Bindungsmodus von 126k in Ovastacin.

Die Verlidngerung der Spacerldange hatte fiir die meisten N-substituierten Pyrazolderivate eine
Aktivitdtsverringerung zur Folge. Eine Ausnahme bildeten jedoch die Diphenylpyrazolderivate
mit einer aromatischen Carbonséure (127i: Ki®Phvep «=0,7 nM, Ki®Plniep p=1210 nM) und mit
einem Halogenphenolrest (127k: Ki®Phnvepo=0,15 nM, Ki®Phne,p=1184 nM), die mit der
Verldngerung des Spacers zwar eine deutliche Abnahme der Bindungsaffinitit gegeniiber
Meprin 3 aufwiesen, aber in der Meprin a-Aktivitdt vergleichsweise konstant blieben. Dies fiihrte
in beiden Fillen zu einer auBBerordentlichen Steigerung der Selektivitidt von Meprin o gegeniiber
Meprin  mit einem Faktor von 1700 fiir 127i und einem Faktor von 8000 fiir 127k. Mit einem
Selektivitdtsfaktor von 8000 gegeniiber Meprin 3 stellt die Verbindung 127k bislang den
selektivsten bekannten Meprin a-Inhibitor dar. Die erst kiirzlich beschriebenen Verbindungen von
WANG et al. weisen eine deutlich geringere Meprin a-Selektivitit von Faktor 100 auf.!'*?!
Die Dockinglésung von 127k in Meprin o zeigt, dass der entsprechende acide Substituent des
verlingerten Pyrazolderivats auch noch in der Lage ist, den Argininrest Arg>*? der S;*-Bindetasche

zu adressieren (Abbildung 32).

Y1 87

Abbildung 32: Dockingldsung des N-subsituierten Pyrazolderivats 127k (1/20, Docking mit flexiblen Seitenketten Y'87 und R?4?)
in Meprin a; B) schematische 2D-Darstellung des méglichen Bindungsmodus von 127k in Meprin o.

Aufgrund der Verldngerung des Spacers ist die Diphenylpyrazolgrundstruktur im aktiven Zentrum
anders positioniert als bei den Derivaten mit C;-Spacer. Die zuvor beschriebenen

n-n-Interaktionen konnten somit nicht mehr ausgebildet werden. Entscheidend scheint aber die
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242 7u sein, die fiir die hohe Hemmaktivitit bestimmend ist. Die

ionische Wechselwirkung mit Arg
meta-Position der aciden Funktionalitdt wird fiir die Hemmung bevorzugt. Die entsprechende
para-Stellung der aciden Funktionalitit der Verbindungen (127j: Ki®Phmepa=14 nM, 1271:
Ki®P)nep =8 NM) ist wie bei den anderen Derivaten mit einer Abnahme der Aktivitit verbunden,

242 oder sogar ungiinstige Wechselwirkungen mit Tyr!#

die auf eine fehlende Interaktion mit Arg
in der S;‘-Bindetasche hindeuten kénnten. Im Gegensatz zu Meprin a war die Verldngerung der
Spacerldnge bei den N-substituierten Pyrazolderivaten mit aciden Resten (127i,k) gegeniiber
Meprin 3 mit einer 100fachen Aktivitatsverringerung verbunden. Somit konnte vermutet werden,
dass die bei den Ci-Analoga (126i,k) postulierten Wasserstoffbriicken mit Ser?'? und Thr?!4
(Abbildung 30) mit der Verldngerung des Spacers aufgrund einer anderen Positionierung des
Benzylrestes nicht mehr gebildet werden. Aufgrund der erniedrigten Hemmaktivitit konnte
ebenfalls die Ausbildung einer Wechselwirkung mit den Argininresten Arg'® in der Si- oder

238

Arg”~® in der Si‘-Bindetasche ausgeschlossen werden.

5.2.5 Modulation der inhibitorischen Aktivitit durch die Modifikation der Substituenten

am 2-Phenylbenzimidazolgrundkorper

Innerhalb der anellierten Heteroaromaten wurden ausgehend vom Phenylbenzimidazolderivat
(7d: Ki®Phviep =128 nM, Ki@Phvep p=1134 nM) Modifikationen am Phenylrest vorgenommen,
um den Einfluss auf die inhibitorische Aktivitit gegeniiber Meprin a und 3 zu untersuchen.
Die Einfiihrung von aciden Resten (137b,d,e; 137b: Ki{®Ppniep =263 nM, Ki@®Phniep =254 nM)
aber auch einer Methoxyfunktion (137a: Ki®Pive,a=94 nM, Ki®Pynep =252 nM) fiihrte
besonders gegeniiber Meprin 3 zu einer Erhdhung der Aktivitit. Im Gegensatz dazu wirkte sich
die Modifikation des Phenylrestes fiir die meisten substituierten Pyrazolderivate vergleichsweise
nur marginal auf inhibitorische Aktivitit gegeniiber Meprin B aus (Abschnitt 5.1.3.1).
Der Phenylbenzimidazolgrundkorper ist im Vergleich zum Diphenylpyrazol kiirzer und konnte
somit andere Positionierungen des Phenylrestes im aktiven Zentrum zulassen. Da bereits die
Modifizierung des Phenylrestes durch eine acide Funktionalitét eine Steigerung der Aktivitét von
Meprin B und damit zu vergleichbaren Hemmaktivitdten von Meprin o und B flihrte, wurde
ausgehend von dem Benzimidazolderivat 137b mit einem Chlor-Fluorphenolrest ein zweiter
acider Rest direkt am Benzimidazolgrundkorper zur Steigerung der Meprin 3-Aktivitét eingeflihrt.
Das Ziel bestand darin, die Si-Bindetasche von Meprin  mit der Einflihrung des aciden Restes zu
adressieren, da aufgrund des anellierten Grundkorpers andere Positionierungen der Substituenten
moglich wiren. Die Hemmaktivitét gegeniiber Meprin o und 3 wurde {iber die Positionierung der

Carboxylgruppe am Benzimidazol auf unterschiedliche Weise dirigiert. Eine Carboxylgruppe in
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Position 4 am Benzimidazol (144a: Ki®Pep 6=903 nM, Ki®Phviep p=1159 nM) wurde weder fiir
die Hemmung von Meprin o noch von Meprin 3 bevorzugt, wihrend Position 6 (144c:
Ki@®Pprep =6 nM, Ki@®Phne, =7 nM) gegeniiber beiden Isoformen zu einer Inhibierung im
einstelligen nanomolaren Bereich fithrte. Die  Dockinglésung des  substituierten
Phenylbenzimidazols 144¢ in Meprin oo weist auf eine Positionierung des Halogenphenols in

242 yermuten lassen

Richtung Si‘-Bindetasche hin, die eine Interaktion mit dem Argininrest Arg
(Abbildung 33). Die Carboxyfunktion von 144¢ zeigt im Docking an der Si-Bindetasche von
Meprin o vorbei. Somit stellt die Verbindung 144¢ mit der Carboxylgruppe in Position 6 ein
Regioisomer dar, welches fiir das aktive Zentrum von Meprin o sterisch am giinstigsten ist.
Im Gegensatz dazu konnte die Positionierung der Carboxylgruppe der anderen Isomere in
4- (144a) und 5-Position (144b) des Benzimidazols aufgrund des geringeren Abstands zum Tyr'®’

in der Si-Bindetasche zu repulsiven Effekten flihren.

|152
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Abbildung 33: A) Dockinglosung des substituierten 2-Phenylbenzimidazols 144c¢ (1/20) in Meprin o; B) schematische
2D-Darstellung des moglichen Bindungsmodus von 144¢ in Meprin a.

Eine Aktivititssteigerung gegeniiber Meprin [ ist auch in Abhéngigkeit der Position der
Carboxylgruppe zu beobachten. Fiir die hohe Hemmaktivitit von 144¢ gegeniiber Meprin 3 konnte

238 in der S;‘-Bindetasche durch eine

die Ausbildung von ionischen Wechselwirkungen mit Arg
optimale Positionierung der Carboxyfunktion ausschlaggebend sein. Im Gegensatz zu der
Dockinglésung in Meprin a ist der Halogenphenolrest von 144¢ in Meprin 8 zur S>-Bindetasche
orientiert (Abbildung 34). Die Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem
Asparaginrest Asn'®’ und dem Halogenphenolrest, sowie einer m-n-Wechselwirkung zwischen
dem Benzimidazolgrundkdrper und Tyr?!! kénnten zu einer Steigerung der Aktivitit gegeniiber
Meprin B beitragen. Der Argininrest Arg'® in der Si-Bindetasche wird aufgrund des zu groBen
Abstands nicht durch die acide Funktionalitit des Halogenphenols adressiert. Eine Verschiebung
der Carboxylgruppe auf die 5- und 4-Position des Benzimidazols fiihrte zu einer weiteren

Aktivitidtsverminderung gegeniiber Meprin 3, die auf eine ungiinstige Ausrichtung des aciden

Restes und damit auf ausbleibende Interaktionen hindeuten konnte.
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Abbildung 34: A) Dockinglésung des substituierten 2-Phenylbenzimidazols 144¢ (1/20) in Meprin ; B) schematische
2D-Darstellung des moglichen Bindungsmodus von 144¢ in Meprin 3.

Mit der Einfiihrung eines zweiten aciden Restes konnte die Hemmaktivitét gegeniiber Meprin f3 in
Abhidngigkeit der Position am Benzimidazol erhoht werden. Die fehlende Interaktion der aciden
Reste mit der Si-Bindetasche in Meprin B konnte einen Grund darstellen, warum keine
Verbesserung der Selektivitit von Meprin B gegeniiber Meprin a erzielt wurde. Die Ausbildung

anderer Wechselwirkungen kdnnten jedoch zu der dquipotenten Inhibierung beitragen.

5.2.6 Modulation der inhibitorischen Aktivitit durch die Einfiihrung von Substituenten

am 2-Phenylindolgrundkorper

Innerhalb der anellierten heteroaromatischen Grundstrukturen war es ausgehend vom
2-Phenylindolderivat (7¢: Ki®Phmepo=82 nM, Ki@®Phvep p=1184 nM) mdglich, verschiedene
Substituenten an Position 1 des Indolgrundkérpers (149, 151a-c) einzufiihren. Ahnlich wie bei den
N-substituierten Diphenylpyrazolderivaten wurde die Einfiihrung eines Benzylsubstituenten
(151a: Ki®Ppyep =2 1M, Ki@Phvie, 5=3487 nM) fiir die Hemmung von Meprin o. bevorzugt.
Die Aktivitétssteigerung war mit Faktor 40 deutlich hoher im Vergleich zu den Pyrazolderivaten,
wodurch die Meprin a-Selektivitit positiv beeinflusst wurde. Die Einfiilhrung eines
Halogenphenols (151¢) als acider Substituent bewirkte eine deutliche Erhohung der
Hemmaktivitiit gegeniiber Meprin o in den picomolaren Bereich (151¢: Ki®Pniep o=0,04 nM) und
folgt dementsprechend auch dem Trend, der bei den N-substituierten Diphenylpyrazolderivaten
beobachtet wurde. Die Dockingldsung der Verbindung 151¢ in Meprin a zeigt in Analogie zu den
N-substituierten Pyrazolderivaten eine Positionierung des Benzylrestes in Richtung
Si‘-Bindetasche (Abbildung 35). Der Bindungsmodus von 151c¢ ist somit mit dem N-substituierten
Pyrazolanalogon 126k vergleichbar (Abschnitt 5.2.4). Dabei konnte hauptsédchlich die ionische
Wechselwirkung zwischen der aciden Funktionalitdt des Halophenols (151¢) und dem Argininrest

Arg?* zur hohen Bindungsaffinitiit beitragen. Die zusitzliche Cl-n-Interaktion mit Tyr'# in der



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 117

S>¢-Bindetasche und Erhdhung der Lipophile durch die Halogenatome konnte die Hemmung

gegeniiber Meprin a begiinstigen.

Abbildung 35: A) Dockingldsung des N-substituierten Indolderivats 151¢ (6/20, Docking mit flexiblen Seitenketten Y'8” und R242)
in Meprin o; B) schematische 2D-Darstellung des moglichen Bindungsmodus von 152¢ in Meprin o.

Bei Einfiihrung eines nicht aciden Restes wie ein Benzodioxolanrest (151b: Ki®Ppyepo=1 nM,
Ki@Pyvep p=3430 nM) ist keine Veriinderung in der Aktivitit im Vergleich zum Indol mit einem
unsubstituierten Benzylrest (151a) festzustellen, wodurch die Relevanz eines aciden Restes am
Benzylsubstituenten fiir die Hemmung von Meprin a bekraftigt wird. Eine Erh6hung der Meprin
B-Aktivitit konnte auch bei Einfiihrung des Halogenphenols (151¢: Ki®Ppye,p=245 nM)
beobachtet werden. Trotz der Aktivitdtssteigerung durch die Einfithrung des Halogenphenols am
Indolgrundgeriist fallt die Meprin B-Aktivitdt des substituierten Indolderivats (151c¢) schlechter
aus im Vergleich zum substituierten Pyrazolanalogon (126k: K@\, =9 nM). Die sterische
Abwandlung der anellierten Grundkorper durch die Kondensation des Benzolrings an den
Heteroaromaten konnte zu anderen Positionierungen im aktiven Zentrum von Meprin [ fiihren,
wodurch der Benzylrest eine andere Orientierung im Vergleich zu den N-benzylierten
Pyrazolderivaten einnehmen konnte. Diese verminderte Hemmaktivitit des Indolderivats 151c¢
gegeniiber Meprin [ ist jedoch mit einer sehr hohen Meprin a-Selektivitit mit einem Faktor von

6000 gegeniiber Meprin 3 verbunden.
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5.3 Diskussion der Selektivitit gegeniiber den off-target-Metalloproteasen

Die verschiedenenen heteroaromatischen Grundkdérper waren durch eine hohe Selektivitét
gegeniiber den verwandten Metalloproteasen gekennzeichnet. Mit der strukturellen Modifikation
der heteroaromatischen Derivate konnten jedoch Verdnderungen in der Inhibierung der off-target-
Metalloproteasen bestimmt werden. So wurde bei der Evaluierung der Selektivitit der
3,5-Diphenylpyrazole (Abschnitt 5.1.3.1, Tabelle 20) mit der Einfilhrung eines Methoxyphenyl-
und Benzodioxolanrestes (100d,f) an Position 3(5) eine erhohte Inhibierung der MMP- und
ADAM-Proteasen festgestellt. Im Gegensatz dazu wurde die Einfilhrung eines aciden
Halogenphenolrestes (100m) weniger von den MMPs und ADAMs toleriert, wodurch ein
giinstiges Selektivititsprofil (RA >66%) erzielt wurde. Ein groBerer Einfluss auf die off-target-
Selektivitdt erfolgte durch die strukturelle Modifikation von beiden Substituenten in 3- und
5-Position des Pyrazols, wohingegen die Hemmaktivitit gegeniiber Meprin o und 3 bei der
Modifikation des zweiten Substituenten am Pyrazol unverdndert blieb. Die Einfithrung von zwei
Benzodioxolanresten (101a: z.B. ICso(MMP2)=1,4 uM) fiihrte zu einer stirkeren Inhibierung der
MMPs und ADAMs, verglichen mit dem monosubstituierten Analogon (100f: z.B.
ICs5o(MMP2)=5,3 uM). Dagegen wurde mit der Einfilhrung von zwei aciden Resten
(101j: RA >90%) eine Hemmung der MMPs und ADAMs verhindert, sodass eine sehr hohe
Selektivitdt erzielt werden konnte. Die erhohte Inhibierung der MMPs und ADAMs konnte auf die
Alkoxyreste der Verbindungen (100d,f, und 101a) beruhen, welche die hydrophobe
S:‘-Bindetasche der MMP- und ADAM-Proteasen adressieren konnten. Viele MMP-Inhibitoren

wie beispielsweise NNGH und CGS-27023A

OCH; OCH;
\( Y O Q O (Abbildung 36) besitzen dhnliche strukturelle

Y Y Eigenschaften, die neben der Metallbindegruppe

o NH r auch einen zur S;‘-Bindetasche gerichteten
. . 59

NNGH CGS.27023A hydrophoben Substituenten aufweisen.>*! Auch

Abbildung 36: Chemische Struktur der nicht-selektiven ~ di€ N-substituierten 3,5-Diphenylpyrazolderivate
MMP-Inhibitoren NNGH und CGS-27023A. (Abschitt 5.1.3.2, Tabelle 25) zeigten mit der
Einflihrung von lipophilen Methoxybenzylresten (126¢-f) eine erhdhte Inhibierung gegeniiber den
off-target-Metalloproteasen. Insbesondere fiir ADAMI17 konnten verminderte Restaktivititen
(RA ~20-30%) bestimmt werden. Im Gegensatz zu den MMPs weist ADAMI17 eine tiefe
S;*-Bindetasche auf, die mit der S;‘-Bindetasche verbunden ist.['*}! Dieser Zugang kénnte
demnach Interaktionen der verschiedenen Methoxybenzylreste von 126¢c-f mit der hydrophoben
S;‘-Bindetasche ermoglichen. Die Einfiihrung von polaren aciden Resten (126i-k und 127i,k)

filhrte wiederum zur Verbesserung der Selektivitit und konnte Wechselwirkungen in den
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hydrophoben Bindetaschen der MMPs und ADAMSs ausschlieBen. Insbesondere die Derivate mit
einem verldngerten Spacer (127i,k: RA >90%) wiesen keine Hemmung der off-target-
Metalloproteasen auf, was auf mogliche sterische Griinde zuriickfiihren ldsst. Trotz der
verminderten Restaktivititen der MMPs und ADAMSs in Gegenwart einiger Pyrazolderivate
(100d,f, 101a, 126c-f) sind die Verbindungen dennoch mit einem Faktor {iber 2000 selektiv
gegeniiber den verwandten Metalloproteasen, da die Derivate besonders gegeniiber Meprin o eine
hohe inhibitorische Aktivitit im nanomolaren und picomolaren Bereich aufweisen. Zudem ist die
Einfiihrung von mindestens einem aciden Rest am Pyrazolkern nicht nur mit einer
Selektivitatssteigerung gegeniiber den MMPs und ADAMSs verbunden, sondern auch mit einer
Aktivitétssteigerung gegeniiber einzelner Astacinproteasen. In diesem Zusammenhang konnten
hochpotente pan-spezifische Astacininhibitoren (100m, 101j), sowie hochpotente und selektive

Meprin o-Inhibitoren (127i, 127k) dargestellt werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Proteasen der Astacinfamilie riicken zunehmend in den Fokus der Arzneimittelforschung.
Insbesondere die Inhibierung von Meprin o und Meprin B sowie Ovastacin bietet neue
Behandlungsmoglichkeiten fiir zahlreiche Erkrankungen wie Fibrose, akutes Nierenversagen,
Krebs oder Unfruchtbarkeit. Ausgehend von den ersten potenten Meprininhibitoren auf der Basis
eines tertidren Amins war es Ziel dieser Arbeit, neuartige Inhibitoren darzustellen, die in ihrer
Bindungsaffinitit und Selektivitdt weiter optimiert werden. Fiir Ovastacin war mit Ausnahme des
endogenen Inhibitors Fetuin-B bislang kein weiterer Inhibitor bekannt. Aufgrund der
gemeinsamen strukturellen Eigenschaften im aktiven Zentrum von Ovastacin im Vergleich zu
Meprin o und B erfolgte im Rahmen dieser Arbeit erstmalig die Evaluierung von ausgewihlten
Verbindungen hinsichtlich der Aktivitit von Ovastacin.

Die strukturelle Variation der Substituenten der tertidren Amine fiihrte zu weiteren Inhibitoren mit
einer Aktivitdt im nanomolaren Bereich gegeniiber Meprin a und 3, sowie Ovastacin. Jedoch
konnten innerhalb dieser Strukturklasse keine Verbesserungen hinsichtlich der Aktivitidt und
Selektivitdt erzielt werden. Fiir die weitere Optimierung der Leitstruktur wurden neuartige
heteroaromatische Grundkdorper untersucht, die in ihrer Flexibilitdt konformativ eingeschriankt
sind. Die Synthese von 13 verschiedenen heteroaromatischen Grundstrukturen mit Ci- und
C2-Spacer und deren biochemische Charakterisierung zeigte eine bemerkenswerte Steigerung der
inhibitorischen Aktivitit gegeniiber Meprin o und . Fiir ausgewihlte Verbindungen wurden
vergleichbare Hemmaktivititen gegeniiber Ovastacin bestimmt. Dariiber hinaus iiberzeugten die
heteroaromatischen Derivate mit einem sehr giinstigen Selektivititsprofil gegeniiber den
verwandten Metalloproteasen MMPs und ADAMs, sodass sich die neuartigen Grundkorper ideal
als Ausgangspunkte fiir weitere Optimierungen eigneten.

Ausgehend vom Pyrazol-, Benzimidazol- und Indolgrundkdrper wurden weitere Modifikationen
und Strukturvariationen durchgefiihrt, um die Aktivitdt gegeniiber Meprin o und B, sowie die
Selektivitdt innerhalb der Meprinisoformen zu modulieren (Abbildung 37). Durch die
Modifikation und Variation des Phenylrestes in 3(5)-Position des Pyrazols konnte die
inhibitorische Aktivitit gegenliber Meprin oo und B bis in den unteren picomolaren Bereich
gesteigert werden. Die Untersuchung der weiteren Modifikation des zweiten Phenylrestes erfolgte
durch Darstellung von symmetrisch und asymmetrisch substituierten Pyrazolderivaten. Zwar hatte
die Einfithrung des zweiten Restes keinen Einfluss auf die Bindungsaffinitit gegeniiber den
Meprinen, jedoch konnten Verdnderungen in den off-target-Selektivititen in Abhédngigkeit der

Substituenten festgestellt werden. Mit der Variation der Substituenten an Position 1 des
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Pyrazolgrundkorpers wurde auch eine Steigerung der Hemmaktivitdten im picomolaren Bereich
gegeniiber Meprin o erzielt. Die Verlingerung der Spacerlinge der N-substituierten
Pyrazolderivate von C; auf C; war mit einer Verringerung der Aktivitét verbunden. Jedoch konnte
bei einzelnen Verbindungen aufgrund der gleichbleibend hohen Hemmaktivitit gegeniiber
Meprin o eine deutliche Selektivititserhohung gegeniiber Meprin B beobachtet werden.
Die Modifikation des 2-Phenylbenzimidazols zeigte eine heterogene Verteilung der Aktivitét
unter den verschiedenen Verbindungen und war abhingig vom Substitutionsmuster. Im Vergleich
zu den Pyrazolderivaten fillt die Bindungsaffinitdt jedoch etwas geringer aus. Die Einfiihrung
verschiedener Substituenten an das Indolgeriist ermdglichte eine Steigerung der inhibitorischen
Aktivitét in den picomolaren Bereich fiir Meprin a.. Dabei konnte ebenfalls durch die Modifikation

der Substituenten eine hohe Selektivitidt gegeniiber Meprin [ erzielt werden.

H~ Bn > CH; ~ Ph

Halophenol (m > p) > COOH > +l/+M ~ —I/-M
+8° Aci A: m-Halophenol Bn > Ph
o*p: Acide Reste bevorzugt B: COOH — R' > R2 >> R3 Bn: m-Halophenol >> +I/+M
n=1>n=2
R1
R? RY
N-N s N
1A D2 R
Ph ~ Cyclopentan > Bn > CH, R R N AR
Ph =~ +I/+M > —I/-M o n o)
Halophenol (p > m) > COOH Variation R2:
. : -OCH; ~ m-Halophenol
o: COOH Bioisostere bevorzugt HO/NH marginaler Einfluss Ho’NH f,,,_, p?COOH >>po_coo|-| HO/NH

B: Acide Reste bevorzugt

Abbildung 37: Zusammenfassung der Struktur-Wirkungsbeziehungen der heteroaromatischen Derivate hinsichtlich der Inhibition
von Meprin o und f.

Infolge der weiteren Modifikation der heteroaromatischen Derivate konnten Verbindungen
dargestellt werden, die Hemmaktivitdten im picomolaren Bereich aufweisen und somit bislang die
potentesten bekannten Meprininhibitoren darstellen. Die Evaluierung ausgewihlter Verbindungen
gegeniiber Ovastacin (Abbildung 38) zeigte vergleichbare

Bn=Ph>H

und teilweise bessere Hemmaktivititen als gegeniiber m-Halophenol = p-COOH
> m-COOH ~ +l/+M

Meprin [, welche ebenfalls im pico- bis nanomolaren

R?
Bereich liegen. Diese Derivate stellen somit die potentesten NN
p-Halophenol >> +1/+M R
bekannten Ovastacininhibitoren dar. Im Rahmen dieser ~COOH ~Ph o;j)\©
Arbeit konnten insgesamt 115 Verbindungen dargestellt o NH

werden. Mit der Entdeckung von neuartigen Grundkorpern — Abbildung 38: Zusammenfassung  der
Struktur-Wirkungsbeziehung der Pyrazol-

und der weiteren Modifizierung resultierten Verbindungen, doeri\’ate. hinsichtlich der Inhibition von
vastacin.

die sich nicht nur durch eine hohe inhibitorische Potenz,

sondern auch durch eine hohe Selektivitdt gegeniiber den off-farget-Metalloproteasen MMPs und

ADAMs auszeichnen. Es konnten zum einen potente pan-spezifische Astacininhibitoren
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(z.B. 100m), sowie hochselektive Meprin a-Inhibitoren (z.B. 127k, 151¢) dargestellt werden
(Abbildung 39).

Cl Cl OH
OH F
F
N-N
oY QO
HN™ 0
OH
100m 127k 151¢
Ki@P) Mep o 0,1 (1,62) nM 0,2 (1,26) nM 0,04 (1,27) nM
Ki@P) Mep B 0,4 (1,14) nM 1183,8 (1,14) nM 245 (1,12) nM
K(@P)mOva 0,7 (1,03) nM n.b. n.b.

Abbildung 39: Highlightverbindungen der dargestellten Derivate mit den inhibitorischen Aktivitdten (n.b. — nicht bestimmt).

Mittels Dockinguntersuchungen wurde ein Einblick in mdgliche Bindungsmodi gegeben, welche
die Unterschiede der inhibitorischen Aktivititen innerhalb der Astacine erkldren konnten.
Fiir weitere Untersuchungen konnten Kristallstrukturen von Meprin o und 3, sowie Ovastacin, im
Komplex mit einem Inhibitor generiert werden, um eine genauere Aussage zu potenziellen
Wechselwirkungen innerhalb der Bindetasche zu treffen und weitere strukturbasierte Optimierung
zu ermoglichen. Ausgehend von den dargestellten Derivaten konnten weitere strukturelle
Modifikationen vom Indolgrundgeriist untersucht werden oder am Pyrazolgrundkorper alle drei
Substituenten in 1-, 3- und 5-Position variiert werden, um die Struktur-Wirkungsbeziehung néher
zu beleuchten.

Die bemerkenswerte hohe Selektivitit der Meprin a-Inhibitoren gegeniiber der anderen Isoform
Meprin 3 und gegeniiber den off-target-Metalloproteasen ermdglicht den Einsatz dieser Derivate
als chemische Sonden fiir die Targetvalidierung von Meprin a.. Fiir die Untersuchungen am Target
zur Inhibierung der Meprine wurde bislang in der Regel der unselektive Breitspektrum-
Metalloproteaseinhibitor Actinonin verwendet. Da besonders Meprin o mit verschiedenen
Krebserkrankungen in Verbindung gebracht wird, konnten die Inhibitoren fiir die Validierung der

Rolle von Meprin a bei der Migration von Krebszellen verwendet werden.
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7 EXPERIMENTELLER TEIL

7.1 Allgemeine experimentelle Angaben

Chemikalien und Losungsmittel

Bei den eingesetzten Reagenzien handelt es sich um kommerziell erhiltliche Chemikalien der
Firmen Acros Organics, Alfa Aesar, Bachem, ChemPUR, Merck, Sigma-Aldrich, Carl Roth, TCI,
Th. Geyer, Activate Scientific. Die Losungsmittel wurden in der Regel wie erworben verwendet.
Bei Bedarf wurden sie nach literaturbekannten Verfahren getrocknet und vor Gebrauch destilliert.
Reinstwasser vom Typ 1 fiir die Chromatographie wurde mittels Milli-Q Gradient System aus

demineralisiertem Wasser der Firma Merck Millipore erzeugt.

Chromatographie

Diinnschichtchromatographie

Zur Kontrolle des Reaktionsverlaufes sowie der Reinheit diente die Diinnschichtchromatographie.
Es wurden Kieselgelplatten aus Kieselgel 60 F254 auf Aluminiumtrigerfolie mit einer
Schichtdicke von 0,2 mm der Firma Macherey-Nagel und Merck verwendet. Als mobile Phasen
wurden folgende Laufmittelgemische verwendet: Dichlormethan/Methanol, Heptan/Ethylacetat,
Heptan/Diethylether. Die Detektion erfolgte liber die Fluoreszenzldschung bei einer Wellenldnge
von 254 nm. Zudem wurden zusétzlich Tauch- und Sprithreagenzien zur Charakterisierung der

Substanzflecke verwendet (geséttigte, wassrige FeClz-Losung; Phosphormolybdansdure-Losung).

Sdulenchromatographie

Bei der Aufreinigung der Rohprodukte wurde entweder auf die manuelle oder automatisierte
Sadulenchromatographie zuriickgegriffen. Fiir die manuelle Siulenchromatographie fand das
Kieselgel der Firma Macherey-Nagel Verwendung. Die Sdulenldnge und die Menge an Kieselgel
wurden je nach Trennproblem individuell angepasst. Der Losungsmittelgradient wurde in
Abhingigkeit des jeweiligen Trennproblems variiert. Dabei wurde die Polaritét der mobilen Phase
langsam erhoht. Die automatisierte Flashchromatographie erfolgte iiber das Trennsystem
puriFlash® 5.250 der Firma Interchim X Advion. Je nach Probenmenge und Trennproblem standen
Trennsdulen mit 4 g, 15 g, 25 g und 40 g Kieselgel zur Auswahl. Als mobile Phase wurden
Losungsmittelgradienten aus Dichlormethan/Methanol und Heptan/Ethylacetat verwendet. Dabei
wurde die Polaritit der mobilen Phase durch eine kontinuierliche Zunahme des Anteils des polaren

Losungsmittels (Methanol: 0-20%, Ethylacetat: 0—100%) erhoht.



124 EXPERIMENTELLER TEIL

Analytische Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Als HPLC-Anlage wurde ein LaChrom-System der Firma Merck Hitachi mit folgenden
Komponenten verwendet: Interface D-7000, Autosampler L-7250, Pumpe L-7100, Diode Array
Detektor L-7455. Fiir die Umkehrphasenchromatographie (RP-HPLC) wurde eine Cig-Sdule der
Firma Phenomenex (Luna 5 uM, 125 x 4 mm) verwendet. Die Detektion erfolgte bei einer
Wellenldnge von 214 nm. Zur Elution diente ein Gradient aus Acetonitril/Wasser mit 0,04% TFA

bei einer Flussrate von 1 ml/min. Dabei kamen folgende Gradienten zum Einsatz:

Gradient A 0—15 min: 5-60% MeCN; 15-20 min: 60-95% MeCN; 20-30 min: 95%
MeCN; 30-31 min: 95-5% MeCN; MeCN; 31-35 min: 5% MeCN

Gradient B 0-5 min: 1% MeCN; 5-20 min: 1-20% MeCN; 20-30 min: 20-95%
MeCN; 30-34 min: 95% MeCN; 34—-35 min: 95-5% MeCN; 35-37 min:
1% MeCN

Semi-prdparative Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Die Endprodukte wurden mittels semi-praparativer HPLC der Firma Varian mit folgender
Ausstattung getrennt: Fraktionssammler Varian Pro Star, Detektor Varian Pro Star, Pumpe Varian
Prep Star. Eine Cig-Sdule der Firma Phenomenex (Luna 10 uM; 250 x 21,2 mm) wurde verwendet.
Die Detektion erfolgte bei einer Wellenldnge von 214 nm.

Zur Elution diente ein Gradient aus Acetonitril/Wasser mit 0,04% TFA bei einer Flussrate von

21 ml/min. Dabei kamen folgende Gradienten zum Einsatz:

Gradient C 0-3 min: 5% MeCN; 3-20 min: 5-95% MeCN; 20-22 min: 95% MeCN;
22-23 min: 95-5% MeCN; 23-24 min: 5% MeCN

Gradient D 0-5 min: 5% MeCN; 5-21 min: 5-30% MeCN; 21-25 min: 30-95%
MeCN; 25-27 min: 95% MeCN; 27-28 min: 95-5% MeCN; 28-29 min:
5%

Gradient E 0-5 min: 5% MeCN; 5-21 min: 5-50% MeCN; 21-25 min: 50-95%

MeCN; 25-27 min: 95% MeCN; 27-28 min: 95-5% MeCN; 28-29 min:
5%
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Gradient F 0-5 min: 5% MeCN; 5-22 min: 5-60% MeCN; 21-25 min: 50-95%
MeCN; 25-27 min: 95% MeCN; 27-28 min: 95-5% MeCN; 28-29 min:
5%

Gradient G 0-0,01 min: 20% MeCN; 0,01-20 min: 20-95% MeCN; 20-22 min:

95% MeCN; 22-23 min: 95-5% MeCN; 23-24 min: 5% MeCN

Gradient H 0-5 min: 1% MeCN; 5-21 min: 1-20% MeCN; 21-25 min: 20-95%
MeCN; 25-27 min: 95% MeCN; 27-28 min: 95-5% MeCN

Massenspekirometrie

Die ESI- und APCI-Massenspektren wurden mit einem Expression L CMS der Firma Advion
aufgenommen. Die Aufnahme der hochauflosenden Massenspektren erfolgte durch Dr. Christian
Ihling (Universtitdt Halle) mit Hilfe von einem LTQ-Orbitrap XL Massenspektrometer der Firma
Thermo Fisher Scientific. Als lonisationsquelle diente ein nano-Elektrospray (Proxeon). Die

Auflésung war R = 100000 bei m/z 400.

'H-NMR-Spektroskopie
Die 'H-NMR-Spektren wurden von Mitarbeitern der Abteilung Natur- und Wirkstoffchemie des

Leibniz-Instituts in Halle mit dem NMR-Spektrometer DD2 400 der Firma Agilent Technologies
und von der Arbeitsgruppe Bordusa (Universitdt Halle) mit einem Bruker Avance III-System
aufgenommen. Die Messfrequenz betragt ca. 400 MHz bzw. 700 MHz. Als Losungsmittel wurden
DMSO-ds, MeCN-d3 und CD30D verwendet, die zeitgleich auch als interner Standard dienten.
Die Signallage wird als chemische Verschiebung 6 in ppm angegeben, die Kopplungskonstanten
"J iiber n Bindungen in Hz. Folgende Abkiirzungen sind fiir die Multiplizititen geltend:
s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), m (Multiplett), br s (breites Signal), dd (Dublett vom
Dublett). Die Auswertung der Spektren erfolgte mit der Software MestReNova (Version v14.1.0)
und TopSpin 4.0.6.

Mikrowellenchemie

Die Reaktionen mit Mikrowellen wurden mit der Mikrowelle Initiator’ der Firma Biotage

durchgefiihrt.
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7.2 Synthese der Verbindungen

7.2.1 Synthese der tertiiiren Amine
Darstellung der tertidren Amine 3a-e und 4a-h entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 1

Allgemeine Arbeitsvorschrift 1: Darstellung Hydroxamsdurederivate nach Abspaltung der

Tritylschutzgruppe

Methode A: TFA/DCM

Das jeweilige tritylgeschiitzte Hydroxamsiurederivat (1 Aq.) wird in einem Gemisch aus
TFA/DCM (1:1 v/v; 5 ml) geldst, mit Triisopropylsilan (1,5 Aq.) versetzt und bei RT fiir 3 h
geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird unter Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird mit
Wasser/MeCN aufgenommen, filtriert und iiber semi-praparative HPLC gereinigt (Gradient D, E
und H).

Methode B: BBr3in DCM

Das jeweilige tritylgeschiitzte Hydroxamsiurederivat (I Aq.) in DCM (5 ml) geldst.
Unter Eiskiihlung und Argonatmosphire wird zum Reaktionsgemisch BBr; (1 M in DCM;
4-6 Aq.) zugetropft. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch langsam auf Raumtemperatur
erwdarmt und liber Nacht geriihrt. Unter Eiskiihlung wird das Reaktionsgemisch mit Wasser
versetzt und das Losungsmittel im Vakuum abrotiert. Die restliche wéssrige Phase wird
lyophilisiert. Das Lyophilisat wird mit Wasser/MeCN aufgenommen, filtriert und iiber semi-

praparative HPLC gereinigt (Gradient D und E).

Darstellung der Zwischenprodukte

Allgemeine Arbeitsvorschrift 2: Darstellung der Tritylaminohydroxamsdure

Die entsprechende Fmoc-geschiitzte Aminosdure (10 mmol; 1 Aq.) wird in DMF (40 ml) geldst.
AnschlieBend werden O-Tritylhydroxylamin (2753 mg; 10 mmol; 1 Aq.), TBTU (3210 mg;
10 mmol; 1 Aq.) und DIPEA (3,5 ml; 20 mmol, 2 Aq.) zugegeben und bei RT fiir 3 h geriihrt.
Unter Eiskiihlung wird Wasser zur Reaktion zugegeben und der entstandene weifle Niederschlag
wird abgesaugt. Dieser Riickstand wird in THF (60 ml) gelost und nach Zugabe von DBU
(2,24 ml; 15 mmol; 1,5 Aq.) fiir 30 min bei RT geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird im Vakuum
bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel,
Chloroform/Methanol) gereinigt.
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2-Amino-N-(trityloxy)acetamid (10)

Die Verbindung wird ausgehend von Fmoc-Gly-OH (8; 2973 mg) dargestellt. Ausbeute: 1699 mg
(51%); ESI-MS: m/z 243,1 Trityl-Fragment, 333,2 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 12,56 min
(>99%).

3-Amino-N-(trityloxy)propanamid (11)

Die Verbindung wird ausgehend von Fmoc-Ala-B-OH (9, 3113 mg) dargestellt. Ausbeute:
1467 mg (42%); ESI-MS m/z: 243,0 Trityl-Fragment, 347,1 [M+H]"; HPLC (Gradient A):
rt 12,56 min (>99%).

Allgemeine Arbeitsvorschrift 3: Darstellung der tritylgeschiitzten sekunddren Amine 13a-c und
14a-d iiber reduktive Aminierung

Die entsprechende Tritylaminohydroxamsiure (10 bzw. 11; 1 Aq.) wird in MeOH (trocken) geldst,
mit dem jeweiligen Aldehyd (12a-e; 1,1 Agq.) versetzt und anschlieBend fiir 3 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird vorsichtig mit NaBH4 (1,2 Aq.) versetzt und
fiir weitere 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird im Anschluss im
Vakuum eingeengt. Der eingeengte Riickstand wird mit wenig Wasser aufgenommen und mit
NaHCOs-Losung auf pH > 8 eingestellt. Die wéssrige Phase wird mit Ethylacetat (3x25 ml)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden {iber Na;SO4 getrocknet, filtriert und bis
zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird iiber Flash-Chromatographie (Kieselgel,

Chloroform/Methanol) gereinigt.

Darstellung der Ausgangsstoffe

1,3-Benzodioxole-5-carbaldehyd (12b)

Eine Losung aus Piperonylalkohol (609 mg; 4 mmol; 1 Aq.) in DCM (20 ml) wird mit aktiviertem
Mangandioxid (3478 mg; 40 mmol; 10 Aq.) versetzt und bei Raumtemperatur {iber Nacht geriihrt.
Anschliefend wird das Gemisch iiber Celite filtriert und mit Ethylacetat gewaschen. Das Filtrat
wird unter Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird ohne weitere Aufreinigung
weiterverwendet. Ausbeute: 539 mg (90%); ESI-MS: 150,9 [M+H]"; HPLC (Gradient A):
rt 11,25 min (98,5%).

tert-Butyl 5-formyl-1H-benzo[d]imidazol-1-carboxylat (12¢)

1H-Benzo[d]imidazol-5-carbaldehyd (365 mg; 2,5 mmol; 1 Aq.) wird in DMF (10 ml) geldst. Das
Reaktionsgemisch wird mit Natriumhydrid (60% in Ol; 120 mg; 3 mmol) versetzt und fiir 30 min
geriihrt. AnschlieBend wird Di-tert-butyl-dicarbonat (655 mg; 3 mmol; 1,2 Aq.) zugegeben und
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das Gemisch wird bei Raumtemperatur tiber Nacht geriihrt. AnschlieBend wird Wasser zugegeben
und mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und unter Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand
wird ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet. Ausbeute: 615 mg (99%); HPLC (Gradient A):
rt 15,33 min (70,1%).

Allgemeine Arbeitsvorschrift 4: Darstellung der tritylgeschiitzten tertidren Amine 16a-e und
17a-h iiber N-Alkylierung

Das jeweilige tritylgeschiitzte sekundire Amin (1 Aq.) oder die tritylgeschiitzte
Aminohydroxamsidure (1 Aq.) wird in DMF gelost. Unter Rithren werden das jeweilige
Arylhalogenid (15a-f; 1,1-22 Aq.) und Triethylamin (2,5-5Aq.) zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wird bei 140 °C fiir 20 min unter Mikrowellenstrahlung erhitzt. Anschlie3end
wird das Reaktionsgemisch mit Wasser versetzt und ggf. wird zur wissrigen Phase gesittigte
NaHCOs-Losung zur Erhohung des pH-Werts zugegeben. Die Extraktion erfolgt mit Ethylacetat
(3x25 ml). Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na,SO4 getrocknet und filtriert. Das
Filtrat wird im Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-

Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) gereinigt.
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7.2.2 Synthese der Derivate mit heteroaromatischem Grundkorper

Darstellung der heteroaromatischen Grundkorper 5a und Sb entsprechend der allgemeinen

Arbeitsvorschrift 5

Allgemeine Arbeitsvorschrift 5. Entschiitzung der Hydroxamsdurederivate durch Hydrierung
Das jeweilige benzylgeschiitzte Hydroxamsiurederivat (1 Aq.) wird in einem Gemisch aus
MeOH/THF (1:1 v/v; 10 ml) geldst und mit Pd/C (10%; 0,05 Aq.) versetzt. Das Reaktionsgefil3
wird mit Wasserstoff gespiilt und fiir 4 h bei 4 bar geriihrt. AnschlieBend wird das
Reaktionsgemisch durch Celite gefiltert und das Filtrat bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand
wird mittels semi-préparative HPLC (Gradient C und G) gereinigt.

Darstellung der heteroaromatischen Grundkorper 5Sc-i, 6a, 6b, 7a-h entsprechend der

allgemeinen Arbeitsvorschrift 6

Allgemeine Arbeitsvorschrift 6. Darstellung der Hydroxamsdurederivate durch Aminolyse von
Carbonsdureestern

Das entsprechende Esterderivat (1 Aq.) wird in MeOH (trocken; 5 ml) geldst und mit NaOCH3
(5N, 6 Aq.) sowie Hydroxylaminhydrochlorid (3 Aq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird unter
Mikrowellenstrahlung auf 80 °C fiir 10 min erhitzt. Nach Erkalten des Gemischs wird das
Losungsmittel im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird in wenig Wasser aufgenommen und
die wissrige Phase mit Hilfe von verdiinnter HCI angeséuert. Es wird mit Ethylacetat extrahiert
(3x25 ml), die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na,SO4 getrocknet und eingeengt. Der

Riickstand wird mittel semi-praparativer HPLC (Gradient C, D, E, G).

