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Allgemeiner Teil

Einleitung

1 Einleitung

1.1 Vernachlassigte Tropenerkrankungen

Vernachlassigte Tropenkrankheiten (neglected tropical diseases, NTDs) beschreiben eine
Gruppe von parasitaren, viralen und bakteriellen Infektionskrankheiten, welche weltweit mehr
als 1,5 Milliarden Menschen, ein Finftel der Weltbevolkerung, betreffen. Sie sind fir
schatzungsweise 550.000 Todesfélle pro Jahr verantwortlich, wobei die Dunkelziffer noch
deutlich dartber liegt.™ NTDs betreffen fast ausschlieRlich Menschen in den &rmsten
Landern und verursachen enormes Leiden durch Behinderung, beeintrachtigte korperliche und
kognitive Entwicklung.*? Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) stuft derzeit 17
Krankheiten als NTDs ein (Tabelle 1).*!

Tabelle 1: Einteilung der NTDs nach der WHO.E!

Buruli-Ulkus Chagas-Krankheit Cysticercosis/ Taeniasis
Dengue-Fieber Dracunculiasis Echinokokkose
Frambdosie Afrikanische Schlafkrankheit Leishmaniose

Lepra Lymphatische Filariose Flussblindheit

Tollwut Schistosomiasis Trachoma
Lebensmittelbasierte Boden-ubertragene

Trematodeninfenktionen Helminthosen

Obwohl Malaria und Tuberkulose (TB) nicht offiziell als NTDs eingestuft sind, haben diese
Krankheiten neben gesundheitlichen auch sozio6konomische Auswirkungen in den tropischen
Regionen der Welt sowie in den dortigen Entwicklungsléandern dar. Schatzungsweise 660.000
Todesfalle sind im Jahr 2010 durch Malaria verursacht worden.”! Fiir TB stellt sich die

Situation noch schlimmer dar: ein Drittel der Weltbevolkerung ist betroffen. Im Jahr 2012 war
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die Krankheit fir 1,3 Millionen Todesféalle weltweit verantwortlich, wobei 95% davon in

Landern mit niedrigem oder mittlerem Einkommen auftraten.®

2 >5 NTDs Present

B 4 NTDs Present

[l 3 NTDs Present

B 2 NTDs Present
1 NTD Present

Abbildung 1: Pravalenz von NTDs in den jeweiligen Landern.!®!

NTDs sind in zirka 150 Landern endemisch (Abbildung 1). In diesen Landern leben die
weltweit &rmsten Menschen, welche weniger als 2 US-Dollar am Tag zur Verfligung haben.
Mehr als ein Drittel dieser Menschen sind nach Schétzungen von NTDs betroffen. Diese
Erkrankungen tragen wesentlich zur Kindersterblichkeit in den Entwicklungslandern bei und
untergraben deren wirtschaftliche Entwicklung sehr stark. Im Jahr 2010 waren NTDs und
Malaria Schatzungen zufolge die Ursache fiir mindestens 1.321.000 Todesfalle weltweit (vgl.
Tabelle 2). Dies entspricht einer Steigerung von 9,2% gegenuber 1990 und stellt 2,5% aller
Todesfalle des Jahres dar.!? Die soziodkonomischen Auswirkungen der NTDs sind
keineswegs trivial.  Prognosen zufolge gehen jahrlich etwa 57 Millionen
behinderungsbereinigte Lebensjahre (disability-adjusted life years, DALYSs) aufgrund dieser
Krankheiten verloren.!® ! Diese Zahl ist fast so hoch wie fir HIV, Tuberkulose oder Malaria,
wobei auch hier die Dunkelziffer mit groBer Wahrscheinlichkeit sehr viel héher ist.'! Eine
Infektion mit einer vernachléssigten Tropenkrankheit erhoht vermutlich das Risiko fiir
Koinfektionen mit HIV, Malaria oder TB und verschlechtert deren Krankheitsverlauf
signifikant.™ @ Vernachlassigte Tropenerkrankungen betreffen vor allem Kinder und
Jugendliche, welche infolge dessen ein verlangsamtes Wachstum, schlechte Schulleistungen

und eine verminderte Arbeitsproduktivitat aufweisen, was den Armutskreislauf aufrecht

2
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erhalt.*® AuBerdem treten Krankheiten wie zum Beispiel die Trypanosomiasis oder
Schistosomiasis auch bei Wildtieren und Nutztieren auf und z&hlen somit zu den Zoonosen.
Dadurch tragen sie zu einer verringerten Produktivitat z.B. in der Viehzucht bei, was enorme
wirtschaftliche Auswirkungen durch eine Verringerung der landwirtschaftlichen Produktion
zur Folge hat.!®

Tabelle 2: Globale Pravalenz und Mortalitat ausgewahlter NTDs sowie Malaria.[**!
Geschatzte Pravalenz Geschatzte Todesfalle
(Millionen) (Jahrlich)
Malaria 207 627.000
Schistosomiasis 240 150.000 — 280.000
Leishmaniose 12 51.000
Trypanosomiasis <0,1 48.000
Dengue-Fieber 50 19.000
Chagas-Krankheit 8-9 14.000
Trachoma 84 <500
Lymphatische Filariose 120 <500
Flussblindheit 37 <500

Trotz der hohen Prdvalenzen vieler dieser Erkrankungen gibt es einen Mangel an sicheren,
wirksamen, erschwinglichen und praktikablen Therapien. Das Potential der aktuellen
Behandlungsmdglichkeiten wird durch eine Vielzahl von Problemen begrenzt. Neben
Resistenzen spielen unerwinschte Arzneimittelwirkungen, zu lange
Behandlungsdauer/-zyklen, Verwendung aul3erhalb des rechtlichen Rahmens durch fehlende
Zulassungen in endemischen Gebieten, sowie hohe Therapiekosten eine wichtige Rolle.”
Aulerdem sind die meisten der zur Verfligung stehenden Arzneimittel seit Jahrzehnten in
Gebrauch und haufig in ihrer Wirksamkeit begrenzt.™! Eine kiirzlich versffentlichte Studie
von ,,Arzte ohne Grenzen“ und der Drugs for Neglected Diseases Initiative (DNDi) zeigte,
dass von den 850 zwischen 2000 und 2011 neu zugelassenen Therapien und Impfstoffen nur
37 (4,4%) eine vernachlassigte Tropenerkrankung als Indikation aufwiesen. Dazu zahlten nur
vier neu entwickelte Wirkstoffe.l>*") Bei Betrachtung der Zahlen fiir den Zeitraum zwischen
1975 und 2000 sieht man eine Stagnation der Medikamentenentwicklung fur NTDs. Nur 1%

der neu zugelassenen Medikamente hatte eine vernachléssigte Tropenerkrankung als
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Indikation. Fir "erste Welt Krankheiten" wie zum Beispiel Erkrankungen des ZNS oder
Herz-Kreislauf-Erkrankungen lag der Anteil bei 15% beziehungsweise 12%.1:4%%

Dieses anhaltende gesellschaftliche Versagen kann weitestgehend auf mangelnde
Investitionen in Forschung und Entwicklung der forschenden Pharma-Unternehmen bei
Tropenkrankheiten aufgrund der unzureichenden Renditeaussicht von Medikamenten fur
Entwicklungslander zurlickgefuhrt werden. Das fehlende offentliche Interesse hierzulande
sowie ein Mangel an klinischen Studien (nur 1% der 148.000 klinischen Studien im Jahr 2011

konzentrierten sich auf NTDs) tragen ebenso zu der Problematik bei.% 1 2123

Tabelle 3: Ausgewahlte Therapieoptionen einzelner NTDs.[24%!
NTD Erreger Wirkstoffe Therapieprobleme
Leishmaniose Leishmania spp.  Antimonverbindungen Viele Nebenwirkungen
Amphotericin B Schlechte Bioverfligbarkeit
Pentamidin
Trypanosomiasis T. brucei Suramin Viele Nebenwirkungen
T. cruzi Melarsoprol Schlechte Bioverfiigbarkeit
Eflornithin
Nifurtimox
Schistosomiasis  Schistosoma spp. PZQ Resistenzgefahr
Giardiasis G. lamblia Metronidazol Viele Nebenwirkungen
E. histolytica Albendazol Verringerte Sensitivitét
Lymphatische W. bancrofti Diethylcarbamazin Viele Nebenwirkungen
Filariose B. malayi oder Ivermectin + Schlechte Bioverfligbarkeit
B. timori Albendazol Resistenzen beschrieben
Flussblindheit O. volvulus Ivermectin Resistenzen beschrieben
Trachom C. trachomatis Azithromycin Resistenzgefahr

Angesichts der folgenden Griinde stellt die Wirkstoffsuche fir vernachlassigte
Tropenerkrankungen eine  spezifische Herausforderung dar. Erstens sind die
Patientenpopulationen meist grol3 und teils inhomogen. Dabei leben viele Patienten in
abgelegenen Gebieten ohne Zugang zu angemessenen Gesundheitssystemen. Folglich missen
die entsprechenden Medikamente einfach zu handhaben sein, also zum Beispiel oral

applizierbar und idealerweise einmal taglich mit einer moglichst kurzen Behandlungsdauer
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angewendet werden. Zweitens gibt es einen Mangel an gut validierten Targets der
entsprechenden pathogenen Erreger, was dazu fiihrte, dass neue Hit-Strukturen fast nur durch
phanotypische Screenings identifiziert werden kénnen. Drittens ist es trotz umfangreicher
Priorisierung schwierig, entsprechende Forschungsansatze zu verfolgen, da es oft bereits an
unzureichender Finanzierung scheitert. Zuletzt stellt die Komplexitat der Krankheitserreger
selbst eine grundlegende wissenschaftliche Herausforderung dar. Um ein vertieftes Wissen
Uber die Erreger zu erhalten, wére eine stdarkere Finanzierung der Grundlagenforschung
erforderlich. Weitere Hindernisse fur die Entwicklungen von Wirkstoffen sind Arzneimittel-
Resistenzmechanismen, die Ausbildung latenter und persistierender Parasiten-Formen (z. B.
Hypnozoiten von Plasmodium vivax) oder multiple Lebensformen der NTDs, welche durch
Vektoren tibertragen werden (z. B. Leishmania spp. und Plasmodium falciparum).!!

Vor allem aufgrund des Einsehens durch die Politik scheint sich ein neuer Trend zu
entwickeln und die bestehende Situation kdnnte sich dndern. In den letzten 10 Jahren waren
etwa 4% der neu zugelassenen Arzneimittel fur vernachléssigte Tropenerkrankungen
indiziert.”® Die Londoner Erklarung oder das Abkommen des G7-Gipfels in Schloss Elmau
verpflichten Regierungen, Pharmaunternehmen sowie andere Entwicklungspartner, ihre
Anstrengungen gegen NTDs zu intensivieren. ! 3!

Obwohl die meisten NTDs durch meist kostenglinstige Chemotherapien und offentliche
Gesundheits- oder Arzneimittelspendenprogramme behandelt werden konnen, bleibt ihre
Pravalenz weiterhin hoch. Resistenzprobleme, eine sehr begrenzte Anzahl zur Verfugung
stehender Arzneistoffe oder hohe Therapiekosten, wie im Falle der afrikanischen
Schlafkrankheit oder der Leishmaniose, tragen dazu bei. Ein weiteres Problem ist die
signifikante Toxizitat der eingesetzten Arzneistoffe (vgl. Tabelle 3).1°!

Am wichtigsten ist jedoch immer noch die Tatsache, dass diese Krankheiten hauptsachlich
Patienten aus den armsten Bevolkerungsgruppen der Welt betreffen, flr die eine hochwertige
medizinische Versorgung nicht gewahrleistet ist. Um diese Herausforderungen zu meistern
und die globalen Auswirkungen der NTDs zu minimieren, sind neue Arzneimittel oder
Impfstoffe erforderlich, welche dem bestehenden ungedeckten medizinischen Bedarf dieser

Krankheiten angemessen Rechnung tragen.
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1.2  Schistosomiasis

Die Schistosomiasis, auch Bilharziose genannt, ist eine chronische Krankheit, die von im Blut
lebenden Trematoden (Saugwirmer) der Gattung Schistosoma (Parchenegel) verursacht wird.
Es gibt funf humanpathogene Schistosomen-Spezies: S. haematobium, S. mansoni,
S. intercalatum, S. japonicum und S. mekongi. Nach der Malaria ist die Schistosomiasis die
zweithdufigste durch einen Parasiten ausgeldste Infektionskrankheit in Afrika und tritt in Gber
70 Landern vor allem in den Tropen und Subtropen auf (vgl. Abbildung 2).2* In den
vergangenen Jahren stieg die Zahl der gegen Schistosomiasis behandelten Menschen von 12,4

Millionen auf 33,5 Millionen, vor allem aufgrund gezielter Therapiekampagnen der WHO.®!

I Gebiete mit hohem
Infektionsrisiko

Gebiete mit niedrigem i
Infektionsrisiko il

v y
&
g‘, 3 0 1700 3400 6,500 Klometers
" I

Abbildung 2: Lander und Gebiete mit Infektionsrisiko fiir Schistosomiasis (Stand 2014).5"!

Geschatzte 750 Millionen Menschen leben in Hochrisikogebieten, wobei von den etwa 240
Millionen Infizierten mindestens 200.000 pro Jahr an den Folgen einer Infektion sterben.!*®
Aktuelle Studien zeigen, dass sowohl Morbiditdt als auch Mortalitadt bislang deutlich
unterschatzt wurden.B¥ Bei Schulkindern im Siidsudan beispielsweise wurde 2007 eine
Pravalenz von S. haematobium und S. mansoni von 73% bzw. 70% festgestellt.*”! In der
Volksrepublik China trat Schistosomiasis trotz eines in den 1950er Jahren initiierten

nationalen Kontrollprogramms in den frihen 2000ern wieder auf und gilt dort mit
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15 Millionen Fallen als die schwerwiegendste von Parasiten verursachte Krankheit.*" *2 Stark
betroffen ist auRerdem Agypten mit einer Pravalenz von lber 60% in den landlichen
Gebieten.'! Vor allem in den Landern stdlich der Sahara, in denen 85% der Infizierten leben,
gilt eine systematische Einddmmung der Krankheit als nicht bezahlbar. Hinzu kommt der
steigende Bedarf der Bevdlkerung an Wasser, was die Transmission fordert. Durch
Okologische Veranderungen und Bewésserungssysteme sind S. haematobium und S. mansoni
mitsamt ihren Schneckenvektoren in viele Regionen Afrikas vorgedrungen.™* **! Noch ist die
Schistosomiasis eine vor allem in der stidlichen Hemisphére vorherrschende Erkrankung, weil
die als Zwischenwirte dienenden Schneckenspezies warme Gebiete bevorzugen und in
gemaBigteren Klimazonen nur geringe Uberlebenschancen haben. Daher kann sich ein
Schistosomen-Lebenszyklus in der nérdlichen Hemisphare nicht erfolgreich etablieren.
Dennoch gibt es seit kurzem Hinweise auf einen autochtonen Infektionsherd in Stdeuropa
(vor allem Sud-Korsika), wo wegen der héheren Temperaturen auch die entsprechende

Schneckenart vorkommt (Tabelle 4).1°]

Tabelle 4: Schistosomenspezies sowie deren geographische Verbreitung.[6 47}
Schistosomenart Zwischenwirt Endemische Gebiete
S. mansoni Biomphalaria spp. Afrika, Stidamerika, Karibik,

Mittlerer Osten

S. japonicum Oncomelania spp. China, Ostasien, Philippinen

S. haematobium Bulinus spp. Afrika, Mittlerer  Osten,
Siud-Korsika

S. intercalatum Bulinus spp. Afrika

S. mekongi Neotricula aperta Stidostasien

Auch wenn die Schistosomiasis schon vor (ber 160 Jahren erstmals beschrieben wurde,
konnten die Ubertragungswege und die Zwischenwirts-Spezies erst Anfang des
20. Jahrhunderts aufgeklart werden. Sdmtliche Schistosoma-Spezies gelangen durch Kontakt
mit Wasser in den Menschen. Im Wasser befinden sich Cercarien, die eine von insgesamt
zwei freischwimmenden Larvenformen des Parasiten darstellen und von einer artspezifischen
StiBwasserschnecke als Zwischenwirt freigesetzt werden.*® %1

Bei Kontakt mit Wasser setzen die ins Wasser gelangten Eier mikroskopisch kleine

Wimpernlarven frei (Miracidien). Diese missen eine artspezifische SuRwasserschnecke
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finden und in diese eindringen, um sich weiter zu entwickeln.*”! In Tabelle 4 sind die
verschiedenen Schistosoma-Arten mit ihren bevorzugten Zwischenwirten und den jeweiligen
Verbreitungsgebieten gezeigt.!*”? Sobald das Miracidium im Schneckenwirt ist, wandelt es
sich in eine Muttersporozyste um und vermehren sich asexuell zu Tochtersporozysten, von
denen mehrere Generationen entstehen konnen. Diese wandern dann in die Verdauungsorgane
der Schnecke und transformieren in weiteren asexuellen Reproduktionszyklen zu Cercarien.
In einer wassrigen Umgebung und unter Lichteinfluss (Phototaxis) wandern die Cercarien aus
der Schnecke und stellen das einzige flir Mensch und Tier infektiose Stadium dar. Ab der
vierten Woche nach Miracidienbefall setzt eine Schnecke tausende bis zehntausende von
Cercarien frei.[*! Menschen infizieren sich dann bei Kontakt mit Cercarien-kontaminiertem
Wasser. Die Infektion erfolgt bei gewdhnlichen Aktivitaten wie Waschen, Baden, Fischerei,
Landbewasserung, oder dem Spielen der Kinder im Wasser. Weniger als eine Minute Kontakt
reicht fur die Cercarien aus, um die Hornzellschicht des Wirtes zu durchbohren und in die
Haut einzudringen.’%?! Dabei verlieren sie ihren Gabelschwanz, der ausschlieBlich der
Fortbewegung im Wasser diente, und gelangen als sogenannte Schistosomula, einer juvenilen
Vorform, in die Blutkapillaren und LymphgefaRe. Bis zu 12 Stunden nach der Infektion
klagen die Betroffenen gelegentlich tiber ein Kribbeln oder leichten Hautausschlag, der auch
als Badedermatitis (Cercariendermatitis) bezeichnet wird und durch die Reizung an der
Eintrittsstelle verursacht wird. Uber das Herz wandern die Schistosomula in den nachsten
zwei bis drei Tagen in die Lunge.®® Ab dem 15.-20. Tag finden sie sich in der Leber, wo sie
zum Adultstadium herangewachsen sind, sich paaren und als P&rchen dann in den
Pfortaderkreislauf (fast alle Spezies) oder die Blase (S. haematobium) auswandern.
Schistosomula und adulte Schistosomen erndhren sich dabei durch die Aufnahmen von z.B.
Glucose, Lipiden, Aminoséduren tber das Tegument -die physiologisch aktive Korperhlle der
Schistosomen- sowie durch die Aufnahmen von roten Blutkdrperchen tber den Kopfsaugnapf
und deren Verdau im Darm. Die Entwicklung ab der Penetration bis zur Reifung zum adulten
Wurm dauert somit 3 bis 4 Wochen."! Schistosomen sind die einzigen Vertreter der
Trematoden (Saugwurmer), die getrenntgeschlechtlich leben. Dies hat zur Folge, dass sich
adulte Wirmer paaren, wobei der ménnliche Wurm mit seinen lappig ausgebreiteten Réndern
eine Art Bauchfalte bildet, in die das runde und schlankere Weibchen bei einer Paarung
aufgenommen und vollkommen umschlossen wird. Eine solche Paarung ist dauerhaft und
kann ein Schistosomen-Leben lang aufrechterhalten werden. Aus diesem Grunde werden die
Schistosomen auch Parchenegel genannt.®**® Das Mannchen transportiert seine Partnerin zu

den Mesenterialvenen (S. mansoni, S.japonicum, S.intercalatum, u.a.) oder zum
8
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Venenplexus der Harnblase (S. haematobium).*®! Direkt unter der Schleimhaut von Darm-
oder Urogenitaltrakt positioniert, legt das Weibchen (je nach Art) zwischen 300 bis zu 3000
Eier am Tag. Aus den BlutgefaRen gelangen etwa 50% der Eier dann in das Lumen von Darm
bzw. Harnblase und werden mit den Fékalien (S. mansoni, S. japonicum und S. intercalatum)
oder dem Urin (S. haematobium) ausgeschieden.[49] Schistosomen kdnnen mehrere Jahre alte
werden, in einigen Fallen sogar Uber 20 Jahre, und sind durch verschiedene Mechanismen in
der Lage, der Immunantwort des Wirtes zu entgehen.®”! Der komplette Lebenszyklus ist in
Abbildung 3 dargestellt.[*®]

Cercarien verlassen die Schnecke und

Sporozysten vermehren i i W = Infektioses Stadium
d i . -
sich asexuell und schwimmen 1m Wasser N X T
= , ; o = diagnostizierbares Stadium
transformieren Cercarien

A

/ Cercarien dringen
@ @ é durch die Haut ein

e Miracidien dringen in
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Zu Mutter- und
Tochtersporozysten
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in die Haut ihren Schwanz und
@ werden zu Schistosomula

/\

(g .

@ Schistosomula wandern
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zur Leber

‘ In der Leber
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Abbildung 3: Lebenszyklus der Schistosomen (modifiziert).®

Theoretisch sollte daher eine Unterbrechung des Lebenszyklus leicht sein: LieRe sich
verhindern, dass Wasser mit Urin und Fékalien mitsamt der darin enthaltenen Schistosomen-
Eier verunreinigt wird, wére die Transmission des Parasiten unterbrochen. Eier, die nicht das
Wasser erreichen, trocknen aus und spielen in der Transmission keine Rolle mehr.

Schltsselparameter fiir eine Langzeiteinddmmung der Krankheit sind daher die Vermeidung
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von Wasserverschmutzung sowie gleichzeitig die Bereitstellung von besseren sanitéren
Anlagen und Leitungswasser.[*”

Die akute Schistosomiasis, auch Katayama-Syndrom genannt, kommt in Gebieten mit hoher
Préavalenz vor und manifestiert sich vier bis sechs Wochen nach der Infektion. Typische
Symptome sind Hautddeme, Hepato- und Splenomegalie, Fieber, Muskelschmerzen,
trockener Husten und Eosinophilie.*®’ Wird die Krankheit chronisch, verschwinden die
Symptome wieder. Da die Symptome nicht spezifisch sind, wird oft falsch diagnostiziert. Das
Ergebnis kann fatal sein: schwerste Krankheitsverldaufe sind z. B. Myelopathien mit
dauerhaften  Schaden am  Zentralnervensystem.?!  Leichte Infektionen  kénnen
asymptomatisch verlaufen. Friihe Anzeichen einer Erkrankung, wie sie bei S. haematobium
und S. mansoni auftreten und vor allem Kinder im Schulalter betreffen, sind Andmien,
verringertes Wachstum und verzdgerte Entwicklung sowie schlechtere kognitive Leistungen.
Klares Symptom einer Infektion mit S. haematobium ist eine Hamaturie."*! Da die Eier der in
den Mesenterialvenen lebenden Schistosomen-Spezies, wie z.B. S. mansoni, mit dem Fézes
ausgeschieden werden, treten bei schweren Infektionen entziindliche Veranderungen des
Darmtrakts auf oft begleitet von Diarrhden, die auch blutig verlaufen kénnen. Nur aufgrund
des klinischen Erscheinungsbilds ist die Diagnose schwierig, da diese Symptome unspezifisch
sind. Lebensbedrohlich sind jedoch die spateren Auswirkungen der Schistosomiasis wie
Blasenkrebs, Nierenversagen sowie schwere Komplikationen an Leber (Leberzirrhose) und
Milz."! Dieses werden durch die im Kaérper verbleibenden 50% der Schistosomen-Eier
verursacht. Anstatt in das Darm- oder Blasenlumen zu gelangen, werden sie Uber das
BlutgefalRsystem in andere Organe verschwammt, und bleiben vor allem in den kleinen
Kapillaren von Leber und Milz stecken, von wo aus sie in die umgebenden Gewebe
einwandern. Die Eier haben einen dornartigen Seiten- oder Endstachel, den ,,spine der das
Gewebe bei Kontakt reizt und Entzindungen hervorruft. Das Immunsystem ist nicht in der
Lage, die Eier zu eliminieren und kapselt diese ein was zu einer Granulom-Bildung um das Ei
herum fiihrt.* Die Zahl der Granulome kann so hoch werden, dass das betroffene Organ
durch die Bindegewebsvermehrung und damit dem Verlust des eigentlichen Parenchyms nicht
mehr funktionsfahig ist. In der Leber fiihrt das schlieBlich zur Zirrhose, der h&ufigsten
Todesursache, die mit einer Schistosomiasis einhergeht. Zudem kénnen Abszesse auftreten
und infolge des Einschlusses von kleinen GefaRen stirbt das Gewebe unter Geschwirbildung
ab. Sehr selten konnen die Eier ins Gehirn und Rickenmark wandern, was einen noch
schwereren Krankheitsverlauf zur Folge hat.®*®Y Adulte Schistosomen haben einen

Durchmesser von 0.3-0.4 mm und eine Lange von 8-10 mm. D.h. sie sind verhaltnismé&Rig
10
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grol? verglichen zum Durchmesser der Mesenterialvenen (1-4 mm). Dadurch kann der
Blutfluss in diesen Gefdllen beeintrachtigt werden mit der Folge eines erhdhten
Thromboserisikos.'®? SchlieBlich schwachen Schistosomen auch die Immunreaktion auf
andere Infektionserreger was multiple Erkrankungen bei entsprechenden Patienten zur Folge

haben kann, (63 641
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1.3 Praziguantel

Trotz der grolRen medizinischen und 6konomischen Bedeutung der Schistosomiasis steht seit
den 1980er Jahren mit Praziquantel (1, PZQ) nur ein einziges Medikament zur Bekdmpfung
der Schistosomiasis zur Verfligung, welches gegen alle Schistosomenspezies eingesetzt
werden kann. Die Merck KGaA entwickelte PZQ (1) zundchst als potentiellen Tranquilizer.
Das anthelmintische Potential wurde 1972 in Zusammenarbeit mit der Bayer AG entdeckt. Da
PZQ (1) wesentlich bessere pharmakologische Eigenschaften aufwies als frihere
Anthelminthika, wurde es zusammen mit der Food and Drug Administration (FDA)
weiterentwickelt, 1982 fiir den Menschen zugelassen und auf den Markt gebracht.'>"? Aus
folgenden Grunden ist PZQ (1) heute das Mittel der Wahl zur Therapie der Schistosomiasis:
hohe Wirksamkeit gegen alle 5 humanpathogenen Schistosoma-Arten sowie ein breites
anthelminthisches Wirkungsspektrum (z. B. gegen andere Trematoden oder Zestoden),!™
vergleichsweise wenige schwerwiegende Kurzzeit- oder Langzeitnebenwirkungen, oral
verabreichbare Einzeldosis-Therapie sowie niedrige Kosten (ca. 0.15 USD pro Kind, ca.
0.30 USD pro Erwachsener).l’* !

PZQ (1) ist ein Pyrazinoisochinolin-Derivat. Die Substanz bildet farblose Kristalle, die sehr
schlecht in Wasser I6slich sind (400 mg/ L)."® Es besitzt ein Chiralitatszentrum, wobei nur
das (R)-Enantiomer 2 fir die antischistosomale Aktivitdt verantwortlich ist. Das
(S)-Enantiomer 3 ist inaktiv, zeigt aber gleiche toxische Effekte wie das wirksame Enantiomer

2.4 Der Arzneistoff ist jedoch nur racemisch verfiigbar.[*!

1 2 3 4
Abbildung 4: Strukturformeln des racemischen PZQ (1), (R)-PZQ (2), (S)-PZQ (3) sowie des

Hauptmetaboliten 4.
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Empfohlen wird die Behandlung mit einer einzigen Dosis (20-60 mg/ kg Korpergewicht je
nach Schistosomenspezies), wobei neben Tabletten fur Kinder ebenfalls ein Sirup zur
Verflgung steht, welcher aufgrund des bitteren Geschmacks der Tabletten zu bevorzugen
ist.” Die Heilungsrate liegt je nach Gebiet und Schistosomenspezies zwischen 63% und
89%.1*!

PZQ (1) wird nach oraler Einnahme schnell absorbiert, wobei gleichzeitige
Nahrungsaufnahme die Bioverfiigbarkeit signifikant erhoht. Maximale
Serumkonzentrationen werden nach 1-2 Stunden erreicht. Es wird sehr schnell in der Leber
metabolisiert  (Plasmahalbwertszeit etwa 1 Stunde) und unterliegt einem hohen
First-Pass-Effekt. Dabei wurde als Hauptmetabolit (11bR)-trans-4’-Hydroxypraziquantel (4)
nachgewiesen, was eine wesentlich langere Plasmahalbwertszeit besitzt.”> %! Die
Plasmaproteinbindung von PZQ (1) betragt bis zu 80%, wobei bisher keine irreversible
Bindung beobachtet werden konnte.® Die Elimination erfolgt (iberwiegend (zu etwa 80%)
renal. H&ufige Nebenwirkungen sind Beschwerden des Magen-Darm-Traktes, vor allem
Bauchschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, Appetitlosigkeit oder Durchfall.! Diese Symptome
kdnnen bei bis zu 50% der Patienten beobachtet werden, sind aber in der Regel mild und von
kurzer Dauer. Blutiger Durchfall wird gelegentlich bei der Behandlung von schweren
S. mansoni- oder S. japonicum-Infektionen beobachtet, zeigt aber schnelle und vollstdndige
Erholung. Andere Nebenwirkungen sind Kopfschmerzen, Schwindel, Benommenbheit,
Juckreiz, Ausschlage, Fieber oder Mudigkeit.[**! Im Allgemeinen zeigt die bisher gesammelte
Erfahrung, dass PZQ (1) ein sehr gut vertragliches Medikament ist, minimale medizinische
Uberwachung erfordert und somit besonders fir Massentherapie-Programme (z. B.
Schistosomiasis Control Initiative) geeignet ist.”*® %! |m Gegensatz zu vielen anderen
antischistosomalen Wirkstoffen ist PZQ (1) flr viele Organismen, einschlieRlich Bakterien,
Hefen, Insekten und Sauger, nicht mutagen.” Die akute Toxizitat in Ratten, Mausen und
Hunden ist im Vergleich zu anderen Schistosomiziden sehr gering. PZQ (1) beeintrachtigt die
Reproduktion in Ratten nicht und hat auch keine teratogene Wirkung auf Ratten, Mause und
Kaninchen." Im Menschen verursacht PZQ (1) keine klinisch relevanten Veranderungen,
sodass es auch bei Kindern sowie schwangeren und stillenden Frauen eingesetzt werden
kann.[78' 87-90]

Umfangreich durchgefiihrte Studien zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen zeigen, dass sowohl
die 4-Oxogruppe als auch die 2-Acylfunktion essentiell fir die anthelminthische Aktivitat

sind. Diese ist optimal, wenn die 2-Acylfunktion ein sechsgliedriges, zyklisches
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Strukturelement aufweist. Neben der Cyclohexylcarbonylgruppe werden auch Benzoyl- oder
4-Aminobenzoylreste toleriert und vermitteln Aktivitat.[’®

Die Effektivitat von PZQ (1) hangt stark von der Dauer der Infektion, dem Alter und
Geschlecht des Wurms sowie dem Paarungsstadium ab. Frihe Stadien sind empfindlich.
1-2 Wochen nach Infektion nimmt diese jedoch je nach Schistosomen-Spezies rapide ab.
Nach etwa 10 Wochen steigt die Effektivitat wieder auf das Ausgangsniveau an.®¥ In Mausen
konnte nachgewiesen werden, dass der EDsy von PZQ (1) bei juvenilen Schistosomen 30-mal
hoher ist als bei adulten Wirmern. Die geringe Empfindlichkeit der juvenilen Schistosomen
stellt das groBte therapeutische Problem dar.[**%?!

Auch wenn PZQ (1) seit Gber 30 Jahren mit steigender Frequenz eingesetzt wird, ist der
genaue Wirkmechanismus bis heute nicht bekannt. Die Wirkungen von PZQ (1) auf
Schistosomen werden in der Regel in drei Gruppen eingeteilt: (i) Muskelkontraktion; (ii)
Tegumentschaden; (iii) Stoffwechselveranderungen.l”® Es scheint klar, dass jeder dieser
Effekte als direkte oder indirekte Folge der Stdrung von Ca?*-Strémen zwischen
verschiedenen Wurmgeweben und der Umwelt interpretiert werden kann.[" %4

Geraten adulte Schistosomen in Kontakt mit PZQ (1), kommt es innerhalb von Sekunden zu
einer tetanischen Muskelkontraktion, woraufhin sich der Wurm von den Gefallwénden ldst
und in die Leber geschwemmt wird.[”> %! Die Paralyse ist jedoch reversibel, sodass die
Wiirmer wieder in die MesenterialgefaBe wandern konnen.*%® Gleichzeitig kommt es zu
Veranderungen des Teguments durch Bildung von Blaschen und Vakuolen, wobei hierflr
eine wesentlich hohere Konzentration nétig zu sein scheint. Zudem sind adulte Wirmer
wesentlich empfindlicher fir Schadigungen des Teguments. Adulte Mannchen zeigen diese
Effekte schneller und deutlich ausgepragter.'®® Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten
jedoch, dass die Tegumentmatrix nach der Behandlung nur leicht modifiziert ist, wahrend die
unterliegenden Muskelbiindel erheblich angeschwollen sind.*®! Daraus folgt, dass PZQ (1)
hauptsachlich die Muskulatur angreift und nicht das Tegument, wie zuvor berichtet.’”!
In vitro-Studien zeigten, dass bei mannlichen Schistosomen als erstes die Antigenbelegung
auf dem Tegument zunimmt.®®*! Durch die Freisetzung von Antigenen aus dem
geschadigten Tegument wird zum einen eine Sensibilisierung der Immunantwort des Wirts
ausgeldst, zum anderen konnte dadurch die Widerstandskraft bei kiinftigen Neuinfektionen
erhoht sein.®®! Bei T-Zellen-freien Mausen, die mit S. mansoni infiziert wurden, war PZQ (1)
weniger effektiv als in immunologisch intakten Tieren.'® Mgglicherweise gibt es eine
synergistische Beziehung zwischen Wirkstoff und immunologischen

Effektormechanismen.!*®! Die, wenn auch nur geringe, Schadigung des Teguments scheint
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nichtsdestotrotz essentiell fur die Wirkung zu sein. In vitro konnte nachgewiesen werden, dass
entlang der Tegumentschaden mehr Stickstoffmonoxid (Faktor 1,5) sowie eine doppelt so
hohe Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies im Vergleich zu Kontrollwirmern auftrat.
Dies weist auf eine Storung des Redoxzustands hin.*®!

Auch wenn der genaue molekulare Mechanismus noch immer unbekannt ist, nimmt man an,
dass sowohl die Muskelkontraktion als auch die Schadigung des Teguments auf eine Stérung
der Ca?*-Homdostase zuriickzuftihren ist.* Hierbei spielen vermutlich spannungsabhangige
Ca’*-Kanale die Hauptrolle.'®>1% pzQ (1) induziert mdglicherweise eine Unterbrechung
zwischen den - und as-Untereinheiten, wodurch sich entweder mehr Kanéle 6ffnen oder die
Durchléssigkeit der Kanédle fur lonen zunimmt. Dieses Ph&nomen wird durch
B-Interaktionsdoménen (BID) vermittelt, an denen die p- und oj-Untereinheiten

wechselwirken, [10% 104]

Mutagenese der schistosomalen p-Untereinheit sowie von BID
korrelieren hierbei mit der Empfindlichkeit gegeniber PZQ (1).!%! Da auch die
Actin-/ Myosin-Wechselwirkung des Teguments durch Ca?*-lonen gesteuert wird, spielen
Paramyosin und Actin auch eine entscheidende Rolle. Actin findet man an den Stellen des
Teguments, welche sich von Schédigungen erholen. Daher scheint Actin eine wichtige Rolle
bei der Reparatur einzunehmen.’®®! Eine Bindung an die schistosomale leichte
Myosinkette (SmMMLC) wird vermutet, da durch die induzierte Phosphorylierung der Kette
Ca®* vermehrt freigesetzt wird.[**% Weitere schistosomale, Calcium-bindende Proteine wie die
Ca®*/ Mg**-ATPase des sarco-/ endoplasmatischen Retikulums (SERCA) wurden identifiziert
und sind sehr wahrscheinlich ebenso in die biochemischen Prozesse involviert.****
Neuroaktive Verbindungen, wie Dopamin, 5-Hydroxytryptamin, Carbachol, Spiroperidol,
Bromlysergséaurediethylamid oder Atropin, haben keinen Einfluss auf die PZQ -induzierten
Muskelkontraktionen der Wirmer. Daher liegt es nahe, dass PZQ (1) seine Wirkung direkt
auf die Muskeln und nicht auf neuronale oder neuromuskulare Targets ausiibt.[”!

In vitro konnte eine Anzahl von Stoffwechselverdnderungen bei PZQ-behandelten S. mansoni
und S. japonicum beobachtet werden: verringerte Glucoseaufnahme, Lactatexkretion sowie
verringerter Glykogenhaushalt.'> %! Ebenso wird die Konzentration bestimmter Enzyme
wie die der ATPase oder der alkalischen Phosphatase, die Aufnahme von Adenosin und
Uridin sowie die stimulierende Wirkung von Serotonin auf den schistosomalen
Kohlenhydratstoffwechsel reduziert.[”® " Djese Effekte sind jedoch erst nach Stunden zu
beobachten und gelten als sekundare Phanomene.[”® Es gibt keine Daten, nach denen PZQ (1)

mit Nukleinsduren oder Neurotransmittern wechselwirkt,[4® 7
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Da PZQ (1) bereits seit Gber dreil3ig Jahren sehr breit eingesetzt wird, steigt die Gefahr der
Resistenzentwicklung. In vitro kénnen sowohl bei S. mansoni als auch bei S. japonicum in
Mausen Resistenzen beziehungsweise eine verringerte Sensitivitat induziert werden, 118124
Kreuzresistenzen von PZQ (1) und Oxamniquin (13) wurden jedoch bisher (noch) nicht
beobachtet. Dies kann auf unterschiedliche Wirkungsmechanismen beider Substanzen
hindeuten.'*¥ Bei wenig empfindlichen oder mutmaBlich resistenten S. mansoni-Stammen
wurde jedoch schon mehrfach tiber Therapieversagen berichtet.!!* 1251271 |solate von nicht
geheilten afrikanischen Patienten wiesen jedoch nur 5- bis 6-mal héhere EDsy-Werte als
normal empfindliche Isolate auf.*?! Im Vergleich zur anderen Resistenzen, bei denen die
EDso-Werte bis auf das Tausendfache gestiegen sind, ist dieser Wert gering.**) Dennoch ist
dieser Effizienzriickgang besorgniserregend und koénnte Klinisch bedeutsam  sein.
Erschwerend kommt hinzu, dass viele Patienten in Gegenden mit hoher Pravalenz juvenile
Schistosomen in sich tragen, wogegen PZQ (1) ineffektiv ist. Ferner hat PZQ (1)
unterschiedliche Wirkungen auf Adulte beider Geschlechter, auch in Abhdangigkeit vom
Paarungszustand, und entfaltet hochste Effektivitat nur bei gepaarten Mannchen und weit
niedrigere bei ungepaarten Weibchen.!*?! Ebenso kénnen sich in der Prapatenz befindende
Stadien oder Neuinfektionen Griinde fir schlechtere Heilungsraten sein und missen nicht
unbedingt auf Resistenzen schlieBen lassen.*¥  zur Nahrstoffaufnahme brauchen
Schistosomen  Transporter, welche ein breites Substratspektrum aufweisen. Die
Resistenzbildung konnte an solchen Mehrfachresistenz-(MDR)-Transportern liegen. In vitro
konnte bereits gezeigt werden, dass S.-mansoni-Stamme, welche subletalen Konzentrationen
von PZQ (1) ausgesetzt waren, mehr multi-drug-resistance-associated protein 1 (SmMMRP1)
exprimierten. Ein schistosomales Homolog des P-Glykoproteins wurde ebenfalls in erhéhten
Konzentrationen gefunden. Juvenile Wurmer, die PZQ-unempfindlich sind, exprimieren

dieses Parasitenprotein erheblich starker.!*3

Daraus folgt, dass die Berichte Uber
individuelles Versagen von PZQ (1) noch keinen Beweis einer umfassenden Resistenz des
Parasiten geliefert haben. Invitro-Studien sowie die Erfahrungen aus anderen
Arzneimittelklassen, wie zum Beispiel Antibiotika, geben jedoch berechtigten Anlass zur
Sorge, dass sich Resistenzen gegen PZQ (1) ausbilden kénnen. Um dieser potentiellen Gefahr
zu begegnen, ist die Suche nach alternativen antischistosomalen Wirkstoffen dringlich
geworden, weil es fahrlassig wére, sich vor diesem Hintergrund auf nur ein existierendes

Medikament zu verlassen.
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1.4 Weitere Therapieansatze zur Bekdmpfung der Schistosomiasis

Eine der ersten Optionen zur Behandlung der Schistosomiasis stellten organische
Antimonverbindungen dar, welche bereits seit Beginn des 20. Jahrhunderts eingesetzt
wurden. Die hauptséchlich  eingesetzten  Wirkstoffe — Kaliumantimonyltartrat (5,
,,.Brechweinstein®), Stibophen (6) und Astiban (7) (Abbildung5) greifen alle in die
schistosomale Glykolyse ein und inhibierten dabei die Phosphofruktokinase (PFK) durch
kovalente Bindung der Thiolgruppen. Dadurch verlieren die Wurmer ihre Haftung an der
GefaBwand und werden in die Leber geschwemmt.[**>1% Bej Schistosomenweibchen
verhindert die Stérung der Glykolyse die Eiproduktion.®*¥ Auch wenn diese Wirkstoffe
gegen S. mansoni, S. haematobium und, wenn auch schwacher, gegen S. japonicum wirksam
waren, wurden alle in den 1970er Jahren aufgrund der nétigen intravendsen oder
intramuskuldaren Darreichung, schwerwiegenden systemischen Nebenwirkungen sowie der
Anreicherung von Antimon im Gewebe aufgrund seiner langsamen Eliminationszeit vom

Markt genommen. [’ 135131

SO3Na
0 O
K" O I
o NaOOC COONa
o o1 O Z—g
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Abbildung 5:  Strukturformeln  der relevanten organischen  Antimonverbindungen
Kaliumantimonyltartrat (5), Stibophen (6) und Astiban (7).

In den 1950er Jahren wurden vermehrt phosphororganische Verbindungen gegen
Schistosomen getestet. Dabei zeigte Metrifonat (8) eine schistosomizide Wirkung auf
S. japonicum und S. haematobium, jedoch nicht gegen S. mansoni.l*** %! Metrifonat (8) wird
invivo zu 2,2-Dichlorvinyldimethylphosphat (9) metabolisiert (vgl. Abbildung 6), welches
anschlief’end aufgrund der leicht abspaltbaren Dichlorvinylgruppe mit Serinresten im aktiven

Zentrum der im Tegument lokalisierten schistosomalen Acetylcholinesterase reagiert und
17
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diese dadurch (reversibel) inhibiert.' 2 Aufgrund des daraus resultierenden Anstiegs der
Acetylcholin-Konzentration kommt es zu einer Paralyse der Wurmmuskulatur, sodass die
Haftung an den Epithelien der Mesenterialvenen verloren geht und die Schistosomen, je nach
Spezies, in die Leber beziehungsweise die Lunge abtransportiert werden.*? Da die Reaktion
mit Serinresten unspezifisch ist, geht man davon aus, dass Metrifonat (8), beziehungsweise

sein aktiver Metabolit 9, auch andere Serinproteasen und Esterasen inhibiert.+*!

o Q
MeO-P-OMe  MeO-P-OMe

O
HO)\CClg l
Cl

8 9
Abbildung 6: Strukturformeln von Metrifonat (8) und dem aktiven Metaboliten 9.

Cl

Aufgrund der guten Therapieerfolge und der guten Vertraglichkeit empfahl die WHO
Metrifonat (8) zur Behandlung der durch S. haematobium ausgeldsten Schistosomiasis.!*** 4%
Diese Empfehlung wurde im Jahr 2000 zurlickgenommen, da neben der geringeren
Wirksamkeit im Vergleich zu PZQ (1) eine rapide Resistenzentwicklung beobachtet
wu rde.[146' 147]

Arylisothiocyanat-Derivate wie Amoscanat (10) wurden in den 1970er Jahren vorrangig von
der Ciba Geigy AG entwickelt. Diese Substanzen zeigten in vitro und in vivo neben einer
anthelminthischen Aktivitat gegenlber Filarien auch eine effektive Wirkung bei Infektionen
mit S. japonicum, S. haematobium und S. mansoni.**8*%2 Zunachst ging man davon aus, dass
Aminofunktionen der schistosomalen Plasmaproteine durch die charakteristische
Isothiocyanatgruppe acyliert werden.'*®! Da jedoch Derivate wie CGP-6140 (11) oder
Phenithionat (12), welche statt der Isothiocyanatgruppe eine Thioharnstoff- oder
Thiocarbamatstruktur aufweisen (vgl. Abbildung 7), eine vergleichbare Aktivitat aufweisen,

ist der Wirkmechanismus nicht eindeutig geklart.[’> %

Mdoglich wére, dass sowohl
CGP-6140 (11) als auch Phenithionat (12) invivo zu dem entsprechenden
Isothiocyanat-Metaboliten umgewandelt werden. Sowohl Amoscanat (10) als auch
Phenithionat (12) wurden vor allem in China umfassend getestet und zeigten dabei sehr gute

Heilungsraten von bis zu 92% gegen Infektionen mit S. japonicum.l” ***! Jedoch zeigten alle
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getesteten Derivate eine so starke Hepatotoxizitét, dass diese Verbindungsklasse nicht weiter

entwickelt wurde.*%
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Abbildung 7: Strukturformeln von Amoscanat (10), CGP-6140 (11) und Phenithionat (12).

~N

Neben PZQ (1) ist Oxamniquin (13) ist der einzige in der WHO-L.iste aufgefuhrte Wirkstoff
zur Bekampfung der Schistosomiasis (Abbildung 8).*°®! Er wird dann verwendet, wenn eine
PZQ-Therapie erfolglos bleibt.**® Oxamniquin (13) hat relativ milde Nebenwirkungen wie
Kopfschmerzen, Miidigkeit oder Ubelkeit, jedoch ist die Substanz nur gegen eine Spezies,
S. mansoni, wirksam.['*” Nachdem zunachst angenommen wurde, dass Oxamniquin (13)
ebenfalls die schistosomale Acetylcholinesterase inhibiert, geht man mittlerweile davon aus,
dass die Nukleinsauresynthese in diesem Parasiten inhibiert wird.!*® ! Dies hat eine
Paralyse und Kontraktion der Wirmer zur Folge, die daraufhin in die Leber gespult werden
und sterben.® Jedoch konnte auch gegen Oxamniquin (13) eine Resistenzentwicklung
beobachtet werden.*>" 2% Oxamniquin (13) ist teuer und seine weitere kommerzielle
Verfugbarkeit ist nicht gesichert, was einen weiten potentiellen Einsatz zur Behandlung von

Infektionen mit S. mansoni erschwert.[*?°]

OH

H
OoN N Nj/
H

13
Abbildung 8: Strukturformel von Oxamniquin (13).
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In den letzten Jahren wurden umfangreiche Genom- und Transkriptomanalysen von
S. mansoni, S. japonicum und S. haematobium durchgefuhrt, die eine Fllle von Informationen
uber die Molekularbiologie der Schistosomen und (ber potenzielle Wirkstoffziele
bereitgestellt haben.[****%3l Schistosomen tiberdauern ggf. Jahrzehnte im menschlichen
Kdorper. Das kann u.a. daran liegen, dass sie Uber ein umfangreiches Repertoire antioxidativer
Enzymen verfligen. Dabei wurden in S. mansoni die Thioredoxin-Glutathion-Reduktase
(TGR) und Peroxoredoxin (Prx) als interessante Targets fur die Entwicklung von
antischistosomalen Inhibitoren identifiziert und charakterisiert.'®* Oxadiazol-2-oxide (14)
wurden als potentielle TGR-Inhibitoren entwickelt, welche sowohl in vitro als auch in vivo
letale Effekte zeigten. Der Grund hierfir wird in der kombinierten TGR-Inhibition durch
kovalente Modifikation eines Cysteins oder Selenocysteins und der anschliefenden
Freisetzung von Stickstoffmonoxid vermutet.?® % Nach biomolekularen Studien uber
schistosomale Apoptosemechanismen konnten potentielle direkte (BH3-Mimetika) oder
indirekte (HDAC-Inhibitoren, Kinase-Inhibitoren) Apoptose-Induktoren neue,
vielversprechende Ansatzpunkte bei der Suche nach neuen Wirkstoffen sein.t8"1%% Augerdem
zeigen neuere Studien, dass Cysteinproteasen wie die identifizierte, darmassoziierte
Cathepsin-B1-Cysteinprotease ebenfalls interessante Ziele neuer Inhibitoren darstellen. Die
erste hier bekannte Substanzklasse stellen die Vinylsulfone dar. Invivo zeigte K11777 (15)
eine signifikante Reduktion der Eiproduktion sowie die Abnahme von Spleno- und
Hepatomegalien sowie der Wurmlast. Mdogliche Toxizitat oder Interaktionen mit

menschlichen Proteasen wurden bisher noch nicht untersucht.[*7% 171]
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Abbildung 9: Strukturformeln der Oxadiazol-2-oxide (14) und K11777 (15).
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Wirkstoffe, welche zur Malariatherapie eingesetzt werden, wurden ebenfalls auf ihre
antischistosomale Aktivitat getestet. Dabei konnten fiir verschiedene Artemisin-Derivate, wie
zum Beispiel Artemether oder Artesunat, sowie Mefloquin antischistosomale Potentiale
nachgewiesen werden.X”>***! Trotz der vielversprechenden Ergebnisse ist der Einsatz dieser
Wirkstoffe zur Therapie von Schistosomiasis kritisch zu betrachten, da Resistenzen bei der
Bekampfung von Malaria ein noch gravierenderes Problem darstellen. Andere bekannte
Anthelminthika wurden ebenfalls getestet, jedoch fiihrten bei Infektionen mit S. japonicum,
S. mansoni und S. haematobium weder die Behandlung mit Albendazol, Diethylcarbamazin
noch lvermectin oder deren Kombinationen zu einer im Vergleich zu PZQ (1) erhthten
Heilungsrate.**®! In Tabelle 5 sind ausgewahlte schistosomizide Wirkstoffe sowie deren

postulierter Wirkmechanismus zusammengefasst.