Darstellung der Zwischenprodukte und Ausgangsstoffe der monocyclischen Heteroaromaten

Synthese von 2.5-Diphenylpyrrolderivaten

Darstellung von benzylgeschiitzten Aminohydroxamsdurederivaten

Die jeweilige Boc-geschiitzte Aminosdure (5 mmol; 1 Aq.) wird in DMF (5 ml) geldst und mit
TBTU (1927 mg; 6 mmol; 1,2 Aq.) und DIPEA (I ml; 6 mmol; 1,2 Aq.) versetzt.
Das Reaktionsgemisch wird fiir einige Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend
werden O-Benzylhydroxylamin Hydrochlorid (21; 798 mg; 5 mmol; 1 Aq.) und DIPEA (1,7 ml;
10 mmol; 2 Aq.) zum Gemisch zugegeben und fiir 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion
wird mit Wasser gestoppt und der pH-Wert mit Hilfe gesittigter NaHCO3-Ldsung alkalisiert. Die

wissrige Phase wird mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
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werden iiber NaxSO4 getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-
Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) gereinigt. Der Riickstand wird in DCM (5 ml)
geldst und mit TFA (5 Aq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird fiir 3 h bei Raumtemperatur
gerithrt und anschlieBend im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird in wenig Wasser
aufgenommen. Unter Eiskiihlung wird NaOH zugegeben bis eine gesittigte NaOH-Losung
entsteht und mit THF (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
Na>SOs getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-Chromatographie
(Aluminiumoxid, Chloroform/MeOH, 10:1 v/v) gereinigt.

2-Amino-N-benzyloxy-acetamid (24)
Die Verbindung wird ausgehend von Boc-Glycin (22; 876 mg) dargestellt. Ausbeute: 729 mg
(81%); ESI-MS m/z: 203,1 [M+Na]*; HPLC (Gradient A): rt 5,95 min und rt 5,76 min (94,3%).

3-Amino-N-benzyloxy-propanamid (25)
Die Verbindung wird ausgehend von Boc-B-Alanin (23; 946 mg) dargestellt. Ausbeute: 955 mg
(98%); ESI-MS m/z: 217,1 [M+Na]"; HPLC (Gradient A): rt 5,95 und rt 6,19 min (71,9%).

Darstellung von benzylgeschiitzten 2,5-Diphenylpyrrol-1-hydroxamsdurederivaten

Analog der Vorschrift von COLE et al!®’l werden das benzylgeschiitzte Aminosiure-
hydroxamsiurederivat (24 bzw. 25; 1,5 mmol; 1,5 Aq.) und 1,4-Diphenyl-1,4-butandion (19;
238 mg; 1 mmol; 1 Aq.) in einem Gemisch aus THF/Toluol (1:1 v/v; 10 ml) geldst. Das
Reaktionsgemisch wird mit p-Toluolsulfonsiure (12 mg; 0,07 mmol; 0,07 Aq.) versetzt und unter
Riickfluss fiir 48 h erhitzt. Die Losungsmittel werden im Vakuum eingeengt, der Riickstand wird
in wenig Wasser aufgenommen und mit geséttigter NaHCOs-Losung verdiinnt. Die wéssrige Phase
wird mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
NaxSO4 getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel,
Heptan/Ethylacetat) gereinigt.

N-Benzyloxy-2-(2,5-diphenylpyrrol-1-yl)acetamid (26)
Die Verbindung wird ausgehend von 2-Amino-N-benzyloxy-acetamid (24; 270 mg) dargestellt.
Ausbeute: 90 mg (24%); APCI-MS m/z: 383,3 [M+H]".

N-(Benzyloxy)-3-(2,5-diphenyl-1H-pyrrol-1-yl)propanamid (27)
Die Verbindung wird ausgehend von 3-Amino-N-benzyloxy-propanamid (25; 291 mg) dargestellt.
Der Riickstand wurde ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet. Ausbeute: 300 mg (50%);

APCI-MS m/z: 397,5 [M+H]".
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Synthese von 3,5-Diphenylisoxazol-4-yl- und 3.5-Diphenylpyrazol-4-yl-derivaten

Darstellung der 1,3-Diphenyl-1,3-propandionderivate

Methyl-3-benzoyl-4-0x0-4-phenylbutanoat (31)

1,3-Diphenyl-1,3-propandion (28; 1121 mg; 5 mmol; 1 Aq.) wird in DMF (10 ml) geldst, auf 0 °C
gekiihlt und mit Natriumhydrid (60% in Ol; 240 mg; 6 mmol; 1,2 Aq.) versetzt. Nach 30 min wird
Bromessigsiduremethylester (29; 506 pl; 5,5 mmol; 1,1 Aq.) tropfenweise zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wird anschlieBend langsam auf Raumtemperatur erwarmt und iiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wird mit Wasser gestoppt und mit Ethylacetat (3x30 ml)
extrahiert. Die organischen Phasen werden vereinigt, iiber Na>xSO4 getrocknet und bis zur Trockne
eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat)
gereinigt. Ausbeute: 1080 mg (73%); ESI-MS m/z: 319,2 [M+Na]"; HPLC (Gradient A):
rt 17,55 min (97,1%).

Methyl-4-benzoyl-5-oxo-5-phenylpentanoat (32)

Entsprechend der Vorschrift nach TABER et al.l’' wird 1,3-Diphenyl-1,3-propandion (28; 673 mg;
3 mmol; 1 Aq.) in DCM (10 ml) geldst. Unter Eiskiihlung wird DBU (90 ul; 0,6 mmol; 0,2 Aq.)
zugegeben und fiir 15 min geriihrt. Methylacrylat (30, 544 ul; 6 mmol; 2 Aq.) in DCM (5 ml) wird
langsam tropfenweise zum Reaktionsgemisch zugegeben. Das Gemisch wird langsam von 0 °C
auf Raumtemperatur erwdrmt und bei Raumtemperatur fiir 48 h geriihrt. Anschlieend wird die
Reaktion mit gesittigter NaHCO3-Losung gestoppt. Die organische Phase wird getrennt und die
wissrige Phase mit Ethylacetat extrahiert (3x30 ml). Die vereinigten organischen Phasen werden
tiber NaxSO4 getrocknet, filtriert und das Filtrat bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird
mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) gereinigt. Ausbeute: 323 mg
(35%); ESI-MS m/z: 333,4 [M+Na]"; HPLC (Gradient A): rt 17,92 min (>99%).

Darstellung von 3,5-Diphenylpyrazol-4-carbonsduremethylestern

Das entsprechende 1,3-Diphenyl-1,3-propandionderivat (1 Aq.) wird in einem Gemisch aus
EtOH/THF (2:1 v/v; 15 ml) geldst. Hydrazin Monohydrat (248 ul; 5,1 mmol; 5 Aq.) wird
zugetropft und das Reaktionsgemisch wird bei Raumtemperatur geriihrt. Nach der vollstdndigen
Umsetzung des Ausgangsstoffs (4-5 h) wird das Losungsmittel im Vakuum eingeengt. Der
Riickstand wird in wenig Wasser aufgenommen und mit Hilfe von verdiinnter HC1 angesduert. Die
wissrige Phase wird mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die organischen Phasen werden
vereinigt, iber Na;SO4 getrocknet und bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird mittels

Flash-Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) gereinigt.
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Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-benzoyl-4-0x0-4-phenylbutanoat (31; 302 mg;
1,02 mmol) und Hydrazin Monohydrat (248 pl; 5,1 mmol) dargestellt. Ausbeute: 173 mg (58%);
ESI-MS m/z: 293,3 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 16,39 min (>99%).

Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-4-benzoyl-5-0x0-5-phenylpentanoat (32; 310 mg;
1 mmol) und Hydrazin Monohydrat (243 pl; 5 mmol) dargestellt. Der Riickstand wird ohne
weitere Aufreinigung weiterverwendet. Ausbeute: 306 mg (99%); ESI-MS m/z: 307,4 [M+H]";
HPLC (Gradient A): rt 16,21 min (79,8%).

Darstellung von 3,5-Diphenylisoxazol-4-carbonsduremethylestern

Entsprechend der Vorschrift nach GRIESBECK et al.l”* wird das entsprechende 1,3-Diphenyl-1,3-
propandionderivat (1 Aq.) in einem Gemisch aus H,O/EtOH (3:2 v/v; 2,5 ml) geldst.
Hydroxylaminhydrochlorid (1 Aq.) wird zugegeben und das Reaktionsgemisch unter
Mikrowellenstrahlung auf 110 °C fiir 20 min erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird das
Reaktionsgemisch in Eiswasser gegossen und anschlieBend mit DCM (2x25 ml) extrahiert.
Die organischen Phasen werden vereinigt, iiber Na;SOj4 getrocknet und bis zur Trockne eingeengt.

Der Riickstand wird mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) gereinigt.

Methyl-2-(3,5-diphenylisoxazol-4-yl)acetat (35)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-benzoyl-4-oxo0-4-phenylbutanoat (31; 296 mg;
1 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (69 mg; 1 mmol) dargestellt. Ausbeute: 92 mg (31%);
ESI-MS m/z: 294,1 [M+H]".

Methyl-3-(3,5-diphenylisoxazol-4-yl)propanoat (36)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-4-benzoyl-5-oxo0-5-phenyl-pentanoat (32; 323 mg;
1,04 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (72 mg; 1,04 mmol) dargestellt. Ausbeute: 49 mg
(15%); ESI-MS m/z: 308,4 [M+H]", 347,5 [M+K]".

Synthese von 3.5-Diphenyl-1.2.4-triazolderivaten

Darstellung der N-Benzoylaminosduremethylester

Das jeweilige Aminosiuremethylester Hydrochlorid (2 mmol; 1 Aq.) wird in THF (10 ml)
suspendiert. Das Gemisch wird mit Triethylamin (554 pl; 4 mmol; 2 Aq.) versetzt und auf 0 °C
gekiihlt. Benzoylchlorid (230 pl; 2 mmol; 1 Aq.) wird langsam tropfenweise zugegeben.

Anschliefend wird das Reaktionsgemisch langsam auf Raumtemperatur erwarmt und iiber Nacht
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geriihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum eingeengt, der Riickstand wird in Wasser
aufgenommen und die wéssrige Phase mit Ethylacetat (3x30 ml) extrahiert. Die organischen
Phasen werden vereinigt, liber NaxSO4 getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird mittels

Flash-Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) gereinigt.

N-Benzoylglycinmethylester (38)

Die Verbindung wird ausgehend von Glycinmethylester Hydrochlorid (18a; 251 mg) dargestellt.
Ausbeute: 378 mg (75%); ESI-MS m/z: 105,1 [M-C3H¢NO>"]", 216,1 [M+Na]’; HPLC
(GradientA): rt 8,88 min (>99%).

N-Benzoyl--alaninmethylester (39)

Die Verbindung wird ausgehend von B-Alaninmethylester Hydrochlorid (18b; 279 mg) dargestellt.
Ausbeute: 284 mg (69%); ESI-MS m/z: 105,1 [M-C3HeNO>"]", 230,2 [M+Na]’; HPLC
(Gradient A): rt 9,79 min (>99%)).

Darstellung von 3,5-Diphenyl-1,2,4-triazol-4-carbonsduremethylestern

Entsprechend der Vorschrift nach BECHARA et all’¥ werden das jeweilige N-Benzoyl-
Aminosiuremethylesterderivat (1 mmol; 1 Aq.) und 2-Fluorpyridin (95 pl; 1,1 mmol; 1,1 Aq.) in
einem Vial in DCM (10 ml) unter Argonatmosphire gelost. Das Reaktionsgefdl wird dicht
verschlossen und auf 0 °C gekiihlt. Trifluoromethansulfonsdureanhydrid (185 pl; 1,1 mmol;
1,1 Aq.) wird langsam mit Hilfe einer Spritze zugegeben und das Gemisch wird fiir weitere 45 min
bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wird das Gemisch mit Benzhydrazid (150 mg; 1,1 mmol; 1,1 Aq.)
versetzt. Nachdem das Gemisch fiir weitere 45 min bei Raumtemperatur geriihrt wird, folgt eine
Mikrowellensynthese bei 140 °C fiir 2 h. Nach Abkiihlen wird das Reaktionsgemisch mit
gesittigter NaHCO;3-Losung versetzt und mit DCM (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden iiber Na,SO4 getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird mittels

Flash-Chromatographie (Kieselgel, Chloroform/Methanol) gereinigt.

Methyl-2-(3,5-diphenyl-4H-1,2,4-triazol-4-yl)acetat (42)
Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzoylglycinmethylester (38; 193 mg) dargestellt.
Ausbeute: 86 mg (29%); ESI-MS m/z: 294,2 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 12,56 min (89,2%).

Methyl-3-(3,5-diphenyl-4H-1,2,4-triazol-4-yl)propanoat (43)
Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzoyl-f-alaninmethylester (39; 207 mg) dargestellt.
Ausbeute: 105 mg (34%); ESI-MS m/z: 308,5 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 12,32 min (73,6%).
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Synthese des 1.4-Diphenyl-1,2.3-triazolderivats

Darstellung des 1,4-Diphenyl-1,2,3-triazol-5-ethansduremethylesters

Methyl-2-(1,4-diphenyl-1H-1,2,3-triazol-5-yl)acetat (46)

Entsprechend der Vorschrift nach CHEN et al.”*! wird 4-Oxo-4-phenyl-butansiduremethylester (44;
192 mg; 1 mmol; 1 Aq.) wird in Toluol (5 ml) geldst. AnschlieBend wird das Gemisch mit
p-Toluenesulfonylhydrazid versetzt und fiir 2 h bei 80 °C geriihrt. Anilin (182 pl; 2 mmol; 2 Aq.),
Cu(OAc): (182 mg; 1 mmol; 1 Aq.) und Pivalinsiure (204 mg; 2 mmol; 2 Aq.) werden zugegeben
und das Reaktionsgemisch wird bei 100 °C iiber Nacht geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird im
Vakuum eingeengt und der Riickstand wird mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel,
Heptan/Diethylether) gereinigt. Ausbeute: 70 mg (24%); ESI-MS m/z: 294,2 [M+H]"; HPLC
(Gradient A): rt 16,40 min (74,6%).

Synthese des 3,5-Diphenylimidazolderivats

Darstellung des [-Keto-y-Aminoesterderivats

Ethyl 4-amino-3-o0x0-4-phenyl-butanoathydrochlorid (49)

Entsprechend einer Vorschrift von SATOH et al.l”®!

wird eine Suspension aus Kaliumsalz des
Malonsiuremonoethylesters (47; 1021 mg; 6 mmol; 1,5 Aq.) und MgCl, (wasserfrei; 381 mg;
4 mmol; 1 Aq.) in THF (10 ml) bei 50 °C fiir 6 h unter Argonatmosphire geriihrt. In einem
separaten Kolben wird Boc-Phenylglycin (48; 1005 mg; 4 mmol; 1 Aq.) in THF (5 ml) geldst.
Anschliefend wird das Gemisch auf 0 °C gekiihlt und unter Argon mit 1,1'-Carbonyldiimidazol
(973 mg; 6 mmol; 1,5 Aq.) versetzt. Das Gemisch wird langsam von 0 °C auf Raumtemperatur
erwarmt und fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Zu der Suspension wird die oben genannte Boc-
Phenylglycinlésung mittels Spritze zugeben und das Reaktionsgemisch wird bei Raumtemperatur
iiber Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum eingeengt, der Riickstand wird mit wenig
Wasser aufgenommen und mit Hilfe verdiinnter HCI angeséuert. Die wiéssrige Phase wird mit
Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na;SO4
getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel,
Heptan/Ethylacetat) gereinigt. Das gereinigte Produkt wird mit 1M HCI in Ethylacetat versetzt
(20 ml) und bei Raumtemperatur geriihrt, bis die vollstindige Umsetzung des Ausgangsstoffes
mittels Diinnschichtchromatographie beobachtet werden konnte. AnschlieBend wird das
Reaktionsgemisch bis zur Trockne eingeengt und ohne weitere Reinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 750 mg (73%); APCI-MS m/z: 222,1 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 7,60 min (86,4%)
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Darstellung des zyklisierten Harnstoffderivates

Ethyl 2-(3,5-diphenyl-2-thioxo-1H-imidazol-4-yl)acetat (50)

Entsprechend der Vorschrift nach X1 et al.’®! wird der Riickstand (49; 750 mg; 2,9 mmol; 1 Aq.)
in EtOH (7 ml) geldst. Die Losung wird mit Triethylamin (605 ul; 4,4 mmol; 1,5 Aq.) und
Phenylisothiocyanat (418 ul; 3,5 mmol; 1,2 Aq.) versetzt und bei 50 °C fiir 4 h geriihrt. Das
Reaktionsgemisch wird im Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Der eingeengte Riickstand wird in
Toluol suspendiert und mit PPTS (73 mg; 0,3 mmol; 0,1 Aq.) versetzt. Das Gemisch wird auf
120 °C erhitzt und fiir 4 h geriihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird das Losungsmittel
eingeengt und der Riickstand in Wasser aufgenommen. Die wéssrige Phase wird mit Ethylacetat
(3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na>SO4 getrocknet und
eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat)
gereinigt. Ausbeute: 473 mg (48%); ESI-MS m/z: 339,3 [M+H]"; HPLC (Gradient A):
rt 15,71 min (93,5%).

Darstellung des 3,5-Diphenylimidazolethansdureethylesterderivats

Ethyl 2-(3,5-diphenylimidazol-4-yl)acetat (52)

Das zyklisierte Harnstoffderivat (50; 473 mg; 1,4 mmol; 1 Aq.) wird in Eisessig (5 ml) suspendiert.
H>02 (30%; 170 ul; 5,6 mmol; 4 Aq.) wird tropfenweise zugegeben.[””) Nach 5 min Riihren bei
Raumtemperatur wird das Reaktionsgemisch unter Eiskiihlung mit einer 10%igen K>CO3-Losung
(10 ml) gequencht. Der pH-Wert des Gemischs wird anschlieBend mit Hilfe von 1 N NaOH auf 9
eingestellt. Es wird mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden iber NaSO4 getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-
Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) gereinigt. Ausbeute: 89 mg (42%); ESI-MS
m/z: 307,2 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 11,87 min (88,0%).

Synthese von 3.5-Diphenylpyrazol-1-yl-derivaten

Darstellung der Zwischenprodukte

3,5-Diphenyl-1H-pyrazol (53)

Die Verbindung wird ausgehend von 1,3-Diphenyl-1,3-propanedion (28; 449 mg; 2 mmol) und
Hydrazin Monohydrat (485 ul; 10 mmol) analog der Arbeitsvorschrift zur Darstellung von
3,5-Diphenylpyrazol-4-carbonsduremethylestern dargestellt. Ausbeute: 372 mg (84%); APCI-MS
m/z: 221,1 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 17,01 min (>99%).
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Allgemeine Arbeitsvorschrift 7: N-Alkylierung von stickstoffhaltigen Heteroaromaten

Methode A

Das entsprechende stickstoffhaltige Heteroaromatderivat (1 Aq.) wird in DMF (5 ml) geldst, auf
0 °C gekiihlt und mit Natriumhydrid (60% in Ol; 1,2-1,5 Aq.) versetzt. Nach 30 min wird jeweilige
Halogenkohlenwasserstoff (1,1 Aq.) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird anschlieBend
langsam auf Raumtemperatur erwédrmt und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion
wird mit Wasser gestoppt und mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die organischen Phasen
werden vereinigt, iiber NaxSO4 getrocknet und bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird
mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat oder Chloroform/MeOH)

gereinigt.

Methode B

Das entsprechende stickstoffhaltige Heteroaromatderivat (1 Aq.) wird in DMF (5 ml) geldst, auf
0 °C gekiihlt und mit Natriumhydrid (60% in Ol; 1,2-1,5 Aq.) versetzt. Nach 30 min wird das
jeweilige Halogenkohlenwasserstoff (3,5 Aq.) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird
anschliefend iiber Nacht bei 80 °C geriihrt. Die Reaktion wird mit Wasser gestoppt und mit
Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die organischen Phasen werden vereinigt, liber Na>SO4
getrocknet und bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-Chromatographie
(Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) gereinigt.

Methyl-2-(3,5-diphenylpyrazol-1-yl)acetat (54)

Die Verbindung wird ausgehend von 3,5-Diphenyl-1H-pyrazol (53; 186 mg; 0,84 mmol),
Natriumhydrid (41 mg; 1 mmol) und Bromessigsduremethylester (29; 85 ul; 0,93 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt. Ausbeute: 247 mg
(99%); ESI-MS m/z: 293,3 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 18,75 min (87,1%).

Allgemeine Arbeitsvorschrift 8: Aza-Michael-Addition von stickstoffhaltigen Heteroaromaten

Entsprechend der Vorschrift nach YEOM et al® wird das entsprechende stickstoffhaltige
Heteroaromatderivat (1 Aq.) in MeCN (0,5 ml) geldst und mit DBU (0,5 Aq.) sowie Methylacrylat
(1,5 Aq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird bei Raumtemperatur iiber Nacht geriihrt. Das
Losungsmittel wird im Vakuum eingeengt und der Riickstand in Ethylacetat aufgenommen.
Wasser wird zugegeben und die wissrige Phase wird mit Ethylacetat extrahiert (3x25 ml). Die
vereinigten organischen Phasen werden iiber NaSO4 getrocknet und eingeengt. Der Riickstand

wird ohne weitere Reinigung weiterverwendet.
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Methyl-3-(3,5-diphenylpyrazol-1-yl)propanoat (55)

Die Verbindung wird ausgehend von 3,5-Diphenyl-1H-pyrazol (53; 186 mg; 0,84 mmol), DBU
(63 ul; 0,42 mmol) und Methylacrylat (30; 115 pl; 1,3 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 8 dargestellt. Ausbeute: 259 mg (99%); ESI-MS m/z: 307,3 [M+H]"; HPLC
(Gradient A): rt 19,49 min (>99%).

Darstellung der Zwischenprodukte und Ausgangsstoffe der anellierten Heteroaromaten

Synthese der N-substituierten 2-Phenylindolderivate

Darstellung der Zwischenprodukte

Methyl-2-(2-phenylindol-1-yl)acetat (57)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-Phenylindol (56; 193 mg; 1 mmol), Natriumhydrid (24 mg;
1,2 mmol) und Bromessigsduremethylester (29, 101 pul; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitvorschrift 7 Methode A dargestellt. Der Riickstand wird ohne weitere Aufreinigung
weiterverwendet. Ausbeute: 265 mg (99%); ESI-MS m/z: 266,3 [M+H]".

Methyl-3-(2-phenylindol-1-yl)propanoat (58)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-Phenylindol (56; 193 mg; Immol), DBU (75 ul;
0,05 mmol) und Methylacrylat (30, 136 pl; 1,5 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 8 dargestellt. Der Riickstand wird ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 188 mg (67%); ESI-MS m/z: 280,2 [M+H]".

Synthese des 3-substituierten 2-Phenylindolderivats

Darstellung der Zwischenprodukte

2-(2-Phenyl-1H-indol-3-yl)ethansiure (61)

Die Darstellung von 2-(2-Phenyl-1H-indol-3-yl)ethansdure erfolgte entsprechend des Patents von
HARRIS et al.'®¥: 3-Benzoylpropionsiure (59; 178 mg; 1 mmol; 1 Aq.) wird in Eisessig (3 ml)
geldst. AnschlieBend wird das Gemisch mit p-Toluolsulfonsdure (189 mg; 1,1 mmol; 1,1 Aq.),
Phenylhydrazin (60, 118 pl; 1,2 mmol; 1,2 Aq.) und ZnCl, (136 mg; 1 mmol; 1 Aq.) versetzt und
unter Mikrowellenstrahlung bei 180 °C fiir 40 min erhitzt. Nach Abkiihlen des Gemisches wird
mit Wasser verdiinnt und mit Ethylacetat extrahiert (3x25 ml). Die vereinigten organischen Phasen

werden liber Na>;SO4 getrocknet, filtriert und das Filtrat bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand
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wird mittel Flash-Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) gereinigt. Ausbeute: 118 mg
(47%); ESI-MS m/z: 252,2 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 15,36 min (83,2%).

Allgemeine Arbeitsvorschrift 9: Veresterung von Carbonsdurederivaten

Das entsprechende Carbonsiurederivat (1 Aq.) wird in MeOH (trocken, ¢=0,5 M) geldst und unter
Eiskiihlung mit konz. H2SO4 (0,5 Aq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird unter fiir 4 h
Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wird das Losungsmittel im Vakuum eingeengt. Der Riickstand
wird in DCM aufgenommen und vorsichtig mit geséttigter NaHCO3-Losung gewaschen. Die
organische Phase wird iiber Na;SO4 getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird ohne weitere

Reinigung weiterverwendet.

Methyl 2-(2-phenyl-1H-indol-3-yl)acetat (62)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-(2-Phenyl-1H-indol-3-yl)ethansdure (61; 118 mg;
0,47 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 9 dargestellt. Ausbeute: 89 mg (71%);
ESI-MS m/z: 266,1 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 18,35 min (89,6%).

Allgemeine Arbeitsvorschrift 10: Darstellung der 2-Phenylbenzimidazolderivate

Entsprechend der Vorschrift nach BAHRAMI et al.®%! wird o-Phenylendiamin (1 Aq.) in Acetonitril
(5 ml) gelost. Das Gemisch wird mit dem jeweiligen Aldehydderivat (1 Aq.), H202 (30%; 4 Aq.)
und Ammoniumcer(IV)-nitrat (0,1 Aq.) versetzt und unter Mikrowellenstrahlung auf 50 °C fiir
12 min erhitzt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt. Der Riickstand wird mittel Flash-

Chromatographie (Kieselgel, Chloroform/MeOH und Heptan/Ethylacetat) gereinigt.

2-Phenyl-1H-benzimidazol (65)

Die Verbindung wird ausgehend von o-Phenylendiamin (63, 108 mg; 1 mmol), Benzaldehyd (64;
102 pl; Immol), H2O2 (30%; 405 pl; 4 mmol), Ammoniumcer(IV)-nitrat (55 mg; 0,1 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 10 dargestellt. Ausbeute: 102 mg (53%); ESI-MS
m/z: 195,1 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 8,40 min (94,7%).

Darstellung der 2-Phenylbenzimidazol-1-carbonsduremethylester

Methyl-2-(2-phenylbenzimidazol-1-yl)acetat (66)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-Phenyl-1H-benzimidazol (65; 102 mg; 0,53 mmol),
Natriumhydrid (25 mg; 0,63 mmol) und Bromessigsduremethylester (29, 53 ul; 0,58 mmol)
entsprechend der Arbeitvorschrift 7 Methode A dargestellt. Ausbeute: 134 mg (96%); ESI-MS
m/z: 267,3 [M+H]".
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Methyl 3-(2-phenylbenzimidazol-1-yl)propanoat (67)

Entsprechend der Vorschrift nach GHANDI et al.®”) wird 2-Phenyl-1H-benzimidazol (65; 93 mg;
0,48 mmol; 1 Aq.) in MeCN (2 ml) geldst. AnschlieBend wird das Gemisch mit Methylacrylat (30,
48 ul; 0,53 mmol; 1,1 Aq.) und K2CO; (66 mg; 0,48 mmol; 1 Aq.) versetzt und fiir 6 h unter
Riickfluss erhitzt. Das Losungsmittel wird im Vakuum eingeengt und der Riickstand wird mit
wenig Ethylacetat aufgenommen. Wasser wird zum Gemisch zugegeben und anschlieBend wird
mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na>SO4
getrocknet und bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird mittel Flash-Chromatographie

(Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) gereinigt. Ausbeute: 88 mg (65,6%); ESI-MS m/z: 281,3 [M+H]".

Synthese des 2-(2-Phenvlimidazo[4.5-b]pyridin-3-yl-derivats

Darstellung der Zwischenprodukte

Methyl-2-[(3-nitro-2-pyridyl)amino]acetat (70)

Analog einer Synthesevorschrift nach MIKAMI et al.®! wird in einem Vial Glycinmethylester
Hydrochlorid (18a, 126 mg; 1 mmol; 1 Aq.) in DMF (1 ml) suspendiert. Triethylamin (348 pl;
2,5 mmol; 2,5 Aq.) und 2-Chloro-3-nitropyridin (68; 159 mg; 1 mmol, 1 Aq.) wird zugegeben und
das Reaktionsgemisch wird unter Mikrowellenstrahlung auf 120 °C fiir 20 min erhitzt.
AnschlieBend wird das Gemisch mit Wasser versetzt und mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden iiber NaxSO4 getrocknet und eingeengt. Der Riickstand
wird ohne weitere Reinigung weiterverwendet. Ausbeute: 199 mg (94%); ESI-MS m/z: 212,1
[M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 12,45 min (86,8%).

Methyl-2-(2-phenylimidazo[4,5-b]pyridin-3-yl)acetat (71)
Methyl-2-[(3-nitro-2-pyridyl)amino]acetat (70; 199 mg; 0,9 mmol; 1 Aq.) wird in einem Gemisch
aus DMF/EtOH (1:1 v/v; 6 ml) geldst. Die Losung wird mit Benzaldehyd (64; 96 ul; 0,9 mmol;
1 Aq.) und NaxS204 (492 mg; 2,8 mmol; 3 Aq.) versetzt und bei 80 °C fiir 22 h geriihrt. Das
Gemisch wird im Vakuum eingeengt, der Riickstand wird in Wasser aufgenommen und mit
Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na>SO4
getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird mittel Flash-Chromatographie (Kieselgel,
Heptan/Ethylacetat 1:1, isokratisch) gereinigt. Ausbeute: 90 mg (36%); ESI-MS m/z: 268,1
[M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 11,01 min (>99%).
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Synthese des 2-(2-Phenylimidazo[4,5-b]pyridin-1-yl)-derivats

Darstellung der Zwischenprodukte

2,3-Diaminopyridin (74)

2-Amino-3-nitropyridin (696 mg; 5 mmol; 1 Aq.) wird in einem Gemisch aus EtOH/H,0 (5:2 v/v;
3,5 ml) geldst. Eisen (838 mg; 15 mmol; 3 Aq.) und NH4Cl (535 mg; 10 mmol; 2 Aq.) werden
zugegeben und das Reaktionsgemisch wird fiir 3 h unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen
wird das Gemisch iiber Celite gefiltert und mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Das Filtrat wird
bis zur Trockne eingeengt und der verbleibende Riickstand wird ohne Reinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 530 mg (97%); ESI-MS m/z: 110,0 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 1,41 min (80,8%).

2-Phenyl-1H-imidazo[4,5-b]|pyridine (75)

Analog der Vorschrift von KALE et al.’" wird 2,3-Diaminopyridin (74; 530 mg; 4,9 mmol; 1 Aq.)
in HoO (5 ml) gelést und mit Benzaldehyd (64; 496 ul; 4,9 mmol; 1 Aq.) versetzt.
Das Reaktionsgemisch wird tiber Nacht unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird das
Gemisch mit gesattigter NaHCO;-Losung alkalisiert. Die wissrige Phase wird mit Ethylacetat
(3x25 ml) extrahiert. Die organischen Phasen werden vereinigt, iiber NaxSO4 getrocknet und
filtriert. Das Filtrat wird unter Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-
Chromatographie (Kieselgel, Chloroform/MeOH) gereinigt. Ausbeute: 243 mg (26%); ESI-MS
m/z: 196,0 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 7,39 min (83,4%).

Methyl-2-(2-phenylimidazo[4,5-b]|pyridin-1-yl)acetat (76)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-Phenylimidazo-1H-[4,5-b]pyridin (75; 243 mg;
1,24 mmol), Natriumhydrid (36 mg; 1,49 mmol) und Bromessigsduremethylester (29, 129 pul;
1,37 mmol) entsprechend der Arbeitvorschrift 7 Methode A dargestellt. Ausbeute: 185 mg (56%);
APCI-MS m/z: 268,1 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 9,07 min (85,7%).

Synthese des Indazolderivats

Darstellung des Ausgangsstoffes

Azobenzol (77)

Entsprechend der Vorschrift nach CAI et al. 7] werden Anilin (183 ul; 2 mmol; 1 Aq.), CuBr
(17 mg; 0,12 mmol; 0,06 Aq.) und Pyridin ( 29 pL; 0,36 mmol; 0,18 Aq.) in Toluol geldst.
Das Reaktionsgemisch wird bei 60 °C fiir 20 h geriihrt. AnschlieBend wird das Losungsmittel im
Vakuum entfernt und verbleibende Riickstand mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel, Heptan)
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gereinigt. Ausbeute: 163 mg (45%); ESI-MS m/z: 182,9 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 20,85
min (95,7%).

Methyl-2-(2-phenylindazol-3-yl)acetat (78)

Analog der Vorschrift nach CAI et al.®”) werden Azobenzol (76; 163 mg; 0,89 mmol; 1 Aq.),
[Cp*RhCl2]2 (28 mg; 0,04 mmol; 0,05 Aq.) und Cu(OAc). (325 mg; 1,79 mmol; 2 Aq.) in einem
Kolben vorgelegt. Dieser wird mit Argon gespiilt und mit einem Septum dicht verschlossen. Unter
Argon wird das Gemisch in DMF (5 ml) gelost und mit Methylacrylat (30, 97 ul; 1,1 mmol;
1,2 Aq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird auf 130 °C erhitzt und iiber Nacht geriihrt. Nach
dem Abkiihlen wird die Reaktion mit Wasser gequencht und mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na>SO4 getrocknet und eingeengt. Der Reinigung
des Riickstands erfolgte iiber Flash-Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat). Ausbeute:
32 mg (13%); ESI-MS m/z: 267,1 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 15,65 min (92,3%).

7.2.3 Synthese der Pyrazolderivate mit Strukturvariationen der Substituenten

Synthese der Ausgangsstoffe

Methyl-3-acetylbenzoat (80b)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-Acetylbenzoesédure (3283 mg; 20 mmol) und konz. H>SO4
(536 pl; 10 mmol) entsprechend der Arbeitvorschrift 9 dargestellt. Ausbeute: 2112 mg (59%);
ESI-MS m/z: 178,9 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 13,12 min (89,0%).

Methyl-4-acetylbenzoat (80c)

Die Verbindung wird ausgehend von 4-Acetylbenzoesédure (1642 mg; 10 mmol) und konz. H>SO4
(267 pul; 5 mmol) entsprechend der Arbeitvorschrift 9 dargestellt. Ausbeute: 1560 mg (88%);
HPLC (Gradient A): rt 13,35 min (92,7%).

Allgemeine Arbeitsvorschrift 11: Darstellung der 3-Benzoylpropionsdureesterderivate 94a-d

Die Synthese der 3-Benzoylpropionsiureesters erfolgt nach der Vorschrift von CHEN et al.['®l:
Das entsprechende Acetophenonderivat (I Aq.) wird in Toluol (trocken; c=1 M) geldst.
Die Losung wird auf —60 °C gekiihlt und unter Argonatmosphire werden DMPU (3,6 Aq.) und
LiHMDS (1 M in THF; 1,2 Aq.) mittels einer Spritze zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird fiir
30 min bei —60 °C geriihrt, anschlieBend wird Bromessigsiuremethylester (1,5 Aq.) oder
Bromessigsiure-tert-butylester (1,5 Aq.) tropfenweise zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird fiir
weitere 10 min bei —60 °C geriihrt, anschlieBend wird langsam auf Raumtemperatur erwédrmt und

fiir weitere 5 h gertihrt. Die Losungsmittel werden im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird mit
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wenig Wasser aufgenommen und die wéssrige Phase etwas mit verdiinnter HCl angeséuert.
Die wissrige Phase wird mit Ethylacetat extrahiert (3x25 ml). Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Na>SOs getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-

Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Diethylether oder Heptan/Ethylacetat) gereinigt.
Allgemeine Arbeitsvorschrift 12: Entschiitzung der 3-Benzoylpropionsdureester 95a-d

Methode A

Das entsprechende Methylesterderivat wird in einem Gemisch aus THF/H>O (3:1 v/v; 12 ml)
geldst und mit Lithiumhydroxid Monohydrat (2 Aq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird bei
Raumtemperatur iiber Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wird eingeengt und der Riickstand in
Wasser aufgenommen. Die wissrige Phase wird mit Hilfe von verdiinnter HCI angeséduert und
anschliefend mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
iiber NaSOs4 getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird ohne weitere Reinigung

weiterverwendet.

Methode B

Das entsprechende tert-Butylesterderivat wird mit TFA/DCM (1:1 v/v; 10 ml) versetzt und bei
0 °C fiir 2-4 h geriihrt. Das Gemisch wird im Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand
wird mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) gereinigt.

Darstellung der O-Benzylhydroxamsdurederivate 96a-e entsprechend der allgemeinen

Arbeitsvorschrift 13

Allgemeine Arbeitsvorschrift 13: Darstellung der O-Benzylhydroxamsdurederivate iiber
Kupplungsreaktion

Die entsprechende freie Carbonsiure (1 Aq.) wird in DMF (c=0,5 M) geldst. Das
Reaktionsgemisch wird mit TBTU (1 Aq.) und DIPEA (1 Aq.) versetzt und fiir einige Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend werden O-Benzylhydroxylamin Hydrochlorid (1 Aq.) und
DIPEA (3,2-4 Aq.) zugegeben und fiir 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wird mit
Wasser gequencht und mit Ethylacetat extrahiert (3x25 ml). Die vereinigten organischen Phasen
werden iiber NaxSO4 getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-
Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) gereinigt.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift 14: Darstellung der 3,4,5-substituierten Pyrazolderivate 98a-t und
99a-m
Die Synthese der 3,4,5-substituierten Pyrazolderivate erfolgen entsprechend einer Vorschrift von

HELLER und NATARAJANH I

Methode A

Das entsprechende N-Benzyloxy-4-oxo-phenylbutanamidderivat (1 Agq.) erhalten aus der
Arbeitsvorschrift 13 wird in Toluol (trocken; 5 ml) in einem Kolben geldst und mit einem Septum
dicht verschlossen. Das Gemisch wird auf 0 °C unter Argon gekiihlt und mit LIHMDS (1 M in
THF; 2,1 Aq.) versetzt. AnschlieBend wird das Gemisch fiir 5 min bei 0 °C geriihrt. Das
entsprechend substituierte Carbonsiurechlorid (0,5 Aq.) wird zugegeben, das Reaktionsgemisch
wird langsam von 0 °C auf Raumtemperatur erwidrmt. Die vollstindige Umsetzung des
Carbonsédurechlorids wird iiber Diinnschichtchromatographie beobachtet. Anschliefend wird das
Reaktionsgemisch mit AcOH (2 ml) versetzt. Fiir ein homogenes Gemisch wird mit EtOH (10 ml)
und THF (5 ml) verdiinnt, danach wird Hydrazin Monohydrat (34,4 Aq.) zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wird auf 50 °C erhitzt und die Umsetzung wird mittels
Diinnschichtchromatographie beobachtet. Die Losungsmittel werden im Vakuum eingeengt, der
Riickstand mit wenig Wasser versetzt und mit Hilfe verdiinnter HCI angesduert. Die wéssrige
Phase wird mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
NaxSOs4 getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel,
Chloroform/Methanol) gereinigt.

Methode B

Das entsprechende Carbonsiurederivat (0,5 Aq.) wird in THF (trocken; 3 ml) geldst. Unter
Argonatmosphére wird das Gemisch mit 1,1'-Carbonyldiimidazol versetzt. Das Reaktionsgemisch
wird fiir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. In einem separaten Kolben wird das entsprechende
N-Benzyloxy-4-oxo-phenylbutanamidderivat (1 Aq.) erhalten aus der Arbeitsvorschrift 13 in
Toluol (trocken; 5 ml) in einem Kolben geldst und mit einem Septum dicht verschlossen. Das
Gemisch wird unter Argon auf 0 °C gekiihlt und mit LIHMDS (1 M in THF; 2,1 Aq.) versetzt.
AnschlieBend wird das Gemisch fiir 5 min bei 0 °C geriihrt. Das entsprechend aktivierte
Carbonsiurederivat (0,5 Aq.) wird mittels Spritze dem Reaktionsgemisch zugefiihrt, anschlieBend
wird langsam von 0 °C auf Raumtemperatur erwidrmt. Die vollstindige Umsetzung des
Carbonséurederivats wird tiber Diinnschichtchromatographie beobachtet. AnschlieBend wird das
Reaktionsgemisch mit AcOH (2 ml) versetzt. Fiir ein homogenes Gemisch wird mit EtOH (10 ml)
und THF (5 ml) verdiinnt, danach wird Hydrazin Monohydrat (34,4 Aq.) zugegeben. Das
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Reaktionsgemisch wird auf 50°C erhitzt und die Umsetzung wird mittels
Diinnschichtchromatographie beobachtet. Die Losungsmittel werden im Vakuum eingeengt, der
Riickstand mit wenig Wasser versetzt und mit Hilfe verdiinnter HCI angeséduert. Die wissrige
Phase wird mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
NazS04 getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel,
Chloroform/Methanol) gereinigt.

Darstellung der Ausgangsstoffe 9Tn-p

3-Benzyloxyisoxazol-5-carbonsiure (97n)

Analog einer Vorschrift von CAROFF et al.'** werden 3-Hydroxy-5-isoxazolmethylester (286 mg;
2 mmol; 1 Aq.) und K>CO; (553 mg; 4 mmol; 2 Aq.) in Aceton (6 ml) suspendiert und unter
Mikrowellenstrahlung bei 100 °C fiir 8 min erhitzt. Nach dem Abkiihlen aus Raumtemperatur wird
Benzylbromid (103; 356 ul; 3 mmol; 1,5 Aq.) zugegeben und das Gemisch wird erneut unter
Mikrowellenstrahlung bei 100 °C fiir 25 min erhitzt. AnschlieBend wird das Gemisch bei
Raumtemperatur fiir weitere 2 h geriihrt. Das Gemisch wird filtriert und das Filtrat im Vakuum bis
zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird in THF (3 ml) aufgenommen und wéssrige 1 N NaOH
(4 ml) wird zugetropft. Das Gemisch wird fiir 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend
wird mit verdiinnter HCI versetzt bis der pH-Wert auf 3 eingestellt wird. Die wéssrige Phase wird
mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na;SO4
getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel,
Chloroform/MeOH) gereinigt. Ausbeute: 290 mg (66%); ESI-MS m/z: 218,0 [M—H]; HPLC
(Gradient A): rt 13,60 min (>99%).

Darstellung von I-tert-Butyl-3-(trifluoromethyl)pyrazol-4-carbonsdure 970

Ethyl-(2Z)-2-(dimethylaminomethylen)-4,4,4-trifluoro-3-oxo-butanoat (106)

Ethyl 3-(N,N-dimethylamino)acrylat (283 mg; 2 mmol; 1 Aq.) wird in DCM (3 ml) geldst und
eisgekiihlt. Die Losung wird mit Triethylamin (293 ul; 2,1 mmol; 1,05 Aq.). AnschlieBend wird
Trifluoressigsdureanhydrid (292 ul; 2,1 mmol; 1,05 Aq.) in DCM (2 ml) langsam tropfenweise
zugegeben. Das Gemisch wird bei 0 °C geriihrt, bis eine vollstindige Umsetzung der
Ausgangsstoffe mittels Diinnschichtchromatographie detektiert wird. Das Reaktionsgemisch wird
mit Wasser versetzt und mit DCM (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden iiber Na>xSO4 getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird ohne weitere Reinigung
weiterverwendet. Ausbeute: 440 mg (88%); ESI-MS m/z: 194,1 [M—C,Hs0], 262,2 [M+Na]",
HPLC (Gradient A): rt 13,36 min (>99%).
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Ethyl-1-tert-butyl-5-(trifluoromethyl)pyrazol-4-carboxylat (107)
Ethyl-(2Z)-2-(dimethylaminomethylen)-4,4,4-trifluoro-3-oxo-butanoat (106; 440 mg; 1,8 mmol;
1 Aq.) wird in EtOH (4 ml) gelost. Das Gemisch wird mit tert-Butylhydrazin Hydrochlorid
(298 mg; 2,4 mmol; 1,3 Aq.) sowie DIPEA (1,1 mol; 6,4 mmol; 3,5 Aq.) versetzt und bei
Raumtemperatur tiber Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt, der Riickstand
wird in DCM aufgenommen und mit gesittigter NH4Cl-Losung versetzt. Die wéssrige Phase wird
mit DCM (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na>SOs
getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel,
Chloroform, isokratisch) gereinigt. Ausbeute: 320 mg (66%); HPLC (Gradient A): rt 20,03 min
(>99%).

1-tert-Butyl-3-(trifluoromethyl)pyrazol-4-carbonsaure (970)
Ethyl-1-tert-butyl-5-(trifluoromethyl)pyrazol-4-carboxylat (107; 110; 320 mg; 1,2 mmol) wird in
EtOH (3 ml) gelost und mit 8 N wiassrige NaOH-Losung (0,5 ml) versetzt. AnschlieBend wird das
Gemisch fiir 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum eingeengt und
der Riickstand wird in Ethylacetat aufgenommen. Wasser wird zugegeben und mit verdiinnter HCI
angesduert. Die wéssrige Phase wird mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden iiber Na>xSO4 getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird ohne
weitere Reinigung weiterverwendet. Ausbeute: 261 mg (91%); ESI-MS m/z: 235,1 [M—H];
HPLC (Gradient A): rt 15,07 min (>99%).

Darstellung von 3-[1(2)-[(4-Methoxyphenyl)methyl]tetrazol-5-yl]benzoesdure 97p

3-(1(2)H-Tetrazol-5-yl)benzoesiduremethylester (113)

Analog der Vorschrift von RUGER et al.'%! wird 3-Cyanobenzoesiure (883 mg; 6 mmol; 1 Aq.)
in DMF (10 ml) gelost und mit Natriumazid (819 mg; 12,6 mmol; 2,1 Aq.) und NH4Cl (32 mg;
0,6 mmol; 0,1 Aq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird fiir 48 h bei 100 °C geriihrt. Nach dem
Abkiihlen auf Raumtemperatur wird mit Wasser versetzt und mit Hilfe von verdiinnter HCI
angesduert. Der entstandene Niederschlag wird abfiltriert, in EtOH aufgenommen und bis zur
Trockne eingeengt. Der Riickstand (775 mg; 4 mmol; 1 Aq.) wird ohne weitere Reinigung
weiterverwendet und in MeOH (20 ml) gelost. Unter Eiskiihlung wird konz. HoSO4 (109 pl;
2 mmol; 0,5 Aq.) zugetropft. Das Gemisch wird fiir einige Minuten bei dieser Temperatur geriihrt
und anschlieBend unter Riickfluss fiir 4 h erhitzt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und
der Riickstand in Wasser aufgenommen. Die wéssrige Phase wird mit Ethylacetat (3x30 ml)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden {iber Na,SO4 getrocknet und eingeengt.

Der Riickstand wird ohne weitere Reinigung weiterverwendet.
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Methyl-3-[1(2)-[(4-methoxyphenyl)methyl|tetrazol-5-yl]benzoat (111)
3-(1(2)H-Tetrazol-5-yl)benzoesduremethylester (113; 650 mg; 3,2 mmol; 1 Aq.) wird in MeCN
(5 ml) geldst und mit Triethylamin (532 ul; 3,8 mmol; 1,2 Aq.) versetzt. Nachdem 5 min bei
Raumtemperatur geriihrt wird, wird 4-Methoxybenzylchlorid (475 pl; 3,5 mmol; 1,1 Aq.)
tropfenweise zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird auf 130 °C fiir 20 min unter
Mikrowellenstrahlung erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird das Gemisch mit Wasser verdiinnt und
mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden liber Na>SO4
getrocknet und eingeengt. Die Reinigung des Riickstandes und Trennung der zwei Isomere erfolgt
mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) Ausbeute: 828 mg (87%); ESI-
MS m/z: 121,0 p-Methoxybenzyl-Fragment, 325,1 [M+H]".

3-[1(2)-[(4-Methoxyphenyl)methyl|tetrazol-5-yl|benzoesaure (97p)
Methyl-3-[1(2)-[(4-methoxyphenyl)methyl]tetrazol-5-yl]benzoat (111; 610 mg; 1,88 mmol;
1 Aq.) wird in einem Gemisch aus THF/H,O (3:1 v/v; 12 ml) geldst und mit Lithiumhydroxid
Monohydrat (237 mg; 5,64 mmol; 2 Aq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird bei
Raumtemperatur iiber Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wird eingeengt und der Riickstand in
Wasser aufgenommen. Die wissrige Phase wird mit Hilfe von verdiinnter HC] angesduert und
anschlieend mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
iiber NaxSO4 getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird ohne weitere Reinigung
weiterverwendet. Ausbeute: 545 mg (93%); ESI-MS m/z: 121,0 p-Methoxybenzyl-Fragment,
349,2 [M+K]"; HPLC (Gradient A): rt 15,89 min (98,3%).

Darstellung der Pyrazolderivate 100a-t und 101a-m entsprechend der allgemeinen

Arbeitsvorschrift 15

Allgemeine Arbeitsvorschrift 15: Darstellung der Pyrazolhydroxamsdurederivate

Methode A — Abspaltung der Benzyl-, Ether- und Methylesterschutzgruppe mittels BBy3!1%%10]

Das entsprechende benzylgeschiitzte Hydroxamsédurederivat wird in DCM (5 ml) in einem Kolben
gelost und mit einem Septum dicht verschlossen. Die Losung wird unter Argonatmosphire auf
0 °C gekiihlt und mit BBr; (1 M in DCM, 3-19 Aq.) versetzt. AnschlieBend wird das
Reaktionsgemisch langsam von 0 °C auf Raumtemperatur erwédrmt und {iber Nacht geriihrt. Die
Reaktion wird mit Wasser unter Eiskiihlung gestoppt. Die wiéssrige Phase wird mit Ethylacetat
extrahiert (3x25 ml). Die vereinigten organischen Phasen werden {iber NaxSO4 getrocknet und

eingeengt. Der Riickstand wird iiber semi-priparative HPLC (Gradient C-F) gereinigt.
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Methode B — Hydrolyse des Esters mit Lithiumhydroxid Monohydrat

Das entsprechende Esterderivat wird in einem Gemisch aus THF/H20 (3:1 v/v; ¢=0,4 M) gelost
und mit Lithiumhydroxid Monohydrat (2 Aq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird bei
Raumtemperatur iiber Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wird eingeengt und der Riickstand in
Wasser aufgenommen. Die wissrige Phase wird mit Hilfe von verdiinnter HCI angeséduert und
anschliefend mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
iiber NaSO4 getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird ohne weitere Reinigung

weiterverwendet.

Methode C — Abspaltung der Benzylschutzgruppe durch katalytische Hydrierung

Das entsprechende benzylgeschiitzte Hydroxamsdurederivat wird in einem Gemisch aus
MeOH/THF (1:1 v/v; 10 ml) geldst und mit Pd/C (10%; 0,05 Aq.) versetzt. Das Reaktionsgefil3
wird mit Wasserstoff gespiilt und fiir 4-5 h bei 4 bar geriihrt. AnschlieBend wird das
Reaktionsgemisch durch Celite gefiltert und das Filtrat bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand
wird iiber semi-priparative HPLC (Gradient E) gereinigt.

7.2.4 Synthese der N-substituierten 3,5-Diphenylpyrazolderivate
Darstellung der Ausgangsstoffe

Darstellung von 3,5-Diphenylpyrazol-4-carbonsduremethylestern (grofser Ansatz) mit Hydrazin
Dihydrochlorid

Entsprechend der Vorschrift von KAMAL et al.''3l wird das jeweilige Diphenyldiketonderivat
(1 Aq.) in MeOH! (50 ml, trocken) geldst. AnschlieBend wird Hydrazin Dihydrochlorid (1,5 Aq.)
zu gegeben und das Reaktionsgemisch wird iiber Nacht unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen
des Reaktionsgemischs wird das Losungsmittel unter Vakuum reduziert. Der Riickstand wird mit
Wasser versetzt und die wiassrige Phase wird mit Ethylacetat (3x35 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden tliber Natriumsulfat getrocknet und bis zur Trockne eingeengt. Der

Riickstand wird ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet.

Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-benzoyl-4-ox0-4-phenyl-butanoat (31; 2000 mg;
6,75 mmol) und Hydrazin Dihydrochlorid (1063 mg; 10,12 mmol) in MeOH dargestellt. Ausbeute:
1670 mg (85%); ESI-MS m/z: 293,0 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 15,87 min (92,1%).

I Reaktion wurde auch mit EtOH durchgefiihrt.
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Ethyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33*)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-benzoyl-4-oxo0-4-phenyl-butanoat (31; 2120 mg;
7,15 mmol) und Hydrazin Dihydrochlorid (1127 mg; 10,73 mmol) in EtOH dargestellt. Ausbeute:
2000 mg (91,3%); ESI-MS m/z: 307,3 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 17,15 min (86,0%).

Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-4-benzoyl-5-ox0-5-phenylpentanoat (32; 3100 mg;
9,99 mmol) und Hydrazin Dihydrochlorid (1573 mg; 14,98 mmol) dargestellt. Ausbeute: 2778 mg
(91%); ESI-MS m/z: 306,8 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 16,21 min (94,0%).

Darstellung des tritylgeschiitzten Diphenylpyrazolderivats

2-(3,5-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)-N-trityloxy-acetamid (118)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-(3,5-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)ethansdure (117; 1600 mg;
5,75 mmol; 1 Aq.), TBTU (1846 mg; 5,75 mmol; 1 Aq.), O-Tritylhydroxylamin (1583 mg;
5,75 mmol; 1 Aq.) und DIPEA (2 ml; 11,50 mmol; 2 Aq.) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 13 dargestellt. Ausbeute: 3000 mg (97%); ESI-MS m/z: 536,3 [M+H]"; HPLC
(Gradient A): rt 20,19 min (84,4%).

Synthese von N-substituierten Pyrazolderivaten via CHAN-LAM-Kupplung

Allgemeine Arbeitsvorschrift 16: Darstellung der N-substitutierten Pyrazolderivate 120 und 122
durch Chan-Lam-Kupplung!'!¥

Das jeweilige Diphenylpyrazolderivat (1 Aq.) wird in Dichlormethan geldst (c=0,1 M).
Die entsprechende Boronsdure (2 Aq.), Triethylamin (2 Aq.), Cu(OAc): (1,5 Aq.) und
Molekularsieb (3 A) werden zugegeben und das Reaktionsgemisch wird bei Raumtemperatur unter
Luftsauerstoff fiir 72 h geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird anschlieBend iiber Celite gefiltert und
das Filtrat unter Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird iiber Flash-

Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) gereinigt.

Synthese von N-substitutierte Pyrazolderivaten via N-Alkylierung und MICHAEL-Addition

Die Darstellung der N-substituierten Pyrazolderivate 124a-n und 125a-n erfolgt entsprechend der

allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 und 8.
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Synthese von N-substitutierte Pyrazolderivaten via MITSUNOBU-Reaktion

Darstellung der Ausgangsstoffe

Allgemeine Arbeitsvorschrift 17: Darstellung der Benzylalkoholderivate!'*/

Ein ausgeheiztes Reaktionsgefdll wird mehrmals evakuiert und mit Argon gespiilt. Das jeweilige
Keton (4 mmol; 1 Aq.) wird vorgelegt und mit THF (3 ml) verdiinnt. AnschlieBend wird unter
Argonatmosphire und bei 0 °C die jeweilige Phenylmagnesiumbromid-Losung (1 M in THF; 6 ml;
6 mmol; 1,5 Aq.) zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird langsam von 0 °C auf Raumtemperatur
erwarmt und iiber Nacht geriihrt. AnschlieBend wird mit geséttigter NH4CI-Losung gequencht. Die
wiassrige Phase wird mit Ethylacetat (3x25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird

mittels Flash-Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) gereinigt.

1-Phenylcyclobutanol (128b)

Diese Verbindung wird ausgehend von Cyclobutanon (301 pl) und Phenylmagnesiumbromid-
Losung (I M in THF; 6 ml) dargestellt. Ausbeute: 220 mg (37%); HPLC (Gradient A):
rt 12,75 min (79,2%).

1-(3-Methoxyphenyl)cyclobutanol (128c¢)
Diese Verbindung wird ausgehend von Cyclobutanon (301 pl) und 3-Methoxyphenyl-
magnesiumbromid-Losung (1 M in THF; 6 ml) dargestellt. Ausbeute: 260 mg (36%);
HPLC (Gradient A): rt 12,93 min (95,7%).

3-Phenyloxetan-3-ol (128d)

Diese Verbindung wird ausgehend von 3-Oxetanon (256 upl) und Phenylmagnesiumchlorid-
Losung (1 M in THF; 6 ml) dargestellt. Ausbeute: 380 mg (63%); HPLC (Gradient A): rt 8,67 min
(74,3%).

3-(3-Methoxyphenyl)oxetan-3-ol (128¢)

Diese Verbindung wird ausgehend von 3-Oxetanon (256 pl) und 3-Methoxyphenylmagnesium-
bromid-Losung (1 M in THF; 6 ml) dargestellt. Ausbeute: 350 mg (49%); HPLC (Gradient A):
rt 9,41 min (>99%).

2-(3-Methoxyphenyl)propan-2-ol (128f)
Diese Verbindung wird ausgehend von Aceton (296 pl) und 3-Methoxyphenyl-
magnesiumbromid-Losung (1 M in THF; 6 ml) dargestellt. Ausbeute: 260 mg (39%);
HPLC (Gradient A): rt 11,92 min (94,8%).
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Allgemeine Arbeitsvorschrift 18: Darstellung von N-substituierten Pyrazolderivaten 129a-f und
130 via MITSUNOBU-Reaktion

In einen Kolben werden das entsprechende Diphenylpyrazolderivat (1 Aq.), der entsprechende
Alkohol (1,5 Aq.) und Triphenylphosphin (3 Aq.) vorgelegt und unter Argonatmosphire in THF
(trocken, ¢=0,2 M) geldst. Unter Argonatmosphire wird anschlieBend DIAD (3 Aq.) zum
Reaktionsgemisch zugetropft und bei Raumtemperatur 12-48 h geriihrt. Das Losungsmittel wird
etwas eingeengt und der Riickstand wird mit Wasser versetzt. Die wiassrige Phase wird 3x mit je
25 ml Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen werden vereinigt, iiber Na,SO4 getrocknet
und unter Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird mittels Flashchromatographie

(Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) gereinigt.

Darstellung der Triphenylpyrazolzielverbindung 121 durch Abspaltung der Tritylschutzgruppe
Die Darstellung des Triphenylpyrazols 121 erfolgt entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
1 Methode A.

Darstellung der N-substituierten Pyrazolzielverbindungen 123, 126a-n, 127a-n, 131a-f und 132
durch Aminolyse von Carbonsdureestern
Die Darstellung der N-substituierten Pyrazolderivate 123, 126a-n, 127a-n, 131a-f und 132 erfolgt

entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6.
7.2.5 Synthese der substituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate

Darstellung der substituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate 133a-e
Die Darstellung der substituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate 133a-e erfolgt entsprechend der

allgemeinen Arbeitsvorschrift 10 nach BAHRAMI et al.!®),

Darstellung der Phenylbenzimidazol-Carbonsdureester 134a-e iiber N-Alkylierung
Die Darstellung der substituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate 134a-e erfolgt entsprechend der

allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A.
Darstellung der Phenylbenzimidazol-Carbonsdureester 141a-c tiber reduktive Zyklisierung

Allgemeine Arbeitsvorschrift 19: Darstellung der substitutierten 2-Phenylbenzimidazolderivate
141a-c durch reduktive Zyklisierung

Die Synthese der substitutierten Phenylbenzimidazolderivate erfolgt entsprechend den
Vorschriften von YUE und WANG!!'® und YANG et al.”*) Das jeweilige o-Fluornitrobenzolderivat

(1 Aq.), sowie Glycin-tert-butylester Hydrochlorid (1 Ag.) und NaHCOs (2 Aq.) in einem Vial in
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EtOH (3 ml) suspendiert und unter Mikrowellenstrahlung auf 120 °C fiir 20 min erhitzt. Nach
Abkiihlen auf Raumtemperatur wird das Reaktionsgemisch in einen Kolben iiberfiihrt und mit
EtOH (5 ml) verdiinnt. Anschlieend wird das Gemisch mit dem entsprechend substituierten
Aldehyd (1 Aq.) und NaxS:04 (3 Aq.) versetzt und iiber Nacht unter Riickfluss erhitzt. Das
Losungsmittel wird im Vakuum eingeengt, der Riickstand in wenig Wasser aufgenommen und mit
gesittigter NaHCO;3-Losung verdiinnt. Die wissrige Phase wird mit Ethylacetat (3x2 ml)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na>SO4 getrocknet und bis zur
Trockne eingeengt. Der Riickstand wird mittel Flash-Chromatographie (Kieselgel,
Heptan/Ethylacetat) gereinigt.

Darstellung der Ausgangsstoffe

Methyl-3-fluoro-2-nitro-benzoat (138a)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-Fluoro-2-nitrobenzoesédure (555 mg; 3 mmol) und konz.
H2S04 (80 pl; 1,5 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 9 dargestellt. Ausbeute:
435 mg (73%); HPLC (Gradient A): rt 15,52 min (>99%).

Methyl-4-fluoro-3-nitro-benzoat (138b)

Die Verbindung wird ausgehend von 4-Fluoro-3-nitrobenzoesdure (370 mg; 2 mmol) und konz.
H2SO4 (54 pl; 1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 9 dargestellt. Ausbeute:
333 mg (84%); HPLC (Gradient A): rt 15,39 min (>99%)).

Methyl-3-fluoro-4-nitro-benzoat (138c¢)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-Fluoro-4-nitrobenzoesédure (370 mg; 2 mmol) und konz.
H2SO4 (54 pl; 1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 9 dargestellt. Ausbeute:
333 mg (84%); HPLC (Gradient A): rt 15,65 min (>99%)).

Allgemeine Arbeitsvorschrift 20: Darstellung der 2-Phenylbenzimidazolethansdurederivate
135c-e und 142a-c durch Abspaltung der tert-Butylschutzgruppe

Das jeweilige tert-Butylderivat (1 Aq.) wird unter Eiskiihlung mit HCI in Dioxan/MeOH (5 M;
50 Aq.) versetzt. Das Gemisch wird langsam von 0 °C auf Raumtemperatur erwirmt und iiber
Nacht geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird im Vakuum bis zur Trockne eingeengt und ohne

weitere Reinigung weiterverwendet.

Darstellung der N-Benzylhydroxamsdurederivate 136¢-e und 143a-c¢ via Kupplungsreaktion
Die Darstellung der substituierten N-Benzylhydroxamsdurederivate 136¢-e und 143a-c erfolgt

entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 13.
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Darstellung der substituierten 2-Phenylbenzimidazolzielverbindungen 137a-e und 144a-c

Die Darstellung der substituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate 137a und 137b erfolgt durch
Aminolyse des Carbonsdureesters entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6. Die
Darstellung der substituierten 2-Phenylbenzimidazolderivate 137¢-e und 144a-c erfolgt durch die
Abspaltung der Schutzgruppe mittels BBr3; entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15
Methode A.

7.2.6 Synthese der 1,3-substituierten 2-Phenylindolderivate
Darstellung des N-substituierten 2-Phenylindolmethylesterderivats 148 durch N-Arylierung

Methyl-2-(1,2-diphenylindol-3-yl)acetat (148)

Entsprechend einer Vorschrift von ANTILLA et al.l'' werden Methyl-2-(2-phenyl-1H-indol-3-
yl)acetat (62; 265 mg; 1 mmol, 1 Aq.), Cul (19 mg; 0,1 mmol, 0,1 Aq.) und KzPO4 (431 mg;
2 mmol, 2 Aq.) in einem Kolben vorgelegt, anschlieBend mehrmals entgast und mit Argon gespiilt.
Unter Argonatmosphire werden DMEDA (22 pl; 0,2 mmol; 0,2 Aq.), Iodbenzen (167 pl;
1,5 mmol; 1,5 Aq.) und Toluol (1 ml) zugegeben und das Reaktionsgemisch wird bei 135 °C iiber
Nacht erhitzt. Nach Abkiihlen wird das Reaktionsgemisch iiber Celite gefiltert und mit Ethylacetat
gewaschen. Das Filtrat wird unter Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird iiber
Flash-Chromatographie (Kieselgel, Heptan/Ethylacetat) gereinigt. Ausbeute: 118 mg (35%); ESI-
MS m/z: 342,4 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 21,28 min (93,3%).

Darstellung der N-substituierte 2-Phenylindolmethylesterderivate 150a-c durch N-Alkylierung
Die Darstellung der N-substituierte 2-Phenylindolmethylesterderivate 150a-c erfolgt durch
N-Alkylierung entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A.

Darstellung der N-substituierten 2-Phenylindolzielverbindungen 149 und 151a-c
Die Darstellung der N-substituierten 2-Phenylindolzielverbindungen 149 und 151a-c erfolgt durch

Aminolyse der Carbonsdureester entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6.
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7.3 Durchfithrung der Assays

7.3.1 Enzymaktivititsassay

Die Bestimmung der biologischen Aktivitit gegeniiber Meprin o und 3 wurde fiir einen Teil der
Verbindungen von Mercedes Scharfe und Christian Pfennig (Fraunhofer [IZI-MWT) durchgefiihrt.
Die biochemische Charakterisierung der Verbindungen gegeniiber Ovastacin erfolgte durch
Dr. Hagen Korschgen und Prof. Dr. Walter Stocker (Universitit Mainz).

Die inhibitorischen Aktivitidten der Verbindungen gegeniiber Meprin a,  und Ovastacin wurden
in vitro mit Hilfe eines Fluoreszenz-basierten Enzymassays bestimmt. Als Enzyme wurden
rekombinates humanes Meprin o und 3 verwendet. Fiir die Evaluierung der Inhibitoren wurde
murines Ovastacin! verwendet, da die Expression und Aufreinigung von humanem Ovastacin
aufgrund der ungeniigenden Reinheit und geringen Aktivitit ungeeignet ist. Die Assays basierten
auf der Spaltung von intern gequenchten Peptidsubstraten (Tabelle 31). Die in 96-Well-
Mikrotiterplatten (Polystyrol, schwarz, transparenter Boden) durchgefiihrte Assays umfassten pro
Well ein Gesamtvolumen von 250 pl, bestehend aus 100 ul Puffer, 50 ul Enzym, 50 pl Substrat
und 50 pl Inhibitor. Im Fall von 96-Well Halbflachenplatten wurde das Testvolumen auf 100 pl
reduziert, sodass sich das Gesamtvolumen aus 40 ul Puffer, 20 pl Enzym, 20 pl Substrat und 20 pl
Inhibitor zusammensetzt. Die enzymatische Aktivitit von ADAMs wurde in 384-Well-Platten mit
einem Gesamtvolumen von 50 ul pro Well, bestehend aus 30 pl Enzym in Puffer, 10 pl Substrat
und 10 pl Inhibitor, bestimmt. Fiir die Reproduzierbarkeit wurden alle Messungen mindestens in
Doppelbestimmung unabhéngig voneinander an drei verschiedenen Tagen bestimmt. Die
Inhibitorverdiinnungen wurden ausgehend von einer 0,01 M Stammlésung des jeweiligen
Inhibitors in 100% DMSO durch eine serielle Verdiinnung mit DMSO hergestellt. Zu den
Inhibitorverdiinnungen wurde anschlieend die Pufferlosung zugegeben (im Ansatz 2% DMSO).
Fiir die ICso-Bestimmungen von Meprin oo und 3 wurden in Abhdngigkeit der Potenz des Inhibitors
11 oder 14 Inhibitorkonzentrationen im Bereich von 1x10* M bis 1x107'® M hergestellt.
Die Enzymaktivitdt wurde in Gegenwart des jweiligen Inhibitors und des Substrats untersucht.
Dafiir wurden die Inhibitorldsungen in Puffer, die Enzyme Meprin o bzw. Meprin 3 mit einer
Endkonzentration im Bereich von 1x10" M bis 3x107'? (abhingig von der Aktivitit der jeweiligen
Enzymecharge) in der Mikrotiterplatte vorgelegt und zusammen mit dem Substrat bei 30 °C fiir

10 min (Meprin a) bzw. 60 min (Meprin ) inkubiert. Die Messungen wurden anschlieBend durch

I'Murines und humanes Ovastacin besitzen eine Sequenzidentitéit von ca. 68%. Werden nur die Aminosiurereste der
Bindetaschen im aktiven Zentrum betrachtet, welche bei der Bindung des Inhibitors beteiligt sein konnten, besitzen
murines und humanes Ovastacin eine Sequenzidentitit von ca. 97%.
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Zugabe des Substrats gestartet. Die initialen Reaktionsgeschwindigkeiten wurden unter
Verwendung des Fluoreszenz-Plattenreaders (CLARIOstar, BMG Labtech, Auswertesoftware
MARS 4.00 R2) bei einer Temperatur von 30 °C bestimmt. Die Anregungs- und
Emissionswellenldngen waren fiir die Abz/Dnp-Substrate 340/410 nm und fiir das Edans/Dabcyl-
Substrat 340/490 nm. Aus den kinetischen Daten wurden die ICso-Werte mittels GraphPad Prism
(Version 5.04) durch nichtlineare Regression ausgewertet. Die K{®P-Werte wurden unter

Verwendung der Morrison-Gleichung bestimmt.!2!]

Tabelle 31: Ubersicht der eingesetzten Substrate, Puffer, Assayvolumina

Substrat [S] Puffer Assay-
uM volumen
Abz-YVAEAPK(Dnp)G-OH | 10 |40 mMTRIS 250 ul
pH 8.0
hMep a 50 mM HEPES
Ac-RE(Edans)-DR-Nle- 8 | 150 mM NaCl 100 ul
VGDDPYK(Dabcyl)-NH, H
pH 7.4
Abz-YVADAPK(Dnp)G-OH | 10 | %0 mMHEPES 250 pl
pH 7.4
hMep 50 mM HEPES
Ac-RE(Edans)-DR-Nle- 20 ISOmmM NaCl 100 pl
VGDDPYK(Dabeyl)-NH, K
pH 7.4
mOva Ac-RE(Edans)-DR-Nle- 25 i(s)omnl:dMTISgF Cl 100 pl
VGDDPYK(Dabeyl)-NH, K
pH 7.4
hMMP2 (1 pg/ml) 25 mM TRIS
hMMP9 (2 ug/ml) Mca-PLGL-(DapDnp)-AR- 10 2 uM ZnCl, 100 ul
hMMP13 (1 pg/ml) NH, 150 mM NaCl H
(R&D systems) pH 7.5
25 mM TRIS
hhigﬁﬁig E(l) gg/ n}gﬂ) Abz-LANAVRSSSR- 50 | 2HM ZnCl, 50 ul
O HE (DapDnp)-NH, 150 mM NaCl H
(R&D systems) pH 9.0

In den Assays von Ovastacin wurde eine Ovastacinkonzentration von 1x10° M verwendet.
Die Messungen der Enzymaktivitét erfolgten bei 37 °C und wurden mit der Zugabe von 25 uM
Substrat gestartet. Die initialen Reaktionsgeschwindigkeiten wurden fiir mindestens 1000 s
aufgezeichnet (50x100 ms in Intervallen von 20 s). Danach wurde 1,5 pl Proteinase K (20 mg/ml)
zugegeben, um einen vollstindigen Substratumsatz zu erreichen. Dieser wurde {iberwacht und
anschlieBend nach folgender Formel v = [S]Xm/AF berechnet, wobei [S] die

Substratkonzentration, m die [F/t]-Steigung des anfanglichen linearen Substratumsatzes und AF
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die maximale Fluoreszenzintensitit ist, die dem vollstindigen Umsatz entspricht. Die Ki@®P-Werte
wurden unter Verwendung der Morrison-Gleichung bestimmt.'?!l Die Bestimmung der
Restaktivititen von MMP-2, -9, -13 und ADAM10/17 erfolgte bei Inhibitorkonzentrationen von
200 uM und 10 uM. Zusitzlich wurde eine ICso-Bestimmung bei einer Reihe von Verbindungen

durchgefiihrt, wenn eine Restaktivitét unter 60% bei 10 uM Inhibitorkonzentration resultierte.

7.3.2 Zellviabilititsassay

Die Zellviabilitdt wurde von Stefanie Geilller (Fraunhofer IZI-MWT) bestimmt. Die Evaluierung
wurde in der humanen hepatozelluliren Karzinom-Zelllinie Hep-G2 und in der humanen
Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y durchgefiihrt. Nach dem Standard-Zellkulturverfahren wurden
Hep-G2-Zellen in RPMI1640 (angereichert mit 10% FBS) und SH-SY5Y-Zellen in DMEM
(hochglucosehaltig, pyruvathaltig; angereichert mit 10% FBS) in einer befeuchteten Atmosphére
von 37 °C und 5% COz (Hep-G2) bzw. 10% CO2 (SH-SY5Y) kultiviert. Fiir den Assay wurden
die Zellen in 96-Well-Mikrotiterplatten in Dichten von 50000 Zellen/Well (Hep-G2) und 60000
Zellen/Well (SH-SYS5Y) beschichtet. Nach 24 h wurden die in DMSO geldsten Verbindungen dem
frischem Medium ohne FBS zu einer Konzentration von 30 uM (1% DMSO, v/v) zugefiihrt und
fiir weitere 24 h auf die Zellen gegeben. Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde am néchsten Tag
mit dem CytoTox-ONE-Kit (Promega) basierend auf der Lebensfdhigkeit in den Kontroll-Wells
bestimmt, die mit Kulturmedium und 1% DMSO inkubiert waren. Die Zellen wurden zweimal mit
PBS gewaschen, gefolgt von einer Zelllyse fiir 10 min (PBS+9%w/v Triton-X 100). Die
Substratmischung wurde zugegeben und 10 min im Dunkeln inkubiert. Nach Beendigung der
Reaktion wurde die Fluoreszenzintensitit bei einer Anregungs- und Emissionswellenlénge von

544/595 nm gemessen.
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7.4 Computergestiitzte Methoden

Fiir die verschiedenen Berechnungen wurde als Software Molecular Operating Environment
(MOE, Version 2019.0102, Chemical Computing Group)!'46], Genetic Optimization for Ligand
Docking (GOLD, Version 2020.1, CCDC Software Ltd.) und Turbomole (V7.3, 2018,
TURBOMOLE GmbH) verwendet. MOE diente zur Durchfiihrung von Flexiblen Alignments,
Energieminimierung (Amber 10:EHT Kraftfeld) von Verbindungen, Vorbereitung der Proteine
bzw. der Liganden fiir die Dockingexperimente und Visualisierung der Dockingergebnisse.

Die quantenmechanischen Berechnungen wurden durch Christian Jager (Vivoryon Therapeutics)
mit Turbomole durchgefiihrt. Dafiir wurde als DFT-Funktional BP86 und als Basissatz def-SV(P),
sowie zusétzlich die DFT-D3 (BJ)-Korrektur verwendet. Die elektrostatischen Potentiale wurden
anschliefend in TmoleX 4.4.1 (COSMOlogic GmbH & Co. KG) auf der Isooberfliche
(Isowert=0,001) der Elektronendichte visualisiert.

Die Dockinguntersuchungen wurden mit der Software GOLD in Kombination mit dem HERMES
Visualizer (Version 2020.1, CCDC Software Ltd.) durchgefiihrt. Fiir hMeprin 3 wurde als Protein
die Proteasedomine der Kette A der Kristallstruktur 7AQ1!!! eingesetzt. Fiir hMeprin o und
mOvastacin wurden die jeweiligen Homologie Modelle!'®! verwendet. Das Protein wurde in MOE
durch die Addition von Wasserstoffatomen vorbereitet und als *.mol2 Datei in GOLD geladen.
Die Wassermolekiile und der kokristallisierte Ligand in der Meprin -Kristallstruktur wurden
entfernt. Die Bindetasche des Proteins wurde iiber das Zinkatom und einem Radius von 15 A
definiert. Die Liganden wurden im Zeichenprogramm ChemDraw (Version 13.0.2.3021,
CambridgeSoft) in ihrer deprotonierten Form erstellt. AnschlieBend wurden in MOE die
3D-Koordinaten der Liganden dargestellt und auf angemessene Bindungsldngen skaliert. Die
Liganden wurden als *.sdf Datei in GOLD geladen. Fiir jeden Liganden wurden 20 Dockingldufe
durchgefiihrt, dabei wurde kein vorzeitiger Abbruch (early termination) zugelassen und die
Effizienz der Suche (search efficacy) auf 100% festgelegt. Als Scoringfunktion wurde ChemScore
gewihlt. Es wurde ein Docking mit Scaffold-Match-Constraint durchgefiihrt. Die Hydroxamsaure-
substruktur des kokristallisierten Liganden in der 7AQI1-Kristallstruktur wurde als Scaffold
festgelegt, um eine plausible Positionierung am Zinkatom beim Docking zu forcieren. Das Scaffold
Constraint wurde fiir das Docking in den Homologie Modellen von hMeprin o und mOvastacin
auch platziert, nachdem ein strukturelles Alignment der Homologie Modelle mit der
Kristallstruktur  7AQ1 in MOE durchgefiihrt wurde. Die Dockingexperimente wurden
hauptsichlich mit rigidem Protein durchgefiihrt. In einigen Féllen wurden flexible Seitenketten
einzelner Aminosduren innerhalb des aktiven Zentrums festgelegt. Die moglichen Seitenketten-

konformationen wurden durch eine Rotamerbibliothek!'#”! definiert.
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ANHANG 1

9 ANHANG

9.1 Analytische Daten der Verbindungen
9.1.1 Tertidre Amine

2-[(4-Chloro-2-fluoro-3-hydroxy-phenyl)methyl-(4-pyridylmethyl)amino]ethan-
hydroxamséiure (3a)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-[(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)methyl-(4-
pyridylmethyl)amino]-N-trityloxy-acetamid (16a; 48 mg; 0,08 mmol) und BBr3; (1 M in DCM,;
322 ul; 0,32 mmol) entsprechend der allgemeinen Abreitsvorschrift 1 Methode B dargestellt.
Ausbeute: 19 mg (69%); Aussehen: hellbraunes viskoses Ol; ESI-MS m/z: 181,0
[M—-C7HsCIFO'], 340,2 [M+H]"; 'TH-NMR (400 MHz, MeCN-d3): & 3,18 (s, 2H, -CO-CH>-N-);
3,78 (s, 2H, -N-CH>-Ar); 4,01 (s, 2H, -N-CH>-Ar); 6,89-6,93 (m, 1H, Ar-H); 7,10-7,12 (m, 1H,
Ar-H); 7,97 (d, 2H, J=5,9 Hz, Pyridin: 2x CH); 8,62 (d, 2H, *J=5,9 Hz, Pyridin: 2x CH); HRMS
m/z: 340,0872 [M+H]"; berechnet fiir CisH;cCIFN3Os": 340,0859; HPLC (Gradient A):
rt 7,31 min (>99%).

2-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl(4-pyridylmethyl)amino]ethanhydroxamsiure (3b)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl(4-pyridylmethyl)amino]-/N-
trityloxy-acetamid (16b; 108 mg; 0,19 mmol) entsprechend der allgemeinen Abreitsvorschrift 1
Methode A dargestellt. Ausbeute: 15 mg (24%); Aussehen: braunes viskoses Ol; ESI-MS m/z:
316,0 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, MeCN-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,15 (s, 1,7H, -CO-CH>-
N-); 3,38 (s, 0,3H, -CO-CH>-N-); 3,65-3,67 (m, 1,7H, -N-CH>-Ar); 3,72 (s, 0,3H, -N-CH>-Ar);
3,97 (s, 1,7H, -N-CH>-Ar); 4,06 (s, 0,3H, -N-CH>-Ar); 5,92-5,93 (m, 2H, -O-CH-0O-); 6,73-6,82
(m, 2H, 2x Ar-H); 6,88-6,94 (m, 1H, Ar-H); 7,97-7,99 (m, 2H, Pyridin: 2x CH); 8,61-8,65 (m, 2H,
Pyridin: 2x CH); HRMS m/z: 316,1307 [M+H]"; berechnet fiir C16H1sN304": 316,1292; HPLC
(Gradient B): rt 19,63 min (>99%).

2-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl(3-pyridylmethyl)amino]ethanhydroxamséure (3¢)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl(3-pyridylmethyl)amino]-/N-
trityloxy-acetamid (16¢; 100 mg; 0,18 mmol) entsprechend der allgemeinen Abreitsvorschrift 1
Methode A dargestellt. Ausbeute: 17 mg (30%); Aussehen: weiller Feststoff; ESI-MS m/z: 315,9
[M+H]"; '"H-NMR (400 MHz, MeCN-ds): § 3,20 (s, 2H, -CO-CH>-N-); 3,75 (s, 2H, -N-CH-Ar);
3,97 (s, 2H, -N-CH>-Ar); 5,94 (s, 2H, -O-CH>-0O-), 6,77-6,83 (m, 3H, 3x Ar-H), 6,92 (s, 1H,
CHpyridin), 7,83-7,87 (m, 1H, Pyridin: CH), 8,40-8,42 (m, 1H, Pyridin: CH); 8,64-8,65 (m, 1H,
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Pyridin: CH), 8,81 (s, 1H, Pyridin: CH); HRMS m/z: 316,1304 [M+H]"; berechnet fiir
Ci6H1sN304": 316,1292; HPLC (Gradient B): rt 18,11 min (>99%).

2-[1H-Benzimidazol-5-ylmethyl(1,3-benzodioxol-5-ylmethyl)amino]ethanhydroxamsiure
(3d)

Die Verbindung wird ausgehend von fert-Butyl-5-[[(benzo[d][1,3]dioxo0l-5-yl)methyl-[2-0x0-2-
(trityloxyamino)ethylJamino]methyl]benzoimidazol-1-carboxylat (16d; 336 mg; 0,48 mmol)
entsprechend der allgemeinen Abreitsvorschrift 1 Methode A dargestellt. Ausbeute: 42 mg (25%);
Aussehen: weiBler Feststoff; ESI-MS m/z: 135,0 [M—C1oH11N4O2']", 355,3 [M+H]"; '"H-NMR
(400 MHz, DMSO-de): 8 3,28 (s, 2H, -CO-CH>-N-); 3,84-3,97 (m, 2H, -N-CH>-Ar); 4,19-4,32 (s,
2H, -N-CH>-Bim); 6,00-6,09 (m, 2H, -O-CH>-0-); 6,93-7,00 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,08-7,12 (m, 1H,
Ar-H); 7,58-7,60 (m, 1H, Bim: C7H); 7,80-7,82 (m, 1H, Bim: C¢H); 7,90-7,96 (m, 1H, Bim: C4H);
9,25 (br s, 1H, Bim: C2H); 10,71 (br s, 1H, -NH-OH); HRMS m/z: 355,1413 [M+H]"; berechnet
fiir C1sH19N4O4": 355,1401; HPLC (Gradient A): 1t 6,03 min (98,1%).

2-[1H-Benzimidazol-5-ylmethyl-[(4-chloro-2-fluoro-3-hydroxy-phenyl)methyljamino]-
ethanhydroxamsiure (3e)

Die Verbindung wird ausgehend von tert-Butyl-5-[[(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-
methyl-[2-0x0-2-(trityloxyamino)ethylJamino]methyl]benzimidazol-1-carboxylat (16e; 232 mg;
0,32 mmol) und BBr3 (1 M in DCM; 1,9 ml; 1,89 mmol) allgemeinen Abreitsvorschrift 1
Methode B dargestellt. Ausbeute: 45 mg (38%); Aussehen: gelber Feststoff; ESI-MS m/z: 379,3
[M+H]*; 'TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 3,10 (s, 2H, -CO-CH>-N-); 3,85 (s, 2H, -N-CH>-Ar);
3,99 (s, 2H, -N-CH>-Bim); 6,99-7,03 (m, 1H, Ar-H); 7,19 (d, 1H, *J=8,5 Hz, Ar-H); 7,59 (d, 1H,
3]=8,6 Hz, Bim: C7H); 7,78-7,84 (m, 2H, Bim: C4H + CcH); 9,40 (s, 1H, Bim: C2H); 10,31 (br s,
1H, Ar-OH); 10,49 (br s, 1H, -NH-OH); HRMS m/z: 379,098 [M+H]"; berechnet fiir
C17H17CIFN403": 379,0968; HPLC (Gradient A): rt 7,01 min (98,1%).

3-[(4-Chloro-2-fluoro-3-hydroxy-phenyl)methyl-(4-pyridylmethyl)amino]propan-
hydroxamsiure (4a)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-[(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)methyl-(4-
pyridylmethyl)amino]-N-trityloxy-propanamid (17a; 120 mg; 0,20 mmol) und BBr3 (1 M in DCM;
787 ul; 0,79 mmol) allgemeinen Abreitsvorschrift 1 Methode B dargestellt. Ausbeute: 27 mg
(38%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 354,1 [M+H]"; 'TH-NMR (400 MHz, MeCN-d5):
(cis-trans-Isomere) & 2,33 (t, 1,8H, *J=6,6 Hz, -CO-CH>-CH>-N-); 2,50-2,54 (m, 0,2H, -CO-CH>-
CH»-N-); 2,89 (t, 1,8H, 3J=6,5 Hz, -CO-CH»-CH>-N-); 3,27-3,34 (m, 0,2H, -CO-CH»-CH>-N-);
3,78 (s, 2H, -N-CH>-Ar); 3,95 (m, 2H, -N-CH>-Ar); 6,88-6,92 (m, 1H, Ar-H); 7,10-7,12 (m, 1H,
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Ar-H); 7,86 (d, 2H, 3J=6,0 Hz, Pyridin: 2x CH); 8,60 (d, 2H, *J=6,2 Hz, Pyridin: 2x CH); HRMS
m/z: 354,1028 [M+H]"; berechnet fiir CisHisCIFN3Os": 354,1015; HPLC (Gradient A): rt
7,55 min (>99%).

3-[(4-Chloro-2-fluoro-3-hydroxy-phenyl)methyl-[(4-chloro-2-fluoro-phenyl)methyl|]-
amino|propanhydroxamsiure (4b)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-[(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)methyl-[(4-
chloro-2-fluoro-phenyl)methyl]amino]-N-trityloxy-propanamid (17b; 365 mg; 0,55 mmol) und
BBr; (1 M in DCM; 3,31 ml) allgemeinen Abreitsvorschrift 1 Methode B dargestellt. Ausbeute:
39 mg (18%); Aussehen: helles viskoses Ol; ESI-MS m/z: 404,9 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz,
MeCN-ds): (cis-trans-Isomere) 8 2,51 (t, 1,7H, 3J=6,3 Hz, -CO-CH,-CH,-N-); 2,93-2,96 (m, 0,3H,
-CO-CH>-CH2-N-); 3,20-3,24 (m, 1,7H, -CO-CH2-CH>-N-); 3,36-3,39 (m, 0,3H, -CO-CH>-CH>-
N-); 4,15-4,31 (m, 4H, 2x -N-CH-Ar); 6,91-6,95 (m, 1H, Ar-H); 7,19-7,24 (m, 1H, Ar-H); 7,27-
7,32 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,46-7,50 (m, 1H, Ar-H); 9,64 (br s, 1H, -NH-OH); HRMS m/z: 405,0596
[M+H]"; berechnet fiir C17H;7CL.F2N20s": 405,0579; HPLC (Gradient A): rt 10,69 min (>99%).

3-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl-[(4-chloro-2-fluoro-3-hydroxy-phenyl)methyl]amino|-
propanhydroxamsiure (4¢)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl-[(4-chloro-2-fluoro-3-
hydroxy-phenyl)methyl]amino]-N-trityloxy-propanamid (17¢; 114 mg; 0,18 mmol) entsprechend
der allgemeinen Abreitsvorschrift 1 Methode A dargestellt. Ausbeute: 58 mg (85%); Aussehen:
helles viskoses Ol; ESI-MS m/z: 379,1 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, MeCN-ds): (cis-trans-
Isomere) & 2,56 (t, 1,6H, *J=6,6 Hz, -CO-CH>-CH>-N-); 2,93-2,96 (m, 0,4H, -CO-CH>-CH»-N-);
3,30-3,37 (m, 2H, -CO-CH>-CH>-N-); 4,21-4,30 (m, 4H, 2x -N-CH>-Ar); 6,01 (s, 2H, -O-CH>-
0-); 6,88-6,95 (m, 4H, 2x Ar-H + -O-CH>-O-); 7,21-7,23 (m, 1H, Ar-H); 9,84 (br s, 1H, -NH-
OH); HRMS m/z: 397,0976 [M+H]"; berechnet fiir CisHioCIFN,Os": 397,0961; HPLC
(Gradient A): rt 9,73min (>99%).