Tabelle 5:  Ausgewahlte  schistosomizide  Wirkstoffe  sowie deren  postulierte

Wirkmechanismen 96 157. 165, 173, 175, 197-206]

Wirkstoff(gruppe) Postulierter Wirkmechanismus

Organische Antimonverbindungen  Inhibition der schistosomalen Phosphofruktokinase

Metrifonat Inhibition der schistosomalen Acetylcholinesterase,
Paralyse

Amoscanat (10) und Derivate Carbamoylierung von schistosomalen Plasmaproteinen

Xanthon-Derivate DNA-Interkalatoren

Oxamniquin Inhibition der parasitdren DNA- und RNA-Synthese

Artemisin-Derivate H&min-Interaktion

Mefloquin Inhibition der H&mozoinbildung

Myrrhe-Extrakte (Mirazid) Wurmentpaarung, Extravasation

Trioxolane/ Trioxaquine Alkylierung und Stapelung von Ham

Oxadiazole Inhibition der schistosomalen Thioredoxin-Glutathion-
Reduktase

HDAC-Inhibitoren Inhibition der Histon-Deacetylase

Vinylsulfone Inhibition schistosomaler Cysteinproteasen

Das Vorhandensein eines Vakzins wére eine weitere interessante Strategie zur Bek&mpfung
der Schistosomiasis, da Infektionen haufig erst spat diagnostiziert werden und noch vor dem

Beginn einer Chemotherapie schwerwiegende pathologische Schaden entstehen konnen. Des
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Weiteren konnte ein Vakzin die therapeutische Licke von PZQ (1) zwischen dem
Schistosomulum-Stadium und dem der adulten Wurmer schlieBen sowie Neuinfektionen
verhindern. Die Forschung der vergangenen etwa 20 Jahre hat jedoch gezeigt, dass die
Vakzin-Entwicklung gegen Schistosomen ein schwieriges Unterfangen ist. Frihere
Kandidaten, welche eine sterile Immunitat als Ziel hatten, scheiterten vorrangig an niedrigen
Schutzraten oder einer zu kurzen Schutzdauer.””#'? Derzeit gilt rekombinantes Sh28GST
der Firma Eurogentec, welches bei Infektionen mit S. haematobium sicher und immunogen
ist, als vielversprechender Vakzin-Kandidat und befindet sich aktuell in Phase Il der
klinischen Studie.”** %1 Jedoch ist die Entwicklung potenter Vakzine auch aufgrund hoher
Kosten, schwieriger Produktionsbedingungen, einer meist ndtigen Konservierung oder kiihlen
Lagerung sowie der Anpassung der Schistosomen an das Immunsystem keine leichte
Aufgabe. 2]

Bis auf weiteres werden, neben Gesundheitserziehung und Pravention, effektive, einfache und
preisglinstige Chemotherapeutika eine essentielle Rolle zur Bekdmpfung der Schistosomiasis

spielen.
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Teil A — Synthese und biologische Testung von Biarylalkylcarbonsaure-Derivaten als potentielle
anthelmintische Wirkstoffe gegen S. mansoni

Kapitel A.1 — Vorarbeiten und Zielsetzung

A.1 Vorarbeiten und Zielsetzung

Die langfristige Anwendung von PZQ (1) kann zu resistenten Parasiten flhren. Eine
verminderte Empfindlichkeit von S. mansoni und S. haematobium gegentiber PZQ (1) wurde
bereits in friheren Untersuchungen festgestellt. Es besteht daher dringender Bedarf, neue
antischistosomale Inhibitoren zu entwickeln. AuBerdem ist die ldentifizierung weiterer
Wirkstoff-Targets ein wichtiger Schritt zur Erreichung dieses Ziels. Die antioxidative Abwehr
ist ein wesentlicher Mechanismus fir Schistosomen zur Bewadltigung von Schéaden durch
reaktive Sauerstoffspezies (ROS), welche durch das Wirtsimmunsystem oder vom Parasiten
selbst erzeugt werden konnen.”*®!  Zahlreiche Redox-assoziierte Proteine wie die
Thioredoxin-Glutathion-Reduktase (TGR), Peroxiredoxin (Prx) und Thioredoxin (Trx)
wurden identifiziert. Ihre Rolle bei der Detoxifizierung von ROS wurde bereits in Studien
belegt.l*®* 27291 Ophwohl es bisher keine sicheren Beweise gibt, dass die schistosomale
Aldose-Reduktase (SAR) an antioxidativen Stoffwechselwegen beteiligt ist, wird in anderen
Organismen angenommen, dass die Aldose-Reduktase (AR) eine wichtige Rolle in
antioxidativen Stoffwechselwegen spielt. Daruiber hinaus ist die Expression der AR sowie
deren Aktivitdt wahrend einer Hyperglykdmie und anderen oxidativen stressinduzierten
Erkrankungen bei Menschen erhoht.!?2?1 zysatzlich sind viele Nebenprodukte des
oxidativen Stresses, beispielsweise Methylglyoxal oder 3-Desoxyglucoson, wichtige Substrate
der AR.[??2 Werden sowohl diese Erkenntnisse, als auch die schistosomale Notwendigkeit zur
Detoxifizierung von ROS berucksichtigt, kann vermutet werden, dass die SAR ebenso an
antioxidativen Stoffwechselwegen beteiligt ist und die Wurmer vor Angriffen durch ROS
schutzen kann. Tatsdchlich wurden im Rahmen des Genomprojekts von S. mansoni zwei
AR-Orthologe identifiziert (Smp_150700 und Smp_053220).[222?%1 Nach den relativen Daten
der Genexpression wurde ein AR-Ortholog (Smp_150700) gefunden, welches ausschlielich
in Larven und juvenilen Stadien exprimiert wird und eines (Smp_053220), welches vorrangig
in adulten Wurmern exprimiert wird. Dieses Expressionsmuster wurde unabhdngig davon

durch RNA-seg-Analysen bestatigt. Diese konnten ein dominierendes Genexpressionsprofil

25



Teil A — Synthese und biologische Testung von Biarylalkylcarbonsaure-Derivaten als potentielle
anthelmintische Wirkstoffe gegen S. mansoni

Kapitel A.1 — Vorarbeiten und Zielsetzung

bei adulten S.mansoni-Wurmern  fir  Smp_053220 zeigen, wahrend Kkeine
Expressionsprodukte von Smp_150700 bei adulten Wirmern nachgewiesen werden
konnten.”?®! Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die SAR eine wichtige Rolle in der
Detoxifizierung von Aldehyden, im Steroidstoffwechsel sowie bei der Energieversorgung,
Zellproliferation, Apoptose und in Alterungsprozessen spielt.?22% Die multiplen Aufgaben
lassen vermuten, dass die SAR ein Schlusselenzym in Schistosomen darstellen konnte.

Daher wurde das in vitro-Potential von humanen Aldose-Reduktase-Inhibitoren, welche von
Schlitzer et al. entwickelt wurden, gegen adulte S. mansoni durch Grevelding et al. untersucht
(vgl. Tabelle 6).122:22 Alle getesteten Verbindungen wiesen eine Biaryl-4-oxobutanséure-
beziehungsweise eine Biarylbutansdure-Grundstruktur auf und trugen mit Ausnahme von
Verbindung 17 einen elektronenziehenden Substituenten in Position 3 oder 4 des terminalen
Phenyl-Rings.
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Tabelle 6: Strukturformeln der initial getesteten Biarylalkylcarbonsaure-Derivate 17-23.12%

R2 R3
R1 X
\ /)

R4

16

18 O NO; H F g)k/“COOH

.I

20 @) H NO, H WCOOH

22 S H NO, H % >""COOH

Aufgrund der Nichtverfligbarkeit rekombinant exprimierbarer SAR wurden alle Verbindungen

invitro in einer Wurmkultur gegen adulte S.mansoni getestet (initiale Konzentration
100 uM). Dabei wurden die folgenden Faktoren untersucht: Paarungsstabilitat, da

Schistosomen im Gegensatz zu anderen Trematoden getrennt geschlechtlich sind,
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Darmperistaltik, Vitalitat, Motilitat, Eiproduktion sowie morphologische Veranderungen, zum
Beispiel von Tegument oder Darm. Nur Verbindung 17 zeigte dabei eine antischistosomale
Aktivitat. Die Paarungsstabilitat wurde negativ beeinflusst, es kam bei 5 von 10 Wurmpaaren
zu einer Entpaarung. Einen noch grofReren Einfluss hatte Verbindung 17 auf die Eiproduktion
und die Morphologie der Eier. So konnten nach 72 Stunden insgesamt nur 20 Eier
nachgewiesen werden, bei der Negativkontrolle Dimethylsulfoxid (DMSQO) waren es im
gleichen Zeitraum 2318 Eier, was einer Reduktion der Eiproduktion von 99% entspricht (vgl.
Abbildung 10). Zudem waren die Eier hochgradig deformiert und somit potentiell nicht

lebensfahig.
Absolute Eizahlen pro 24 h Prozentsatz deformierter Eier
962 988 pro 24 h
1000 100 100 100
800 100
80
600 ,oo o
400 20
200 1 1 18 20 4 2 3
0 0
24h 48h 72h 24h 48h 72h
E DMSO H Verbindung 17 [100 uM] E DMSO H Verbindung 17 [100 uM]

Abbildung 10: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit Verbindung 17 (100 puM).

Alle anderen getesteten Verbindungen (18-23) zeigten keine Auswirkungen auf die
Paarungsstabilitat, Darmperistaltik, Vitalitat, Motilitat oder Eiproduktion. Dies deutet darauf
hin, dass elektronenziehende Substituenten am Phenyl-Ring zu einem Verlust der
antischistosomalen Aktivitét fuhren.

Basierend auf den Ergebnissen der initialen Testung von Grevelding et al. sollte eine
strukturierte synthetische Modifikation der Verbindung 17 durchgefiihrt werden. Zu diesem
Zweck wurde die Grundstruktur 24 in vier Bereiche unterteilt, die im Folgenden variiert
wurden (vgl. Abbildung 11). Initial sollten fir R1 verschiedene aromatische Substituenten
eingefuhrt werden. Substitutionen am terminalen Phenyl-Ring mit elektronenschiebenden,
lipophilen oder hydrophilen Resten sollten dabei die ersten Optimierungsversuche darstellen.
Ebenso sollte der Phenyl-Ring durch elektronenreiche oder sterisch anspruchsvolle
aromatische Reste ausgetauscht werden, gefolgt von dem bioisosteren Austausch des
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Phenyl-Rings. In einer nachsten Optimierungsrunde sollte der Einfluss der Carbonylgruppe
auf die antischistosomale Aktivitat untersucht werden, dem sich die Variation der Kettenlange
des Linkers anschlieBen sollte. Desweiteren sollte die Carbonsaurefunktion durch potentiell
besser bioverfugbare Gruppen ersetzt werden. Carbonséureester bzw. Carbonsdureamide

wurden fur diese Variation ausgewahlt.

24
Abbildung 11: Grundstruktur und Optimierungsmdglichkeiten der Biarylalkylcarbonsaure-

Derivate (blau: Substitution des Phenyl-Rings, grun: Einfluss der Carbonylgruppe, rot:
Derivatisierung des Linkers, orange: Derivatisierung der Carbonsaure).

Ziel dieser Derivatisierungen war es einerseits, Verbindungen mit verbesserter Aktivitat
darzustellen, andererseits, erste Struktur-Wirkungs-Beziehungen in Hinblick auf eine
antischistosomale Aktivitat sowie die Zytotoxizitat gegen ausgewéhlte Zelllinien abzuleiten.

Jedoch gilt es an dieser Stelle anzumerken, dass es sich bei den durchgefuhrten
in vitro-Testungen um eine phénotypische Testung handelt. Die Optimierung erfolgte
auflerdem aufgrund von rationalen, bekannten und sinnvollen Mdéglichkeiten des Ersatzes von
Strukturelementen. Die dabei beobachteten Struktur-Wirkungs-Beziehungen beschreiben nur
die Abhéngigkeit der antischistosomalen Aktivitdt von den durchgefihrten strukturellen
Anderungen. Dabei ist zu beachten, dass das genaue biologische Target bisher unbekannt ist
und nicht ausgeschlossen werden kann, dass es zu einer méglichen Interaktion mit mehreren

Targets kommt, wobei sich mehrere Effekte Giberlagern kénnen.
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A.2 Ergebnisse und Diskussion

A.2.1 Erste Serie: Optimierung des terminalen Phenyl-Rings

In einer ersten Optimierungsserie sollte zunachst das Substitutionsmuster des terminalen
Phenyl-Rings verdndert werden. Die Derivate sollten dabei in einer zweistufigen Synthese
nach der im Arbeitskreis Schlitzer bekannten Vorschrift von Eisenmann dargestellt
werden.”! Die nach einer Suzuki-Kupplung erhaltenen Biarylvorstufen sollten in einer
Friedel-Crafts-Acylierung mit Bernsteinsaureanhydrid umgesetzt werden. Der Syntheseweg

sowie die Reaktionsbedingungen sind in Schema 1 dargestelit.

QH Br S | R S
R’B‘OH T \<\_/7 U
25 26 27

@)
Il R S
— MOH
@)

28
Schema 1: Im Arbeitskreis Schlitzer bekannte Syntheseroute von Eisenmann.
()  Wasser/ Aceton, K,CO3, TBAB, Pd(OACc),, 2 h, RT
(1)  Dichlorethan, Bernsteinsédureanhydrid, AICls3, 18 h, -5 °C — RT

[231]

Zunachst sollte Uber diese Syntheseroute die aus der initialen Testung einzig aktive
Verbindung 17 in groRerem MaRstab dargestellt werden, um als Referenz in ausreichender
Menge vorhanden zu sein. Jedoch konnte bei dem Versuch, 2-Bromthiophen (26) mit
Phenylboronsdure analog zur Vorschrift umzusetzen, kein Produkt isoliert werden. Nach

verléangerter Reaktionszeit, erhohter Temperatur (70 °C) sowie
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dinnschichtchromatographischer und massenspektrometrischer Analyse wurde festgestellt,
dass beide Edukte unverandert vorlagen. Daher musste die Suzuki-Kupplung fir die weitere

Synthese zunéchst optimiert werden.

Tabelle 7: Ubersicht der getesteten Reaktionsbedingungen zur Synthese der Vorstufe von
Verbindung 17.

# eq eq LM Katalysator, Ligand Base T t  Ausbeute
25 26 [°C] [h] [90]
1 1.0 2.0 H,O,MeCN Pd(OAc),, TBAB Na,CO; RT 10 -
2 10 20 H;0,MeCN Pd(OAc),, TBAB Na,CO3 150 10 -
3 10 20 H,0,MeCN Pd(OAc),, TBAB Cs,CO3 RT 10 -
4 10 20 H,0,MeCN Pd(OAc),, TBAB Cs,CO3 150 10 -
5 10 20 Toluol, EtOH Pd(PPh3)4 Na,COs 90 8 -
6 1.0 20 EtOH Pd(OAC),, rac-BINAP  Cs,CO3 RT 24 -
7 10 20 MeOH Pd(OAc),, TBAB Cs,CO5 RT 12 4
8 10 20 THF Pd(OAc),, TBAB Cs,CO3 RT 12 7
9 10 20 EtOH Pd(OAc),, TBAB Cs,CO3 RT 4 13
10 2.0 1.0 EtOH Pd(OAc),, TBAB Cs,CO3 RT 4 25
11 20 10 EtOH Pd(OAc),, TBAB K3POy4 RT 6 59
12 12 1.0 EtOH Pd(OAc),, TBAB K3PO4 RT 12 83

Das Katalysatorsystem aus Palladium-(ll)-acetat sowie dem elektronenarmen
phase-transfer-Katalysator Tetrabutylammoniumbromid (TBAB) wurde in den ersten
Optimierungsschritten beibehalten.?**?®!  Es wurden schrittweise Base und Temperatur in
der Reaktionsfiihrung geédndert. Im Losungsmittelgemisch Acetonitril/ Wasser konnte kein
Umsatz beobachtet werden, sodass zundchst von der Verwendung von ligandenfreien
Reaktionen  abgesehen  wurde.  Stattdessen  wurden  weitere  Reaktionen  mit
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (0) und rac-(2,2'-Bis(diphenylphosphino)-1,1'-
binaphthyl (rac-BINAP) in Ethanol oder Ethanol-Toluol-Gemischen getestet.”**%*" Eg
konnte ebenfalls kein Produkt erhalten werden. Die hohere Elektronendichte der verwendeten
Liganden hatte scheinbar keinen positiven Einfluss auf die Reaktion. Daher wurden unter
Verwendung des Ausgangssystems Methanol und Tetrahydrofuran als Lésungsmittel getestet,

wobei Verbindung 17 in schlechten Ausbeuten von 4% (Methanol) beziehungsweise 7%
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(Tetrahydrofuran) dargestellt werden konnte. Auch wenn diese Bedingungen aufgrund der
schlechten Ausbeuten unbrauchbar fir weitere Synthesen waren, konnte gezeigt werden, dass
das Losungsmittel einen starken Einfluss auf die Reaktion hat. Der Einsatz von Ethanol
steigerte die Ausbeute auf 13%, sodass alle weiteren Optimierungsschritte in Ethanol
durchgefiihrt wurden. Im nachsten Schritt wurde das Verhaltnis der Aquivalente der Edukte
umgekehrt. Bei allen zuvor durchgefilhrten Reaktionen wurde ein Uberschuss an
Bromthiophen (26) zugegeben, sodass nun die entsprechende Boronsaure im Uberschuss
eingesetzt wurde. Durch diesen Schritt konnte die Ausbeute auf 25% gesteigert werden.

Daher wurde in allen folgenden Reaktionen ein Uberschuss an Boronsaure eingesetzt. Um die
Ausbeute weiter zu steigern, wurde die bisher verwendete Base Casiumcarbonat durch
Kaliumphosphat ausgetauscht. Daher wurde die Reaktion unter gleichen Bedingungen mit
Kaliumphosphat als Base durchgefiihrt.?*? Nach einer Reaktionszeit von 6 Stunden konnte
das Produkt in einer Ausbeute von 59% isoliert werden.. Eine Verlangerung der Reaktionszeit
auf 12 Stunden fiihrte trotz eines geringeren Uberschusses an eingesetzter Boronsaure (1.2 eq)
zu einer zufriedenstellenden Ausbeute von 83%. Eine Auswahl der getesteten

Reaktionsbedingungen ist in Tabelle 7 dargestellt.

OH Br S | R S
L+ —
~Bon ) AW,
25 26 27

Schema 2: Optimierte Syntheseroute zur Darstellung der Biarylvorstufen.
()  Ethanol, KsPO,, TBAB, Pd(OAC),, 12 h, RT

Mithilfe der optimierten Reaktionsbedingungen (vgl. Schema2) konnten nun alle
gewinschten Derivate dargestellt werden, welche in Tabelle 8 dargestellt werden. Die
Synthese verlief ohne Probleme in moderaten bis ausgezeichneten Ausbeuten. Einzig das
3-Nitrophenyl-Derivat 37 konnte nur mit einer schlechten Ausbeute (24%) dargestellt werden.
Der Grund dafir liegt vermutlich an dem elektronenziehenden Substituenten von Verbindung
37. Dieser scheint von den gewéhlten Reaktionsbedingungen schlecht toleriert zu werden. Da
Verbindung 37 dennoch in ausreichenden Mengen dargestellt werden konnte, wurde die

Synthese nicht weiter optimiert.
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Tabelle 8: Ubersicht der dargestellten Biarylvorstufen 30-47.

S
Y

# R Ausbeute [%0]
Schl32036 (30) 4-Methylphenyl 66
Schl32037 (31) 3-Methylphenyl 70
Schl32038 (32) 2-Methylphenyl 37
Schl32039 (33) 2-Methoxyphenyl 74
Schl32040 (34) 3-Methoxyphenyl 53
Schl32041 (35) 4-Methoxyphenyl 60
Schl32042 (36) 3-(Methoxycarbonylmethyl)phenyl 87
Schl32044 (37) 3-Nitrophenyl 24
Schl32046 (38) 1-Naphthyl 62
Schl32047 (39) 2-Naphthyl 57
Schl32048 (40) 2-Thienyl 60
Schl32069 (41) 3-Hydroxyphenyl 80
Schl32072 (42) 4-Methoxy-3,5-dimethylphenyl 42
Schl32073 (43) Biphenyl-4-yl 93
Schl32074 (44) 2,4-Dimethoxyphenyl 93
Schl32075 (45) 4-Benzyloxyphenyl 94
Schl32076 (46) 3-Benzyloxyphenyl 71
Schl32077 (47) 2-Benzyloxyphenyl 59

zweiten Syntheseschritt lieferte eine

Friedel-Crafts-Acylierung

Bernsteinsdureanhydrid und Aluminiumchlorid die gewiinschten 4-Oxobutanséurederivate,
welche in moderaten Ausbeuten dargestellt werden konnten.!*%

In der initialen Testung wurde gezeigt, dass elektronenziehende Substituenten ungeeignet
sind. Deshalb sollten zunéchst Derivate mit lipophilen, elektronenschiebenden Substituenten
dargestellt ~ werden.  Zun&chst  wurden  Methylphenyl-,  Methoxyphenyl-  und
Benzyloxyphenyl-Derivate ausgewahlt, wobei die entsprechenden Substituenten aufgrund der
Unkenntnis Uber das notige Substitutionsmuster sowohl in 2-, 3- und 4-Position des

Phenylrings eingeflhrt wurden (vgl. Tabelle 9).
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Tabelle 9: Ubersicht der dargestellten 4-Oxobutansaurederivate 48-58 mit lipophilen,

elektronenschiebenden Substituenten.

@)
R .S
\ / OH
@)

# R Ausbeute [%0]
Schl32050 (48) 4-Methylphenyl 36
Schl32051 (49) 2-Methylphenyl 47
Schl32052 (50) 3-Methylphenyl 48
Schl32053 (51) 3-Methoxyphenyl 68
Schi32054 (52) 4-Methoxyphenyl 57
Schl32065 (53) 2-Methoxyphenyl 33
Schl32078 (54) 4-Methoxy-3,5-dimethylphenyl 36
Schl32080 (55) 2,4-Dimethoxyphenyl 56
Schl32081 (56) 4-Benzyloxyphenyl 32
Schl32082 (57) 3-Benzyloxyphenyl 38
Schl32083 (58) 2-Benzyloxyphenyl 44

Die anschlieBende invitro-Testung erbrachte mehrere interessante Erkenntnisse. Die
Derivate, welche in Position 3 substituiert waren, zeigten analog zu Verbindung 17 eine
signifikante, wenn auch etwas geringere Reduktion der Eiproduktion. Alle Verbindungen, die
in Position 2 oder 4 des terminalen Phenyl-Rings substituiert waren, waren inaktiv gegen
S. mansoni. Der Einfluss der Substitutionsposition ist beispielhaft fiir die Verbindungen 48 bis
50 in Abbildung 12 dargestellt. Es konnte beobachtet werden, dass sowohl Verbindung 48 als
auch Verbindung 49 die Eiproduktion nur um etwa 30% reduzierten und beide Verbindungen

keinen signifikanten Einfluss auf die Deformationsrate der Eier haben.
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Abbildung 12: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 48-50 (Schl32050-Schl32052).

Verbindung 50 hingegen reduziert die Eiproduktion um etwa 97%. Die verbleibenden Eier
sind grofitenteils deformiert. Ein Vergleich von normalen S. mansoni-Eiern und deformierten
Eiern zeigt Abbildung 13. Native Eier tragen einen charakteristischen lateralen Dorn (kleiner
Bildteil Abbildung 13). Dieser ist gewebereizend und die daraus folgende Inkludierung ist
die Hauptursache der Granulombildung in Leber und anderen betroffenen Geweben.®* Der
charakteristische Dorn fehlte nach Behandlung mit Verbindung 50 oftmals. Ebenso wurde
beobachtet, dass die Eier teilweise leer waren oder eine andere Morphologie aufwiesen
(groler Bildteil Abbildung 13). Die Unterdrickung der Eiproduktion sowie die Deformation
der verbliebenen Eier konnte moglicherweise ein therapeutisch nutzbarer Effekt sein.

Das 3-Methoxy-Derivat 51 und das 3-Benzyloxy-Derivat 57 zeigten einen im Vergleich zu
Verbindung 50 ahnlichen Effekt auf die Eiproduktion. AuBerdem konnte beobachtet werden,
dass die Verbindungen 50, 51 und 57 einen wesentlich geringeren Einfluss auf die
Paarungsstabilitat und Vitalitdt der Wirmer hatten und somit geringfugig schwacher aktiv als
die Ausgangsverbindung 17 sind. Derivate mit Mehrfachsubstitutionen (54 und 55) waren

ebenfalls inaktiv.
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Abbildung 13: Vergleich von nativen S. mansoni-Eiern (kleines Bild) und deformierten

S. mansoni-Eiern (groRes Bild).

Im né&chsten Schritt sollte der Phenyl-Ring gegen andere aromatische Reste wie Naphthyl
oder Biphenyl ausgetauscht werden. Ebenso wurde dieser bioisoster gegen einen
Thiophenring ausgetauscht. Ein Uberblick (ber die dargestellten Derivate sowie deren
Ausbeute findet sich in Tabelle 10.

Tabelle 10: Ubersicht der dargestellten 4-Oxobutansaurederivate 59-62 mit anderen

aromatischen Resten.

@)
R%
\ / OH
@)

# R Ausbeute [%]
Schi32061 (59) 1-Naphthyl 38
Schl32062 (60) 2-Naphthyl 32
Schl32063 (61) 2-Thienyl 42
Schl32079 (62) Biphenyl-4-yl 30

Die anschliel3ende in vitro-Testung zeigte, dass sowohl die beiden Naphthyl-Derivate 59 und

60 als auch das Biphenyl-Derivat 62 keinen Einfluss auf die Eiproduktion hatten und keine
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phanotypischen Veranderungen der Wirmer beobachtet werden konnten. Der Grund flr die
fehlende Aktivitat liegt vermutlich im sterischen Anspruch der neu eingefuhrten Reste der
Verbindungen, wobei der genaue Grund unbekannt ist.

Verbindung 61, bei der der terminale Phenyl-Ring bioisoster gegen einen Thiophen-Ring
ausgetauscht wurde, zeigte im Vergleich zu Verbindung 17 eine ahnliche, aber schwéchere
Aktivitat.”* So wurde die Paarungsstabilitat und Vitalitat der Wiirmer durch Verbindung 61
nur minimal abgeschwacht (Verbindung 61: Entpaarung bei 2 von 10 Paaren; Verbindung 17:
Entpaarung bei 5 von 10 Paaren). Die Eiproduktion wurde durch Verbindung 61 etwas
weniger inhibiert, die Deformationsrate war im Vergleich zu Verbindung 17 geringer
(vgl. Abbildung 14). Aufgrund dieser Beobachtungen wurde das Prinzip des bioisosteren

Austausches wieder verworfen.

Absolute Eizahlen pro 24 h Prozentsatz deformierter Eier
pro 24 h
1200 1126 100 100 100 100
952 100 83
900 80 65
600 00 60
40
300
1 48 1 81 18 85 20 s 5 8
0 0
24h 48h 72h 24h 48h 72h
u
DMSO DMSO
H Verbindung 17 [100 uM] H Verbindung 17 [100 pM]

Abbildung 14: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 17 und 61 (Schl32063).

Weder die Einfuhrung lipophiler, elektronenschiebender Substituenten noch der Austausch
des terminalen Phenyl-Rings konnte die Aktivitat wesentlich steigern. Deshalb wurde im
abschliel’enden Schritt durch die Einfiihrung polarer Substituenten versucht, die Wirksamkeit
der Biarylalkylcarbonsdure-Derivate wesentlich zu verbessern. Die neu eingefiihrten Reste
sollten nur noch in Position 3 des terminalen Phenyl-Rings eingefiihrt werden, da durch die
bereits dargestellten Derivate gezeigt werden konnte, dass Substituenten an dieser Position
den starksten Einfluss auf die Aktivitdt zeigen. Die entsprechenden Derivate sind in

Tabelle 11 dargestellt. Das 3-Aminophenyl-Derivat 65 wurde durch Reduktion des
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3-Nitrophenyl-Derivats 64 mit Palladium/ Aktivkohle unter Wasserstoffatmosphare
dargestellt.

Tabelle 11: Ubersicht der dargestellten 4-Oxobutansaurederivate 63-66 mit hydrophilen

Substituenten in Position 3 des terminalen Phenylrings.

@)
R S
\ / OH
@)

# R Ausbeute [%0]
Schl32057 (63) 3-(Carboxymethyl)phenyl 17
Schl32059 (64) 3-Nitrophenyl 62
Schl32067 (65) 3-Aminophenyl 98*
Schl32071 (66) 3-Hydroxyphenyl 33

* Ausbeute der Reduktion

Das 3-(Carboxymethyl)phenyl-Derivat 63 zeigte invitro keine antischistosomale Aktivitéat.
Die Verbindung ist aufgrund der zweiten negativ geladenen Carboxylgruppe vermutlich nicht
ausreichend bioverfligbar. Bei der Friedel-Crafts-Acylierung wurde der Ester der eingesetzten
Biarylvorstufe 36 in situ gespalten. Die Ausbeute von Verbindung 63 war mit 17% schlecht.
So reichte die zur Verfligung stehende Menge nicht aus, den entsprechenden Methylester
erneut darzustellen. Da es jedoch synthetisch nicht mdglich war, direkt die entsprechende
Vorstufe mit der freien Carbonsdure darzustellen, um eine ausreichende Menge fur die spéatere
Veresterung vorliegen zu haben, wurde die Synthese des Methylester-Derivats nicht weiter
verfolgt.

Bei der initialen Testung stand nur das unwirksame 3-Nitrophenylfuran-Derivat 20 zur
Verfligung, sodass das 3-Nitrophenyl-Derivat 64 ebenso in vitro getestet wurde. Dabei konnte
keine antischistosomale Aktivitét festgestellt werden. Dies war aufgrund der Vorarbeiten zu
erwarten und untermauerte die These, dass elektronenziehende Substituenten einen stark
negativen Einfluss auf die Aktivitat ausiiben. Nach Reduktion der Nitrogruppe, die ann&hernd
quantitativ erfolgte, wurde das 3-Aminophenyl-Derivat 65 erhalten, welches in vitro ebenfalls
keine Aktivitat zeigte. Es wurde vermutet, dass die Aminofunktion entweder aufgrund ihrer
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positiven Ladung ebenfalls nicht bioverfugbar ist oder die positiv geladene

Ammoniumfunktion von einem moglichen Zielenzym nicht toleriert wird.

C —— | D —

00 ym 500 um

Abbildung 15: Mikroskopische Aufnahme von Schistosomen bei der in vitro-Testung von
DMSO und Verbindung 66 (Schl32071). A: Kontrolle, Schistosomen angesaugt, Weibchen
befinden sich in der Bauchfalte des Mannchens; B: tumorartige Ausstllpung; C: entpaarte

und seitlich liegende Schistosomen; D: Blasenbildung und Ablésung des Teguments.

AbschlieBend wurde das 3-Hydroxyphenyl-Derivat 66 dargestellt und in vitro getestet. Dieses
Derivat zeigte im Vergleich zur unsubstituierten Verbindung 17 eine erhohte
antischistosomale Aktivitat. Neben einer kompletten Inhibition der Eiproduktion kam es zur
Entpaarung aller Wurmpaare. Desweiteren wurden eine stark verlangsamte Darmperistaltik
und Motilitat, reduzierte Vitalitat, Blasenbildung und Ablésung des Teguments sowie
tumorartige Ausstilpungen beobachtet (vgl. Abbildung 15). Diese phéanotypischen
Erscheinungen lassen vermuten, dass Verbindung 66 mehrere Zielstrukturen adressiert, da die
beobachteten Effekte bei allen bisher getesteten Derivaten nicht aufgetreten waren.

Da sowohl Verbindung 17 als auch Verbindung 66 zundchst nur bei einer hohen

Konzentration von 100 uM getestet wurden, wurden beide Verbindungen anschlielend bei
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niedrigeren Konzentrationen (50 uM, 25 uM, 10 uM) getestet, um zu untersuchen, welche

Minimalkonzentration fur eine Wirkung erforderlich ist.
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Abbildung 16: Eiproduktion und —deformation von Schistosomen-Paaren nach Behandlung

mit Verbindung 17 in Abhéngigkeit der Konzentration.

In einer Konzentration von 50 uM zeigte Verbindung 17 einen vergleichbar starken Einfluss
auf Eiproduktion, Deformationsrate der Eier, Paarungsstabilitit und Vitalitdt der
Schistosomen wie in einer Konzentration von 100 uM. Ab einer Konzentration von 25 uM
konnte eine signifikante Abnahme der Aktivitat beobachtet werden. Die Eiproduktion stieg
bei einer gleichzeitigen Abnahme der Deformationsrate an. Aullerdem wurden weder die

Paarungsstabilitdt noch die Vitalitdt und Motilitdt negativ beeinflusst. Der Einfluss von
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Verbindung 17 auf die Eiproduktion und -deformation in Abhangigkeit der Konzentration ist
in Abbildung 16 dargestellt.

Absolute Eizahlen pro 24 h
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Abbildung 17: Eiproduktion und —deformation von Schistosomen-Paaren nach Behandlung
mit Verbindung 66 (Schl32071) in Abhangigkeit der Konzentration.

Im Anschluss daran wurde die gleiche Konzentrationsreihe fir Verbindung 66 gemessen.
Auch hier wurde bei einer Konzentration von 50 uM eine vergleichbare Wirkung auf die
Eiproduktion beobachtet. Die Reduktion lag hier bei 98% im Vergleich zur Kontrolle
(100 uM: 100%). Ebenso kam es, wenn auch nicht vollstdndig, zur Entpaarung der
Wurmpaare (6 von 10 Paaren). Wie bei 100 uM wurden in einem vergleichbaren Malie eine
stark verlangsamte Darmperistaltik und Motilitat, reduzierte Vitalitat sowie Blasenbildung
und Ablésung des Teguments beobachtet, jedoch keine tumorartigen Ausstiilpungen. Bis zu
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einer Konzentration von 10 uM kam es zu einer schwacheren, aber trotzdem signifikanten
Reduktion der Eiproduktion (25 uM: 87%; 10 uM: 77%). Jedoch waren die Eier weniger
deformiert und es konnte bei beiden Konzentrationen kein Einfluss auf die Paarungsstabilitat,
Motilitdt und Vitalitdt beobachtet werden. Auch kam es weder zu einer Blasenbildung noch
zu einer Abldsung des Teguments. Die Eiproduktion und Deformation durch Verbindung 66
in Abhéngigkeit der Konzentration ist in Abbildung 17 dargestellt.

Es war zu beobachten, dass beide Verbindungen bis zu einer Konzentration von 50 puM eine
antischistosomale Aktivitat zeigten, diese jedoch bei niedrigeren Konzentrationen
abgeschwacht wird. Die Abschwéchung konnte bei Verbindung 17 stérker beobachtet werden
als bei Verbindung 66. Aufgrund dem stérkeren Einfluss auf die Eiproduktion, der héheren
Deformationsraten sowie dem Fakt, dass bei Verbindung 66 weitere Phanotypen beobachtet
wurden, konnte gezeigt werden, dass die Hydroxygruppe in Position 3 des terminalen

Phenyl-Rings das beste Substitutionsmuster darstellt.

HO

O
S

\ OH
O

66
Abbildung 18: Strukturformel des besten Biarylalkylcarbonsdure-Derivats 66 (Schl32071)

nach der ersten Optimierungsserie.

Verbindung 66 wurde anschlielend durch die Arbeitsgruppe Grunweller/ Hartmann
(Philipps-Universitat Marburg) auf ihre Zytotoxizitat getestet. Dabei wurde ein Assay
verwendet, bei dem nach definierten Inkubationszeiten (24 h, 96 h, 120 h, 144 h) eine
zellzahl- und wachstumsabhangige Absorption gemessen wurde. Das Zellwachstum der
getesteten Verbindungen wurde dabei mit dem Zellwachstum in Gegenwart von DMSO als
Negativkontrolle verglichen. Als Zelllinie wurde zunéchst die Leberzelllinie HepG2 gewahlt.

Abbildung 19 zeigt, dass bei der Negativkontrolle DMSO die Zellzahl und somit auch die
Absorption stark ansteigt. Je langer die Inkubationszeit betrug, desto geringer war auch der
Anstieg der Zellzahl, da die verwendeten Zellen nicht unendlich oft proliferieren kdnnen. Die

Absorption in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit nahert sich einem Grenzwert an.
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Verbindung 66 zeigte jedoch eine starke Reduktion des Zellwachstums. Nach einer
Inkubationszeit von 96 h konnte nur ein geringer Anstieg der Absorption gemessen werden.
Daraus resultiert eine geringe Erhohung der Zellzahl, welche nach weiterer Inkubationszeit
wieder sinkt. Das bedeutet, dass Verbindung 66 das Wachstum der Zelllinie inhibiert und

somit als zytotoxisch zu bewerten ist.

Zytotoxizitatsmessung (HepG2-Zelllinie)

1,50

1,00

Absorption

0,50 /

0,00

24 h 96 h 120 h 144 h
Inkubationszeit

—e—DMSO Schi32071 (66) [50 pM]

Abbildung 19: Auswertung der Zytotoxizitatsmessung (HepG2-Zelllinie) von Verbindung 66
(Schi32071).
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A.2.2 Zweite Serie: Variation der Kettenlange des Linkers und Einfluss der

Carbonylgruppe

Nachdem in der ersten Serie das Substitutionsmuster des terminalen Phenyl-Rings untersucht
wurde, wurde in der zweiten Serie die Kettenldnge des Linkers verandert und der Einfluss der
Carbonylgruppe auf die  antischistosomale  Aktivitdt  untersucht. Um  die
Optimierungsversuche besser beurteilen zu koénnen, wurde bei allen Derivaten der

unsubstituierte Phenyl-Ring beibehalten.

©§.2H+ ) —— )
67 26 68
\ Lok
69

Schema 3: Synthese von Verbindung 69 (Schl32269).
()  Ethanol, KsPO4, TBAB, Pd(OAC),, 12 h, RT
(1)  Dichlorethan, Glutarsaureanhydrid, AlCl3, 18 h, -5 °C — RT

Zunachst sollte die Kettenldnge um eine Methyleneinheit verlangert werden. Die
entsprechende Biarylvorstufe 68 wurde analog zu den anderen Biarylvorstufen (ber eine
Suzuki-Kupplung dargestellt. Auch der zweite Syntheseschritt, die Friedel-Crafts-Acylierung,
erfolgte analog zu den anderen Derivaten, jedoch wurde statt Bernsteinsdureanhydrid das um
eine Methyleneinheit langere Glutarsaureanhydrid verwendet (vgl. Schema 3).*% Die
Gesamtausbeute fur beide Stufen betrug 54%. Verbindung 69 wurde anschlieRend in vitro
getestet, zeigte jedoch weder eine Verbesserung noch eine Verschlechterung der
antischistosomalen Aktivitdt. Die entsprechenden Zahlen der Eiproduktion sowie die

Deformationsraten sind in Abbildung 20 vergleichend dargestellt. Auch bei den anderen
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getesteten Parameter (Paarungsstabilitit, Vitalitdt, ...) wurden vergleichbare Ergebnisse
erhalten. Desweiteren traten keine weiteren Phanotypen auf. Daher wurde gefolgert, dass die
Verlangerung der Kettenlange um eine Methyleneinheit scheinbar keinen Einfluss auf die
Aktivitat hat.

Absolute Eizahlen pro 24 h Prozentsatz deformierter Eier
800 pro 24 h
609
600 258 100 100 100 100 100
385 100 88
400 80
60
200
40
37
0 1 8 1 5 18 20 7 7 6
24h a8h 72h 0
24h 48h 72h
H DMSO 4 DMSO
M Verbindung 17 [100 uM] M Verbindung 17 [100 uM]
i Schl32269 (69) [100 uM] i Schl32269 (69) [100 pM]

Abbildung 20: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 17 und 69 (Schl32269).

Auf eine weitere Verlangerung der Kette wurde verzichtet, da die erforderlichen Edukte
entweder zu teuer oder kommerziell nicht erhaltlich waren.

Eine Verkirzung der Kettenldénge sollte ebenfalls erprobt werden. Jedoch ist das
entsprechende Malonséureanhydrid aufgrund der groBen Ringspannung des 4-Rings (etwa
100 kJ/ mol™; Ringspannung 6-Ring: etwa 1 kJ/ mol™) instabil und daher kommerziell nicht
erhaltlich.’*! Malonsaurechlorid (70), sowie Malonséure sind bei
Friedel-Crafts-Acylierungen instabil. Vermutlich wird anstelle der gewunschten S-Ketosaure
das entsprechende Keton 71 unter CO,-Abspaltung erhalten.**> 2% AuRerdem férdert die
notige saure Aufarbeitung der Friedel-Crafts-Acylierung die Decarboxylierung. Die
Umsetzung von 2-Phenylthiophen (68) mit Malons&urechlorid (70) wurde nichtsdestotrotz
getestet. Dabei wurde das zu erwartende decarboxylierte Produkt 71 isoliert. Der
Mechanismus der Decarboxylierung, praparativ genutzt bei der Knoevenagel-Kondensation,
ist in Schema 4 Ubersichtlich dargestellt.**"!
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H
s, 4+ ¢ on_| 8(6\0/,)
\ O O \/UO

68 70 I

- CO2

O OH
S S

\ / \ /

71 I
Schema4: Mechanismus der Entstehung des Nebenprodukts 71 bei der
Friedel-Crafts-Acylierung mit Malonsaurechlorid (70).

Im né&chsten Schritt sollte der Einfluss der Carbonylgruppe auf die Aktivitat der
Verbindungen untersucht werden. Hierfir sollten die Carbonylgruppen der Verbindungen 17
und 69 mittels einer Wolff-Kishner-Reduktion eliminiert werden. Dafiir wurde wieder auf eine
im Arbeitskreis Schlitzer bekannte Vorschrift von Eisenmann zurUckgegriffen.[232] Die
entsprechende Oxocarbonsdure 72 wurden mit Hydrazinmonohydrat unter Bildung des
entsprechenden Hydrazons 73 umgesetzt, welches anschlieBend durch Reaktion mit
Kaliumhydroxid unter Stickstoffabspaltung die gewinschten reduzierten Derivate 74 lieferte
(vgl. Schema 5). Trotz der drastischen Reaktionsbedingungen (7 h, 180 °C) konnten beide
Verbindungen in guten Ausbeuten (75: 75%; 76: 69%) dargestellt werden.
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H-oN
s O HaN-NH 2N
~ S
COOH ~—

\ A @ COOH
72 73
17:n=2 an=2
69:n=3 b:n=3

KOH N S
o ® COOH
74
75:n=2
76:n=3

Schema 5: Syntheseschema der Wolff-Kishner-Reduktion. 2

Absolute Eizahlen pro 24 h Prozentsatz deformierter Eier
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Abbildung 21: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren

nach Behandlung mit dem 4-Oxobutansdurederivat 17 und dem Butanséurederivat 75
(Schi32268).

Die folgende in vitro-Testung lieferte kontroverse und schwer interpretierbare Ergebnisse.
Das Butansdurederivat 75 zeigte bei der initialen Testung bei 100 UM eine bessere Aktivitat
als das entsprechende 4-Oxobutanséurederivat 17. Neben einer vollstdndigen Inhibition der
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Eiproduktion (vgl. Abbildung 21) wurden die Vitalitat, Motilitdt und die Paarungsstabilitat
negativ beeinflusst (Entpaarung bei 3 von 10 Paaren). Desweiteren wirkten einige der
behandelten Ménnchen aufgebldht und wiesen Einschnirungen am Korper auf
(vgl. Abbildung 22).

Iy

Abbildung 22: Beobachtete Einschnurung und Aufbldhung ménnlicher Schistosomen nach
Behandlung mit Verbindung 75 (Schi32268).

Aufgrund der besseren Aktivitat wurde Verbindung 75 in niedrigeren Konzentrationen
getestet. Analog zu den bisher getesteten Konzentrationsreihen konnte auch bei dieser bis zu
einer Konzentration von 50 uM eine gute antischistosomale Aktivitat beobachtet werden. Die
Zahlen der Eiproduktion sowie die Deformationsraten von Verbindung 75 lagen auch bei
niedrigeren Konzentrationen unter denen der entsprechenden 4-Oxobutanséureverbindung 17
(Verbindung 75: Reduktion der Eiproduktion um 99%; Verbindung 17: Reduktion der
Eiproduktion um 97%), ebenso wie der Einfluss auf die Paarungsstabilitat, Motilitat und
Vitalitat. Jedoch konnte ab einer Konzentration von 50 uM keine Einschniirung oder
Aufblahung der Schistosomen-Mannchen mehr beobachtet werden. In geringeren
Konzentrationen stieg die Zahl der produzierten Eier bei gleichzeitiger Abnahme der
Deformationsraten ebenso wie bei den vorherigen Konzentrationsreihen an. Der Anstieg war
jedoch wesentlich geringer als bei den vorherigen Messungen. Da jedoch ab einer
Konzentration von 25 uM mit Ausnahme der Inhibition der Eiproduktion keine weiteren
negativen Effekte auf die Schistosomen beobachtet werden konnten, wurde die Verbindung
ab dieser Konzentration aufgrund der unzufriedenstellenden Wirkung als inaktiv angesehen.
Abbildung 23 zeigt die Zahlen der Eiproduktion und —deformation von Verbindung 75 in

Abhangigkeit der getesteten Konzentration.
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Abbildung 23: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit Verbindung 75 (Schl32268) in Abhangigkeit der Konzentration.

Wahrend nach Auswertung der in vitro Testung von Verbindung 75 angenommen wurde, dass
mit der Reduktion der Carbonylgruppe ein Anstieg der Aktivitat einhergeht, lieferte die
Testung des Pentansdurederivates 76 komplett gegenteilige Ergebnisse. Bei einer
Konzentration von 100 uM kam es im Vergleich zum 5-Oxopentanséurederivat 69 zu einem
sprunghaften Anstieg der Eiproduktion bei gleichzeitiger Abnahme der Deformationsrate der
Eier. Desweiteren zeigte Verbindung 76 nahezu keinen Einfluss auf die weiteren
Testparameter. Die Schistosomen waren gepaart und mit Ausnahme von zwei Wurmpaaren
am Schalenboden angesaugt, Parameter wie Vitalitat, Motilitdt und Darmperistaltik waren
vergleichbar mit denen der Negativkontrolle (DMSO). Ein Vergleich der Eiparameter ist in
Abbildung 24 zu finden.
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Abbildung 24: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit dem 4-Oxopentanséurederivat 69 (Schl32269) und dem
Pentansaurederivat 76 (Schl32270).

Aufgrund dieser sehr gegenséatzlichen Testergebnisse konnte zu diesem Zeitpunkt keine
Aussage Uber die Notwendigkeit der Carbonylgruppe flr die antischistosomale Aktivitat
getroffen werden. Zundchst wurde vermutet, dass es sich um einen Mess- beziehungsweise
Verdunnungsfehler handeln konnte. Aber auch nach dreimaliger Testung der beiden
Verbindungen sowie bei der Verwendung neuer Stammldsungen wurden vergleichbare
Ergebnisse erzielt, sodass die Ergebnisse ohne genauere Strukturinformationen des
Zielenzyms beziehungsweise der Zielenzyme nicht erklérbar sind.

Beide Verbindungen (75 und 76) wurden trotz der widersprichlichen Ergebnisse auf ihre
Zytotoxizitat getestet (HepG2-Zelllinie), zundchst bei einer Konzentration von 50 uM. Die
gemessene Absorption, und somit das Zellwachstum, war dem der Negativkontrolle
vergleichbar, sodass keine der beiden Verbindungen einen toxischen Effekt auf die
Leberzelllinie zeigte. AnschlieBend wurde die Konzentration beider Verbindungen auf
100 uM erhoht. Dabei zeigte auch bei 100 uM keine der beiden Verbindungen toxische
Effekte auf die gewahlte Leberzelllinie (vgl. Abbildung 25).
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Zytotoxizitatsmessung (HepG2-Zelllinie)
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Abbildung 25:  Auswertung  der  Zytotoxizitdtsmessung  (HepG2-Zelllinie)  der
Verbindungen 75 (Schl32268) und 76 (Schl32270).

Da sich S. mansoni vor allem in den Mesenterialvenen, also in der Darmwand, einnisten,
sollte ein potentiell therapeutisch nutzbarer Inhibitor dort bioverfugbar sein und sich
optimalerweise dort anreichern.*® Daher wurden alle Verbindungen, welche gegentiber der
HepG2-Zelllinie keine Zytotoxizitat zeigten, auf ihr zytotoxisches Potential gegentber der
Darmepithelzelllinie LS174T untersucht. Bei den analog zur HepG2-Zelllinie verlaufenden
Messungen wurden beide Verbindungen ebenfalls bei Konzentrationen von 50 uM und
100 uM getestet. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass weder Verbindung 75 noch
Verbindung 76 zytotoxisch auf die verwendete LS174T-Zelllinie wirkt (vgl. Abbildung 26).
Die Abnahme der Absorption (und daraus resultierend der Zellzahl) nach 120 Stunden ist
charakteristisch fur die LS174T-Zelllinie. Ab diesem Zeitraum sind zu viele Zellen vorhanden
und konnen daher nicht mehr proliferieren, sie sterben teilweise aufgrund von

Nahrstoffmangel ab.
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Abbildung 26:  Auswertung der  Zytotoxizitatsmessung  (LS174T-Zelllinie)  der
Verbindungen 75 (Schl32268) und 76 (Schl32270).
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A.2.3 Dritte Serie: Derivatisierung der Carbonsaurefunktion

%//?M — M
\ CnOOH MeOH \ /) CnOONIe
72 77

17:n=2 78: n=2
69: n=3 79:n=3

Schema 6: Darstellung der Methylester 78 (Schl32267) und 79 (Schi32272).12%]

Im anschlieBenden Optimierungsschritt wurde die Carbonsaurefunktion derivatisiert.
Zunéchst wurden die entsprechenden Methylester 78 und 79 durch Umsetzung der freien
Carbonséuren 17 und 69 mit Methanol unter Schwefelsaure-Katalyse dargestellt, wobei beide
Derivate in moderaten Ausbeuten von 68% (Verbindung 78) beziehungsweise 58%
(Verbindung 79) isoliert werden konnten.”?*®! Der Syntheseweg ist in Schema 6 dargestellt.
Die Methylester 78 und 79 stellen Prodrugs der entsprechenden Carbonséurederivate dar und
sollten (idealerweise) aufgrund der fehlenden negativen Ladung der Carboxylatgruppe die
Bioverflgbarkeit bei vergleichbarer Zytotoxizitat erh6hen.