3-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl-[(4-chloro-2-fluoro-phenyl)methyl]amino]propan-
hydroxamséiure (4d)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl-[(4-chloro-2-fluoro-
phenyl)methyl]amino]-N-trityloxy-propanamid (17d; 215 mg; 0,35 mmol) entsprechend der
allgemeinen Abreitsvorschrift 1 Methode A dargestellt. Ausbeute: 70 mg (53%); Aussehen: helles
viskoses Ol; ESI-MS m/z: 381,1 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, MeCN-ds): (cis-trans-Isomere)
82,55 (t, 1,7H, 3J=6,6 Hz, -CO-CH>-CH>-N-); 2,95-2,98 (m, 0,3H, -CO-CH,-CH>-N-); 3,29 (t,
1,4H, 3J=6,5 Hz, -CO-CH»-CH>-N-); 3,33-3,37 (m, 0,6H, -CO-CH>-CH>-N-); 4,18-4,30 (m, 4H,
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2x -N-CH;-Ar); 6,01 (s, 2H, -O-CH>-O-); 6,87-6,96 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,29-7,31 (m, 2H, 2x
Ar-H); 7,47-7,51 (m, 1H, Ar-H); 9,81 (br s, 1H, -NH-OH); HRMS m/z: 381,1026 [M+H]";
berechnet fiir C1gH19CIFN204": 381,1012; HPLC (Gradient A): rt 10,67 min (>99%).

3-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl(4-pyridylmethyl)amino]propanhydroxamsiure (4¢)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl(4-pyridylmethyl)amino] -N-
trityloxy-propanamid (17e; 128 mg; 0,22 mmol) entsprechend der allgemeinen Abreitsvorschrift
1 Methode A dargestellt. Ausbeute: 19 mg (26%); Aussehen: braunes viskoses Ol; ESI-MS m/z:
330,2 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, MeCN-ds): (cis-trans-Isomere) & 2,40 (t, 1,6H,
3J=6,6 Hz, -CO-CH>-CH>-N-); 2,48-2,51 (m, 0,4H, -CO-CH>-CH>-N-); 3,02 (t, 1,6H, *J=6,5 Hz,
CO-CH2-CH>-N-~); 3,17-3,22 (m, 0,4H, -CO-CH»-CH>-N-); 3,85 (s, 2H, -N-CH>-Ar); 4,03-4,10
(m, 2H, -N-CH>-Ar); 5,96-6,00 (m, 2H, -O-CH>-0O-); 6,80-6,97 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,77-7,78 (m,
2H, Pyridin: 2x CH); 8,64-8,66 (m, 2H, Pyridin: 2x CH); HRMS m/z: 330,1462 [M+H]"; berechnet
fiir C17H20N304": 330,1448; HPLC (Gradient A): rt 6,45 min (96,7%).

3-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl(3-pyridylmethyl)amino]propanhydroxamsaure (4f)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl(3-pyridylmethyl)amino]-/N-
trityloxy-propanamid (17f; 125 mg; 0,22 mmol) entsprechend der allgemeinen Abreitsvorschrift 1
Methode A dargestellt. Ausbeute: 13 mg (18%); Aussehen: helles diinnfliissiges Ol; ESI-MS m/z:
74,0 [M— Ci1sHisN202°T", 330,0 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, MeCN-ds): (cis-trans-Isomere)
52,46 (t, 1,6H, 3J=6,4 Hz, -CO-CH>-CH»-N-); 2,67 (t, 0,4H, J= 6,9 Hz, cis-trans-Isomere); 3,06
(t,0,4H, 3J=6,9 Hz, -CO-CH2-CH>-N-); 3,19 (t, 1,6 H, *J=6,3 Hz, cis-trans-Isomere); 3,97 (s, 0,3H,
-N-CH>-Ar); 4,08-4,10 (m, 1,7H, cis-trans-Isomere); 4,20 (s, 1,7H, -N-CH>-Pyr); 4,34 (s, 0,3H,
cis-trans-Isomere); 5,97-6,01 (m, 2H, Benzodioxol: -O-CH>-O-); 6,82-6,94 (m, 3H, Benzodioxol:
3x Ar-H); 7,65-7,73 (m, 1H, CHpyridin); 8,10-8,22 (m, 1H, CHbpyridin); 8,64-8,75 (m, 2H,
2xCHpyrigin); HRMS m/z: 330,1462 [M+H]"; berechnet fiir C17H20N304": 330,1448; HPLC
(Gradient A): rt 5,97 min und rt 6,53 min (>99%; Doppelpeak aufgrund unterschiedlicher

Protonierungszustinde).

3-[(4-Chloro-2-fluoro-3-hydroxy-phenyl)methyl-(3-pyridylmethyl)amino]propan-
hydroxamséaure (4g)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-[(4-Chloro-2-fluoro-3-hydroxy-phenyl)methyl-(3-
pyridylmethyl)amino]-N-trityloxy-propanamid (17g; 80 mg; 0,13 mmol) entsprechend der
allgemeinen Abreitsvorschrift 1 Methode A dargestellt. Ausbeute: 11 mg (23%); Aussehen:
braunes viskoses Ol; ESI-MS m/z: 354,0 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, MeCN-ds): (cis-trans-
Isomere) § 2,38 (t, 1H, *J= 6,6 Hz, -CO-CH>-CH,-N-); 2,56 (t, 1H, *J=6,2 Hz, -CO-CH>-CH,-N-
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); 2,90 (t, 1H, 3J=6,6 Hz, -CO-CH»-CH>-N-); 3,02 (t, 1H, 3J=6,2 Hz, -CO-CH»-CH>-N-); 3,83-3,99
(m, 4H, 2x -N-CH>-Ar); 6,88-6,93 (m, 1H, Ar-H); 7,10-7,14 (m, 1H, Ar-H); 7,73-7,80 (m, 1H,
Pyridin: CH); 8,20-8,29 (m, 1H, Pyridin: CH); 8,59-8,60 (m, 1H, Pyridin: CH); 8,72-8,78 (m, 1H,
Pyridin: CH); HRMS m/z: 354,1031 [M+H]"; berechnet fiir C1¢H1sCIFN303": 354,1015; HPLC
(Gradient A): rt 7,63 min und 7,17 min (>99%; Doppelpeak aufgrund unterschiedlicher

Protonierungszustinde).

3-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl-[[4-(dimethylamino)phenyl]methyl]amino]propan-
hydroxamsiure (4h)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl-[[4-(dimethylamino)-
phenyl]methyl]amino]-N-trityloxy-acetamid (17h; 498 mg; 0,81 mmol) entsprechend der
allgemeinen Abreitsvorschrift 1 Methode A dargestellt. Ausbeute: 5 mg (2%); Aussehen:
rotbraunes viskoses Ol; ESI-MS m/z: 134,0 [M—C11H13N204']", 394,2 [M+Na]*; 'H-NMR
(400 MHz, MeCN-ds): § 2,51 (t, 2H, *J=6,3 Hz, -CO-CH>-CH2-N-); 2,97 (s, 6H, Ar-N-(CH3),);
3,29 (t, 2H, 3J=6,3 Hz, -CO-CH>-CH>-N-); 4,18-4,19 (m, 4H, 2x -N-CH:-Ar); 6,00-6,02 (m,
2H, -O-CH>-0); 6,81-6,84 (m, 2H, 2x Ar-H); 6,91 (s, 3H, 3x Ar-H); 7,24-7,26 (m, 2H, 2x Ar-H);
9,61 (brs, 1H, -NH-OH); HPLC (Gradient A): rt 8,16 min (>99%).

Zwischenprodukte

2-[(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)methylamino]-/NV-trityloxy-acetamid (13a)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-Amino-N-trityloxy-acetamid (10; 665 mg; 2 mmol), 1,3-
4-Chloro-2-fluoro-3-methoxybenzaldehyd (12a; 415 mg; 2,2 mmol) und NaBHs4 (91 mg;
2,4 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 3 dargestellt. Ausbeute: 439 mg (43%);
ESI-MS m/z: 243,1 Trityl-Fragment, 505,2 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 16,13 min (>99%).

3-(1,3-Benzodioxol-5-ylmethylamino)-N-trityloxy-propanamid (13b)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-Amino-N-trityloxy-acetamid (10; 665 mg; 2 mmol), 1,3-
Benzodioxole-5-carbaldehyd (12b; 330 mg; 2,2 mmol) und NaBHs4 (91 mg; 2,4 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 3 dargestellt. Ausbeute: 683 mg (67%); ESI-MS
m/z: 243,0 Trityl-Fragment, 467,0 [M+H]".

tert-Butyl 5-[[[2-0x0-2-(trityloxyamino)ethyl]amino]methyl]benzimidazole-1-carboxylat
(13¢)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-Amino-N-trityloxy-acetamid (10; 665 mg; 2 mmol), tert-
Butyl-5-formylbenzimidazol-1-carboxylat (12¢; 542 mg; 2,2 mmol) und NaBHs (91 mg;
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2,4 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 3 dargestellt. Ausbeute: 544 mg (48%);
ESI-MS m/z: 243,3 Trityl-Fragment, 565,6 [M+H]".

3-[(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)methylamino]-/NV-trityloxy-propanamid (14a)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-Amino-N-trityloxy-propanamid (11; 346 mg; 1 mmol),
4-Chloro-2-fluoro-3-methoxybenzaldehyd (12a; 207 mg; 1,1 mmol) und NaBH4 (45 mg;
1,2 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 3 dargestellt. Ausbeute: 400 mg (77%);
ESI-MS m/z: 243,0 Trityl-Fragment, 519,0 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 16,11 min (>99%).

3-(1,3-Benzodioxol-5-ylmethylamino)-/NV-trityloxy-propanamid (14b)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-Amino-N-trityloxy-propanamid (11; 434 mg; 1,25 mmol),
1,3-Benzodioxole-5-carbaldehyd (12b; 207 mg; 1,38 mmol) und NaBHs (57 mg; 1,52 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 3 dargestellt. Ausbeute: 360 mg (54%); ESI-MS
m/z: 243,1 Trityl-Fragment, 481,2 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 14,99 min (>99%).

3-(3-Pyridylmethylamino)-/N-trityloxy-propanamid (14c)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-Amino-N-trityloxy-propanamid (11; 693 mg; 2 mmol),
3-Pyridincarboxaldehyd (12d; 236 mg; 2,2 mmol) und NaBH4 (91 mg; 2,4 mmol) entsprechend
der allgemeinen Arbeitsvorschrift 3 dargestellt. Ausbeute: 811 mg (82%); ESI-MS m/z: 243,0
Trityl-Fragment, 438,0 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 11,89 min (88,8%).

3-[[4-(Dimethylamino)phenyl]methylamino]-/N-trityloxy-propanamid (14d)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-Amino-N-trityloxy-propanamid (11; 693 mg; 2 mmol),
4-(Dimethylamino)-benzaldehyd (12e; 328 mg; 2,2 mmol) und NaBHs4 (91 mg; 2,4 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 3 dargestellt. Ausbeute: 780 mg (81%); ESI-MS
m/z: 134,0 [M—C30H27N204']", 480,2 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 13,65 min (96,7%).

2-[(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)methyl-(4-pyridylmethyl)amino]-/V-trityloxy-
acetamid (16a)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-[(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)methylamino]-N-
trityloxy-acetamid (13a; 70 mg; 0,14 mmol), 4-(Chlormethyl)pyridin Hydrochlorid (19 mg;
0,15 mmol) und TEA (48 ul; 0,35 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 4
dargestellt. Ausbeute: 48 mg (58%); ESI-MS m/z: 243,1 Trityl-Fragment, 596,2 [M+H]".
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2-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl(4-pyridylmethyl)amino]-/V-trityloxy-acetamid (16b)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-(1,3-Benzodioxol-5-ylmethylamino)-N-trityloxy-acetamid
(13b, 333 mg; 0,71 mmol), 4-(Chlormethyl)pyridin Hydrochlorid (100 mg; 0,79 mmol) und TEA
(247 ul; 1,78 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 4 dargestellt. Ausbeute:
108 mg (27%); ESI-MS m/z: 242,9 Trityl-Fragment, 557,9 [M+H]".

2-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl(3-pyridylmethyl)amino]-/V-trityloxy-acetamid (16¢)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-(1,3-Benzodioxol-5-ylmethylamino)-N-trityloxy-acetamid
(13b; 320 mg; 0,69 mmol), 3-(Chlormethyl)pyridin (96 mg; 0,75 mmol) und TEA (238 ul;
1,71 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 4 dargestellt. Ausbeute: 100 mg
(27%); ESI-MS m/z: 242,8 Trityl-Fragment, 557,8 [M+H]".

tert-Butyl-5-(((benzo[d][1,3]dioxol-5-ylmethyl)(2-ox0-2-((trityloxy)amino)ethyl)amino)-
methyl)-1H-benzo[d]imidazol-1-carboxylat (16d)

Die Verbindung wird ausgehend von tert-Butyl-5-[[[2-0x0-2-(trityloxyamino)ethyl]amino]-
methyl]benzimidazol-1-carboxylat (13¢; 272 mg; 0,48 mmol), 5-(Brommethyl)-1,3-benzodioxol
(114 mg; 0,53 mmol) und TEA (168 pul; 1,21 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 4 dargestellt und wird ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet. Ausbeute:

336 mg (99%); ESI-MS m/z: 243,2 Trityl-Fragment, 597,5 [M—Boc+H]".

tert-Butyl-5-[[(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)methyl-[2-oxo0-2-(trityloxyamino)-
ethyl]amino]methyl|benzimidazol-1-carboxylat (16e)

Die Verbindung wird ausgehend von tert-Butyl-5-[[[2-0x0-2-(trityloxyamino)ethyl]amino]-
methyl]benzimidazol-1-carboxylat (13¢; 272 mg; 0,48 mmol), 4-Chloro-2-fluoro-3-
methoxybenzylbromid (135 mg; 0,53 mmol) und TEA (168 pl; 1,21 mmol) entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift 4 dargestellt und wird ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 232 mg (65%); ESI-MS m/z: 243,2 Trityl-Fragment, 635,5 [M—Boc+H]".

3-[(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)methyl-(4-pyridylmethyl)amino]-/V-trityloxy-
propanamid (17a)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-[(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)methylamino]-/N-
trityloxy-propanamid (14a; 282 mg; 0,54 mmol), 4-(Chlormethyl)pyridin Hydrochlorid (76 mg;
0,60 mmol) und TEA (188 ul; 1,36 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 4
dargestellt. Ausbeute: 120 mg (36%); ESI-MS m/z: 243,1 Trityl-Fragment, 610,2 [M+H]".
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3-[(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)methyl-[(4-chloro-2-fluoro-phenyl)methyl]-
amino]-/NV-trityloxy-propanamid (17b)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-[(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)methylamino]-N-
trityloxy-propanamid (14a; 400 mg; 0,77 mmol), 1-(Bromomethyl)-4-chloro-2-fluorobenzen
(189 mg; 0,85 mmol) und TEA (267 pl; 1,93 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 4 dargestellt und ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet. Ausbeute: 365 mg

(72%); ESI-MS m/z: 243,0 Trityl-Fragment, 661,0 [M+H]".

3-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl-[(4-chloro-2-fluoro-3-hydroxy-phenyl)methyl]Jamino]-/V-
trityloxy-propanamid (17¢)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-(1,3-Benzodioxol-5-ylmethylamino)-N-trityloxy-
propanamid (14b; 315 mg; 0,66 mmol), 3-(Bromomethyl)-6-chloro-2-fluoro-phenol (173 mg;
0,72 mmol) und TEA (227 ul; 1,64 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 4
dargestellt. Ausbeute: 114 mg (27%); ESI-MS m/z: 243,0 Trityl-Fragment, 639,0 [M+H]"; HPLC
(Gradient A): rt 16,85 min (>99%).

3-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl-[(4-chloro-2-fluoro-phenyl)methyl]amino]-/NV-trityloxy-
propanamid (17d)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-(1,3-Benzodioxol-5-ylmethylamino)-N-trityloxy-
propanamid (14b; 315 mg; 0,66 mmol), 1-(Bromomethyl)-4-chloro-2-fluorobenzen (161 mg;
0,72 mmol) und TEA (227 ul; 1,64 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 4
dargestellt. Ausbeute: 215 mg (53%); ESI-MS m/z: 243,1 Trityl-Fragment, 623,2 [M+H]"; HPLC
(Gradient A): rt 18,19 min (>99%).

3-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl(4-pyridylmethyl)amino] -/V-trityloxy-propanamid (17e)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-(1,3-Benzodioxol-5-ylmethylamino)-N-trityloxy-
propanamid (14b; 526 mg; 1,09 mmol), 4-(Chlormethyl)pyridin Hydrochlorid (154 mg;
1,20 mmol) und TEA (379 ul; 2,74 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 4
dargestellt. Ausbeute: 128 mg (20%); ESI-MS m/z: 243,0 Trityl-Fragment, 572,1 [M+H]"; HPLC
(Gradient A): rt 14,96 min (88,5%).

3-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl(3-pyridylmethyl)amino]-/NV-trityloxy-propanamid (17f)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-(3-Pyridylmethylamino)-N-trityloxy-propanamid (14d;
405 mg; 0,93 mmol), 5-(Brommethyl)-1,3-benzodioxol (219 mg; 1,02 mmol) und TEA (321 pl;
2,31 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 4 dargestellt. Ausbeute: 125 mg
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(24%); ESI-MS m/z: 243,0 Trityl-Fragment, 572,0 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 14,77 min
(>99%).

3-[(4-Chloro-2-fluoro-3-hydroxy-phenyl)methyl-(3-pyridylmethyl)amino]-/NV-trityloxy-
propanamid (17g)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-(3-Pyridylmethylamino)-N-trityloxy-propanamid (14d;
405 mg; 0,93 mmol), 3-(Bromomethyl)-6-chloro-2-fluoro-phenol (244 mg; 1,02 mmol) und TEA
(321 pl; 2,31 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 4 dargestellt. Ausbeute:
80 mg (15%); ESI-MS m/z: 243,0 Trityl-Fragment, 595,9 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt
15,07 min (91,9%).

3-[1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl-[[4-(dimethylamino)-phenyl]methyl]amino]-/V-trityloxy-
acetamid (17h)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-[[4-(Dimethylamino)phenyl]methylamino]-N-trityloxy-
propanamid (14e; 390 mg; 0,81 mmol), 5-(Brommethyl)-1,3-benzodioxol (192 mg; 0,89 mmol)
und TEA (282 pl; 2,03 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 4 dargestellt und
ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet. Ausbeute: 498 mg (99%); ESI-MS m/z: 134,0
[M—C30H27N204°1", 614,3 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 17,17 min (90,5%).

9.1.2 Derivate mit heteroaromatischem Grundkorper

2-(2,5-Diphenylpyrrol-1-yl)ethanhydroxamsiure (5a)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-2-(2,5-diphenylpyrrol-1-yl)acetamid (26;
90 mg; 0,24 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 5 dargestellt. Ausbeute: 25 mg
(37%); Aussehen: rosafarbiger Feststoff; ESI-MS m/z: 293,2 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 4,34 (s, 1,5H, -CO-CH>-); 4,65 (s, 0,5H, -CO-CH>-); 6,27 (s,
2H, Pyrrol: 2x CH); 7,33-7,36 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,41-7,47 (m, 8H, 8x Ar-H); 8,99 (br s,
0,6H, -NH-OH); 9,19 (br s, 0,2H, -NH-OH); 10,26 (s, 0,2H, -NH-OH); 10,54 (s, 0,8H, -NH-OH);
HRMS m/z: 315,1114 [M+Na]*; berechnet fiir C1sH6N2NaO>": 315,1104; HPLC (Gradient A): rt
15,84 min (97,7%).

3-(2,5-Diphenylpyrrol-1-yl)propanhydroxamséure (5b)

Die Verbindung wird ausgehend von N-benzyloxy-3-(2,5-diphenylpyrrol-1-yl)propanamid (27;
300 mg; 0,76 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 5 dargestellt. Ausbeute: 9 mg
(4%); Aussehen: hellrosafarbiger Feststoff; ESI-MS m/z: 307,4 [M+H]', 329.4 [M+Na]';
"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 1,83-1,87 (m, 1,8H, -CO-CH>-CHz-); 2,09-
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2,13 (m, 0,2H, -CO-CH,-CHz-); 4,28-4,32 (m, 2H, -CO-CH2-CH>-); 6,23 (s, 2H, Pyrrol: 2x CH);
7,34-7,38 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,44-7,51 (m, 8H, 8x Ar-H); 8,57 (br s, 0,6H, -NH-OH); 8,81 (br s,
0,1H, -NH-OH); 9,76 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,16 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 329,1273
[M+Na]*; CioHisN2NaO>": 329,1260; HPLC (Gradient A): rt 16,27 min (>99%).

2-(3,5-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)ethanhydroxamséure (5c)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33; 173 mg,
0,59 mmol) ), NaOCH3z (5 N; 708 ul; 3,5 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (123 mg;
1,8 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 83 mg (40%);
Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 294,5 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-
trans-Isomere) 6 3,32 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,63 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 7,38-7,42 (m, 2H, 2x Ar-H);
7,46-7,49 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,64-7,66 (m, 4H, 4x Ar-H); 10,09 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,62 (s, 0,9H,
-NH-OH); HRMS m/z: 294,1251 [M+H]"; berechnet fiir C17H6N302": 294,1237; HPLC (Gradient
A): 1t 12,03 min (>99%)).

3-(3,5-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanhydroxamsiure (5d)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34; 306
mg, 1 mmol), NaOCHj3 (5 N; 1,2 ml; 6 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (208 mg; 3 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 58 mg (19%); Aussehen:
weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 308,4 [M+H]"; 'TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 2,06-2,11 (m,
2H, -CO-CH>-CHz-); 2,93-2,97 (m, 2H, -CO-CH2-CH>-); 7,41 (t, 2H, *J=7,3 Hz, 2x Ar-H); 7,50
(t, 4H, 3J=7,6 Hz, 4x Ar-H); 7,64 (d, 4H, 3J=7,8 Hz, 4x Ar-H); 10,33 (br s, 1H, -NH-OH); HRMS
m/z: 308,1409 [M+H]"; berechnet fiir CisHisN3O>": 308,1394; HPLC (Gradient A): 15,52 min
(96,8%).

2-(3,5-Diphenylisoxazol-4-yl)ethanhydroxamsiure (5e)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenylisoxazol-4-yl)acetat (35; 92 mg,
0,31 mmol), NaOCH3 (5 N; 376 ul; 1,9 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (65 mg;
0,94 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 42 mg (35%);
Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 295,1 [M+H]", 317,2 [M+Na]*; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-dg): & 3,41 (s, 2H, -CO-CH>-); 7,55-7,62 (m, 6H, 6x Ar-H); 7,68-7,70 (m, 2H, 2x Ar-H);
7,79-7,82 (m, 2H, 2x Ar-H); 10,77 (s, 1H, -NH-OH); HRMS m/z: 317,0907 [M+Na]"; berechnet
fiir C17H14N2NaOs": 317,0897; HPLC (Gradient A): rt 14,56 min (>99%).
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3-(3,5-Diphenylisoxazol-4-yl)propanhydroxamsiure (5f)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenylisoxazol-4-yl)propanoat (36; 49 mg,
0,16 mmol), NaOCHs (5 N; 191 ul; 0,96 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (52 mg;
0,48 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 11 mg (22%);
Aussehen: hellgelber Feststoff; ESI-MS m/z: 309,4 [M+H]", 331,4 [M+Na]"; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) 6 2,09-2,13 (m, 2H, -CO-CH>-CH2»-); 2,95-2,99 (m, 2H, -CO-CH;-
CH>-); 7,57-7,63 (m, 6H, 6x Ar-H); 7,69-7,71 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,81-7,84 (m, 2H, 2x Ar-H); 9,86
(s, 0,1H, -NH-OH); 10,36 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 309,1250 [M+H]"; berechnet fiir
Ci1sH17N205": 309,1234; HPLC (Gradient A): rt 14,93 min (>99%).

2-(3,5-Diphenyl-1,2,4-triazol-4-yl)ethanhydroxamsaure (5g)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-4H-1,2,4-triazol-4-yl)acetat (42; 86
mg, 0,29 mmol), NaOCH3 (5 N; 352 ul; 1,8 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (61 mg;
0,88 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 45 mg (52%);
Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 350,4 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-
trans-Isomere) 6 4,56 (s, 1,5H, -CO-CH>-); 4,85 (s, 0,5H, -CO-CH>-); 7,58-7,70 (m, 10H, 10x
Ar-H); 10,50 (s, 0,3H, -NH-OH); 10,81 (s, 0,7H, -NH-OH); HRMS m/z: 295,1204 [M+H]";
berechnet fiir C16H1sN4O2": 295,1190; HPLC (Gradient A): rt 7,73 min (98,2%).

3-(3,5-Diphenyl-1,2,4-triazol-4-yl)propanhydroxamsiure (Sh)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-4H-1,2,4-triazol-4-yl)propanoat
(43; 105 mg, 0,34 mmol), NaOCH3 (5 N; 410 pl; 2,0 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid
(71 mg; 1,0 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 40 mg
(37%); Aussehen: helles viskoses Ol; ESI-MS m/z: 3094 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 2,10 (t, 2H, *J=7,6 Hz, -CO-CH>-CH,-); 4,39 (t, 2H, 3J=7,5 Hz,
-CO-CH2-CH»-); 7,61-7,63 (m, 6H, 6x Ar-H); 7,75-7,78 (m, 4H, 4x Ar-H); 9,89 (br s, 0,1H, -NH-
OH); 10,28 (br s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 309,1358 [M+H]"; C17H17N4O2": 309,1346;
berechnet fiir HPLC (Gradient A): rt 8,59 min (97,0%).

2-(3,5-Diphenyltriazol-4-yl)ethanhydroxamsiure (5i)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(1,4-diphenyl-1H-1,2,3-triazol-5-yl)acetat (46;
70 mg, 0,24 mmol), NaOCH3 (5 N; 286 ul; 1,4 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (50 mg;
0,72 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 22 mg (32%);
Aussehen: hellgelber Feststoff; ESI-MS m/z: 295,1 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg):
(cis-trans-Isomere) & 3,63 (s, 1,7H, -CO-CH>-); 3,92 (s, 0,3H, -CO-CH>-); 7,42-7,45 (m, 1H,
Ar-H); 7,52 (t, 2H, 3J=7,8 Hz, 2x Ar-H); 7,57-7,69 (m, 5H, 5x Ar-H); 7,75-7,77 (m, 2H, 2x Ar-H);
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9,04 (br s, 0,6H, -NH-OH); 9,39 (br s, 0,2H, -NH-OH); 10,33 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,76 (s, 0,9H,
-NH-OH); HRMS m/z: 295,1207 [M+H]"; berechnet fiir CisHisN4O>": 295,1190; HPLC
(Gradient A): rt 10,43 min (>99%).

2-(3,5-Diphenylimidazol-4-yl)ethanhydroxamsiure (5j)"

Die Verbindung wird ausgehend von Ethyl-2-(3,5-diphenylimidazol-4-yl)acetat (52; 89 mg,
0,29 mmol), NaOCH3 (5 N; 349 ul; 1,7 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (61 mg;
0,87 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 34 mg (40%);
Aussehen: hellrosafarbiger Feststoff; ESI-MS m/z: 294,1 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-
ds): (cis-trans-Isomere) 6 3,47 (s, 1,7H, -CO-CH>-); 3,77 (s, 0,3H, -CO-CH>-); 7,44-7,47 (m, 1H,
Imidazol: CH); 7,51-7,69 (m, 10x Ar-H); 8,88 (br s, 0,9H, -NH-OH); 9,32 (br s, 0,1H, -NH-OH);
10,25 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,61 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 294,1231 [M+H]"; berechnet fiir
C17H16N302": 294,1237; HPLC (Gradient A): rt 6,51 min (>99%).

2-(3,5-Diphenylpyrazol-1-yl)ethanhydroxamsiure (6a)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenylpyrazol-1-yl)acetat (54; 247 mg;
0,84 mmol), NaOCH3 (5 N; 1 ml; 5,1 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (176 mg; 2,5 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 141 mg (57%); Aussehen:
weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 294,4 [M+H]", 316,4 [M+Na]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds):
(cis-trans-Isomere) o 4,68 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 5,04 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 6,91 (s, 1H, Pyrazol:
CH); 7,31-7,35 (m, 1H, Ar-H); 7,41-7,55 (m, 5H, 5x Ar-H); 7,65-7,68 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,83-
7,85 (m, 2H, 2x Ar-H); 9,12 (br s, 0,9H, -NH-OH); 9,36 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,35 (br s,
0,1H, -NH-OH); 10,93 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 294,1251 [M+H]"; berechnet fiir
C17H16N302": 294,1237; HPLC (Gradient A): rt 15,63 min (97,5%).

3-(3,5-Diphenylpyrazol-1-yl)propanhydroxamsiure (6b)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-Diphenylpyrazol-1-yl)propanoat (55; 259 mg;
0,84 mmol), NaOCH3 (5 N; 1 ml; 5,1 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (176 mg; 2,5 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 171 mg (66%); Aussehen:
hellgelber Feststoff; ESI-MS m/z: 308,4 [M+H]", 330,4 [M+Na]"; '"H-NMR (400 MHz, DMSO-
do): (cis-trans-Isomere) & 2,66 (t, 2H, 3J=7,2 Hz, -CO-CH>-CH»-); 4,32 (t, 2H, *J=7,2 Hz, -CO-
CH»-CH>-); 6,84 (s, 1H, Pyrazol: CH); 7,30-7,34 (m, 1H, Ar-H); 7,41-7,45 (m, 2H, 2x Ar-H);
7,47-7,57 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,60-7,63 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,84-7,86 (m, 2H, 2x Ar-H); 9,97 (s,

I Die Verbindung liegt als einfaches TFA-Salz vor.
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0,1H, -NH-OH); 10,53 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 330,1223 [M+Na]"; berechnet fiir
CisH17N3NaO2": 330,1213; HPLC (Gradient A): rt 17,68 min (>99%).

2-(2-Phenylindol-1-yl)ethanhydroxamséure (7a)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(2-phenylindol-1-yl)acetat (57; 265 mg; 1 mmol),
NaOCH; (5 N; 1,2 ml; 6 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (208 mg; 3 mmol) entsprechend
der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 91 mg (34%); Aussehen: hellgelber
Feststoff; ESI-MS m/z: 267,3 [M+H]"; '"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere)
04,66 (s, 1,7H, -CO-CH>-); 4,99 (s, 0,3H, -CO-CH>-); 6,58 (s, 1H, Indol: C3H); 7,08-7,12 (m, 1H,
Indol: CsH); 7,16-7,20 (m, 1H, Indol: Ce¢H); 7,36-7,38 (m, 1H, Ar-H); 7,43-7,47 (m, 1H, Indol:
C4H); 7,49-7,53 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,58-7,64 (m, 3H, Indol: C;H + 2x Ar-H); 10,34 (s, 0,1H, -NH-
OH); 10,93 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 289,0960 [M+Na]*; berechnet fiir C16H14N2NaO,":
289,0947; HPLC (Gradient A): rt 15,81 (>99%)).

3-(2-Phenylindol-1-yl)propanhydroxamsiure (7b)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(2-phenylindol-1-yl)propanoat (58; 188 mg;
0,67 mmol), NaOCHs (5 N; 808 ul; 4,0 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (140 mg;
2,0 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 33 mg (18%);
Aussehen: hellgelber Feststoff; ESI-MS m/z: 281,2 [M+H]", 303,2 [M+Na]"; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds): (cis-trans-Isomere ) o6 2,34-2,38 (m, 2H, -CO-CH>-CH»-); 4,36-4,40 (m, 2H, -CO-
CH»-CH>-); 6,54 (s, 1H, Indol: C3H); 7,07-7,10 (m, 1H, Indol: CsH); 7,18-7,22 (m, 1H, Indol:
CsH); 7,45-7,49 (m, 1H, Ar-H); 7,51-7,58 (m, 6H, 4x Ar-H + Indol: C4H + C7H); 9,97 (brs, 0,1H,
-NH-OH); 10,46 (br s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 281,1301 [M+H]"; berechnet fiir
Ci7H17N202": 281,1285; HPLC (Gradient A): rt 15,22 (>99%).

2-(2-Phenyl-1H-indol-3-yl)ethanhydroxamsiure (7¢)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(2-phenyl-1H-indol-3-yl)acetat (62; 89 mg;
0,34 mmol), NaOCHj3 (5 N; 403 pl; 2,0 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (70 mg; 1,0 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 14 mg (15%); Aussehen:
hellgelber Feststoff; ESI-MS m/z: 206,1 [M—-CHoNO:']", 267,2 [M+H]', 289,2 [M+Na]';
'"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,51 (s, 1,9H, -CO-CH>-); 3,85 (s,
0,1H, -CO-CH>-); 7,02 (t, 1H, *J=7,6 Hz, Indol: CsH); 7,12 (t, 1H, *J=7,5 Hz, Indol: CcH); 7,36-
7,42 (m, 2H, Ar-H + Indol: C7H); 7,51 (t, 2H, *J=7,7 Hz, 2x Ar-H); 7,61 (d, 1H, *J=7,8 Hz, Indol:
C4H); 7,87 (d, 2H, 3J=7,8 Hz, 2x Ar-H); 10,77 (s, 1H, -NH-OH); 11,26 (s, 1H, Indol: NH); HRMS
m/z: 289,0959 [M+Na]"; berechnet fiir CisH14N2NaO2": 289,0947, HPLC (Gradient A): rt
11,97 min (>99%).



xiv ANHANG

2-(2-Phenylbenzimidazol-1-yl)ethanhydroxamsiure (7d)"

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(2-phenylbenzimidazol-1-yl)acetat (66; 134 mg;
0,5 mmol), NaOCHj3 (5 N; 604 ul; 3,0 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (105 mg; 1,5 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 88 mg (66%); Aussehen:
weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 268,3 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-de): (cis-trans-
Isomere) 6 4,95 (s, 1,6H, -CO-CH>-); 5,29 (s, 0,4H, -CO-CH>»-); 7,44-7,51 (m, 2H, Bim: CsH +
CeH ); 7,64-7,71 (m, 4H, Bim: C4H + C7H + 2x Ar-H); 7,78-7,84 (m, 1H, Ar-H); 7,88-7,90 (m,
2H, 2x Ar-H); 10,62 (s, 0,2H, -NH-OH); 11,10 (s, 0,8H, -NH-OH); HRMS m/z: 268,1092;
berechnet fiir C1sH14N30,": 268,1081 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 5,96 min (>99%).

3-(2-Phenylbenzimidazol-1-yl)propanhydroxamsiure (7e)"

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(2-phenylbenzimidazol-1-yl)propanoat (67;
88 mg; 0,31 mmol), NaOCH3 (5 N; 377 ul; 1,9 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (65 mg;
0,94 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 33 mg (37%);
Aussehen: hellgelber Feststoff; ESI-MS m/z: 282,4 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds):
(cis-trans-Isomere) § 2,59 (t, 1,8H, 3J=7,4 Hz, -CO-CH>-CH,-); 2,88 (t, 0,2H, 3J=7,4 Hz, -CO-
CH>-CH»-); 4,60 (t, 2H, *J=7,7 Hz, -CO-CH,-CH>-); 7,49-7,57 (m, 2H, Bim: CsH + C¢H); 7,67-
7,74 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,80-7,83 (m, 1H, Bim: C;H); 7,87-7,89 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,93-7,95 (m,
1H, Bim: C4H); 10,05 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,50 (br s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 282,1248
[M+H]"; berechnet fiir C16Hi6N302": 282,1237; HPLC (Gradient A): rt 6,61 min (95,7%).

2-(2-Phenylimidazo[4,5-b]pyridin-3-yl)ethanhydroxamsiure (7f)!

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(2-phenylimidazo[4,5-b]pyridin-3-yl)acetat (71;
90 mg; 0,34 mmol), NaOCH3 (5 N; 404 pul; 2,0 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (70 mg;
1,0 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 35 mg (39%);
Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 269,1 [M+H]*; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-
trans-Isomere) 6 4,92 (s, 1,6H, -CO-CH>-); 5,26 (s, 0,4H, -CO-CH>-); 7,36-7,39 (m, 1H,
Imidazo[4,5-b]pyridin: CH); 7,58-7,61 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,78-7,80 (m, 0,5H, Imidazo[4,5-
blpyridin: CH); 7,87-7,89 (m, 1,5H, Imidazo[4,5-b]pyridin: CH); 8,14-8,16 (dd, 1H, 3J=7,8 Hz,
4J=1,2 Hz, Ar-H); 8,38-8,89 (m, 1H, Ar-H); 10,45 (s, 0,2H, -NH-OH); 11,01 (s, 0,8H, -NH-OH);
HRMS m/z: 269,1046 [M+H]"; berechnet fiir C14H13N4O2": 269,1033; HPLC (Gradient A): rt
6,75 min (>99%).

I Die Verbindung liegt als einfaches TFA-Salz vor.
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2-(2-Phenylimidazo[4,5-b]pyridin-1-yl)ethanhydroxamsiure (7g)"

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(2-phenylimidazo[4,5-b]pyridin-1-yl)acetat (76;
185 mg; 0,69 mmol), NaOCH3 (5 N; 831 ul; 4,2 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (144 mg;
2,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 38 mg (20%);
Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 269,1 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-
trans-Isomere) 6 5,54 (s, 1,4H, -CO-CH>»-); 5,86 (s, 0,6H, -CO-CH>-); 7,69-7,71 (m, 3H, 3x Ar-H);
7,83 (t, 1H, 3J=7,1 Hz, Imidazo[4,5-b]pyridin: CH); 8,32-8,34 (m, 2H, Imidazo[4,5-b]pyridin: 2x
CH); 8,73-8,79 (m, 2H, 2x Ar-H); 9,32 (br s, 0,7H, -NH-OH); 9,84 (br s, 0,3H, -NH-OH); 10,80
(s, 0,3H, -NH-OH); 11,27 (s, 0,7H, -NH-OH); HRMS m/z: 269,1028 [M+H]"; berechnet fiir
C14H13N402": 269,1033; HPLC (Gradient A): rt 6,61 min (>99%).

2-(2-Phenylindazol-3-yl)ethanhydroxamséaure (7h)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(2-phenylindazol-3-yl)acetat (78; 32 mg;
0,12 mmol), NaOCHs (5 N; 144 pul; 0,72 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (25 mg;
0,36 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 18 mg (56%);
Aussehen: hellgelber Feststoff; ESI-MS m/z: 268,1 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds):
(cis-trans-Isomere) 6 3,83 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 4,15 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 7,08-7,11 (m, 1H,
Indazol: CH); 7,30-7,34 (m, 1H, Ar-H); 7,55-7,66 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,72-7,78 (m, 3H, Indazol:
3x CH); 10,21 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,86 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 268,1097 [M+H]";
berechnet fiir C1sH14N30,": 268,1081; HPLC (Gradient A): rt 9,49 min (>99%).

9.1.3 3,4,5-substituierte Pyrazolderivate

Zwischenprodukte

Methyl-4-(1,3-benzodioxol-5-yl)-4-oxo-butanoat (94a)

Die Verbindung wird ausgehend von 3,4-(Methylendioxy)acetophenon (80a; 1642 mg; 19 mmol),
DMPU (4,4 ml; 36 mmol), LiIHMDS (1 M in THF; 12ml; 12 mmol) und
Bromessigsduremethylester (1,4 ml; 15 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 11
dargestellt. Ausbeute: 1420 mg (60%); ESI-MS m/z: 205,1 [M—CH30°], 259,2 [M+Na]"; HPLC
(Gradient A): rt 13,92 min (>99%).

I Die Verbindung liegt als einfaches TFA-Salz vor.
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Methyl-3-(4-tert-butoxy-4-oxo-butanoyl)benzoat (94b)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-acetylbenzoat (80b; 2112 mg; 11,85 mmol),
DMPU (5,2 ml; 42,67 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 14,2 ml; 14,22 mmol) und Bromessigsdure-
tert-butylester (2,6 ml; 17,78 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 11

dargestellt. Ausbeute: 2800 mg (81%); ESI-MS m/z: 219,0 [M—C4Hs0O"]", 315,1 [M+Na]".

Methyl-4-(4-tert-butoxy-4-oxo-butanoyl)benzoat (94c)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-4-acetylbenzoat (80c; 1580 mg; 8,87 mmol), DMPU
(3,9 ml; 31,92 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 10,6 ml; 10,64 mmol) und Bromessigsdure-zert-
butylester (2,0 ml; 13,30 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 11 dargestellt und
ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet. Ausbeute: 2593 mg (100%); ESI-MS m/z: 129,1
DMPU, 192,0 [M—CsH90>']".

tert-Butyl-4-(4-chloro-2-fluoro-3-methoxyphenyl)-4-oxobutanoat (94d)

Die Verbindung wird ausgehend von 4-Chloro-2-fluoro-3-methoxyacetophenon (80d; 1013 mg;
5 mmol), DMPU (2,2 ml; 18 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 6 ml; 6 mmol) und Bromessigsaure-
tert-butylester (1,1 ml; 7,5 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 11 dargestellt
und weitere Aufreinigung weiterverwendet. Ausbeute: 1584 mg (100%); ESI-MS m/z: 129,1
DMPU, 301,1 [M—CH3]".

4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-4-oxo-butansiure (95a)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-4-(1,3-benzodioxol-5-yl)-4-oxo-butanoat (94a;
1420 mg; 6 mmol) und Lithiumhydroxid Monohydrate (504 mg; 12 mmol) entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift 12 Methode A dargestellt. Ausbeute: 1320 mg (99%); ESI-MS m/z:
205 [M—OH]", 245,1 [M+Na]".

4-(3-Methoxycarbonylphenyl)-4-oxo-butansiure (95b)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(4-fert-butoxy-4-oxo-butanoyl)benzoat (94b;
2800 mg; 9,58 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 12 Methode B dargestellt.
Ausbeute: 2240 mg (99%); APCI-MS m/z: 219,1 [M—OH]", 259,1 [M+Na]".

4-(4-Methoxycarbonylphenyl)-4-oxo-butansiure (95¢)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-4-(4-tert-butoxy-4-oxo-butanoyl)benzoat (94c;
2593 mg; 8,87 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 12 Methode B dargestellt.
Ausbeute: 1780 mg (85%); APCI-MS m/z: 219,3 [M—OH]", 237,3 [M+H]".
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4-(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-4-oxo-butansiaure (95d)
Die Verbindung wird ausgehend von tert-Butyl-4-(4-chloro-2-fluoro-3-methoxyphenyl)-4-
oxobutanoat (94d; 1584 mg; 5 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 12

Methode B dargestellt. Ausbeute: 930 mg (71%); APCI-MS m/z: 245,2 [M—CH3]".

N-(Benzyloxy)-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-Benzoylpropionsdure (59; 2673 mg; 15 mmol), TBTU
(4816 mg; 15 mmol), DIPEA (8,4 ml; 48 mmol) und O-Benzylhydroxylamin Hydrochlorid
(2394 mg; 15 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 13 dargestellt. Ausbeute:
2800 mg (66%); ESI-MS m/z: 161,1 [M—C7HsNO'T", 306,2 [M+Na]"; HPLC (Gradient A): rt
14,59 min und 14,64 min (>99%).

4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-N-benzyloxy-4-oxo-butanamid (96b)

Die Verbindung wird ausgehend von 4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-4-oxo-butansdure (95a; 1320 mg;
5,9 mmol), TBTU (1907 mg; 5,9 mmol), DIPEA (3,2 ml; 19,0 mmol) und O-Benzylhydroxylamin
Hydrochlorid (948 mg; 5,9 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 13 dargestellt.
Ausbeute: 1486 mg (76%); ESI-MS m/z: 350,3 [M+Na]"; HPLC (Gradient A): rt 14,16 min und
14,37 min (77,8%).

Methyl-3-[4-(benzyloxyamino)-4-oxo-butanoyl]benzoat (96¢)

Die Verbindung wird ausgehend von 4-(3-Methoxycarbonylphenyl)-4-oxobutansdure (95b;
2240 mg; 9,5 mmol), TBTU (3047 mg; 9,5 mmol), DIPEA (5,3 ml; 30,4 mmol) und
O-Benzylhydroxylamin Hydrochlorid (1516 mg; 9,5 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 13 dargestellt. Ausbeute: 2545 mg (78%); ESI-MS m/z: 364,3 [M+Na]"; HPLC
(Gradient A): rt 14,51 und 14,77 min (79,9%).

Methyl-4-[4-(benzyloxyamino)-4-oxo-butanoyl|benzoat (96d)

Die Verbindung wird ausgehend von 4-(4-Methoxycarbonylphenyl)-4-oxobutansdure (95c;
1780 mg; 7,5 mmol), TBTU (2420 mg; 7,5 mmol), DIPEA (4,2 ml; 24,1 mmol) und
O-Benzylhydroxylamin Hydrochlorid (1203 mg; 7,5 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 13 dargestellt. Ausbeute: 1240 mg (48%); ESI-MS m/z: 364,1 [M+Na]"; HPLC
(Gradient A): rt 14,51 min und 14,96 min (78,9%).

N-Benzyloxy-4-(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-4-oxo-butanamid (96e¢)
Die Verbindung wird ausgehend von 4-(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-4-oxo-butansiure

(95d; 930 mg; 3,6 mmol), TBTU (1146 mg; 3,6 mmol), DIPEA (2 ml; 11,4 mmol) und
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O-Benzylhydroxylamin Hydrochlorid (569 mg; 3,6 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 13 dargestellt. Ausbeute: 650 mg (50%); ESI-MS m/z: 388,3 [M+Na]"; HPLC
(Gradient A): rt 16,61 min und 16,99 min (76,4%).

N-Benzyloxy-2-(3-methyl-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetamid (98a)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), Acetylchlorid (97a; 122 ul; 1 mmol) und
Hydrazin Monohydrat (1,7 ml; 34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14
Methode A dargestellt. Ausbeute: 112 mg (34%); ESI-MS m/z: 322,3 [M+H]*; HPLC (Gradient
A): rt 11,97 min (80,1%).

N-Benzyloxy-2-(3-benzyl-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetamid (98b)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), Phenylacetylchlorid (97b; 132 ul; 1 mmol)
und Hydrazin Monohydrat (1,7 ml; 34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
14 Methode A dargestellt. Ausbeute: 102 mg (26%); ESI-MS m/z: 398,2 [M+H]".

N-Benzyloxy-2-(3-cyclopentyl-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetamid (98¢)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), Cyclopentancarbonsdurechlorid (97¢; 122 pl;
1 mmol) und Hydrazin Monohydrat (1,7 ml; 34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 14 Methode A dargestellt. Ausbeute: 205 mg (54%); ESI-MS m/z: 376,4
[M+H]".

N-Benzyloxy-2-[3-(3-methoxyphenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]acetamid (98d)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), 3-Methoxybenzoylchlorid (97d;135 pnl;
I mmol) und Hydrazin Monohydrat (1,7 ml; 34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 14 Methode A dargestellt. Ausbeute: 226 mg (55%); ESI-MS m/z: 414,2
[M+H]".

N-Benzyloxy-2-[3-(4-methoxyphenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]acetamid (98e)
Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), 4-Methoxybenzoylchlorid (97e; 135 pnl;

I mmol) und Hydrazin Monohydrat (1,7 ml; 34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen
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Arbeitsvorschrift 14 Methode A dargestellt. Ausbeute: 305 mg (74%); ESI-MS m/z: 414,2
[M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 15,57 min (>99%).

2-[3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]-N-benzyloxy-acetamid (98f)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2 mmol), LiIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), Piperonyloylchlorid (97f; 185 mg; 1 mmol)
und Hydrazin Monohydrat (1,7 ml; 34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14
Methode A dargestellt. Ausbeute: 139 mg (32%); ESI-MS m/z: 426,3 [M+H]"; HPLC (Gradient
A): 1t 15,60 min (98,4%).

N-Benzyloxy-2-[3-(3,4-dimethoxyphenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]acetamid (98g)
Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), 3,4-Dimethoxybenzoesdure (97g; 182 mg;
1 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (178 mg; 1,1 mmol) und Hydrazin Monohydrat (1,7 ml;
34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14 Methode B dargestellt. Ausbeute:
170 mg (38%); ESI-MS m/z: 444,3 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 14,93 min (92,5%).

N-Benzyloxy-2-[3-(3-cyanophenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-ylJacetamid (98h)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), 3-Cyanobenzoesédure (97h; 147 mg; 1 mmol),
1,1'-Carbonyldiimidazol (178 mg; 1,1 mmol) und Hydrazin Monohydrat (1,7 ml; 34,3 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14 Methode B dargestellt. Ausbeute: 83 mg
(20%); ESI-MS m/z: 91,1 Benzyl-Fragment, 409,2 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 15,76 min
(90,1%).

N-Benzyloxy-2-[3-(4-cyanophenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]acetamid (98i)
Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), 4-Cyanobenzoeséure (97i; 147 mg; 1 mmol),
1,1'-Carbonyldiimidazol (178 mg; 1,1 mmol) und Hydrazin Monohydrat (1,7 ml; 34,3 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14 Methode B dargestellt. Ausbeute: 84 mg
(21%); ESI-MS m/z: 409,4 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 15,71 min (93,4%).

Methyl-3-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]|-5-phenyl-1H-pyrazol-3-yl|benzoat (98j)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), Methylhydrogenisophthalat (97j; 180 mg;
1 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (178 mg; 1,1 mmol) und Hydrazin Monohydrat (1,7 ml; 34,3
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mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14 Methode B dargestellt. Ausbeute:
117 mg (27%); ESI-MS m/z: 442,3 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 15,97 min (81,5%).

Methyl-4-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-phenyl-1H-pyrazol-3-yl|benzoat (98Kk)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), Methylhydrogenterephthalat (97k; 180 mg;
1 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (178 mg; 1,1 mmol) und Hydrazin Monohydrat (1,7 ml;
34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14 Methode B dargestellt. Ausbeute:
396 mg (90%); ESI-MS m/z: 91,1 Benzyl-Fragment, 442.2 [M+H]".

N-Benzyloxy-2-[3-(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]-
acetamid (981)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), 4-Chloro-2-fluoro-3-methoxybenzoesiure
(971; 205 mg; 1 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (178 mg; 1,1 mmol) und Hydrazin Monohydrat
(1,7 ml; 34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14 Methode B dargestellt.
Ausbeute: 80 mg (17%); ESI-MS m/z: 466,4 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 17,15 min (85,6%).

N-Benzyloxy-2-[3-(3-chloro-5-fluoro-4-methoxy-phenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]-
acetamid (98m)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2 mmol), LiIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), 3-Chloro-5-fluoro-4-methoxybenzoesiure
(97m; 205 mg; 1 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (178 mg; 1,1 mmol) und Hydrazin Monohydrat
(1,7 ml; 34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14 Methode B dargestellt.
Ausbeute: 100 mg (22%); ESI-MS m/z: 466,4 [M+H]".

N-Benzyloxy-2-[3-(3-benzyloxyisoxazol-5-yl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]acetamid (98n)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 742 mg;
2,62 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 5,5 ml; 5,5 mmol), 3-Benzyloxyisoxazol-5-carbonséure (97n;
290 mg; 1,32 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (234 mg; 1,44 mmol) und Hydrazin Monohydrat
(2,2 ml; 44,78 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14 Methode B dargestellt.
Ausbeute: 100 mg (16%); APCI-MS m/z: 91,8 Benzyl-Fragment, 482,9 [M+H]".
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N-Benzyloxy-2-[3-[1-tert-butyl-3-(trifluoromethyl)pyrazol-4-yl]-5-phenyl-1H-pyrazol-4-
yllacetamid (980)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 626 mg;
2,21 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4,6 ml; 4,64 mmol), 1-tert-Butyl-3-(trifluoromethyl)pyrazol-
4-carbonsdure (970; 261 mg; 1,11 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (197 mg; 1,22 mmol) und
Hydrazin Monohydrat (1,8 ml; 37,90 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14
Methode B dargestellt. Ausbeute: 120 mg (22%); ESI-MS m/z: 498,4 [M+H]".

N-Benzyloxy-2-[3-[3-[1-[(4-methoxyphenyl)methyl]tetrazol-5-yl|phenyl]-5-phenyl-1H-
pyrazol-4-yljacetamid (98p)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), 3-[1-[(4-Methoxyphenyl)methyl]tetrazol-5-
yl]benzoesdure (97p; 310 mg; 1 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (178 mg; 1,1 mmol) und
Hydrazin Monohydrat (1,7 ml; 34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14
Methode B dargestellt. Ausbeute: 188 mg (33%); ESI-MS m/z: 572,2 [M+H]"; HPLC (Gradient
A): rt 18,32 min (94,1%).

cis-2-[4-[2-(Benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-phenyl-1H-pyrazol-3-yl]cyclohexancarbon-
sidure (98q)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), cis-1,2-Cyclohexandicarbonsédureanhydrid
(97q; 154 mg; 1 mmol) und Hydrazin Monohydrat (1,7 ml; 34,3 mmol) entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift 14 Methode A dargestellt. Ausbeute: 147 mg (34%); ESI-MS m/z:
434,2 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 14,43 min (89,7%).

Methyl-3-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-o0xo-ethyl]|-5-phenyl-1H-pyrazol-3-yl]cyclohexan-
carboxylat (98r)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2 mmol), LiHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), 3-(Methoxycarbonyl)-cyclohexan-
carbonséure (97r; 186 mg; 1 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (178 mg; 1,1 mmol) und Hydrazin
Monohydrat (1,7 ml; 34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14 Methode B
dargestellt. Ausbeute: 175 mg (39%); ESI-MS m/z: 448,4 [M+H]".
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trans-Methyl-4-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-phenyl-1H-pyrazol-3-yl]cyclo-
hexancarboxylat (98s)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2mmol), LiHMDS (1 M in THF; 42 ml; 4,2 mmol), trans-4-Methoxycarbonyl-
cyclohexancarbonsdure (97s; 186 mg; 1 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (178 mg; 1,1 mmol) und
Hydrazin Monohydrat (1,7 ml; 34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14
Methode B dargestellt. Ausbeute: 85 mg (19%); ESI-MS m/z: 448,2 [M+H]".

cis-Methyl-4-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-phenyl-1H-pyrazol-3-yl]cyclohexan-
carboxylat (98t)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-oxo-4-phenyl-butanamid (96a; 567 mg;
2mmol), LiIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), cis-4-Methoxycarbonylcyclo-
hexancarbonsdure (97t; 186 mg; 1 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (178 mg; 1,1 mmol) und
Hydrazin Monohydrat (1,7 ml; 34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14
Methode B dargestellt. Ausbeute: 103 mg (23%); ESI-MS m/z: 448,3 [M+H]".

N-Benzyloxy-2-[3,5-bis(1,3-benzodioxol-5-yl)-1H-pyrazol-4-yl]acetamid (99a)

Die Verbindung wird ausgehend von 4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-N-benzyloxy-4-oxo-butanamid
(96b; 715 mg; 2,18 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4,6 ml; 4,58 mmol), Piperonyloylchlorid (97f;
202 mg; 1,09 mmol) und Hydrazin Monohydrat (1,8 ml; 37,46 mmol) entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift 14 Methode A dargestellt. Ausbeute: 290 mg (56%); ESI-MS m/z:
472,3 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 15,52 min (81,7%).

Methyl-3-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-3-(3-methoxycarbonylphenyl)-1H-pyrazol-5-
yl]benzoat (99b)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[4-(benzyloxyamino)-4-oxo-butanoyl]benzoat
(96¢; 650 mg; 1,91 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4 ml; 4 mmol), Methylhydrogenisophthalat
(97j; 172 mg; 0,95 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (170 mg; 1,05 mmol) und Hydrazin
Monohydrat (1,6 ml; 32,7 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14 Methode B
dargestellt. Ausbeute: 150 mg (16%); ESI-MS m/z: 500,6 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt
16,19 min (78,7%).
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Methyl-4-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-3-(4-methoxycarbonylphenyl)-1H-pyrazol-5-
yl]benzoat (99¢)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-4-[4-(benzyloxyamino)-4-oxo-butanoyl]benzoat
(96d; 400 mg; 1,17 mmol), LiIHMDS (1 M in THF; 2,5 ml; 2,46 mmol),
Methylhydrogenterephthalat (97k; 106 mg; 0,59 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (105 mg; 0,64
mmol) und Hydrazin Monohydrat (0,98 ml; 20,10 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 14 Methode B dargestellt. Ausbeute: 100 mg (34%); ESI-MS m/z: 500,2
[M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 16,08 min (>99%).

N-Benzyloxy-2-[3,5-bis(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-1H-pyrazol-4-yl]acetamid
(99d)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-4-(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-4-
oxo-butanamid (96e; 650 mg; 1,78 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 3,7 ml; 3,73 mmol), 4-Chloro-
2-fluoro-3-methoxybenzoesdure (971; 182 mg; 0,89 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (158 mg;
0,98 mmol) und Hydrazin Monohydrat (1,5 ml; 30,48 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 14 Methode B dargestellt. Ausbeute: 50 mg (10%); ESI-MS m/z: 549,0 [M+H]".

Methyl-3-[3-(1,3-benzodioxol-5-yl)-4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-1H-pyrazol-5-
yl]benzoat (99¢)

Die Verbindung wird ausgehend von 4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-N-benzyloxy-4-oxo-butanamid
(96b; 740 mg; 2,26 mmol), LiIHMDS (1 M in THF; 4,8 ml; 4,81 mmol),
Methylhydrogenisophthalat (97j; 206 mg; 1,15 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (204 mg;
1,26 mmol) und Hydrazin Monohydrat (1,9 ml; 39,29 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 14 Methode B dargestellt. Ausbeute: 180 mg (37%); ESI-MS m/z: 91,2 Benzyl-
Fragment, 486,5 [M+H]"; HPLC (Gradient A): 1t 15,84 min (96,7%).

Methyl-4-[3-(1,3-benzodioxol-5-yl)-4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-1H-pyrazol-5-
yl]benzoat (99f)

Die Verbindung wird ausgehend von 4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-N-benzyloxy-4-oxo-butanamid
(96b; 740 mg; 2,26 mmol), LiHMDS (1 M in THF; 48 ml; 4,81 mmol),
Methylhydrogenterephthalat (97k; 206 mg; 1,15 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (204 mg;
1,26 mmol) und Hydrazin Monohydrat (1,9 ml; 39,29 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 14 Methode B dargestellt. Ausbeute: 160 mg (33%); ESI-MS m/z: 486,6
[M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 15,81 min (92,5%).
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Methyl-3-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-3-(4-methoxycarbonylphenyl)-1H-pyrazol-5-
yl]benzoat (99g)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-4-[4-(benzyloxyamino)-4-oxo-butanoyl]benzoat
(96d; 620 mg; 1,82 mmol), LiHMDS (1 M in THF; 3,8 ml; 3,81 mmol),
Methylhydrogenisophthalate (97j; 164 mg; 0,91 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (162 mg;
Immol) und Hydrazin Monohydrat (1,5 ml; 31,15 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 14 Methode B dargestellt. Ausbeute: 50 mg (11%); ESI-MS m/z: 500,3 [M+H]",
522.3 [M+Na]*; HPLC (Gradient A): rt 16,16 min (85,1%).

Methyl-4-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-1H-
pyrazol-3-yl]benzoat (99h)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-4-[4-(benzyloxyamino)-4-oxo-butanoyl]benzoat
(96d; 620 mg; 1,82 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 3,8 ml; 3,81 mmol), 4-Chloro-2-fluoro-3-
methoxybenzoesiure (971; 186 mg; 0,91 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (162 mg; 1 mmol) und
Hydrazin Monohydrat (1,5 ml; 31,15 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14
Methode B dargestellt. Ausbeute: 60 mg (13%); ESI-MS m/z: 91,1 Benzyl-Fragment, 524,3
[M+H]".

Methyl-3-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-1H-
pyrazol-3-yl]benzoat (99i)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[4-(benzyloxyamino)-4-oxo-butanoyl]benzoat
(96¢; 540 mg; 1,58 mmol), LiIHMDS (1 M in THF; 3,3 ml; 3,32 mmol), 4-Chloro-2-fluoro-3-
methoxybenzoesiure (971; 162 mg; 0,79 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (141 mg; 0,87 mmol)
und Hydrazin Monohydrat (1,3 ml; 27,13 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
14 Methode B dargestellt. Ausbeute: 30 mg (7%); ESI-MS m/z: 524,5 [M+H]"; HPLC (Gradient
A): 1t 17,36 min (72,8%).

Methyl-3-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-(3-chloro-5-fluoro-4-methoxy-phenyl)-1H-
pyrazol-3-yl]benzoat (99j)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[4-(benzyloxyamino)-4-oxo-butanoyl]benzoat
(96¢; 540 mg; 1,58 mmol), LiIHMDS (1 M in THF; 3,3 ml; 3,32 mmol), 3-Chloro-5-fluoro-4-
methoxybenzoesdure (97m; 162 mg; 0,79 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (141 mg; 0,87 mmol)
und Hydrazin Monohydrat (1,3 ml; 27,13 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
14 Methode B dargestellt. Ausbeute: 90 mg (22%); ESI-MS m/z: 91,2 Benzyl-Fragment, 524,6
[M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 17,92 min (96,3%).
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cis-2-[4-[2-(Benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-(3-methoxycarbonylphenyl)-1H-pyrazol-3-
yllcyclohexancarbonsiure (99k)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[4-(benzyloxyamino)-4-oxo-butanoyl]benzoat
(96¢; 683 mg; 2 mmol), LiHMDS (I M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), cis-1,2-
Cyclohexandicarbonséureanhydrid (97q; 154 mg; 1 mmol) und Hydrazin Monohydrat (1,7 ml;
34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14 Methode A dargestellt. Ausbeute:
154 mg (21%); ESI-MS m/z: 492,6 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 14,85 min (79,4%).

Methyl-3-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-o0xo-ethyl]-3-(frans-4-methoxycarbonylcyclohexyl)-1H-
pyrazol-5-yl]benzoat (991)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[4-(benzyloxyamino)-4-oxo-butanoyl]benzoat
(96¢; 683 mg; 2 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 42 ml; 4,2 mmol), trans-4-
Methoxycarbonylcyclohexancarbonsdure (97s; 186 mg; 1 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol
(178 mg; 1,1 mmol) und Hydrazin Monohydrat (1,7 ml; 34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 14 Methode B dargestellt. Ausbeute: 216 mg (43%); ESI-MS m/z: 506,4
[M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 15,31 min (81,6%).

Methyl-3-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-o0xo0-ethyl]-3-(cis-4-methoxycarbonylcyclohexyl)-1H-
pyrazol-5-yl]benzoat (99m)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[4-(benzyloxyamino)-4-oxo-butanoyl]benzoat
(96¢; 683 mg; 2 mmol), LIHMDS (1 M in THF; 4,2 ml; 4,2 mmol), cis-4-Methoxycarbonyl-
cyclohexancarbonsdure (97t; 186 mg; 1 mmol), 1,1'-Carbonyldiimidazol (178 mg; 1,1 mmol) und
Hydrazin Monohydrat (1,7 ml; 34,3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 14
Methode B dargestellt. Ausbeute: 185 mg (37%); ESI-MS m/z: 506,4 [M+H]".

Endverbindungen

2-(3-Methyl-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)ethanhydroxamsaure (100a)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-2-(3-methyl-5-phenyl-1H-pyrazol-4-
yl)acetamid (98a; 112 mg; 0,35 mmol) und BBr3 (1 M in DCM; 697 pul; 0,7 mmol) entsprechend
der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt. Ausbeute: 22 mg (27%); Aussehen:
weiBer Feststoff, ESI-MS m/z: 232,2 [M+H]", 171,1 Ci;iH;iN2'-Fragment, 254,3 [M+Na]";
"H-NMR (400 MHz, DMSO-dy): (cis-trans-Isomere) § 2,20 (s, 3H, -CHj3); 3,21 (s, 1,9H, -CO-
CH>-); 3,55 (br s, 0,1 H, -CO-CH>-); 7,34-7,38 (m, 1H, Ar-H); 7,44 (t, 2H, 3J=7,3 Hz, 2x Ar-H);
7,65-7,67 (m, 2H, 2x Ar-H); 10,58 (br s, 1H, -NH-OH); HRMS m/z: 232,1076 [M+H]"; berechnet
fiir C12H14N30,": 232,1081; HPLC (Gradient A): rt 6,56 min (>99%).
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2-(3-Benzyl-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)ethanhydroxamséure (100b)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-2-(3-benzyl-5-phenyl-1H-pyrazol-4-
yl)acetamid (98b; 102 mg; 0,26 mmol) und BBr3 (1 M in DCM; 770 ul; 0,77 mmol) entsprechend
der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt. Ausbeute: 24 mg (30%); Aussehen:
weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 308,3 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-
Isomere) 6 3,21 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,54 (br s, 0,2H, cis-trans-Isomere); 3,96 (s, 2H, -CH>-Ar);
7,17-7,22 (m, 1H, Ar-H); 7,26-7,29 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,34-7,37 (m, 1H, Ar-H); 7,43 (t, 2H,
3J=7,6 Hz, 2x Ar-H); 7,66-7,68 (m, 2H, 2x Ar-H); 9,98 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,61 (br s,
0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 308,1389 [M+H]"; berechnet fiir CisHisN3O,": 308,1394; HPLC
(Gradient A): rt 10,43 min (>99%).

2-(3-Cyclopentyl-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)ethanhydroxamsiure (100c)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-2-(3-cyclopentyl-5-phenyl-1H-pyrazol-4-
yl)acetamid (98¢; 205 mg; 0,55 mmol) und BBr3; (1 M in DCM; 1,6 ml; 1,64 mmol) entsprechend
der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt. Ausbeute: 49 mg (31%); Aussehen:
weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 286,2 [M+H]", 308,2 [M+Na]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds):
(cis-trans-Isomere) & 1,60-1,71 (m, 4H, Cyclopentan: 4x CH); 1,74-1,78 (m, 2H, Cyclopentan: 2x
CH); 1,93-2,00 (m, 2H, Cyclopentan: 2x CH); 3,05-3,13 (m, 1H, Cyclopentan: CH); 3,22 (s, 1,9H,
-CO-CH:>-); 3,56 (br s, 0,1H, -CO-CH>-); 7,34-7,38 (m, 1H, Ar-H); 7,43 (t, 2H, *J=7,3 Hz, 2x Ar-
H); 7,67 (d, 2H, 3J=7,3 Hz, 2x Ar-H); 9,96 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,56 (br s, 0,9H, -NH-OH);
HRMS m/z: 286,1545 [M+H]"; berechnet fiir Ci¢H20N302": 286,1550; HPLC (Gradient A):
rt 9,07 min (>99%).

2-[3-(3-Methoxyphenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]ethanhydroxamsiure (100d)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-2-[3-(3-methoxyphenyl)-5-phenyl-1H-
pyrazol-4-yllacetamid (98d; 226 mg; 0,55 mmol) und Pd/C (10%; 30 mg; 0,03 mmol)
entsprechend allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 der Methode C dargestellt. Ausbeute: 145 mg
(82%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 324,3 [M+H]", 346,3 [M+Na]"; 'H-NMR (400
MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) ¢ 3,32 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,63 (br s, 0,2H, -CO-CH>-);
3,81 (s, 3H, -OCH3); 6,95-6,98 (m, 1H, Ar-H); 7,20-7,22 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,36-7,42 (m, 2H, 2x
Ar-H); 7,47 (t, 2H, 3]=7,5 Hz, 2x Ar-H); 7,64-7,65 (m, 2H, 2x Ar-H); 10,12 (br s, 0,1H, -NH-OH);
10,63 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 324,1341 [M+H]"; berechnet fiir C;sHisN3O3": 324,1343;
HPLC (Gradient A): rt 10,69 min (97,9%).
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2-[3-(4-Methoxyphenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]ethanhydroxamsiure (100¢)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-2-[3-(4-methoxyphenyl)-5-phenyl-1H-
pyrazol-4-yllacetamid (98e; 305 mg; 0,74 mmol) und Pd/C (10%; 40 mg; 0,04 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode C dargestellt. Ausbeute: 114 mg
(48%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 324,3 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg):
(cis-trans-Isomere) 6 3,29 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,60 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 3,81 (s, 3H, -OCH53);
7,03 (d, 2H, 3J=8,7 Hz, 2x Ar-H); 7,37-7,41 (m, 1H, Ar-H); 7,46 (t, 2H, *]=7,6 Hz, 2x Ar-H); 7,57
(d, 2H, *J=8,7 Hz, 2x Ar-H); 7,63-7,65 (m, 2H, 2x Ar-H); 10,08 (br, 0,1H, -NH-OH); 10,60 (s,
0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 324,1340 [M+H]"; berechnet fiir C1sH;sN3O3": 324,1343; HPLC
(Gradient A): rt 10,37 min (97,8%).

2-[3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]ethanhydroxamsiure (100f)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-[3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]-N-
benzyloxy-acetamid (98f; 139 mg; 0,33 mmol) und Pd/C (10%; 17 mg; 0,02 mmol) entsprechend
der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode C dargestellt. Ausbeute: 45 mg (41%); Aussehen:
weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 338,2 [M+H]"; '"H-NMR (400 MHz, DMSO-de): (cis-trans-
Isomere) & 3,29 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,59 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 6,08 (s, 2H, -O-CH>-0O-); 7,00-
7,02 (m, 1H, Ar-H); 7,11-7,14 (m, 1H, Ar-H); 7,20-7,21 (m, 1H, Ar-H); 7,37-7,41 (m, 1H, Ar-H);
7,47 (t, 2H, *J=7,6 Hz, 2x Ar-H); 7,61-7,63 (m, 2H, 2x Ar-H); 10,11 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,62
(s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 338,1133 [M+H]"; berechnet fiir C1sH¢N304": 338,1135; HPLC
(Gradient A): rt 10,40 min (98,1%).

2-[3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]ethanhydroxamsiure (100g)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-2-[3-(3,4-dimethoxyphenyl)-5-phenyl-1H-
pyrazol-4-yllacetamid (98g; 120 mg; 0,27 mmol) und Pd/C (10%; 14 mg; 0,01 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode C dargestellt. Ausbeute: 49 mg
(52%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 354,3 [M+H]"; 'TH-NMR (400 MHz, DMSO-d):
(cis-trans-Isomere) 6 3,30 (s, 1,8H, -CO-CH:>-); 3,61 (br s, 0,2H, -CO-CH>-); 3,80-3,81 (m, 6H,
2x -OCH53); 7,03-7,06 (m, 1H, Ar-H); 7,15-7,17 (m, 1H, Ar-H); 7,23-7,24 (m, 1H, Ar-H); 7,37-
7,41 (m, 1H, Ar-H); 7,47 (t, 2H, *J=7,7 Hz, 2x Ar-H); 7,66 (d, 2H, *]=7,6 Hz, 2x Ar-H); 10,13 (br
s, 0,1H, -NH-OH); 10,63 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 354,1444 [M+H]"; berechnet fiir
C19H20N304": 354,1448; HPLC (Gradient A): rt 9,95 min (98,6%).

2-[3-(3-Cyanophenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]ethanhydroxamsiure (100h)
Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-2-[3-(3-cyanophenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-
yl]acetamid (98h; 83 mg; 0,20 mmol) und BBr3; (1 M in DCM; 610 pl; 0,61 mmol) entsprechend
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der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt. Ausbeute: 25 mg (39%); Aussehen:
weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 319,2 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-
Isomere) 6 3,36 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,66 (br s, 0,2H, -CO-CH>-); 7,42-7,45 (m, 1H, Ar-H); 7,50
(t, 2H, *J=7,6 Hz, 2x Ar-H); 7,61-7,64 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,66-7,71 (m, 1H, Ar-H); 7,86 (d, 1H,
3]=7,7 Hz, Ar-H); 8,02 (d, 1H, *J=7,8 Hz, Ar-H); 8,12 (s, Ar-H); 10,18 (br s, 0,1H, -NH-OH);
10,69 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 319,1186 [M+H]"; berechnet fiir C1sHisN4O>": 319,1190;
HPLC (Gradient A): rt 10,48 min (95,6%).

2-[3-(4-Cyanophenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yllethanhydroxamséure (100i)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-2-[3-(4-cyanophenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-
yl]acetamid (98i; 84 mg; 0,21 mmol) und BBr3 (1 M in DCM; 617 pl; 0,62 mmol) entsprechend
der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt. Ausbeute: 27 mg (42%); Aussehen:
weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 319,2 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d): (cis-trans-
Isomere) 6 3,36 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,67 (br s, 0,2H, -CO-CH>-); 7,42-7,45 (m, 1H, Ar-H); 7,50
(t, 2H, *J=7,6 Hz, 2x Ar-H); 7,62 (d, 2H, 3J=7,7 Hz, 2x Ar-H); 7,88-7,94 (m, 4H, 4x Ar-H); 10,15
(br s, 0,1H, -NH-OH); 10,68 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 319,1185 [M+H]"; berechnet fiir
Ci1gHisN4O2": 319,1190; HPLC (Gradient A): rt 10,56 min (>99%).

3-[4-[2-(Hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-phenyl-1H-pyrazol-3-yl]benzoesiure (100k)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-phenyl-
1H-pyrazol-3-yl]benzoat (98k; 117 mg; 0,27 mmol) und BBr3; (1 M in DCM; 2,7 ml; 2,66 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt. Ausbeute: 5 mg (6%);
Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 338,2 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-
trans-Isomere) 6 3,35 (s, 1,7H, -CO-CH>-); 3,65 (br s, 0,3H, -CO-CH>-); 7,40-7,43 (m, 1H, Ar-H);
7,49 (t, 2H, *J=7,6 Hz, 2x Ar-H); 7,57-7,65 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,89 (d, 1H, *J=7,8 Hz, Ar-H); 7,96
(d, 1H, *J=7,8 Hz, Ar-H); 8,27 (s, 1H, Ar-H); 10,12 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,61 (s, 0,9H, -NH-
OH); HRMS m/z: 338,1134 [M+H]"; berechnet fiir C1sHisN3O4": 338,1135; HPLC (Gradient A):
rt 9,39 min (95,8%).

4-[4-[2-(Hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-phenyl-1H-pyrazol-3-yl]benzoesiure (1001)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-4-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-phenyl-
1H-pyrazol-3-yl]benzoat (98l; 396 mg; 0,90 mmol) und BBr3; (1 M in DCM; 9 ml; 8,97 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt. Ausbeute: 16 mg (5%);
Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 338,3 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-
trans-Isomere) 6 3,36 (1,8H, -CO-CH>-); 3,67 (0,2H, -CO-CH>-); 7,41-7,44 (m, 1H, Ar-H); 7,49
(t, 2H, 3J=7,5 Hz, 2x Ar-H); 7,65 (d, 2H, *J=7,6 Hz, 2x Ar-H); 7,79 (d, 2H, *J=8,1 Hz, 2x Ar-H);
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8,01-8,05 (m, 2H, 2x Ar-H); 8,91 (br s, 0,7H, -NH-OH); 9,26 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,13 (br s,
0,1H, -NH-OH); 10,66 (s, 0,9H, -NH-OH); 13,16 (br s, 1H, -COOH); HRMS m/z: 338,1134
[M+H]"; berechnet fiir C1sHi6N304": 338,1135; HPLC (Gradient A): rt 9,41 min (95,5%).

2-[3-(4-Chloro-2-fluoro-3-hydroxyphenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]ethan-hydroxamsiure
(100m)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-2-[3-(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-5-
phenyl-1H-pyrazol-4-yl]Jacetamid (98m; 80 mg; 0,17 mmol) und BBr3 (1 M in DCM; 1 ml;
1,03 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt. Ausbeute:
28 mg (45%); Aussehen: weiBler Feststoff; ESI-MS m/z: 362,2 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) 6 3,24 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,55 (br s, 0,2H, -CO-CH>-); 7,00 (t,
1H, 3J=7,8 Hz, Ar-H); 7,26-7,29 (m, 1H, Ar-H); 7,38-7,42 (m, 1H, Ar-H); 7,47 (t, 2H, °J=7,3 Hz,
2x Ar-H); 7,66 (d, 2H, *J=7,3 Hz, 2x Ar-H); 9,92 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,45 (br s, 1,9H, Ar-OH
+ -NH-OH); HRMS m/z: 362,0699 [M+H]"; berechnet fiir C;7H4CIFN3Os": 362,0702; HPLC
(Gradient A): rt 10,32 min (97,0%).

2-[3-(3-Chloro-5-fluoro-4-hydroxyphenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]ethan-hydroxamsiure
(100n)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-2-[3-(3-chloro-5-fluoro-4-methoxy-phenyl)-5-
phenyl-1H-pyrazol-4-yl]acetamid (98n; 100 mg; 0,21 mmol) und BBr; (1 M in DCM; 1,3 ml;
1,29 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt. Ausbeute:
13 mg (17%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 362,3 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) 6 3,30 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,61 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 7,39-7,44
(m, 1H, Ar-H); 7,46-7,52 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,60 (d, 2H, 3J=7,3 Hz, 2x Ar-H); 10,18 (s,
0,1H, -NH-OH); 10,57 (br s, 1H, Ar-OH); 10,69 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 362,0699
[M+H]"; berechnet fiir C17H14CIFN303": 362,0702; HPLC (Gradient A): rt 10,51 min (95,9%).

2-[3-(3-Hydroxyisoxazol-5-yl)-5-phenyl-1H-pyrazol-4-ylJethanhydroxamsaure (1000)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-2-[3-(3-benzyloxyisoxazol-5-yl)-5-phenyl-
1H-pyrazol-4-yl]acetamid (980; 100 mg; 0,21 mmol) und BBr3 (1 M in DCM; 1,2 ml; 1,25 mmol)
entsprechend der Methode A dargestellt. Ausbeute: 10 mg (16%); Aussehen: weiler Feststoff;
ESI-MS m/z: 301,3 [M+H]"; "TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 3,44 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,76
(s, 0,2H, cis-trans-Isomere); 6,16-6,25 (m, 1H, Hydroxyisoxazol: CH); 7,43-7,47 (m, 1H, Ar-H);
7,49-7,53 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,61-7,63 (m, 2H, 2x Ar-H); 10,08 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,63 (s,
0,9H, -NH-OH); 11,37 (br s, 0,1H, Hydroxyisoxazol: OH); HRMS m/z: 301,0929 [M+H];
berechnet fiir C14H13N404": 301,0931; HPLC (Gradient A): rt 8,37 min (>99%).
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2-[5-Phenyl-3-[3-(trifluoromethyl)-1H-pyrazol-4-yl]-1H-pyrazol-4-yl]ethan-hydroxamsiure
(100p)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-2-[3-[1-tert-butyl-3-(trifluoromethyl)-pyrazol-
4-yl]-5-phenyl-1H-pyrazol-4-ylJacetamid (98p; 120 mg; 0,24 mmol) und BBr3 (1 M in DCM;
965 ul; 0,96 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt.
Ausbeute: 26 mg (30%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 352,2 [M+H]"; 'H-NMR (400
MHz, DMSO-dg): (cis-trans-Isomere) o 3,21 (s, 1,8H, -CO-CH>»-); 3,52 (br s, 0,2H, -CO-CH>-);
7,39-7,42 (m, 1H, Ar-H); 7,48 (t, 2H, *J=7,7 Hz, 2x Ar-H); 7,64-7,66 (m, 2H, 2x Ar-H); 8,07 (s,
1H, Pyrazol: CH); 10,00 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,55 (s, 0,9H, -NH-OH); 13,77 (br s, 0,7H,
Pyrazol: NH); HRMS m/z: 352,1013 [M+H]"; berechnet fiir C1sHi3F3NsO,": 352,1016; HPLC
(Gradient A): rt 9,84 min (97,9%).

2-[5-Phenyl-3-[3-(1H-tetrazol-5-yl)phenyl]-1H-pyrazol-4-yllethanhydroxamsaure (100r)
Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-2-[3-[3-[1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-
tetrazol-5-yl]phenyl]-5-phenyl-1H-pyrazol-4-yl]acetamid (98r; 188 mg; 0,33 mmol) und BBr3
(1 M in DCM; 1,3 ml; 1,32 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A
dargestellt. Ausbeute: 38 mg (32%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS: m/z 362,1 [M+H]"; 'H-
NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) 63,40 (s, 1,7H, -CO-CH>-); 3,66 (br s,
0,3H, -CO-CH>-); 7,41-7,45 (m, 1H, Ar-H); 7,51 (t, 2H, *J=7,5 Hz, 2x Ar-H); 7,64-7,72 (m, 3H,
3x Ar-H); 7,86-7,88 (m, 1H, Ar-H); 8,04-8,06 (m, 1H, Ar-H); 8,37 (s, 1H, Ar-H); 10,11 (br s,
0,1H, -NH-OH); 10,62 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 362,1356 [M+H]"; berechnet fiir
Ci1gH16N702": 362,1360; HPLC (Gradient A): rt 9,47 min (>99%).

cis-2-[4-[2-(Hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-phenyl-1H-pyrazol-3-yl]cyclohexancarbon-
sdure (100t)

Die Verbindung wird ausgehend von cis-2-[4-[2-(Benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-phenyl-1H-
pyrazol-3-yl]cyclohexancarbonsdure (98t; 147 mg; 0,34 mmol) und BBr3; (1 M in DCM; 3,4 ml;
3,39 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt. Ausbeute:
2mg (2%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS: m/z 3442 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) 6 1,35-1,40 (m, 3H, Cyclohexan: 3x CH); 1,60-1,63 (m, 1H,
Cyclohexan: CH); 1,70-1,75 (m, 2,5H, Cyclohexan: 3x CH); 1,78-1,87 (m, 0,5H); 1,99-2,07 (m,
1H, Cyclohexan: CH); 2,18 (br s, 1H, Cyclohexan: CH); 2,67-2,74 (m, 1H, Cyclohexan: CH);
3,17-3,30 (m, 2H, -CO-CH>-); 7,33-7,37 (m, 1H, Ar-H); 7,41-7,45 (m, 2H, Ar-H); 7,48-7,50 (m,
0,2H, 2x Ar-H); 7,61-7,62 (m, 1,8H, 2x Ar-H); 10,53 (br s, 0,2H, -NH-OH); 10,59 (s,
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0,8H, -NH-OH); HRMS m/z: 344,1599 [M+H]"; berechnet fiir C1sH22N304": 344,1605; HPLC
(Gradient A): rt 9,01 min (95,6%).

3-[4-[2-(Hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-phenyl-1H-pyrazol-3-yl|cyclohexancarbonsaure
(100v)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-phenyl-
1H-pyrazol-3-yl]cyclohexancarboxylat (98v; 175 mg; 0,39 mmol) und BBr3 (1 M in DCM; 3,9 ml;
3,91 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt. Ausbeute:
11 mg (8%); Aussehen: hellgelber Feststoff; ESI-MS: m/z 344,3 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) 6 1,26-1,49 (m, 3H, Cyclohexan: 3x CH); 1,55-1,64 (m, 1H,
Cyclohexan: CH); 1,79-1,85 (m, 2H, Cyclohexan: 2x CH); 1,92-2,01 (m, 2H, Cyclohexan: 2x CH);
2,32-2,38 (m, 1H, Cyclohexan: CH); 2,74-2,78 (m, Cyclohexan: CH); 3,22 (s, 2H, -CO-CH>-);
7,33-7,37 (m, 1H, Ar-H); 7,43 (t, 2H, 3J=7,4 Hz, 2x Ar-H); 7,65-7,67 (m, 2H, 2x Ar-H); 9,99 (br
s, 0,1H, -NH-OH); 10,67 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 344,1598 [M+H]"; berechnet fiir
C18H22N304": 344,1605; HPLC (Gradient A): rt 8,64 min (96,5%).

trans-4-[4-|2-(Hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-phenyl-1H-pyrazol-3-yl]cyclohexan-
carbonsaure (100w)

Die Verbindung wird ausgehend von trans-Methyl-4-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-
phenyl-1H-pyrazol-3-yl]cyclohexancarboxylat (98w; 85 mg; 0,19 mmol) und BBr3 (1 M in DCM,;
1,9 ml; 1,90 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt.
Ausbeute: 8 mg (12%); Aussehen: hellbraunes viskoses Ol; ESI-MS: m/z 344,3 [M+H]*; '"H-NMR
(400 MHz, CD30OD): (cis-trans-Isomere) 6 1,52-1,73 (m, 4H, Cyclohexan: 4x CH); 2,07-2,17 (m,
4H, Cyclohexan: 4x CH); 2,39-2,45 (m, 1H, Cyclohexan: -CH-COOH); 2,81-2,87 (m, 1H,
Cyclohexan: CH); 3,42 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,79 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 7,45-7,54 (m, 3H, 3x
Ar-H); 7,58-7,59 (m, 0,2H, Ar-H); 7,63-7,66 (m, 1,8H, Ar-H); HRMS m/z: 344,1600 [M+H]";
berechnet fiir C1sH22N304": 344,1605; HPLC (Gradient A): rt 8,69 min (>99%).

cis-4-[4-[2-(Hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-phenyl-1H-pyrazol-3-yl]cyclohexan-
carbonsiure (100x)

Die Verbindung wird ausgehend von cis-Methyl-4-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-
phenyl-1H-pyrazol-3-yl]cyclohexancarboxylat (98x; 103 mg; 0,23 mmol) und BBr3; (1 M in DCM,;
2,3 ml; 2,30 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt.
Ausbeute: 10 mg (13%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS: m/z 344,2 [M+H]"; 'H-NMR (400
MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) 6 1,40-1,66 (m, SH, Cyclohexan: 5x CH); 1,83-1,87 (m, 1H,
Cyclohexan: CH); 1,95-2,01 (m, 1H, Cyclohexan: CH); 2,10-2,13 (m, 1H, Cyclohexan: CH); 2,19-
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2,25 (m, 0,5H, Cyclohexan: 2x CH); 2,60-2,71 (m, 1,5H, Cyclohexan: 2x CH); 3,19 (s, 1,8H, -CO-
CH>-); 3,53 (br s, 0,2H, -CO-CH>-); 7,33-7,36 (m, 1H, Ar-H); 7,40-7,44 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,50-
7,53 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 7,64-7,68 (m, 1,8H, 2x Ar-H); 9,98 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,59-10,62
(m, 1H, -NH-OH); HRMS m/z: 344,1598 [M+H]"; berechnet fiir C1sH22N304": 344,1605; HPLC
(Gradient A): rt 8,80 min (>99%).

2-[3,5-Bis(1,3-benzodioxol-5-yl)-1H-pyrazol-4-yl]ethanhydroxamsiure (101a)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-2-[3,5-bis(1,3-benzodioxol-5-yl)-1H-pyrazol-
4-yllacetamid (99a; 290 mg; 0,62 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15
Methode C dargestellt. Ausbeute: 30 mg (13%); Aussehen: weiler Feststoff; ESI-MS m/z: 382,3
[M+H]*; '"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,26 (s, 1,9H, -CO-CH>-); 3,56
(brs, 0,1H, -CO-CH:>-); 6,08 (s, 4H, 2x -O-CH>-0O-); 6,99-7,01 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,08-7,10 (m,
2H, 2x Ar-H); 7,16-7,17 (m, 2H, 2x Ar-H); 10,12 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,63 (s, 0,9H, -NH-OH);
HRMS m/z: 382,1028 [M+H]"; berechnet fiir CioHi1sN3Os": 382,1034; HPLC (Gradient A):
rt 10,72 min (95,4%).