Gesamt-Eizahlen pro 24 h
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Abbildung 27: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Carbonsdurederivaten 17 und 69 (Schl32269) und den Methylestern
78 (Schl32267) und 79 (Schl32272).
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Die Idee der erhtéhten Bioverfligharkeit und der daraus resultierenden gesteigerten
antischistosomalen Aktivitit konnte bei der anschlielenden in vitro-Testung nicht bestatigt
werden. Beide Verbindungen, unabhéngig von der Kettenldnge des Linkers, lieferten bei der
initial getesteten Konzentration von 100 uM vergleichbare Ergebnisse wie die der
Carbonséurederivate 17 und 69 (vgl. Abbildung 27). Es konnte keine bessere Inhibition der
Eiproduktion, negative Effekte auf die Paarungsstabilitat und Vitalitat der Schistosomen oder
neue Phanotypen wie Blasenbildung des Teguments beobachtet werden. Zunéchst wurde
vermutet, dass die Schistosomen keine adéquate Esterase zur Spaltung des Methylester
verfiigen, sodass die Carbonséure nicht freigesetzt werden konnte. Aufgrund schlechter
Loslichkeit der beiden Methylester 78 und 79 im Medium wurden teils massive
Substanzablagerungen am Schalenboden beobachtet (vgl. Abbildung 28). Dadurch lasst sich

maoglicherweise das Ausbleiben der Aktivitatssteigerung erkléren.

Abbildung 28: Beobachtete Substanzablagerungen (Pfeil) bei der invitro Testung; links:
Verbindung 78 (Schl32267), rechts: Verbindung 79 (Schl32272).

Beide Methylester (78 und 79) wurden anschliefend trotz der wenig zufriedenstellenden
Testergebnisse auf ihre Zytotoxizitéat getestet. Hierbei konnten fur beide Verbindungen weder
in der HepG2-Zellinie noch in der LS174T-Zelllinie bei hohen Konzentrationen (100 uM)

toxische Effekte nachgewiesen werden.
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69:n=3 82:n=3

Schema 7: Darstellung der Carbonsaureamide 81 (Schl32266) und 82 (Sch132271).[2%]
() DCM, HNEt,, EDC-HCI, HOBt, NEt3, 30 h, -5 °C — RT

Da die Veresterung der Carbonsdure nicht die gewdinschte Aktivitatssteigerung mit sich
brachte, wurde die Carbonséurefunktion im n&chsten Schritt in ein Carbonsdureamid
uberfuhrt. Die Synthese der Carbonséureamide erfolgte ausgehend von der entsprechenden
Carbonsdure 17 oder 69 durch Reaktion mit Diethylamin unter der Verwendung von
Kupplungsreagenzien (EDC-HCI, HOBt) und Triethylamin als Base (vgl. Schema 7). Diese

milde Methode lieferte die entsprechenden Amide 81 und 82 in guten Ausbeuten.?*’!

500 pm

Abbildung 29: Mit Verbindungen 81 (Schl32266) behandelte Schistosomen. Dunkle Ovare
(mit Anisocytose) sind mit einem Pfeil markiert.

Verbindung 81 zeigte invitro sehr gute Ergebnisse. Sowohl bei einer Konzentration von
100 uM als auch bei einer Konzentration von 50 M wurde die Eiproduktion nahezu komplett

inhibiert und es kam zur Entpaarung aller 10 Schistosomen-Parchen. Die Schistosomen
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zeigten eine stark verringerte Vitalitat und Motilitat, sowie eine stagnierende Darmperistaltik.
Desweiteren wurden bei den Schistosomen-Weibchen morphologische Verédnderungen des
Ovars beobachtet. Es kam neben einer Dunkelfarbung zur Anisocytose des Ovars, wobei die
Zellgrenzen unscharf und teils sehr groBe Zellen oder Zellhaufen erkennbar waren (vgl.
Abbildung 29). Ab einer Konzentration von 25 uM wurde jedoch, ebenso wie bei den
anderen getesteten Verbindungen, nur noch ein negativer Einfluss auf die Eiproduktion
beobachtet. Dieser war schwécher ausgepragt als bei den vorher getesteten Konzentrationen
(vgl. Abbildung 30). Somit ist auch Verbindung 81 ab einer Konzentration von 25 uM

inaktiv.
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i Schl32266 (81) [10 uM]

Abbildung 30: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit dem Carbonsdureamid 81 (Schl32266).

Mit Verbindung 82 zeigte erstmals eine Verbindung in vitro bei einer Konzentration von
100 puM einen letalen Effekt auf die Schistosomen, welcher bereits nach 24 Stunden eintrat.
Wie bei Verbindung 81 kam es neben der Entpaarung aller Schistosomen-Pérchen zur

kompletten Inhibition der Eiproduktion. Desweiteren wurden teils massive Tegumentblasen,
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Ablosung des Teguments, der Verlust von inneren Strukturen sowie massive Dilatationen des
Osophagus und des Darms beobachtet (vgl. Abbildung 31). Die beobachteten Phanotypen
sind, mit Ausnahme der Tegumentblasen und der Abldsung des Teguments, bei diesem
Derivat zum ersten Mal beobachtet wurden. Analog zu den Beobachtungen bei
Verbindung 66 wurde vermutet, dass Verbindung 82 Einfluss auf verschiedene Zielstrukturen
haben konnte. Bei einer Konzentration von 50 uM wurden die gleichen Effekte beobachtet,
jedoch war diese Konzentration nicht mehr letal fur die Schistosomen. Die Vitalitdt und
Motilitat war jedoch stark erniedrigt.

Abbildung 31: Mikroskopische Aufnahme von Schistosomen bei der in vitro-Testung von
Verbindung 82 (Schl32271). A: Tegumentablésung (roter Pfeil) und Strukturverlust/
Anisocytose (orange Pfeile); B: Osophagus-Dilatation; C: Darmdilatation; D: Tegumentblase

am Schwanzende.

AnschlieBend wurde die Konzentration weiter reduziert. Bei einer Konzentration von 25 uM
wurde die Eiproduktion bei hohen Deformationsraten um 74% reduziert (vgl. Abbildung 32).
Die Schistosomen waren mit Ausnahme eines Pérchens alle gepaart, jedoch war keines der
Parchen am Schalenboden festgesaugt, was auf eine reduzierte Vitalitdt schlieBen lief3.

Weitere Phanotypen konnten jedoch nicht beobachtet werden. Wurde die Konzentration von
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Verbindung 82 auf 10 uM reduziert, konnte keine antischistosomale Aktivitat festgestellt

werden.
Absolute Eizahlen pro 24 h Prozentsatz deformierter
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Abbildung 32: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit Verbindung 82 (Schl32271) in Abhangigkeit der Konzentration.

Da beide Verbindungen eine sehr gute antischistosomale Aktivitdt zeigten, wurde
anschlieBend ihre Zytotoxizitat bestimmt. Die Messung in der HepG2-Zelllinie zeigte, dass
beide Verbindungen bei einer Konzentration von 100 uM toxisch auf die Zellen wirken,
wobei die Toxizitdt von Verbindung 82 starker ausgepragt war als die von Verbindung 81
(vgl. Abbildung 33). Niedrigere Konzentrationen (50 uM) lieferten vergleichbare Ergebnisse.
Aufgrund dessen wurde auf eine Zytotoxizitatsbestimmung in der LS174T-Zelllinie

verzichtet.
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Abbildung 33:  Auswertung der Zytotoxizitdtsmessung [100 uM] in  HepG2 der
Verbindungen 81 (Schl32266) und 82 (Schl32271).
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A.2.4 Vierte Serie: Kombination der besten Substituenten
Nachdem alle gewinschten Derivate dargestellt und auf ihre antischistosomale Aktivitat

getestet wurden, sollten in der abschlieBenden Serie die besten Substituenten miteinander

kombiniert werden.

HO

OH

HO

HO

OH

84
HO

O
L) "
N

85 86

Abbildung 34: Strukturformeln der Derivate der Kombinationsserie.

3 des beobachteten

Aktivitatssteigerung der Hydroxy-Substituent beibehalten. Die Auswahl der L&nge des

In  Position terminalen Phenyl-Rings wurde aufgrund der

Linkers gestaltete sich weniger eindeutig. Beim Vergleich des unsubstituierten
4-Oxobutansdurederivats 17 mit dem entsprechenden 5-Oxopentansdurederivats 69 konnten
nur geringe Unterschiede in der Aktivitadt beobachtet werden, was auf keinen signifikanten
Unterschied der Kettenlange des Linkers hindeutete. Beim Vergleich der beiden
Carbonséureamid-Derivate 81 und 82 wurde jedoch festgestellt, dass die Verbindung 82,
welche die um eine Methyleneinheit langere Linker-Kette aufweist, eine sehr viel bessere
antischistosomale Aktivitat besitzt (strker ausgepragte Phanotypen, letaler Effekt bei
100 uM, stérkere Inhibition der Eiproduktion und —deformation). Deshalb wurde bei der
abschlielenden Serie entschieden, die entsprechenden Pentansdurederivate darzustellen.

Angesichts des noch nicht abschlieBend geklarten Einflusses der 5-Oxogruppe auf die
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antischistosomale Aktivitat der Derivate, wurden sowohl die Derivate mit als auch ohne

Carbonylgruppe dargestellt.

Tabelle 12: Ubersicht der Gesamtausbeuten der Verbindungen 83-86.

Bezeichnung Nummer Gesamtausbeute Stufen
Schl32356 83 27% 2
Schl32357 84 17% 3
Schl32358 85 11% 3
Schl32359 86 14% 3

Aufgrund der vorangegangenen Testergebnisse sollten des Weiteren die Derivate mit der
freien Carbonsdure und auch die entsprechenden Carbonsaureamide dargestellt werden. Die
Strukturformeln der entsprechenden Derivate der finalen Serie sind in Abbildung 34
dargestellt. Die Synthese der vier Derivate erfolgte analog zur Darstellung der
vorangegangenen Verbindungen. Die Gesamtausbeuten sind in Tabelle 12 dargestellt.

Zunéchst wurden die beiden Carbonsaurederivate 83 und 84 in vitro getestet. Dabei zeigten
beide Verbindungen einen starken Aktivitatsanstieg und wirkten bis zu einer Konzentration
von 25 pM letal auf die Schistosomen, wobei der letale Effekt bei Verbindung 83 fruher
eintrat (Verbindung 83: Tod nach 48 Stunden; Verbindung 84: Tod nach 72 Stunden). Sowohl
die Eiproduktion und -morphologie als auch die Paarungsstabilitit wurden massiv
beeintrachtigt. Beide Verbindungen Ilosten (partielle) Dilatationen des Darms sowie
Blasenbildung und teilweise Ablésung des Teguments aus. Dabei konnten Tegumentfetzen im
Medium beobachtet werden. Desweiteren kam es zum Verlust von inneren Strukturen, bei
Weibchen zur Anisocytose des Ovars und zum ddematdsen Aufquellen der Schistosomen,

wovon Ménnchen starker betroffen waren als Weibchen (vgl. Abbildung 35).
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Abbildung 35: Mikroskopische Aufnahme von Schistosomen bei der in vitro-Testung von
Verbindung 83 (Schl32356) und 84 (Schl32357). A: Tegumentablésung, Tegumentfetzen im
Medium (schwarzer Kasten); B: Verlust innerer Strukturen; C: aufgequollenes Méannchen mit

Tegumentablésung; D: Darmdilatation (schwarzer Pfeil), Anisocytose des Ovars (roter Pfeil).

Ab einer Konzentration von 10 puM wirkten beide Verbindungen nicht mehr letal auf die
Schistosomen. Dennoch traten die oben genannten Phanotypen in vergleichbarer Starke auf.
Die Vitalitat und Motilitat der Wirmer war auf ein Minimum reduziert. Bei einer Reduktion
der Konzentration auf 5 uM konnte keine antischistosomale Aktivitat mehr nachgewiesen
werden. Die Auswertung der Eiproduktion und —deformation beider Verbindungen ist in
Abbildung 36 fur 10 uM und 5 puM dargestellt. Aufgrund der Diversitat der beobachteten
Phénotypen muss auch hier von einer Wirkung auf mehrere Zielstrukturen ausgegangen
werden. Durch die in vitro-Testung der beiden Carbonsaurederivate 83 und 84 kann zudem
postuliert werden, dass die Carbonylgruppe nicht essentiell fur die antischistosomale Aktivitat
zu sein scheint. Beide Verbindungen lieferten bei gleicher Konzentration vergleichbare

Ergebnisse und es konnte weder ein Anstieg noch ein Abfall der Aktivitat beobachtet werden.
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Abbildung 36: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 83 (Schl32356) und 84 (Schl32357) in Abhangigkeit

der Konzentration.

Im Anschluss wurden die beiden Carbonsdureamide 85 und 86 getestet. Analog zu den
Verbindungen 83 und 84 wurde eine sehr gute antischistosomale Aktivitéat festgestellt, auch
wenn beide Carbonsdureamidderivate keinen letalen Effekt zeigten. Nichtsdestotrotz kam es
bis zu einer Konzentration von 10 uM zur nahezu kompletten Reduktion der Eiproduktion bei
hohen Deformationsraten der verbliebenen Eier, Entpaarung aller Schistosomen-Parchen
sowie einer drastischen Verringerung der Vitalitat und Motilitat der Wurmer. Der Einfluss der
Substanzen auf Eiproduktion und -deformation war mit dem der Carbonséurederivate
vergleichbar. Desweiteren konnten Effekte wie Tegumentschadigungen und -ablésungen,
Dilatationen des Darms, ddemattses Aufquellen der Schistosomen sowie der Verlust von
inneren Strukturen und Anisocytose bestatigt werden (vgl. Abbildung 37). Bei einer weiteren
Verringerung der Konzentration auf 5 uM konnte, analog zu den Carbonsdurederivaten 83
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und 84, auch bei beiden Carbonsaureamiden (85 und 86) keine antischistosomale Aktivitat
mehr registriert werden. Ebenso erhértete sich die These, dass aufgrund der Diversitat der
beobachteten Phanotypen von einer Wirkung auf mehrere Zielstrukturen ausgegangen wurde
und dass die Carbonylgruppe aufgrund der vergleichbaren Ergebnisse nicht essentiell fiir die
antischistosomale Aktivitat zu sein scheint. Auch hier konnte weder ein Anstieg noch ein
Abfall der Aktivitat beobachtet werden.

Abbildung 37: Mikroskopische Aufnahme von Schistosomen bei der in vitro-Testung von
Verbindung 85 (Schl32358) und 86 (Schl32359). A: Darmdilatation (Pfeil);
B: Tegumentblasen (Pfeil); C: Verlust innerer Strukturen und beginnende Anisocytose des

Ovars (Pfeil); D: 6dematds aufgequollenes Mannchen mit Tegumentabldsung.

AbschlieRend wurden alle VVerbindungen der kombinatorischen Serie auf ihr zytotoxisches
Potential getestet. Erfreulicherweise zeigten drei der vier Verbindungen bei 100 uM keine
Zytotoxizitat gegenuber der HepG2-Zellinie. Verbindung 86 (Schl32359) war bei 100 uM
toxisch, jedoch nicht bei 50 uM. In der LS174T-Zelllinie konnte nur fur die Verbindungen 85
und 86 bei einer Konzentration von 100 uM kein zytotoxisches Potential nachgewiesen
werden. Verbindung 83 und 86 zeigten ab einer Konzentration von 50 uM keine Zytotoxizitat

mehr. Die Auswertung der Zytotoxizitdtsmessungen ist in Abbildung 38 dargestellt.
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Abbildung 38: Auswertung der Zytotoxizitdtsmessungen (oben: HepG2-Zelllinie; unten:
LS174T-Zelllinie) der Verbindungen 83-86 (Schl32356-Schl32359).

Die Derivate 83 bis 85 stellen somit invitro sehr gut wirksame antischistosomale

Verbindungen mit positivem Toxizitatsprofil dar (mit leichter Einschrdnkung wvon
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Verbindung 83). Verbindung 86 tiberzeugte ebenfalls in ihrer Aktivitat, muss aber hinsichtlich

der nicht zufriedenstellenden Toxizitatsdaten noch weiter optimiert werden.
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A.2.5 Struktur-Wirkungs-Beziehungen und Bewertung der Inhibitoren

Obwohl bisher keine genaue Information ber das beziehungsweise die Target(s) vorliegen,

konnten doch erste Struktur-Wirkungs-Beziehungen (SAR) gefunden werden.

R1 = OH, NR2R3

Abbildung 39: Ergebnisse der SAR der Biarylalkylcarbonsdure-Derivate.

Die Serie der initial getesteten Derivate zeigte, dass elektronenziehende Substituenten zu
einem Verlust der Aktivitat fuhren. Elektronenschiebende, lipophile und hydrophile Reste
wurden in allen moglichen Positionen des terminalen Phenyl-Rings eingeflhrt. Die 3-Position
des Phenyl-Rings konnte als einzige Position identifiziert werden, an der durch Substitution
eine Aktivitatssteigerung induziert werden kann. Substitution an den anderen Positionen
fiihrte zu einer Wirkminderung bis hin zur vollkommenen Inaktivitat. Die Einfiihrung von
Methyl- oder Alkoxy-Substituenten in 3-Position lieferte Verbindungen mit einer
vergleichbaren Aktivitat wie die Ausgangsverbindung 17. Es konnte gezeigt werden, dass mit
der Einfuhrung eines Hydroxy-Substituenten in Position 3 des terminalen Phenyl-Rings ein
deutlicher Anstieg der antischistosomalen Aktivitéat einhergeht ( markiert). Der Austausch
der Hydroxygruppe gegen eine Amino-Gruppe flhrte zu einem Verlust der Aktivitat.

Der Austausch des terminalen Phenyl-Rings gegen andere Aromaten wie Naphthyl oder der
bioisostere Austausch gegen Thiophen-2-yl fuhrten zu keinem Anstieg der Aktivitat, sodass
dieser bei den folgenden Derivaten beibehalten wurde ( markiert).

Der Einfluss der Carbonylgruppe konnte nicht abschlielend geklart werden (rot markiert).
Bei den bisher dargestellten Derivaten konnte kein signifikanter Unterschied der Aktivitat in
Abhéngigkeit von der Anwesenheit der Carbonylgruppe beobachtet werden. Es bedarf noch
weiterer Untersuchungen, um zu einem abschlieBenden Urteil zu kommen.

Desweiteren wurde der Einfluss der Kettenldnge des Linkers untersucht ( markiert).

Nach der Testung der unsubstituierten Derivate konnte kein Urteil Gber die optimale
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Kettenldnge des Linkers getroffen werden. Dem gegenuber zeigten sowohl bei den beiden
3-Hydroxy-Derivaten als auch bei den Carbonsédureamid-Derivaten die Pentanséure-Derivate
im Vergleich zu den um eine Methyleneinheit kiirzeren Butansiure-Derivaten einen starken
Anstieg der Aktivitat, sodass nach dem aktuellen Kenntnisstand davon ausgegangen werden
kann, dass diese Kettenlange des Linkers vorteilhafter ist.

AbschlieBend wurde der Einfluss der Derivatisierung der Carbonsaure auf die
antischistosomale Aktivitat untersucht ( markiert). Der Versuch, die Aktivitat durch
Carbonséureester zu erhohen, schlug fehl. Es kam bei den getesteten Ester-Derivaten zur
Préazipitation am Schalenboden, sodass dieser Ansatz aufgrund von vermutlich schlechter
Loslichkeit verworfen wurde. Derivatisierung der Séurefunktion zum Carbonsaureamid fiihrte
zu vergleichbaren Aktivitats-Werten und bietet einen guten Ansatzpunkt fir weitere
Optimierungsschritte.

Die Kombination der besten Strukturelemente resultierte in einem starken Anstieg der

antischistosomalen Aktivitat und dem Auftreten neuer, vielversprechender Phanotypen.

Abbildung 40: Mikroskopische Aufnahme von Schistosomen bei der in vitro-Testung von

PZQ (1).

Im Vergleich zu Praziquantel (1) waren alle dargestellten Verbindungen leicht schwécher
wirksam. Praziquantel (1) zeigt in vitro bis zu einer Konzentration von 5 UM eine sehr gute
antischistosomale Aktivitat. Neben einem paralytischen Effekt nach 24 Stunden konnte eine
nahezu vollistandige Inhibition der Eiproduktion sowie das 6dematdse Aufquellen der
Schistosomen beobachtet werden (vgl. Abbildung 40). Zundchst wurde vermutet, dass
PZQ (1) letal auf die Schistosomen wirkt. Setzt man jedoch mit PZQ-behandelte
Schistosomen nach 24 Stunden in eine Schale mit Nahrmedium, kann ein (teilweise)

reversibler Effekt der Paralyse beobachtet werden. Ab einer Konzentration von 2.5 pM
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konnten diese Effekte in vitro nicht mehr beobachtet werden. Jedoch ist zu vermuten, dass
aufgrund der unterschiedlichen beobachteten Phénotypen die Biarylalkylcarbonsédure-Derivate
einen anderen  Wirkmechanismus aufweisen. Dies wére aufgrund moglicher

Resistenz-Bildungen gegen Praziquantel (1) vorteilhaft.

Tabelle 13: Definition von Hit- und Lead-Strukturen nach TDR.?U

Testung Definition
gegen

Hit-Struktur ~ Adulte 100%ige Inhibition der Motilitat bei einer Konzentration
S. mansoni  von 5ug/mL™

Lead-Struktur Adulte Aktiv  invivo (Md&use) bei subkutaner  oder
S. mansoni  intraperitonealer Gabe einer 10%igen

DMSO-Formulierung (5x100 mg/kg Koérpergewicht) und
statistisch  signifikanter ~Reduktion der Wurmlast
(>80%: hochwirksam)

Nicht GberméaRig toxisch in Tieren bei wirksamen Dosen

Da Begriffe wie Hit- und Lead-Strukturen auf verschiedene Weise definiert werden kdnnen
und teilweise inflationdr verwendet werden, wurde zur Einstufung der Derivate auf die
Definitionen des Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases (TDR)
der World Health Organisation zurlckgegriffen, welche beide Begriffe speziell fir
Anthelminthika definiert haben (vgl. Tabelle 13).%°% Demnach ist jede Verbindung, welche
eine 100%ige Inhibition der Motilitat bei einer Konzentration von 5pg/mL™ bewirkt, als

Hit-Struktur zu bewerten.

70



Teil A — Synthese und biologische Testung von Biarylalkylcarbonsaure-Derivaten als potentielle

anthelmintische Wirkstoffe gegen S. mansoni

Kapitel A.2 — Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 14: Bewertung der vier besten Verbindungen 83-86 nach den TDR-Kriterien.

Bezeichnung # Molmasse  Geringste wirksame Konzentration Hit-Struktur
[g/ mol] Konzentration [uM] in pg/ mL™ nach TDR
Schl32356 83  290.33 10 2.90 Ja
Schl32357 84  276.35 10 2.76 Ja
Schl32358 85  345.46 10 3.45 Ja
Schl32359 86  317.44 10 3.17 Ja

Die in vitro-Ergebnisse der besten Verbindungen 83-86, welche alle die Motilitat inhibierten,

zeigen, dass die als Grenzwert gewahlte Konzentration von 5pg/ mL™ von allen vier

Derivaten unterschritten wurde (vgl. Tabelle 14). Somit sind alle vier Verbindungen nach

TDR als Hit-Struktur zu klassifizieren. Daher wirde nun die in vivo-Testung im Mausmodell

anschlieen, um zu verifizieren, ob aus den gefundenen Hit-Strukturen eine oder mehrere

Lead-Strukturen hervorgehen (Kriterien siehe Tabelle 13). Eine mdgliche in vivo-Testung

waére aufgrund der durchgefuhrten Zytotoxizitétsstudien jedoch nur fir die Verbindungen 84
und 85 zu empfehlen (Abbildung 41).

HO

S

\

84

OH

\/

O
O
w
85 K

Abbildung 41: Strukturformeln der fiir eine in vivo-Testung potentiell infrage kommenden
Derivate 84 und 85.
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A.3 Zusammenfassung und Ausblick

Vernachlassigte Tropenerkrankungen beschreiben eine Gruppe von Infektionskrankheiten,
welche weltweit mehr als 1,5 Milliarden Menschen betreffen und fur schatzungsweise
550.000 Todesfélle pro Jahr verantwortlich sind, wobei die Dunkelziffer noch deutlich héher
liegt.!Y) Ein enormer Teil dieser Erkrankungen wird durch Helminthen ausgelost. Davon stellt
die durch Schistosoma spp. ausgeldste Schistosomiasis mit einer geschatzten Pravalenz von
240 Millionen den groRten Teil dar. Mit Praziquantel (1) und Oxamniquin (13), welches nur
gegen S.mansoni wirksam ist, stehen nur zwei Wirkstoffe zur Bekdmpfung der
Schistosomiasis zur Verfugung.*® Beide Wirkstoffe werden seit Jahrzehnten teils exzessiv
eingesetzt, weshalb eine Bildung von Resistenzen vermutlich nur eine Frage der Zeit ist. Eine
verminderte Sensitivitat der Parasiten gegen die beiden Substanzen und erste Anzeichen fir
eine Resistenzentwicklung konnten bereits beobachtet werden.™! Daher ist es grob fahrlassig,
sich bei der Behandlung von Millionen von Menschen nur auf PZQ (1) beziehungsweise
Oxamniquin (13) zu verlassen. Die Entwicklung neuer antischistosomaler Wirkstoffe ist daher
dringend notwendig.

Ziel dieser Arbeit war es, basierend auf der Grundstruktur einer initial getesteten Serie, die
Substanzklasse der Biarylalkylcarbonsdaure-Derivate als antischistosomale Wirkstoffe zu
etablieren, idealerweise mit verbesserter Aktivitat und geringem zytotoxischem Potential.

In einer ersten Optimierungsserie wurde der Einfluss des Substitutionsmusters des terminalen
Phenyl-Rings untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Einfuhrung eines
Hydroxy-Substituenten in Position 3 des terminalen Phenyl-Rings einen Anstieg der Aktivitat
zur Folge hatte. Dariiber hinaus konnte das Auftreten neuer phanotypischer Effekte
beobachtet werden: Neben der vollstdndigen Inhibition der Eiproduktion konnte bei hohen
Konzentrationen (100 puM) unter anderem eine Schadigung des Teguments mit Blasenbildung
und Ablésung beobachtet werden. Durch eine Vielzahl von getesteten Substitutionsmustern
sowie dem Austausch des Phenyl-Rings durch andere aromatische Systeme konnten wichtige

Informationen fir eine erste Struktur-Wirkungs-Beziehung gewonnen werden. Das beste
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Derivat dieser Serie zeigte jedoch nur bis zu einer Konzentration von 50 uM einen Effekt auf
die Parasiten, diese waére flr einen therapeutischen Ansatz deutlich zu hoch.

In einer zweiten Optimierungsserie wurde, unter Beibehaltung des unsubstituierten
Phenyl-Rings, der Einfluss der Kettenlange des Linkers sowie die Notwendigkeit des
Vorhandenseins der Carbonylgruppe untersucht. Erste Erkenntnisse deuteten darauf hin, dass
die Verlangerung des Linkers um eine Methyleneinheit einen leichten Anstieg der Aktivitét
zu Folge hat. Der Einfluss der Carbonylgruppe konnte zu diesem Zeitpunkt aufgrund
widerspruchlicher Ergebnisse nicht abschliel3end geklart werden.

In der dritten Optimierungsserie wurde die Carbonsdure funktionalisiert. Dabei konnte gezeigt
werden, dass eine Umwandlung in das entsprechende Methylester-Derivat eine schlechtere
Loslichkeit der Derivate zur Folge hatte. Dadurch koénnen keine Rickschlisse auf eine
mogliche Aktivitatsverdnderung gezogen werden. Die entsprechenden Carbonsaureamide
zeigten eine gesteigerte antischistosomale Aktivitdt. Neben negativen Effekten auf die
Eiproduktion wurden die Vitalitat, Motilitat, Paarungsstabilitat sowie die Darmperistaltik der
Wirmer reduziert.

In der abschlielenden Serie wurden die besten Substituenten jeder Serie miteinander
kombiniert. Dabei zeigte sich, dass die Effekte der jeweiligen Substituenten additiv zu sein
scheinen. Bis zu Konzentrationen von 25uM kam es neben dem Auftreten mehrerer
phéanotypischer Effekte zu einem starken Anstieg der antischistosomalen Aktivitat mit letalen
Effekten. Die besten Derivate der Reihe zeigten bis zu einer Konzentration von 10 uM eine
deutliche antischistosomale Wirkung. Die multiplen Effekte der Verbindungen lassen darauf
schlieRen, dass eine Wirkung auf verschiedene Zielstrukturen anzunehmen ist. Diese konnten
bis dato nicht identifiziert werden. Eine Zusammenfassung der Optimierungsschritte der
Substanzklasse der Biarylalkylcarbonséure-Derivate ist in Abbildung 42 dargestellt.

Nach der Definition des Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases
(TDR) stellen die vier Derivate der Kombinationsserie Hit-Strukturen dar, da sie in der Lage
waren, eine 100%ige Inhibition der Motilitdat von adulten S. mansoni-Wirmern bei einer
Konzentration von 5pg/ mL™ hervorzurufen.® In den Zytotoxizitatsmessungen wurden sehr
gute Ergebnisse erhalten, wobei die Derivate 84 und 85 bis zu einer Konzentration von

100 uM in keiner der getesteten Zelllinien ein zytotoxisches Potential zeigten.
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Abbildung 42: Zusammenfassung der Optimierungsschritte der Substanzklasse der

Biarylalkylcarbonsdure-Derivate.

Praziquantel (1) ist in vitro bis 5 uM wirksam, die besten Derivate der Reihe 84 und 85 sind

nur um Faktor 2 schlechter. Da diese Substanzen neben einer sehr guten antischistosomalen
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Aktivitdt und einem geringem zytotoxischem Potential einen vermutlich anderen

Wirkmechanismus besitzen, empfehlen sie sich fur eine in vivo-Testung.

O
Pae HO
O )
S 0 S OH
\ \_/ B
OH OH
88 89
HO
O
S 0O R = NHz, NHR1, NR1R2
\_/
R
90

Abbildung 43: Mdgliche Derivate zur weiteren Verbesserung der antischistosomalen
Aktivitat.

Nachdem das antischistosomale Potential der Substanzklasse der
Biarylalkylcarbonséure-Derivate mit dieser Arbeit belegt werden konnte, waére eine
Vertiefung der bisher erhaltenen Erkenntnisse wiinschenswert. VVor allem eine Aufklarung des
Wirkmechanismus, idealerweise auch eine Kristallstruktur des oder der Target(s) ware
winschenswert. Da die Aufklarung des oder der molekularen Target(s) aber keineswegs
trivial ist und noch Jahre dauern kann, gilt weiterhin der Grundsatz ,,Nur ein toter Wurm ist
ein guter Wurm®. Ausgehend von den bisher gewonnenen Erkenntnissen wére die Darstellung
weiterer Carbonsdureamide interessant, um zu Uberprufen, welchen Einfluss das
Substitutionsmuster am Amid-Stickstoff auf die antischistosomale Aktivitdt austbt.
AuBerdem ware eine Untersuchung des Einflusses einer Acetylierung der Hydroxy-Gruppe
des Phenyl-Rings auf die antischistosomale Aktivitat interessant. Eine Substitution der
Carbonsédurefunktion durch andere S&urederivate, wie zum Beispiel durch die Einfuhrung

einer terminalen Sulfon-, Phosphon- oder Boronsdure, wdére ein weiterer interessanter
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Ansatzpunkt zur Verbesserung der antischistosomalen Aktivitat (vgl. Abbildung 43). Die
Verbindungsklasse der Biarylalkylcarbonsaure-Derivate kann also noch umfassend
modifiziert werden, um potentielle Wirkstoff-Kandidaten fir die Bekampfung der

Schistosomiasis bereit zu stellen.
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B.1 Vorarbeiten und Zielsetzung

Im Rahmen des Genomprojekts von S. mansoni wurden zwei Aldose-Reduktase-Orthologe
identifiziert: Smp_150700 und Smp_053220.12222%1 Auch wenn ihre Rolle im Bezug auf den
Wirkmechanismus  antischistosomaler  Inhibitoren, wie zum Beispiel den der
Biarylalkylcarbonséure-Derivate, nicht belegt ist, ist die Familie der Aldo-Keto-Reduktasen
Gegenstand aktueller Arbeiten.!”*?®! Dieser Familie NADPH-abhangiger Oxidoreduktasen
gehoren neben der Aldose-Reduktase unter anderem die Aldehyddehydrogenase, die
Prostaglandin-F-Synthase und die Xylose-Reduktase an.”®*! Im Arbeitskreis Grevelding
wurden bekannte Inhibitoren dieser Enzymgruppe auf ihr antischistosomales Potential
getestet, unter anderem die humanen Aldehyddehydrogenase-Inhibitoren Disulfiram (91) und
Coprin (92) (Abbildung 44).7%!

% s <9 3
ANAhg SN o NWOH
§ S H NH,

91 92
Abbildung 44: Strukturformeln von Disulfiram (91) und Coprin (92).

Dabei zeigte vor allem Disulfiram (91) in vitro eine gute antischistosomale Aktivitat bei einer
Konzentration von 100 uM. Neben der Entpaarung aller Schistosomen-Parchen kam es zur
nahezu vollstdndigen Inhibition der  Eiproduktion, einschliellich sehr  hoher
Deformationsraten der produzierten Eier. Desweiteren waren die Vitalitat und Motilitat stark
erniedrigt. Wie in Abbildung 45 zu sehen ist, wurde durch die Behandlung mit
Disulfiram (91) das Tegument stark angegriffen. Dabei kam es zur Bildung von
Tegumentblasen sowie der groRflachigen Abldsung des Teguments. Bei einer Konzentration
von 50 uM konnten vergleichbare Ergebnisse beobachtet werden. Eine weitere Reduktion der
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Konzentration auf 25 uM hatte eine geringere antischistosomalen Aktivitat zur Folge. Die

Tegumentschaden traten nicht mehr auf. Die anderen Parameter waren wesentlich weniger
inhibiert.

Abbildung 45: Mit Disulfiram (91) behandelte Schistosomen. Tegumentblasen und -ablésung
sind mit einem Pfeil markiert.

Disulfiram (91), auch bekannt als Tetraethylthiuramdisulfid (TETD), wurde bereits 1951
zugelassen und lange Zeit als Arzneistoff zur Therapie
der Alkoholabhangigkeit eingesetzt.[>!

Alkohol- Aldehyd-
OH dehydrogenase O dehydrogenase

O
p - - g,

93 94 | 95

Disulfiram
Schema 8: Metabolisierung von Ethanol (93) tber Acetaldehyd (94) zu Essigsdure (95) und
Angriffspunkt von Disulfiram (91).1%
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Ethanol (93) wird normalerweise in der Leber Uber die Zwischenstufe Acetaldehyd (94) zu
Essigsaure (95) metabolisiert (Schema 8). Durch Inhibition der Aldehyddehydrogenase durch
Disulfiram (91) kann der intermedidr entstehende Acetaldehyd (94) nicht mehr abgebaut
werden und akkumuliert. Daraus resultiert das sogenannte Acetaldehydsyndrom, eine starke
Unvertraglichkeitsreaktion, die bereits bei der Aufnahme geringer Mengen an Alkohol zu
Tage tritt. Symptome sind Hautrotungen, Kaltegefihl in den Extremititen, Ubelkeit,

Kopfschmerzen, Herzrasen und Blutdruckabfall.[?>®!

S N S

Reduktion
L S .
91 96
O S Thiolmethyl-
/\[ﬁj\ S 7 | < /\[\ﬁJ\ s~ transferase
98 97
J Oxidation durch CYP J Oxidation durch CYP
O S
(O (O
100 99
I Oxidation durch CYP J Oxidation durch CYP
@) S
/
o J o
102 101

Schema 9: Metabolische Aktivierung von Disulfiram (91). Aktive Metaboliten sind griin

umrandet.?%
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Disulfiram (91) ist ein Prodrug und muss in vivo in seine wirksamen Metaboliten
umgewandelt werden (Schema9). Dabei wird zundchst durch reduktive Spaltung der
Disulfidbindung das freie Dithiocarbamat 96 gebildet, welches durch die hepatische
Thiolmethyltransferase  zum methylierten  Dithiocarbamat 97 umgewandelt wird.
AnschlieBend gibt es zwei modgliche Metabolisierungswege: (i) schrittweise Oxidation des
methylierten Dithiocarbamats 97 durch CYP-Enzyme zum Dithiocarbamat-S-Oxid 99 und
Dithiocarbamat-S,S-Dioxid 101 oder (ii) Schwefel-Sauerstoff-Austausch zum Thiocarbamat
98 und anschlieBender schrittweiser Oxidation zum Thiocarbamat-S-Oxid 100 und
Thiocarbamat-S,S-Dioxid 102. Die Verbindungen 97-101 sind die in vivo wirksamen
Metaboliten und inhibieren die Aldehyddehydrogenase durch (Thio)Carbamoylierung des
katalytischen Cysteins 302 irreversibel. Metabolit 102 ist sowohl in vivo als auch in vitro
unwirksam, der Grund dafiir ist nicht geklart.?>5%"]

Aufgrund der Nebenwirkungen, vor allem aber der ausgepragten Hepatotoxizitdt von
Disulfiram (91) ist der Einsatz als antischistosomaler Wirkstoff nicht zu empfehlen. Neben
der in Schema 9 dargestellten Umwandlung des Disulfirams (91) in seine aktiven Metaboliten
97-101 sind  weitere  Metabolisierungswege  mdglich,  welche  stark  vom
Metabolisierungsverhalten des Patienten abhangig sind. So kann es bei sogenannten
slow metabolizern zur Bildung der toxischen Abbauprodukte Methanthiol (103) sowie
Formaldehyd (104) kommen (linke Seite Schema 10). Fast metabolizer hingegen sind in der
Lage, das freie Dithiocarbamat 96 zu Diethylamin (105) und dem stark toxischen
Kohlenstoffdisulfid (106) zu spalten. Kohlenstoffdisulfid (106) ist in der Lage mit
Aminosauren  zu  reagieren.™  Die  gebildeten  Produkte  zyklisieren  zum
2-Thioxothiazolidin-5-on (108), denen ein zytotoxisches Potential nachgesagt wird.[®
Kohlenstoffdisulfid ist ebenfalls ein potenter Inhibitor von CYP-Enzymen.®® Alternativ sind
auch Reaktionen mit Glutathion und die anschlieRenden Bildung der Metaboliten 110 und 111

moglich, deren toxisches Potential in vitro nachgewiesen wurde (linke Seite Schema 10).12%%!
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Schema 10: Abbauprodukte des Disulfirams (91). Nachgewiesen oder mutmallich toxische

Metaboliten sind rot umrandet.[?%®!
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Da eine Vielzahl von Interaktionen mit anderen Enzymen bekannt ist, ist es unklar, ob die
antischistosomale Aktivitdt von Disulfiram (91) auf der Inhibition einer schistosomalen
Aldehyddehydrogenase beruht. Aufgrund der chelatisierenden Eigenschaften des
Dithiocarbamats ist vor allem das freie Dithiocarbamat 96 in der Lage, ubiquitéar
vorkommenden Metalloproteine durch Bindung zweiwertige Metallionen (z. B. Cu®*-, Fe?*-
oder Zn?*-lonen) zu inhibieren.’?*%Y Es konnte nachgewiesen werden, dass die Metaboliten
von Disulfiram (91) potente Inhibitoren der humanen Dopamin-f-Hydroxylase (DBH)
darstellen. Die Kupfer-haltige Oxygenase wandelt Dopamin (112) in Noradrenalin (113) um
(Schema 11). Der Einsatz von Disulfiram (91) zur Behandlung der Kokainabhdngigkeit
wurde intensiv diskutiert, da es durch Inhibition der DBH den Abbau von Dopamin (112),
dessen Konzentration durch die Hemmung der Wiederaufnahme durch Kokain erhoht ist,
verhindert. Der resultierende Konzentrationsanstieg von Dopamin (112) flhrt neben den
Rauscheffekten zu einer erhohten Angstlichkeit, Blutdruckanstieg und nervoser
Unruhe.221 Aufgrund der Hepatotoxizitat wurde dieser Ansatz vermutlich nicht weiter
verfolgt. Eine Wirkung von Disulfiram (91) auf andere Enzyme wird vermutet und kann zum

Teil, wie z. B. die Inhibition der Tryptophan-Hydrolase, in vitro nachgewiesen werden.?®°]

Disulfiram

1 o
HOQ/\ Dopamin-B-Hydroxylase HO
HO NH, HO NH,

112 113

02 H-0O
Ascorbinsaure Dehydroascorbinséure

Schema 11: Umwandlung von Dopamin (112) zu Noradrenalin (113) durch die

Doparmin-4-Hydroxylase.**> %)

Auch das antiparasitdre Potential von Disulfiram (91) war und ist Gegenstand intensiver

Arbeiten. Invitro-Testungen belegten beispielsweise eine Wirkung gegen Trichomonas
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vaginalis, Tritrichomonas foetus und Giardia lamblia. Neben der Inhibition diverser
Aldehyddehydrogenasen konnten jedoch auch hier Interaktionen mit anderen Enzymen
nachgewiesen werden. Beispiele sind die Carbamat-Kinase von Giardia lamblia oder diverse
Zink-haltige Metalloproteine von Trichomonas vaginalis.®® 2 Disulfiram (91) wurde
desweiteren bereits im Mausmodell auf seine antischistosomale Aktivitdt gegen S. mansoni
getestet.”®® Dabei wurden neben der Produktion deformierter Eier auch erniedrigte
Noradrenalin-Spiegel beobachtet, jedoch kein Einfluss auf die Paarungsstabilitdt oder das
Auftreten von Tegumentschaden. Der genaue Wirkmechanismus konnte nicht aufgekléart
werden. Es wurde vermutet, dass neben der Inhibition der schistosomalen Phenol-Oxidase,
einem weiteren Kupfer-haltigem Enzym, wiederum die Aldehyddehydrogenase und die DBH

involviert sind.[68!

S
AN~ s
H EtOH K
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CS2 )J\
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Schema 12: Syntheserouten der dargestellten Disulfiram-Metaboliten 96, 97 und 101.[2%%-2"]

Aufgrund des unklaren antischistosomalen Wirkmechanismus sowie der hohen
Interaktionsrate von Disulfiram (91) mit anderen Enzymen wurden zunéchst die invivo
aktiven Disulfiram-Metaboliten 96, 97 und 101 dargestellt (Schema 12) und anschlielRend auf
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ihre antischistosomale Aktivitat untersucht. Wahrend die beiden Metaboliten 96 und 101 bei
einer Konzentration von 100 uM eine vergleichbare antischistosomale Aktivitdt wie
Disulfiram (91) zeigten, war Metabolit 97 inaktiv. Bei niedrigeren getesteten Konzentrationen
war keiner der dargestellten Metaboliten aktiv. Das deutet darauf hin, dass der
Wirkmechanismus nicht auf der Inhibition einer mdglichen  schistosomalen
Aldehyddehydrogenase beruht. Analog zur Wirkung dieser Metaboliten im Menschen hétten
diese Substanzen bei einer Inhibition der schistosomalen Aldehyddehydrogenase ebenfalls
eine Wirkung zeigen missen. lhre Aktivitdt musste sogar hoher sein, da aufgrund des
Wegfalls der Metabolisierung die Inhibition sofort eintreten konnte. Der Wirkmechanismus
der antischistosomalen Aktivitat von Disulfiram (91) ist bisher nicht geklart.

Basierend auf den Ergebnissen der initialen Testung sollte eine strukturierte synthetische
Modifikation des Disulfirams (91) durchgefuhrt werden. Weder Disulfiram (91) noch die
beiden in vitro wirksamen Metaboliten 96 und 101 bieten sinnvolle Ansatzpunkte fur eine
rationale Strukturoptimierung. Daher wurde beschlossen, den Metaboliten 97 als
Grundstruktur fir weitere Synthesen zu nutzen. Zu diesem Zweck wurde die Grundstruktur in

drei Bereiche unterteilt, die im Folgenden variiert werden sollten (vgl. Abbildung 46).

97
Abbildung 46: Unterteilung der Grundstruktur 97 in drei Bereiche zur synthetischen
Modifikation: (gelb: Derivatisierung des Schwefelsubstituenten, griin: Einfluss der
Dithiocarbamat-Grundstruktur, orange: Austausch der Substituenten am Stickstoff).

Initial sollte der Einfluss des Substituenten am Schwefel untersucht werden. Zunéchst sollten
Substituenten mit moglichst verschiedenen Eigenschaften eingefiihrt werden. Hierflr wurde
sich als Substitutionsmuster fir Benzyl-, Alkyl- sowie Alkylcarbonsdure(derivate)
entschieden. Nach den ersten Erkenntnissen sollten die besten dieser neu eingefiihrten Reste

in nachfolgenden Derivatisierungsserien weiter optimiert werden.
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Analoge Optimierungsversuche wurden fur das beste Substitutionsmuster des Stickstoffs
durchgefuhrt. Neben der Verlangerung und Verkirzung der aliphatischen Kette sollte dabei
ein Austausch der N,N-Diethylstruktur gegen einen Piperidin-Ring durchgefuhrt werden.
Nach den ersten Erkenntnissen sollten auch hier die besten dieser neu eingefuhrten Reste in
nachfolgenden Derivatisierungsserien weiter optimiert werden. Desweiteren wurde geplant,
den Einfluss der Dithiocarbamat-Struktur durch schrittweise oder vollstandige Substitution
der Heteroatome zu untersuchen.

Nach einer Untersuchung des Einflusses der Modifikationen auf die antischistosomale
Aktivitdt der Verbindungen durch eine invitro-Testung an S. mansoni, sowie einer
Untersuchung ihres zytotoxischen Potentials, war es das Ziel, sinnvolle und praparativ
zugéngliche Verbindungen mit kombiniertem Substitutionsmuster darzustellen.

Ziel dieser weiteren Optimierungen war es wiederum, Verbindungen mit verbesserter
Aktivitat darzustellen und weitere Struktur-Wirkungs-Beziehungen in Hinblick auf eine
antischistosomale Aktivitat sowie die Zytotoxizitat gegen ausgewéhlte Zelllinien abzuleiten.
An dieser Stelle gilt es anzumerken, dass es sich bei den durchgefiihrten in vitro-Testungen
um eine phanotypische Testung handelt. Der Austausch der Strukturelemente erfolgte
ausgehend von bekannten Strategien zur Modifikation potentieller Wirkstoffe. Beobachtete
Struktur-Wirkungs-Beziehungen beschreiben im vorliegenden Fall die Abhéangigkeit der
antischistosomalen Aktivitat von den durchgefilhrten strukturellen Anderungen. Es ist zu
beachten, dass bisher kein(e) Target(s) bekannt sind und eine Uberlagerung verschiedener
Effekte maoglich ist.
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B.2 Ergebnisse und Diskussion

B.2.1 Variation des Substituenten am Schwefel des Dithiocarbamats

B.2.1.1 Initiale Derivate

In einer ersten Optimierungsserie wurde zundchst der Substituent am Schwefel des
Dithiocarbamats variiert. Die Derivate sollten dabei in einer One-Pot-Reaktion nach einer
modifizierten  Vorschrift von Saidietal. dargestellt werden.””® Dabei wurde
Diethylamin (105) mit Kohlenstoffdisulfid (106) zum entsprechenden Dithiocarbamat (118)
umgesetzt. Dieses reagierte anschlieBend in einer bimolekularen nukleophilen Substitution
mit den entsprechenden Alkylhalogeniden, wodurch die gewunschten
Dithiocarbamat-Derivate (119) dargestellt wurden. Die Syntheseroute ist in Schema 13

dargestellt.

S

PR I )SJ\ R
S

AN+ S=C=S L NS L
H - N
105 106 118 119
Schema 13: Syntheseroute zur Darstellung der Dithiocarbamat-Derivate (modifiziert).?™®
0] Acetonitril bzw. THF, Base, 15 min, 0 °C — RT
(1) Alkylhalogenid, 2-8 h, RT

Aufgrund der Unkenntnis tolerierter Substituenten wurden zunéchst Derivate dargestellt,
deren Substituenten ein breites Spektrum Eigenschaften abdeckten (vgl. Tabelle 15). Die
N,N-Diethyldithiocarbamat-Grundstruktur wurde dabei beibehalten, um den Effekt der

Derivatisierungen bewerten zu kénnen.

91



Teil B — Synthese und biologische Testung von Dithiocarbamat-Derivaten als potentielle
anthelmintische Wirkstoffe gegen S. mansoni

Kapitel B.2 — Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 15: Strukturformeln der initialen N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate 120-124.

S
/\l\ﬁJ\SAR
# R Ausbeute [%]
O
Schi32003 (120) \)I\O - 55
A0
Schl32006 (121) (I) 81
Schl32007 (122) &© 87
O
Schl32017 (123) \(lN H 86
2

O
Schi32025 (124) ‘(\gj 91

In den invitro-Testungen wurde beobachtet, dass die Derivate mit einem hydrophilen
Substituenten (120, 121 und 123) unwirksam gegen S. mansoni waren. Es ist jedoch unklar,
ob sich die Verbindungen aufgrund ihrer hohen Polaritat nicht ausreichend in den Wiirmern
anreichern konnten.