3-[3-(3-Carboxyphenyl)-4-[2-(hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-1H-pyrazol-5-yl|benzoesiure
(101b)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-3-(3-
methoxycarbonylphenyl)-1H-pyrazol-5-yl]benzoat (99b; 150 mg; 0,30 mmol) und BBr3 (1 M in
DCM; 4,5 ml; 4,50 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A
dargestellt. Ausbeute: 3 mg (3%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS: m/z 382,3 [M+H]";
'"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) 63,37 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,66 (s,
0,2H, -CO-CH>-); 7,61 (t, 2H, 3J=7,8 Hz, 2x Ar-H); 7,87-7,89 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,96-7,98 (m,
2H, 2x Ar-H); 8,20-8,25 (m, 2H, 2x Ar-H); 10,13 (brs, 0,1H, -NH-OH); 10,61 (s, 0,9H, -NH-OH);
HRMS m/z: 382,1036 [M+H]"; berechnet fiir C19HisN3Os": 382,1034; HPLC (Gradient A): rt
8,72 min (>99%).

4-[3-(4-Carboxyphenyl)-4-[2-(hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-1H-pyrazol-5-yl|benzoesiure
(101¢)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-4-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-3-(4-
methoxycarbonylphenyl)-1H-pyrazol-5-yl]benzoat (99¢; 100 mg; 0,20 mmol) und BBr3 (1 M in
DCM; 2 ml; 2 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt.
Ausbeute: 3 mg (3%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 382,2 [M+H]"; 'H-NMR
(400 MHz, CDs0OD): 6 3,49 (s, 2H, -CO-CH>-); 7,74-7,76 (m, 4H, 4x Ar-H); 8,09-8,14 (m, 4H, 4x
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Ar-H); HRMS m/z: 382,1030 [M+H]"; berechnet fiir C19H16N30s": 382,1034; HPLC (Gradient
A): 1t 8,43 min (96,4%).

2-[3,5-Bis(4-chloro-2-fluoro-3-hydroxyphenyl)-1H-pyrazol-4-yl|ethanhydroxamséure
(101d)

Die Verbindung wird ausgehend von N-Benzyloxy-2-[3,5-bis(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-
phenyl)-1H-pyrazol-4-yl]acetamid (99d; 50 mg; 0,09 mmol) und BBr; (1 M in DCM; 912 pl;
0,91 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt. Ausbeute:
4 mg (11%); Aussehen: hellgelber Feststoff; ESI-MS: m/z 430,3 [M+H]"; '"H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) 6 3,15 (s, 1,8H, -CO-CH>»-); 3,47 (br s, 0,2H, -CO-CH>-);
6,99-7,03 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,26-7,29 (m, 2H, 2x Ar-H); 9,76 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,31 (s,
0,9H, -NH-OH); 10,50 (br s, 2H, 2x Ar-OH); HRMS m/z: 430,0164 [M+H]"; berechnet fiir
C17H12CLF2N3047: 430,0167; HPLC (Gradient A): rt 10,40 min (96,8%).

3-[3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-4-[2-(hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-1H-pyrazol-5-yl)-
benzoesiure (101e)

Die  Verbindung  wird  ausgehend von  Methyl-3-[3-(1,3-benzodioxol-5-yl)-4-[2-
(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-1H-pyrazol-5-yl]benzoat (99e¢; 180 mg; 0,37 mmol) und
Lithiumhydroxid Monohydrate (31 mg; 0,74 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 15 Methode B. Die anschlieende Abspaltung der Benzylschutzgruppe erfolgt
nach Methode C. Ausbeute: 90 mg (69%); Aussehen: weiller Feststoff; ESI-MS: m/z 382,3
[M+H]', 404,3 [M+Na]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,32 (s,
1,8H, -CO-CH>-); 3,61 (br s, 0,2H, -CO-CH:>-); 6,09 (s, 2H, -O-CH>-0O-); 7,02-7,04 (m, 1H, Ar-H);
7,10-7,13 (m, 1H, Ar-H); 7,19-7,20 (m, 1H, Ar-H); 7,58 (t, 1H, *J=7,7 Hz, Ar-H); 7,84-7,86 (m,
1H, Ar-H); 7,94-7,96 (m, 1H, Ar-H); 8,18-8,24 (m, 1H, Ar-H); 10,13 (brs, 0,1H, -NH-OH); 10,62
(s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 382,1029 [M+H]"; berechnet fiir C19H6N30s": 382,1034; HPLC
(Gradient A): rt 9,63 min (>99%)).

4-[3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-4-[2-(hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-1H-pyrazol-5-yl)-
benzoesiure (101f)

Die  Verbindung  wird  ausgehend von  Methyl-4-[3-(1,3-benzodioxol-5-yl)-4-[2-
(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-1H-pyrazol-5-yl]benzoat (99f; 160 mg; 0,33 mmol) und
Lithiumhydroxid Monohydrate (28 mg; 0,66 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 15 Methode B. Die anschlieBende Abspaltung der Benzylschutzgruppe erfolgt
nach Methode C. Ausbeute: 8 mg (10%); Aussehen: hellrosa farbiger Feststoff; ESI-MS: m/z
382,2 [M+H]"; '"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,33 (s, 1,7H, -CO-CH>-);



XXX1V ANHANG

3,63 (br s, 0,3H, -CO-CH>-); 6,09 (s, 2H, -O-CH>-0O-); 7,02-7,04 (m, 1H, Ar-H); 7,12-7,14 (m,
1H, Ar-H); 7,21-7,22 (m, 1H, Ar-H); 7,75-7,77 (m, 2H, 2x Ar-H); 8,00-8,02 (m, 2H, 2x Ar-H);
10,14 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,66 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 382,1030 [M+H]"; berechnet
fiir C1oH16N306": 382,1034; HPLC (Gradient A): rt 9,68 min (>99%).

3-[3-(4-Carboxyphenyl)-4-[2-(hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-1H-pyrazol-5-yl|benzoesiure
(101g)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-3-(4-
methoxycarbonylphenyl)-1H-pyrazol-5-yl]benzoat (99g; 50 mg; 0,10 mmol) und BBr3; (1 M in
DCM; 1,5 ml; 1,50 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A
dargestellt. Ausbeute: 3 mg (7%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS: m/z 382,3 [M+H]";
'"H-NMR (400 MHz, CDsOD): (cis-trans-Isomere) & 3,49 (s, 1,9H, -CO-CH>-); 3,82 (br s,
0,1H, -CO-CH>-); 7,60 (t, 1H, J=7,8 Hz, Ar-H); 7,75-7,77 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,87-7,89 (m, 1H,
Ar-H); 8,07-8,14 (m, 3H, 3x Ar-H); 8,30 (s, 1H, Ar-H); HRMS m/z: 382,1033 [M+H]"; berechnet
fiir C1oH16N306": 382,1034; HPLC (Gradient A): rt 8,64 min (>99%).

4-[5-(4-Chloro-2-fluoro-3-hydroxy-phenyl)-4-[2-(hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-1H-pyrazol-
3-yl]benzoesaure (101h)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-4-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-(4-
chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-1H-pyrazol-3-yl]benzoat (99h; 90 mg; 0,17 mmol) und BBr3
(1 M in DCM; 2,1 ml; 2,06 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A
dargestellt. Ausbeute: 4 mg (5%); Aussehen: weiBer Feststoff;, ESI-MS: m/z 406,3 [M+H]";
"H-NMR (400 MHz, MeCN-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,40 (s, 1,9H, -CO-CH>-); 3,74 (brs, 0,1H,
-CO-CH>-); 6,97-7,01 (m, 1H, Ar-H); 7,21-7,24 (m, 1H, Ar-H); 7,76-7,78 (m, 2H, 2x Ar-H); 8,11-
7,13 (m, 2H, 2x Ar-H); HRMS m/z: 406,0597 [M+H]"; berechnet fiir CisH4CIFN3Os": 406,0601;
HPLC (Gradient A): rt 9,63 min (>99%).

3-[5-(4-Chloro-2-fluoro-3-hydroxy-phenyl)-4-[2-(hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-1H-pyrazol-
3-yl]benzoesiure (101i)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-(4-
chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-1H-pyrazol-3-yl]benzoat (99i; 30 mg; 0,06 mmol) und BBr3
(1 M in DCM; 687 ul; 0,69 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A
dargestellt. Ausbeute: 4 mg (16%); Aussehen: hellgelber Feststoff; ESI-MS: m/z 406,3 [M+H]";
"H-NMR (400 MHz, DMSO-d): (cis-trans-Isomere) & 3,26 (s, 2H, -CO-CH>-); 6,97-7,01 (m, 1H,
Ar-H); 7,28-7,30 (m, 1H, Ar-H); 7,57-7,61 (m, 1H, Ar-H); 7,90-7,92 (m, 1H, Ar-H); 7,95-7,97
(m, 1H, Ar-H); 8,21-8,27 (m, 1H, Ar-H); 9,95 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,45 (s, 0,9H, -NH-OH);
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10,53 (br s, 0,8H, Ar-OH); HRMS m/z: 406,0597 [M+H]"; berechnet fiir CisH14CIFN3Os":
406,0601; HPLC (Gradient A): rt 9,55 min (95,3%).

3-[5-(3-Chloro-5-fluoro-4-hydroxy-phenyl)-4-[2-(hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-1H-pyrazol-
3-yl]benzoesaure (101j)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-(3-
chloro-5-fluoro-4-methoxy-phenyl)-1H-pyrazol-3-yl]benzoat (99j; 90 mg; 0,17 mmol) und BBr3
(1 M in DCM; 2,1 ml; 2,06 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A
dargestellt. Ausbeute: 18 mg (26%); Aussehen: weiBer Feststoff, ESI-MS: m/z 406,3 [M+H]";
"H-NMR (400 MHz, DMSO-de): (cis-trans-Isomere) & 3,33 (s, 1,8H, -CO-CH.-); 3,63 (brs, 0,2H,
-CO-CH,-); 7,47-7,52 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,60 (t, 1H, 3J=7,8 Hz, Ar-H); 7,83-7,84 (m, 1H, Ar-H);
7,96-7,98 (m, 1H, Ar-H); 8,16-8,22 (m, 1H, Ar-H); 10,19 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,62-10,68 (m,
2H, -NH-OH + Ar-OH); HRMS m/z: 406,0593 [M+H]"; berechnet fiir C;sH;4CIFN3Os":
406,0601; HPLC (Gradient A): rt 9,55 min (97,6%).

3-[4-[2-(Hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-3-[cis-2-carboxycyclohexyl]-1H-pyrazol-5-
yl]benzoesiure (101k)

Die Verbindung wird ausgehend von cis-2-[4-[2-(Benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-5-(3-
methoxycarbonylphenyl)-1H-pyrazol-3-yl]cyclohexancarbonséure (99k; 154 mg; 0,31 mmol) und
Lithiumhydroxid Monohydrate (26 mg; 0,63 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 15 Methode B. Die anschlieBende Abspaltung der Benzylschutzgruppe erfolgt
nach Methode C. Ausbeute: 37 mg (36%); Aussehen: hellrosafarbiger Feststoff; ESI-MS: m/z
388,3 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): (cis-trans-Isomere) & 1,37-1,39 (m, 2H,
Cyclohexan: 2x CH); 1,63-1,73 (m, 4H, Cyclohexan: 4x CH); 2,08-2,18 (m, 2H, Cyclohexan: 2x
CH); 2,68-2,76 (m, 1 H, Cyclohexan: CH); 3,20-3,29 (m, 3H, -CO-CH>- + Cyclohexan: CH); 7,56
(t, 1H, *J=7,7 Hz, Ar-H); 7,89-7,93 (m, 2H, 2x Ar-H); 8,23 (s, 1H, Ar-H); 10,03 (br s, 0,2H, -NH-
OH); 10,62 (s, 0,8H, -NH-OH); HRMS m/z: 388,1499 [M+H]"; berechnet fiir C19H22N305":
388,1503; HPLC (Gradient A): rt 8,77 min (96,5%).

3-[3-(trans-4-Carboxycyclohexyl)-4-[2-(hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-1H-pyrazol-5-
yl]benzoesiure (1011)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-3-(¢rans-4-
methoxycarbonylcyclohexyl)-1H-pyrazol-5-yl]benzoat (991; 216 mg; 0,43 mmol) und BBr3; (1 M
in DCM; 8,1 ml; 8,11 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A
dargestellt. Ausbeute: 2 mg (1%); Aussehen: weiler Feststoff; ESI-MS: m/z 388,3 [M+H]";
"H-NMR (400 MHz, CD;OD): (cis-trans-Isomere) & 1,43-1,73 (m, 4H, Cyclohexan: 4x CH); 2,04-
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2,16 (m, 4H, Cyclohexan: 4x CH); 2,38-2,44 (m, 1H, Cyclohexan: CH); 2,78-2,83 (m, 1H, Cyclo-
hexan: CH); 3,41 (s, 1,4H, -CO-CH>-); 3,67 (s, 0,6H, -CO-CH>-); 7,59 (t, 1H, *J=7,6 Hz, Ar-H);
7,88-7,93 (m, 1H, Ar-H); 8,07-8,09 (m, 1H, Ar-H); 8,29 (s, 1H, Ar-H); HRMS m/z: 388,1501
[M+H]"; berechnet fiir C19H22N306": 388,1503; HPLC (Gradient A): rt 7,95 min (>99%).

3-[3-(cis-4-Carboxycyclohexyl)-4-[2-(hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-1H-pyrazol-5-
yllbenzoesiure (101m)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[4-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-3-(cis-4-
methoxycarbonylcyclohexyl)-1H-pyrazol-5-yl]benzoat (98m; 185 mg; 0,37 mmol) und BBr3 (1 M
in DCM; 7,0 ml; 6,95 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A
dargestellt. Ausbeute: 2 mg (2%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS: m/z 388,3 [M+H]";
"H-NMR (400 MHz, CD3OD): (cis-trans-Isomere) & 1,57-1,73 (m, 4H, Cyclohexan: 4x CH); 2,04-
2,15 (m, 4H, Cyclohexan: 4x CH); 2,38-2,48 (m, 1H, Cyclohexan: CH); 2,77-2,83 (m, 1H, Cyclo-
hexan: CH); 3,41 (s, 1,7H, -CO-CH>-); 3,66 (s, 0,3H, -CO-CH>-); 7,58 (t, 1H, *J=7,6 Hz, Ar-H);
7,88-7,90 (m, 1H, Ar-H); 8,06-8,08 (m, 1H, Ar-H); 8,29 (s, 1H, Ar-H); HRMS m/z: 388,1502
[M+H]"; berechnet fiir C19H22N306": 388,1503; HPLC (Gradient A): rt 8,00 min (95,2%).

9.1.4 N-substituierte 3,5-Diphenylpyrazolderivate

Zwischenprodukte

2-(1,3,5-Triphenylpyrazol-4-yl)- V-trityloxy-acetamid (120)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-(3,5-Diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)-N-trityloxy-acetamid
(118; 536 mg; 1 mmol), Phenylboronsdure (119; 244 mg; 2 mmol), Triethylamin (279 pl; 2 mmol)
und Cu(OAc)2 (272 mg; 1,5 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 16 dargestellt.
Ausbeute: 150 mg (25%); ESI-MS m/z: 2432 Trityl-Fragment, 612,5 [M+H]"; HPLC
(Gradient A): rt 22,80 min (>99%).

Methyl-3-(1,3,5-triphenylpyrazol-4-yl)propanoat (122)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34;
306 mg; 1 mmol), Phenylboronsdure (119; 244 mg; 2 mmol), Triethylamin (279 pl; 2 mmol) und
Cu(OAc): (272 mg; 1,5 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 16 dargestellt.
Ausbeute: 300 mg (78%); ESI-MS m/z: 383,2 [M+H]*; HPLC (Gradient A): rt 20,77 min (>99%).
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Methyl-2-(1-methyl-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl)acetat (124a)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33; 230 mg;
0,79 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 38 mg; 0,94 mmol) und Methyliodid (85 pl; 0,87 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt. Ausbeute: 210 mg
(87%); ESI-MS m/z: 307,1 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 17,89 min (96,2%).

Methyl-2-(1-benzyl-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl)acetat (124b)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33; 230 mg;
0,79 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 38 mg; 0,94 mmol) und Benzylbromid (103 ul;
0,87 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt. Ausbeute:
230 mg (76%); ESI-MS m/z: 383,2 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 20,51 min (98,6%).

Methyl-2-[1-[(3-methoxyphenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (124c)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33; 292 mg;
1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 48 mg; 1,2 mmol) und 3-Methoxybenzylbromid (154 pl;
1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt. Ausbeute:
240 mg (58%); APCI-MS m/z: 413,4 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 20,27 min (77,2%).

Ethyl-2-[1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (124d)

Die Verbindung wird ausgehend von Ethyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (306 mg;
1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 48 mg; 1,2 mmol) und 4-Methoxybenzylchlorid (172 mg;
1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt und ohne
weitere Aufreinigung weiterverwendet. Ausbeute: 426 mg (99%); ESI-MS m/z: 427,2 [M+H]";
HPLC (Gradient A): rt 20,96 min (>99%).

Methyl-2-[1-(1,3-benzodioxol-5-yl-methyl)-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (124e)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33; 213 mg;
0,73 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 35 mg; 0,88 mmol) und 5-(Brommethyl)-1,3-benzodioxol
(173 mg; 0,80 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt.
Ausbeute: 305 mg (98%); ESI-MS m/z: 427,2 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 20,24 min (97,5%).

Methyl-2-[1-[[3-(difluoromethoxy)phenyl|methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (124f)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33; 292 mg;
1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 48 mg; 1,2 mmol) und 3-(Difluoromethoxy)-benzylbromid
(261 mg; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt.
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Ausbeute: 100 mg (22%); APCI-MS m/z: 449,5 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 20,48 min
(94,4%).

Methyl-2-[1-[[4-(difluoromethoxy)phenyl]methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (124g)
Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33; 292 mg;
1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 48 mg; 1,2 mmol) und 4-(Difluoromethoxy)-benzylbromid
(261 mg; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt.
Ausbeute: 211 mg (47%); APCI-MS m/z: 449,6 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 20,51 min
(>99%).

Ethyl-2-[1-[(3-cyanophenyl)methyl]|-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (124h)

Die Verbindung wird ausgehend von Ethyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (306 mg;
1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 48 mg; 1,2 mmol) und 3-Brommethylbenzonitril (216 mg;
1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt. Ausbeute:
230 mg (55%); ESI-MS m/z: 422,3 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 20,32 min (84,5%).

3-[[4-(2-Methoxy-2-oxo0-ethyl)-3,5-diphenyl-pyrazol-1-yljmethyl]benzoesiure (124i)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33; 213 mg;
0,73 mmol), Natriumhydrid (60% in OI;, 35 mg; 0,88 mmol) und fert-Butyl-3-
(chlormethyl)benzoat (182 mg; 0,80 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7
Methode A dargestellt. Fiir die anschlieBende Abspaltung der tert-Butyl-Schutzgruppe wird der
Riickstand mit einem Gemisch aus TFA/DCM (1:1 v/v; 6 ml) versetzt, bei Raumtemperatur fiir
2 h geriihrt und unter Vakuum eingeengt. Ausbeute: 311 mg (99%); ESI-MS m/z: 427,3 [M+H]";
HPLC (Gradient A): rt 17,95 min (90,7%).

4-[[4-(2-Methoxy-2-oxo-ethyl)-3,5-diphenyl-pyrazol-1-yljmethyl]benzoesiure (124j))

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33; 292 mg;
1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 48 mg; 1,2 mmol) und 4-Bromomethyl-benzoesiure-tert-
butylester (298 mg; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A
dargestellt. Fiir die anschlieBende Abspaltung der tert-Butyl-Schutzgruppe wird der Riickstand mit
einem Gemisch aus TFA/DCM (1:1 v/v; 6 ml) versetzt, bei Raumtemperatur fiir 2 h geriihrt und
unter Vakuum eingeengt. Ausbeute: 400 mg (94%); ESI-MS m/z: 427,3 [M+H]"; HPLC
(Gradient A): rt 17,92 min (92,6%).
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Methyl-2-[1-[(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-
yl]acetat (124k)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33; 292 mg;
1 mmol), Natriumhydrid (60% in OI;, 48 mg; 1,2 mmol) und 4-Chloro-2-fluoro-3-
methoxybenzylbromid (279 mg; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7
Methode A dargestellt. Ausbeute: 300 mg (71%); ESI-MS m/z: 4653 [M+H]"; HPLC
(Gradient A): rt 21,60 min (95,6%).

Ethyl-2-[1-[(3-chloro-5-fluoro-4-methoxy-phenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat
(1241)

Die Verbindung wird ausgehend von Ethyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (306 mg;
1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 48 mg; 1,2 mmol) und 3-Chloro-5-fluoro-4-
methoxybenzylbromid (279 mg; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7
Methode A dargestellt. Ausbeute: 330 mg (69%); ESI-MS m/z: 479,2 [M+H]"; HPLC
(Gradient A): rt 21,89 min (84,1%).

Ethyl-2-[3,5-diphenyl-1-(3-pyridylmethyl)pyrazol-4-yl]acetat (124m)

Die Verbindung wird ausgehend von Ethyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (306 mg;
1 mmol), Natriumhydrid (60% in OI; 140 mg; 3,5 mmol) und 3-(Chloromethyl)pyridin
Hydrochlorid (140 mg; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode B
dargestellt. Ausbeute: 397 mg (99%); ESI-MS m/z: 398,2 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 13,49
min (87,8%).

Ethyl-2-[3,5-diphenyl-1-(4-pyridylmethyl)pyrazol-4-yl]acetat (124n)

Die Verbindung wird ausgehend von Ethyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (306 mg;
1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 140 mg; 3,5 mmol) und 4-(Chloromethyl)pyridin
Hydrochlorid (140 mg; 1,1 mmol) entsprechend entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7
Methode B dargestellt. Ausbeute: 397 mg (99%); APCI-MS m/z: 398,3 [M+H]"; HPLC (Gradient
A): rt 13,25 min (88,6%).

Methyl-3-(1-methyl-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl)propanoat (125a)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34;
306 mg; 1 mmol), Natriumhydrid (60% in OI; 60 mg; 1,5 mmol) und Methyliodid (68 ul;
1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt. Ausbeute:
227 mg (71%); ESI-MS m/z: 320,9 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 18,16 min (97,6%).
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Methyl-3-(1-benzyl-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl)propanoat (125b)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34;
306 mg; 1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 60 mg; 1,5 mmol) und Benzylbromid (131 ul;
1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt. Ausbeute:
301 mg (76%); ESI-MS m/z: 396,9 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 20,72 min (88,2%).

Methyl-3-[1-[(3-methoxyphenyl)methyl]|-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|propanoat (125c¢)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34;
306 mg; 1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 60 mg; 1,5 mmol) und 3-Methoxybenzylbromid
(154 pl; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt.
Ausbeute: 350 mg (82%); ESI-MS m/z: 427,0 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 20,51 min (91,0%).

Methyl-3-[1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|propanoat (125d)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34;
306 mg; 1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 60 mg; 1,5 mmol) und 4-Methoxybenzylchlorid
(149 pl; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt.
Ausbeute: 283 mg (66%); ESI-MS m/z: 426,8 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 20,48 min (>99%).

Methyl-3-[1-(1,3-benzodioxol-5-ylmethyl)-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|propanoat (125¢)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34;
306 mg; 1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 60 mg; 1,5 mmol) und 5-(Brommethyl)-1,3-
benzodioxol (237 mg; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A
dargestellt. Ausbeute: 300 mg (68%); ESI-MS m/z: 440,7 [M+H]"; HPLC (Gradient A):
rt 20,27 min (91,4%).

Methyl-3-[1-[[3-(difluoromethoxy)phenyl]methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|propanoat
(125%)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34;
306 mg; 1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 60 mg; 1,5 mmol) und 3-(Difluoromethoxy)-
benzylbromid (170 pl; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A
dargestellt. Ausbeute: 355 mg (77%); ESI-MS m/z: 463,3 [M+H]"; HPLC (Gradient A):
rt 20,69 min (82,9%).



ANHANG xli

Methyl-3-[1-[[4-(difluoromethoxy)phenyl|methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|propanoat
(125g)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34;
306 mg; 1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 60 mg; 1,5 mmol) und 4-(Difluoromethoxy)-
benzylbromid (170 pul; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A
dargestellt. Ausbeute: 366 mg (79%); ESI-MS m/z: 463,3 [M+H]"; HPLC (Gradient A):
rt 20,69 min (85,0%).

Methyl-3-[1-[(3-cyanophenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|propanoat (125h)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34;
306 mg; 1 mmol), Natriumhydrid (60% in OI; 60 mg; 1,5 mmol) und 3-Brommethylbenzonitril
(216 mg; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt.
Ausbeute: 270 mg (64%); ESI-MS m/z: 422,2 [M+H]"; HPLC (Gradient A): 1t 19,84 min (91,1%).

3-[[4-(3-Methoxy-3-oxo-propyl)-3,5-diphenyl-pyrazol-1-ylJmethyl]benzoesiure (125i)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34;
306 mg; 1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 60 mg; 1,5 mmol) und tert-Butyl-3-
(Chlormethyl)benzoat (249 mg; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7
Methode A dargestellt. Fiir die anschlieBende Abspaltung der fert-Butyl-Schutzgruppe wird der
Riickstand mit einem Gemisch aus TFA/DCM (1:1 v/v; 6 ml) versetzt, bei Raumtemperatur fiir
2 h geriihrt und unter Vakuum eingeengt. Ausbeute: 300 mg (68%); ESI-MS m/z: 441,3 [M+H]";
HPLC (Gradient A): rt 18,08 min (74,1%).

4-[[4-(3-Methoxy-3-oxo-propyl)-3,5-diphenyl-pyrazol-1-yllmethyl]benzoesiure (125j)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34;
306 mg; 1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 60 mg; 1,5 mmol) und 4-Bromomethyl-
benzoesdure-tert-butylester (298 mg; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
7 Methode A dargestellt. Fiir die anschlieBende Abspaltung der fert-Butylschutzgruppe wird der
Riickstand mit einem Gemisch aus TFA/DCM (1:1 v/v; 6 ml) versetzt, bei Raumtemperatur fiir
2 h geriihrt und unter Vakuum eingeengt. Ausbeute: 360 mg (82%); ESI-MS m/z: 441,3 [M+H]";
HPLC (Gradient A): rt 18,03 min (95,0%).

Methyl-3-[1-[(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-
yl]propanoat (125k)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34;
460 mg; 1,5 mmol), Natriumhydrid (60% in OI; 72 mg; 1,8 mmol) und 4-Chloro-2-fluoro-3-
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methoxybenzylbromid (418 mg; 1,65 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7
Methode A dargestellt. Ausbeute: 520 mg (72%); ESI-MS m/z: 479,1 [M+H]"; HPLC
(Gradient A): rt 22,00 min (85,1%).

Methyl-3-[1-[(3-chloro-5-fluoro-4-methoxy-phenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-
yl]propanoat (125I])

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34;
306 mg; 1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 60 mg; 1,5 mmol) und 3-Chloro-5-fluoro-4-
methoxybenzylbromid (279 mg; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7
Methode A dargestellt. Ausbeute: 290 mg (61%); ESI-MS m/z: 479,2 [M+H]"; HPLC
(Gradient A): rt 21,55 min (>99%).

Methyl-3-[3,5-diphenyl-1-(3-pyridylmethyl)pyrazol-4-yl|propanoat (125m)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34;
306 mg; 1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 140 mg; 3,5 mmol) und 3-(Chloromethyl)pyridin
Hydrochlorid (140 mg; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode B
dargestellt. Ausbeute: 115 mg (29%); ESI-MS m/z: 387,8 [M+H]"; HPLC (Gradient A):
rt 12,96 min (99,0%).

Methyl-3-[3,5-diphenyl-1-(4-pyridylmethyl)pyrazol-4-yl]propanoat (125n)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34;
306 mg; 1 mmol), Natriumhydrid (60% in Ol; 60 mg; 1,5 mmol) und 4-(Chloromethyl)pyridin
Hydrochlorid (140 mg; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode B
dargestellt. Ausbeute: 120 mg (30%); ESI-MS m/z: 398,3 [M+H]"; HPLC (Gradient A):
rt 12,69 min (96,3%).

Methyl-2-[1-[2-(dimethylamino)ethyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (129a)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33; 292 mg;
1 mmol), 2-(Dimethylamino)ethanol (151 pl; 1,5 mmol) und Triphenylphosphin (787 mg; 3
mmol) und DIAD (591 pl; 3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 18 dargestellt.
Ausbeute: 240 mg (66%); ESI-MS m/z: 364,1 [M+H]".

Methyl-2-[3,5-diphenyl-1-(1-phenylcyclobutyl)pyrazol-4-yljacetat (129b)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33; 289 mg;
0,99 mmol), 1-Phenylcyclobutanol (220 mg; 1,48 mmol) und Triphenylphosphin (779 mg;
2,97 mmol) und DIAD (585 pl; 2,97 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 18
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dargestellt. Ausbeute: 110 mg (26%); APCI-MS m/z: [M—CioHi1"]", 423,3 [M+H]"; HPLC
(Gradient A): rt 22,53 min (80,8%).

Methyl-2-[1-[1-(3-methoxyphenyl)cyclobutyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (129c¢)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33; 284 mg;
0,97 mmol), 1-(3-Methoxyphenyl)cyclobutanol (260 mg; 1,46 mmol) und Triphenylphosphin
(765 mg; 2,92 mmol) und DIAD (575 pl; 2,92 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 18 dargestellt. Ausbeute: 240 mg (55%); APCI-MS m/z: 161,1
[M—C1sH15sN202"], 453,2 [M+H]".

Methyl-2-[3,5-diphenyl-1-(3-phenyloxetan-3-yl)pyrazol-4-yl]acetat (129d)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33; 493 mg;
1,69 mmol), 3-Phenyloxetan-3-ol (380 mg; 2,53 mmol) und Triphenylphosphin (1327 mg;
5,06 mmol) und DIAD (996 ul; 5,06 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 18
dargestellt. Ausbeute: 85 mg (12%); ESI-MS m/z: 292,8 [M— CoHoO']", 424,7 [M+H]".

Methyl-2-[1-[3-(3-methoxyphenyl)oxetan-3-yl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (129¢)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33; 379 mg;
1,29 mmol), 3-(3-Methoxyphenyl)oxetan-3-ol (350 mg; 1,94 mmol) und Triphenylphosphin
(1019 mg; 3,88 mmol) und DIAD (765 pl; 3,88 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 18 dargestellt. Ausbeute: 190 mg (32%); ESI-MS m/z: 292,8 [M—CioH1102°7",
454,7 [M+H]".

Methyl-2-[1-[1-(3-methoxyphenyl)-1-methyl-ethyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (129f)
Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)acetat (33; 305 mg;
1,04 mmol), 2-(3-Methoxyphenyl)propan-2-ol (260 mg; 1,56 mmol) und Triphenylphosphin
(821 mg; 3,13 mmol) und DIAD (616 pl; 3,13 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 18 dargestellt. Ausbeute: 240 mg (55%); APCI-MS m/z: 293,0 [M—C1oH130°T",
441,1 [M+H]".

Methyl-3-[1-[2-(dimethylamino)ethyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|propanoat (130)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(3,5-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)propanoat (34;
306 mg; 1 mmol), 2-(Dimethylamino)ethanol (151 pl; 1,5 mmol) und Triphenylphosphin (787 mg;
3 mmol) und DIAD (591 pl; 3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 18
dargestellt. Ausbeute: 370 mg (98%); ESI-MS m/z: 378,2 [M+H]".
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Endverbindungen

2-(1,3,5-Triphenylpyrazol-4-yl)ethanhydroxamséure (121)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-(1,3,5-Triphenylpyrazol-4-yl)-N-trityloxy-acetamid (120;
150 mg; 0,25 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 1 Methode A dargestellt.
Ausbeute: 50 mg (55%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS: m/z 370,3 [M+H]*; 'H-NMR
(400 MHz, DMSO-de): (cis-trans-Isomere) 6 3,24 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,54 (s, 0,2H, -CO-CH>-);
7,28-7,42 (m, 11H, 11x Ar-H); 7,45-7,49 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,66-7,68 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 7,74-
7,76 (m, 1,8H, 2x Ar-H); 10,06 (s, 0,1H, -NH-OH), 10,53 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z:
370,1569 [M+H]"; berechnet fiir C23H20N30.": 370,1550; HPLC (Gradient A): rt 15,49 min
(>99%).

3-(1,3,5-Triphenylpyrazol-4-yl)propanhydroxamsiure (123)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(1,3,5-triphenylpyrazol-4-yl)propanoat (122;
300 mg; 0,78 mmol), NaOCH3 (5 N; 941 pl; 4,71 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (164 mg;
2,35 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 146 mg
(49%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 384,1 [M+H]"; 'TH-NMR (700 MHz, DMSO-ds):
(cis-trans-Isomere) 6 2,02-2,04 (m, 1,8H, -CO-CH>-CH>-); 2,31-2,33 (m, 0,2H, -CO-CH>-CHz-);
2,81-2,83 (m, 2H, -CO-CH»-CH>-); 7,23-7,25 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,27-7,35 (m, 5H, 5x Ar-H);
7,40-7,45 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,48-7,50 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,77 (d, 2H, *J=7,3 Hz, 2x Ar-H); 9,78
(s, 0,1H, -NH-OH); 10,31 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 384,1707 [M+H]"; berechnet fiir
C24H2:N302": 384,1707; HPLC (Gradient A): rt 16,00 min (>99%).

2-(1-Methyl-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl)ethanhydroxamsiure (126a)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(1-methyl-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl)acetat (124a;
210 mg; 0,69 mmol), NaOCHj3 (5 N; 823 ul; 4,11 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (143 mg;
2,06 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 96 mg (45%);
Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 308,2 [M+H]*; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-
trans-Isomere) 6 3,14 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,45 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 3,77 (s, 3H, -CH3); 7,33-
7,37 (m, 1H, Ar-H); 7,42 (t, 2H, 3J=7,5 Hz); 7,47-7,57 (m, 5H, 5x Ar-H); 7,64-7,67 (m, 2H, 2x
Ar-H); 10,00 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,45 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 308,1407 [M+H];
berechnet fiir C1gHisN3O>": 308,1394; HPLC (Gradient A): rt 11,55 min (>99%).
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2-(1-Benzyl-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl)ethanhydroxamsiure (126b)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(1-benzyl-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl)acetat (124b;
230 mg; 0,60 mmol), NaOCHj3 (5 N; 722 ul; 3,61 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (125 mg;
1,80 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 81 mg (35%);
Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 384,3 [M+H], 406,2 [M+Na]*; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,18 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,47 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 5,28 (s,
2H, -CH>-Ar); 7,01-7,04 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,22-7,31 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,34-7,44 (m, 5H, 5x
Ar-H); 7,47-7,51 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,58-7,70 (m, 2H, 2x Ar-H); 9,97 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,45
(s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 384,1726 [M+H]"; berechnet fiir C24H22N302": 384,1707; HPLC
(Gradient A): rt 15,63 min (>99%).

2-[1-[(3-Methoxyphenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|ethanhydroxamsiure (126c¢)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-[1-[(3-methoxyphenyl)methyl]-3,5-diphenyl-
pyrazol-4-yllacetat (124¢; 240 mg; 0,58 mmol), NaOCHs; (5 N; 698 ul; 3,49 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (121 mg; 1,75 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 54 mg (22%); Aussehen: wei3er Feststoff; ESI-MS m/z:
414,3 [M+H]"; 'TH-NMR (700 MHz, DMSO-dy): (cis-trans-Isomere) & 3,15 (s, 1,8H, -CO-CH--);
3,46 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 3,66 (s, 3H, -OCH53); 5,24 (s, 2H, -CH>-Ar); 6,51 (s, 1H, Ar-H); 6,58-
6,59 (m, 1H, Ar-H); 6,78-6,80 (m, 1H, Ar-H); 7,19 (t, 1H, *J=7.9 Hz, Ar-H); 7,34-7,38 (m, 1H,
Ar-H); 7,41-7,44 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,47-7,50 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,58-7,59 (m, 0,2H, 2x Ar-H);
7,67-7,68 (m, 1,8H, 2x Ar-H); 9,99 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,47 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z:
436,1628 [M+Na]"; berechnet fiir C2sH23N3NaO3": 436,1632; HPLC (Gradient A): rt 15,52 min
(97,7%).

2-[1-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]ethanhydroxamsiure (126d)

Die Verbindung wird ausgehend von Ethyl-2-[1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-3,5-diphenyl-
pyrazol-4-yllacetat (124d; 426 mg; 1 mmol), NaOCH; (5 N; 1,2 ml; 6 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (208 mg; 3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6
dargestellt. Ausbeute: 115 mg (28%); Aussehen: weiller Feststoff; APCI-MS m/z: 121,0
[M—-C17H14N30,'T", 414,1 [M+H]"; 'H-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,14
(s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,44 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 5,18 (s, 2H, -CH>-Ar); 6,82-6,83 (m, 2H, 2x
Ar-H); 6,95-6,96 (m, 2H, Ar-H); 7,34-7,36 (m, 1H, Ar-H); 7,41-7,43 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,47-7,51
(m, 3H, 3x Ar-H); 7,57-7,58 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 7,66-7,67 (m, 1,8H, 2x Ar-H); 8,83 (brs, 0,7H,
-NH-OH); 9,11 (s, 0,1H, -NH-OH); 9,97 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,45 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS
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m/z: 436,1628 [M+Na]"; berechnet fiir C,sH23N3NaOs™: 436,1632; HPLC (Gradient A):
rt 15,55 min (>99%).

2-[1-(1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl)-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]ethanhydroxamsiure (126¢)
Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-[1-(1,3-benzodioxol-5-yl-methyl)-3,5-diphenyl-
pyrazol-4-yl]acetat (124e; 305 mg; 0,72 mmol), NaOCH3; (5 N; 858 pul; 4,29 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (149 mg; 2,15 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 161 mg (53%); Aussehen: weiller Feststoff; ESI-MS
m/z: 428,4 [M+H]"; '"H-NMR (400 MHz, DMSO-dy): (cis-trans-Isomere) & 3,15 (s, 1,8H, -CO-
CH:>-); 3,46 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 5,17 (s, 2H, -CH>-Ar); 5,97 (s, 2H, -O-CH>-0O-); 6,47-6,49 (m,
1H, Ar-H); 6,56-6,57 (m, 1H, Ar-H); 6,79-6,81 (m, 1H, Ar-H); 7,34-7,44 (m, 5H, 5x Ar-H); 7,48-
7,53 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,58-7,59 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 7,66-7,69 (m, 1,8H, 2x Ar-H); 9,96 (s, 0,1H,
-NH-OH); 10,44 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 428,1601 [M+H]"; berechnet fiir C2sH22N304"
428,1605; HPLC (Gradient A): rt 15,33 min (>99%).

2-[1-[[3-(Difluoromethoxy)phenyljmethyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]ethan-hydroxamsiure
(126f)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-[1-[[3-(difluoromethoxy)phenyl]methyl]-3,5-
diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (124f; 100 mg; 0,22 mmol), NaOCH3 (5 N; 268 ul; 1,34 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (46 mg; 0,67 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6
dargestellt. Ausbeute: 16 mg (16%); Aussehen: weiler Feststoff; APCI-MS m/z: 450,6 [M+H]";
"H-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,16 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,46 (s,
0,2H, -CO-CH>-); 5,29 (s, 2H, -CH-Ar); 6,80-6,88 (m, 1H, Ar-H); 6,87-6,88 (m, 1H, Ar-H); 7,05-
7,06 (m, 1H, Ar-H); 7,17 (t, 1H, 2Jup=73,7 Hz); 7,33-7,37 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,41-7,44 (m, 4H,
4x Ar-H); 7,48-7,51 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,58-7,59 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 7,67-7,68 (m, 1,8H, 2x Ar-
H); 10,00 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,47 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 472,1442 [M+Na]";
berechnet fiir C2sH2iFaN3NaOs*: 472,1443; HPLC (Gradient A): rt 16,32 min (>99%).

2-[1-[[4-(Difluoromethoxy)phenyl]methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]ethan-hydroxamsiure
(126g)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-[1-[[4-(difluoromethoxy)phenyl]methyl]-3,5-
diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (124g; 211 mg; 0,47 mmol), NaOCH3 (5 N; 565 ul; 2,82 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (98 mg; 1,41 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6
dargestellt. Ausbeute: 78 mg (37%); Aussehen: weiler Feststoff; APCI-MS m/z: 450,6 [M+H]";
'"H-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,15 (s, 1,8H, -CO-CH.-); 3,48 (s,
0,2H, -CO-CH>-); 5,25 (s, 2H, -CH>-Ar); 7,07-7,10 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,19 (t, 1H, 2Ju,r=74,1 Hz,
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-CHF»); 7,34-7,37 (m, 1H, Ar-H); 7,41-7,43 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,48-7,51 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,58-
7,59 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 7,67-7,68 (m, 1,8H, 2x Ar-H); 9,98 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,46 (s, 0,9H,
-NH-OH); HRMS m/z: 472,1449 [M+Na]*; berechnet fiir C2sH2iF2N3NaOs*: 472,1443; HPLC
(Gradient A): rt 16,37 min (>99%).

2-[1-[(3-Cyanophenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]ethanhydroxamséure (126h)

Die Verbindung wird ausgehend von Ethyl-2-[1-[(3-cyanophenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-
4-yllacetat (124h; 230 mg; 0,55 mmol), NaOCHz (5 N; 655 ul; 3,27 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (114 mg; 1,64 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt.! Ausbeute: 6 mg (3%); Aussehen: hellgelber Feststoff; APCI-MS
m/z: 409,2 [M+H]"; 'H-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,16 (s, 1,8H, -CO-
CH>-); 3,47 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 5,34 (s, 2H, -CH>-Ar); 7,33-7,37 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,40-7,44
(m, 5SH, 5x Ar-H); 7,48-7,52 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,58-7,59 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 7,67-7,68 (m, 1,8H,
2x Ar-H); 7,72-7,73 (m, 1H, Ar-H); 9,99 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,47 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS
m/z: 431,1474 [M+Na]"; berechnet fiir CasH2NsNaO,": 431,1478; HPLC (Gradient A):
rt 14,67 min (98,8%).

3-[[4-[2-(Hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-1-yljmethyl|benzoesiure (126i)
Die Verbindung wird ausgehend von 3-[[4-(2-Methoxy-2-oxo-ethyl)-3,5-diphenyl-pyrazol-1-
yl]methyl]benzoesdure (124i; 311 mg; 0,73 mmol), NaOCH;3 (5 N; 876 pl; 4,38 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (152 mg; 2,19 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 16 mg (5%); Aussehen: weiller Feststoff; ESI-MS m/z:
428,2 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,17 (s, 1,8H, -CO-CH>-);
3,47 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 5,34 (s, 2H, -CH>-Ar); 7,23-7,25 (m, 1H, Ar-H); 7,35-7,50 (m, 9H, 9x
Ar-H); 7,58-7,60 (m, 0,3H, 3x Ar-H); 7,67-7,69 (m, 2,7H, 3x Ar-H); 7,81-7,83 (m, 1H, Ar-H);
9,96 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,45 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 428,1599 [M+H]"; berechnet fiir
CasH»N304": 428,1605; HPLC (Gradient A): rt 12,88 min (>99%)

4-[[4-[2-(Hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-1-yl|methyl]benzoesiure (126j)
Die Verbindung wird ausgehend von 4-[[4-(2-Methoxy-2-oxo-ethyl)-3,5-diphenyl-pyrazol-1-
yl]methyl]benzoesdure (124j; 400 mg; 0,94 mmol), NaOCH3 (5 N; 1,1 ml; 5,63 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (196 mg; 2,81 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 130 mg (32%); Aussehen: weiller Feststoff; ESI-MS
m/z: 428,2 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,18 (s, 1,8H, -CO-

' Die Umsetzung der Hydroxamsiure erfolgt bei Raumtemperatur iiber Nacht.
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CH>-); 3,48 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 5,35 (s, 2H, -CH>-Ar); 7,14 (d, 2H, 3J=8,1 Hz, 2x Ar-H); 7,35-
7,49 (m, 8H, 8x Ar-H); 7,59-7,61 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 7,68-7,69 (m, 1,8H, 2x Ar-H); 7,85 (t, 2H,
3J=8,2 Hz, 2x Ar-H); 9,98 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,45 (s, 0,9H, -NH-OH); 12,90 (br s, 1H, -COOH);
HRMS m/z: 428,1600 [M+H]"; berechnet fiir C2sH2»N304": 428,1605; HPLC (Gradient A):
rt 12,69 min (>99%).