Nur die beiden Derivate 122 und 124 mit lipophiler Seitenkette zeigten bei der initial
getesteten Konzentration von 100 uM eine antischistosomale Aktivitat. Diese war bei
Verbindung 122 starker ausgepréagt als bei Verbindung 124. Beide Verbindungen zeigten
einen inhibitorischen Effekt auf die Eiproduktion, jedoch in unterschiedlichem Ausmal} und
mit variierenden Deformationsraten (vgl. Abbildung 47). Das Acetalderivat 124 zeigte
keinen Einfluss auf die Vitalitdit und Paarungsstabilitdit der Schistosomen. Das
benzylsubstituierte  Derivat 122  bewirkte invitro eine  Entpaarung  aller

10 Schistosomenpérchen mit stark reduzierter Vitalitdt. Desweiteren wurden eine
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verlangsamte Darmperistaltik mit beginnenden Darmdilatationen, eine Akkumulation der Eier

im Uterus und tumorahnliche Ausstllpungen beobachtet (Abbildung 48).

Absolute Eizahlen pro 24 h Prozentsatz deformierter Eier
773 pro 24 h
800
623 93 94
100
600 69
80 55
400 281 60 46
200 170 154 124 171 40
20 3 2 2
0 0
24h 48h 72h 24h 48h 72h
# DMSO H DMSO
H Schi32007 (122) [100 pM] H Schi32007 (122) [100 pM]
i Schi32025 (124) [100 pM] i Schi32025 (124) [100 pM]

Abbildung 47: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 122 (Schl32007) und 124 (Schi32025).

Anhand der Ergebnisse der initial dargestellten Verbindungen wurde abgeleitet, dass die
Einfihrung hydrophiler Substituenten am Schwefel einen Verlust der antischistosomalen
Aktivitat zur Folge hat. Lipophile Substituenten am Schwefel hingegen flihrten zu einer guten
Aktivitdt bei 100 uM mit vielversprechenden Phanotypen. Daher wurden die beiden

Verbindungen 122 und 124 als Grundstrukturen fiir weitere Synthesen verwendet.
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/ .

Abbildung 48: Mikroskopische Aufnahme von Schistosomen bei der in vitro-Testung von
Verbindung 122 (Schl32007). A:tumorahnliche Ausstulpungen; B: Eiakkumulation im
Uterus; C: beginnende Darmdilatation; D: Eiakkumulation im Uterus.

B.2.1.2 Optimierung des 2-Ethyl-1,3-dioxan-Substituenten

Da in der Aktivitdt des Acetalderivats 124 noch Entwicklungspotential vermutet wurde,
wurde zundchst das entsprechende Dioxolan-Derivat 125 dargestellt. Die Synthese erfolgte
analog zu der von Verbindung 124. Im Anschluss daran wurden beide Acetal-Derivate 124
und 125 mit 1,2-Ethandithiol unter lod-Katalyse zu den entsprechenden Dithioacetal-Analoga
126 und 127 funktionalisiert. Tabelle 16 zeigt die Strukturformeln der dargestellten
Verbindungen.

Das Dioxolan-Derivat 125 wies in der anschlielenden invitro-Testung keine
antischistosomale Aktivitdt auf. Fir das Dithioacetal-Analogon 126 konnte bei einer
Konzentration von 100 uM eine vergleichbare Aktivitdt zu der des Acetal-Derivats 124
nachgewiesen werden. Bei vergleichbarer Reduktion der Eiproduktion zeigte Verbindung 126
keinen Einfluss auf die Vitalitdt und Paarungsstabilitdat der Schistosomen. Das Funfring-

Analogon 127 inhibierte die Eiproduktion nahezu vollstandig und fuhrte zu einer Entpaarung
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aller Wurmpaare. Die Motilitat und Vitalitat der behandelten Schistosomen war nur noch sehr

gering. Die Aktivitét dieser Verbindung war also hoher als die Aktivitat der zuvor getesteten.

Tabelle 16: Strukturformeln der N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate 125-127.
S

.

# R # R

O S
Schi32116 (125) ‘(\gj Schl32138 (127) ‘(\(SJ
S
Schl32132 (126) ‘(\gJ

Vor einer erneuten Testung der Substanzen bei niedrigeren Konzentrationen wurde das
Dioxolan-Derivat 127 gegeniiber der HepG2-Zelllinie auf sein zytotoxisches Potential
untersucht. Dabei wurde bereits bei einer Konzentration von 25 uM eine starke Zytotoxizitat
beobachtet. Aufgrund dessen wurde die Optimierung der Acetalderivate an dieser Stelle nicht

weiter verfolgt.

B.2.1.3 Variation der aliphatischen Kette des Benzyl-Substituenten

Vor einer Funktionalisierung des Benzylsubstituenten aus Verbindung 122 (Abbildung 49)
wurde die Verbindung auch in niedrigeren Konzentrationen im Assay untersucht. Bei einer
Konzentration von 25 puM konnte eine leicht verringerte antischistosomale Aktivitat
nachgewiesen werden. So war die Eiproduktion weiterhin signifikant reduziert, aber in einem
geringeren MaRe und mit niedrigeren Deformationsraten. Ebenso waren die
Paarungsstabilitat, Vitalitit und Motilitdt der Schistosomen geringfligiger reduziert.
Phéanotypen wie tumordhnliche Ausstiilpungen oder Eiakkumulation im Uterus konnten nicht
beobachtet werden. Ab einer Konzentration von 10 uM war das Benzylderivat 122 in vitro
unwirksam (vgl. Abbildung 50). Verbindung 122 zeigte sich gegenuiber der HepG2-Zelllinie

zytotoxisch ab einer Konzentration von 50 pM.
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S
ﬁNJLs

~

122

Abbildung 49: Strukturformel des wirksamsten Derivats 122 der initialen Serie.

Eine Modifikation des Benzylrests, um einerseits eine hoher antischistosomale Aktivitat zu
erreichen, andererseits die zytotoxische Wirkung zu verringern, erschien sinnvoll. Zunachst

wurde der Fokus jedoch auf den Einfluss der Kettenldnge des Linkers gelegt.

Absolute Eizahlen pro 24 h

800 73
623
563
600 510
400 281 265 515
170 192
200 147
0
24h 48h 72h
& DMSO H Schl32007 (122) [100 uM]
1 5chl32007 (122) [25 pM] H Schi32007 (122) [10 uM]
Prozentsatz deformierter Eier pro 24 h
93 94
100
80
60
40
20
0
24h 48h 72h
H DMSO H Schi32007 (122) [100 pM]
i Schl32007 (122) [25 uM] H Schi32007 (122) [10 pM]

Abbildung 50: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit Verbindung 122 (Schl32007) in Abhé&ngigkeit der Konzentration.

Neben einer schrittweisen Verldangerung der Kette auf bis zu finf Methyleneinheiten wurde
die Eliminierung dieser untersucht. Desweiteren sollte die Notwendigkeit der Flexibilitat der
Kette auf die Aktivitat durch Einfiihrung einer Doppelbindung validiert werden. Die Derivate
konnten in sehr guten Ausbeuten dargestellt werden. Einzig das Styryl-Derivat 129 wurde in
einer schlechten Ausbeute von 20% dargestellt. Grund hierfiir war sehr wahrscheinlich das

eingesetzte p-Bromstyrol, welches vermutlich instabil ist und durch Eliminierung von
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Bromwasserstoff zu Ethinylbenzen zerfiel. Die Strukturformeln der entsprechenden

Verbindungen sind in Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 17: Strukturformeln und Ausbeuten der N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate 128-133
mit veranderter Kettenlédnge des Linkers.
S

\

Ausbeute [%]

Schl32096 (128) 85

Schl32097 (129) 20

Schl32098 (130) 94

A
A
0
e
A

Schl32102 (132) 95

Schl32130 (133) 89

Das Phenethyl-Derivat 128 und das Phenylpropyl-Derivat 130 zeigten invitro bei einer
Konzentration von 100 uM eine dem Benzylderivat 122 vergleichbare antischistosomale
Aktivitat. Jedoch konnten keine weiteren Phénotypen wie Eiakkumulation im Uterus,
Darmdilatationen oder tumorahnliche Ausstllpungen nachgewiesen werden. Gleiches gilt fur
Verbindung 133, bei der der Linker eliminiert wurde. Einzig der inhibitorische Effekt auf die
Eiproduktion war nach 24 Stunden starker ausgepragt. Mit einer weiteren Verlangerung der

aliphatischen Kette (Verbindungen 131 und 132) ging eine Reduktion der antischistosomalen
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Aktivitdt einher. Neben einem Anstieg der Eiproduktion bei vergleichbaren
Deformationsraten konnte kein Einfluss auf die Paarungsstabilitat, Vitalitdt und Motilitat
beobachtet werden (vgl. Abbildung 51). Das Styryl-Derivat 129, bei dem die Flexibilitat der
Kette durch die Einfuhrung einer Doppelbindung eliminiert wurde, zeigte invitro keine
antischistosomale Aktivitat.

Absolute Eizahlen pro 24 h

1000
773
750 623
500 358
281
231 230 247
250 170 185 173 “>~ 213 221
5 0 0 1 3
0
24h 48h 72h
® DMSO  Schl32007 (122) [100 uM] i Schl32096 (128) [100 uM]
 Schl32098 (130) [100 uM] B Schl32099 (131) [100 uM] i Schl32102 (132) [100 uM]
i Schi32130 (133) [100 pM]
Prozentsatz deformierter Eier pro 24 h
97 100 100 100 100
100 93 7/ 94 -

80
60
40
20
0
24h 48h 72h
E DMSO H Schi32007 (122) [100 uM] i Sch132096 (128) [100 uM]
B Schi32098 (130) [100 uM] B Schl32099 (131) [100 uM] i Sch132102 (122) [100 uM]

i Schl32130 (133) [100 pM]

Abbildung 51: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 122 (Schl32007), 128 (Schl32096), 130 (Schl32098),
131 (Schl32099), 132 (Schl32102) und 133 (Schi32130).

Aus dieser Serie konnten drei wichtige Erkenntnisse gewonnen werden: (i) Ab einer
Kettenldnge von vier Methyleneinheiten nimmt die antischistosomale Aktivitét signifikant ab,

(if) die Einfihrung rigider Linker fiihrt zu einem kompletten Wirkverlust und (iii) die
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Verbindungen haben mdglicherweise einen verzogerten Wirkeintritt. Die letzte Vermutung
lasst sich damit begrinden, dass die Eiproduktion mit Ausnahme von Verbindung 133
innerhalb der ersten 24 Stunden zuné&chst nur geringfugig reduziert wurde (um etwa 30%).
Die Reduktion der Eiproduktion nahm danach sprunghaft zu. Die Ursache dieses Effekts
konnte bislang nicht aufgeklart werden, kdnnte aber mdglicherweise fur eine irreversible

Hemmung des Targets durch eine kovalente Modifizierung sprechen.
B.2.1.4 Einfuhrung sterisch anspruchsvoller Substituenten

Tabelle 18: Strukturformeln der N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate 134-140 mit sterisch

anspruchsvollen Substituenten.

S
J.R

/\I\lK S/

# R # R
Schi32120 Schl32246 O O
134 138

(13) O (138) i
Schi32121 Schi32249 N
(135) (139) \ N

S

Schi32156 Schi32253 \/\@ O
(136) (140) O
Schi32157

w (I T
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Im nachsten Schritt wurden sterisch anspruchsvolle Substituenten eingefiihrt. Dadurch sollten
erste Erkenntnisse tber den zur Verfiigung stehenden chemischen Raum gewonnen werden.
Tabelle 18 zeigt die dargestellten Verbindungen.

In der anschlieBenden in vitro-Testung zeigten bei einer Konzentration von 100 uM alle
sieben Derivate eine in Bezug auf Verbindung 122 vergleichbare antischistosomale Aktivitat.
Auch hier variierten die Zahlen der Eiproduktion und -deformation nur in einem geringen
MaRe. Weiterer Phénotypen wie Eiakkumulation im Uterus, Darmdilatationen oder
tumorahnliche Ausstilpungen traten nicht auf. Daraus konnte abgeleitet werden, dass der
sterische Anspruch des Substituenten am Schwefel des Dithiocarbamats scheinbar keinen
negativen Einfluss auf die antischistosomale Aktivitat ausiibt. Unterhalb einer Konzentration

von 100 puM waren alle sieben Derivate unwirksam.

B.2.1.5 Modifikation des Benzylsubstituenten  durch  Einfihrung  von

Elektronendonatoren

Im néchsten Schritt wurde der Aromat durch die Einfihrung elektronenschiebender
Substituenten funktionalisiert. Ziel der Derivatisierungen war es, den Einfluss einer erhéhten
Elektronendichte des aromatischen Systems auf die antischistosomale Aktivitat zu
untersuchen. Die entsprechenden Substituenten wurden sowohl in 2-, 3- und 4-Position des

Aromaten eingefihrt.

S

S
| I
e~ F si0ss e s L

H N
105 106 118 119
Schema 14: Syntheseroute zur Darstellung der Dithiocarbamat-Derivate (modifiziert).*®
0] Acetonitril, NEts, 15 min, RT
(1) Arylalkylhalogenid, 4-12 h, RT

SR

Alle Derivate konnten in einer One-Pot-Reaktion nach einer modifizierten Vorschrift von
Saidi et al. dargestellt werden.””® Die Bildung des Dithiocarbamats 118 wurde unter

Verwendung von Triethylamin als Base bei Raumtemperatur durchgefuhrt. In Analogie zur
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Synthese der vorangegangenen Derivate folgte die bimolekulare nukleophile Substitution zur
Darstellung der Dithiocarbamat-Derivate. Eine Verlangerung der Reaktionszeit war jedoch
notwendig. Die Syntheseroute ist in Schema 14 dargestellt.

Initial wurde in 2-, 3- und 4-Position des aromatischen Rings eine Methylgruppe eingefihrt.

Die entsprechenden Derivate und Ausbeuten sind in Tabelle 19 dargestelit.

Tabelle 19:  Strukturformeln und Ausbeuten der N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate
141-143.

S
R
AS
# R Ausbeute [%0]
Schl32229 (141) 90
Schl32230 (142) '\/\@/ 92
Schi32231 (143) 93

Bei einer Konzentration von 100 uM zeigten alle drei Verbindungen invitro eine gute
antischistosomale Aktivitat. Die Eiproduktion wurde signifikant reduziert, wobei auch hier
ein  mutmallich verzdgerter Wirkeintritt zu beobachten war. Aufféllig war, dass
Verbindung 141, welche die Methylgruppe in Position 4 des Aromaten tragt, einen starkeren
negativen Einfluss auf die Paarungsstabilitat und Vitalitat der Schistosomen zeigte. Wéhrend
bei der Testung von Verbindung 141 eine vollstdndige Entpaarung zu beobachten war, lag der
Grad der Entpaarung bei den Verbindungen 142 und 143 nur bei 50%. Desweiteren erzeugte
Verbindung 141 eine Akkumulation der Eier im Uterus (vgl. Abbildung 52).
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—
200 pm

Abbildung 52: Weibchen mit Eiakkumulation im Uterus (Pfeile), ausgelést durch
Verbindung 141 (Schl32229).

Fur die Derivate 142 und 143 konnten keine weiteren Phanotypen nachgewiesen werden. Bei
einer hohen Konzentration zeigte Verbindung 141 eine vergleichbare Aktivitat zu der des
unsubstituierten Benzylderivats 122, sodass diese im Anschluss bei niedrigeren
Konzentrationen getestet wurde. Bereits ab einer Konzentration von 25 uM konnte fiir
Verbindung 141 keine antischistosomale Aktivitdt mehr nachgewiesen werden. Keiner der
beobachteten Parameter wurde beeinflusst (vgl. Abbildung 53).

Da Verbindung 141 bei niedrigeren Konzentrationen nicht aktiv war, ist die Aktivitat
verglichen mit der des unsubstituierten Benzylderivats 122 wesentlich schlechter. Man
erkennt, dass die Einflihrung einer Methylgruppe am aromatischen Ring bei niedrigeren
Konzentrationen einen Abfall bzw. einen Verlust der Aktivitat zur Folge hat. Jedoch liel3 sich
aufgrund der Ergebnisse bei 100 uM vermuten, dass die 4-Position die beste Stelle zur
Funktionalisierung des aromatischen Rings zu sein scheint. Diese Vermutung war aber an

dieser Stelle nicht ausreichend belegbar.
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Absolute Eizahlen pro 24 h
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Abbildung 53: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 122 (Schl32007) und 141 (Schl32229) in
Abhéngigkeit der Konzentration.

Um den Einfluss lipophiler, elektronenschiebender Substituenten weiter zu untersuchen,
wurden verschiedene (Thio-)Etherderivate in sehr guten Ausbeuten dargestellt (Tabelle 20).
Die entsprechenden Substituenten wurden erneut in ortho-, meta- und para-Position des
aromatischen Rings eingefuhrt. Das 2-Methoxy-Derivat konnte jedoch auch nach

mehrmaligen Optimierungsversuchen der Syntheseroute nicht dargestellt werden.
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Tabelle 20:  Strukturformeln und Ausbeuten der N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate
144-148.

Ausbeute [%0]

R
Schl32160 (144) \/\O\ CF 88
o -3

Schl32243 (145) 79

O\
Schi32244 (146) \/\Q/ 92

Schl32248 (148) 91

Schl32247 (147) \/\@ 91
S/

Bei einer Konzentration von 100 uM zeigten auch hier alle Verbindungen in vitro eine gute
antischistosomale Aktivitdt. Die Eiproduktion wurde signifikant reduziert, wobei mit
Ausnahme von Verbindung 147 wiederum ein mutmallich verzogerter Wirkeintritt zu
beobachten war (vgl. Abbildung 54). Die Deformationsraten waren vergleichbar hoch und
wurden aufgrund der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt. Bei der Testung der Verbindungen
wurden neben einer vollstdndigen Entpaarung negative Effekte auf die Vitalitat und Motilitét
beobachtet. Das Dimethoxy-Derivat 146 wirkte als erstes Dithiocarbamat-Derivat nach 48

Stunden letal auf die Schistosomen.
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Abbildung 54: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 122 (Schi32007), 144 (Schl32160), 145 (Schl32243),
146 (Schl32244), 147 (Schl32247) und 148 (Schl32248).

Mit Ausnahme des Trifluormethoxy-Derivats 144 wurden alle Verbindungen anschlieBend bei
einer Konzentration von 25 puM getestet. Jedoch konnte fir keines der Derivate eine
antischistosomale Aktivitat nachgewiesen werden.

Da alle dargestellten Derivate mit elektronenschiebenden, lipophilen Substituenten bei
Konzentrationen unter 100 uM inaktiv waren, wurde dieser Ansatz an dieser Stelle verworfen.
Es wurde vermutet, dass diese Art der Funktionalisierung des aromatischen Rings von dem

oder den mdglichen Target(s) nicht toleriert wurde.

B.2.1.6  Modifikation  des  Benzylsubstituenten  durch  Einfihrung  von

Elektronenakzeptoren

Initial wurde der Einfluss elektronenziehender Substituenten durch Einfiihrung von Fluor-
beziehungsweise Trifluormethylsubstituenten in 2-, 3- und 4-Position des aromatischen Rings
untersucht (Tabelle 21). Die in vitro-Testung zeigte bei 100 uM vergleichbare Ergebnisse wie
die zuvor getesteten Derivate, jedoch inhibierten die Verbindungen 149 bis 154 die
Eiproduktion sofort und nicht erst nach 24 Stunden. Der negative Einfluss auf die
Paarungsstabilitat, Vitalitdt und Motilitdt war dem des unsubstituierten Benzylderivats
ebenbdirtig. Die beiden Trifluormethyl-Derivate 152 und 153 zeigten zudem nach 48 Stunden
einen letalen Effekt auf die Schistosomen. AuRerdem konnte die Vermutung untermauert
werden, dass die 4-Position des Aromaten die beste Position zur Funktionalisierung ist, da fur

die beiden Verbindungen 149 und 152 der beste inhibitorische Effekt im Bezug auf alle

105



Teil B — Synthese und biologische Testung von Dithiocarbamat-Derivaten als potentielle
anthelmintische Wirkstoffe gegen S. mansoni

Kapitel B.2 — Ergebnisse und Diskussion

beobachteten Parameter registriert werden konnte. Jedoch konnte fiir keines der sechs
Derivate ab einer Konzentration von 25 UM eine antischistosomale Aktivitdt beobachtet
werden, sodass von einer weiteren Funktionalisierung mit Halogensubstituenten abgesehen

wurde.

Tabelle 21: Strukturformeln der N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate 149-154.

# R

R
\/\©\ Schl32238 (152) \/\@
F CF3
F CF3
Schl32236 (150) \/\©/ Schl32239 (153) \/\©
F

CF3

Schl32235 (149)

Schl32237 (151) Schl32240 (154)

Im Anschluss daran wurden Derivate mit Nitro- beziehungsweise Cyano-Substituenten,
welche einen negativen mesomeren Effekt besitzen, dargestellt (Tabelle 22). Die Synthese
erfolgte wiederum nach der etablierten Vorschrift in sehr guten Ausbeuten. Da sich bei der
nachfolgenden in vitro-Testung bei einer Konzentration von 100 uM abermals bestétigte, dass
die in Position 4 des aromatischen Rings substituierten Derivate 157 und 158 die beste

Aktivitat zeigten, werden an dieser Stelle nur diese beiden Derivate ausfihrlich diskutiert.
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Tabelle 22: Strukturformeln der N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate 155-160.

~nhgR

\

Schl32084 (155) Schl32155 (158)

g |

Schl32088 (157) Schl32242 (160)

NO,
Schl32086 (156) \/\©/ Schl32241 (159)

NO,

Das 4-Nitrobenzyl-Derivat 157 zeigte bis zu einer Konzentration von 5 uM eine sehr gute
antischistosomale Aktivitat. Neben einer nahezu kompletten Reduktion der Eiproduktion
sowie hohen Deformationsraten kam es zur kompletten Entpaarung der Schistosomen und
einer starken Inhibition von Vitalitdt und Motilitdt. Desweiteren konnten bis zu einer
Konzentration von 10 uM Tegumentschadigungen und -abldsung, dilatierte Darmbereiche,
der Verlust innerer Strukturen sowie Anisocytose des Ovars beobachtet werden
(vgl. Abbildung 55). Verbindung 157 ist somit das erste Derivat, dass eine zu
Praziquantel (1) vergleichbare Aktivitat zeigt. Durch die Einfihrung der stark
elektronenziehenden Nitrogruppe in Position 4 konnte belegt werden, dass die
Elektronendichte des aromatischen Rings einen signifikanten Einfluss auf die
antischistosomale Aktivitat austibt. Desweiteren konnte die These bestétigt werden, dass die
4-Position des Aromaten die beste Position fiir eine Funktionalisierung ist, da die
Verbindungen 155 und 156 bereits ab einer Konzentration von 25 pM inaktiv waren.
Aufgrund der diversen beobachteten Effekte ist eine Wirkung auf mehrere Targets nicht

auszuschliefRen.
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Abbildung 55: Mikroskopische Aufnahme von Schistosomen bei der in vitro-Testung von
Verbindung 157 (Schl32088). A: Verlust innerer Strukturen; B: Tegumentblasen und

-ablosung; C: Anisocytose des Ovars; D: beginnende Darmdilatationen.

Das 4-Cyanbenzyl-Derivat 158 zeigte sehr &hnliche Effekte auf die Reduktion der
Eiproduktion, Paarungsstabilitat, Vitalitat und Motilitdt. Die Schadigungen des Teguments,
der Verlust innerer Strukturen sowie die Anisocytose des Ovars waren ebenfalls bis zu einer
Konzentration von 10 uM zu beobachten. Diese waren im Vergleich zu Verbindung 157
weniger stark ausgepragt. Nichtsdestotrotz konnte ein deutlicher Anstieg der
antischistosomalen Aktivitat im Vergleich zu der des unsubstituierten Benzylderivats 122
nachgewiesen werden. Die meta-substituierten Derivate 159 und 160 waren ebenso ab einer
Konzentration von 25 pM inaktiv. Abbildung 56 zeigt die Eiproduktion und -deformation der
Verbindungen 157 und 158 bei 100 pM und der jeweils niedrigsten wirksamen

Konzentration.
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M Schl32155 (158) [10 uM] i Schi32155 (158) [10 uM]

Abbildung 56: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 157 (Schi32088) und 158 (Schl32155) in
Abhéngigkeit der Konzentration.

Da vor allem die Einfihrung der Nitrogruppe zu einem starken Anstieg der Aktivitét fihrte,
wurde im néchsten Schritt Gberpruft, ob der Austausch des 4-Nitrophenyl-Strukturelements
gegen einen Pyridin-Ring Substanzen mit vergleichbarer Aktivitét liefert (Abbildung 57).
Durch den Einfluss des elektronegativen Stickstoffs ist der Pyridin-Ring ebenfalls
elektronenarm, kann jedoch im Gegensatz zum Nitroaromaten keine gerichteten

Wechselwirkungen eingehen.

S S
/\NJLS /\NJLS =

) NO, ) ~_N

157 161
Abbildung 57: Strukturformeln des 4-Nitrobenzyl-Derivats 157 (Schl32088) und des
4-Pyridylmethyl-Derivats 161 (Schl32126).

Das 4-Pyridylmethyl-Derivat 161 zeigte in vitro jedoch schon bei einer Konzentration von

100 uM keine antischistosomale Aktivitat. Der resultierende Aktivitatsverlust kdnnte zwei
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wesentliche Grinde haben: Entweder ist neben einer geringen Elektronendichte im
aromatischen Ring eine gerichtete Wechselwirkung, zum Beispiel durch Ausbildung einer
Wasserstoffbriickenbindung, essentiell fir die Aktivitat, oder aufgrund des protonierbaren
Pyridyl-Restes nahm die Absorption stark ab. Da die konjugierte S&ure einen pKs-Wert von
etwa 5,5 hat, reagiert der Pyridyl-Rest nur schwach basisch, sodass der zweite Grund nur eine

untergeordnete Rolle spielen sollte.

Tabelle 23: Strukturformeln und Ausbeuten der N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate 162 und
163.

S
/\ l\ﬁj\ S, R
# R Ausbeute [%0]
Schi32118 (162) \/\@ o 88
S’_
l
OH
Schl32158 (163) 79
NO»,

Da die bisherigen Derivate mit einem elektronenziehenden Substituenten einen starken
Anstieg der Aktivitat zeigten, wurden zwei weitere Derivate in ebenfalls sehr guten
Ausbeuten dargestellt (Tabelle 23).

Das Methylsulfonylderivat 162 zeigte ebenfalls eine sehr gute antischistosomale Aktivitat bis
zu einer Konzentration von 10 uM. Dabei konnte ebenfalls eine nahezu komplette Reduktion
der Eiproduktion mit hohen Deformationsraten, eine kompletten Entpaarung aller
Schistosomenpérchen und eine starke Inhibition von Vitalitdt und Motilitat beobachtet
werden. Desweiteren traten Tegumentschadigungen und -ablésung, der Verlust innerer
Strukturen sowie Anisocytose des Ovars auf (vgl. Abbildung 58). Die beobachtete Aktivitét

glich in etwa der des 4-Cyanbenzyl-Derivats 158.
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4 ’ —
Abbildung 58: Mikroskopische Aufnahme von Schistosomen bei der in vitro-Testung von

Verbindung 162 (Schi32118). A: Tegumentblasen; B: Weibchen mit Eiakkumulation im

Uterus.

Im Anschluss daran wurde das 2-Hydroxy-5-nitrophenyl-Derivat 163 getestet. Obwohl der
aromatische Ring an den wie bisher angenommen unginstigsten Stellen funktionalisiert
wurde, zeigte Derivat 163 in vitro eine sehr gute antischistosomale Aktivitat. Bis zu einer
Konzentration von 25 uM wirkte 163 nach 24 Stunden letal auf die Schistosomen. Bei einer
Konzentration von 10 uM trat dieser nach 48 Stunden ein. Neben der vollstdndigen
Entpaarung waren hochstens funf Eier nachweisbar. AulRerdem kam es bei allen getesteten
Konzentrationen zur Schadigung des Teguments unter Bildung von Tegumentblasen. Bei
einer Konzentration von 5 uM kam es zu einem leichten Anstieg der Eiproduktion. Letale
Effekte und Tegumentschédden konnten nicht mehr nachgewiesen werden. Unterhalb einer
Konzentration von 5puM war Verbindung 163 inaktiv. Der Grund fur die sehr gute
Wirksamkeit trotz der eigentlich ungunstigen Substituentenposition ist nicht bekannt.
Aufgrund des letalen Effekts bis zu niedrigen Konzentration und dem mit Ausnahme der
Tegumentschaden ausbleibenden weiteren Phénotypen wie zum Beispiel der Eiakkumulation
im Uterus oder dem Verlust innerer Strukturen kann eine Wirkung auf ein anderes Target
vermutet werden.

Abbildung 59 zeigt vergleichend die Eiproduktion und -deformation der Verbindungen 162

und 163 bei der jeweils niedrigsten wirksamen Konzentration.
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Abbildung 59: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 162 (Schl32118) und 163 (Schl32158) bei der

jeweils niedrigsten wirksamen Konzentration.

Durch die Einflihrung elektronenziehender Substituenten am aromatischen Ring konnten vier

Derivate mit stark verbesserter antischistosomaler Aktivitit erhalten werden. Die vier

Verbindungen sowie die jeweils niedrigste wirksame Konzentration sind in Abbildung 60

dargestellt.
S
ﬁNJLs
) NO,
157
5uM
S
ﬁNJLs
J 20
S‘,
|
162
10 uM

S
/\NJ\S
) cN
158
10 uM
S OH
/)\]J\S
NO>
163
S uM

Abbildung 60: Strukturformeln der vier wirksamsten Verbindungen sowie die jeweils

niedrigste wirksame Konzentration.
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Die vier Derivate wurden abschlieBend auf ihr zytotoxisches Potential gegenuber der
HepG2-Zelllinie getestet. Dabei zeigte sich bereits bei einer Konzentration von 50 uM, dass
alle vier Verbindungen ein zytotoxisches Potential aufwiesen (vgl. Abbildung 61). Die
Testung wurde bei einer Konzentration von 25 puM wiederholt. Dabei konnte fir das
Methylsulfonyl-Derivat 158 und das 2-Hydroxy-5-nitrophenyl-Derivat 163 keine
Zytotoxizitat nachgewiesen werden. Auf eine Testung gegeniiber der LS174T-Zelllinie wurde
verzichtet. Die Derivate zeigten allesamt eine sehr gute antischistosomale Aktivitat, missen

aber hinsichtlich ihrer Toxizitat weiter optimiert werden.

Zytotoxizitatsmessung
(HepG2-Zelllinie)

1,60

1,20

0,80

Absorption

0,40

V.
V‘vﬁ

24 h 96 h 120 h 144 h
Inkubationszeit

0,00

—8—DMSO == Schl32088 (157) [50 uM]
——Schi32118 (158) [50 pM] ==Schl32155 (162) [50 uM]
Schi32158 (163) [50 pM]
Abbildung 61: Auswertung der Zytotoxizitdtsmessung (HepG2-Zelllinie) der Verbindung
157 (Sch132088), 158 (Sch132118), 162 (Schl32155) und 163 (Schl32158).

B.2.1.7 Weitere N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate

Im néchsten Schritt wurde die Methylsulfonylgruppe durch ein Sulfonamid ersetzt. Zur
Darstellung  der  Derivate  wurde zundchst das Dithiocarbamat 118 mit
4-(Brommethyl)benzensulfonylchlorid (164) umgesetzt. Das Intermediat 165 wurde

anschlieBend mit Ammoniak oder Methylpiperazin umgesetzt. Die gewtiinschten Derivate 166
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und 167 konnten in moderaten Ausbeuten (Verbindung 166: 41%; Verbindung 167: 29%)
isoliert werden. Die Syntheseroute ist in Schema 15 dargestellt. In vitro zeigte keines der
beiden Derivate eine antischistosomale Aktivitat, sodass dieser Ansatz nicht weiter verfolgt

wurde.

S
L S \ S
0 >-Cl

118 164 165 O

S

S
asaey asaet:
O

N ~"NH
@) 2

SULN

166 167

Schema 15: Syntheseroute zur Darstellung der Derivate 166 und 167 (modifiziert).[”™
0] Acetonitril, NEts, 6 h, 0 °C — RT
(1) Methylpiperazin, 8 h, RT
() NHs, 10 h, 60 °C

Stattdessen wurden nachfolgend Verbindungen mit hydrophilen Substituenten dargestellt,
welche, basierend auf den bisher gewonnenen Erkenntnissen mit Ausnahme der
Phenol-Derivate 169-171, nur in Position 4 des aromatischen Rings eingefuhrt wurden. Die
Derivate sind in Tabelle 24 dargestellt.

Die beiden Carbonsdurederivate 172 und 174 waren in vitro inaktiv. VVon den anderen funf
getesteten Derivaten zeigte nur das 4-Amino-Derivat 168 eine antischistosomale Aktivitat
unterhalb einer Konzentration von 100 puM. Diese war im Vergleich zu der Wirksamkeit der

Derivate mit elektronenziehenden Substituenten deutlich unterlegen. AulRerdem wurden stark
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zytotoxische Effekte nachgewiesen, die mdoglicherweise auf die Anilin-Grundstruktur

zuriickzufuhren sind. Daher wurde auch dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.

Tabelle 24: Strukturformeln der N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate 168-174.

g R

\

# R

R
Schl32089 (168) \/\©\ Schi32136 (172) V\QVCOOH
NH,

OH
A i Schl32150 (173) \/\OYC'D
@)
OH
Schi32111 (170) \/\O/ Schi32153 (174) \/\©\
COOH

Schl32110 (169)

Schl32112 (171)

AbschlieRend wurde versucht, die antischistosomale Aktivitdt durch Austausch des
Benzylsubstituenten gegen andere Ringsysteme zu verbessern. Dabei wurden zunéchst das
Ethylpiperidin-Derivat 175 und das Ethylmorpholin-Derivat 176 nach der bekannten
Syntheseroute dargestellt (Abbildung 62). Die anschlieBende Testung zeigte, dass beide

Derivate bereits bei einer Konzentration von 100 uM inaktiv waren.
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175 176
Abbildung 62: Strukturformeln der beiden Derivate 175 und 176 mit einem basischen
Stickstoff in der Seitenkette.

Im Anschluss wurde der Phenyl-Ring durch einen Cumarin-Rest (177), Cyclohexyl- (178)
und Indol- (179) ersetzt. Die Strukturformeln und Ausbeuten der Derivate sind in Tabelle 25

angegeben.

Tabelle 25: Strukturformeln und Ausbeuten der N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate 162 und
163.

S
/\ I\ﬁj\ S, R
# R Ausbeute [%0]
Schl32175 (177) 25
X

(|) 0“0

Schl32178 (178) 45

Schl32189 (179) ‘(_Z—Q 90
N
H

In der Literatur wurden bereits verschiedene Cumarin-Derivate beschrieben, deren

Wirksamkeit im Mausmodell nachgewiesen wurde.””>?™ Jedoch enthielt keines dieser
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Derivate eine Dithiocarbamat-Grundstruktur, sodass Verbindung 177 synthetisiert wurde.
In vitro konnte eine sehr gute antischistosomale Aktivitat nachgewiesen werden. Bis zu einer
Konzentration von 10 uM zeigte 177 nach maximal 48 Stunden einen letalen Effekt auf die
Schistosomen. Dieser blieb zwar bei einer Konzentration von 5 uM aus, jedoch wurden die
Parameter Eiproduktion, Paarungsstabilitat, Vitalitdt und Motilitat sehr stark erniedrigt. Der
negative Einfluss auf die Paarungsstabilitdt und Eiproduktion gleicht dem der
literaturbekannten Derivate. Der Cumarin-Rest 16st mdglicherweise durch kovalente
Enzyminhibition unter Offnung des Laktons diese Effekte aus.l?’>?"*1 Desweiteren konnten
Einschnirungen der Schistosomen-Weibchen in Nahe des Ovars und der Verlust innerer
Strukturen beobachtet werden. Unterhalb einer Konzentration von 5 M konnte keine
Wirksamkeit mehr nachgewiesen werden.

Auch das Cyclohexylmethyl-Derivat 178 war bis zu einer Konzentration von 10 pM wirksam,
zeigte aber neben der Reduktion der Eiproduktion nur einen negativen Einfluss auf die
Paarungsstabilitat. Parameter wie Vitalitat und Motilitat waren wenig bis gar nicht beeinflusst.
Nichtsdestotrotz war die Aktivitat mit der des Benzylderivats 122 vergleichbar.

Eine antischistosomale Aktivitat zeigte auch das Indolderivat 179. Da der Indolyl-Rest
elektronenreich ist, wurde aufgrund der vorherigen Ergebnisse eine schwachere Aktivitét
erwartet. Verbindung 179 war bis zu einer Konzentration von 10 uM aktiv. Dabei wurde
neben der signifikanten Reduktion der Eiproduktion die vollstandige Entpaarung aller
Schistosomenparchen, stark reduzierte Vitalitat und Motilitdt, Darmdilatationen und der
Verlust innerer Strukturen beobachtet (vgl. Abbildung 63). Ab einer Konzentration von 5 uM

war das Indolyl-Derivat 179 inaktiv.

Abbildung 63: Mikroskopische Aufnahme von Schistosomen bei der in vitro-Testung von
Verbindung 179 (Schl32189). A: Darmdilatationen; B: Verlust innerer Strukturen.
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Abbildung 64 zeigt vergleichend die Zahlen der Eiproduktion und —deformation der
Verbindungen 177 bis 179 bei einer Konzentration von 10 uM. Dabei ist fir das
Cyclohexyl-Derivat 178 der bereits mehrfach diskutierte verzégerte Wirkeffekt auf die
Eiproduktion zu erkennen. Das Cumarin-Derivat 177 hemmte dagegen die Eiproduktion
bereits nach 24 Stunden vollstandig. Bei einer Konzentration von 5 uM konnten bei
Verbindung 177 vergleichbare Werte beobachtet werden (19 Eier nach 24 h,
Deformationsrate 56%; 47 Eier nach 48 h, Deformationsrate 75%; 57 Eier nach 72 h,
Deformationsrate 72%).

Absolute Eizahlen pro 24 h Prozentsatz deformierter Eier
750 666 pro 24 h
564 100
500 80 60 64 64 59 62
303 259 60 46
250 1 120 40
77 80 11
9 0 37|20 2 4
0 0
24h 48h 72h 24h 48h 72h
H DMSO H DMSO
H Schi32175 (177) [10 uM] H Schl32175 (177) [10 pM]
i Schi32178 (178) [10 uM] i Schl32178 (178) [10 puM]
B Schi32189 (179) [10 pM] B Schi32189 (179) [10 uM]

Abbildung 64: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 177 (Schl32175), 178 (Schl32178) und
179 (Schl32189) bei einer Konzentration von je 10 uM.

Das Cumarin-Derivat 177 und das Indol-Derivat 179 wurden im Anschluss auf ihr
zytotoxisches Potential getestet. Verbindung 177 zeigte gegenlber der HepG2-Zelllinie bis zu
einer Konzentration von 50 UM Kkeine Toxizitat. Bei der Testung gegenuber der
Darmepithelzelllinie LS174T war Verbindung 177 jedoch in jeder der getesteten
Konzentrationen toxisch. Das Indol-Derivat 179 zeigte bereits gegentber der Leberzelllinie
HepG2 bei niedrigen Konzentrationen (25 uM) ein zytotoxisches Potential, sodass diese
Verbindung gegenliber LS174T nicht untersucht wurde. Somit mussen die beiden sehr gut

wirksamen Verbindungen hinsichtlich ihres Toxizitatsprofils noch weiter optimiert werden.
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Ein Austausch des Phenyl-Rings gegen ein Nitrofuran wurde ebenfalls versucht. Jedoch
konnte das Nitrofuran-Derivat 180 trotz  zahlreicher  Syntheseversuche und

Optimierungsschritte nicht erfolgreich dargestellt werden.

S
§ \
180
Abbildung 65: Strukturformel des Nitrofuran-Derivats 180.

B.2.1.8 Struktur-Wirkungs-Beziehungen und Zusammenfassung

Ziel dieser Optimierungsserie war es, den Einfluss des Substituenten am Schwefel des
Dithiocarbamats zu bewerten. Es wurden 73 Derivate mit einer groRen Diversitat dargestellt
und in vitro getestet. Dabei wurden sieben Substituenten gefunden, deren Einfiihrung einen
deutlichen Anstieg der antischistosomalen Aktivitdt und eine Wirksamkeit bei einer
Konzentration von 10 uM zur Folge hatte. Drei der besten sieben Derivate waren zudem bei
5 UM wirksam und waren somit der Aktivitat von Praziquantel (1) ebenbirtig. Dabei wurden
im Vergleich zu PZQ (1) neuartige Phénotypen beobachtet, welche auf einen anderen
Wirkmechanismus hindeuten. Die sieben besten Derivate sind in Tabelle 26

zusammengefasst.
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Tabelle 26: Ubersicht der wirksamsten N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate.

S
/\ l\ﬁJ\S,R
# R # R
Schi32088** \/\©\ Schi32175%*
(157) NO, (177) N
~0 00
Schi32118* \/\Q 0 Schi32178* \/\O
2.0
(162) \"3 (178)
Schl32155* \/\©\ Schl32189* \/_}/—Q
(158) CN (179) N
H
OH
Schi32158**
(163)
NO>

* wirksam bis 10 pM; ** wirksam bis 5 pM

Anhand der dargestellten Derivate konnte gezeigt werden, dass der Substituent am Schwefel
des Dithiocarbamats einen starken Einfluss auf die antischistosomale Aktivitat hat. Erste
Erkenntnisse zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen konnten gewonnen werden.

Mit der Einflhrung eines Benzylsubstituenten steigt die Aktivitat sprunghaft an. Der Abstand
zwischen dem Schwefelatom und dem aromatischen Rest darf zwischen null und drei
Methyleneinheiten betragen. Eine weitere Verlangerung der Kette des Linkers geht mit einem
Aktivitatsverlust einher. Gleiches gilt fur die Einflhrung rigider Ketten. Somit scheint eine
Flexibilitdt der Kette notwendig zu sein. Die Einfuhrung von elektronenziehenden

Substituenten in der 4-Position des Aromaten fiihrte zu den wirksamsten Derivaten der Reihe.
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Das 4-Nitrobenzyl- und das Cumarin-Derivat zeigten bis zu einer Konzentration von 5 uM
eine antischistosomale Aktivititat. Eine gerichtete Wechselwirkung scheint dabei notwendig
zu sein. Eine Substitution des Phenyl-Rings durch einen Cyclohexyl-, Cumarin- oder
Indolyl-Ring wurde ebenfalls toleriert. Gleiches gilt fir die Einflhrung des sehr gut
wirksamen 2-Hydroxy-5-nitrophenyl-Rests. Nichtsdestotrotz besteht vor allem aufgrund der

gemessenen Zytotoxizitat weiterer Optimierungsbedarf.
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B.2.2 Variation der Substituenten am Dithiocarbamat-Stickstoff

B.2.2.1 Initiale Derivate

In der nachsten Optimierungsserie wurden die Substituenten des Dithiocarbamat-Stickstoffs
variiert. Die Derivate wurden wiederum tber die bekannte One-Pot-Reaktion von Saidi et al.
dargestellt.?™® Die Substituenten umfassten erneut ein breites Spektrum. Der in der ersten
Optimierungsserie initial gefundene Benzylsubstituent am Schwefel des Dithiocarbamats
wurde bei allen Derivaten beibehalten, um den Effekt der Derivatisierungen bewerten zu
kénnen (vgl. Abbildung 66).

)J\ R1 und Rz kénnen
N S auch Teils eines
R2 Zyklus sein

181

Abbildung 66: Grundstruktur der Derivate mit variiertem Substituenten am Stickstoff.

Zuerst wurden die beiden Ethylsubstituenten gegen andere aliphatische Ketten ausgetauscht.
Dabei sollte durch Einfuhrung von Methyl- bis Hexylketten der Einfluss der Kettenlange
untersucht werden. Ebenso sollte durch Einfiihrung eines Piperidinyl-Rests der Einfluss der
Cyclisierung auf die antischistosomale Aktivitat untersucht werden. Die Synthese erfolgte
analog zur bekannten Vorschrift in guten bis sehr guten Ausbeuten. Die dargestellten Derivate
sind in Tabelle 27 gezeigt.

Bei der anschlieBenden in vitro-Testung zeigte sich, dass bei einer Konzentration von 100 uM
das Piperidin-, das N,N-Dipropyl- und das N,N-Dimethyl-Derivat (182, 183 und 187) eine
sehr gute Wirksamkeit aufwiesen. Diese glich dem N,N-Diethyl-Derivat 122. Es kam zu einer
Entpaarung aller 10 Schistosomenparchen mit stark reduzierter Vitalitat, einer verlangsamten
Darmperistaltik mit beginnenden Darmdilatationen und zu einer Akkumulation der Eier im
Uterus, wenngleich die Akkumulation geringer ausgeprdgt war. Die Eiproduktion wurde
ebenfalls signifikant reduziert. Bei den Derivaten 182 und 183 konnte zudem kein verzogerter
Effekt auf die Eiproduktion beobachtet werden, wie es beim N,N-Diethyl-Derivat 122 der Fall
war. Daher ist die Aktivitat dieser beiden Verbindungen bei 100 uM geringfligig héher zu
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bewerten. Ab einer Konzentration von 50 uM waren die Verbindungen 182, 183 und 187
unwirksam. Eine Verlangerung der aliphatischen Kette auf vier oder mehr Kohlenstoffe hatte
bereits bei einer Konzentration von 100 uM einen rapiden Verlust der antischistosomalen
Aktivitét zur Folge.

Tabelle 27: Ubersicht der dargestellten Derivate 182-187 mit veranderten Substituenten am
Dithiocarbamat-Stickstoff.

Schl32012 (182)

KU Schl32203 (185) KN/\/\/
: K/\/

Schl32201 (183) I&N/\/ Schl32204 (186) KN/\/\/\
i o i NN
Schl32202 (184) I&N/\/\ Schl32261 (187) KN/

; K/\ ; |

Aufgrund der unzureichenden Derivatisierungsmdglichkeiten der aliphatischen Kette und der
guten Wirksamkeit der Verbindung 182, wurde im Anschluss versucht, das
Piperidin-Strukturelement zu variieren. Neben dem Austausch des Piperidin-Strukturelements
gegen andere Ringsysteme wie (Thio)Morpholin oder Tetrahydro(iso)chinolin sollte auch die
Einflhrung ausgewahlter Substituenten am Piperidin-Ring untersucht werden. Die
Verbindungen konnten in guten Ausbeuten dargestellt werden, jedoch mussten die
Synthesebedingungen modifiziert werden. Neben der VVerdopplung der Reaktionszeit wurden
stéarkere Basen wie Kaliumphosphat oder Natriumhydroxid verwendet. Tabelle 28 zeigt die

dargestellten Derivate.
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Tabelle 28:  Ubersicht  der  dargestellten  Derivate  188-196 mit  variiertem

Piperidin-Strukturelement.

A A
Schi32019 (188) N(}) Schi32205 (193) D@

A N
Schl32176 (189) Q}( OH Schi32206 (194) £
N
O

A A
Schl32186 (190) D\( O( Schl32212 (195) N(}
@)

A A
Schl32195 (191) '\CL Schl32215 (196) '\Of\\
OH S
A N
Schi32196 (192) (:L
@)

Die beiden (Thio)Morpholin-Derivate 188 und 195 zeigten in vitro eine im Vergleich zum
Piperidin-Derivat 182 leicht abgeschwéchte Wirksamkeit bei einer Konzentration von
100 uM. Es kam zwar ebenfalls zu einer Entpaarung aller 10 Schistosomenpérchen mit
reduzierter Vitalitat und einer verlangsamten Darmperistaltik, jedoch konnten Ph&notypen wie
beginnende Darmdilatationen und einer Akkumulation der Eier im Uterus nicht beobachtet
werden. Die Eiproduktion wurde durch beide Verbindungen vergleichbar reduziert. Bei dem
Morpholin-Derivat 188 trat erneut ein verzogerter Effekt auf die Eiproduktion auf
(Abbildung 67). Eine Erniedrigung der getesteten Konzentration auf 50 uM hatte abermals
einen vollstandigen Aktivitatsverlust zur Folge. Im Anschluss wurden die Derivate mit
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verénderten Ringsystemen beziehungsweise substituierten Piperidinyl-Resten in vitro getestet.
Dabei konnte fiir keine der sieben Verbindungen eine Wirksamkeit nachgewiesen werden,

sodass die Optimierung dieser Derivate nicht weiter verfolgt wurde.

Absolute Eizahlen pro 24 h Prozentsatz deformierter Eier pro
400 253 24 h
98 100 100
600 81
80 67
400 347 316 60 51
200 40
54
21 065 0032 5 3 3
0 0
24h 48h 72h 2ah 48h 72h
E DMSO E DMSO
H Schi32012 (182) [100 uM] B Schl32012 (182) [100 uM]
i Schl32019 (188) [100 uM] i 5chl32019 (188) [100 uM]
H Schl32212 (195) [100 uM] H Schi32212 (195) [100 uM]

Abbildung 67: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 182 (Schl32012), 188 (Schl32019) und
195 (Schl32212) bei einer Konzentration von je 100 uM.

B.2.2.2 Piperazin-Derivate

Da die Optimierungsversuche des Piperidin-Strukturelements keine Verbesserung der
Wirksamkeit zeigten, wurde im nédchsten Schritt Piperazin als Aminkomponente des
Dithiocarbamats eingefiihrt. Zun&chst wurde nach bekannter Synthesevorschrift das
N-Boc-geschutzte Derivat 206 dargestellt. Nach saurer Abspaltung der Schutzgruppe wurde
das Hydrochlorid der gewtinschten Verbindung (197) erhalten (Abbildung 68).

S
- +
CImH,NI_J
197
Abbildung 68: Strukturformel des unsubstituierten Piperazinderivats 197 (Schl32191).
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In vitro zeigte die Verbindung bei 100 uM eine im Vergleich zur N,N-Diethylsubstituierten
Ausgangsverbindung 122 stark erhdhte Wirksamkeit. Neben der Entpaarung aller
10 Schistosomenpérchen und einer drastisch reduzierten Vitalitdt und Motilitat wurden starke
Tegumentschaden mit Blasenbildung und Abldsung, Darmdilatationen, Verlust innerer
Strukturen, tumorahnliche Ausstlilpungen sowie Akkumulation von Eiern im Uterus
beobachtet (vgl. Abbildung 69).

C ‘ D

Abbildung 69: Mikroskopische Aufnahme von Schistosomen bei der in vitro-Testung von
Verbindung 197 (Schl32191). A: Blasenbildung des Teguments; B: Tumordhnliche
Ausstilpungen (schwarzer Pfeil); C: Blasenbildung des Teguments und Verlust innerer
Strukturen (Pfeil); D: Darmdilatationen.

Vergleichbare Effekte auf alle Parameter konnten bis zu einer Konzentration von 25 uM
nachgewiesen werden. Bei einer Konzentration von 10 uM traten keine Darmdilatationen,
Verlust innerer Strukturen, tumordhnliche Ausstilpungen oder Akkumulation von Eiern im
Uterus mehr auf. Effekte auf die Paarungsstabilitat, die Vitalitat, die Eiproduktion und das
Tegument konnten, wenn auch in teils stark abgeschwdachter Form, dennoch beobachtet
werden. Ab einer Konzentration von 5 uM war das Piperazin-Derivat 197 vollstandig

unwirksam.
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Da die Einfiihrung eines Piperazin-Strukturelements einen gravierenden Anstieg der
antischistosomalen Aktivitat zur Folge hatte, sollten am freien Stickstoff von Verbindung 197
zundchst unter Aufrechterhaltung der Basizitat weitere Substituenten eingefuhrt werden.
Neben kurzen Alkylketten (Methyl-, Ethyl- und Propyl-) wurde der Einfluss von Aryl- und
Arylalkyl-Substituenten untersucht. Desweiteren wurde eine Carbonsaureamidfunktion in der
Seitenkette eingeflhrt, deren Einfluss auf die antischistosomale Aktivitat Gberprift werden
sollte (Tabelle 29).

Tabelle 29:  Ubersicht der  N-substituierten  Piperazin-Derivate  198-204  unter
Aufrechterhaltung der Basizitat des Stickstoffs.

pN s@

# R # R

H
Schl32140 (198) -CH, Schl32194 (202) WNY
O

N
Schl32174 (199) Schl32207 (203) |
N
7
Schl32192 (200) H(\ Schl32210 (204) \/\/\©

N

Schl32193 (201)

Zunéchst wurden die drei N-alkylierten Derivate 198, 200 und 201 bei einer Konzentration
von 100 uM auf ihre Aktivitat getestet. Das N-Methylpiperazinderivat 198 zeigte nur einen
negativen Effekt auf die Eiproduktion. Der vermutete verzégerte Wirkeintritt wurde ein
weiteres Mal beobachtet (vgl. Abbildung 70). Mit einer Verlangerung der aliphatischen Kette
zu Ethyl (200) beziehungsweise Propyl (201) stieg die antischistosomale Aktivitat wieder auf

das Niveau des unsubstituierten Piperazin-Derivats 197 an. In vitro konnten mit Ausnahme
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der massiven Tegumentschaden die gleichen Effekte beobachtet werden. Zudem zeigte das

Propyl-Derivat 201 nach 72 Stunden einen letalen Effekt auf die Schistosomen.

Absolute Eizahlen pro 24 h
800 753
624
600
389
a00 347
200
il? g o %% o o 0 0 0 0
0 [ — [ 4
24h 48h 72h
H DMSO H Schl32191 (197) [100 pM] i Schl32140 (198) [100 pM]
 Schl32192 (200) [100 pM] M Schl32193 (201) [100 pM]
Prozentsatz deformierter Eier pro 24 h
100

100

80

60

40

20 3 3

0

24h 48h 72h
¥ DMSO M Sch32191 (197) [100 uM] & Schi32140 (198) [100 uM]
 Schl32192 (200) [100 uM] B Schi32193 (201) [100 pM]

Abbildung 70: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 197 (Schl32191), 198 (Schl32140), 200 (Schl32192)
und 201 (Schl32193) bei einer Konzentration von je 100 uM.

Nach Reduktion der Konzentration auf 25 uM war das N-Methylpiperazin-Derivat 198
unwirksam. Die beiden Derivate 200 und 201 hingegen zeigten keinen Verlust der Aktivitat.
Die Wirksamkeit war mit der bei 100 uM vergleichbar. Nur die Eiproduktion war minimal
geringer reduziert. Nichtsdestotrotz konnte fiir beide Verbindungen nie mehr als 80 Eier pro
24 Stunden bei hohen Deformationsraten (> 60%) gezahlt werden. Unterhalb von 25 uM
waren die Derivate unwirksam. Nach Auswertung der Testungen zeigte sich, dass die
Einfuhrung einer Methylgruppe eine reduzierte Aktivitadt zur Folge hatte. Die Einfiihrung

eines Ethyl- beziehungsweise eines Propyl-Substituenten fiihrte zu Derivaten mit einer
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ahnlichen Wirksamkeit wie das unsubstituierte Piperazin-Derivat 197 (bei 25 uM). Da aber
keines  der  N-alkylsubstituierten  Piperazin-Derivate  anndhernd  vergleichbare
Tegumentschéaden zeigte, ist ein anderer Wirkmechanismus nicht komplett auszuschliel3en.

Nachfolgend wurden die N-Aryl(alkyl)substituierten Derivate in vitro getestet. Wahrend das
N-Cinnamyl-Derivat 204 unwirksam war, zeigten sowohl das N-Benzylderivat 199 als auch
das Pyrimidin-2-yl-Derivat 203 eine sehr gute Wirksamkeit bei einer Konzentration von
100 pM. Bei beiden Derivaten zeigte sich eine nahezu vollstandig inhibierte Eiproduktion,
eine Entpaarung aller 10 Schistosomenpérchen, eine reduzierten Vitalitdt und Motilitat, der
Verlust innerer Strukturen sowie eine Akkumulation von Eiern im Uterus. Zusétzlich wurden
bei der Testung des N-Benzylderivats 199 Zellablagerungen im Medium beobachtet, deren

Ursprung ungeklart ist (Abbildung 71).

Abbildung 71:  Beobachtete  Zellablagerungen  bei  der  invitro-Testung  des
N-Benzylsubstituierten Piperazin-Derivats 199.

Die Reduktion der Konzentration auf 25 puM hatte den Aktivitatsverlust des
Pyrimidin-2-yl-Derivats 203 zur Folge. Das N-Benzylsubstituierte Piperazin-Derivat 199
zeigte eine im Vergleich zur 100 uM Testung nur geringfligig abgeschwéchte Wirksamkeit.
Dabei zeigte sich wiederum eine nahezu vollstandig inhibierte Eiproduktion, eine Entpaarung
von 8 der 10 Schistosomenparchen, eine reduzierten Vitalitdt und Motilitdt sowie ein
beginnender Verlust innerer Strukturen. Eine Akkumulation von Eiern im Uterus sowie die
Beobachtung der Zellablagerungen im Medium blieben aus. Ab einer Konzentration von
10 pM war auch Verbindung 199 unwirksam.
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Im Anschluss wurde die Verbindung 202, welche ein N-Isopropyl-2-(piperazin-1-yl)acetamid-
Strukturelement aufweist, auf ihre antischistosomale Aktivitat getestet. Bei 100 uM wurden
eine starke Inhibition der Eiproduktion, eine Entpaarung aller 10 Schistosomenparchen, eine
drastisch reduzierten Vitalitdt und Motilitdt, eine Dunkelfarbung der Ovare, eine
Akkumulation von Eiern im Uterus sowie beginnende Darmdilatationen beobachtet. Die
Effekte konnten bei einer Konzentration von 25 UM bestétigt werden. Ab einer Konzentration
von 10 uM war Verbindung 202 ebenfalls unwirksam.

Durch die Einfuhrung eines Benzylsubstituenten beziehungsweise eines Substituenten mit
einer Carbonsaureamid-tragenden Seitenkette wurden erneut Verbindungen dargestellt,
welche eine dhnlichen Wirksamkeit wie das unsubstituierte Piperazin-Derivat 197 zeigen (bei
25 uM). Jedoch zeigten weder Verbindung 199 noch Verbindung 202 anndhernd
vergleichbare Tegumentschéden, sodass an dieser Stelle abermals ein anderer

Wirkmechanismus realistisch ware.

Tabelle 30: Strukturformeln und Ausbeuten der N-acylierten Piperazin-Derivate 205-208.

ﬁN s@

# R Ausbeute [%]
Schi32146 (205) \('))H 86
O
Schl32190 (206) >( CI) 43
/ O
Schl32200 (207) Q\/\ 91
|
@)
Schl32209 (208) %/\ 93
(@)
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Nach Abschluss der Testungen der N-substituierten Piperazin-Derivate kam die Frage auf,
welchen Einfluss die Basizitat des Piperazin-Stickstoffs auf die Wirksamkeit ausiibt. Diese
sollte durch Acylierung des Stickstoffs tberprift werden. Die dargestellten Derivate sowie die
entsprechenden Ausbeuten sind in Tabelle 30 gezeigt.

Das N-Boc-geschitzte Derivat 206 zeigte in vitro die gleiche antischistosomale Aktivitat wie
das unsubstituierte Piperazin-Derivat 197. Die Effekte auf die Schistosomen traten dabei mit
zeitlicher Verzogerung, aber gleicher Intensitat auf. Verbindung 206 war wie das
unsubstituierte Piperazin-Derivat 197 bis zu einer Konzentration von 10 uM wirksam.
Mdoglich ware, dass die Boc-Schutzgruppe in vitro abgespalten wurde.

Das N-Acetylpiperazin-Derivat 205 war bereits bei einer Konzentration von 100 uM nicht
aktiv. Das N-Ethylpiperazin-Derivat 200 hingegen zeigte bei dieser Konzentration eine sehr
gute antischistosomale Aktivitat. An der Stelle wurde zundchst vermutet, dass entweder die
Carbonylgruppe an der Stelle nicht toleriert wurde und somit einen Aktivitatsverlust zur Folge

hatte oder die Basizitat des Piperazin-Stickstoffs essentiell fir die Wirksamkeit ist.

Absolute Eizahlen pro 24 h Prozentsatz deformierter Eier pro
750 69 24 h
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i Schl32200 (207) [10 uM] i Schi32200 (207) [10 uM]
 Schi32209 (208) [100 puM]  Schi32209 (208) [100 uM]
M Schl32209 (208) [100 uM]  Schi32209 (208) [10 uM]

Abbildung 72: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 207 (Schl32200) und 208 (Schl32209) bei einer
Konzentration von je 100 uM und je 10 uM.

Diese Vermutung wurde direkt im Anschluss wiederlegt, da die beiden acylierten Derivate
207 und 208 bei 100 uM eine sehr gute Wirksamkeit zeigten. Beide Verbindungen fiihrten zu
einer starken Reduktion der Eiproduktion (vgl. Abbildung 72) und Motilitdt sowie zur

131



Teil B — Synthese und biologische Testung von Dithiocarbamat-Derivaten als potentielle
anthelmintische Wirkstoffe gegen S. mansoni

Kapitel B.2 — Ergebnisse und Diskussion

Entpaarung aller 10 Schistosomenpérchen. Das Cyclopropyl-Derivat 208 wirkte zudem nach
48 Stunden letal auf die Schistosomen. Das Furoyl-Derivat 207 zeigte ebenfalls einen letalen
Effekt. Dieser trat nach 72 Stunden ein. Desweiteren konnte bei beiden Verbindungen eine
Blasenbildung und partielle Ablésung des Teguments, Darmdilatationen, der Verlust innerer
Strukturen, tumorahnliche Ausstllpungen sowie eine Akkumulation der Eier im Uterus
beobachtet werden (Abbildung 73). Die Phénotypen traten mit Ausnahme des letalen Effekts
bis zu einer Konzentration von 10 uM in nur geringfligig abgeschwaéchter Form auf.
Unterhalb von 10 pM waren beide Verbindungen unwirksam. Keines der beiden Derivate
zeigte in der HepG2- oder LS174T-Zelllinie bis zu einer Konzentration von 50 uM ein

zytotoxisches Potential.

C D

200 ym 200 ym

Abbildung 73: Mikroskopische Aufnahme von Schistosomen bei der in vitro-Testung von
Verbindung 208 (Schl32209). A: Blasenbildung und Abldsung des Teguments; B: Weibchen
mit Strukturverlust und angeschwollenem Ovar (schwarzer Pfeil); C: Verlust innerer

Strukturen; D: Tumorahnliche Ausstulpungen.

Ob die beobachtete Aktivitatssteigerung durch Acylierung des basischen Piperazin-Stickstoffs
oder durch die cyclischen Acylreste erreicht wurde, kann an dieser Stelle nicht abschlieRend

gesagt werden. Auch hier lag die Vermutung nahe, dass die acylierten Verbindungen
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aufgrund der verschiedenen beobachteten Phanotypen (im Vergleich zum unsubstituierten
Piperazin-Derivat 197) ein anderes Target adressieren kdnnten. Insgesamt konnte durch den
Austausch des Piperidinyl-Rests gegen ein (N-substituiertes) Piperazinyl-Strukturelement ein

enormer Aktivitatsanstieg erreicht werden.
B.2.2.3 Weitere Variationen des Substituenten am Dithiocarbamat-Stickstoff

In Zusammenarbeit mit Marlene Barho (AK Schlitzer) wurden zwei Derivate mit einem
N-(4-Biaryl(thio)ether)piperidin-4-carbamid-Strukturelement als Aminkomponente des
Dithiocarbamats dargestellt (Abbildung 74), da mit der Einflhrung eines Piperidinyl-Rests
eine Aktivitatssteigerung erreicht wurde. Die Biaryl(thio)ether-Struktur ist Teil von im
Arbeitskreis Schlitzer untersuchten Neuroprotektiva.*’!
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Abbildung 74: Strukturformeln der in Zusammenarbeit mit Marlene Barho dargestellten
Derivate 209 und 210.™

Trotz der schlechten Loslichkeit der sehr lipophilen Verbindungen im Medium konnte in vitro
eine sehr gute Wirksamkeit bis zu einer Konzentration von 5 uM nachgewiesen werden. Eine
Inhibition der Eiproduktion sowie die Entpaarung aller 10 Schistosomenparchen mit stark
eingeschrankter Vitalitdt und Motilitdt wurde beobachtet. Desweiteren traten teils massive

Darmdilatationen, Tegumentschédden und sowie der Verlust von inneren Strukturen auf (vgl.
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Abbildung 75). Zudem wirkte das Biarylthioether-Derivat 210 bis zu einer Konzentration
von 10 uM letal auf die behandelten Schistosomen. Ob der letale Effekt auf das
Vorhandensein der Nitrogruppe, der Verbruckung der beiden Arylreste Giber einen Schwefel
oder beides zuriickzufuhren ist, ist nicht abschlieRend geklart. Unterhalb einer Konzentration

von 5 uM waren beide Verbindungen unwirksam.

Abbildung 75: Vergleich der mikroskopischen Aufnahmen von Schistosomen bei der
in vitro-Testung der Verbindungen 209 (Schl32177, oben) und 210 (Schl32222, unten).
A: Weibchen mit Darmdilatationen; B: Weibchen mit Darmdilatationen und
Substanzablagerungen (schwarzer Pfeil); C: Weibchen mit Verlust innerer Strukturen und

Substanzablagerungen (schwarzer Pfeil); D: Mannchen mit Tegumentablésung.

Mit der Einfihrung des N-(4-Biaryl(thio)ether)piperidin-4-carbamid-Strukturelements ging
ein enormer Anstieg der Aktivitat einher. Beide Verbindungen wurden im Anschluss auf ihr
zytotoxisches Potential gegentber der HepG2-Zelllinie getestet. Jedoch zeigten beide
Derivate bereits bei einer niedrigen Konzentration von 25 pM eine toxische Wirkung.
Aufgrund dessen und der schlechten Loslichkeit der Verbindungen wurde der Ansatz an

dieser Stelle nicht weiter verfolgt.
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Da auch in vitro wirksame Praziquantel-Derivate mit einer Carbamatstruktur beziehungsweise
einem Benzyl- statt einem Cyclohexyl-Substituenten literaturbekannt sind, wurde die
Aktivitdt ~ des  entsprechenden Pyrazinoisochinolindithiocarbamat-Derivats 215
untersucht.?® 2”1 Schema 16 zeigt die Syntheseroute des Pyrazinoisochinolins 214 und des
entsprechenden Dithiocarbamats 215. Zunéchst reagierte Phenethylamin (211) in einer
nukleophilen Substitution mit Chloracetylchlorid. Das entstandene Zwischenprodukt 212
wurde im Anschluss in einer weiteren nukleophilen Substitution mit 2,2-Dimethoxyethanamin
zu 213 umgesetzt, welches séurekatalysiert zum gewtnschten Pyrazinoisochinolin (214)
zyklisierte.’”® 2™ Dje Ausbeute betrug 28% berechnet iiber drei Stufen. Die Synthese des

entsprechenden Dithiocarbamats 215 erfolgte nach der etablierten VVorschrift.

H H
N__O Il N__O
SETES i (S
O
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211 212 213
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@:;N o Y Nj/o
S//I\SKQ
215 214

Schema 16: Syntheseroute zur Darstellung des Pyrazinoisochinolin-Derivats 215.278 271

0] Chloracetylchlorid, NaHCO3, DCM, 4 h, 0 °C — RT

(I 2,2-Dimethoxyethanamin, Toluol, 4 h, 110 °C

(1) H,S04 12 h,0°C — RT

(IV)  CSy, NEt;, Acetonitril, 15 min, 0 °C — RT; Benzylbromid, 8 h, RT

Invitro zeigte Verbindung 215 eine sehr gute antischistosomale Aktivitdt. Neben der
kompletten Entpaarung aller 10 Schistosomenpérchen konnten bei einer Konzentration von

100 uM eine stark reduzierte Eiproduktion, Vitalitat und Motilitat sowie der Verlust innerer
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Strukturen und Tegumentschiaden beobachtet werden. Ahnliche Effekte zeigte auch
Praziquantel (1) bei 100 uM. Zusétzlich paralysierte Praziquantel (1) die Schistosomen. Ein
vergleichbarer Wirkmechanismus konnte zunéchst vermutet werden. Wahrend Praziquantel
(1) bis zu einer Konzentration von 5 uM exakt die gleichen Effekte ausloste, wurde bei
Verbindung 215 bereits bei einer Konzentration von 25 uM eine sehr viel schwachere
Wirksamkeit beobachtet. Die Eiproduktion und Vitalitat waren zwar in einem vergleichbaren
MaRe inhibiert wie bei 100 uM, andere Effekte konnten jedoch nicht oder nur sehr schwach
ausgepragt beobachtet werden. So waren beispielsweise nur zwei von zehn Parchen entpaart.
Unterhalb einer Konzentration von 25 uM war Verbindung 215 unwirksam. Abbildung 76
vergleicht die beobachteten Effekte bei der invitro-Testung von Praziquantel (1) und

Verbindung 215 bei einer Konzentration von 25 pM.

A —— | B
s SR G

Abbildung 76: Vergleich der mikroskopischen Aufnahmen von Schistosomen bei der
in vitro-Testung von Praziquantel (1, links) und Verbindung 215 (Schl32223, rechts).

A: Unvollstandig entpaartes Schistosomenpérchen mit Tegumentschéden (schwarzer Pfeil)

und Darmdilatationen (roter Pfeil); B: Anndhernd morphologisch normales Weibchen.

AbschlieBend wurde durch Einfihrung eines Imidazolyl-Restes versucht, die
antischistosomale Aktivitat weiter zu verbessern. Zur Darstellung von Verbindung 216 musste
die bekannte Syntheseroute zundchst modifiziert werden. Nach Einsatz von Kaliumphosphat
als Base und Aceton als Losungsmittel konnte das gewunschte Derivat dargestellt werden,

wenn auch in einer schlechten Ausbeute von 34%. 28]
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Abbildung 77: Strukturformel des Imidazol-Derivats 216 (Schl32027).

In vitro zeigte Verbindung 216 im Vergleich zu den anderen Derivaten dieser Serie eine
differente Wirkung. Bis zu einer Konzentration von 25 uM konnte in Analogie zu den
anderen Derivaten eine Entpaarung aller 10 Schistosomenpéarchen und eine nahezu
vollstandige Reduktion der Eiproduktion beobachtet werden. Zusatzlich dazu traten fast alle
bisher beobachteten Phanotypen gleichzeitig auf. Neben massiven Tegumentschédden mit
Ablosung und Blasenbildung zeigten die Wurmer eine nahezu vollstandige Inhibition der
Vitalitat, Motilitdt, den Verlust innerer Strukturen sowie Darmdilatationen. Diese wurden
erstmals auch bei Mannchen beobachtet. Die (Kopf-)Saugnapfe erschienen autolytisch.
Desweiteren waren die Schistosomen 0Odematds aufgequollen und korkenzieherartig
aufgerollt, wobei die Mannchen davon mehr betroffen waren als die Weibchen. Einzig die

tumoréhnlichen Ausstllpungen konnten nicht nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 78).

" 4
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Abbildung 78: Mikroskopische Aufnahmen von Schistosomen bei der in vitro-Testung von

Verbindung 216 (Sch132027). A: Odematos aufgequollenes Mannchen mit Darmdilatationen

(roter Pfeil); B: Korkenzieherartig aufgerolltes Weibchen mit Strukturverlust.
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Bei einer Konzentration von 10 uM waren die beschriebenen Effekte ebenfalls zu beobachten,
wenn auch teilweise deutlich abgeschwaécht. Unterhalb einer Konzentration von 10 uM war
Verbindung 216 unwirksam.

Auch wenn das Imidazolderivat 216 in Bezug auf die niedrigste wirksame Konzentration den
anderen Verbindungen nicht tUberlegen war, so zeigte sich dennoch die komplette Bandbreite
aller bisher beobachteten Phanotypen. Ein anderer Wirkmechanismus schien zu diesem
Zeitpunkt sehr wahrscheinlich zu sein. Trotz der nachgewiesenen Toxizitdt wvon
Verbindung 216 gegenuber der HepG2-Zellinie bis zu einer Konzentration von 25 pM wurde
beschlossen, die verschiedenen Benzylsubstituenten aus einer vorangegangenen Serie mit

dem Imidazol zu kombinieren.
B.2.2.4 Imidazol-Derivate

In Analogie zur ersten Optimierungsserie wurden die Substituenten des Schwefels variiert.
Die Derivate wurden dabei in einer One-Pot-Reaktion nach einer Vorschrift von Li et al.
dargestellt. ™  Dabei wurde Imidazol (217) mit Kohlenstoffdisulfid (106) zum
entsprechenden Dithiocarbamat (218) umgesetzt. Dieses reagierte anschlieBend in einer
bimolekularen nukleophilen Substitution mit dem entsprechenden Alkylhalogenid, wodurch
die gewilnschten Dithiocarbamat-Derivate dargestellt wurden. Die Syntheseroute ist in
Schema 17 dargestellt.

H S S
I _ I
(NJ + 8=C-8 — /N 8T ——

- N

217 106 218 219
Schema 17: Syntheseroute zur Darstellung der Dithiocarbamat-Derivate.?*”!
0] Aceton, 15 min, 0 °C; K3POy, 45 min, 0 °C — RT

(I Alkylhalogenid, 10-16 h, RT

Auch hier wurden aufgrund der Unkenntnis tolerierter Substituenten zundchst das Methyl-,

das Carbonsdure- und das Carbonsédureester-Derivat dargestellt (vgl. Tabelle 31). Bei den
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in vitro-Testungen zeigte sich, dass die Derivate mit einem hydrophilen Substituenten (221

und 222) unwirksam gegen S. mansoni waren.

Tabelle 31: Strukturformeln der initialen Imidazol-Derivate 220-222.

S
m R m R
ot
Schi32028 (220) -CHs Schi32031 (222) i
N
/O
Schl32029 (221)
OH

Erstaunlicherweise zeigte das Methyl-Derivat 220, im Gegensatz zum entsprechenden
N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivat 97, in vitro eine sehr gute antischistosomale Aktivitat. Bis
zu einer Konzentration von 10 uM wirkte die Verbindung nach spatestens 48 Stunden letal
auf die Schistosomen. Die Eiproduktion und die Paarungsstabilitat waren stark reduziert. Des
Weiteren wurden massive Tegumentablosungen sowie der Verlust innerer Strukturen
beobachtet. Die (Kopf-)Saugnépfe erschienen ebenfalls autolytisch. Erneut waren die
Schistosomen ddematds aufgequollen und korkenzieherartig aufgerollt, wobei die Mannchen
wiederum davon mehr betroffen waren als die Weibchen (vgl. Abbildung 79). Mit Ausnahme
des letalen Effekts zeigten sich die gleichen Ph&notypen auch bei einer Konzentration von
5 uUM. Somit war Verbindung 220 ebenso wirksam wie Praziquantel (1). Aufgrund der
Phéanotypen ist ein im Vergleich zu Praziquantel (1) anderer Wirkmechanismus sehr
wahrscheinlich. Ab einer Konzentration von 1 uM war Verbindung 220 unwirksam. Bei der
Zytotoxizitatsmessung zeigte das Imidazol-Derivat 220 sowohl in der HepG2- als auch in der
LS174T-Zelllinie bis zu einer Konzentration von 100 uM kein toxisches Potential.
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Abbildung 79: Mikroskopische Aufnahmen von Schistosomen bei der in vitro-Testung von
Verbindung 220 (Schl32028). A: Korkenzieherartig aufgerolltes Weibchen (roter Pfeil) und
6dematds aufgequollenes Mannchen (schwarzer Pfeil); B: Mannchen mit Ablésung des
Teguments; C: Weibchen mit Verlust innerer Strukturen und Tegumentschéden (Pfeil);
D: Ménnchen mit Tegumentblasen (Pfeil).

Tabelle 32 Strukturformeln der Imidazol-Derivate 223-225 mit verlangerter aliphatischer
Kette.

S
N NS SR
\—/
# R # R
Schl32263 (223) -CH; Schl32265 (225) W

Schl32264 (224) N

Aufgrund der unerwartet guten antischistosomalen Aktivitat des Methyl-Derivats 220 wurde
anschlieBend die aliphatische Kette schrittweise verlangert. Die entsprechenden Ethyl-,
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Propyl- und Butyl-Derivate (223-225) wurden nach der gleichen Syntheseroute dargestellt
und sind in Tabelle 32 gezeigt.

Absolute Eizahlen pro 24 h
653
600
347 348
400 560 7
200 '
0
24h 48h 72h
H DMSO H Schl32028 (220) [5 uM] i Schl32263 (223) [5 uM]
H Schl32264 (224) [5 uM] i Schl32265 (225) [5 uM]
Prozentsatz deformierter Eier pro 24 h
100 22
77
20 75
60
40
20
20 4
0 —
24h 48h 72h
H DMSO H Schl32028 (220) [5 uM] M Schl32263 (223) [5 uM]
H Schi32264 (224) [5 pM] i Schl32265 (225) [5 uM]

Abbildung 80: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 220 (Schl32028), 223 (Schl32263), 224 (Schl32264)
und 225 (Schl32265) bei einer Konzentration von je 5 pM.

Das Ethyl- und das Butyl-Derivat (223 und 224) zeigte invitro eine leicht verbesserte
Wirksamkeit. Beide Verbindungen zeigten vergleichbare Ph&notypen wie Verbindung 220.
Verbindung 223 wirkte in hoheren Konzentrationen (> 10 uM) bereits nach 24 Stunden, bei
einer Konzentration von 5 uM nach 72 Stunden letal. Gleiches konnte fir Verbindung 224
nachgewiesen werden. Unterhalb einer Konzentration von 5 uM waren beide Verbindungen
wie das Methyl-Derivat 220 unwirksam. Die Einfihrung eines Butyl-Rests hatte einen
leichten Abfall der Wirksamkeit zur Folge. Verbindung 225 zeigte zwar bis zu einer
Konzentration von 10 uM gleiche Phanotypen wie die Verbindungen 223 und 224 und war
nach spétestens 72 Stunden letal fur die Schistosomen, jedoch war das Butyl-Derivat 225

bereits bei einer Konzentration von 5 puM unwirksam. Abbildung 80 vergleicht die

141



Teil B — Synthese und biologische Testung von Dithiocarbamat-Derivaten als potentielle
anthelmintische Wirkstoffe gegen S. mansoni

Kapitel B.2 — Ergebnisse und Diskussion

Eiproduktion und -deformation der Imidazol-1-carbodithionséurealkylester bei einer
Konzentration von 5 uM.

Die drei Derivate zeigten im Gegensatz zum S-Methyl-Derivat 220 bei einer Konzentration
von 100 uM ein grolles zytotoxisches Potential gegenuber der HepG2-Zelllinie. Bei einer
Konzentration von 50 UM zeigte sich ein leichtes zytotoxisches Potential Man erkennt, dass
mit der Verlangerung der aliphatischen Kette ein Anstieg der Zytotoxizitat einhergeht (vgl.
Abbildung 81).

Zytotoxizitatsmessung
(HepG2-Zelllinie)
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24 h 72 h 120 h 144 h
Inkubationszeit
~®-DMSO —o—Schl32028 (220) [100 puM]
——Schl32263 (223) [100 pM] = Schl32264 (224) [100 puM]

=>=Schl32265 (225) [100 uM]
Abbildung 81: Auswertung der Zytotoxizitatsmessung (HepG2-Zelllinie) der Verbindungen
220 (Schl32028), 223 (Schl32263), 224 (Schi32264) und 225 (Schl32265).

Im Anschluss daran wurden flr die Imidazol-Derivate die gleichen Optimierungsversuche des
Benzylsubstituenten wie bei den N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivaten unternommen
(vgl. Kapitel B.2.1). Es erwiesen sich die gleichen Substituenten als wirksam. Es zeigte sich
erneut, dass bei der Variation der aliphatischen Kettenldnge des Benzylsubstituenten eine
Kettenlange von null, also einer Elimination der aliphatischen Kette, bis drei Methyleinheiten
toleriert wurde. Eine weitere Verlangerung der aliphatischen Kette ging wiederum mit einem

Aktivitatsverlust einher. Gleiches galt fir die Einflhrung rigider Ketten. Fir die
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Funktionalisierung des aromatischen Rings konnte nachgewiesen werden, dass eine
Substitution in 4-Position zu Derivaten mit der besten Wirksamkeit fiihrte. Die Einflihrung
elektronenziehender Substituenten ging mit einem Aktivitatsanstieg und einer Wirksamkeit
bei niedrigen mikromolaren Konzentrationen einher. Im Folgenden werden nur die besten

Imidazol-Derivate dieser Serie diskutiert (vgl. Abbildung 82).
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Abbildung 82:  Strukturformeln  der vier  wirksamsten  Imidazol-Derivate  der

Optimierungsserie.

In vitro zeigten alle vier Derivate erneut eine sehr gute antischistosomale Aktivitat. Die
Eiproduktion und die Paarungsstabilitat waren wiederum stark inhibiert. Desweiteren wurden
massive Tegumentablésungen sowie der Verlust innerer Strukturen beobachtet. Die
(Kopf-)Saugnépfe erschienen autolytisch. Aulerdem waren die Schistosomen wieder
6demat6s aufgequollen und korkenzieherartig aufgerollt, wobei die M&nnchen mehr betroffen
waren als die Weibchen. Zudem wirkten die drei Derivate mit einem elektronenziehenden
Substituenten am aromatischen Ring (226, 227 und 228) bis zu einer Konzentration von 5 uM
innerhalb von maximal 72 Stunden letal auf die Schistosomen, das Cyclohexyl-Derivat nur
bis zu einer Konzentration von 25 uM. Abermals waren alle vier Verbindungen ab einer
Konzentration von 1 uM unwirksam. Jedoch zeigten alle vier Verbindungen bereits bei einer
Konzentration von 25 UM ein zytotoxisches Potential gegentiber der HepG2-Zelllinie.

Die beobachteten Phanotypen glichen denen der anderen Imidazol-Derivate. Ein allgemeiner
Effekt dieser Verbindungsklasse zeichnete sich ab. Es wurde an dieser Stelle vermutet, dass
die Imidazol-1-carbodithionsdaureester ihre Wirkung durch kovalente Modifikation der

Zielstruktur austiben. Nach einem mdglichen nukleophilen Angriff, zum Beispiel durch ein
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Cystein oder Serin, stiinden zwei mogliche Abgangsgruppen zur Verfligung: das Thiolat und
das Imidazolat. Mithilfe der in Abbildung 83 gezeigten Derivate wurde dieser Vermutung

nachgegangen.

S

mﬁ@ @ " .

230 231 232
Abbildung 83: Strukturformeln der Derivate zur Uberpriifung einer maglichen kovalenten

Bindung.

Durch den Elektronenzug des Nitro- beziehungsweise der Nitrilsubstituenten am Imidazol
sollte die entstehende negative Ladung besser stabilisiert werden. Gleiches gilt fur den
Austausch des Imidazolyl-Rests gegen einen 1,2,4-Triazolyl-Rest. In vitro konnte dies nicht
bestatigt werden. Die beiden Verbindungen 230 und 232 waren bereits bei einer
Konzentration von 100 uM unwirksam. Das 1,2,4-Triazol-Derivat 231 zeigte nur eine sehr
geringe antischistosomale Aktivitat. Das Benzyl-Derivat 216 hingegen war in vitro bis zu
einer Konzentration von 10 uM wirksam. Ebenso scheint ausgeschlossen, dass das Thiolat als
mogliche Abgangsgruppe fungiert, da sonst die Verbindungen 230, 231 und 232 zumindest
bei hohen Konzentrationen (> 50 uM) eine &hnliche Aktivitadt wie das Benzyl-Derivat 216
hatten zeigen missen. Dadurch konnte die Vermutung der kovalenten Modifikation der
Zielstruktur durch die Verbindungsklasse der Imidazol-1-carbodithionséureester an dieser
Stelle nicht bestatigt werden.

B.2.2.5 Struktur-Wirkungs-Beziehungen und Zusammenfassung
Ziel dieser Optimierungsserie war es, den Einfluss des Substituenten am Stickstoff des
Dithiocarbamats zu untersuchen. Zur besseren Vergleichbarkeit der antischistosomalen

Aktivitat waren alle Derivate am Schwefel benzylsubstituiert. Es wurden 45 Derivate mit

einer groRen Diversitat dargestellt und in vitro getestet.
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Auch in dieser Serie wurden sieben Substituenten gefunden, deren Einfiihrung einen Anstieg
der antischistosomalen Aktivitat zur Folge hatte. Dieser war aber weniger stark als bei den
sieben wirksamsten Substituenten am Schwefel. Nichtsdestotrotz waren die Derivate bis zu
einer Konzentration von 25 uM wirksam. Zwei der Derivate (Verbindung 207 und 208)
zeigten eine antischistosomale Aktivitat bis zu einer Konzentration von 10 uM. Die besten

sieben Derivate sind in Tabelle 33 zusammengefasst.

Tabelle 33: Ubersicht der wirksamsten Benzyldithiocarbamat-Derivate.

ﬁN s@

# R # R

O
Schi32174 (199)* Schi32194 (202)* /L NJ\)“
H
®) @)
Schi32190 (206)* >f g/a Schl32200 (207)** Q\/\
|
O

Schl32191 (197)* H-HClI Schl32209 (208)**

Schl32192 (200)*

* wirksam bis 25 pM; ** wirksam bis 10 pM

Es konnte gezeigt werden, dass durch den Austausch des N,N-Diethyl-Rests gegen einen
Piperidinyl-Rest eine vergleichbare antischistosomale Aktivitdt erhalten wurde. Eine
Variation der aliphatischen Kettenldnge am Dithiocarbamatstickstoff wurde ebenso
untersucht, mit dem Ergebnis, dass eine Kettenldnge von eins bis drei Methyleinheiten

toleriert wurde. Eine weitere Verldngerung der aliphatischen Kette geht mit einem
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Aktivitatsverlust einher. Derivatisierungsversuche des Piperidin-Rings durch Einfihrung
verschiedener Substituenten hatten einen Verlust der Wirksamkeit zur Folge.

Durch die Einfuhrung eines Piperazin-Strukturelements kam es zu einem sprunghaften
Anstieg der antischistosomalen Aktivitat. Nachfolgend wurde der Piperazinstickstoff unter
Beibehaltung seiner Basizitat substituiert. Wahrend eine N-Methylierung einen Wirkverlust
zur Folge hatte, konnte mit langerer Kettenldnge (Ethyl- oder Propyl-) eine zum
unsubstituierten Piperazin-Derivat vergleichbare Wirksamkeit erzielt werden. Ein Einschub
eines Carbonséureamids in die aliphatische Kette wurde ebenso wie die Einfiihrung eines
Benzylsubstituenten am Piperazinstickstoff toleriert.

Eine Acylierung des Piperazinstickstoffs unter Elimination der Basizitat fuhrte zu einer
gesteigerten Aktivitat. Unklar ist, ob die beobachtete Aktivitatssteigerung durch Acylierung
des basischen Piperazin-Stickstoffs oder durch die cyclischen Acylreste erreicht wurde.
Weiterfuhrende Arbeiten sind an dieser Stelle nétig.

Durch die Einfihrung eines Imidazolyl-Rests konnte eine weitere vielversprechende
Substanzklasse etabliert werden. Aufgrund der sehr guten Wirksamkeit sowie dem Auftreten
von unter anderem teils massiven Tegumentschéden einschlieBlich Blasenbildung und
Tegumentablésung bis zu einer Konzentration von 10 uM wurde beschlossen, die
Verbindungsklasse der Imidazol-1-carbodithionséureester intensiver zu untersuchen, da ein
anderer Wirkmechanismus vermutet wurde. Die S-alkylierten Imidazol-Derivate waren
ebenfalls sehr gut wirksam und zeigten auch in niedrigen mikromolaren Konzentrationen
letale Effekte. Ab dem Butyl-Derivate nahm die Wirksamkeit mit steigender Kettenlange
rapide ab. Die kurzkettigen Derivate (bis -Propyl) waren bis zu einer Konzentration von 5 uM
wirksam, wobei sich die aufgetretenen Phénotypen teils deutlich von Praziquantel (1)
unterschieden. Im Anschluss daran wurde die Variation des Benzylsubstituenten fur diese
Verbindungsklasse erneut durchgefiihrt. Nach weiteren 47 Derivaten zeigten sich letztlich die
gleichen Ergebnisse wie bei den N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivaten. Erneut wurde eine
Kettenlédnge der aliphatischen Kette von null bis drei Methyleneinheiten toleriert. Eine weitere
Verlangerung der aliphatischen Kette ging auch hier mit einem Aktivitatsverlust einher. Fir
die Funktionalisierung des aromatischen Rings zeigte sich abermals, dass eine Substitution in
4-Position zu Derivaten mit der besten Wirksamkeit fuhrte. Elektronenziehende Substituenten
eigneten sich vorrangig zur Funktionalisierung und gingen mit einem Aktivitatsanstieg und
einer Wirksamkeit bei niedrigen mikromolaren Konzentrationen einher. Zundchst wurde eine

kovalente Modifikation der Zielstruktur vermutet. Die Vermutung wurde durch die
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Unwirksamkeit von Derivaten, welche die mdgliche Abgangsgruppe Imidazolat stabilisieren
sollten, nicht bestatigt. Der Wirkmechanismus ist nicht bekannt.

Nichtsdestotrotz konnten insgesamt sechs Imidazol-Derivate dargestellt werden, die wie
Praziquantel (1) bis zu einer Konzentration von 5 uM eine sehr gute antischistosomale

Aktivitat und vielversprechende Ph&notypen zeigten. Diese sind in Abbildung 84 gezeigt.
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Abbildung 84: Strukturformeln der sechs wirksamsten Imidazol-Derivate. Mit einem

* markierte Verbindungen zeigten ein zytotoxisches Potential.

Unglucklicherweise zeigten fiinf der sechs wirksamsten Imidazolderivate bereits bei niedrigen
Konzentrationen (25 pM) ein groRes zytotoxisches Potential gegeniliber der HepG2-Zelllinie.
Somit ging mit dem Anstieg der Aktivitdt auch ein Anstieg der Zytotoxizitat einher. Einzig
fur Verbindung 220 konnte bis zu einer Konzentration von 100 uM weder in der HepG2-,
noch in der LS174T-Zelllinie keine Zytotoxizitdt nachgewiesen werden. Die
Verbindungsklasse der Imidazol-1-carbodithionsdureester sollte aufgrund der in Bezug auf
Praziquantel (1) besseren Wirksamkeit und der vielversprechenden Phé&notypen weiter

untersucht werden, um das toxische Potential der Verbindungen zu reduzieren.
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Tabelle 34: Definition von Hit- und Lead-Strukturen nach TDR.?U

Testung Definition
gegen

Hit-Struktur ~ Adulte 100%ige Inhibition der Motilitat bei einer Konzentration
S.mansoni  von 5 pg/mL™*

Lead-Struktur Adulte Aktiv  invivo (Mduse) bei  subkutaner  oder
S. mansoni  intraperitonealer Gabe einer 10%igen

DMSO-Formulierung (5x100 mg/kg Koérpergewicht) und
statistisch ~ signifikanter Reduktion der Wurmlast
(>80%: hochwirksam)

Nicht Gbermé&Rig toxisch in Tieren bei wirksamen Dosen

Verbindung 220 wurde anschlielend nach der Definition des Special Programme for
Research and Training in Tropical Diseases (TDR) der World Health Organisation beziglich
einer moglichen Einstufung als Hit-Struktur gepruft. Die speziell fir Anthelminthika
entwickelte Definition des TDR zeigt Tabelle 34.°”) Demnach ist jede Verbindung, welche
eine 100%ige Inhibition der Motilitat bei einer Konzentration von 5 pg/mL™ bewirkt, als

Hit-Struktur zu bewerten.

Tabelle 35: Bewertung der Verbindung 220 nach den TDR-KTriterien.

Bezeichnung # Molmasse  Geringste wirksame Konzentration Hit-Struktur
[g/ mol] Konzentration [uM] in pg/ mL™ nach TDR
Schi32028 220 158.24 5 2.90 Ja

Die in vitro-Ergebnisse des besten Imidazol-Derivats 220, welches die Motilitat vollstandig
inhibierte, zeigt, dass die als Grenzwert gewahlte Konzentration von 5 pg/ mL™ unterschritten
wurde (vgl. Tabelle 35). Somit ist Verbindung 220 nach TDR als Hit-Struktur zu
klassifizieren. Daher wirde nun die invivo-Testung im Mausmodell anschlielen, um zu
verifizieren, ob aus der gefundenen Hit-Struktur eine Lead-Strukturen hervorgeht (Kriterien
siehe Tabelle 34). Eine mogliche invivo-Testung waére aufgrund der durchgefiihrten
Zytotoxizitatsstudien zu empfehlen (Abbildung 85).
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220
Abbildung 85: Strukturformel des fir eine in vivo-Testung potentiell infrage kommenden
Imidazol-1-carbodithionsdureesters 220 (Schl32028).
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B.2.3 Variation der Heteroatome des Dithiocarbamats

Im Folgenden wurde die Notwendigkeit der Dithiocarbamat-Grundstruktur untersucht. Dabei
wurden die beiden Schwefelatome zunéchst schrittweise gegen Stickstoff oder Sauerstoff
ausgetauscht. Eine mogliche kovalente Modifikation des Zielenzyms nach Reaktion mit
einem Serin oder Cystein erschien als Wirkmechanismus maoglich (vgl. Abbildung 86). Das
Thiolat ware dabei die beste Abgangsgruppe. Der Schwefel kann die entstehende negative

Ladung aufgrund seiner GroRe und seiner Polarisierbarkeit sehr gut stabilisieren.
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Abbildung 86: Madglicher Wirkmechanismus der Dithiocarbamate am Beispiel von
Verbindung 122 (Schl32007).

Initial wurde der einfach gebundenen Dithiocarbamat-Schwefel durch Sauerstoff oder
Stickstoff ausgetauscht. Vermutet wurden ein Rickgang beziehungsweise ein Verlust der
antischistosomalen Aktivitdat. Das Alkoholat ist aufgrund der geringeren Stabilisierung der
entstehenden negativen Ladung eine schlechtere Abgangsgruppe als das Thiolat. Amide
konnen die entstehende negative Ladung nicht stabilisieren und stellen in der Regel keine
Abgangsgruppen dar.

Beide Derivate wurden durch Reaktion von N,N-Diethylthiocarbamoylchlorid mit
Benzylamin beziehungsweise Benzylalkohol unter basischen Bedingungen dargestellt. Die

Strukturformeln der drei Derivate sind in Abbildung 87 gezeigt.
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Abbildung 87:  Strukturformeln des Dithiocarbamat-Derivats 122 (Schl32007), des
Thioharnstoff-Derivats 236 (Schl32151) und des Thionurethan-Derivats 237 (Schl32152).

In vitro bestatigten sich die aufgestellten Vermutungen. Das Thioharnstoff-Derivat 236 war
bei einer Konzentration von 100 uM unwirksam. Das Thionurethan-Derivat 237 zeigte bei
dieser Konzentration eine antischistosomale Aktivitdt. Diese war im Bezug auf die
Paarungsstabilitat, Eiproduktion und Vitalitit geringer ausgepragt als die des
Dithiocarbamat-Derivats 122. Zudem zeigte das Thiocarbamat-Derivat 237 keine weiteren
Phanotypen und war unterhalb einer Konzentration von 100 uM unwirksam. Abbildung 88
vergleicht die Eiproduktion und -deformation unter dem Einfluss der drei Verbindungen.
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Abbildung 88: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 122 (Schl32007), 236 (Schi32151) und 237
(Schl32152) bei einer Konzentration von je 100 pM.

AnschlieBend wurde der doppelt gebundene Schwefel gegen einen Sauerstoff ausgetauscht.
Durch die Einfhrung des Sauerstoffs wurde die Reaktivitdt des Carbonyl-Kohlenstoff

gegeniiber Nukleophilen verringert.
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Abbildung 89:  Strukturformeln  des Carbamat-Derivats 238 (Schl32161), des
Harnstoff-Derivats 239 (Schl32162) und des Thiolurethan-Derivats 240 (Schl32163).

Es wurde vermutet, dass nur das Thiolurethan-Derivat 240 aufgrund der besten
Abgangsgruppe eine antischistosomale Aktivitat zeigt. Das entsprechende Carbamat-Derivat
238, das Harnstoffderivat 239 und das Thiolurethan-Derivat 240 wurden nach analoger
Syntheseroute unter Verwendung von N,N-Diethylcarbamoylchlorid dargestellt. Die

Strukturformeln der drei Derivate sind in Abbildung 89 gezeigt.
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Abbildung 90: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 122 (Schl32007) und 237 (Schl32163) bei einer

Konzentration von je 100 uM.

In vitro wurden die vermuteten Ergebnisse bestatigt. Das Thiolurethan-Derivat 240 zeigte
eine antischistosomale Aktivitdt. Wiederum war die Wirksamkeit im Bezug auf die
Paarungsstabilitat, Eiproduktion und Vitalitdt geringer ausgepragt als die des
Dithiocarbamat-Derivats 122. Zudem zeigte auch das Thiolurethan-Derivat 240 Kkeine
weiteren Phanotypen und war unterhalb einer Konzentration von 100 uM unwirksam. Die

Verbindungen 238 und 239 waren wie vermutet bereits bei einer Konzentration von 100 uM
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unwirksam.  Abbildung 90 vergleicht die Eiproduktion und -deformation des
Dithiocarbamats 122 mit der des S-Thiocarbamat-Derivats 240.
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Abbildung 91: Strukturformeln des Dithioesters 241 (Schl32367) und des Thioamids 242
(Schl32370).

Anschliefend wurde der Dithiocarbamat-Stickstoff beziehungsweise der einfach gebundene
Schwefel durch einen Kohlenstoff ersetzt. Dabei wurden zunéchst tiber eine EDC-Kupplung
das entsprechende Amid beziehungsweise der entsprechende Thioester dargestellt, welche
anschlieBend mit Lawessons-Reagenz umgesetzt wurden. Die beiden Verbindungen sind in
Abbildung 91 gezeigt. Der Dithioester 241 sollte durch Wegfall des —I- und +M-Effekts des
Carbamatstickstoffs, der fehlenden Resonanzstabilisierung und der daraus resultierenden
héheren Carbonylaktivitat eine bessere Wirksamkeit zeigen als das Dithiocarbamat 122. Fir
das Thioamid 242 wurde aufgrund der Elimination der guten Abgangsgruppe Thiolat keine
antischistosomale Aktivitat erwartet.

In vitro konnte wie erwartet fur das Thioamid 242 bei einer Konzentration von 100 uM keine
antischistosomale Aktivitat gezeigt werden. Entgegen aller Vermutungen zeigte auch der
Dithioester 241 bei einer Konzentration von 100 uM eine sehr viel schwéchere Wirksamkeit
als das Dithiocarbamat 122. Die Eiproduktion war schwécher inhibiert (vgl. Abbildung 92).
Gleiches gilt fiir die Paarungsstabilitat. Wahrend es bei der Testung des Dithiocarbamats 122
zur Entpaarung aller 10 Schistosomenparchen kam, waren bei der Testung des Dithioesters
141 nur 6 von 10 Parchen entpaart. Andere Phénotypen konnten erneut nicht beobachtet

werden.
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Abbildung 92: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den Verbindungen 122 (Schl32007) und 241 (Schl32367) bei einer

Konzentration von je 100 uM.

Die Testergebnisse dieser Serie konnten weder eine kovalente Modifikation der Zielstruktur
bestétigen, noch wurde der mdégliche Wirkmechanismus vollstandig ausgeschlossen. Es zeigte
sich zuné&chst, dass die Verbindungen, bei denen das Thiolat als Abgangsgruppe fungieren
kann, eine sehr viel bessere Wirksamkeit zeigten als die anderen Verbindungen. Ebenso
zeigte das Thiolurethan-Derivat 240 eine im Vergleich zum Dithiocarbamat-Derivat 122
verringerte Aktivitat, was durch die reduzierte Carbonylaktivitit von Verbindung 240
verursacht wurde. Folglich hatte das Dithioester-Derivat 241 eine im Vergleich zum
Dithiocarbamat 122 erhohte Aktivitat zeigen mussen. Jedoch zeigte sich ein Riickgang der
Aktivitat, welcher schwer interpretierbar ist. Moglicherweise flhrte die leicht verdnderte
raumliche Anordnung nach Elimination des Dithiocarbamat-Stickstoffs zu einer Abschirmung
des Nukleophils, sodass die kovalente Modifikation erschwert wurde. Ebenso wdre es
moglich, dass es zu keiner kovalenten Modifikation kam und der Wegfall des
Dithiocarbamat-Stickstoffs zu einem Affinitatsverlust in einer méglichen Bindetasche fiihrte.
Die These einer Interaktion innerhalb einer Bindetasche ware durch den signifikanten Einfluss
des Substituenten am Schwefel des Dithiocarbamats gestiitzt. Nichtsdestotrotz sind weitere
Arbeiten zur Aufklarung des Wirkmechanismus notig.