2-[1-[(4-Chloro-2-fluoro-3-hydroxy-phenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]ethan-
hydroxamsiure (126Kk)

Die Verbindung wird ausgehend von  Methyl-2-[1-[(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-
phenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (124k; 300 mg; 0,65 mmol), NaOCH3 (5 N;
774 ul; 3,87 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (135 mg; 1,94 mmol) entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Die anschlieende Entschiitzung des Phenols erfolgt
mit BBr; (1 M in DCM; 3 Aq.). Ausbeute: 142 mg (54%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS
m/z: 452,2 [M+H]"; 'TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,15 (s, 1,8H, -CO-
CH:>-); 3,46 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 5,27 (s, 2H, -CH>-Ar); 6,42-6,46 (m, 1H, Ar-H); 7,11-7,13 (m,
1H, Ar-H); 7,34-7,44 (m, 5H, 5x Ar-H); 7,49-7,53 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,57-7,58 (m, 0,2H, 2x
Ar-H); 7,65-7,67 (m, 1,8H, 2x Ar-H); 9,97 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,36 (br s, 1H, Ar-OH); 10,44 (s,
0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 452,1165 [M+H]"; berechnet fiir C24H20CIFN303": 452,1172; HPLC
(Gradient A): rt 14,75 min (98,4%).

2-[1-[(3-Chloro-5-fluoro-4-hydroxy-phenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]ethan-
hydroxamsiure (1261)

Die Verbindung wird ausgehend von Ethyl-2-[1-[(3-chloro-5-fluoro-4-methoxy-phenyl)methyl]-
3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (1241; 330 mg; 0,71 mmol), NaOCHj3 (5 N; 827 ul; 4,13 mmol)
und Hydroxylaminhydrochlorid (144 mg; 2,07 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Die anschlieBende Entschiitzung des Phenols erfolgt mit BBr3 (1 M
in DCM; 3 Aq.). Ausbeute: 101 mg (35%); Aussehen: hellgelber Feststoff; ESI-MS m/z: 452,0
[M+H]*; '"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,15 (s, 1,8H, -CO-CH,-); 3,45
(s, 0,2H, -CO-CH>-); 5,18 (s, 2H, -CH>-Ar); 6,76-6,77 (m, 1H, Ar-H); 6,82 (s, Ar-H); 7,34-7,37
(m, 1H, Ar-H); 7,41-7,44 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,50-7,51 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,58-7,59 (m, 0,2H, 2x
Ar-H); 7,67-7,68 (m, 1,8H, 2x Ar-H); 8,81 (br s, 0,9H, -NH-OH); 9,13 (s, 0,1H, -NH-OH); 9,99
(s, 0,1H, -NH-OH); 10,39 (s, 1H, Ar-OH); 10,46 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 474,0988
[M+Na]"; berechnet fiir C24Hi9CIFN3NaOs3": 474,0991; HPLC (Gradient A): rt 14,32 min (98,9%).
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2-[3,5-Diphenyl-1-(3-pyridylmethyl)pyrazol-4-yl]ethanhydroxamsiure (126m)’

Die Verbindung wird ausgehend von Ethyl-2-[3,5-diphenyl-1-(3-pyridylmethyl)pyrazol-4-
ylJacetat (124m; 397 mg; 0,99 mmol), NaOCH; (5 N; 1,2 ml; 6 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (208 mg; 3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6
dargestellt. Ausbeute: 170 mg (44%); Aussehen: hellgelber Feststoff, APCI-MS m/z: 385,2
[M+H]"; '"H-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,16 (s, 1,8H, -CO-CH.-); 3,46
(s, 0,2H, -CO-CH>-); 5,38 (s, 2H, -CH>-Ar); 7,35-7,38 (m, 1H, Ar-H); 7,42-7,44 (m, 4H, 4x Ar-H);
7,50-7,51 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,55-7,58 (m, 1H, Pyridin: CH); 7,66-7,67 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,71-
7,72 (m, 1H, Pyridin: CH); 8,38 (s, 1H, Pyridin: CH); 8,58-8,59 (m, 1H, Pyridin: CH); 10,00 (s,
0,1H, -NH-OH); 10,46 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 385,1655 [M+H]"; berechnet fiir
C23H21N40:": 385,1659; HPLC (Gradient A): rt 8,53 min (96,4%).

2-[3,5-Diphenyl-1-(4-pyridylmethyl)pyrazol-4-yl|ethanhydroxamsiure (126n)'

Die Verbindung wird ausgehend von Ethyl-2-[3,5-diphenyl-1-(4-pyridylmethyl)pyrazol-4-
yllacetat (124n; 397 mg; 0,99 mmol), NaOCHs (5 N; 1,2 ml; 6 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (208 mg; 3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6
dargestellt. Ausbeute: 183 mg (48%); Aussehen: weiBer Feststoff; APCI-MS m/z: 385,1 [M+H]";
'"H-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,19 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,49 (s,
0,2H, -CO-CH>-); 5,47 (s, 2H, -CH>-Ar); 7,32-7,33 (m, 2H, Pyridin: 2x CH); 7,37-7,39 (m, 1H,
Ar-H); 7,40-7,45 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,47-7,48 (m, 3H, Ar-H); 7,59-7,61 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 7,68-
7,69 (m, 1,8H, 2x Ar-H); 8,66-8,67 (m, 2H, Pyridin: 2x CH); 10,03 (m, 0,1H, -NH-OH); 10,50 (s,
0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 385,1658 [M+H]"; berechnet fiir C23H21N4O2": 385,1659; HPLC
(Gradient A): rt 8,43 min (>99%).

3-(1-Methyl-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl)propanhydroxamséure (127a)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(1-methyl-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl)propanoat
(125a; 227 mg; 0,71 mmol), NaOCHj3 (5 N; 850 ul; 4,25 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid
(148 mg; 2,13 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute:
136 mg (60%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 322,0 [M+H]"; 'H-NMR (700 MHz,
DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) 6 1,93-1,98 (m, 1,8H, -CO-CH>-CH>-); 2,23-2,27 (m, 0,2H, -CO-
CH>-CH»-); 2,71-2,76 (m, 2H, -CO-CH>-CH>-); 3,69 (s, 3H, -CH3); 7,35 (t, 1H, *J=7.,4 Hz, Ar-H);
7,42-7,46 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,46-7,49 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,49-7,53 (m, 1H, Ar-H); 7,53-7,58 (m,
2H, 2x Ar-H); 7,65-7,68 (m, 2H, 2x Ar-H); 9,74 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,27 (s, 0,9H, -NH-OH);

I Die Verbindung liegt als einfaches TFA-Salz vor.
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HRMS m/z: 322,1546 [M+H]"; berechnet fiir Ci9H20N30,": 322,1550; HPLC (Gradient A):
rt 12,13 min (98,4%).

3-(1-Benzyl-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl)propanhydroxamsaure (127b)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(1-benzyl-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl)propanoat
(125b; 301 mg; 0,76 mmol), NaOCH3 (5 N; 911 pl; 4,56 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid
(158 mg; 2,28 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute:
66 mg (22%); Aussehen: weiBler Feststoff; ESI-MS m/z: 398,0 [M+H]"; 'H-NMR (700 MHz,
DMSO-dg): (cis-trans-Isomere) 6 1,95-1,98 (m, 1,8H, -CO-CH>-CH-); 2,08 (s, 0,2H, -CO-CH:-
CH»-); 2,73-2,75 (m, 2H, -CO-CH»-CH>-); 5,20 (s, 2H, -CH>-Ar); 6,96 (d, 2H, 3J=7,5 Hz, 2x
Ar-H); 7,21-7,23 (m, 1H, Ar-H); 7,25-7,27 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,36-7,37 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,45
(t, 2H, *J=7,6 Hz, 2x Ar-H); 7,50-7,51 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,69 (d, 2H, *J=7,3 Hz, 2x Ar-H); 9,75
(s, 0,1H, -NH-OH); 10,26 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 398,1858 [M+H]"; berechnet fiir
CasH24N30,": 398,1863; HPLC (Gradient A): rt 16,11 min (>99%).

3-[1-[(3-Methoxyphenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|propanhydroxamsiure (127¢)
Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[1-[(3-methoxyphenyl)methyl]-3,5-diphenyl-
pyrazol-4-yl|propanoat (125¢; 350 mg; 0,82 mmol), NaOCH3 (5 N; 985 ul; 4,92 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (171 mg; 2,46 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 120 mg (34%); Aussehen: weiller Feststoff; ESI-MS
m/z: 427,7 [M+H]"; 'H-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 1,95-1,98 (m,
1,8H, -CO-CH,-CH»-); 2,24-2,27 (m, 0,2H, -CO-CH>-CH>-); 2,73-2,75 (m, 2H, -CO-CH2-CH>-);
3,65 (s, 3H, -OCH;); 5,17 (s, 2H, -CH>-Ar); 6,47 (s, 1H, Ar-H); 6,53 (d, 1H, *J=7,6 Hz, Ar-H);
6,78-6,89 (m, 1H, Ar-H); 7,18 (t, 1H, *J=7,9 Hz, Ar-H); 7,35-7,37 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,45 (t, 2H,
3J=17,6 Hz, 2x Ar-H); 7,49-7,52 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,70 (d, 2H, *J=7,3 Hz, 2x Ar-H); 9,75 (s, 0,1H,
-NH-OH); 10,26 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 428,1963 [M+H]"; berechnet fiir C26H26N303"
428,1969; HPLC (Gradient A): rt 15,89 min (>99%).

3-[1-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|propanhydroxamsiure (127d)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-3,5-diphenyl-
pyrazol-4-yl|propanoat (125d; 283 mg; 0,66 mmol), NaOCH3 (5 N; 796 ul; 3,98 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (138 mg; 1,99 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 21 mg (7%); Aussehen: weiller Feststoff; ESI-MS m/z:
427,7 [M+H]"; 'TH-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 1,93-1,97 (m, 1,7H, -CO-
CH>-CHz-); 2,07 (s, 0,3H, -CO-CH>-CHz-); 2,71-2,74 (m, 2H, -CO-CH-CH>-); 3,69 (m,
3H, -OCH3); 5,12 (s, 2H, -CH>-Ar); 6,80-6,82 (m, 2H, 2x Ar-H); 6,89-6,90 (m, 2H, 2x Ar-H);
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7,35-7,37 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,45 (t, 2H, 3J=7.5 Hz, 2x Ar-H); 7,48-7,54 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,69
(d, 2H, 3J=7,7 Hz, 2x Ar-H); 9,74 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,26 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z:
450,1784 [M+Na]"; berechnet fiir C26H2sN3NaO3": 450,1788; HPLC (Gradient A): rt 15,87 min
(97,5%).

3-[1-(1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl)-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|propanhydroxamsiure (127¢)
Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[1-(1,3-benzodioxol-5-ylmethyl)-3,5-diphenyl-
pyrazol-4-yl]propanoat (125e; 300 mg; 0,68 mmol), NaOCH3 (5 N; 817 ul; 4,09 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (142 mg; 2,04 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 150 mg (50%); Aussehen: weiller Feststoff; ESI-MS
m/z: 4422 [M+H]"; 'H-NMR (700 MHz, DMSO-de): (cis-trans-Isomere) & 1,94-1,97 (m,
1,8H, -CO-CH>-CH»-); 2,23-2,26 (m, 0,2H, -CO-CH,-CH»-); 2,72-2,74 (m, 2H, -CO-CHz-CH>-);
5,09 (s, 2H, -CH>-Ar); 5,95 (s, 2H, -O-CH»-0-); 6,40 (d, 1H, *J=8,0 Hz, Ar-H); 6,51 (s, 1H, Ar-H);
6,78 (d, 1H, 3J=8,0 Hz, Ar-H); 7,35-7,37 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,44-7,46 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,49-
7,53 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,70 (d, 2H, *J=7,6 Hz, 2x Ar-H); 9,74 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,26 (s, 0,9H,
-NH-OH); HRMS m/z: 464,1579 [M+Na]*; berechnet fiir C26H23N3NaO4": 464,1581; HPLC
(Gradient A): rt 15,76 min (>99%).

3-[1-[[3-(Difluoromethoxy)phenyl|methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|propan-
hydroxamsiure (127f)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[1-[[3-(difluoromethoxy)phenyl]methyl]-3,5-
diphenyl-pyrazol-4-yl]propanoat (125f; 355 mg; 0,77 mmol), NaOCHj3 (5 N; 921 ul; 4,61 mmol)
und Hydroxylaminhydrochlorid (160 mg; 2,30 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 154 mg (43%); Aussehen: weiller Feststoff; ESI-MS
m/z: 464,2 [M+H]"; 'H-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 1,95-1,98 (m,
1,8H, -CO-CH>-CH»-); 2,25-2,27 (m, 0,2H, -CO-CH,-CH>-); 2,73-2,75 (m, 2H, -CO-CH2-CH>-);
5,22 (s, 2H, -CH>-Ar); 6,75 (s, 1H, Ar-H); 6,82 (d, 1H, *J=7,7 Hz, Ar-H); 7,03-7,04 (m, 1H, Ar-H);
7,15 (t, 1H, 2Jur=73,3 Hz, -CHF>); 7,31-7,38 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,45 (t, 2H, *]=7,6 Hz, 2x Ar-
H); 7,48-7,52 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,70 (d, 2H, *J=7,7 Hz, 2x Ar-H); 9,75 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,27
(s, 0,.9H, -NH-OH); HRMS m/z: 464,1781 [M+H]"; berechnet fiir C26H24F2N303": 464,1780;
HPLC (Gradient A): rt 17,07 min (98,8%).
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3-[1-[[4-(Difluoromethoxy)phenyl|methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|propan-
hydroxamséaure (127g)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[1-[[4-(difluoromethoxy)phenyl]methyl]-3,5-
diphenyl-pyrazol-4-yl]propanoat (125g; 366 mg; 0,79 mmol), NaOCHj3 (5 N; 950 ul; 4,75 mmol)
und Hydroxylaminhydrochlorid (165 mg; 2,37 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 171 mg (47%); Aussehen: weiller Feststoff, ESI-MS
m/z: 464,2 [M+H]"; 'H-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 1,95-1,98 (m,
1,8H, -CO-CH,-CH»-); 2,25-2,27 (m, 0,2H, -CO-CH>-CH>-); 2,73-2,75 (m, 2H, -CO-CH2-CH>-);
5,20 (s, 2H, -CH>-Ar); 7,02-7,03 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,07-7,08 (m, 2H, 2x Ar-H), 7,18 (t, 1H,
2Jap=71,4 Hz, -CHF>); 7,36-7,38 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,46 (t, 2H, *J=7,5 Hz, 2x Ar-H); 7,49-7,53
(m, 3H, 3x Ar-H); 7,70 (d, 2H, *J=7,7 Hz, 2x Ar-H); 9,75 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,27 (s, 0,9H, -NH-
OH); HRMS m/z: 464,1781 [M+H]"; berechnet fiir C26H24F2N303": 464,1780; HPLC (Gradient
A): 1t 16,99 min (>99%)).

3-[1-[(3-Cyanophenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|propanhydroxamsiure (127h)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[1-[(3-cyanophenyl)methyl]-3,5-diphenyl-
pyrazol-4-yl|propanoat (125h; 270 mg; 0,64 mmol), NaOCH3 (5 N; 769 ul; 3,84 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (134 mg; 1,92 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt.! Ausbeute: 63 mg (23%); Aussehen: weiler Feststoff; ESI-MS m/z:
423,3 [M+H]"; 'TH-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 1,96-1,98 (m, 1,8H, -CO-
CH>-CHz»-); 2,25-2,27 (m, 0,2H, -CO-CH»-CH»-); 2,73-2,75 (m, 2H, -CO-CH2-CH>-); 5,28 (s, 2H,
-CH>-Ar); 7,27 (d, 1H, *J=7,9 Hz, Ar-H); 7,34-7,38 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,45-7,51 (m, 6H, 6x Ar-H);
7,69-7,72 (m, 3H, 3x Ar-H); 9,75 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,27 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z:
445,1635 [M+Na]"; berechnet fiir C26H22N4NaO,": 445,1635; HPLC (Gradient A): rt 15,23 min
(>99%).

3-[[4-[3-(Hydroxyamino)-3-oxo-propyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-1-yljmethyl]|benzoesiure
(127i)

Die Verbindung wird ausgehend von 3-[[4-(3-Methoxy-3-oxo-propyl)-3,5-diphenyl-pyrazol-1-
yl]methyl]benzoesdure (125i; 300 mg; 0,68 mmol), NaOCH3z (5 N; 817 ul; 4,09 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (142 mg; 2,04 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
6 dargestellt. Ausbeute: 47 mg (16%); Aussehen: weiler Feststoff; ESI-MS m/z: 442,1 [M+H]";
"H-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 1,96-1,98 (m, 1,8H, -CO-CH,-CHz-); 2,25-
2,27 (m, 0,2H, -CO-CH>-CH>»-); 2,73-2,75 (m, 2H, -CO-CH»-CH>-); 5,27 (s, 2H, -CH>-Ar); 7,18

I Die Umsetzung der Hydroxamsiure erfolgt bei Raumtemperatur iiber Nacht.
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(d, 1H, 3J=7,7 Hz, Ar-H); 7,34-7,40 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,44-7,51 (m, 5H, 5x Ar-H); 7,60 (s, 1H,
Ar-H); 7,70 (d, 2H, 3J=7,7 Hz, 2x Ar-H); 7,80 (d, 1H, *J=7,7 Hz, Ar-H); 9,75 (s, 0,1H, -NH-OH);
10,27 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 442,1761 [M+H]"; berechnet fiir C26H24N304": 442,1761;
HPLC (Gradient A): rt 13,87 min (>99%).

4-[[4-[3-(Hydroxyamino)-3-oxo-propyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-1-yljmethyl]benzoesiure
(127j)

Die Verbindung wird ausgehend von 4-[[4-(3-Methoxy-3-oxo-propyl)-3,5-diphenyl-pyrazol-1-
yl]methyl]benzoesdure (125j; 360 mg; 2,01 mmol), NaOCH3 (5 N; 981 ul; 4,90 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (170 mg; 2,45 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
6 dargestellt. Ausbeute: 6 mg (8%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 442,1 [M+H]";
"H-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) § 1,96-1,99 (m, 1,8H, -CO-CH>-CHz-); 2,24-
2,31 (m, 0,2H, -CO-CH>-CH»-); 2,71-2,76 (m, 2H, -CO-CH2-CH>-); 5,28 (s, 2H, -CH>-Ar); 7,05-
7,08 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,34-7,38 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,34-7,38 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,43-7,51 (m,
5H, 5x Ar-H); 7,71 (d, 2H, 3J=7,3 Hz, 2x Ar-H); 7,84 (d, 2H, J= 8,1 Hz, 2x Ar-H); 9,75 (s, 0,1H,
-NH-OH); 10,27 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 442,1762 [M+H]"; berechnet fiir C26H24N304"
442,1761; HPLC (Gradient A): 1t 13,41 min (>99%).

3-[1-[(4-Chloro-2-fluoro-3-hydroxy-phenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|propan-
hydroxamséiure (127k)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[1-[(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-
methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]propanoat (125k; 250 mg; 0,52 mmol), NaOCH3 (5 N; 626 pl;
3,13 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (109 mg; 1,57 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Die anschlieBende Entschiitzung des Phenols erfolgt mit BBr3 (1 M
in DCM; 3 Aq.). Ausbeute: 56 mg (23%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 466,2
[M+H]"; 'TH-NMR (400 MHz, DMSO-dy): (cis-trans-Isomere) § 1,95-1,97 (m, 1,8H, -CO-CH:-
CHz-); 2,23-2,27 (m, 0,2H, -CO-CH-CH-); 2,72-2,75 (m, 2H, -CO-CH:-CH>-); 5,21 (s,
2H, -CH>-Ar); 6,36 (t, 1H, J=7,9 Hz, Ar-H); 7,10 (d, 1H, *J=8,6 Hz, Ar-H); 7,36-7,38 (m, 3H, 3x
Ar-H); 7,45 (t, 2H, 3J=7,5 Hz, 2x Ar-H); 7,49-7,53 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,68 (d, 2H, *J=7,5 Hz, 2x
Ar-H); 9,75 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,26 (s, 0,9H, -NH-OH); 10,36 (s, 1H, Ar-OH); HRMS m/z:
466,1325 [M+H]"; berechnet fiir C2sH22CIFN30s3": 466,1328; HPLC (Gradient A): rt 15,28 min
(>99%).
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3-[1-[(3-Chloro-5-fluoro-4-hydroxy-phenyl)methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|propan-
hydroxamséure (1271)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[1-[(3-chloro-5-fluoro-4-methoxy-phenyl)-
methyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]propanoat (1251; 290 mg; 0,61 mmol), NaOCH3 (5 N; 727 ul;
3,63 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (126 mg; 1,82 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Die anschlieBende Entschiitzung des Phenols erfolgt mit BBr; (1 M
in DCM; 3 Aq.). Ausbeute: 60 mg (20%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 466,1
[M+H]"; 'TH-NMR (400 MHz, DMSO-dg): (cis-trans-Isomere) § 1,94-1,97 (m, 1,8H, -CO-CH--
CH»-); 2,23-2,26 (m, 0,2H, -CO-CH>-CH»-); 2,72-2,74 (m, 2H, -CO-CH:-CH>-); 5,11 (s,
2H, -CH»-Ar ); 6,69-6,71 (m, 1H, Ar-H); 6,75 (s, 1H, Ar-H); 7,35-7,38 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,45-
7,47 (t, 2H, 3J=7,6 Hz, 2x Ar-H); 7,50-7,54 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,70 (d, 2H, 3J=7,3 Hz, 2x Ar-H);
9,74 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,26 (s, 0,9H, -NH-OH); 10,39 (s, 1H, Ar-OH); HRMS m/z: 466,1330
[M+H]"; berechnet fiir C2sH22CIFN30s": 466,1328; HPLC (Gradient A): rt 15,81 min (>99%).

3-[3,5-Diphenyl-1-(3-pyridylmethyl)pyrazol-4-yl|propanhydroxamsiure (127m)'

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[3,5-diphenyl-1-(3-pyridylmethyl)pyrazol-4-
yl]propanoat (125m; 115 mg; 0,29 mmol), NaOCHs (5 N; 347 ul; 1,74 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (60 mg; 0,87 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6
dargestellt. Ausbeute: 69 mg (60%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 399,2 [M+H]";
"H-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) § 1,95-1,97 (m, 1,8H, -CO-CH>-CH>-); 2,25-
2,27 (m, 0,2H, -CO-CH>-CH»-); 2,73-2,75 (m, 2H, -CO-CH»-CH>-); 5,31 (s, 2H, -CH-Ar); 7,36-
7,40 (m, 3H, 2x Ar-H + Pyridin: CH); 7,44-7,46 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,50-7,53 (m, 4H, 4x Ar-H);
7,64 (d, 1H, 3J=8,0 Hz, Pyridin: CH); 7,69 (d, 2H, 3]=8,0 Hz, 2x Ar-H); 8,31 (s, 1H, Pyridin: CH);
8,56 (d, 1H, 3J=5,1 Hz, Pyridin: CH); 9,75 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,27 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS
m/z: 399,1816 [M+H]"; berechnet fiir C24H23N402": 399,1816; HPLC (Gradient A): rt 8,99 min
(>99%).

3-[3,5-Diphenyl-1-(4-pyridylmethyl)pyrazol-4-yl|propanhydroxamsiure (127n)"

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[3,5-diphenyl-1-(4-pyridylmethyl)pyrazol-4-
yl]propanoat (125n; 120 mg; 0,30 mmol), NaOCHz (5 N; 362 pul; 1,81 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (63 mg; 0,91 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6
dargestellt. Ausbeute: 49 mg (41%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 399,2 [M+H]";
"H-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 1,98-2,00 (m, 1,8H, -CO-CH,-CHz-); 2,28-
2,30 (m, 0,2H, -CO-CH>-CH»-); 2,76-2,78 (m, 2H, -CO-CH-CH>-); 5,42-5,43 (m, 2H, -CH>-Ar);

I Die Verbindung liegt als einfaches TFA-Salz vor.
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7,28-7,31 (m, 2H, Pyridin: 2x CH); 7,36-7,40 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,45-7,51 (m, 5H, 5x Ar-H); 7,71-
7,72 (m, 2H, 2x Ar-H); 8,65 (d, 2H, 3J=5,6 Hz, Pyridin: 2x CH); 9,77 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,29
(s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 399,1816 [M+H]"; berechnet fiir C24H23N40>": 399,1816; HPLC
(Gradient A): rt 9,57 min (>99%)).

2-[1-[2-(Dimethylamino)ethyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|ethanhydroxamsiure (131a)'

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-[1-[2-(dimethylamino)ethyl]-3,5-diphenyl-
pyrazol-4-yl]acetat (129a; 240 mg; 0,66 mmol), NaOCH3z (5 N; 792 ul; 3,96 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (138 mg; 1,98 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 106 mg (44%); Aussehen: hellbraunes viskoses Ol; ESI-
MS m/z: 365,1 [M+H]"; 'TH-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 2,81-2,82 (m, 6H,
-NH'-(CH3)2); 3,14 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,45 (s, 0,2H, -CO-CH:>-); 3,60-3,62 (m, 2H, -CH>-CH>-
NH'-(CH3)2); 4,37-4,39 (m, 2H, -CH>-CH>-NH"-(CH3)2); 7,38-7,40 (m, 1H, Ar-H); 7,44-7,46 (m,
2H, 2x Ar-H); 7,54-7,58 (m, 5H, 5x Ar-H); 7,60-7,61 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 7,68-7,70 (m, 1,8H, 2x
Ar-H); 8,85 (brs, 0,8H, -NH-OH); 9,17 (br's, 0,1H, -NH-OH); 9,47 (brs, 1H, -NH "(CHj3)2); 10,02
(s, 0,1H, -NH-OH); 10,46 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 365,1968 [M+H]"; berechnet fiir
C21H25N40:2": 365,1972; HPLC (Gradient A): rt 8,75 min (>99%).

2-[3,5-Diphenyl-1-(1-phenylcyclobutyl)pyrazol-4-yl]ethanhydroxamséiure (131b)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-[3,5-diphenyl-1-(1-phenylcyclobutyl)pyrazol-4-
ylJacetat (129b; 110 mg; 0,26 mmol), NaOCHz (5 N; 312 ul; 1,56 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (54 mg; 0,78 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
6 dargestellt. Ausbeute: 16 mg (15%); Aussehen: weiBer Feststoff; APCI-MS m/z: 424,3 [M+H]";
'"H-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 1,85-1,90 (m, 2H, Cyclobutan: 2x CH);
2,26-2,29 (m, 2H, Cyclobutan: 2x CH); 2,92-2,97 (m, 2H, Cyclobutan: 2x CH); 3,03 (s, 1,8H, -CO-
CH>-); 3,34 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 6,85-6,86 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 6,89-6,90 (m, 1,8H, 2x Ar-H);
7,15-7,18 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,26-7,30 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,33-7,39 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,45-7,47
(m, 2H, 2x Ar-H); 7,66-7,67 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 7,75-7,76 (m, 1,8H, 2x Ar-H); 9,91 (br s, 0,1H,
-NH-OH); 10,36 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 446,1838 [M+Na]"; berechnet fiir
C27H25N3NaO:": 446,1839; HPLC (Gradient A): rt 18,56 min (96,1%).

I Die Verbindung liegt als einfaches TFA-Salz vor.
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2-[1-[1-(3-Methoxyphenyl)cyclobutyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]ethanhydroxamsiure
(131¢)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-[1-[1-(3-methoxyphenyl)cyclobutyl]-3,5-
diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (129¢; 240 mg; 0,53 mmol), NaOCHj3 (5 N; 636 ul; 3,18 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (111 mg; 1,59 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 8 mg (3%); Aussehen: weiller Feststoff; ESI-MS m/z:
454,1 [M+H]"; 'H-NMR (700 MHz, DMSO-de): (cis-trans-Isomere) & 1,84-1,89 (m, 2H,
Cyclobutan: 2x CH); 2,25-2,29 (m, 2H, Cyclobutan: 2x CH); 2,90-2,94 (m, 2H, Cyclobutan: 2x
CH); 3,02 (s, 1,8H, -CO-CH:>-); 3,33 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 3,70 (s, 3H, -OCH3); 6,61-6,62 (m, 1H,
Ar-H); 6,76-6,77 (m, 1H, Ar-H); 6,85-6,86 (m, 1H, Ar-H); 6,89-6,91 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 6,92-
6,93 (m, 1,8H, 2x Ar-H); 7,25-7,29 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,35-7,38 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,44-7,46 (m,
2H, 2x Ar-H); 7,64-7,65 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 7,73-7,74 (m, 1,8H, 2x Ar-H); 9,91 (br s, 0,1H, -NH-
OH); 10,35 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 476,1943 [M+Na]"; berechnet fiir C2sH27N3NaOs":
476,1945; HPLC (Gradient A): rt 18,29 min (>99%).

2-[3,5-Diphenyl-1-(3-phenyloxetan-3-yl)pyrazol-4-yl]Jethanhydroxamsaure (131d)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-[3,5-diphenyl-1-(3-phenyloxetan-3-yl)pyrazol-4-
yllacetat (129d; 85 mg; 0,20 mmol), NaOCH3; (5 N; 240 pl; 1,20 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (42 mg; 0,60 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6
dargestellt. Ausbeute: 3 mg (3%); Aussehen: weiler Feststoff; ESI-MS m/z: 426,2 [M+H]";
'"H-NMR (700 MHz, CDsOD): (cis-trans-Isomere) & 3,30 (s, 1,8H, -CO-CH>-); 3,63 (br s,
0,2H, -CO-CH>-); 4,53-4,54 (m, 2H, Oxetan: 2x CH); 5,27-5,28 (m, 2H, Oxetan: 2x CH); 7,09-
7,10 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 7,12 (d, 1,8H, *J=7,6 Hz, 2x Ar-H); 7,27 (d, 2H, *]J=7,9 Hz, 2x Ar-H);
7,30 (t, 2H, 3J=7,6 Hz, 2x Ar-H); 7,38-7,41 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,44-7,48 (m, 4H, 4x Ar-H); 7,66-
7,68 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 7,72 (d, 1,8H, 3J=7,6 Hz, 2x Ar-H); HRMS m/z: 426,1808 [M+H]";
berechnet fiir C26H24N303": 426,1812; HPLC (Gradient A): rt 15,97 min (98,6%).

2-[1-[3-(3-Methoxyphenyl)oxetan-3-yl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]ethanhydroxamsiure
(131e)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-[1-[3-(3-methoxyphenyl)oxetan-3-yl]-3,5-
diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (129e; 190 mg; 0,42 mmol), NaOCHj3 (5 N; 502 ul; 2,51 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (87 mg; 1,25 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6
dargestellt. Ausbeute: 24 mg (12%); Aussehen: weiller Feststoff, ESI-MS m/z: 293,8
[M—C1oH11027], 455,7 [M+H]"; 'H-NMR (700 MHz, DMSO-dy): (cis-trans-Isomere) & 3,16 (s,
1,8H, -CO-CH>-); 3,46 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 3,74 (s, 3H, -OCH53); 4,53-4,55 (m, 2H, Oxetan: 2x
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CH); 5,15-5,16 (m, 2H, Oxetan: 2x CH); 6,62-6,64 (m, 1H, Ar-H); 6,75 (d, 0,9H, *]J=7,8 Hz, Ar-H);
6,77-6,79 (m, 0,1H, Ar-H); 6,95-6,97 (m, 1H, Ar-H); 7,03-7,04 (m, 0,2H, 2x Ar-H); 7,08 (d, 1,8H,
3J=17,6 Hz); 7,33-7,41 (m, 5H, 5x Ar-H); 7,46 (t, 2H, *J=7,6 Hz, 2x Ar-H); 7,62-7,63 (m, 0,2H, 2x
Ar-H); 7,71 (d, 1,8H, *J=7,3 Hz); 9,98 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,44 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS
m/z: 478,1728 [M+Na]"; berechnet fiir C27H25sN3NaO4": 478,1737; HPLC (Gradient A): rt 15,84
min (>99%).

2-[1-[1-(3-Methoxyphenyl)-1-methyl-ethyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl]ethan-
hydroxamsiure (131f)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-[1-[1-(3-methoxyphenyl)-1-methyl-ethyl]-3,5-
diphenyl-pyrazol-4-yl]acetat (129f; 40 mg; 0,09 mmol), NaOCHj3 (5 N; 109 ul; 0,54 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (19 mg; 0,27 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6
dargestellt. Ausbeute: 7 mg (18%); Aussehen: weiler Feststoff; APCI-MS m/z: 442,0 [M+H]";
"H-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) § 1,73 (s, 6H, -C(CH3)2); 2,92 (s, 1,8H, -CO-
CH>-); 3,23 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 3,67 (s, 3H, -OCH3); 6,40-6,41 (m, 1H, Ar-H); 6,53-6,54 (m,
1H, Ar-H); 6,72-6,76 (m, 2H, 2x Ar-H); 6,81-6,82 (m, 1H, Ar-H); 7,17-7,20 (m, 3H, 3x Ar-H);
7,29-7,31 (m, 1H, Ar-H); 7,34-7,36 (m, 1H, Ar-H); 7,42-7,45 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,63-7,64 (m,
0,2H, 2x Ar-H); 7,72-7,73 (m, 1,8H, 2x Ar-H); 9,82 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,25 (s, 0,9H, -NH-
OH); HRMS m/z: 464,1938 [M+Na]’; berechnet fiir C,7H27N3NaO3": 464,1945; HPLC
(Gradient A): rt 18,19 min (96,1%).

3-[1-[2-(Dimethylamino)ethyl]-3,5-diphenyl-pyrazol-4-yl|propanhydroxamsiure (132)!

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[1-[2-(dimethylamino)ethyl]-3,5-diphenyl-
pyrazol-4-yl|propanoat (130; 370 mg; 0,98 mmol), NaOCH3 (5 N; 1,2 ml; 5,88 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (204 mg; 2,94 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 63 mg (17%); Aussehen: wei3er Feststoff; ESI-MS m/z:
379,2 [M+H]"; "TH-NMR (700 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 1,95-1,97 (m, 1,8H, -CO-
CH>-CH»-); 2,25-2,27 (m, 0,2H, -CO-CH>-CH>-); 2,73-2,76 (m, 2H, -CO-CHx-CH>-); 2,80-2,82
(m, 6H, -NH"-(CH3)2); 3,56 (s, 2H, -CH>-CH>-NH'-(CH3),); 4,31-4,33 (m, 2H, -CH>-CH,-NH"-
(CH3)2); 7,39-7,41 (m, 1H, Ar-H); 7,47-7,52 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,56-7,61 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,70-
7,73 (m, 2H, 2x Ar-H); 8,91 (s, 0,1H); 9,42 (s, 1H, -NH *(CH3),); 9,78 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,30
(s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 379,2129 [M+H]"; berechnet fiir C2oH27N4O0>": 379,2129; HPLC
(Gradient A): rt 8,96 min (>99%).

I Die Verbindung liegt als einfaches TFA-Salz vor.
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9.1.5 Substituierte 2-Phenylbenzimidazolderivate

Zwischenprodukte

2-(4-Methoxyphenyl)-1H-benzimidazol (133a)

Die Verbindung wird ausgehend von o-Phenylendiamin (63; 108 mg; 1 mmol), p-Anisaldehyd
(121 pl; 1 mmol), H2O2 (30%; 405 pl; 4 mmol) und Ammoniumcer(I'V)-nitrat (55 mg; 0,1 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 10 dargestellt. Ausbeute: 117 mg (52%); ESI-MS
m/z: 225,1 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 9,31 min (>99%).

2-(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-1H-benzimidazol (133b)

Die Verbindung wird ausgehend von o-Phenylendiamin (63; 108 mg; 1 mmol), 4-Chloro-2-fluoro-
3-methoxybenzaldehyd (189 mg; 1 mmol), H2O2 (30%; 405 pl; 4 mmol) und Ammoniumcer(IV)-
nitrat (55 mg; 0,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 10 dargestellt. Ausbeute:

195 mg (70%); ESI-MS m/z: 277,4 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 11,01 min (88,7%).

Methyl-2-(1H-benzimidazol-2-yl)benzoat (133c)

Die Verbindung wird ausgehend von o-Phenylendiamin (63; 324 mg; 3 mmol), Methyl-2-
formylbenzoat (492 mg; 3 mmol), H202 (30%; 1,2 ml; 12 mmol) und Ammoniumcer(IV)-nitrat
(164 mg; 0,3 mmol) entsprechend der allgemeinen 10 dargestellt. Ausbeute: 310 mg (41%); ESI-
MS m/z: 253,0 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 8,61 min (91,7%).

Methyl-3-(1H-benzimidazol-2-yl)benzoat (133d)

Die Verbindung wird ausgehend von o-Phenylendiamin (63; 186 mg; 1,72 mmol), Methyl-3-
formylbenzoat (282 mg; 1,72 mmol), H202 (30%; 696 pul; 6,87 mmol) und Ammoniumcer(IV)-
nitrat (94 mg; 0,17 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 10 dargestellt.
Ausbeute: 360 mg (83%); ESI-MS m/z: 253,0 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 9,81 min (80,5%).

Methyl-4-(1H-benzimidazol-2-yl)benzoat (133e)

Die Verbindung wird ausgehend von o-Phenylendiamin (63; 171 mg; 1,58 mmol), Methyl-4-
formylbenzoat (259 mg; 1,58 mmol), H202 (30%; 639 ul; 6,31 mmol) und Ammoniumcer(IV)-
nitrat (86 mg; 0,2 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 10 dargestellt. Ausbeute:

163 mg (41%); ESI-MS m/z: 253,1 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 9,84 min (98,0%).

Methyl-2-[2-(4-methoxyphenyl)benzimidazol-1-yl]acetat (134a)
Die Verbindung wird ausgehend von 2-(4-Methoxyphenyl)-1H-benzimidazol (133a; 117 mg;
0,52 mmol), Natriumhydrid (25 mg; 0,63 mmol) und Bromessigsduremethylester (29; 53 pul;
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0,57 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt und ohne
weitere Aufreinigung weiterverwendet. Ausbeute: 154 mg (99%); ESI-MS m/z: 297,2 [M+H]".

Methyl-2-[2-(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)benzimidazol-1-yl]acetat (134b)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-1H-benzimidazol
(133b; 195 mg; 0,70 mmol), Natriumhydrid (34 mg; 0,85 mmol) und Bromessigsduremethylester
(29; 71 pl; 0,78 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt
und ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet. Ausbeute: 209 mg (85%); ESI-MS m/z: 349,4
[M+H]".

Methyl-2-[1-(2-tert-butoxy-2-oxo-ethyl)benzimidazol-2-yl]benzoat (134c)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(1H-benzimidazol-2-yl)benzoat (133¢; 310 mg;
1,23 mmol), Natriumhydrid (74 mg; 1,84 mmol) und Bromessigsdure-tert-butylester (93; 198 pul;
1,35 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt und ohne
weitere Aufreinigung weiterverwendet. Ausbeute: 450 mg (99%); ESI-MS m/z: 311,0 [M—t-Bu]",
367,1 [M+H]".

Methyl-3-[1-(2-tert-butoxy-2-oxo-ethyl)benzimidazol-2-yl|benzoat (134d)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(1H-benzimidazol-2-yl)benzoat (133d; 360 mg;
1,43 mmol), Natriumhydrid (86 mg; 2,14 mmol) und Bromessigsédure-tert-butylester (93; 230 pl;
1,57 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt und ohne
weitere Aufreinigung weiterverwendet. Ausbeute: 390 mg (75%); ESI-MS m/z: 311,2 [M—t-Bu]",
367,3 [M+H]".

Methyl-4-[1-(2-tert-butoxy-2-oxo-ethyl)benzimidazol-2-yl]benzoat (134e)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-4-(1H-benzimidazol-2-yl)benzoat (133e; 163 mg;
0,65 mmol), Natriumhydrid (39 mg; 0,97 mmol) und Bromessigsdure-tert-butylester (93; 104 ul;
0,71 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt und ohne
weitere Aufreinigung weiterverwendet. Ausbeute: 236 mg (99%); ESI-MS m/z: 311,1 [M—t-Bu]",
367,2 [M+H]".

2-[2-(3-Methoxycarbonylphenyl)benzimidazol-1-yl]ethansiure (135c¢)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-[1-(2-fert-butoxy-2-oxo-ethyl)benzimidazol-2-
yl]benzoat (134¢; 450 mg; 1,23 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 20
dargestellt. Ausbeute: 381 mg (99%); ESI-MS m/z: 311,0 [M+H]".
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2-[2-(3-Methoxycarbonylphenyl)benzimidazol-1-yl]ethansiure (135d)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[1-(2-tert-butoxy-2-oxo-ethyl)benzimidazol-2-
yl]benzoat (134d; 390 mg; 1,06 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 20
dargestellt. Ausbeute: 240 mg (73%); ESI-MS m/z: 311,3 [M+H]".

2-[2-(4-Methoxycarbonylphenyl)benzimidazol-1-yl]ethansiure (135¢)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-4-[1-(2-tert-butoxy-2-oxo-ethyl)benzimidazol-2-
yl]benzoat (134e; 236 mg; 0,64 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 20
dargestellt. Ausbeute: 190 mg (95%); ESI-MS m/z: 311,0 [M+H]".

Methyl-2-[1-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]|benzimidazol-2-yl|benzoat (136¢)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-[2-(2-Methoxycarbonylphenyl)benzimidazol-1-
yl]ethansdure (135¢; 381 mg; 1,23 mmol), TBTU (394 mg; 1,23 mmol), O-Benzylhydroxylamin
Hydrochlorid (21; 196 mg; 1,23 mmol) und DIPEA (859 pl; 4,92 mmol) entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung der N-Benzylhydroxamséure-derivate dargestellt.

Ausbeute: 80 mg (23%); ESI-MS m/z: 416,1 [M+H]".

Methyl-3-[1-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]benzimidazol-2-yl]benzoat (136d)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-[2-(3-Methoxycarbonylphenyl)benzimidazol-1-
yllethansdure (135d; 240 mg; 0,77 mmol), TBTU (248 mg; 0,77 mmol), O-Benzylhydroxylamin
Hydrochlorid (21; 123 mg; 0,77 mmol) und DIPEA (540 pl; 3,09 mmol) entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift 13 dargestellt. Ausbeute: 240 mg (75%); ESI-MS m/z: 416,1
[M+H]".

Methyl-4-[1-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl|benzimidazol-2-yl|benzoat (136¢)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-[2-(4-Methoxycarbonylphenyl)benzimidazol-1-
yl]ethansdure (135e; 190 mg; 0,61 mmol), TBTU (197 mg; 0,61 mmol), O-Benzylhydroxylamin
Hydrochlorid (21; 98 mg; 0,61 mmol) und DIPEA (427 ul; 2,45 mmol) entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift 13 dargestellt. Ausbeute: 130 mg (51%); ESI-MS m/z: 416,1
[M+H]".