154



Teil B — Synthese und biologische Testung von Dithiocarbamat-Derivaten als potentielle
anthelmintische Wirkstoffe gegen S. mansoni

Kapitel B.2 — Ergebnisse und Diskussion

B.2.4 Kombinationsserie der wirksamsten Substituenten

Im Folgenden wurden die jeweils sieben wirksamsten Substituenten am Schwefel
beziehungsweise am Stickstoff des Dithiocarbamats, die in den verschiedenen
Optimierungsserien gefunden wurden, miteinander kombiniert. Die Substituenten sind in

Tabelle 36 nochmals gezeigt.

Tabelle 36: Ubersicht der jeweils wirksamsten Substituenten der vorangegangen

Optimierungsserien.
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Ziel dieser Derivate war es, neben einer gesteigerten antischistosomalen Aktivitat wertvolle
Informationen zur Struktur-Wirkungs-Beziehung zu generieren. Die Darstellung der 49
kombinatorischen Derivate erfolgte nach den etablierten Syntheserouten in guten bis sehr
guten Ausbeuten.

Aufgrund der vermuteten gesteigerten Aktivitdt wurden die Derivate initial bei einer
Konzentration von 25 uM getestet. Fur wirksame Verbindungen wurde die Konzentration
schrittweise reduziert. Im Folgenden werden nur die Verbindungen diskutiert, die bei einer
Konzentration von 10 uM oder geringer eine gute bis sehr gute antischistosomale Aktivitat
zeigten. Da nach den bisher gewonnenen Erkenntnissen der Substituent am Schwefel des
Dithiocarbamats den groReren Einfluss auf die Wirksamkeit auszuliben scheint, sind die
folgenden Verbindungen nach diesem Substituenten gruppiert und wurden mit der
antischistosomalen  Aktivitdt der entsprechenden N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate

verglichen.
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Abbildung 93:  Strukturformeln  der Dbeiden wirksamen Derivate mit einem

4-Nitrobenzyl-Substituenten am Schwefel des Dithiocarbamats.

In der Gruppe der 4-Nitrobenzylsubstituierten Derivate zeigten nur zwei Verbindungen eine
antischistosomale Aktivitdt bei einer Konzentration von 10 uM (Abbildung 93). Beide
Verbindungen reduzierten die Eiproduktion, Paarungsstabilitdt und Vitalitat deutlich.
Verbindung 243 zeigte keine weiteren Phanotypen und war ab einer Konzentration von 5 uM
unwirksam. Das N-Boc-geschitzte Derivat 244 zeigte bei einer Konzentration von 10 uM
zusatzlich Tegumentschdden mit Blasenbildung und Ablésung des Teguments. Die
Schistosomen waren 6dematts aufgequollen und zeigten einen Verlust der inneren Strukturen.

156



Teil B — Synthese und biologische Testung von Dithiocarbamat-Derivaten als potentielle
anthelmintische Wirkstoffe gegen S. mansoni

Kapitel B.2 — Ergebnisse und Diskussion

Beide Effekte traten zeitverzdgert nach 48 Stunden auf. Das lasst eine Abspaltung der
Boc-Schutzgruppe unter Freisetzung des freien Piperazin-Derivats als aktives Agens
vermuten. Die Verbindung wirkte nach 72 Stunden letal auf die Schistosomen. Bei einer
Konzentration von 5 uM zeigte Verbindung 244 nur noch eine Reduktion der Eiproduktion.

Das N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivat 157 hingegen zeigte bei einer Konzentration von
5 UM eine bessere antischistosomale Aktivitat als die beiden Derivate der Kombinationsserie.
Neben einer nahezu kompletten Reduktion der Eiproduktion sowie hohen Deformationsraten
kam es zur Entpaarung aller Schistosomenpérchen und einer starken Inhibition von Vitalitat
und Motilitdt. Somit flhrte in dieser Gruppe der Austausch des Substituenten am

Dithiocarbamat-Stickstoff zu Verbindungen mit einer verringerten Wirksamkeit.
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Abbildung 94:  Strukturformeln  der beiden  wirksamen Derivate mit einem
(4-Methylsulfonyl)benzyl-Substituenten am Schwefel des Dithiocarbamats.

In der Gruppe der (4-Methylsulfonyl)benzylsubstituierten Derivate zeigten ebenfalls nur zwei
der sieben Verbindungen eine antischistosomale Aktivitét bei einer Konzentration von 10 uM
(Abbildung 94). Das N-Benzyl-Derivat 246 zeigte bei einer Konzentration von 10 puM eine
sehr gute antischistosomale Aktivitat. Neben einem letalen Effekt nach nur 24 Stunden
konnten Tegumentschaden, der Verlust innerer Strukturen sowie 6dematds aufgequollene
Schistosomen-Méannchen beobachtet werden. Die Eiproduktion und Paarungsstabilitat waren
vollstandig inhibiert. Eine Reduktion der Konzentration auf 5puM hatte jedoch einen
vollstandigen Verlust der Wirksamkeit zur Folge. Das N-Furoyl-Derivat 245 war bis zu einer

Konzentration von 5 uM wirksam und zeigte einen letalen Effekt nach 72 Stunden. Neben der
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nahezu vollstandigen Inhibition der Eiproduktion zeigten sich eine Entpaarung aller
10 Schistosomenpérchen, mittelgradige Tegumentschaden, der Verlust innerer Strukturen
sowie eine Akkumulation der Eier im Uterus. Unterhalb von 5 uM war Verbindung 245

ebenfalls unwirksam.
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Abbildung 95: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den (4-Methylsulfonyl)benzylsubstituierten Derivaten 162 (Schl32118),
245 (Schl32278) und 246 (Schl32292) bei den jeweils niedrigsten wirksamen

Konzentrationen.

Das entsprechende N,N-Diethyl-Derivat 162 zeigte eine antischistosomale Aktivitat bis zu
einer Konzentration von 10 uM. Dabei konnte ebenfalls eine nahezu vollstdndigen Reduktion
der Eiproduktion mit hohen Deformationsraten, eine kompletten Entpaarung aller
Schistosomenparchen und eine starke Inhibition von Vitalitit und Motilitdt beobachtet
werden. Desweiteren traten Tegumentschadigungen und -ablésung, der Verlust innerer
Strukturen sowie Anisocytose des Ovars auf. Mit Ausnahme des Auftretens der Anisocytose
konnten in der Gruppe der (4-Methylsulfonyl)benzyl-Derivate analoge Phéanotypen
beobachtet werden. Abbildung 95 vergleicht die Eiproduktion und -deformation der drei
Verbindungen bei der jeweils niedrigsten wirksamen Konzentration. Durch die Einflihrung
eines Piperazin-Strukturelements mit einem Aromaten in der Seitenkette konnten Derivate
dargestellt werden, die eine &quivalente beziehungsweise verbesserte Wirksamkeit zeigten.

Ob die, verglichen mit dem Furoyl-Derivat 245, bessere Wirksamkeit des
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N-Benzyl-Derivats 246 auf die Basizitdt des Piperazin-Stickstoffs, auf die flexiblere
raumliche Anordnung oder auf andere Griinde zurtickzufiihren ist, kann nicht abschlieRend

gesagt werden.
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Abbildung 96:  Strukturformeln  der beiden  wirksamen Derivate mit einem
(2-Hydroxy-5-nitrophenyl)methyl-Substituenten am Schwefel des Dithiocarbamats.

Auch in der Gruppe der (2-Hydroxy-5-nitrophenyl)methylsubstituierten Derivate zeigten
ebenfalls zwei der sieben Verbindungen eine antischistosomale Aktivitat bei einer
Konzentration von 10 uM (Abbildung 96). Das N-Boc-geschiitzte Derivat 248 zeigte bis zu
einer Konzentration von 5 uM eine deutlich reduzierte Eiproduktion und Paarungsstabilitat.
Zudem konnte ein letaler Effekt auf die Schistosomen nach spétestens 72 Stunden festgestellt
werden. Die Schistosomen zeigten zudem einen Verlust der inneren Strukturen. Dieser Effekt
trat erneut zeitverzogert auf. Auch hier ist es moglich, dass die Boc-Schutzgruppe unter
Freisetzung des freien Piperazin-Derivats als aktives Agens abgespalten wurde. Unterhalb
einer Konzentration von 5 UM zeigte die Verbindung 248 keine antischistosomale Aktivitat.
Das N-Benzyl-Derivat 247 zeigte bei einer Konzentration von 5 uM gleiche Phénotypen. Der
letale Effekt auf die Schistosomen trat bereits nach 48 Stunden ein. Zusétzlich konnten
Tegumentblasen und eine Anisocytose des Ovars beobachtet werden. Bei einer Konzentration
von 1 uM zeigte die Verbindung 247 ebenfalls eine sehr gute Wirksamkeit. Es konnten mit
Ausnahme der Tegumentblasen sowie des letalen Effekts die gleichen Phanotypen beobachtet

werden, wenn auch in etwas geringerer Intensitét.
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Abbildung 97: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den (2-Hydroxy-5-nitrophenyl)methylsubstituierten Derivaten 163
(Schl32158), 247 (Schl32294) und 248 (Schl32315) bei den jeweils niedrigsten wirksamen

Konzentrationen.

Das N,N-Diethyl-Derivat 163 zeigte ebenfalls eine antischistosomale Aktivitat bis zu einer
Konzentration von 5 puM. Bei dieser Konzentration konnte jedoch nur eine Reduktion der
Eiproduktion sowie der Paarungsstabilitdt und Vitalitdt beobachtet werden. Abbildung 97
vergleicht die Eiproduktion und -deformation der drei Verbindungen bei der jeweils
niedrigsten wirksamen Konzentration. Aufgrund der nachgewiesenen Phanotypen sowie der
letalen Effekte bei einer Konzentration von 5 puM ist die Wirksamkeit der beiden
Kombinationsderivate hoher zu bewerten. Zudem konnte mit Derivat 247 erstmals eine
Verbindung dargestellt werden, welche invitro um Faktor 5 wirksamer ist als
Praziquantel (1).

In der Gruppe der Cyclohexylmethylsubstituierten Derivate zeigten vier der sieben
Verbindungen eine antischistosomale Aktivitdt bei einer Konzentration von 10 uM
(Abbildung 98). Jedoch bewirkten die drei Verbindungen 249, 250 und 251 in vitro nur eine
Reduktion der Eiproduktion bei geringen Deformationsraten. Andere Parameter waren
minimal bis gar nicht beeinflusst. Derivat 252 zeigte bei einer Konzentration von 5 uM einen
letalen Effekt nach 48 Stunden. Die Eiproduktion war ebenfalls reduziert. Die
Deformationsraten der Eier waren aber wesentlich hoher als die der anderen drei Derivate

dieser Gruppe. Die Paarungsstabilitit der Schistosomen war ebenfalls nur marginal reduziert
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(Entpaarung von 3 Schistosomenparchen). Weitere Phanotypen konnten erneut nicht

beobachtet werden.
S
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Abbildung 98:  Strukturformeln  der  vier  wirksamen  Derivate mit einem

Cyclohexylmethyl-Substituenten am Schwefel des Dithiocarbamats.

Insgesamt glichen die erhaltenen Ergebnisse denen des N,N-Diethyl-Derivats 178. Dieses war
bis zu einer Konzentration von 10 uM wirksam, zeigte aber ebenfalls nur eine Reduktion der
Eiproduktion. Der inhibierende Einfluss auf die Paarungsstabilitat war starker ausgepragt als
der der Derivate der Kombinationsserie. Aufgrund der im Vergleich zu den bisher
beobachteten Effekten der anderen Derivate schlechteren antischistosomalen Aktivitat der
Cyclohexylmethylsubstituierten Derivate wurde diese Verbindungsgruppe an dieser Stelle
nicht weiter verfolgt.

In der Gruppe der 2-(1H-Indol-3-yl)ethylsubstituierten Derivate konnten weitere drei
Verbindungen dargestellt werden, die eine antischistosomale Aktivitdt bei einer
Konzentration von 10 uM zeigten (Abbildung 99). Dabei konnte bei allen drei Derivaten
neben der nahezu vollstandigen Reduktion der Eiproduktion, Vitalitdt und Motilitat die
Entpaarung aller Schistosomenpérchen beobachtet werden. Die Schistosomen wirkten
6dematds aufgequollen und zeigten einen Verlust der inneren Strukturen. Desweiteren lsten
alle drei Verbindungen Tegumentschdden aus. Die Tegumentschdden waren bei dem
unsubstituierten Piperazin-Derivat 255 mit Abstand am stérksten ausgeprégt. Bei der Testung
von Verbindung 254 wurden erneut tumoréhnliche Ausstiilpungen sowie ein letaler Effekt
nach 48 Stunden beobachtet. Die beiden Verbindungen 253 und 255 zeigten bei einer

Konzentration von 5puM keine Wirksamkeit mehr. Das Derivat 254 lieferte bei dieser
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Konzentration vergleichbare Ergebnisse wie bei 10 uM. Jedoch traten die beschriebenen
Effekte, mit Ausnahme der Eiproduktion, Paarungsstabilitdt und Vitalitat, in teils deutlich

abgeschwachter Form auf. Der letale Effekt blieb bei dieser Konzentration aus.
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Abbildung 99:  Strukturformeln  der  drei  wirksamen  Derivate mit einem

2-(1H-Indol-3-yl)ethyl-Substituenten am Schwefel des Dithiocarbamats.

Das N,N-Diethyl-Derivat 179 zeigte bis zu einer Konzentration von 10 pM eine
antischistosomale Aktivitat. Dabei wurde neben der signifikanten Reduktion der Eiproduktion
die vollstandige Entpaarung aller Schistosomenparchen, stark reduzierte Vitalitdt und
Motilitdt, Darmdilatationen und der Verlust innerer Strukturen beobachtet. Ab einer
Konzentration von 5 uM war Verbindung 179 inaktiv. Mit Ausnahme der Darmdilatationen
zeigten die Verbindungen der Kombinationsserie vergleichbare Effekte. Zusatzlich 16sten die
Derivate der Kombinationsserie teils massive Tegumentschaden aus. Eine verbesserte
antischistosomale Aktivitat zeigte nur Verbindung 254, sodass nur eines der sieben Derivate
der Kombinationsserie eine verbesserte antischistosomale Aktivitat aufwies. Abbildung 100
vergleicht die Eiproduktion und -deformation der vier Verbindungen bei der jeweils

niedrigsten wirksamen Konzentration.
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Abbildung 100: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den 2-(1H-Indol-3-yl)ethylsubstituierten Derivaten 179 (Schl32189),
253 (Schl32304), 254 (Schl32311) und 255 (Schl32325) bei den jeweils niedrigsten

wirksamen Konzentrationen.

In der Gruppe der cumarinsubstituierten Derivate zeigten erneut vier der sieben Verbindungen
eine antischistosomale Aktivitat bei einer Konzentration von 10 uM (Abbildung 101). Das
N-Furoyl-Derivat 256 und das N-Benzyl-Derivat 257 zeigten bei der initial getesteten
Konzentration vergleichbare Effekte und wirkten beide nach 72 Stunden letal auf die
Schistosomen. Die Eiproduktion und Paarungsstabilitdt waren fast vollstandig reduziert.
Desweiteren wurden teils massive Darmdilatationen, der Verlust innerer Strukturen,
Anisocytose des Ovars und Tegumentschaden beobachtet. Jedoch setzte die Wirkung des
N-Benzyl-Derivats 257 erst verzogert nach 48 Stunden ein. Nach 24 Stunden waren die
Schistosomen vital und morphologisch kaum verandert. Wahrend Verbindung 257 bei einer

Konzentration von 5 UM keine antischistosomale Aktivitat mehr zeigte, konnte bei dieser
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Konzentration fiir das N-Furoyl-Derivat 256 die gleiche Wirksamkeit wie bei der vorherigen
Testung beobachtet werden. Einzig der letale Effekt zeigte sich erst nach 72 Stunden. Bei
einer Konzentration von 1pM konnte nur noch ein geringer Einfluss auf die
Paarungsstabilitat, Eiproduktion und Vitalitat beobachtet werden. Dieser war aber zu gering,

um von einer guten Wirksamkeit sprechen zu kénnen.

o) o) o
O—>N O N 0
hig hig
S o S o
256 257
>L Jci o o)
O "N O CImHN™™ O
| 2 |
gwys% pwys%
S o S o
258 259

Abbildung 101:  Strukturformeln  der vier wirksamen Derivate mit einem

Cumarin-Substituenten am Schwefel des Dithiocarbamats.

Auch die beiden Derivate 258 und 259 zeigten untereinander sehr &hnliche Phanotypen.
Neben der Reduktion der Eiproduktion und Paarungsstabilitit wurden massive
Darmdilatationen, ein Verlust der inneren Strukturen sowie leichte Tegumentschaden
beobachtet (vgl. Abbildung 102). Das N-Boc-Derivat 258 wirkte zudem nach 72 Stunden
letal auf die Schistosomen. Desweiteren wurde erneut ein verzogerter Wirkeintritt beobachtet.
Eine Abspaltung der Boc-Schutzgruppe unter Freisetzung des freien Piperazin-Derivats als
aktives Agens scheint erneut nicht unwahrscheinlich. Wahrend das unsubstituierte
Piperazin-Derivat 259 bei einer Konzentration von 5 uM unwirksam war, zeigte Verbindung
258 mit Ausnahme der Tegumentschdaden die gleichen Phéanotypen wie bei der initial
getesteten Konzentration. Der letale Effekt nach 72 Stunden wurde erneut beobachtet.

Unterhalb von 5 uM war das Derivat 258 ebenfalls nicht mehr wirksam.

164



Teil B — Synthese und biologische Testung von Dithiocarbamat-Derivaten als potentielle

anthelmintische Wirkstoffe gegen S. mansoni

Kapitel B.2 — Ergebnisse und Diskussion

I

Abbildung 102: Schistosomen mit massiven Darmdilatationen nach Behandlung

Verbindung 258 (Schl32317).
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Abbildung 103: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den cumarinsubstituierten Derivaten 177 (Schl32175), 256 (Schl132282),
257 (Schl32296), 258 (Schl32317) und 258 (Schl32324) bei den jeweils niedrigsten

wirksamen Konzentrationen.
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Das entsprechende N,N-Diethyl-Derivat 177 war bis zu einer Konzentration von 5uM
wirksam und zeigte eine starke Inhibition der Eiproduktion, Paarungsstabilitat, Vitalitat und
Motilitat. Mit Verbindung 256 und 258 zeigten bei dieser Konzentration zwei Derivate der
Kombinationsserie ebenfalls eine antischistosomale Aktivitdt. Aufgrund der weiteren
aufgetretenen Phanotypen und dem letalen Effekt nach 72 Stunden ist die Wirksamkeit der
beiden Derivate der Kombinationsserie hoher zu bewerten. Abbildung 103 vergleicht die
Eiproduktion und -deformation der finf Verbindungen bei der jeweils niedrigsten wirksamen
Konzentration.

In der Gruppe der 4-Cyanbenzylsubstituierten Derivate zeigte keines der sieben Derivate der
Kombinationsserie eine antischistosomale Aktivitat bei einer Konzentration von 10 uM. Das
entsprechende N,N-Diethyl-Derivat 158 hingegen zeigte bei dieser Konzentration eine
Reduktion der Eiproduktion, Paarungsstabilitat, Vitalitdt und Motilitat. Desweiteren konnten
Schédigungen des Teguments, der Verlust innerer Strukturen sowie die Anisocytose des
Ovars beobachtet werden. Durch die Einflhrung anderer Substituenten am Stickstoff des
Dithiocarbamats kam es zu einem Einbruch der Wirksamkeit. Der Grund dafiir ist unbekannt.
Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse wurde von einer weiteren Verwendung des
4-Cyanbenzyl-Substituenten am Schwefel des Dithiocarbamats abgesehen.

Unter den 49 Derivaten der Kombinationsserie wurden 17 Verbindungen gefunden, die bei
einer Konzentration von 10 uM eine gute bis sehr gute antischistosomale Aktivitat zeigten.
Sechs der 17 Verbindungen waren ebenfalls bei einer Konzentration von 5 uM aktiv und
damit genauso wirksam wie Praziquantel (1). Die sechs Verbindungen sind in Tabelle 37
dargestellt. Neben der signifikanten Reduktion der Vitalitit und Motilitat, der
Paarungsstabilitdt sowie der Eiproduktion einschliellich hoher Deformationsraten der
verbliebenen Eier konnten vielversprechende Phénotypen beobachtet werden. Dazu gehdrten
vor allem Darmdilatationen, der Verlust innerer Strukturen und Tegumentschadigungen mit
einhergehender Blasenbildung und Ablosung des Teguments. Zudem zeigten alle sechs
Derivate einen letalen Effekt nach spatestens 72 Stunden. Mit Verbindung 247 wurde ein
Derivat dargestellt, welches auch bei einer Konzentration von 1 puM eine sehr gute
antischistosomale Aktivitat zeigte und somit invitro um Faktor 5 wirksamer ist als die

Referenzverbindung Praziquantel (1).
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Tabelle 37: Ubersicht der sechs wirksamsten Derivate der Kombinationsserie.

S

N

S’R2

N
RN

# R, R>

Schl32282 (256)* 0
\ / "o =

@)
Schi32311 (254)* )\NJ\/H %
H N
H

Schl32317 (258)* O
c (258) >( g/\ §

* wirksam bis 5 pM; ** wirksam bis 1 pM

Aufgrund der sehr unterschiedlichen in vitro-Ergebnisse der Derivate dieser durchgefuihrten

Kombinationsserie lassen sich keine belastbaren Struktur-Wirkungs-Beziehungen ableiten.
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Mit Ausnahme des N-Ethylpiperazin- und des 4-Cyanbenzyl-Substituenten kommt jeder
andere Substituent in mindestens zwei aktiven Verbindungen vor. Abbildung 104 zeigt die
Héaufigkeit der jeweiligen Substituenten am Stickstoff beziehungsweise am Schwefel des
Dithiocarbamats. Aufgrund des Auftretens verschiedener Phénotypen liegt die Vermutung
nahe, dass mehrere Targets adressiert werden. Die Diversitat der Strukturen der
Verbindungen, welche bei einer Konzentration von 10 uM wirksam waren, scheinen diese

Hypothese zu bestatigen.

Haufigkeit der Stickstoff-Substituenten in aktiven Verbindungen der
Kombinationsserie
7 -
6 .
— 5 .
e
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Abbildung 104: Ha&ufigkeit der jeweiligen Substituenten in Verbindungen der
Kombinationsserie, die bei einer Konzentration <10 UM eine antischistosomale Aktivitat

zeigten.

Die sechs wirksamsten Verbindungen (vgl. Tabelle 37) wurden im Anschluss auf ihr
zytotoxisches Potential gegenlber der HepG2-Zelllinie untersucht. Bei der initial getesteten
Konzentration von 100 uM war nur Verbindung 258 nicht toxisch. Gleiches gilt flr die
Testung gegeniiber der LS174T-Zelllinie. Die anderen funf Verbindungen zeigten ein

zytotoxisches Potential gegenuber der HepG2-Zelllinie, sodass auf eine Testung gegeniber
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der LS174T-Zelllinie verzichtet wurde. Im Anschluss wurde die Konzentration auf 50 uM
reduziert. Dabei zeigte sich, dass bei dieser Konzentration die Verbindungen 248 und 254
erneut zytotoxisch waren. Die Verbindungen 245, 256 und 247 zeigten bei dieser
Konzentration kein zytotoxisches Potential.

Auch die sechs wirksamsten Derivate dieser Kombinationsserie wurden nach der Definition
des Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases (TDR) der World
Health Organisation auf eine mogliche Einstufung als Hit-Struktur gepriift. Die Definition
des TDR sind nochmals in Tabelle 38 dargestellt.l*"

Tabelle 38: Definition von Hit- und Lead-Strukturen nach TDR.?U

Testung Definition
gegen

Hit-Struktur ~ Adulte 100%ige Inhibition der Motilitat bei einer Konzentration
S.mansoni  von 5 pg/mL™*

Lead-Struktur Adulte Aktiv  invivo (Md&use) bei  subkutaner  oder
S. mansoni  intraperitonealer Gabe einer 10%igen

DMSO-Formulierung (5x100 mg/kg Koérpergewicht) und
statistisch ~ signifikanter ~Reduktion der Wurmlast
(>80%: hochwirksam)

Nicht GberméaRig toxisch in Tieren bei wirksamen Dosen

Alle sechs Verbindungen waren in vitro in der Lage, die Motilitat vollstdndig zu inhibieren.
Nach Definition des TDR ist Verbindung 247 als Hit-Struktur zu klassifizieren. Aufgrund der
im Vergleich zu Praziquantel (1) um Faktor 5 verbesserten Wirksamkeit waére
Verbindung 247 die erste Wahl fiir eine mdgliche in vivo-Testung. Die anderen finf Derivate
iiberschritten die als Grenzwert gewahlte Konzentration von 5 pg/ mL™ um das Vierfache
(vgl. Tabelle 39). Nichtsdestotrotz stellen auch diese fiinf Derivate aufgrund der erhaltenen
in vitro-Ergebnisse und der sehr guten Wirksamkeit eine reelle Option fur eine anschlieRende

in vivo-Testung dar.
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Tabelle 39: Bewertung der sechs wirksamsten Verbindungen der Kombinationsserie nach den
TDR-Kriterien.

Bezeichnung # Molmasse  Geringste wirksame Konzentration Hit-Struktur
[9/ mol] Konzentration [uM] in pg/ mL™ nach TDR

Schi32278 245  424.56 5 21,23 Nein
Schi32282 256  444.52 5 22,23 Nein
Schi32294 247 417.54 1 4,17 Ja

Schi32311 254  404.59 5 20,23 Nein
Schi32315 248 41351 5 20,68 Nein
Schi32317 258  450.57 5 22,53 Nein

Nach Auswertung der durchgeflihrten Zytotoxizitatsstudien, der antischistosomalen Aktivitat
und der Bewertung nach TDR sind die Verbindungen 245, 247 und 256 fur eine
in vivo-Testung zu empfehlen (Abbildung 105).

/|

O
245
O

O N/\
|
\ K/N\H/Sv%\
S
JSL OH
/\
—\/N sﬁ
NO>

Abbildung 105: Strukturformeln der fur eine in vivo-Testung potentiell infrage kommenden

9

Derivate der Kombinationsserie.
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B.2.5 Weitere Optimierungsversuche

In einer abschlieBenden Optimierungsserie wurde versucht, die antischistosomale Aktivitat
sowie das zytotoxische Profil der Substanzklasse der Dithiocarbamate weiter zu verbessern.
Als Grundstruktur fir die folgenden Derivate wurde das ((4-Nitrophenyl)methyl)piperazin-1-
dithiocarboxylat  (260) gewadhlt, welches ausschliellich am  Piperazin-Stickstoff
funktionalisiert wurde (Abbildung 106). Die Wahl der Grundstruktur erfolgte aus zwei
wesentlichen Griinden: Zum Einen zeigten alle bisher dargestellten Verbindungen mit einem
4-Nitrobenzyl-Substituenten ein schlechtes Zytotoxizitatsprofil. Tritt eine Verringerung der
Zytotoxizitdt auf, sollte diese mit hoher Wahrscheinlichkeit mit der Variation des
Substituenten am Piperazin-Stickstoff korrelieren. Zum Anderen zeigten mit Ausnahme des
N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivats 157  keines  der  4-Nitrobenzylsubstituierten
Verbindungen einer antischistosomale Aktivitat unterhalb einer Konzentration von 10 puM.
Auch hier wurde vermutet, dass eine Verbesserung der Wirksamkeit mit der Variation des

Substituenten am Piperazin-Stickstoff korreliert.

Abbildung 106: Grundstruktur der Derivate zur weiteren Steigerung der antischistosomalen
Aktivitat.

Basierend auf den bisher erhaltenen Ergebnissen wurden die Verbindungen initial bei einer
Konzentration von 10 uM auf ihre antischistosomale Aktivitat getestet. Fir wirksame

Verbindungen wurde die Konzentration schrittweise reduziert.
B.2.5.1 Konjugation mit Aminosauren

Zundachst wurde das Grundgertst mit verschiedenen Aminosduren konjugiert. Verschiedene
schistosomale Aminosauretransporter sind in der Literatur beschrieben, welche sich vor allem

im Tegument der Schistosomen befinden.”®*?%% Eine verbesserte Wirksamkeit und eine
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maogliche aktive Aufnahme der Verbindungen durch diese Aminosauretransporter war das
Ziel dieser Modifikationen. Die Synthese der Derivate erfolgte ausgehend von der
entsprechenden N-Boc-geschiitzen Aminosaure durch Reaktion mit
((4-Nitrophenyl)methyl)piperazin-1-dithiocarboxylathydrochlorid unter der Verwendung von
Kupplungsreagenzien (EDC-HCI, HOBt) und Triethylamin als Base. Diese milde Methode
lieferte die entsprechenden Verbindungen in guten Ausbeuten.”**® Tabelle 40 zeigt die

dargestellten Derivate.

Tabelle 40: Ubersicht der dargestellten N-Boc-Aminosaurederivate.

S
AN s
R N'\/ ﬁ
NO>
# R # R
o 4 BOC.
Schl32336 YkN\ Schl32340 N
(261) BOC (265) Oy

O H

Schl32337 _N. Schl32341
(262) BOC (266)
B OH

O
|
OC’N H
@)
Schl32338 Schl32342 WN’BOC
H

BOC\NH O
(263) Of\)LN Ho, (267)
HN’BOC

O H
Schl32339 Schl32354 _N.
(264) (268) BOC
OH

Die N-Boc-Aminoséurederivate wurden ebenfalls auf ihre antischistosomale Aktivitat
getestet. Bei einer Konzentration von 10 uM war nur das Tyrosin-Derivat 266 unwirksam.

Die Ubrigen sieben Derivate inhibierten die Eiproduktion und fiihrten zu einer stark
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reduzierten Vitalitdt, Motilitdt und Paarungsstabilitdit. Das Alanin-Derivat 262 und das
268 bewirkten
Tegumentschadigungen. Zudem war das Alanin-Derivat 262 die einzige Verbindung, die letal

Serin-Derivat zusétzlich  dilatierte  Darmbereiche sowie geringe

auf die Schistosomen wirkte (nach 48 Stunden). Keines der N-Boc-Aminosaurederivate war

unterhalb einer Konzentration von 10 uM wirksam.

Tabelle 41: Ubersicht der dargestellten Aminosaurederivate.

S
s
R Nﬂ\/ /\©\
NO>
# R # R
O Cl™
Schi32343 | NH: cI™ Schi32347 ot
2
(269) (273) o j\)\>
O @)
Schl32344 \/k(N Hj CI” Schl32348 %
(270) (274) e
— + O
seniapzss O (|)'|3 N O Schi32349 \)l\ﬂN HY oI
(271) f\)LN H2 (275) 3
+ A~ O
Schl32346 o. NH3 C'/ Schl32355 L__NH; CI”
272) S (276)
OH

Im Anschluss wurde die Boc-Schutzgruppe sauer abgespalten und das entsprechende
(Tabelle 41).

Asparagin-Derivat 272 und das g-Alanin-Derivat 275 bei der initial getesteten Konzentration

Hydrochlorid der Aminoséure-Derivate erhalten Invitro waren das

von 10 uM unwirksam. Die uUbrigen sechs Derivate zeigten bei 10 uM vergleichbare
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Ergebnisse. Die Eiproduktion wurde inhibiert und die verbliebenen Eier waren hochgradig
deformiert. Ebenso wurde eine deutliche Reduktion der Vitalitdt, Motilitdt und
Paarungsstabilitdt beobachtet. Zudem zeigte sich, dass alle sechs Verbindungen sowohl
hochgradige Darmdilatationen sowie den Verlust von inneren Strukturen auslosten. Zudem
zeigten mit Ausnahme des Glycin-Derivats 269 alle Derivate nach spétestens 48 Stunden
einen letalen Effekt auf die Schistosomen. Bei einer Konzentration von 5 uM zeigte nur noch
das Prolin-Derivat 273 eine antischistosomale Aktivitat. Mit Ausnahme des letalen Effekts
konnten bei dieser Konzentration die gleichen Ergebnisse beobachtet werden. Unterhalb von
5 UM war auch das Prolin-Derivat 273 unwirksam. Mit Ausnahme des Serin-Derivats 276
zeigten alle Verbindungen bei einer Konzentration von 100 UM ein zytotoxisches Potential

gegeniiber der HepG2-Zelllinie.

Abbildung 107: Mikroskopische Aufnahmen der beobachteten Darmdilatation bei der
in vitro-Testung der Aminosédure-Derivate. A: Verbindung 269 (Schl32343); B: Verbindung
272 (Schl32346); C: Verbindung 273 (Schl32347); D: Verbindung 276 (Schl32355).

In der Gruppe der Aminosdure-Derivate war aufféallig, dass alle wirksamen Verbindungen
neben einer deutlichen Inhibition der Eiproduktion starke Darmdilatationen auslosten

(vgl. Abbildung 107). Es ist bekannt, dass Schistosomen verschiedene Aminosduren wie
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Methionin, Tyrosin, Glycin, Leucin oder Prolin assimilieren.?® 24 Djese Aminosauren
werden von den Schistosomen-Mannchen vorrangig in die Gastrodermis und die Testes, von
den Schistosomen-Weibchen in den Darm, das Ovar und das Vitellarium integriert.[3¥
Zudem ist Tyrosin Substrat der Tyrosinase. Durch eine Hydroxylierung bildet die Tyrosinase
L-DOPA aus Tyrosin, das anschliefend zum ortho-Chinon oxidiert wird und fur die
Quervernetzung der Proteine in der Eierschale essentiell ist.[®% 2% Mit der Hypothese, dass
die Dithiocarbamat-Derivate als Aminosdure-Mimetika erkannt werden, lasst sich ein
Zusammenhang zwischen den beobachteten Phanotypen und den jeweiligen Regionen der
Aminosaure-Integration vermuten. Durch einen mdoglichen Einbau der
Dithiocarbamat-Derivate in die Gastrodermis beziehungsweise in den Darm konnten die
aufgetretenen Darmdilatationen ausgelost werden. Ein moglicher Einbau der Derivate in die
Geschlechtsorgane hatte moglicherweise eine deutlich inhibierte Eiproduktion zur Folge. Eine
Interaktion des Tyrosin-Derivats 274 mit der schistosomalen Tyrosinase konnte zu den
deformierten Eiern fiihren.

Waéhrend die meisten Aminoséuren von den Schistosomen sowohl durch Diffusion als auch
uber Aminoséauretransporter aufgenommen werden kdnnen, gibt es Belege daftr, dass Prolin
nur aktiv aufgenommen werden kann.?®2 Auch wenn dies nicht abschlieRend geklart ist,
konnte diese aktive Aufnahme die Wirksamkeit des Prolin-Derivats 273 bei einer
Konzentration von 5 uM erkldren, bei der die anderen Aminoséure-Derivate unwirksam
waren.

In der Gruppe der Aminosdure-Derivate konnten weitere Derivate mit einer guten
antischistosomalen Aktivitat dargestellt werden. Davon war nur ein Derivat bei einer
Konzentration von 5uM wirksam. Weitere Derivate mit verbesserter Wirksamkeit und
verbessertem Zytotoxizitatsprofil sind darzustellen. Im Hinblick auf die Hypothese der
Wirkung als Aminoséure-Mimetika bedarf es zur Bestatigung weiterfuhrender Arbeiten. Ein
Zusammenhang scheint aber nicht unwahrscheinlich. Sollte sich die Hypothese bestatigen,

ware dies ein hochinteressanter Angriffspunkt zur Bekdmpfung der Schistosomiasis.
B.2.5.2 Derivate mit hydrophilen N-Alkylsubstituenten

In den vorangegangenen Serien konnte gezeigt werden, dass die Einfuhrung von hydrophilen
Substituenten am Benzylrest zu einer teils deutlich verminderten Wirksamkeit fuhrte. Zudem

resultierte in dieser Substanzklasse die Einfihrung von Carbonséuren und Carbonséureestern
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in unwirksamen Derivaten. Abschlielend wurde durch die Einfihrung von hydrophilen
Alkylsubstituenten am Stickstoff des Piperazins versucht, die antischistosomale Aktivitédt zu

steigern. Die dargestellten Derivate sind in Tabelle 42 gezeigt.

Tabelle 42: Ubersicht der Derivate mit hydrophilen N-Alkylsubstituenten.

R/\N sﬁ

# R # R
Schl32327 A Schi32351 -
(277) HO (279) w?

Schi32328

(278) |

In vitro zeigte das Hydroxy-Derivat 277 bereits bei der initial getesteten Konzentration von
10 uM keine antischistosomale Aktivitat. Die beiden N,N-Dimethylamino-Derivate 278 und
279 inhibierten bei dieser Konzentration die Eiproduktion und fuhrten zu einer deutlich
reduzierten Vitalitat, Motilitit und Paarungsstabilitit. Zudem wurden hochgradige
Darmdilatationen, Tegumentschaden sowie der Verlust innerer Strukturen beobachtet
(vgl. Abbildung 108). Vor allem bei der Testung von Verbindung 279 waren die
Schistosomen sehr dunkel und ddematts aufgequollen. Zudem zeigte Verbindung 279 nach
72 Stunden einen letalen Effekt auf die Schistosomen. Bei einer Konzentration von 5 uM
bewirkte Verbindung 278 nur noch eine geringe Reduktion der Eiproduktion. Andere
Parameter wurden nicht beeinflusst. Verbindung 279 hingegen zeigte bei dieser Konzentration
mit Ausnahme des letalen Effekts vergleichbare Ergebnisse wie bei einer Konzentration von
10 pM. Unterhalb von 5 uM war Verbindung 279 unwirksam.

Mit der Einflhrung des N,N-Dimethylamino-Substituenten konnten zwei Derivate mit einer
sehr guten antischistosomalen Aktivitdt dargestellt werden. Es zeigte sich, dass das
Acyl-Derivat 279 wirksamer als das Alkyl-Derivat 278 war. Da beide Verbindungen schon

bei einer Konzentration von 25 uM ein schlechtes Zytotoxizitatsprofil zeigen, wurde der
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Ansatz der Einfihrung von hydrophilen Alkylsubstituenten am Stickstoff des Piperazins nicht

weiter verfolgt.

s TT'

Abbildung 108: Mikroskopische Aufnahmen von Schistosomen bei der in vitro-Testung von
Verbindung 279 (Schl32351). A: Weibchen mit Darmdilatationen und Strukturverlust; B:

C

Weibchen mit Darmdilatationen und Strukturverlust; C: Odematds aufgequollenes Mannchen
(rechts) und Weibchen mit Verlust innerer Strukturen und Darmdilatationen (links);

D: Weibchen mit Strukturverlust und Tegumentschéaden (Pfeil).

B.2.5.3 Einflhrung einer Sulfonamid-Struktur am Piperazin-Stickstoff

Anhand verschiedener Derivate dieser Substanzklasse konnte gezeigt werden, dass mit einer
Acylierung des Piperazin-Stickstoffs eine gesteigerte antischistosomale Aktivitat einhergeht.
Im nédchsten Schritt wurde die Carbons&dureamid-Struktur durch ein Sulfonamid ersetzt. Die
Einfuhrung eines Sulfonamids fiihrt zu einer erhohten Hydrophilie der Verbindungen,
wodurch die Zytotoxizitdt der Verbindungen reduziert werden sollte. Die gewinschten
Derivate wurden in einer Kondensationsreaktion in wasserfreiem Pyridin nach einer

Vorschrift von Chapman et al. dargestellt (Schema 18).1"]
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Schema 18: Syntheseroute zur Darstellung der Sulfonamid-Derivate.?"]

(I) I:)yridin(wasserfrei)1 2 h, 0°C— RT, 10 h, RT

Tabelle 43: Ubersicht der Derivate mit einer Arylsulfonamid-Struktur.

ﬁNs
o RO

# R # R
Schl32330 Schl32332
259 =& @) (D
Schi32331

/
(284) N

Zunéachst wurde sich fur die Verwendung von Arylsulfonylchloriden entschieden
(Tabelle 43). Das Dansyl-Derivat 284 wurde nicht als mdéglicher Wirkstoff, sondern als
potentielle Fluoreszenzsonde dargestellt. Dansylchlorid ist bekannt fiir seine Reaktion mit
primaren Aminen unter Bildung von hydrolysestabilen blau- oder blaugriinen
fluoreszierenden Sulfonamiden. Die gebildeten Sulfonamide sind im Allgemeinen gute
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Akzeptoren fiir einen Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET), sodass diese
hervorragende Fluoreszenzsonden darstellen. Der Einsatz von Dansylchlorid in der
Biochemie zur Endgruppenbestimmung von Peptiden und in der Aminosaureanalyse ist weit
verbreitet. 21 Sollte das Dansyl-Derivat 284 eine antischistosomale Aktivitat zeigen,

konnte es moglich sein, mithilfe geeigneter Assays den Wirkort zu identifizieren.

b
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Abbildung 109: Mikroskopische Aufnahmen von Schistosomen bei der in vitro-Testung von
Verbindung 283 (Schl32330). A: Weibchen mit Darmdilatationen und Strukturverlust; B:
Weibchen mit Darmdilatationen und Strukturverlust; C: Weibchen mit aufgeblahtem Ovar

und Strukturverlust; D: Eingerolltes, seitlich liegendes Méannchen.

In vitro zeigte das Phenylsulfonamid-Derivat 283 eine sehr gute antischistosomale Aktivitat.
Bis zu einer Konzentration von 5 pM war eine deutliche Reduktion der Eiproduktion, der
Vitalitat, der Motilitdt und der Paarungsstabilitdt zu erkennen. Zudem wurden erneut
hochgradige Darmdilatationen und der Verlust innerer Strukturen beobachtet
(vgl. Abbildung 109). Die Schistosomen-Weibchen waren davon mehr betroffen als die
Mannchen. Unterhalb von 5puM war Verbindung 283 unwirksam. Die beiden
Naphthylsulfonamid-Derivate 284 und 285 waren bereits bei einer Konzentration von 10 uM

unwirksam. Moglicherweise waren die Sulfonamid-Substituenten sterisch zu anspruchsvoll.
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Das Phenylsulfonamid-Derivat 283 war bis zur gleichen Konzentration wirksam wie
Praziquantel (1) und zeigte in vitro weitere, vielversprechende Phénotypen. Die Einflihrung
des Sulfonamids wurde trotz veranderter Geometrie und des in Bezug auf ein
Carbonséureamid hydrophileren Charakters toleriert. Deshalb wurden im Anschluss flnf
weitere  Sulfonamid-Derivate sowie ein  Schwefelsdurediamid-Derivat — dargestellt
(Tabelle 44).

Tabelle 44: Ubersicht der sechs weiteren Derivate.

OﬁN sﬁ

Oz

# R # R

Schi32329 Schl32363

(286) -CHs (289) §—\

Schl32360 Schl32364
(287) g_Q (290) ‘—\—\
Schl32361 Schl32365

F

Die Alkylsulfonamid-Derivate 286, 287, 289 und 290 zeigten bei der initial getesteten
Konzentration ebenfalls eine deutliche Reduktion der Eiproduktion, der Vitalitat, der Motilitét
und der Paarungsstabilitdit. Zudem wurden erneut hochgradige Darmdilatationen,
Tegumentschaden und der Verlust innerer Strukturen beobachtet. Mit Ausnahme des
Butyl-Derivats 290 wirkten die Verbindungen nach 48 Stunden letal auf die Schistosomen.
Verbindung 290 zeigte ebenfalls einen letalen Effekt. Dieser trat jedoch erst nach 72 Stunden
ein. Nach Reduktion der Konzentration auf 5 uM konnten nahezu identische Ergebnisse
beobachtet werden. Einzig der letale Effekt der Verbindungen 286, 287 und 289 trat erst nach
72 Stunden ein. Das Butyl-Derivat 290 wirkte nicht mehr letal auf die Schistosomen. Eine

weitere Reduktion der Konzentration auf 1 uM fihrte zu einem vollstandigen Verlust der
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Aktivitat des Cyclopropyl-Derivats 287 und des Butyl-Derivats 290. Die Wirksamkeit der
beiden Verbindungen 286 und 289 hingegen war unveréndert. Es wurden erneut die gleichen
Effekte auf die Eiproduktion, Paarungsstabilitdt und Vitalitat beobachtet. Ebenso traten die
Darmdilatationen, die Tegumentschdden und der Verlust innerer Strukturen auf (vgl.
Abbildung 110). Im Vergleich zu den vorausgegangenen Testungen der beiden
Verbindungen bei hoheren Konzentrationen traten diese in vergleichbarer Intensitat auf. Der
letale Effekt nach 72 Stunden war erneut zu beobachten. In nanomolaren Konzentrationen
konnte keine antischistosomale Aktivitdt mehr nachgewiesen werden. Beide Verbindungen
waren dementsprechend um den Faktor 5 wirksamer als Praziquantel (1) und zeigten neben

dem letalen Effekt weitere vielversprechende Phanotypen.

D

Abbildung 110: Mikroskopische Aufnahmen von Schistosomen bei der in vitro-Testung von
Verbindung 286 (Schl32329). A: Weibchen mit Strukturverlust und 6demattses Ménnchen;
B: Weibchen mit Darmdilatationen und Strukturverlust; C: Mannchen mit Tegumentschaden
(Pfeile); D: Weibchen mit Darmdilatationen.

Das Trifluormethyl-Derivat 291 zeigte bei keiner der getesteten Konzentrationen eine
antischistosomale Aktivitat. Das Schwefelsdurediamid-Derivat 288 zeigte bis zu einer

Konzentration von 5puM eine  Wirksamkeit. Im  Vergleich zu den anderen
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Alkylsulfonamid-Derivaten traten vergleichbare Phanotypen auf. Diese waren jedoch
schwacher ausgepragt. Zudem wirkte Verbindung 288 bei keiner getesteten Konzentration
letal auf die Schistosomen. Ob die schwéchere Wirksamkeit der Verbindung 288 am
Schwefelsdurediamid-Strukturelement oder am Substituenten lag, kann nicht abschliel3end

gesagt werden. Fur eine aussagekraftige Einschatzung sind weitere Derivate nétig.

Absolute Eizahlen pro 24 h
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300 318 265 191165 197180

147 133
ag 124 25 106 3376, 109 78 81
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E DMSO H Schl32329 (286) [1 uM] i Schl32330 (283) [5 uM]
B Schl32360 (287) [5 uM] i Schl32361 (288) [5 uM] i Schi32363 (289) [1 uM]

i Schl32364 (290) [5 uM]
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M Schi32360 (287) [SuM]  ESchi32361 (288) [SuM] B Schi32363 (289) [1 uM]

i Schi32364 (290) [5 uM]

Abbildung 111: Vergleich der Eiproduktion sowie —deformation von Schistosomen-Paaren
nach Behandlung mit den aktiven Sulfonamid-Derivaten 286 (Schl32329), 283 (Schl32330),
289 (Schl32363) und 290 (Schl32364) bei den jeweils niedrigsten wirksamen

Konzentrationen.

Mit Einfihrung des Sulfonamids am Piperazin-Stickstoff konnten weitere Derivate mit sehr
guter antischistosomaler Aktivitdt und vielversprechenden Phé&notypen dargestellt werden.
Vor allem die aufgetretenen letalen Effekte bei niedrigen mikromolaren Konzentrationen
zeichnete diese Substanzgruppe aus. Zudem zeigen, in Bezug auf die beobachteten

Phanotypen, alle aktiven Derivate eine bessere Wirksamkeit als Praziquantel (1). Zwei der
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Alkylsulfonamid-Derivate waren sogar um Faktor 5 wirksamer. Sowohl Aryl- als auch
Alkylsulfonamid-Derivate wurden toleriert, wobei die Alkyl-Derivate eine bessere
antischistosomale Aktivitat zeigten. Die Wirksamkeit der Alkylsulfonamide nahm mit
steigender Kettenlange ab. Ein Schwefelsaurediamid-Derivat wurde ebenfalls dargestellt,

zeigte aber eine leicht schwéchere Aktivitét als die Sulfonamid-Derivate.
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Abbildung 112: Strukturformeln der drei Vergleichsverbindungen.

Die deutlich verbesserte Wirksamkeit der Sulfonamid-Derivate gegenlber anderen
(4-Nitro)benzyl-Derivaten lasst sich anhand der in Abbildung 112 gezeigten Verbindungen
erlautern. Das Sulfonamid-Derivat 286 wirkte bis zu einer Konzentration von 1 uM letal auf
die Schistosomen. Eine deutliche Reduktion der Eiproduktion und der Paarungsstabilitét
wurden beobachtet. Zudem traten folgende Phanotypen auf: Darmdilatationen, Strukturverlust
und Tegumentschaden. Das Acyl-Derivat 293 war bei den getesteten Konzentrationen 25 uM
und 10 uM unwirksam. Das N-Ethyl-Derivat 292 zeigte bei einer Konzentration von 25 uM
eine gute Wirksamkeit. Dabei waren vorrangig die Eiproduktion, die Paarungsstabilitat sowie
die Vitalitat und Motilitat reduziert. Weitere Phénotypen wurden nicht beobachtet. Mit einer
Reduktion der Konzentration auf 10 uM ging ein Verlust der Wirksamkeit einher. Der
deutliche  Anstieg der antischistosomalen  Aktivitdt durch  Einfiihrung einer

Sulfonamid-Struktur ist zu erkennen.
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Abbildung 113: Auswertung der Zytotoxizitdtsmessung (HepG2-Zelllinie) der Verbindungen
286 (Schl32329), 283 (Schl32330), 289 (Schl32363) und 290 (Schi32364).

Die wirksamen Sulfonamid-Derivate wurden im Anschluss auf ihr zytotoxisches Potential
gegeniiber der HepG2-Zelllinie untersucht (Abbildung 113). Bei der initial getesteten
Konzentration von 100 uM waren nur das Methylsulfonamid-Derivat 286 und das
Butylsulfonamid-Derivat 290 nicht toxisch. Gleiches gilt fir die Testung gegentber der
LS174T-Zelllinie. Fur das bis zu einer Konzentration von 1puM  wirksame
Methylsulfonamid-Derivat 286 konnte gezeigt werden, dass bei einer um Faktor 100 héheren
Konzentration keine Zytotoxizitdt nachgewiesen werden konnte. Ein deutlich verbessertes
Zytotoxizitatsprofil durch Einfuhrung der Sulfonamid-Struktur ist zu erkennen. Andere
(4-Nitro)benzyl-Derivate, wie zum Beispiel das N,N-Diethyl-Derivat 157, zeigten bereits bei
einer Konzentration von 25 uM ein zytotoxisches Potential gegeniber der HepG2-Zellinie.
Die anderen Sulfonamid-Derivate zeigten bei einer Konzentration von 100 uM ein
zytotoxisches Potential gegenuber beiden Zelllinien. Im Anschluss wurde die Konzentration
auf 50 UM reduziert. Dabei konnte weder fiir Verbindung 283 noch fir Verbindung 289 ein

zytotoxisches Potential gezeigt werden.
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Tabelle 45: Definition von Hit- und Lead-Strukturen nach TDR.?U

Testung Definition
gegen

Hit-Struktur ~ Adulte 100%ige Inhibition der Motilitat bei einer Konzentration
S.mansoni  von 5 pg/mL™*

Lead-Struktur Adulte Aktiv  invivo (Mduse) bei  subkutaner  oder
S. mansoni  intraperitonealer Gabe einer 10%igen

DMSO-Formulierung (5x100 mg/kg Koérpergewicht) und
statistisch ~ signifikanter Reduktion der Wurmlast
(>80%: hochwirksam)

Nicht Gbermé&Rig toxisch in Tieren bei wirksamen Dosen

Auch die sechs wirksamen Sulfonamid-Derivate wurden nach der Definition des Special
Programme for Research and Training in Tropical Diseases (TDR) der World Health
Organisation auf eine mdgliche Einstufung als Hit-Struktur geprift. Die Definition des TDR

sind nochmals in Tabelle 45 dargestellt."!

Tabelle 46: Bewertung der sechs wirksamen Sulfonamid-Derivate nach den TDR-KTriterien.

Bezeichnung # Molmasse  Geringste wirksame Konzentration Hit-Struktur

/ mol] Konzentration [uM] in pg/ mL™ nach TDR
[9 u ug

Schl32329 286 375.49 1 3,76 Ja
Schl32330 283  437.56 5 21,88 Nein
Schl32360 287 401.52 5 20,08 Nein
Schi32361 288 404.53 5 20,23 Nein
Schi32363 289 389.51 1 3,90 Ja
Schl32364 290 417.57 5 20,88 Nein

Alle sechs Verbindungen waren in vitro in der Lage, die Motilitat vollstdndig zu inhibieren.
Nach Definition des TDR sind nur die Verbindungen 286 und 289 als Hit-Struktur zu
klassifizieren. Beide zeigten eine im Vergleich zu Praziquantel (1) um Faktor 5 verbesserte
Wirksamkeit. Aufgrund der Atoxizitat wére Verbindung 286 die erste Wahl fiir eine moégliche

invivo-Testung. Die anderen Derivate (berschritten die als Grenzwert gewdhlte
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Konzentration von 5 pg/ mL™* um das Vierfache (vgl. Tabelle 46). Nichtsdestotrotz stellen
auch diese Derivate aufgrund der erhaltenen in vitro-Ergebnisse und der sehr guten
Wirksamkeit eine reelle Option flr eine anschlieRende in vivo-Testung dar.

Nach Auswertung der durchgefiihrten Zytotoxizitatsstudien, der antischistosomalen Aktivitat
und der Bewertung nach TDR sind die Verbindungen 286 und 289 fiir eine in vivo-Testung zu
empfehlen (Abbildung 114).

S
\S N%NJ\S/\@ —\ /\/N S/\©\
O/ \\O N02 O/ \\O
286 289

Abbildung 114: Strukturformeln der fur eine in vivo-Testung potentiell infrage kommenden

Sulfonamid-Derivate.

186



Teil B — Synthese und biologische Testung von Dithiocarbamat-Derivaten als potentielle
anthelmintische Wirkstoffe gegen S. mansoni

Kapitel B.2 — Ergebnisse und Diskussion

B.2.6 Vergleich der wirksamsten Dithiocarbamat-Derivate mit

Praziguantel, Amoscanat, Phenithionat und CGP-6140

B.2.6.1 Invitro-Ergebnisse der Referenzsubstanzen Praziquantel, Amoscanat,
Phenithionat und CGP-6140

Neben Praziquantel (1) dienten Amoscanat (10), CGP-6140 (11) und Phenithionat (12)

aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu den Dithiocarbamaten als Referenzverbindungen
und wurden ebenfalls in vitro auf ihre antischistosomale Aktivitét getestet (Abbildung 115).
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Abbildung 115: Strukturformeln von Praziquantel (1), Amoscanat (10), CGP-6140 (11) und
Phenithionat (12).

Praziquantel (1) ist in vitro bis zu einer Konzentration von 5 uM wirksam und zeigt dabei
einen scheinbar letalen Effekt. Dieser scheinbar letale Effekt ist die beschriebene Paralyse der
Schistosomen. Nach Transfer der Wirmer in eine Mediumschale ohne Praziquantel ist die
Paralyse nahezu vollstdndig reversibel. Aufgrund der schnellen Paralyse der Schistosomen ist
die Paarungsstabilitat nicht reduziert. Neben einer Inhibition der Eiproduktion sowie der
Reduktion der Motilitdt bewirkt Praziquantel (1) bis zu einer Konzentration von 10 pM
Darmdilatationen und bis zu einer Konzentration von 25 uM Tegumentschaden. Der Verlust

der inneren Strukturen war bis zu einer Konzentration von 5 pM zu beobachten
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(Abbildung 116). Eine Reduktion der Konzentration auf 2.5 uM fiihrte zu einem Einbruch
der Wirksamkeit. Eine leichte Inhibition der Eiproduktion sowie eine geringere
Paarungsstabilitat konnten noch beobachtet werden. Andere Phéanotypen traten nicht auf.

Unterhalb von 2.5 pM konnte keine antischistosomale Aktivitat mehr nachgewiesen werden.

—
200 pm

Abbildung 116: Mikroskopische Aufnahme eines Schistosomenpérchens bei der

in vitro-Testung von Praziquantel (1) (Konzentration 10 uM).

Amoscanat (10) zeigte bis zu einer Konzentration von 5 UM eine deutliche Inhibition der
Eiproduktion sowie eine Reduktion der Paarungsstabilitat, Vitalitit und Motilitat.
Desweiteren wurden ein aufgedunsener Ootyp sowie die Anisocytose des Ovars beobachtet
(vgl. Abbildung 117). Die Inhibition der Eiproduktion ist mdglicherweise ein sekundéarer
Effekt durch die Schadigungen des Ovars. Weitere Phénotypen konnten nicht nachgewiesen
werden. Die Wirksamkeit von Amoscanat (10) ist aufgrund des Ausbleibens weiterer
Phanotypen in Bezug auf Praziquantel (1) schlechter zu bewerten. Unterhalb einer
Konzentration von 5 UM war Amoscanat (10) unwirksam.

Phenithionat (12) zeigte in vitro die gleichen Effekte wie Amoscanat (10). Die vergleichbare
Wirksamkeit und das Auftreten &hnlicher Phanotypen lasst sich durch die vermutete
schistosomale Metabolisierung von Phenithionat (12) zu Amoscanat (10) erklaren.[’® 153154

Unterhalb einer Konzentration von 5 uM war Phenithionat (12) ebenfalls unwirksam.
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Abbildung 117: Mikroskopische Aufnahme eines Schistosomenweibchen mit Gdematdsem
Ootyp sowie Anisocytose des Ovars bei der invitro-Testung von Amoscanat (10)
(Konzentration 10 pM).

Bis zu einer Konzentration von 25 uM wirkte CGP-6140 (11) nach 24 Stunden letal auf die
Schistosomen. Die Eiproduktion war vollstandig inhibiert. Eine Entpaarung aller
10 Schistosomenpérchen wurde beobachtet. Zudem kam es zu morphologischen
Verénderungen des Ovars (Abbildung 118). Weitere Phanotypen blieben aus. Bis zu einer
Konzentration von 1 uM konnten nur wenige Eier nachgewiesen werden. Dabei wurden
ebenso eine Reduktion der Paarungsstabilitat, Vitalitdt und Motilitdt sowie geringfligige
morphologische Verdnderungen des Ovars festgestellt. Unterhalb einer Konzentration von
1 uM war auch CGP-6140 unwirksam.

200 ym

Abbildung 118: Mikroskopische Aufnahme eines Schistosomenweibchen bei der
in vitro-Testung von CGP-6140 (11) (Konzentration 5 uM).
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Die vier Verbindungen wurden zudem auf ihr zytotoxisches Potential untersucht.
Praziquantel (1) war sowohl in der HepG2- als auch in der LS174T-Zelllinie bis zu einer
Konzentration von 100 uM nicht toxisch. Die anderen drei Referenzverbindungen
Amoscanat (10), CGP-6140 (11) und Phenithionat (12) zeigten bereits bei einer
Konzentration von 5 UM ein starkes zytotoxisches Potential gegenliber der HepG2-Zelllinie.
Das schlechte Zytotoxizitatsprofil wurde erwartet, da die Verbindungsklasse aufgrund starker

Hepatotoxizitat nicht weiter entwickelt wurde.!

Zytotoxizitatsmessung
(HepG2-Zelllinie)
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=0-DMSO =&—Praziquantel (1) [100 pM]
== Amoscanat (10) [25 uM] =#=CGP-6140 (11) [25 pM]
=>¢=Phenithionat (12) [25 uM]

Abbildung 119:  Auswertung der  Zytotoxizitditsmessung (HepG2-Zelllinie)  von
Praziquantel (1), Amoscanat (10), CGP-6140 (11) und Phenithionat (12).

B.2.6.2 Vergleich der wirksamsten Dithiocarbamat-Derivate mit Praziquantel,
Amoscanat, Phenithionat und CGP-6140

Im Folgenden werden die vier Referenzverbindungen mit den Dithiocarbamat-Derivaten
verglichen, die in vitro bei einer Konzentration von 5 M oder niedriger eine gute bis sehr
gute antischistosomale Aktivitat zeigten. Schwerpunkt des Vergleichs sind die aufgetretenen

Phéanotypen sowie mogliche letale Effekte der Verbindungen.
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Die Derivate sind entsprechend ihres Vorkommens in den jeweiligen Optimierungsschritten
gruppiert. Alle wirksamen Dithiocarbamat-Derivate inhibierten die Eiproduktion und
reduzierten die Paarungsstabilitat, Vitalitdt und Motilitat deutlich. Daher werden im folgenden
Abschnitt nur abweichende Beobachtungen erwéhnt.

S S OH
/\NJ\S /\NJ\S
) NG,
NO>
157 163
5uM 0 5uM
N 70
~ NS
S o~
177
5 UM

Abbildung 120: Strukturformeln der drei wirksamsten N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate

und deren jeweils niedrigste wirksame Konzentration.

In der Gruppe der N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate zeigten bei einer Konzentration von
5 uM drei Verbindungen eine antischistosomale Aktivitdt (Abbildung 120). Dabei wurden
bei der Testung des 4-Nitrobenzylsubstituierten Derivats 157 ein geringgradiger
Strukturverlust und Anisocytose des Ovars beobachtet. Bei der Testung von Verbindung 163
traten Schadigungen des Teguments auf. Die Wirksamkeit der beiden Derivate ist
vergleichbar mit der der Referenzverbindungen. Beide Verbindungen waren jedoch bereits bei
einer Konzentration von 50 uM zytotoxisch (HepG2-Zellinie). Das Cumarin-Derivat 177
zeigte keine weiteren Effekte. Somit ist die antischistosomale Aktivitat der Verbindung 177
schwéacher zu bewerten. Bei einer Konzentration von 50 uM war Verbindung 177 nicht
zytotoxisch gegentiber der HepG2-Zelllinie. Aufgrund der differenten Phanotypen der
N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate ist von verschiedenen Wirkmechanismen auszugehen.
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Abbildung 121: Strukturformeln der in Zusammenarbeit mit Marlene Barho dargestellten

Biarylether-Derivate und deren jeweils niedrigste wirksame Konzentration.2™

Im Vergleich zur Wirksamkeit der Referenzverbindungen zeigten beide Biarylether-Derivate
eine deutliche verbesserte Aktivitat bei einer Konzentration von 5 pM. Bei der
in vitro-Testung traten hochgradige Darmdilatationen, Tegumentschdden und der nahezu
vollstandige Verlust innerer Strukturen auf. Beide Verbindungen waren jedoch schlecht
16slich und bereits bei einer Konzentration von 25 pM zytotoxisch.

In der Gruppe der Imidazol-Derivate waren sechs Verbindungen bei einer Konzentration von
5 uM wirksam. Bei der invitro-Testung traten massive Tegumentschaden einschliel3lich
grolflachiger Ablosung des Teguments und der Verlust innerer Strukturen auf. Dabeli
erschienen die Wirmer sehr dunkel und waren 6dematds aufgequollen. Zudem zeigten die
Verbindungen 223, 224, 227 und 228 einen letalen Effekt nach 72 Stunden. Das Derivat 220
war bei einer Konzentration von 100 uM in keiner Zelllinie toxisch. Die antischistosomale
Aktivitat der Imidazol-Derivate ist wesentlich besser als die der vier Referenzverbindungen,
bei denen keine so deutlichen Phanotypen auftraten. Ein anderer Wirkmechanismus erscheint

auch hier sehr wahrscheinlich.

192



Teil B — Synthese und biologische Testung von Dithiocarbamat-Derivaten als potentielle
anthelmintische Wirkstoffe gegen S. mansoni

Kapitel B.2 — Ergebnisse und Diskussion

S S
\—/ \—/
220 223
5 uM 5 uM
S S
N\//;NJ\S/\/ N//\NJLS“@
— \% NO>
224 226
5 uM 5 uM
S S
N//\NJ\S 7~N" "8
=l O N\)
S CN
@)
227 228
5 uM 5 uM

Abbildung 122: Strukturformeln der wirksamsten Imidazol-Derivate und deren jeweils

niedrigste wirksame Konzentration.

Sechs Verbindungen der Kombinationsserie zeigten ebenfalls eine sehr gute antischistosomale
Aktivitdt (Tabelle 47). Bei der invitro-Testung des Indol-Derivats 254 zeigten sich
tumoréhnliche Ausstlilpungen unbekannten Ursprungs. Weitere Phanotypen konnten nicht
beobachtet werden. Die Wirksamkeit der Verbindung 254 ist, trotz der unterschiedlichen
Effekte, mit der der Referenzverbindungen vergleichbar. Die anderen funf Verbindungen
zeigten eine deutlich verbesserte antischistosomale Aktivitat. Dabei zeigte sich ein Verlust der
inneren Strukturen sowie ein letaler Effekt auf die Schistosomen. Dieser trat nach 72 Stunden
auf. Derivat 247 stellte dabei eine Ausnahme dar, da der letale Effekt bereits nach 48 Stunden
zu beobachten war. Darmdilatationen traten bei der Testung von Verbindung 256 und 258 auf.
Tegumentschaden konnten bei den Verbindungen 245, 247 und 256 beobachtet werden.
Zusétzlich zeigte Derivat 245 eine Akkumulation der Eier im Uterus. Bei der in vitro-Testung
der Verbindungen 247 und 256 konnte zudem die Anisocytose des Ovars nachgewiesen
werden. In dieser Substanzgruppe trat eine Vielzahl von Phanotypen auf, sodass eine Wirkung

auf verschiedene Targets vermutet wird.
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Tabelle 47: Ubersicht der sechs wirksamen Derivate der Kombinationsserie und deren jeweils

niedrigste wirksame Konzentration.

# R1 R2 ¢ [uM]
Schl32278 O 5
\ / O
(245)
Schl32282 O 5
\ / "0
(256)

Schl32294 < >

OO0
f@s
\
ﬁfﬁ
~0 00
(247) Hz;@mz
0
s D s
N
H
HZ@NOZ
@?1
~0 00

Iz

Schl32311 /L
(254)
Schl32315 >(Oﬁ)l'
(248) ©
Schl32317 XOEA

(258)

Verbindung 247 stellt die erste Verbindung dar, die auch bei einer Konzentration von 1 uM
eine sehr gute antischistosomale Aktivitat zeigte und somit um Faktor 5 wirksamer ist als
Praziquantel (1). Bei dieser Konzentration wurden ein Verlust der inneren Strukturen und eine

Anisocytose des Ovars beobachtet. Weitere Phénotypen blieben aus. Bei einer Konzentration
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von 100 uM war nur Verbindung 258 nicht toxisch. Die uUbrigen Derivate wurden
anschlieBend bei einer Konzentration von 50 uM auf ihr zytotoxisches Potential getestet.
Dabei waren die Verbindungen 248 und 254 erneut zytotoxisch. Die Verbindungen 245, 256
und 247 zeigten bei dieser Konzentration kein zytotoxisches Potential.
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Abbildung 123:  Strukturformeln  der  wirksamsten  Verbindungen  mit  einer
((4-Nitrophenyl)methyl)piperazin-1-dithiocarboxylat-Grundstruktur ~ und  deren  jeweils

niedrigste wirksame Konzentration.

In der Gruppe der Verbindungen mit einer ((4-Nitrophenyl)methyl)piperazin-1-
dithiocarboxylat-Grundstruktur waren zwei Verbindungen wirksam, deren antischistosomale
Aktivitat aufgrund der beobachteten Phanotypen ebenfalls deutlich besser war als die der
Referenzverbindungen (Abbildung 123). Bei der in vitro-Testung beider Derivate wurden
deutliche Darmdilatationen sowie der Verlust innerer Strukturen beobachtet. Zudem traten bei
der Testung von Verbindung 279 Tegumentschéden auf. Jedoch waren beide Verbindungen
bei einer Konzentration von 100 uM zytotoxisch.

In der Gruppe der Sulfonamid-Derivate zeigten ebenfalls sechs Verbindungen eine im
Vergleich zu den Referenzverbindungen deutlich verbesserte antischistosomale Aktivitat
(Tabelle 48). Alle Verbindungen zeigten bei einer Konzentration von 5 uM Darmdilatationen
und den Verlust innerer Strukturen. Mit Ausnahme des Phenylsulfonamid-Derivats 283 traten
zudem Tegumentschaden einschlief3lich Blasenbildung und Abldsung des Teguments auf. Die

Verbindungen 286 und 289 zeigten bereits nach 48 Stunden einen letalen Effekt.
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Verbindung 287 wirkte ebenfalls letal auf die Schistosomen, aber erst nach 72 Stunden. Die
beiden Alkylsulfonamid-Derivate 286 und 289 zeigten bei einer Konzentration von 1 uM eine
vergleichbare antischistosomale Aktivitat. Die zuvor beschriebenen Phanotypen zeigten sich
mit gleicher Intensitdt. Der letale Effekt trat aber erst nach 72 Stunden ein. Beide
Verbindungen sind somit um Faktor 5 wirksamer als Praziquantel (1). Die Verbindungen 286
und 290 zeigten bis zu einer Konzentration von 100 uM in keiner der beiden Zelllinien ein
zytotoxisches Potential. Auch in dieser Substanzgruppe trat eine Vielzahl von Phé&notypen
auf, sodass eine Wirkung auf verschiedene Targets vermutet wird.

Tabelle 48: Ubersicht der sechs wirksamsten Sulfonamid-Derivate und deren jeweils

niedrigste wirksame Konzentration.

S
M

o I N°s
RS N NO2
O
# R ¢ [uM] # R ¢ [uM]
Schi32329 Schi32361
(286) -CHs 1 (288) >
Sch32330 Schl32363
(283) }—Q 5 (289) !
Schi32360

(287) §_<] 5

Schi32364
(290) >

Von den 25 Verbindungen, die bei einer Konzentration von 5 uM oder niedriger gut bis sehr
gut wirksam waren, zeigte nur ein Derivat aufgrund der beobachteten Effekte eine schwachere
antischistosomale  Aktivitdt als die vier  Referenzverbindungen. Drei  der
Dithiocarbamat-Derivate waren vergleichbar wirksam, zeigten aber andere Phanotypen als die
Referenzverbindungen. Die ubrigen 21 Verbindungen zeigten eine teils deutlich verbesserte
antischistosomale Aktivitat. Dabei traten ein oder mehrere neue Phanotypen auf, die auf einen
im Vergleich zu den Referenzverbindungen anderen Wirkmechanismus schlielen lassen.

Zudem wirkten viele der Derivate letal auf die Schistosomen. Einen letalen Effekt zeigte
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keine der vier Referenzverbindungen bei der jeweils niedrigsten wirksamen Konzentration.
Drei der 21 Dithiocarbamat-Derivate waren bis zu einer Konzentration von 1 uM aktiv und
zeigten somit eine um Faktor 5 bessere antischistosomale Aktivitat als Praziquantel (1). Vor
allem das Sulfonamid-Derivat 286 zeigte dabei eine sehr gute antischistosomale Aktivitat mit
multiplen Phanotypen sowie einem letalen Effekt nach 72 Stunden. Zudem zeigte die
Verbindung 286 in beiden Zelllinien bei der héchsten gemessenen Konzentration von 100 uM

keine zytotoxischen Effekte und weist damit einen Selektivitdtsindex > 100 auf.
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B.3 Zusammenfassung und Ausblick

Vernachlassigte Tropenerkrankungen beschreiben eine Gruppe von Infektionskrankheiten,
welche weltweit mehr als 1,5 Milliarden Menschen betreffen und fur schatzungsweise
550.000 Todesfélle pro Jahr verantwortlich sind, wobei die Dunkelziffer noch deutlich héher
liegt.!Y) Ein enormer Teil dieser Erkrankungen wird durch Helminthen ausgelost. Davon stellt
die durch Schistosoma spp. ausgeldste Schistosomiasis mit einer geschatzten Pravalenz von
240 Millionen den groRten Teil dar. Mit Praziquantel (1) und Oxamniquin (13), welches nur
gegen S.mansoni wirksam ist, stehen nur zwei Wirkstoffe zur Bekdmpfung der
Schistosomiasis zur Verfugung.*® Beide Wirkstoffe werden seit Jahrzehnten teils exzessiv
eingesetzt, weshalb eine Bildung von Resistenzen vermutlich nur eine Frage der Zeit ist. Eine
verminderte Sensitivitat der Parasiten gegen die beiden Substanzen und erste Anzeichen fir
eine Resistenzentwicklung konnten bereits beobachtet werden.™! Daher ist es grob fahrlassig,
sich bei der Behandlung von Millionen von Menschen nur auf PZQ (1) beziehungsweise
Oxamniquin (13) zu verlassen. Die Entwicklung neuer antischistosomaler Wirkstoffe ist daher
dringend notwendig.

Ziel dieser Arbeit war es, basierend auf der Grundstruktur des Disulfiram (91) und dessen
Metaboliten, die Substanzklasse der Dithiocarbamat-Derivate als antischistosomale
Wirkstoffe zu etablieren. Diese sollten idealerweise eine in Bezug auf die
Referenzverbindung Praziquantel (1) bessere oder vergleichbare antischistosomale Aktivitat
zeigen. Zudem sollten die Derivate ein geringes zytotoxisches Potential aufweisen. Aufgrund
der zahlreichen beobachteten Effekte ist eine Wirkung auf verschiedene Targets
wahrscheinlich.

Aufgrund der Unkenntnis tolerierter Substituenten wurden zunéchst Derivate dargestellt,
deren Substituenten am Schwefel des Dithiocarbamats eine breite Diversitat abdeckten. Die
N,N-Diethyl-Struktur wurde dabei vorerst beibehalten. Es konnte gezeigt werden, dass die
Einfuhrung eines Benzylsubstituenten einen Anstieg der antischistosomalen Aktivitat zur

Folge hatte. Dartiber hinaus wurde das Auftreten neuer phanotypischer Effekte beobachtet:

199



Teil B — Synthese und biologische Testung von Dithiocarbamat-Derivaten als potentielle
anthelmintische Wirkstoffe gegen S. mansoni

Kapitel B.3 —Zusammenfassung und Ausblick

Neben der deutlichen Inhibition der Eiproduktion konnte bei hohen Konzentrationen
(100 uM) unter anderem eine Entpaarung aller 10 Schistosomenpéarchen, eine stark
reduzierter Vitalitat, eine verlangsamte Darmperistaltik, beginnende Darmdilatationen, eine
Akkumulation der Eier im Uterus und tumorahnliche Aussttilpungen beobachtet werden.

Tabelle 49: Ubersicht der wirksamsten der insgesamt 73
N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivate.
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Schl32088** Schi32175**

NO,
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Schl32118* Schl32178* \/\O
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(162) IS (178)
Schl32155* \/\©\ Schl32189* (Z—Q
(158) CN (179) N
H
HO
Schl32158**
(163) NO»

* wirksam bis 10 pM; ** wirksam bis 5 pM

Im Anschluss daran wurde der Benzylrest funktionalisiert, beziehungsweise substituiert, um
den Einfluss verschiedener Substituenten am Schwefel des Dithiocarbamats zu untersuchen.
Es wurden 73 Derivate mit einer groBen Diversitdt dargestellt und in vitro getestet. Dabei

wurden sieben Substituenten gefunden, deren Einfihrung einen deutlichen Anstieg der
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antischistosomalen Aktivitat und eine Wirksamkeit bei einer Konzentration von 10 uM zur
Folge hatte. Drei der besten sieben Derivate waren zudem bei 5 UM wirksam und waren somit
der in vitro-Aktivitat von Praziquantel (1) ebenbdrtig. Dabei wurden im Vergleich zu PZQ (1)
neuartige Phanotypen beobachtet, welche auf einen anderen Wirkmechanismus hindeuten.
Die sieben besten Derivate sind in Tabelle 49 zusammengefasst. Anhand der dargestellten
Derivate konnte gezeigt werden, dass der Substituent am Schwefel des Dithiocarbamats einen
starken Einfluss auf die antischistosomale Aktivitat hat.

Erste Erkenntnisse zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen konnten gewonnen werden: Mit der
Einflhrung eines Benzylsubstituenten steigt die Aktivitdt sprunghaft an. Der Abstand
zwischen dem Schwefelatom und dem aromatischen Rest darf zwischen null und drei
Methyleneinheiten betragen. Eine weitere Verlangerung der Kette des Linkers geht mit einem
Aktivitatsverlust einher. Gleiches gilt fir die Einflhrung rigider Ketten. Somit scheint eine
Flexibilitit der Kette notwendig zu sein. Die Einfihrung von elektronenziehenden
Substituenten in der 4-Position des Aromaten fiihrte zu den wirksamsten Derivaten der Reihe.
Das Cumarin-Derivat zeigte bis zu einer Konzentration von 5 pM eine antischistosomale
Aktivitat. Das 4-Nitrobenzyl-Derivat zeigte ebenfalls bis zu einer Konzentration von 5 uM
eine antischistosomale Aktivitat, wobei eine gerichtete Wechselwirkung notwendig zu sein
scheint. Ein Austausch des Phenyl-Rings durch einen Cyclohexyl-, Cumarin- oder
Indolyl-Ring wurde ebenfalls toleriert. Gleiches gilt fir die Einfihrung des
2-Hydroxy-5-nitrophenyl-Rests. Diese Modifikation lieferte eine Verbindung mit sehr guter
Wirksamkeit. Nichtsdestotrotz besteht vor allem aufgrund der Zytotoxizitat weiterer
Optimierungsbedarf.

Im Anschluss daran wurde der Einfluss des Substituenten am Stickstoff des Dithiocarbamats
untersucht. Zur besseren Vergleichbarkeit der antischistosomalen Aktivitat waren alle
Derivate am Schwefel benzylsubstituiert. Es wurden 45 Derivate dargestellt und in vitro
getestet. Auch hierbei wurden sieben Substituenten gefunden, deren Einflihrung einen Anstieg
der antischistosomalen Aktivitat zur Folge hatte. Dieser war aber weniger stark als bei den
sieben wirksamsten Substituenten am Schwefel. Nichtsdestotrotz waren die Derivate bei einer
Konzentration von 25 uM wirksam. Zwei der Derivate (Verbindung 207 und 208) zeigten
eine antischistosomale Aktivitat bis zu einer Konzentration von 10 uM. Es konnte gezeigt
werden, dass durch den Austausch des N,N-Diethyl-Rests gegen einen Piperidinyl-Rest eine
vergleichbare antischistosomale Aktivitdt erhalten wurde. Eine Variation der aliphatischen

Kettenldnge am Dithiocarbamatstickstoff wurde ebenso untersucht, mit dem Ergebnis, dass
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eine Kettenlange von eins bis drei Methyleneinheiten toleriert wurde. Eine weitere
Verlangerung der aliphatischen Kette geht mit einem Aktivitatsverlust einher.
Derivatisierungsversuche des Piperidin-Rings durch Einflihrung verschiedener Substituenten
hatten einen vollstdndigen Verlust der Wirksamkeit zur Folge.

Tabelle 50: Ubersicht der wirksamsten der insgesamt 45 Benzyldithiocarbamat-Derivate.
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Schl32174 (199)* Schl32194 (202)* /L NM
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O @)
Schi32190 (206)* >( E)H Schl32200 (207)** Q\/\
|
O
%/\
@)

Schl32191 (197)* H-HClI Schl32209 (208)**

Schl32192 (200)* A

* wirksam bis 25 pM; ** wirksam bis 10 pM

Durch die Einfuhrung eines Piperazin-Strukturelements kam es zu einem sprunghaften
Anstieg der antischistosomalen Aktivitat. Nachfolgend wurde der Piperazinstickstoff unter
Beibehaltung seiner Basizitat substituiert. Wahrend eine N-Methylierung einen Wirkverlust
zur Folge hatte, konnte mit langerer Kettenldnge (Ethyl- oder Propyl-) eine zum
unsubstituierten Piperazin-Derivat vergleichbare Wirksamkeit erzielt werden. Ein Einschub
eines Carbonsdureamids in die aliphatische Seitenkette wurde ebenso wie die Einfuhrung

eines Benzylsubstituenten am Piperazinstickstoff toleriert. Eine Acylierung des
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Piperazinstickstoffs unter Elimination der Basizitét fihrte zu einer gesteigerten Aktivitat. Die
besten sieben Derivate sind in Tabelle 50 zusammengefasst.

Mit der Verbindungsklasse der Imidazol-1-carbodithionsaureester konnte eine weitere
vielversprechende Substanzklasse etabliert werden. Aufgrund der sehr guten Wirksamkeit
sowie dem Auftreten von unter anderem teils massiven Tegumentschaden einschlieflich
Blasenbildung und Tegumentablésung bis zu einer Konzentration von 10 uM wurde
beschlossen, die Verbindungsklasse der Imidazol-1-carbodithionséureester intensiver zu
untersuchen. Die S-alkylierten Imidazol-Derivate waren ebenfalls sehr gut wirksam und
zeigten auch in niedrigen mikromolaren Konzentrationen letale Effekte. Ab dem
Butyl-Derivate nahm Wirksamkeit mit steigender Kettenlange rapide ab. Die kurzkettigen
Derivate (bis Propyl) waren bis zu einer Konzentration von 5 uM wirksam, wobei sich die
aufgetretenen Phanotypen deutlich von Praziquantel (1) unterschieden. Im Anschluss daran
wurde die Variation des Benzylsubstituenten fir diese Verbindungsklasse erneut
durchgefuhrt. Nach weiteren 47 Derivaten zeigten sich letztlich die gleichen Ergebnisse wie
bei den N,N-Diethyldithiocarbamat-Derivaten. Erneut wurde eine Kettenldnge der
aliphatischen Kette von null bis drei Methyleneinheiten toleriert. Eine weitere Verlangerung
der aliphatischen Kette ging auch hier mit einem Aktivitatsverlust einher. Fur die
Funktionalisierung des aromatischen Rings zeigte sich abermals, dass eine Substitution in
4-Position zu Derivaten mit der besten Wirksamkeit fiihrte. Elektronenziehende Substituenten
eigneten sich vorrangig zur Funktionalisierung und gingen mit einem Aktivitatsanstieg und
einer Wirksamkeit bei niedrigen mikromolaren Konzentrationen einher. Insgesamt konnten
sechs Imidazol-Derivate dargestellt werden, die wie Praziquantel (1) bis zu einer
Konzentration von 5uM eine sehr gute antischistosomale Aktivitdt und zudem
vielversprechende Phanotypen wie zum Beispiel teils massive Tegumentschaden zeigten. Die
wirksamsten Imidazol-Derivate sind in Abbildung 124 gezeigt.

Funf der sechs wirksamsten Imidazolderivate zeigten bereits bei niedrigen Konzentrationen
(25 uM) ein grolles zytotoxisches Potential gegentber der HepG2-Zelllinie. Somit ging mit
dem Anstieg der Aktivitdt auch ein Anstieg der Zytotoxizitat einher. Einzig flr
Verbindung 220 konnte bis zu einer Konzentration von 100 pM weder in der HepG2-, noch in
der LS174T-Zelllinie eine Zytotoxizitdt nachgewiesen werden. Die Verbindungsklasse der
Imidazol-1-carbodithionsdureester sollte aufgrund der guten Wirksamkeit und der
vielversprechenden Ph&notypen weiter untersucht werden, um das toxische Potential der

Verbindungen zu reduzieren.
203



Teil B — Synthese und biologische Testung von Dithiocarbamat-Derivaten als potentielle
anthelmintische Wirkstoffe gegen S. mansoni

Kapitel B.3 —Zusammenfassung und Ausblick

S S
\—/ \—/
220 223
S S
N//\NJ\S/\/ //\NJLS“Q
\—/ \% NO,
224 226
S S
0\hrﬂ\ss 4>1v/ﬂ\8
N
- O N_J
S_ CN
@)
227 228

Abbildung 124: Strukturformeln der sechs wirksamsten Imidazol-Derivate.

Im Raum steht die Vermutung einer kovalenten Modifikation des oder der Targets durch die
Derivate. Ein Austausch der Heteroatome des Dithiocarbamats sollte in diesem Fall einen
deutlichen Effekt haben. Es zeigte sich zundchst, dass die Verbindungen, bei denen das
Thiolat als Abgangsgruppe fungieren kann, eine sehr viel bessere Wirksamkeit zeigten als die
anderen Verbindungen. Ebenso zeigte das Thiolurethan-Derivat eine im Vergleich zum
Dithiocarbamat-Derivat verringerte Aktivitat. Folglich hatte das Dithioester-Derivat aufgrund
der sehr viel besseren Carbonylaktivitdt eine im Vergleich zum Dithiocarbamat erhohte
Aktivitat zeigen mussen. Jedoch zeigte sich ein Ruckgang der Aktivitat, welcher schwer
interpretierbar ist. Moglicherweise flihrte die leicht verdnderte rdumliche Anordnung nach
Elimination des Dithiocarbamat-Stickstoffs zu einer Abschirmung des Nukleophils, sodass
die kovalente Modifikation erschwert wurde. Ebenso ware es moglich, dass es zu keiner
kovalenten Modifikation kam und der Wegfall des Dithiocarbamat-Stickstoffs zu einem
Affinitatsverlust in einer modglichen Bindetasche fuhrte. Eine kovalente Modifikation der
Zielstruktur(en) erscheint momentan eher unwahrscheinlich.

49 kombinatorischen Derivate mit den jeweils sieben wirksamsten Substituenten am Schwefel
beziehungsweise am Stickstoff des Dithiocarbamats, die in den verschiedenen

Optimierungsserien gefunden wurden, wurden im Anschluss dargestellt und in vitro getestet.
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Ziel dieser Derivate war es, neben einer gesteigerten antischistosomalen Aktivitat
Informationen zur Struktur-Wirkungs-Beziehung zu generieren.

Unter den 49 Derivaten der Kombinationsserie finden sich 17 Verbindungen, die bei einer
Konzentration von 10 uM eine gute bis sehr gute antischistosomale Aktivitat zeigten. Sechs
der 17 Verbindungen waren ebenfalls bei einer Konzentration von 5 uM aktiv und damit
in vitro genauso wirksam wie Praziquantel (1). Die sechs Verbindungen sind in Tabelle 51
dargestellt. Neben der signifikanten Reduktion der Vitalitit und Motilitat, der
Paarungsstabilitdt sowie der Eiproduktion einschlielich hoher Deformationsraten der
verbliebenen Eier konnten vielversprechende Phénotypen beobachtet werden. Dazu gehdrten
vor allem Darmdilatationen, der Verlust innerer Strukturen und Tegumentschadigungen mit
einhergehender Blasenbildung und Ablosung des Teguments. Zudem zeigten alle sechs
Derivate einen letalen Effekt nach spatestens 72 Stunden. Mit Verbindung 247 wurde ein
Derivat dargestellt, was auch bei einer Konzentration von 1puM eine sehr gute
antischistosomale Aktivitat zeigte und somit um den Faktor 5 wirksamer ist als die
Referenzverbindung Praziquantel (1). Mit Ausnahme des N-Ethylpiperazin- und des
4-Cyanbenzyl-Substituenten kommt jeder andere Substituent in mindestens zwei aktiven
Verbindungen vor. Aufgrund des Auftretens verschiedenster Phanotypen liegt die Vermutung
nahe, dass mehrere Targets adressiert werden. Die Diversitat der Strukturen der
Verbindungen, welche bei einer Konzentration von 10 uM wirksam waren, scheinen diese

Hypothese zu bestatigen.
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Tabelle 51: Ubersicht der sechs wirksamsten Derivate der Kombinationsserie.
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* wirksam bis 5 uM; ** wirksam bis 1 uM

In einer abschliel}enden Optimierungsserie wurde versucht, die antischistosomale Aktivitat
sowie das zytotoxische Profil der Substanzklasse der Dithiocarbamate weiter zu verbessern.

Als Grundstruktur fur die folgenden Derivate wurde das ((4-Nitrophenyl)methyl)piperazin-1-
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dithiocarboxylat gewahlt, welches ausschlieflich am Piperazin-Stickstoff funktionalisiert
wurde.

Zunachst wurde das Grundgerust mit verschiedenen Aminosauren konjugiert, da verschiedene
schistosomale Aminosduretransporter in der Literatur beschrieben sind, welche sich vor allem
im Tegument der Schistosomen befinden.®2 Eine verbesserte Wirksamkeit und eine
maogliche aktive Aufnahme der Verbindungen durch diese Aminosauretransporter war das
Ziel dieser Modifikationen. Es konnten weitere Derivate mit einer guten antischistosomalen
Aktivitat dargestellt werden, auch wenn nur das Prolin-Derivat bei einer Konzentration von
5 UM wirksam war. Dabei war aufféllig, dass alle wirksamen Verbindungen neben einer
deutlichen Inhibition der Eiproduktion starke Darmdilatationen auslésten. Es ist bekannt, dass
Schistosomen verschiedene Aminosauren wie Methionin, Tyrosin, Glycin, Leucin oder Prolin
assimilieren.® 24 Djese Aminosauren werden von den Schistosomen-Mannchen vorrangig
in die Gastrodermis und die Testes, von den Schistosomen-Weibchen in den Darm, das Ovar
und das Vitellarium integriert.”®” Zudem ist Tyrosin Substrat der Tyrosinase, die eine
essentielle Rolle bei der Bildung der Eischale einnimmt.[?® % \Weitere Derivate, vorrangig

mit einem verbessertem Zytotoxizitatsprofil, sind darzustellen.
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Abbildung 125: Strukturformel des wirksamsten Aminosaure-Derivats.

Anhand verschiedener Derivate dieser Substanzklasse konnte gezeigt werden, dass mit einer
Acylierung des Piperazin-Stickstoffs eine gesteigerte antischistosomale Aktivitdt einhergeht.
Im abschlieBenden Schritt wurde die Carbonsdureamid-Struktur durch eine hydrophilere
Sulfonamid-Struktur ersetzt. Dadurch konnten weitere Derivate mit sehr guter
antischistosomaler Aktivitdt und vielversprechenden Phédnotypen dargestellt werden. Vor
allem die aufgetretenen letalen Effekte bei niedrigen mikromolaren Konzentrationen
zeichneten diese Substanzgruppe aus. Zudem zeigen, im Bezug auf die beobachteten
Phanotypen (vor allem der Verlust innerer Strukturen, Darmdilatationen und

Tegumentschaden), alle aktiven Derivate eine bessere Wirksamkeit als Praziquantel (1). Zwel
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der Alkylsulfonamid-Derivate waren sogar um den Faktor 5 wirksamer als Praziquantel (1).
Sowohl Aryl- als auch Alkylsulfonamid-Derivate wurden toleriert, wobei die Alkyl-Derivate
eine bessere antischistosomale Aktivitadt zeigten. Die Wirksamkeit der Alkylsulfonamide
nahm mit steigender Kettenlange ab. Ein Schwefelsdurediamid-Derivat wurde ebenfalls
dargestellt, zeige aber eine leicht schwéchere Aktivitat als die Sulfonamid-Derivate. Ob die
Ursache im Schwefelsdurediamid-Strukturelement oder an den Substituenten liegt, kann nicht
abschlieBend gesagt werden, da flr eine aussagekraftige Einschatzung weitere Derivate

notwendig sind.
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Abbildung 126: Strukturformeln der drei bei einer Konzentration von je 1 pM wirksamen
Verbindungen.

Aus den Uber 300 dargestellten Derivaten gingen 35 Verbindungen hervor, die bei einer
Konzentration von 5 UM oder niedriger gut bis sehr gut wirksam waren. Davon zeigte nur ein
Derivat aufgrund der beobachteten Effekte eine schwachere antischistosomale Aktivitét als
die vier Referenzverbindungen Praziquantel (1), Amoscanat (10), CGP-6140 (11) und
Phenithionat (12). Drei der Derivate waren vergleichbar wirksam, zeigten aber andere
Phanotypen als die Referenzverbindungen. Die Ubrigen 21 Verbindungen zeigten eine teils
deutlich verbesserte antischistosomale Aktivitdt. Dabei traten ein oder mehrere neue
Phénotypen auf, die auf einen im Vergleich zu den Referenzverbindungen anderen
Wirkmechanismus schlieen lassen. Zudem wirkte die Mehrzahl der Derivate letal auf die

Schistosomen. Einen letalen Effekt zeigte keine der vier Referenzverbindungen bei der
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jeweils niedrigsten wirksamen Konzentration. Drei der 21 Dithiocarbamat-Derivate waren bis
zu einer Konzentration von 1 uM aktiv und zeigten somit eine um den Faktor 5 bessere
antischistosomale Aktivitdt (Abbildung 126). Einzig das Zytotoxizitatsprofil einiger
Verbindungen steht der sehr guten antischistosomalen Aktivitat negativ gegentber.
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Abbildung 127: Strukturformeln der fir eine in vivo-Testung vorrangig infrage kommenden

Verbindungen.

Nach der Definition des Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases
(TDR) stellen vier Derivate Hit-Strukturen dar, da sie in der Lage waren, eine 100%ige
Inhibition der Motilitdt von adulten S. mansoni-Wirmern bei einer Konzentration von
5 pg/ mL™ hervorzurufen (Abbildung 127).2%% In den Zytotoxizitatsmessungen wurden sehr
gute Ergebnisse erhalten, wobei die Verbindungen 220 und 286 bis zu einer Konzentration
von 100 uM in keiner der getesteten Zelllinien ein zytotoxisches Potential zeigten. Die beiden
Verbindungen 247 und 289 zeigen bei einer Konzentration von 50 uM kein zytotoxisches
Potential. Aufgrund der sehr guten antischistosomalen Aktivitat, dem geringen zytotoxischen
Potential und einem in Bezug auf Praziquantel (1) vermutlich anderen Wirkmechanismus

empfehlen sich diese vier Derivate vorrangig fur eine in vivo-Testung.
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Abbildung 128: Strukturformel der besten Verbindung (286, Schi32329) dieser Arbeit.

Am Ende dieser Arbeit stellt somit Verbindung 286 (Abbildung 128) das beste Derivat dieser
Verbindungsklasse dar. Das Derivat zeigte bis zu einer Konzentration von 1 UM eine sehr
gute antischistosomale Aktivitat mit multiplen Phanotypen sowie einem letalen Effekt nach
72 Stunden. Zudem zeigte die Verbindung 286 in beiden Zelllinien bei der hdchsten
gemessenen Konzentration von 100 uM keine zytotoxischen Effekte und weist damit einen
Selektivitdtsindex > 100 auf.

Nachdem das antischistosomale Potential der Substanzklasse der Dithiocarbamat-Derivate mit
dieser Arbeit belegt werden konnte, wére eine Vertiefung der bisher erhaltenen Erkenntnisse
winschenswert. Vor allem eine Aufklarung des Wirkmechanismus, idealerweise auch eine
Kristallstruktur des oder der Target(s) wéare winschenswert, um gezielte Modifikationen
aufgrund der Kenntnis der Bindetasche vornehmen zu koénnen. Jedoch ist davon auszugehen,
dass die beobachtete Wirkung auf die Schistosomen durch eine Uberlagerung verschiedener
Effekte (Aufnahme in die Schistosomen, Verteilung in den Schistosomen, Bindung an
verschiedene Zielstrukturen) zustande kommt. Eine Optimierung auf eine Zielstruktur muss
daher nicht zwangslaufig zu (gegen den Gesamtorganismus) wirksameren Wirkstoffen fuhren.
Zudem ist die Aufklarung des oder der molekularen Target(s) keineswegs trivial. Daher gilt

weiterhin der Grundsatz ,,Nur ein toter Wurm ist ein guter Wurm*.
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Abbildung 129: Mdgliche weitere Optimierungsschritte der Alkylsulfonamid-Derivate.
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Ausgehend von den bisher gewonnenen Erkenntnissen ware vor allem die Darstellung
weiterer Sulfonamid-Derivate interessant. Zum Einen waére die Einflhrung von Alkylresten
mit einem hydrophilen Substituenten in der Seitenkette ein Ansatzpunkt zur mdglichen
Verbesserung der antischistosomalen Aktivitdt. Moglich ware die Einfliihrung einer
Carbonséure oder deren Derivate. Zudem ist die Einfihrung einer Hydroxygruppe oder eines
basischen Stickstoffs in der Seitenkette eine weitere Option (vgl. Abbildung 130). Zum
Anderen sollte der 4-Nitrobenzyl-Substituent gegen die Substituenten ausgetauscht werden,
die sich in der ersten Optimierungsserie als sehr gut wirksam erwiesen haben. Vor Allem ein
Austausch gegen den Methylsulfonylbenzyl-, den 2-Hydroxy-5-nitrobenzyl- und den
Cumarin-Rest erscheinen aufgrund der erhaltenen Ergebnisse sinnvoll,

Aufgrund der guten antischistosomalen Aktivitat des Phenylsulfonamid-Derivats wére zudem
der Einfluss verschiedener Substituenten des Phenyl-Rings auf die Wirksamkeit interessant.
Hier sollten umfassende Untersuchungen durchgefiihrt werden, vor allem im Hinblick auf die
Elektronendichte des Rings sowie die Eigenschaften der gewahlten Substituenten. Zudem
bietet sich der Austausch des Phenyl-Rings gegen andere aromatische oder aliphatische
Ringsysteme wie zum Beispiel Cyclohexyl oder diverse Heterozyklen an.
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Abbildung 130: Mdégliche weitere Sulfonamid-Derivate.

Desweiteren ist die Synthese weiterer Schwefelsdurediamid-Derivate wichtig, da bisher nur
eine Verbindung mit diesem Strukturelement dargestellt wurde. Da dieses Derivat gut, aber
im Vergleich zu den Sulfonamid-Derivaten schwacher wirksam war, konnte durch die

Einflihrung geeigneter Substituenten die antischistosomale Aktivitat weiter gesteigert werden.
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Ein weiterer Ansatzpunkt ware der Austausch der Dithiocarbamat-Grundstruktur gegen eine
Dithiocarbazat-Grundstruktur ~ (Abbildung 131).  Aufgrund  der  unterschiedlichen
Grundstruktur mussen die Struktur-Wirkungs-Beziehungen wohl erneut von Anfang an

erarbeitet werden.