Methyl-1-(2-tert-butoxy-2-oxo-ethyl)-2-(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-
benzimidazol-4-carboxylat (141a)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-fluoro-2-nitro-benzoat (138a; 435 mg;
2,18 mmol), Glycin-tert-butylester Hydrochlorid (366 mg; 2,18 mmol), NaHCO;3; (367 mg;
4,37mmol), 4-Chloro-2-fluoro-3-methoxybenzaldehyd (12a; 412 mg; 2,18 mmol) und NaxS>04
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(1141 mg; 6,55 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 19 dargestellt. Ausbeute:
130 mg (13%); ESI-MS m/z: 449,0 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 16,88 min (88,3%).

Methyl-1-(2-tert-butoxy-2-oxo-ethyl)-2-(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-
benzimidazol-5-carboxylat (141b)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-4-fluoro-3-nitro-benzoat (138b; 333 mg;
1,67 mmol), Glycin-tert-butylester Hydrochlorid (280 mg; 1,67 mmol), NaHCO3 (281 mg;
3,34 mmol), 4-Chloro-2-fluoro-3-methoxybenzaldehyd (12a; 315 mg; 1,67 mmol) und NaS>04
(873 mg; 5,02 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 19 dargestellt. Ausbeute:
232 mg (31%); ESI-MS m/z: 449,1 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 19,52 min (92,7%).

Methyl-3-(2-tert-butoxy-2-oxo-ethyl)-2-(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-
benzimidazol-5-carboxylat (141c¢)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-fluoro-4-nitro-benzoat (138c; 333 mg;
1,67 mmol), Glycin-tert-butylester Hydrochlorid (280 mg; 1,67 mmol), NaHCO3 (281 mg;
3,34 mmol), 4-Chloro-2-fluoro-3-methoxybenzaldehyd (12a; 315 mg; 1,67 mmol) und Na>S>04
(873 mg; 5,02 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 19 dargestellt. Ausbeute:
190 mg (25%); ESI-MS m/z: 393,0 [M—t-Bu]", 449,0 [M+H]"; HPLC (Gradient A): rt 19,28 min
(87,9%).

2-[2-(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-4-methoxycarbonyl-benzimidazol-1-
yl]ethansiure (142a)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-1-(2-tert-butoxy-2-oxo-ethyl)-2-(4-chloro-2-fluoro-
3-methoxy-phenyl)benzimidazol-4-carboxylat (141a; 130 mg; 0,29 mmol) entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift 20 dargestellt. Ausbeute: 113 mg (99%); ESI-MS m/z: 393,0
[M+H]".

2-[2-(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-5-methoxycarbonyl-benzimidazol-1-
yl]ethanséiure (142b)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-1-(2-fert-butoxy-2-oxo-ethyl)-2-(4-chloro-2-fluoro-
3-methoxy-phenyl)benzimidazol-5-carboxylat (141b; 232 mg; 0,52 mmol) entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift 20 dargestellt. Ausbeute: 210 mg (99%); ESI-MS m/z: 393,2
[M+H]".
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2-[2-(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-6-methoxycarbonyl-benzimidazol-1-
yllethansiure (142c)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-(2-tert-butoxy-2-oxo-ethyl)-2-(4-chloro-2-fluoro-
3-methoxy-phenyl)benzimidazol-5-carboxylat (141¢c; 190 mg; 0,42 mmol) entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift 20 dargestellt. Ausbeute: 165 mg (99%); ESI-MS m/z: 393,0
[M+H]".

Methyl-1-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo0-ethyl]-2-(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-
benzimidazol-4-carboxylat (143a)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-[2-(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-4-
methoxycarbonyl-benzimidazol-1-yl]ethansédure (142a; 113 mg; 0,29 mmol), TBTU (92 mg;
0,29 mmol), O-Benzylhydroxylamin Hydrochlorid (21; 46 mg; 0,29 mmol) und DIPEA (200 pul;
1,15 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 13 dargestellt. Ausbeute: 105 mg

(73%); ESI-MS m/z: 498,0 [M+H]".

Methyl-1-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-2-(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-
benzimidazol-5-carboxylat (143b)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-[2-(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-5-
methoxycarbonyl-benzimidazol-1-yl]ethanséure (142b; 210 mg; 0,53 mmol), TBTU (172 mg;
0,53 mmol), O-Benzylhydroxylamin Hydrochlorid (21; 85 mg; 0,53 mmol) und DIPEA (373 pl;
2,14 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 13 dargestellt. Ausbeute: 177 mg
(66%); ESI-MS m/z: 498,4 [M+H]".

Methyl-3-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-2-(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-
benzimidazol-5-carboxylat (143c¢)

Die Verbindung wird ausgehend von 2-[2-(4-Chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-6-
methoxycarbonyl-benzimidazol-1-yl]ethansdure (142¢; 165 mg; 0,42 mmol), TBTU (135 mg;
0,42 mmol), O-Benzylhydroxylamin Hydrochlorid (21; 67 mg; 0,42 mmol) und DIPEA (293 ul;
1,68 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 13 dargestellt. Ausbeute: 150 mg
(71%); ESI-MS m/z: 498,1 [M+H]".
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Endverbindungen

2-[2-(4-Methoxyphenyl)benzimidazol-1-yllethanhydroxamsiure (137a)!

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-[2-(4-methoxyphenyl)benzimidazol-1-yl]acetat
(136a; 155 mg; 0,52 mmol), NaOCHj3 (5 N; 626 ul; 3,13 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid
(109 mg; 1,57 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute:
55 mg (36%); Aussehen: hellgelber Feststoff; ESI-MS m/z: 298,1 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-de): (cis-trans-Isomere) & 3,90 (s, 3H, -OCHj3); 4,97 (s, 1,6H, -CO-CH>-); 5,32 (s,
0,4H, -CO-CH>-); 7,22-7,26 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,48-7,54 (m, 2H, Bim: C¢H + C;H); 7,72-7,87
(m, 4H, 2x Ar-H + Bim: C4H + C7H); 10,67 (s, 0,2H, -NH-OH); 11,15 (s, 0,8H, -NH-OH); HPLC
(Gradient A): rt 6,88 min (98,2 %).

2-[2-(4-Chloro-2-fluoro-3-hydroxyphenyl)benzimidazol-1-yl]ethanhydroxamsiure (137b)!
Die  Verbindung wird ausgehend von  Methyl-2-[2-(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-
phenyl)benzimidazol-1-yl]acetat (136b; 205 mg; 0,59 mmol), NaOCH3 (5 N; 705 pl; 3,53 mmol)
und Hydroxylaminhydrochlorid (123 mg; 1,76 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. AnschlieBende Entschiitzung des Phenols erfolgt mit BBr3 (1 M in
DCM; 5 Aq.). Ausbeute: 24 mg (51%); Aussehen: weier Feststoff; ESI-MS m/z: 336,5 [M+H]";
'"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 4,80 (s, 1,6H, -CO-CH>-); 5,13 (s,
0,4H, -CO-CH>-); 7,06-7,19 (m, 1H, Ar-H); 7,35-7,46 (m, 3H, Ar-H, Bim: CsH + C¢H); 7,62 (d,
1H, 3J=7,7 Hz, Bim: C;H); 7,77 (d, 1H, *J=7,7 Hz, Bim: C4H); 10,43 (br s, 0,2H, -NH-OH); 10,91
(brs, 0,8H, -NH-OH); HRMS m/z: 336,0562 [M+H]"; berechnet fiir C;sH;2CIFN3O5": 336,0546;
HPLC (Gradient A): rt 9,23 min (>99%).

2-[1-[2-(Hydroxyamino)-2-oxo-ethyl|benzimidazol-2-yl|benzoesiure (137¢)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-[1-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-
benzimidazol-2-yl]benzoat (136¢; 80 mg; 0,19 mmol) und BBr3 (1 M in DCM; 1,9 ml; 1,93 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt. Ausbeute: 2 mg (2%);
Aussehen: weiler Feststoff; ESI-MS: m/z 312,1 [M+H]"; '"H-NMR (400 MHz, CDsOD): (cis-
trans-Isomere) 6 4,85 (s, 1,6H, -CO-CH>-); 5,21 (br s, 0,4H, -CO-CH>-); 7,61-7,67 (m, 2H, Bim:
CsH + CeH); 7,72-7,82 (m, 3H, Bim: C4H + C7H + Ar-H); 7,86-7,92 (m, 2H, 2x Ar-H); 8,34-8,37
(m, 1H, Ar-H); HRMS m/z: 312,0977 [M+H]"; berechnet fiir Ci¢H14N3O4": 312,0979; HPLC
(Gradient A): rt 5,17 min (>99%)).

I Die Verbindung liegt als einfaches TFA-Salz vor.
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3-[1-[2-(Hydroxyamino)-2-oxo-ethyl|benzimidazol-2-yl|benzoesiure (137d)"

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[1-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-
benzimidazol-2-yl]benzoat (136d; 240 mg; 0,58 mmol) und BBr; (1 M in DCM; 5,8 ml;
5,77 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt. Ausbeute:
5mg (3%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS: m/z 312,0 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) 6 4,92 (s, 1,6H, -CO-CH>-); 5,25 (s, 0,4H, -CO-CH>-); 7,39-7,46
(m, 2H, Bim: CsH + CgH); 7,63-7,66 (m, 1H, Bim: C;H); 7,74-7,80 (m, 2H, Bim: C4H + Ar-H);
7,99-8,01 (m, 0,2H, Ar-H); 8,11-8,13 (m, 0,8H, Ar-H); 8,17-8,19 (m, 1H, Ar-H); 8,35 (s, 0,2H,
Ar-H); 8,46 (s, 0,8H, Ar-H); 10,60 (s, 0,2H, -NH-OH); 11,05 (s, 0,8H, -NH-OH); 13,31 (br s, 1H,
-COOH); HRMS m/z: 312,0974 [M+H]"; berechnet fiir Ci¢HiaN3O4": 312,0979; HPLC
(Gradient A): rt 6,13 min (>99%).

4-[1-[2-(Hydroxyamino)-2-oxo-ethyl|benzimidazol-2-yl|benzoesiure (137¢)"

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-4-[1-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-
benzimidazol-2-yl]benzoat (136e; 130 mg; 0,31 mmol) und BBr; (1 M in DCM; 3,1 ml;
3,13 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A dargestellt. Ausbeute:
4 mg (4%). Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS: m/z 312,0 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz,
CDs0D): (cis-trans-Isomere) 6 5,09 (s, 1,5H, -CO-CH>-); 5,47 (s, 0,5H, -CO-CH>-); 7,61-7,66 (m,
2H, Bim: CsH + CeH); 7,76-7,78 (m, 1H, Bim: C7H); 7,84-7,86 (m, 1H, Bim: C4H); 7,92-7,94 (m,
0,4H, 2x Ar-H); 7,99-8,01 (m, 1,6H, 2x Ar-H); 8,29-8,33 (m, 2H, 2x Ar-H); HRMS m/z: 312,0975
[M+H]"; berechnet fiir C16H14N304": 312,0979; HPLC (Gradient A): rt 6,37 min (>99%).

2-(4-Chloro-2-fluoro-3-hydroxyphenyl)-1-[2-(hydroxyamino)-2-oxo-ethyl|benzimidazol-4-
carbonsiure (144a)"

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-1-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-2-(4-chloro-2-
fluoro-3-methoxy-phenyl)benzimidazol-4-carboxylat (143a; 105 mg; 0,21 mmol) und BBr; (1 M
in DCM; 2,7 ml; 2,74 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A
dargestellt. Ausbeute: 32 mg (39%); Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS: m/z 380,0 [M+H]";
"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 4,88 (s, 1,6H, -CO-CH>-); 5,20 (br's, 0,4H,
-CO-CH>-); 7,08-7,11 (m, 0,2H, Ar-H); 7,15-7,19 (m, 0,8H, Ar-H); 7,43-7,45 (m, 1H, Ar-H); 7,53
(t, 1H, *J=7,5 Hz, Bim: C¢H); 7,91-7,95 (m, 2H, Bim: CsH + C7H); 10,48 (br s, 0,2H, -NH-OH);
10,90 (s, 0,8H, -NH-OH); 10,95 (br s, 1H, Ar-OH); HRMS m/z: 380,0438 [M+H]"; berechnet fiir
C16H12CIFN30s5": 380,0444; HPLC (Gradient A): rt 7,44 min (91,4%).

I Die Verbindung liegt als einfaches TFA-Salz vor.
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2-(4-Chloro-2-fluoro-3-hydroxyphenyl)-1-[2-(hydroxyamino)-2-oxo-ethyl]|benzimidazol-5-
carbonsiure (144b)!

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-1-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-2-(4-chloro-2-
fluoro-3-methoxy-phenyl)benzimidazol-5-carboxylat (143b; 177 mg; 0,36 mmol) und BBr; (1 M
in DCM; 4,6 ml; 4,62 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A
dargestellt. Ausbeute: 35 mg (26%); Aussehen: weiler Feststoff; ESI-MS: m/z 380,0 [M+H]";
'"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 4,79 (s, 1,6H, -CO-CH>-); 5,10 (s,
0,4H, -CO-CH>-); 7,02-7,06 (m, 0,2H, Halogenphenol: -CH); 7,10-7,14 (m, 0,8H, cis-trans-
Isomere); 7,40-7,42 (m, 1H, Ar-H); 7,58-7,60 (m, 0,2H, Bim: C7H); 7,63-7,65 (m, 0,8H, Bim:
C7H); 7,93-7,97 (m, 1H, Bim: CeH); 8,29 (s, 1H, Bim: C4H); 10,39 (br s, 0,2H, -NH-OH); 10,83
(br s, 1H, Ar-OH); 10,87 (s, 0,8H, -NH-OH); 12,83 (br s, 1H, -COOH); HRMS m/z: 380,0440
[M+H]"; berechnet fiir C1¢Hi2CIFN3Os": 380,0444; HPLC (Gradient A): rt 8,48 min (>99%).

2-(4-Chloro-2-fluoro-3-hydroxyphenyl)-3-[2-(hydroxyamino)-2-oxo-ethyl|benzimidazol-5-
carbonsiure (144¢)!

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-3-[2-(benzyloxyamino)-2-oxo-ethyl]-2-(4-chloro-2-
fluoro-3-methoxy-phenyl)benzimidazol-5-carboxylat (143c; 150 mg; 0,30 mmol) und BBr3; (1 M
in DCM; 3,9 ml; 3,92 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 15 Methode A
dargestellt. Ausbeute: 49 mg (43%); Aussehen: weiler Feststoff; ESI-MS: m/z 379,9 [M+H]";
'"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 4,83 (s, 1,6H, -CO-CH>-); 5,14 (s,
0,4H, -CO-CH>-); 7,03-7,06 (m, 0,2H, Ar-H); 7,12-7,16 (m, 0,8H, Ar-H); 7,40-7,43 (m, 1H,
Ar-H); 7,78-7,81 (m, 1H, Bim: CsH); 7,90-7,93 (m, 1H, Bim: C4H); 8,12 (s, 0,2H, Bim: C7H);
8,21 (s, 0,8H, Bim: C7H); 10,42 (s, 0,2H, -NH-OH); 10,84 (br s, 1H, Ar-OH); 10,90 (s, 0,8H, -NH-
OH); HRMS m/z: 380,0438 [M+H]"; berechnet fiir CisHi2CIFN3Os™: 380,0444; HPLC
(Gradient A): rt 8,75 min (>99%)).

9.1.6 1,3-substituierte 2-Phenylindolderivate

Zwischenprodukte

Methyl-2-(1-benzyl-2-phenyl-indol-3-yl)acetat (150a)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(2-phenyl-1H-indol-3-yl)acetat (62; 265 mg;
1 mmol), Natriumhydrid (60% in OI; 60 mg; 1,5 mmol) und Benzylbromid (131 pl; 1,1 mmol)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt. Ausbeute: 300 mg
(84%); ESI-MS m/z: 356,4 [M+H]".

I Die Verbindung liegt als einfaches TFA-Salz vor.
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Methyl-2-[1-(1,3-benzodioxol-5-yl-methyl)-2-phenyl-indol-3-yl]acetat (150b)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(2-phenyl-1H-indol-3-yl)acetat (62; 265 mg;
1 mmol), Natriumhydrid (60% in OI; 60 mg; 1,5 mmol) und 5-(Brommethyl)-1,3-benzodioxol
(237 mg; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7 Methode A dargestellt und
ohne weitere Aufreinigung weiter verwendet. Ausbeute: 400 mg (100%); ESI-MS m/z: 400,6
[M+H]".

Methyl-2-[1-[(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)methyl]-2-phenyl-indol-3-yl]acetat
(150¢)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(2-phenyl-1H-indol-3-yl)acetat (62; 265 mg;
Immol), Natriumhydrid (60% in Ol; 60 mg; 1,5 mmol) und 4-Chloro-2-fluoro-3-
methoxybenzylbromid (279 mg; 1,1 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7
Methode A dargestellt und ohne weitere Aufreinigung weiter verwendet. Ausbeute: 340 mg

(78%); ESI-MS m/z: 438,3 [M+H]".

Endverbindungen

2-(1,2-Diphenylindol-3-yl)ethanhydroxams:iure (149)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(1,2-diphenylindol-3-yl)acetat (148; 118 mg;
0,35 mmol), NaOCH3 (5 N; 415 ul; 2,07 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (72 mg;
1,04 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 34 mg (29%);
Aussehen: weiBer Feststoff; ESI-MS m/z: 343,3 [M+H]*; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-
trans-Isomere) o 3,43 (s, 1,8H, -CO-CH>»-); 3,75 (s, 0,2H, -CO-CH>-); 7,15-7,22 (m, 5H, Indol:
CH + Ar-H); 7,29-7,35 (m, 4H, Indol: CH + Ar-H); 7,40-7,44 (m, 4H, Indol: CH + Ar-H), 7,70-
7,71 (m, 1H, Indol: C4H); 10,05 (s, 0,1H, -NH-OH); 10,74 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z:
365,1261 [M+Na]; berechnet fiir C22HisN2NaO,": 365,1260; HPLC (Gradient A): rt 16,56 min
(96,7%).

2-(1-Benzyl-2-phenyl-indol-3-yl)ethanhydroxamsaure (151a)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-(1-benzyl-2-phenyl-indol-3-yl)acetat (150a;
300 mg; 0,84 mmol), NaOCHj3 (5 N; 1 ml; 5,06 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (176 mg;
2,53 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. Ausbeute: 55 mg (18%);
Aussehen: hellgelber Feststoff; ESI-MS: m/z 357,4 [M+H]"; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-de):
(cis-trans-Isomere) 6 3,33 (s, 1,9H, -CO-CH>-); 3,65 (s, 0,1H, -CO-CH>-); 5,32 (s, 2H, -CH>-Ar);
6,85-6,87 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,05-7,22 (m, 5H, 3x Ar-H, Indol: CsH + CsH); 7,31-7,33 (m, 1H,
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Indol: C7H); 7,42-7,50 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,57-7,59 (m, 2H, 2x Ar-H); 7,63-7,65 (m, 1H, Indol:
CsH); 9,95 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,69 (s, 0,.9H, -NH-OH); HRMS m/z: 357,1592 [M+H]";
berechnet fiir C23H21N20,": 357,1598; HPLC (Gradient A): rt 17,31 min (99,0%).

2-[1-(1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl)-2-phenyl-indol-3-yl]ethanhydroxamsiure (151b)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-[1-(1,3-benzodioxol-5-yl-methyl)-2-phenyl-indol-
3-yl]acetat (150b; 400 mg; 1 mmol), NaOCHs (5 N; 1,2 ml; 6 mmol) und
Hydroxylaminhydrochlorid (209 mg; 3 mmol) entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 6
dargestellt. Ausbeute: 97 mg (24%); Aussehen: hellgelber Feststoff; ESI-MS m/z: 401,1 [M+H]",
423,3 [M+Na]*; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): (cis-trans-Isomere) & 3,32 (s, 1,8H, -CO-CH>-);
3,65 (brs, 0,2H, -CO-CH>-); 5,23 (s, 2H, -CH>-Ar); 5,92-5,98 (m, 2H, -O-CH-0-); 6,34-6,38 (m,
2H, 2x Ar-H); 6,73-3,75 (m, 1H, Ar-H); 7,06-7,15 (m, 2H, Indol: CsH + C¢H); 7,35-7,40 (m, 1H,
Indol: C7H); 7,45-7,53 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,60-7,65 (m, 3H, 2x Ar-H + Indol: C4H); 9,92 (br s,
0,1H, -NH-OH); 10,69 (s, 0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 423,1313 [M+Na]’; berechnet fiir
C24H20N2NaO4': 423,1315; HPLC (Gradient A): rt 16,35 min (96,4%).

2-[1-[(4-Chloro-2-fluoro-3-hydroxy-phenyl)methyl]-2-phenyl-indol-3-yl]ethan-
hydroxamséiure (151c¢)

Die Verbindung wird ausgehend von Methyl-2-[1-[(4-chloro-2-fluoro-3-methoxy-phenyl)-
methyl]-2-phenyl-indol-3-yl]acetat (150c; 340 mg; 0,78 mmol), NaOCH3 (5 N; 932 pul;
4,66 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (162 mg; 2,33 mmol) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift 6 dargestellt. AnschlieBende Entschiitzung des Phenols erfolgt mit BBr3 (1 M in
DCM; 3 Aq.). Ausbeute: 84 mg (29%); Aussehen: hellbrauner Feststoff; APCI-MS m/z: 425,4
[M+H]"; '"H-NMR (400 MHz, DMSO-de): (cis-trans-Isomere) & 3,31 (s, 2H, -CO-CH>-); 5,31 (s,
2H, -CH>-Ar); 5,84-5,88 (m, 1H, Ar-H); 6,96-6,98 (m, 1H, Ar-H); 7,07-7,17 (m, 2H, Indol: CsH
+ CsH); 7,35-7,37 (m, 1H, Indol: C7H); 7,43-7,49 (m, 3H, 3x Ar-H); 7,51-7,53 (m, 2H, 2x Ar-H);
7,64-7,66 (m, 1H, Indol: C4H); 9,94 (br s, 0,1H, -NH-OH); 10,42 (br s, 1H, Ar-OH); 10,68 (s,
0,9H, -NH-OH); HRMS m/z: 447,0881 [M+Na]"; berechnet fiir C23H;sCIFN2NaO;": 447,0882;
HPLC (Gradient A): rt 15,63 min (98,5%).



Ixviii ANHANG

9.2 '"H-NMR-Spektren von ausgewihlten Zielverbindungen
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9.3 Inhibierung der off-target-Metalloproteasen und in vitro Toxizitit

Fiir die Untersuchung der Selektivitit der heteroaromatischen Verbindungen gegeniiber den
verwandten Metalloproteasen der Metzincin-Superfamilie wurden die Restaktivititen von
bestimmten MMPs und ADAMs ebenfalls bei einer hoheren Inhibitorkonzentration von 200 uM
bestimmt (Tabelle 32).

Tabelle 32: Inhibierung der off-target-Metalloproteasen bei einer Inhibitorkonzentration von 200 pM

RA@200 pM!®] MMP2 MMP9 MMP13 ADAMI0  ADAMI17
Sa 1 1 5 29 25
Sc¢ 34 16 31 22 9
5d 74 39 66 21 24
Se 61 27 67 23 7
sf 77 65 68 12 27
Sg 70 54 76 83 56
Ta 41 53 54 68 56
7d 46 68 72 76 56
100d 17 33 28 8 6
100f 8 16 10 5 5
100g 26 44 18 13 6
100m 17 39 28 61 5
101a 3 10 6 1 4
101j 81 71 73 74 91
126e 60 60 51 39 4
126i 34 36 34 66 25
126] 24 30 22 43 9
126k 18 14 9 34 14
137b 83 50 84 78 82

[a] RA: Restaktivitét in % bei einer Inhibitorkonzentration von 200 pM

Fiir die Untersuchung der in vitro Toxizitit wurde die Zellviabilitdt von Leber- und neuronalen
Zelllinien (Hep-G2, SYS5Y) nach Zugabe der Inhibitoren bestimmt. Keine der getesteten

Verbindungen wies in vitro Zytotoxizitit auf (Tabelle 33).

Tabelle 33: In vitro Toxizitdt von ausgewihlten Verbindungen

Zellviabilitit [%]
5c 5d 5e 5f 5g 7d 100d 100f 100g 100m 101 126¢

Hep-G2 85 90 100 93 94 85 104 96 99 103 98 92
SYSY 9 123 92 93 99 94 84 90 85 8 110 100

126d 126e 126f 1261 126j 126k 127i 127k 131c 137a 151b 151¢
Hep-G2 92 103 91 99 103 107 100 93 91 105 95 90
SYSY 80 88 110 85 88 79 98 105 114 87 82 93

Inhibitorkonzentration: 30 pM
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9.4 Einfluss der verschiedenen Assaybedingungen

Im Zuge der Umstellung und Optimierung der enzymatischen Assays wurden ausgewéhlte
heteroaromatische Derivate (Tabelle 34) unter verdnderten Assaybedingungen (B) erneut
untersucht. Wiéhrend die Enzymaktivitit der jeweiligen Meprinisoformen bei vorherigen
Untersuchungen (A) unter verschiedenen Bedingungen (Puffer, pH-Wert, Substrat, etc.) bestimmt
wurde, wurden in nachfolgenden biochemischen Charakterisierungen fiir Meprin o und 3
Vereinheitlichungen hinsichtlich der Assaybedingungen durchgefiihrt. Die bei Methode B
eingesetzte Salzkonzentration hatte sowohl gegeniiber Meprin a als auch Meprin B keinen

wesentlichen Einfluss auf die inhibitorische Aktivitat.

Tabelle 34: Inhibitorische Aktivititen von ausgewéhlten heteroaromatischen Derivaten unter verschiedenen Assaybedingungen

A B
K;@P) rnM K;®P) rnM
N hMeprin a | }]1Meprin B SE hMeprin a | h]Meprin B SE
Se 3 (1,04) 199 (1,05) 66 1(1,19) 116 (1,08) 116
Sd 76 (1,12) 8034 (1,07) 106 78 (1,12) 9349 (1,02) 120
Se 4 (1,06) 813 (1,08) 203 4 (1,08) 584 (1,06) 146
5f 31 (1,09) 13491 (1,05) 435 16 (1,49) n.b.[" -
7d 163 (1,14) 1625 (1,08) 10 128 (1,23) 1134 (1,05) 9
Te 1031 (1,09) 27915 (1,05) 27 701 (1,00) 29462 (1,04) 42

A: 40 mM HEPES, 100 mM NacCl, pH 7,4 (Meprin o.); 40 mM Tris, pH 8 (Meprin )
B: 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,4 (Meprin o und p)
[a] SF: Selektivititsfaktor (Ki®P Meprin B/ K@ Meprin o), [b] n.b. - nicht bestimmt
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9.5 Dockingexperimente

9.5.1 Scoringwerte der Inhibitoren aus Dockingexperimenten

Tabelle 35: Vergleich der Scoringwerte aus Dockingexperimenten in Meprin o

Nr. Score AG Shbond Smetal Slipo Hrot DEclash DEint
4c | 29.21 -35.74 2.61 1.90 155.60 3.16 5.88 0.65
Sa 1 30.63  -33.64 0.34 1.89 164.70 1.42 1.69 1.32
5b 1 24.52  -34.43 1.00 1.90 158.96 1.72 8.85 1.06
Sc 1 30.82  -32.86 0.44 1.97 151.90 1.46 1.10 1.10
5d 1 24.64  -34.67 1.09 1.84 162.68 1.79 8.91 1.13
Se 1 31.10  -33.99 0.46 1.93 162.86 1.44 1.57 1.32
5f 1 2548  -34.67 1.00 1.90 161.77 1.76 8.69 0.50
S¢g 1 2630  -28.48 0.47 1.84 120.98 1.49 0.96 1.21
S5h 1 21.33 -31.51 0.98 1.97 133.64 1.86 8.94 1.23
Si 1 2993  -33.64 0.71 2.00 149.47 1.46 3.15 0.56
5j 1 28.76  -31.93 0.60 1.99 138.79 1.47 2.44 0.73
6a 1 28.69  -38.25 1.00 1.99 179.99 1.44 8.73 0.83
6b 1 2991 -36.32 1.50 1.96 158.46 1.76 5.51 0.90
Ta 1 28.20 -3335 0.80 1.99 143.72 1.43 4.84 0.31
7b 1 23.56  -31.72 0.98 1.99 131.01 1.45 6.70 1.73
Tc 2 25.09  -31.85 0.58 1.99 137.43 1.44 6.21 0.55
7d 1 25.09  -27.44 0.00 1.85 125.00 1.47 1.71 0.63
7t 1 2291 -26.80 0.50 2.00 97.77 1.51 3.16 0.72
7g 1 24.63 -31.51 0.91 1.94 129.43 0.51 6.37 0.50
7h 4 24.67  -29.22 0.00 1.85 139.70 1.45 3.94 0.61
100e 1 30.31 -33.55 0.41 1.99 164.06 1.76 2.10 1.14
100m 1 21.78  -34.21 0.60 1.99 158.08 1.49 11.20 1.23
100p | 20.20  -35.77 0.82 2.00 165.83 1.53 2.22 0.57
101 5 19.49  -35.38 1.01 2.00 157.30 1.53 14.68 1.21
126k 1 29.04  -41.22 0.80 1.99 222.34 1.95 10.68 1.50
127k 1 28.54  -39.69 0.95 1.94 213.60 2.21 10.13 1.01
144c | 19.34  -30.39 0.01 2.00 143.74 1.55 10.34 0.72
151¢ 6 31.15  -38.24 0.92 1.97 194.31 1.92 6.66 0.43
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Tabelle 36: Vergleich der Scoringwerte aus Dockingexperimenten in Meprin 3

Nr. Score AG Shbond Smetal Slipo Hiot DEclash DEint
4c 3 26.86  -29.85 2.27 1.98 110.76 3.16 1.12 1.87
Sa 1 29.13 -31.59 0.98 1.99 123.72 1.42 0.72 1.75
5b 1 30.74  -32.40 0.90 1.99 139.47 1.72 0.75 0.90
Sc 1 29.11 -31.48 0.97 1.97 125.70 1.46 1.00 1.37
5d 1 29.63 -30.49 0.85 1.97 127.25 1.79 0.75 0.11
Se 1 28.63 -30.55 0.93 1.99 116.66 1.44 0.54 1.38
5f 1 29.78 -31.62 0.94 1.99 132.26 1.76 1.76 0.09
S¢g 1 26.03 -28.61 0.95 1.97 101.65 1.49 0.86 1.73
S5h 1 2790  -29.28 0.98 2.00 113.26 1.86 0.96 0.42
Si 1 28.52  -30.73 0.96 1.99 117.47 1.46 1.18 1.03
5j 1 28.13 -30.22 0.93 1.96 116.42 1.47 1.18 0.91
6a 1 30.63 -31.50 0.93 1.99 124.42 1.44 0.67 0.20
6b 1 29.34  -31.61 0.94 1.94 134.90 1.76 1.65 0.62
Ta 1 29.57  -31.48 0.97 1.99 122.96 1.43 1.41 0.68
7b 1 27.55 -30.32 0.90 2.00 121.48 1.73 2.54 0.70
Tc 2 2877  -29.88 0.96 1.98 110.66 1.44 0.59 0.23
7d 1 28.09 -29.24 0.98 1.99 104.20 1.47 0.57 0.76
7t 1 25.74  -26.65 0.96 1.99 83.50 1.51 0.54 0.66
7g 3 2451 -25.98 0.98 1.96 78.98 1.51 0.58 0.76
7h 2 28.74  -29.66 0.96 1.99 108.12 1.45 0.54 0.86
100m 3 26.71 -28.57 0.97 1.98 100.12 1.49 0.53 1.33
100p 1 31.84  -35.74 3.46 1.99 208.49 1.53 3.44 0.46
101b 3 33.60  -40.40 6.21 2.00 86.01 1.54 3.48 3.32
101; 2 20.85  -37.50 1.74 1.97 156.14 1.53 14.59 2.06
101k 1 30.12 -33.07 2.64 1.99 112.01 2.46 1.18 1.78
10lm | 8 27.89  -33.10 2.33 1.97 121.91 2.46 4.14 1.07
126i 1 39.55 -44.71 2.66 2.00 199.96 1.99 4.32 0.85
127k 1 33.46  -34.98 0.90 1.96 173.79 2.21 0.53 0.99
144c¢ 1 27.57  -30.44 2.20 1.99 81.52 1.55 2.21 0.66

Tabelle 37: Vergleich der Scoringwerte aus Dockingexperimenten in Ovastacin

Nr. Score AG Shbond Smetal Stipo Hiot DEclash DEint
Sa 1 29.89  -31.27 0.00 1.98 149.16 1.42 0.35 1.03
5b 1 30.35 -31.58 0.00 1.97 159.32 1.72 0.40 0.83
6a 1 37.96  -28091 0.00 1.96 130.50 1.44 0.19 0.75
6b 1 2990  -30.96 0.68 1.89 139.33 1.76 0.72 0.34
Ta 1 2842  -30.48 0.00 1.99 142.49 1.43 1.06 0.99
7b | 30.12 -30.86 0.62 1.99 134.73 1.73 0.40 0.34
100m 1 30.76  -34.26 0.97 1.87 154.94 2.49 3.21 0.29
126k 2 33.47 -35.12 0.80 1.99 193.55 1.95 0.53 1.12
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9.5.2 Dockingprotokoll (Beispiel)

--- GOLD DOCKING RUN (GOLD v2020.1) -

GOLD is Genetic Optimisation for Ligand Docking.

GOLD is the result of a collaborative project between Sheffield University,
the CCDC and Glaxo Wellcome. GOLD is a proprietary product for which the
copyright is held by the Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC)

Please forward any comments, bugs, or queries to CCDC Software Support:

Cambridge Crystallographic Data Centre
12 Union Road

Cambridge CB2 1EZ

tel: (44) (1223) 336022

email: support@ccdc.cam.ac.uk

User : kathrin
Invocation Time :FriJul 217:12:04 2021

--- Parameter setting overview (user-defined or automatic) -

maxops automatic setting
popsiz automatic setting
select pressure automatic setting
n_islands automatic setting
niche siz automatic setting
pt _crosswt automatic setting
allele mutatewt automatic setting
migratewt automatic setting
start vdw_linear cutoff defined by user

initial virtual pt match max defined by user

--- ChemScore parameters ---

* ChemScore coefficients

ZERO_COEFFICIENT : -5.480
HBOND COEFFICIENT : -3.340
INTERNAL HBOND_ COEFFICIENT : -3.340
METAL COEFFICIENT : -6.030
LIPO_COEFFICIENT : -0.117

ROT_COEFFICIENT : 2.560
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INTRA COEFFICIENT
LINK BEND_ COEFFICIENT
PROTEIN ENERGY_ COEFFICIENT

* Hydrogen-bond term
HBOND_ FUNCTION
R IDEAL
DELTA R _IDEAL
DELTA R MAX
HBOND R _SIGMA
ALPHA IDEAL
DELTA ALPHA IDEAL
DELTA_ALPHA MAX
HBOND ALPHA SIGMA
BETA IDEAL
DELTA BETA IDEAL
DELTA BETA MAX
HBOND BETA SIGMA
USE _HBOND STRENGTHS = OFF

CH...O term

Sulfur...acceptor term:

* Metal term
METAL R1
METAL R2
METAL R SIGMA

* Specific metal-coordination types

* Lipophilic term
MAKE PLANAR N LIPO
LIPO R1
LIPO R2
LIPO R SIGMA

* Clash term
CLASH _FUNCTION
CLASH RADIUS GENERAL
CLASH RADIUS SULPHUR
CLASH RADIUS HBOND
CLASH RADIUS METAL
CLASH RADIUS SIGMA

* Torsion term

: 1.000
: 0.250
1.000

: CHEMSCORE DOCKING
: 1.850
: 0.250
: 0.650
: 0.100
: 180.000
: 30.000
: 80.000
: 10.000
: 180.000
: 70.000
: 80.000
: 10.000

: OFF

: 2.600
: 3.000
: 0.100

: 4.100
: 7.100
: 0.100

: CHEMSCORE_DOCKING
: 3.100
: 3.350
1.600
: 1.380
: 0.100

SP3 SP3 BOND A= 0.18750 (kJ/mol); n = 3.0; f0 = 3.14159 (rad)
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SP3 SP2 BOND A= 0.09375 (kJ/mol); n = 6.0; f0 = 0.00000 (rad)
SP2_SP2 BOND A= 0.18750 (kJ/mol); n = 2.0; f0 = 0.00000 (rad)
UNKNOWN_BOND A= 0.00000 (kJ/mol); n = 0.0; f0 = 0.00000 (rad)

EXOCYCLIC BOND A= 0.50000 (kJ/mol); n = 1.0; f0= 3.14159 (rad)
USE_EXOCYCLIC_TORSION TERM = 1

* Scaling
HBOND SCALING o1
HBOND_ SCALING_SAMPLES |
HBOND SCALING_END : 75.000
DELTA R MAX START : 1.150
DELTA ALPHA MAX START (deg) : 110.000

--- Parameter settings -

* Population settings

maxops : auto
popsiz : auto
select pressure : auto
n_islands : auto
niche siz : auto

* GA settings

pt_crosswt : auto
allele mutatewt : auto
migratewt : auto

* Search settings
start vdw_linear cutoff : 4.000
initial virtual pt match max : 3.000

* Cavity detection

Cavity detection algorithm : Ligsite
Cavity radius : 10.000
Cavity origin . 5.78 42.34 14.56

* Solvent Accessibility
Solvate all H bond donors and acceptors :on

* Ligand treatment

Internal ligand hydrogen bonds : ignored
Flexible ligand ring corners : fixed
Ligand carboxylic OH groups : flip
Ligand amide bonds : fixed

Ligand pyramidal nitrogen groups : fixed
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Ligand bond to planar nitrogen groups
Ligand planar nitrogen bonds (Ring-NH-R)
Ligand planar nitrogen bonds (Ring-NRR')
Flatten amide and trigonal nitrogens
Torsional distributions

Calculating torsional energy of ligand
Ligand energy

Post-process ligand bonds

* Protein treatment:
Protein carboxylic OH groups

* Algorithm Settings (from parameter file):
VDW potential (external)
VDW potential (external)
VDW potential (external)
VDW potential (internal)
VDW potential (internal)
VDW potential (internal)
Weighting for distance matching
Weighting for angle matching
Mapping, second pass results
Internal energy
External energy weight
Internal energy weight
Length of H bond
Angle coding
Angle bit length
Allow duplicates in chromosome mappings
Parameter scaling
Simplex minimisation after every GA run
Infer hetatm types from residue names
Ligand relaxation
Maximum relax distance
Maximum relax angle
Ionisation dispersion term

: allow 180 degrees flip

: can flip

: can flip

S

: are used

S

: relative wrt best tors+vdw-+hbond
: reported fitness is adjusted

:yes

: flip

:4-8 LJ potential (no. 1)
: 4-8 2-4 split potential (no. 2)
: 4-8 1-2 split potential (no. 3)
1 6-12 LJ potential (no. 1)
:4-8 LJ potential (no. 2)
: slot 3 not used
: squared
: squared
: taking best three
: on absolute scale
1.375
: 1.000
:2.900
: binary coded
: 8 bits
S
:on
S
:yes
:on
: 2.000
: 60.000
: external

* Geometric parameters for Fitness Function (from parameter file)

Initial Virtual pt dist max
Final Virtual pt dist max
Virtual point distance min
Virtual point angle min
Virtual point angle max

Cone virtual point angle min
Cone virtual point angle max
Contact distance

D/A vdw contact weighting
Minimum neighbour weighting
Mapping second pass distance

3.000
: 2.000
: 0.500
: 60.000
: 160.000
: 120.000
: 160.000
: 10.000
: 1.000
: 0.200
: 2.000
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* Lone pair parameters
Planar LP: minimum angle with plane
Planar LP: maximum angle with plane
Protein planar acceptors
Solvated point distance

* VDW parameters
Border round vdw grid
VDW cutoff fraction
VDW cutoff distance
Number of bins in VDW lookup

* Specific metal-coordination types
* Other settings

Write statistics
Current parameters file

: 20.000
: 90.000
: need only one Ip solvated
: -0.200

: 4.000

1.500

: 20.000
: 10000

: off

/home/software/CCDC/Discovery . 2020/GOLD/g01d/g01d params

Processing protein 1

/home/kathrin/ownCloud/Linux/test/7AQ1_protein. m012 DE(Protein): 0.00

--- Loading protein

Protein file

/home/kathrin/ownCloud/Linux/test/7AQ1_protein. m012

Substructure list check (mol2 format)

N.plc donors

1ok

arg: 138 arg: 140 arg: 143 arg: 575 arg: 577 arg: 580

arg: 620 arg: 622 arg: 625 arg: 1107 arg: 1109

arg: 1112 arg: 1131 arg: 1133 arg: 1136 arg: 1334
arg: 1336 arg: 1339 arg: 1662 arg: 1664 arg: 1667
arg: 1709 arg: 1711 arg: 1714 arg: 1794 arg: 1796
arg: 1799 arg: 1890 arg: 1892 arg: 1895 arg: 1970
arg: 1972 arg: 1975 arg: 2631 arg: 2633 arg: 2636

arg: 2803 arg: 2805 arg: 2808

Acidic nitrogen acceptors
none found

--- Active site

Atom number used for centre
Coordinates

Cavity radius

Ligsite cavity detection, MIN PSP

3142
5.78 42.34 14.56
: 10.000
4
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* Cavity atoms

1589 2101
2059 2092
1069 1076
2810 2804
2394 1438
1502 1506
1432 1435
1507 2025
1048 1450
2469 2470
1041 1052
1009 1036

1608
1601
1077
2021
2401
1439
1431
2803
1451
2479
1035
1007

1649
1577
1504
2030
1437
1607
1443
2802
1452
1034
1011
1023

Number of active atoms

1650
1587
1505
2393
2026
3142
1389
2478
2027
1018
1012
1006

1602
1508
1606
1078
2388
1433
2819
1393
1384
1010
1015
1001

1610
1509
2063
1503
2390
2389
2817
1381
2024
2013
1028

116

1590
1600
2396
1510
2399
2391
1060
1385
1053
2014
1037

2090
2022
2808
2005
2387
2392
1063
1386
1033
1043
1013

2093
1605
2809
2020
1514
1044
1070
2816
1387
1021
1008

--- Metals

Metal coordination spheres

Processing metal ion no.

Coordinating residues
HIS152 (atom 1439) HIS156 (atom

(tetrahedral ) RMSd 0.397
(trigonal_bipyramid ) RMSd 0.213
(octahedral ) RMSd 0.260

Matched coordination geometry

: initialised

: 3142 (name ZN type Zn)

1510) HIS162 (atom 1607)

: trigonal_bipyramid

RMSd of matched geometry : 0.213
--- Fitting points summary -
Protein donor atoms 16

1649 2092 1601 1504 2808 2393 1433 1063 2025 2803

1385 1041 1052 1007 1595 2053

Protein acceptor atoms

1649 2059 2092 2022 2393 1510 2005 1439 1607 1044

1385 1451 1452 1010

Hydrogens

1650 2093 1602 1505 2809 2810 2394 1434 1070 2026

14

: (n=18)

2027 2819 1386 1048 1059 1013 1608 2063

Lone pairs added to molecule

Numbering

Protein TRP residues

25

from 3143 to 3167

TRP161 TRP125
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Protein rotatable bonds [1649 1648]
[2092 2091]
[2393 2392]
[1385 1384]
Metal fitting points added 3176 3177
--- Shape grid -
Maximum length of gridpt list 134
Average list length 69

--- Receptor Density Scaling

Minimum Protein Density 0
Maximum Protein Density 135
Receptor density scaling is OFF
Length of shape fitting list . 4027
--- Interaction Motif -
Number of interactions 0
Number of motifs 0
Weight : 50.000
Minimum Include Score : 0.000001
Ignore Zero Bits? 0

calculating chemscore clash map
calculating chemscore lipo map

* Protein initialisation time :

total 2.4673 user 2.3782 sys 0.0891
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