N
R2/ \NJ‘J\S,R4
R3
Abbildung 131: Grundstruktur mdglicher Dithiocarbazat-Derivate.
Die Verbindungsklasse der Dithiocarbamate kann also noch umfassend modifiziert werden,

um weitere potentielle Wirkstoff-Kandidaten fur die Bekampfung der Schistosomiasis bereit

zu stellen.
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Tabellarischer Anhang der in vitro-Ergebnisse und der Zytotoxizitatsmessungen

Tabellarischer Anhang der in vitro-Ergebnisse und der

Zytotoxizitatsmessungen

Erlauterungen zur Tabelle der in vitro-Ergebnisse

Spalte ,,Wirksamkeit*

+++

++

ausgezeichnete antischistosomale Aktivitat: nahezu vollstandige
Inhibition der Eiproduktion (weniger als 100 Eier/ 24 Stunden),
deutliche Reduktion der Paarungsstabilitait (Entpaarung von
mindestens 8 der 10 Schistosomenpérchen), Vitalitdt und
Motilitat, letaler Effekt (falls aufgetreten), Auftreten von mehr als
einem Phanotyp (zum Beispiel Tegumentschaden,
Darmdilatationen, Verlust von inneren Strukturen, Anisocytose des
Ovars, tumorahnliche Ausstiilpungen, 6dematdses Aufquellen der
Schistosomen, Eiakkumulation im Uterus)

gute antischistosomale Aktivitat: deutliche Inhibition der
Eiproduktion (weniger als 200 Eier/ 24 Stunden), deutliche
Reduktion der Paarungsstabilitdt (Entpaarung von mindestens 5
der 10 Schistosomenparchen), Vitalitait und Motilitat, Auftreten
von mindestens einem Phanotyp (zum Beispiel Tegumentschaden,
Darmdilatationen, Verlust von inneren Strukturen, Anisocytose des
Ovars, tumorahnliche Ausstiilpungen, 6dematdses Aufquellen der
Schistosomen, Eiakkumulation im Uterus)

akzeptable antischistosomale Aktivitat: leichte Inhibition der
Eiproduktion (Reduktion um maximal 40%, bezogen auf DMSO
als Referenz), geringgradige Reduktion der Paarungsstabilitat
(Entpaarung von maximal 4 der 10 Schistosomenpérchen),

Vitalitat und Motilitat, keine weiteren Phanotypen erkennbar
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Tabellarischer Anhang der in vitro-Ergebnisse und der Zytotoxizitatsmessungen

Spalte ,,Paare (von 10)*

Spalte ,,Paare angesaugt®

Spalte ,,d angesaugt*

Spalte ,,9 angesaugt*

keine antischistosomale  Aktivitat: keine Inhibition der
Eiproduktion, keine Reduktion der Paarungsstabilitat, Vitalitat
und  Motilitdt,  Schistosomen  erscheinen  morphologisch

unaufféllig und vital

Anzahl der gepaarten Schistosomenparchen (von insgesamt
10  eingesetzten  S. mansoni-Parchen); je  weniger
Schistosomenpéarchen gepaart vorlagen, desto schlechter
wurde die Vitalitat der Schistosomen bewertet

Anzahl der gepaarten S. mansoni-Parchen, die nach
72 Stunden am  Schalenboden angesaugt waren; je
weniger  Schistosomenparchen am Schalenboden
angesaugt  waren,  desto  schlechter  wurde die
Vitalitat der Schistosomen bewertet

Anzahl der entpaarten Schistosomenmannchen, die nach
72 Stunden am Schalenboden angesaugt waren; je weniger
Schistosomenméannchen am Schalenboden angesaugt waren,
desto schlechter wurde die Vitalitat der Schistosomen

bewertet

Anzahl der entpaarten Schistosomenweibchen, die nach
72 Stunden am  Schalenboden angesaugt waren; je
weniger  Schistosomenweibchen ~ am  Schalenboden
angesaugt waren, desto schlechter wurde die Vitalitat der
Schistosomen bewertet

Spalte ,,Eizahlen (24/48/72h)* Absolute Anzahl von Schistosomeneiern, die 24 Stunden, 48

Stunden und 72 Stunden nach Beginn der Testung bei der
angegebenen  Konzentration  gezdhlt  wurden;  bei
Mehrfachmessungen wurde der Mittelwert angegeben

(gerundet auf ganze Zahlen)
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Tabellarischer Anhang der in vitro-Ergebnisse und der Zytotoxizitatsmessungen

Spalte ,,% deformierte Eier*

3

Spalte ,, Tegumentschiden’

Spalte ,,Darmdilatationen*

Spalte ,,Letaler Effekt [h]*

Prozentsatz von deformierten Schistosomeneiern, bezogen
auf die absolute Anzahl wvon Schistosomeneiern; bei
Mehrfachmessungen wurde der Mittelwert angegeben

(gerundet auf ganze Zahlen)

+ Auftreten von Tegumentschdden wurde bei der

angegebenen Konzentration beobachtet

+ Auftreten von Darmdilatationen wurde bei der

angegebenen Konzentration beobachtet
+ Auftreten eines letalen Effekts auf die Schistosomen

wurde beobachtet; Angabe der Zeit, bis der letale Effekt bei
der angegebenen Konzentration eintrat
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Tabellarischer Anhang der in vitro-Ergebnisse und der Zytotoxizitatsmessungen

Erlauterungen zur Tabelle der Zytotoxizitadtsmessungen

Nicht zytotoxisch bei der getesteten Konzentration

x Zytotoxisch bei der getesteten Konzentration
n.a. Verbindung zeigt keine antischistosomale Aktivitét
nt. Angegebene Konzentration nicht getestet
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Derivate mit Variation des Substitutionsmuster am Schwefel des Dithiocarbamats
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s 285 | 24
10pM o~ - | 8 | 7 510 | 14
i /\© 563 | 20
s 198 | 7
Schl32008 |  100pM PN - | 9| 6 246 | 14
(97) K 256 | 11
s 157 | 3
Schl32017 | 100pM o~ )J\S NH, - |10 9 309 | 5
(123) L /Ef 422 | 3
s 5 40
Schi32023 | 100pM ~ )J\S,, +++ | 0 0 +
(101) P 0 72
s 258 | 24
25uM ~ )J\S,,O - |10 | 10 299 | 25
T 336 | 26
s 266 | 5
10uM ~ )J\S,, - |10 | 10 377 | 7
e 439 | 8
S 4 50
Schl32024 | 100pM o~ )J\S_ - +4+ | 0 0
(96) 0




; . 254 | 46

Schl32025 | 100pM ﬁ +) | 10 124 | 69

(124) /JNJ\SMO 271 | 55

s NO, 85 93

Schl32084 |  100uM ~ IS +++ | O 21 | 100 | ()

(155) )“ S 0

)s]\ NO, 222 25

25uM | 8 412 | 15

/J“ s 406 | 14

j]\ NO, 243 23

10pM _ |10 565 | 10

/)‘ s 406 | 6

S 13 | 77
Schl32086 | 100pM o~ )J\S NO +++ | 0 0
(156) P /\©/ 0

S 132 | 65

25uM o~ N, + | 2 233 | 33

) /\©/ 334 | 70

S 257 | 32

10pM o~ )LS NO - | 10 506 | 42

P /\©/ 493 | 48




s 3 | 100
Schl32088 | 100pM o~ )LS T4+ 0
(157) ) /\Q 0
NO;
s 26 | 92
25uM /\NJ\S/\Q +++ 18o gg
) NO,
s 52 37
~ey 5|1
P .
s 79 | 51
++ 94 | 69
>uM /\N)J\s/\<jL 67 | 61
) NO,
s 152 | 72
Schi32089 |  100uM PN " 0 +
(168) ) /\Q 48
NH,
s 67 | 54
++ 35 | 60
25uM /\N)ks/\©\ e 61
) NH,
s 90 | 12
+ 165 | 37
) NH




) 185 | 97

Schi32096 |  100uM It A/@ |1 12 | 100
(128) /j s 0

. 10 | 50
Schl32097 | 100puM L A/@ +++ | 0 0
(129) /)N N 0

s 190 | 27

25uM A/@ - 10 258 | 24

/j)J\s X 311 | 25

s 173 | 75

Schl32098 | 100pM o~ )LS ++ | 0 28 | 100

(130) ) /\/\© 1 | 100

) 131 | 73

Schi32099 | 100uM It w + | 10 30 | 63

(131) /j s 47 | 100

s 113 | 25

Schi32102 | 100pM P + | 10 121 | 100

(132) P /\/\/\Q 58 | 100

s OH 139 79

Schi32110 |  100pM o~ #+ | 0 56 | 93

(169) 10 | 100




s 130 | 77
Schi32111 | 100pM o~ )J\S oH ++ | 0 42 | 87
(170) P /\©/ 0
s 37 100
Schi32112 | 100pM N +++ | 0 0
(171) )N S/\Q 0
OH
s 297 | 7
ey Rk AN
) o
s 309 | 7
10uM AN)LsAQ - |10 | 10 a7 | s
) OH
. = 101 | 52
Schi32116 |  100pM ] 9| 3 183 | 39
H /\NJ\S/\)\O (+)
(125) ) 283 | 33
s 61 | 8l
Schi32118 |  100pM o~ )J\S +++ | 0 45 | 98 | +
(162) P /\Qﬁ ] 31 | 98
S//
|
s 67 | 39
25uM +++ | 0 43 | 86 | (+) | (1)
29 | 72




s 117 | 29
10uM o~ )J\S + | 4 74 | 74 (+)

) /\Qﬁ . 65 | 65

87

|
S 136 | 41
5uM o~ )Ls - | 8 195 | 31
) /\Qﬁ . 366 | 25

S//

|
. 67 | 100
Schi32120 | 100pM 0 ‘ + |1 17 | 100
(134) /j s O 31 | 100
s 15 87
Schi32121 |  100pM ~ AL ++ | 3 1 | 100
(135) ) 3 | 100
S 392 | 32
Schi32124 |  100pM A - | 10 506 | 81
(303) P ] 560 | 37
s 1004 | 61
Schi32125 |  100pM Ay - | 10 434 | 77
(304) ) S 362 | 52
5 458 | 86
Schl32126 |  100pM o~ )J\S P + |9 275 | 97
(161) 80 | 98




. 55 | 56
Schi32130 | 100uM i /@ |0 5 | 80
(133) /j s 3 | 66

] ] 215 | 82

Schi32132 |  100pM /j + | 710 53 | 94
) , 186 | 15

Schi32134 |  100pM N - | 8| 6 383 | 21
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N
P
o ©

s 90 | 11

Schl32136 |  100pM o~ - | 10| 10 506 | 25
(172) P /\chm 830 | 13
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j\ 144 | 80
Schi32150 | 100puM ++ 0 21 | 100
N
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s 164 | 47
o S0 | T 0 | 70
P o
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s 269 | 12
ey K | 2
P o
(0]
s 95 | 14
Schi32153 |  100pM N - | 10 | 10 521 | 4
(174) )N S o 565 | 1
(6]
. 7 | 29
Schl32154 |  100pM 0 + | 20 73 | 48
(305) NN s 50 | 48
P o
s 5 | 80
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CN
s 4 | 75
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Schl32156 | 100pM ~ AN ++ 14 | 100
(136) ) O 7| 100
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SARs
S OH 0
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o 9 56
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(177) \N . ° 24
>~
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o 5 0
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e
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5UM - 47 | 75 ¥
N 9 57 | 72
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S O/
5 237 | 8
1pM - 495 | 14
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g
S O/
55 | 69
Schi32178 | 100uM \N Sv@ -+ 0
(178) ~ 0
T
118 | 65
25uM \N Sv@ + 39 | 72
>~ 37 | 62
S
159 | 60
10uM \N Sv@ " 120 | 64
~ 80 | 59




176 | 77
5UM \N Sv@ - |10 164 | 58
N 186 | 61
S
27 | 89
Schi32189 |  100pM \;'1 . +++ | 0 1 | 100 +
N
(179) \[S( B 48
H
59 | 71
25uM \,L . +++ | 0 310
g & 0
S N
H
112 | 46
10pM \,L . + | o 77 | 64
>~ N 37 | 62
S N
H
142 | 64
5pUM \L . - | 10 219 | 29
N N 330 | 33
S N
H
s 146 | o1
Schi32229 | 100pM o~ )J\S +++ | 0 1 | 100 | (4
SR o
s 240 | 54
25uM ~ AN + | 10 385 | 37
§ /\©\ 451 | 17




s 296 | 25
10pM ~ hij\s/\@ - | 10| 10 ggg g
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Sch32230 |  100pM ~ AN ++ | 5 18 | 100
(142) q /\©/ 0
s 120 | 80
Sch32231 | 100pM o~ ++ | 5 33 | 100
(143) q 0
s 88 | 69
Schl32232 | 100pM o~ )J\S +++ | 0 0 (+)
(306) g /\Q 0
Br
s 46 89
Schl32233 | 100pM o~ )LS Br +4+ | 0 60 | 85 | +
(307) g /\©/ 8 | 100
s Br 97 97
Schl32234 |  100pM o~ + | 0 44 | 96
(308) L 4 | 75
s 84 93
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(149) g /\Q 0
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s 81 | 98
Schl32236 |  100pM o~ )LS ! it 1 | 100
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s F 114 | 93
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(151) 4 51 | 79
s 44 98
Schl32238 | 100pM o~ )LS 4+ 0 +
(152) i /\Q 48
CF3
s 94 | 54
25uM o~ )LS + 155 | 37
g /\Q 121 | 97
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s 100 | 45
10pM o~ )LS - 417 | 27
g /\Q 400 | 29
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s 141 | 100
Schl32239 |  100pM o~ )LS cFs T 0 +
(153) g /\©/ 48
)S]\ CFs 15 100
Schl32240 | 100pM ++ 31 | 84
(154) 7N s 0




s 14 | 21
Schl32241 | 100pM o~ )LS oN +++ | 0 0 (+)
(159) L /\©/ 0
s CN 8 25
Schi32242 | 100pM PN +++ | 0 0
(160) L S 0
s | 126 | 19
Schi32243 | 100pM o~ )LS o s+ | 0 3 | 66 +
(145) L /\©/ 0
s | 155 | 69
25uM /\hil\s/\@o - | 10 2(7)2 ;i
s | 237 | 32
ey s | 2
s | 125 | 24
Schl32244 | 100pM o~ )J\S o +++ | 0 0 + |+
(146) 48




s | 267 | 47
25uM o~ )J\S 0 - | 10 348 | 24
L /\Q/ 332 | 79
O
~
s | 162 | 27
10uM o~ )J\S o - | 10 484 | 12
K 427 9
(6]
~
s 14 | 29
Schl32245 | 100pM o~ )LS T ) 0 +
(309) L 48
s 4 [ 100
Schl32246 |  100puM PP.S +++ | 0 0
(e}
S 40 50
Schl32247 | 100pM A +++ | 0 4 | 100
(147) NK S/\Q _ 1 | 100
S
j\ 86 49
25uM PN + |9 146 | 64
L S/\Q 253 | 81
S/




s 329 | 19
10pM /\NJ\S/\@ - 109 451?2 g
N o
s 176 | 74
Schl32248 | 100pM A + | 0 6 | 83
(148) NK S/\Q ) 0
O
s 270 | 50
25uM ~ ﬁl\s/\Q - 10| 1 ﬁg gg
O/
s 329 | 19
10pM ~ Nil\s/\Q - | 10 | 10 ;1‘113 171
O/
s 0
Schl32249 |  100pM PP.S + | 1|0 25 | 83
(139) “L S N 32 | 84
LN
S
s 135 | 67
Schl32253 | 100pM A + | 0 53 | 79
o) a0 a5
(@)
] 1 |0
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(175) /\L s N 24




209 | 42

25uM 710 336 | 85
//“\N/ﬂ\s/“\v/“ 492 | 98

591 | 10

10uM 10 | 10 463 | 4
//A\T:%\s//\\//N 430 | 4

266 | 93

Schi32275 | 100pM 10 | 0 275 | 88
(176) 257 | 87
241 | 17

25uM 10 | 10 475 | 5

502 | 6

346 | 8

10uM 10 | 10 467 | 2

430 | 8
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S 6 | 66
25uM A +++ | 0 +
= 24
s 34 | 29
10uM A +++ [ 0 1 | 100 +
N8 48
s 67 23
5uM . o ++ | 0 25 | 92
N \;/ S 0
s 546 | 3
1uM A - | 10 | 10 719 | 3
N\;,” s 569 | 2
s 377 | 3
Schi32029 |  100uM . IS oH - | 10 | 10 521 | 4
(221) _J Y 783 | 4
— O
s 299 5
Schi32030 | 100uM PPN NH, - |10 9 462 | 7
(310) ] e 689 | 7
—_— (6]
s | 102 | 4
Schi32031 |  100uM . )LS 5 - |10 9 245 | 8
(222) " - 410 | 9
—_— (6]
. . 5 | 20
Schi32032 100uM /j +++ | O +
(311) //\NJ\S“O 24




S NO, 3 0
Schl32090 |  100pM i +++ 4 | 75 + |+
(312) N 48
s 3 | 33
Schl32092 | 100pM AN NO2 et *) | +
(313) N7 24
s 0
Schi32094 | 100pM S )Ls s +
(226) N7 24
— NO,
i 23 83
25UM +
H ) SN s +++ 24
— NO,
s 30 | 3
10uM 16 | 44 +
H ) s )k S +++ .
= NO,
i 140 | 43
SHM ++ 75 | 69 +
NS 40 | 73
— NO,
. 0
Schi32103 |  100uM i A/@ as N
(314) JNT s 24
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Schi32104 | 100pM j\ A/@ ; 582 | 7
(315) NSNS 707 | 6

s 0
Schi32105 | 100pM . )LS . + +
(316) N7 24

. 0
Schi32106 | 100uM i w . N N
(317) TN s 24

s 0
Schl32109 | 100pM s )LS t . .
(318) N 24
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c H +++ + +

S 0
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(227) NS o 24

— g/
g
i 12 92

25puM +++ + +
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s 41 | 7
10pM //\N)ks +H+ 11 | 73 | + +
N o) 48
— g/
o
)SJ\ 97 | 73
SUM +++ 50 78 + +
NN 0 3 | 100 72
i
(e}
i 582 3
1uM ] 707 | 15
NS 0 356 | 3
— g/
o
: 1 | 100
Schl32122 | 100pM )iy ‘ it + +
(320) TN s 24
—
s 0
Schi32123 | 100pM JS e 1 100 | + .
“hpee :
—
s 196 | 32
Schi32129 |  100uM —_ o - 318 | 16
(322) N | 573 | 10




) 2 [ 100
Schi32131 |  100uM i /@ |0 0 " '
(323) SN 48
. . 191 | 28
Schi32133 |  100pM /j - | 6| 5 358 | 13
(324) N//\NJ\SMS 579 | 7
. , 149 | 23
Schi32135 |  100pM N 2|1 176 | 28
(325) %N)J\s Q 219 | 27
=l N
o//S\\O
s 308 | 7
Schi32137 | 100pM s )LS - 10| 10 485 | 5
(326) N 612 | 5
— COOH
s 3 | 66
Schi32164 |  100pM - B +++ | 0 0 +) +
(327) N | 48
O
S 37 62
25UM +++ | 0 0 + +
48




i 196 | 32
10uM + | 2 78 | 71
N sml 40 | 73
— (6]
(6]
s 91 68
Schl32165 | 100uM PPN - | 10 158 | 73
(328) NS 499 | 7
— OH
(0]
. 191 | 14
Schi32166 | 100uM J\ - 8 244 | 23
(329) SN 372 | 19
N —
s 0
Schi32167 |  100uM s )LS s | O +
(228) N 24
—
CN
it 0
25uM +++ | O +
NSNS 24
—
CN
s 17 | 59
10uM ~n J\S +++ | O 0 +
N 48

CN




)SL 101 | 70
5uM . 121 | 66 +
NS 42 | 55 72
= CN
j\ 1 100
Schi32168 |  100pM ot (+) | +
(330) NS ‘ 24
94 | 79
Schi32169 |  100uM O - 198 | 90
(331) s 260 | 46
)
N —
s 113 | 54
Schi32172 | 100uM L ++ 11 | 91
(332) NN 3 | 100
&
j\ 32 91
Schi32183 | 100uM ++ 5 100
(333) N;j SA@ 0
OHC
s 113 | 36
Schi32184 |  100uM JS (+) 207 | 88
/N S
(230) N % /\© 185 | 90
CN




s 231 | 57
Schi32198 | 100pM . )J\S +) | 5 | 4 104 | 95 (+)
(231) N /\© 38 | 100
s 182 | 2
Schl32214 | 100pM P )J\S - |10 | 10 503 | 4
(232) N% /\© 574 | 1
O,N
s 21 | o1
Schl32254 | 100pM s )LS +++ | 0 6 | 100 +
(334) ) /\©\ 0 72
s 5 | 100
Schl32255 | 100pM 0 )LS +H+ | 0 2 | 100 +
(335) N /\©/ 48
s 5 | 80
Schl32256 | 100uM PP ++ | 0 6 | 83 +
(336) N\//,N S 48
s 5 100
Schi32257 | 100pM 2~ L +++ | 0 6 | 100 +
(s37) L 8
O/
s 133 | 19
25uM //\N)J\S/\©\ - ° ’ é%g 155




S 309 | 11
10uM P Js - | 10 | 10 478 | 8
N 609 | 6
\—/ /\Q
O
s 13 85
Schi32259 | 100uM . BS +++ | 0 4 | 100 +
(338) & /\©/ 48
s 156 | 38
25uM P BS + | 3|1 136 | 29
N
& /\©/ 41 | 76
s 205 | 18
10uM . S - | 10| 10 507 | 3
N
& /\©/ 582 | 6
s 6 | 83
Schi32260 |  100pM . S +++ | 0 1 | 100 +
(339) ] /\Q/ 48
O\
s 131 | 17
250uM . S 2] 2 279 | 14
N 376 29
\—/
O\




s 141 | 15
10uM PP - |10 | 10 434 | 17
7o s 445 | 13
\—/
O\
s 176 | 12
Schl32262 | 100pM . IS - |10 9 392 | 11
s 2 | 50
Schi32263 | 100pM s )Ls/\ +++ | 5 | 0 +
(223) N 24
s 0
25uM A +++ | 0 +
N 24
\—/
s 0
10uM e |0 +
N 24
\—/
S 10 60
5UM s )Ls/\ +++ | 0 76 | 28 +
N 0 72
\—/
s 161 19
1uM I~ )LS/\ - | 10 | 10 ggg i
\—/
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(224) N 24
s 1 0
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N 24
\—/
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N 48
\—/
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SHM N %N)Ls/\/ +++ |0 107 65 7+2
\—/
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1M N//\N)J\S/\/ i} 10 | 10 2‘318 180
\—/
S 10 | 100
SCP(];3;25§65 100uM X @ o s+t | 0 -
s 1 | 100
ZoHM N//\N)J\S/\/\ 0 2";1
\—/
S 1 0
10uM S A e~ | 0 1| 100 *
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s 72 | 32
5UM NN - |10 | 6 20 | 16
\—/
s 145 | 30
1uM P SN - | 10 | 10 563 | 6
N 740 6
\—/
s 0
Schi32276 |  100uM . )LS +++ | 0 +
(229) N /\O 24
s 1 0
250uM o~ )LS +++ | 0 207 9 (+) 7+2
\—J /\O
s 47 | 34
10uM A +++ [ 0 8 | 75
N
\— /\O 0
s 28 | 21
5uM JIS ++ | 0 39 | 13
NS TN 68 | 59
\—/
s 160 | 13
1uM Bs - | 10 | 10 467 | 6
NSNS 643 | 8
\—/
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| 207 | 3
Schl32014 | 100pM L Ox O - 10| 10 424 | 2
(343) j/ 471 | 3
ok
CNGLL 155 3
Schl32015 |  100pM )iy j/ - |10 | 10 384 | 4
(344) O s 553 | 2
s 117 | 26
Schl32018 | 100pM N )LS NH, - | 8| 8 139 | 20
(345) O /i( 282 | 18
S 316 | 51
Schl32019 | 100pM N )LS ++ | 0 6 | 67
(346) Q /\© 0
(0]
. . 148 | 45
Schl32020 | 100pM /j + | 8 | 1 143 | 40
o
< . 274 | 26
Schl32026 |  100pM /j +) | 10 | 1 9 | 68
(348) OJ\SMO 120 | 54
s 489 | 92
Schi32140 | 100pM A )LS + | 5 ] 0 46 | 100
(198) N /\© 0




294 | 26
S (e}
Schi32141 |  100pM /j - | 10| 10 295 | 6
(349) /N/&NJ\SMO 248 | 9
s 1344 | 66
Schi32146 | 100pM A~ # | 9] o0 1511 | 55
(205) N S/\© 437 | 83
O
. R 505 | 8
Schi32147 | 100pM /j - | 10| 10 691 | 10
(350) N/&NJ\SMO 910 | 2
(0]
s 140 | 75
Schi32174 |  100uM \()V AN P 34 | 100 | (+)
(199) A { 0
)SL 114 | 55
25uM \(jV . + | 3 | 0 33 | 82
N S/\© 39 | 79
j]\ 160 29
10pM \©v AN - 109 223 | 16
AN SA@ 209 | 14
s 265 | 17
Schl32176 |  100pM v - | 10| 10 393 | 2
(189) /Q /\© 760 | 6
HOOC




0o 4 50
Schl32185 |  100uM 4+ 1 | 100
(351) 2 50
S
HO 8 | 100
25uM ++ 5 60
0
I
HO 202 | 19
10pM - 216 | 11
179 | 18
I
s 382 | 50
Schi32186 |  100pM + 356 | 10
(190) 575 | 16




0
Schl32187 | 100puM +++ 0
(352) 0
NH
7
N\n/sv©
\ojo s
|
6 83
25uM +++ 1 | 100
0
NH
e
N\H/Sv©
\oio s
|
15 73
10uM ++ 5 80
3 66
NH

)
cn:<m

—O0




92 [ 77
SUM (+) 102 | 54
186 | 34
YSV©
0
Schl32190 | 100uM +++ 0
(206) N A<j 0
61 | 59
25uM ++ 15 80
" S/\© 4 | 715
178 | 6
10uM I (+) 133 | 42
/\O 87 | 45
17 | 94
Schi32191 | 100puM +++ 0 ++
(197) " N
57 | 72
25uM o+ 45 | 76 | +
HN%N 22 | 85




Iz

)SJ\ 128 13
10pM + | 3 107 | 32
HQZI%N S/\© 71 | 49
)SJ\ 160 | 21
5uM -9 337 | 15
Hzgl*%h' S/\O 594 | 11
s 8 | 63
Schi32192 | 100pM A )LS +++ | 0 0 (+)
e oA e
j\ 88 58
25uM N ++ 2 56 46
rN’\/N S/\© 32 | 69
j\ 221 15
10uM N - 10 267 | 4
rN—\/N S/\© 343 | 4
s 45 73
Schl32193 | 100pM A +++ | 0 0 + |+
(201) TN /\© 0 72
5 j]\ 1 100
Schi32194 | 100uM AN +++ | 0 0 (+)
(202) PRISTEAS: g °




s 40 | 61
25uM A~ |1 14 | 71
}HKN N SA@ 3 | 67
o j\ 210 | 13
10uM A~ - | 10 287 | 5
}m)b'“"\/” SA@ 325 | 5
s 195 | 52
Schi32195 | 100pM IS - | 10 179 | 82
(191) /O S/\O 497 | 64
HO
s 194 | 74
Schi32196 | 100pM L + | 8 263 | 76
(192) Q S/\© 445 | 50
(0]
ol y 100 | 35
Schi32197 | 100pM 38~ )J\S ++ | 6 21 | 90
(353) | A<j 0
s 0
Schi32199 | 100uM N S +++ | 0 0 (+)
j\ 12 83
Schi32200 |  100pM / +++ | 0 5 | 100 +
(0]




j\ 26 73
25uM / SN +++ | 0O 11 0
5 N—\/N s/\© 0
(6]
j\ 55 65
10pM / N ++ 0 39 | 41
o N TN S/\© 49 | 40
(0]
j\ 179 15
S5uM 7 N - 10 | 10 466 | 6
o N N S/\© 707 | 12
(6]
s 96 | 89
Schl32205 | 100pM ) )J\S - 4] o0 255 | 60
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Y >L A - | 10| 8 640 | 12
oJ\Njﬁ(N'”\/N S/\Q 660 | 11
0 NO,
HO s 407 | 6
1pM <. j\ AN - [ 10 | 10 757 | 6
0NN /\Q 1067 | 5
: (¢} NO;
HO s 92 | 46
Schl32355 | 25uM AN 4| 1 | 0 s+ |+
(276) o HNT N N /\Q “
e} NO,
HO j]\ 179 | 37
10pM SN +++ | 0 43 | 84 +) | +
cr H3+N]ﬁ(N———\/N S/\@\ 48
o NO,
HO S 231 13
5uM AN - |10 8 478 | 21
ClI™ Hy'N N—‘\/ /\©\ 538 25
o NO;
HO S 330 9
1pM AN - | 10 | 10 623 | 7
oI Hy'N NN /\Q 856 | 8
o NO;




s 11 [ 73
Schi32360 |  25uM <L S~ N +++| 0 +
(287) I CaNA /\Q 24
o7\ NO,
)SJ\ 28 | 75
10uM <L +++ | 0 8 | 88 | (4 +
/S/N//\//N S/\Q 48
0~ \ NO,
s 133 | 62
5uM <L S~ i +++| 0 25 | 84 | (+) ¥
PN /\Q 2 | 100 72
‘o NO,
)SJ\ 197 | 28
1uMm <L I~ - | 10 | 10 223 | 21
N S
o//S/N/\/ /\Q 295 | 36
A\ NO,
s 18 | 83
Schi32361 |  25uM A~ +++| 0 2 | 50 | + *
(288) /\ /N/\/N S/\©\ 0 72
"% NO;
)SL 37 | 78
10uM / +++ | 0 15 | 73 | (4)
N /N%N «\@ s | &
0" % NO;
j\ 265 | 18
5uM N4 ++ 2 0 197 | 34
" /N%N S/\Q 109 | 63

z
P




~

j\ 309 9
1uM !~ - | 10 | 10 678 | 6
—N N S
sl N /\Q 704 | 7
°" % NO,
H 81 | 52
Schi32362 |  25uM >—N + | 1] 0 123 | 48
(394) s 159 | 42
N/\/N)J\S/\@
o7\ NGy
88 | 42
10pM >ﬁ“ - 510 153 | 34
s 238 | 22
/N%N)J\S/\Q\
o7\ NGy
j\ 8 38
Schi32363 | 25uM +++| 0 + +
(289) B n 2
SN NO;
)SL 44 | 41
10pM . +++ | 0 14 | 79 | (+) +
N S
DT i
°" % NO,
j\ 61 | 41
SuM S +++ | 0 85 | 60 +
N S
TN /\Q 48
(0]

(@]
\
-

z
L




j\ 191 | 19
1pM +++ | 0 180 | 32 + +
_\s/N%N S/\©\ 78 | 54 72
0%\ Ny
j\ 207 | 26
0.5uM - 10 10 232 | 30
_\ /N%N S/\Q 501 | 22
07\ NG,
j\ 363 7
0.1uM - |10 | 10 512 | 6
_\S/N%N S/\Q 801 | 8
"% NO,
j\ 31 32
Schl32364 |  25uM +++ | 0 5 40 +) | +
(290) _\TS/N%N S/\Q 0 72
o7\ NO,
)SL 57 | 32
10uM +++ | 0 25 | 68 +) | +
_\_\S/N%N S/\©\ 5 | 80 72
07\ NOy
j\ 106 | 25
SpuM ++ | 0 165 | 29 +
_\TS/N%N S/\Q 81 | 48
o7\ NO,
)SL 243 | 16
1uM - 10| 7 391 | 11
_\TS/N%N S/\Q 553 | 9
o7\
(0]

z
L




j\ 303 | 87
Schl32365 |  25uM 710 42 | %8
(291) i /N%N S/\Q 100 | 100
o7\ NO,
j\ 827 | 70
10uM S~ 10 | 3 587 | 89
FaC N S
NG /\Q 181 | 98
0%\ NO,
s 233 | 11
Schl32368 |  25uM AN 9 | 7 467 | 4
(293) NN S/\Q 445 | 5
(o) NGO,
j\ 265 | 11
10puM N 10 | 10 671 | 5
N S/\Q 570 | 2

~

z
o




Derivate mit Variation der Heteroatome des Dithiocarbamats

= § |z |5 . |=
s | 2 - g 2§ |2 2|2 | E|E |3
= < 8 E |§ |8 |8 |3 |F |5 |3 |8 |8
S 5 5 g | |28 |8 | € |2 |5 |0
3 = < S g |g |8 |8 |8 |g |5 |E &
e = =
o0 % ) = & § R 2;.i.‘ %:, g |6 E
A
NC_ 176 61
Schi32145 | 100pM J\ (+) | 10 | 0 152 | 59
(395) P N/\@ 199 | 45
K H
NC_ 288 | 56
Schi32148 | 100pM N (+) | 10 | 2 205 | 40
(396) \SJKN/\Q 200 | 67
H
NC_ 167 | 50
Schi32149 |  100pM J\ - 9 | 9 1 1 | 312 22
(397) N NN 281 | 65
s 247 | 8
Schi32151 | 100pM A - 10 0 378 | 10
(236) i H/\© 533 | 19




s 290 | 33
Schi32152 | 100pM o~ )LO ++ | 4 | 0 178 | 39
(237) - /\© 99 | 45
s 310 23

250M ~ Nil\o . : - |10 | 10 ggé ig

s 294 | 5

104M ~ Nil\o . : - |10 | 10 ggi 184

0 260 | 86

Schi32161 | 100pM ~ AL - | 8 | 3 189 | 85
(238) L /\© 451 | 99
o 279 | 38

Schl32162 | 100pM o~ J\N - | 10 | 10 234 | 97
(239) L H/\© 211 | 89
0 280 | 64

Schi32163 | 100pM o~ )J\S + [ 3]0 170 | 77
(240) L /\© 124 | 80
5 286 | 9

25uM /\hil\s/\© - 10 | 8 jgé g




5 317 | 3
10uM /\NJ\S/\Q 10 | 10 gg; i

s 286 | 3

Schi32352 | 100uM X P 0| 7 551 | 5
(398) g 658 | 7

s 225 | 12

Schi32353 | 100uM . 10 | 10 506 | 2
(399) /\© 504 | 5

5 984 | 48

Schi32366 |  100uM . 9 | 9 347 | 57
(400) /\© 200 | 60

s 567 | 45

Schi32367 | 100uM . 4 | 4 213 | 30
(241) /\© 103 | 67

5 202 | 17

Schi32369 | 100uM . 9 | 7 432 | 4
(401) L 522 | 5

s 776 | 56

Schi32370 | 100uM ~ 10 | 10 537 | 60
(242) g 578 | 50




Dithiocarbamat-Dimere
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Derivate mit veranderter Alkylkettenlange am Stickstoff des Dithiocarbamats

o S |5 |g =
2 S [ R EREREE R
=] = 5 = c B 5 5 A t S < =
£ = £ E |s |S& |2 |2 |3 |e |2 |=|&
=2 S 2 2 = | & | @ | | = |E s |5 | Y
5 = E S |g g |f|E |8 |8 |E|E &
(@] = = [3+]
o X n = & § e Eﬁ‘ f: E’ a 3
LIJ o
s 132 | 91
Schi32261 |  100pM <AL, +++ |0 0o | o | 21 | 100 (+)
(187) | /\© 1 | 100
s 58 | 88
Schl32201 | 100pM ~ )LS +4+ | 0 0| 0| 1 | 100
(183) H /\© 0
s 182 | 29
Schi32202 | 100pM + |0 3 | 0 | 140 | 99
(184) 74 | 72




133 | 26
Schl32203 | 100pM \\V/A\V/A\N/ﬂ\s - | 5] 5 770 | 70
(185) 506 | 46
166 | 22
Schl32204 | 100pM o~ - | 10|10 585 | 3
(186) /A\I:::] 580 | 7
17 | 82
Schi32188 |  100uM S\\/J:::] | 0 0
(406) 0




Weitere Dithiocarbamat-Derivate und getestete Verbindungen

[ul May3 Jsjere

uonere|ipuedg

uspeyasiuawinba |

+

1913 91J31WI0LP %

100
100

31
92

100

25
39
41

(YzL/8v/ve) us|yezi3

32

17

36
23

54
45

o1

13nesague 4

0

0

0

13nesague O

0

0

16nesabue aseed

(0T uoA) aJeed

NS WESHIIAN

+++

+++

[aWloLINNIS

S

W(O'J\S/\Q +++ | 0

o

H
N

LT

uollenuazuoy

100pM

25uM

10pM

Bunuyolezag

Schi32177

(209)




s 64 | 60
5UM PR + | 1] 0 36 | 73 +
Hﬁ S/\© 36 | 58
N
SUYR
s 184 | 10
1uMm P - |10 | 10 472 | 10
Hﬁ SA@ 542 | 3
N
SUYR
OoN 67 45
Schi32221 | 100pM o ++ | 2 |1 103 | 39
(407) P /@ 128 | 44
AL
H H
2 | 100
Schi32222 | 100uM +++| 0 0 +
(210) s 48
YQNJ\S
H
O2N N
\©\S/©/ 0
48 | 29
25uM +++ | 0 12 | 75 (+) +
s 48




56 13
10uM - 22 | 17 +
s 12 75 72
WKQNJ\S
H
O2N N
S
63 | 64
5uM rt 34 | 86
s 15 73
WKOJ\S
H
O2N N
S
537 | 11
1uM - 577 | 11
s 455 | 10
WKQNJ\S
H
O2N N
S
0
Schl32223 100uM o +++ 4 75
(215) 1 | 100




8 | 100
25uM + | 10 17 | 82
0
249 | 8
10uM - 10 496 | 12
579 | 18
0
Schl32228 100uM FsC +++ | 0 +
(408) 24
5 0
Schl32372 25uM +++ | 0 1 0 +
(409) 0 72
5 0
10uM +++ | 0 3 | 100
1 | 100
22 | 68
5uM +++ | 0 1 | 100
1 | 100




o 156 | 16
1M /©/ \Q w+ | 5 | 0 59 | 25

O.N NCS 10 50

s 3 0

Schi32373 |  25uM /©/ \Q s+ | 0 1|0

(410) 0N NCS 0

s 126 | 25

10uM /©/ \Q s+ | 0 6 | 83
O,N NCS 1 100

N 11 | 55
Schi32374 | 100uM v j@ |0 2 | 100
(411) s NCS 13 69

N 181 | 45

501M v j@ w1 o 39 | 49

S NCS 50 | 64

N 193 | 34

250M ¢ j@ + | 8| 8 78 | 41

S NCS 53 | 53

N 112 | 45

104M Y j@ - | 8| 8 268 | 24

s NCS 125 | 40

N 68 | 56

5uM — jil -] 10| 10 219 | 23

S NCS 123 | 24

7 : 55 | 65

Schi32375 | 100uM % jil | 4| o4 89 | 29
(412) s N)J\S/\/lkOH 50 | 32

I




_<N . 5 127 | 35
501M ) m + | 10 | 10 340 | 17
S ”)J\S/\/[kOH 204 | 21
_<N . 5 87 | 29
25(M % m - |10 | 10 204 | 8
s ”)J\S/\/lkOH 261 | 17
N . 5 106 | 26
10uM ¢ jil - 10| 10 399 | 13
S ”)J\S/\/[kOH 286 | 19
N . 5 173 | 20
5uM - jil - ] 10 | 10 516 | 5
S m)J\s/\/lkOH 465 | 17
o 304 | 36
Amin 1 100pM X 2 - | 7| 86 316 | 27
(413) 443 | 25
o (0]
NHE o 280 | 28
Amin 2 100uM o ‘ 2 - | 4| 3 242 | 29
(414) ’ \@ /@/ 450 | 34
(e}
S
r 1 [ 100
Amoscanat | 100uM /©/ \©\ +++ | 0 +
(10) OoN NCS 24
; 4 | 25
- | oo, °
O2N NCS O




. 3 | 33
el < 5« S ol °
O2N NCS 0
R 7 | 57
Y +++ | 0 1] 0
1 | 100
05N NCS
- 185 | 28
1pM - | 10 361 | 19
199 | 30
05N NCS
H 0
CGP 6140 | 100uM /@/” s | 7 +
(11) HJ\N& 24
L
H 0
25uM s +++ | 0 +
B§ 24
O,N N N/\
NN
X 12 | 67
0
O2N N N
; 8 | 100
0

ON

=z

)




H 18 | 61
0
05N N N/\
H
NN
. 15 | 76
Disulfiram 100pM )J\ S \N +++ | 0 1 |100 | +
(91) SN s ~ 0
T
23 | 68
50uM j\ \ +++ | 0O 0 3 93 +
NN S/S\H/Nv 1 83
K s
84 | 37
250uM j\ . \N + | 6| 6 142 | 59 | (+)
SN s N ~ 231 | 46
K s
228 | 14
10uM j\ . \N - | 10 | 10 356 | 9
e 424 | 10
k s
NH 279 | 11
Imidazol | 100uM [ P - |10 | 10 504 | 11
(217) N 972 | 11




Mefloquin 100pM FaC +++ | 0 +
(415) 24
O2N O
Nitazoxanid | 100puM % 44| O + +
416 24
(419) P\
H
O2N O
75uM 2/\5 o o/Lo +++ | 10 + +
24
.
H
O2N 10 2 50
S0uM 2/\5 o o/Lo ++ (+) +
24
.
H
2 0
25uM ++ |9 0
0




ON 69 | 10
10uM /L 7 165 | 16
S o] o o
/ Y 272 | 20
NN
136 | 14
OoN
5uM /L 9 238 | 19
S o] o o
/ bR 401 | 17
NN
169 | 10
O2N
1uM /L 10 286 | 17
7 s 0 o7 o
A 521 | 14
N
229 | 5
O2N
0.5uM /L 10 409 | 11
S o] o o
PN 586 | 11
NN
276 | 7
OoN
0.1uM /L 10 425 | 4
/5§ 9T 621 | 5
A




H 0
Phenithionat | 100uM /[:::T/N\I:::l\ s /J:::] +++ | 0 0| o0
(12) P
H
" 3 | 33
=D ] ]
o 0
H
H 3 0
QD ] ]
O2N N)J\O O
H
' 1 | 100
s acUNs RN NN
O2N N)J\O 0
H
" 172 | 20
1uM /@/ \@\ s @ + 4 0 0 0 [125 | 72
on ”/ﬂ\o 49 | 96
‘ 305 | 13
Piperazin 100uM - 10 | 10 387 | 26
(417) [: :] 790 | 19
N
234 | 13
Piperazin 1 | 100pM \S/Nf::i::;NH - 9 | 9 [ 1 | 1 |55 9
(418) 0% 544 | 3




_ 287 | 4
Piperazin 2 | 100pM VAS L - |10 | 10 644 | 6
(419) I 630 | 4
258 | 7
Piperazin3 | 100uM /\ N%NH ~ | 10| 10 569 | 3
(420) © 629 | 6
o
0
Praziquantel | 100uM (R +++ | 10 0 +
(1) T 24
N
O)’\O
2 | 100
75uM I +++ | 10 | O +
24
J
O)\O
1 | 100
50pM L +++ | 10 | 0 +
24




1 0
25uM L +++ | 10 22
J
O)\O
1 100
10uM o +++ | 10 2;
J
O)’\O
2 17
5uM I +++ | 10 2+4
J
O)\O
102 | 13
168 | 10
#ouN N0 ® 328 | 12




1uM

203
282
349

10
31
31

0.5uM

255
295
478

17
21

0.1uM

281
331
510

© © o1

Tizoxanid
(421)

100pM

+++

100

24




Biarylalkylcarbonsaure-Derivate
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-0 97 | 22
Schl32053 | 100pM 9 | 7 287 | 59
(51) -t 351 | 40

\ / OH

(e}
0 o) 0
Schi32054 |  100pM s s 7| 7 8 | 50
(52) \ OH 19 | 74
(e}

o 80 | 20
Schl32055 | 100pM 0 s 10 | 10 680 | 3
(422) o \ OH 791 | 3

(6]
103 | 17
Schl32056 | 100pM 10 | 10 724 | 4
(423) 857 | 4
o) 141 6
Schl32057 |  100pM HO s 10 | 9 626 | 3
(63) o) \ / OH 878 2




20 | 40
Schl32059 | 100pM 10 | 10 438 | 18
(64) 554 | 20
283 | 22
Schl32061 | 100pM 10 | 10 655 | 9
(59) 766 | 9
75 | 11
Schl32062 | 100pM 10 | 10 516 | 16
(60) 471 | 21
48 | 65
Schl32063 | 100uM 8 8 81 | 83
(61) 85 | 100
82 | 20
Schl32065 | 100pM 10 | 10 493 | 4
(53) 356 | 5




253 | 8
Schi32067 |  100pM - 9 9 400 | 20
(65) 632 | 37
1 | 100
Schi32070 |  100pM ++ 9 8 1 | 100
(17) 18 | 100
2 | 100
50uM ++ 7 7 8 88
12 | 100
71 | 52
25uM ) | 8 7 112 | 32
177 | 23
134 | 37
10puM - 10 | 10 165 | 28
144 | 27
H 0
Schi32071 | 100pM +++ | 0 0
(66) 0




HO 69 | 63
50puM o 10 | 8 75 | 39
s. 101 | 25

\ OH
HO 124 38
25uM o 8 7 92 | 37
s. 128 | 30

\ OH
0o 186 | 49
10pM o 9 9 224 | 25
s. 175 | 33

\ OH
199 | 13
Schi32078 |  100pM o o 0 | 9 922 | 8
(54) s 850 | 6

\ OH
(@]
64 | 13
Schi32079 |  100pM O o 10 | 10 128 | 46
(62) O s 305 | 17
\

OH




) ; 59 | 13
Schl32080 | 100uM , s - 10| 10 335 | 6
(55) 9 on 251 | 5
/O o
| 2
Schi32081 | 100uM ©V° Lo v+ | 10| 4 3| 100
56 1| 100
(56) L on
O
55 | 13
Schi32082 | 100pM - 18| o0 63 | 84
(57) 38 | 100
(6]
(0]
S
\_/ OH
(0]
101 | 27
Schl32083 | 100uM - 10| 10 507 | 13
(58) 529 | 18
(6]
(6]
S
\_/ OH
O
. 0
Schl32266 | 100pM s N #+ | 0 1| o
(81) \/ N 0
N—




5 28 | 100
50uM s w +++ | 0 5 | 100
\_/ N 0
N—
O
5 235 | 90
25UM s N - |10 7 217 | 86
\ N 56 | 75
N—
O
S 275 | 21
10uM s N - | 10| 10 330 | 9
\ N 274 | 10
N—
O
. 25 | 76
Schi32267 | 100uM s |77 11 | 55
(78) \ d 26 | 85
(0]
5 2 | 50
50uM s + 10| 7 21 | 100
\ J 73 | 63
(0]
S 11 | 91
25uM s + | 8| 8 27 | 56
\_/ J 88 | 57




0
Schi32268 | 100puM s +++ | 3 1 0
(75) \ O 0
(@]
0
50uM s ++ | 9 8 16 | 75
\ o 19 | 100
(0]
32 | 66
25uM s - 9 9 85 | 26
\ oH 154 | 24
(0]
124 | 31
10puM s - 9 9 227 | 15
\ o 211 | 28
(0]
o 80 9
Schl32269 | 100uM s o # | 9 9 305 | 11
(69) \ / 337 | 12
OH
77 | 35
Schl32270 | 100pM s o +) | 8 8 169 | 70
(76) \ / 266 | 55
OH
14 | 43
50puM s o - 10 | 10 249 | 25
\ 544 | 11

OH




96 | 19
25uM s ° - 10 | 10 279 | 13
\ 441 | 10
OH
o 0
Schi32271 | 100pM s o +++ | 0 +
(82) \ 24
QJ
o 0
50puM s o +++ | 0 0
\ / 0
QJ
o 255 | 77
25uM s o + 9 0 239 | 93
\ 119 | 92
QJ
o) 178 21
10puM s o - 10 | 10 251 | 12
\ 221 | 14
QJ
o 13 8
Schi32272 |  100pM s o ++ 6 3 7 14
(79) \ / 31 | 61




0
50uM s o ++ 6 2 9 78
\ / 14 | 86
O/
o) 27 41
25uM s o - 10 10 156 16
\ / 384 12
O/
HO 0
Schl32356 100puM o +++ 3 0 +
(83) s / o 24
\ /)
OH
HO 20 45
50uM o +++ 0 0 +
s / o 48
\ /)
OH
HO 43 44
25uM o +++ 0 2 88 +
s / o 48
\ /)
OH
HO 63 71
10uM o +++ 1 0 13 77
s / o 5 90

\_/

OH




HO 92 60
5uM o - 10 369 13
s / o 462 17
\ /)
OH
HO 5 60
Schl32357 100uM +++ 0 +
(84) s o 24
\ /)
OH
HO 11 64
50uM +++ 0 0 +
s o 0 72
\ /)
OH
HO 27 58
25uM +++ 0 3 70 +
s o 0 72
\ /)
OH
HO 63 61
10puM ++ 0 21 75
s o 10 63
\ [
OH
HO 117 | 48
5uM - 9 375 11
s o 410 12
\ [

OH




HO 28 40
Schl32358 100puM o +++ 5 80
(85) s o 1 100
\
Nkj
HO 34 68
50pM ° +++ 0
s o 0
\
Nkj
HO 52 64
25uM o +++ ) 84
s o 4 71
\
Nkj
HO 75 71
10puM o ++ 38 66
s 14 79

\ / ]




Ho 346 | 15
5uM o - 10 635 | 7
s o 674 | 5
N
NKJ
HO 4 | 75
Schi32359 |  100pM +++ | 0 0 (+)
(86) s 0
N ?
N—
(o]
HO 0
50uM +++ | 0 0 (+)
s 0
\ ?
N—
(o]
HO 11 75
25uM +++ | 0 2 | 88 | (+)
s 0
N ?
N—
O
HO 29 | 67
10pM ++ | 0 9 | 77
4 | 69

S
\_/ ?
N—




SUM

HO

10

10

310
576
664




Zytotoxizitatsbestimmungen der Referenzverbindungen und der Dithiocarbamat-Derivate

— s —_ — S S < c
5 : = 22188 |3 |gz
£ £ = 3 |8 [a |2 |« o 2
2 = = - — =
g g 8 (@ |2 |f |2 |8 |2 E
i 5 o g | & |5 |7 | £ v
Disulfiram j\ . \N X | X | nt|nt | nt | nt >25uM
(91) P T e
T
Praziquantel Lo >5uM
1) T
N
O)\O
N
Amoscanat /©/ \©\ X | X | X |t | nt n.t. >5uM
(10) O2N NCS




CGP-6140 X | nt|nt | nt | =1pM
(11) Q @ J\
Phenithionat X | nt | nt n.t. > 5uM
(12) J\
Schl32006 o~ )J\S ! n.a.
(121) § /WO(

S
Schl32007 o~ )LS nt. | nt | nt. | nt | =25uM
(122) g /\©

S
Schl32008 o~ Al n.a.
(97) K

S
Schl32023 A~ AL nt. | nt | nt | nt | =s0um
(101) AN




S o

Schl32025 /j n.t. n.t. n.t. n.t. n.a.
/\N)J\S/\)\ x

(124) ) 0

S
Schl32027 PPN X nt | nt | nt | nt | >25uM
(216) " Sn

S

Schl32028 A > 5uM
(220) _J S

S
Schl32088 o~ )J\S ) 4 nt. | nt | nt | nt [ >suM
(157) P /\Q

NGO,

S
Schl32089 A~ A ) 4 nt. | nt | nt | nt | >25um
(168) ) /\Q

NH,

it
Schl32094 n.t X[ nt | nt | nt | =5uM
(226) NS

NO,




Schl32118 o~ )LS n.t. nt | nt | nt | >1ouM
(162) P /\©\o ]
I
|
S
Schl32119 L n.t. nt | nt | nt | >25uM
(227) NN 0
g
S
Schl32155 o~ )LS n.t. nt | nt | nt | >1ouM
(158) ) /\Q
CN
S OH
Schl32158 AN n.t. nt | nt | nt | =s5uM
(163) P
NO;
S
Schl32167 /\NJ\S n.t. nt. | nt n.t. >5uM
(228) '

CN




Schl32175 n.t X | X | nt | =5uM
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