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(57) Die Erfindung dient der Entwicklung, Herstellung und Anwendung von hochwirksamen, irreversiblen Inhibitoren
zur Hemmung unerwiinschter Aktivitat von Enzymen, die im Zuge ihrer katalytischen Einwirkung auf Substrate
Esterbindungen spalten und kniipfen sowie Peptidbindungen spalten, isomerisieren und synthetisieren kdnnen. Die
Erfindung bezieht sich auf Diacyl Hydroxylaminderivate der allgemeinen Formel R,—~C0-~NHO-CO-R,. Ziel der
Erfindung ist ein leicht anwendbares Verfahren zur Kontrolle der Aktivitat von Enzymen in deren gereinigter Form
sowie in normalen und pathologisch verdnderten Korperfliissigkeiten, Organen, Geweben, Zellen sowie Ze'lkulturen
menschlicher, tierischer, mikrobieller, viraler Herkunft sowohl in vitro als auch in vivo und zur synthetischen
Gewinnung der Inhibitoren. Dabei kann der Rest R,—~CO - fiir Aminoséure- oder N-geschiitzte Aminosaurereste sowie
N-goschiitzte Peptidylreste oder N-ungeschiitzte Peptidylreste stehen, wobei die N-Schutzgruppen Alkoxycarbonyl,
Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, Alkvisulphonyl,
Arylsulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen bzw. gemsinsam
mit dem Stickstoffatom gebildete cyclische Amide darstellen kénnen und wobei die Aminosauren bzw. die
Bestandteile der Peptidylreste proteinoge L- und D-Aminosauren oder andere nichtproteinogene oder substituierte
Aminosduren sein konnen bzw. aliphatische, verzweigte, aromatische sowie aromatische substituierte und
heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, Cycloalkyicarbonyl, Aralkonoyl, Aroyl,
Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl,
a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen darstellen. R,— CO - steht fiir aliphatische, verzweigte, aromatische
sowie aromatische substituierte Acylreste wie z. B. Benzoylreste mit Substituenten in ortho-, meta- oder

para-Stellung oder Substituentenkombinationen in diesen Stellungen, vorzugsweise der Atome bzw. Gruppierungen F, Cl,
Br, NO,, NH,, CH3, CH30 und substitisierte und unsubstituierte heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbonyl,
Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, Alkyisulphonyl, Arylsulphonyl, Monoaralkyl-
carbamoyl, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen, Dabei kann R, auch primire oder sekundire
Amine repréasentieren (wie aliphatische, verzweigte aliphatische oder heterocyclische ader aromatische, substituierte und
unsubstituierte Amine, einschlieSlich von C-terminal geschiitzten und ungeschiitzten Aminosauren und Peptiden, D- und
anderen z. B. nichtproteinogenen bzw. substituierten Aminosduren, wie z, B, Sarcosin, N-Methylalanin, Dehydroalanin,
Aziridincarbonsiure, Azetidincarbonsiure, Dehydroprolin, Aminobenzoeséure, die auch Bestandteile der Peptide sein
konnen), Die Erfindung ist fir die Medizin, immunbiochemie und die pharmazeutische Industrie zur Anwendung als
Diagnostika, Therapeutika oder Pharmaka von Bedeutung.
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Patentanspruch:

1. Verwendung von neuen Inhibitoren zur Hemmung der katalytischen Aktivitét von Enzymen und als
Diagnostika fiir diese Enzyme, gekennzelichnet durch Verbindungen der allgemeinen Formel |

-CO-NH-0~CO-R;,,

wobei der Rest R\~CO-flir:

~ Aminoséure- oder N-geschitzte Aminoséaurereste sowie N-geschiitzte

Peptidylreste oder N-ungeschiitzte Peptidylreste,

~ wobei diese N-Schutzgruppen Alkoxycarbonyl, Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl,
Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonytl,
Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl,
a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen bzw. gemeinsam mit
dem Stickstoffatom gebildete cyclische Amide darstellen kénnen, und wobei
die Aminoséuren bzw. die Bestandteile der Peptidylreste proteinogen
L- und D-Aminoséuren oder andere nichtprotainogene oder substituierte
Aminoséuren seinkdnnen;

— aliphatische, verzweigte, aromatische sowie aromatische substituierte und
heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl,
Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl,
Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl,
a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen;

Ro~CO-fr: - aliphatische, verzweigte, aromatische sowie aromatische substituierte
Acylrestewie z.B.
Benzoylreste mit Substituenten in ortho-, meta- oder para-Stellung oder
Substituentenkombinationen in diesen Stellungen, vorzugsweise der Atome
bzw. Gruppierungen F, Cl, Br, NO,, NH;, CH3;, CH;0 und substituierte und
unsubstituierte heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbonyl, Alkanoy!,
Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl,
Alkylsulphonyl, Aryisulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl!,
a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen,
hazw. fiir:
primaére oder sekundidre Amine, wie fur aliphatische, verzweigte allphatlsche
oder heterocyclische oder aromatische, substituierte und
unsubstituierte Amine, einschlieBlich von C-terminal geschiitzten und
ungeschitzten Aminosduren und Peptiden, D- und anderen z. B,
nichtproteinogenen bzw. substituierten Aminoséuren, die auch Bestandteile
der Peptide sein kdnnen wie z. B, Sarcosin, N-Methylalanin, Dehydroalanin,
Aziridincarbonséure, Azetidincarbonséure, Dehydroprolin,
Aminobenzoeséure steht,

2. Verfahren zur Beeinflussung der Aktivitat von Enzymen durch neue, mechanisch-orientierte
Inhibitoren der allgemeinen Formal |, gekennzelchnet dadurch, daR die inhibitorisch aktive Form
des Inhibitors wéhrend der Wechselwirkung zwischen Enzym und Inhibitor generiert wird und
entweder ein carbonylaktives Isocyanat, ein Carbonylnitrenium, ein Carbonylnitren oder einen
Acylrest darstellt.

3. Verfahren zur Herstellung neuer, mechanismus-orientierter Inhibitoren fiir Enzyme,
gekennzeichnet dadurch, daR ihre Darstellung ausgehend von Ri—~CO-NHOH vorzugsweise durch
Einflihrung der O-Acylfunktion (R,~CO-) mittels Carbonyldiimidazol als Kupplungsreagenz und der
entsprechenden Carbonsdure R,~COOH und im Falle der Einfihrung vor. Carbaminséurederivaten
(als O-Acylgruppierungen, R,~CO-) iber die Darstellung eines aktivierten
Carbaminséurenitrophenylesters und dessen nachfolgender Reaktion mit der gereinigten
Acylhydroxamséure R\~CO~NHOH zum gewtinschten Diacyl Hydroxylamin der allgemeinen
Formel | erfolgt.
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4. Verwendung von neuen, mechanismus-orientierten Inhibitoren fiir Enzyme nach Anspruch 1,
gekennzeichnet dadurch, daR diase oder pharmazeutisch formulierte Komplexe zur irreversiblen
Hemmung der katalytischen Aktivitat von Peptidhydrolasen, Lipasen, Esterasen, Synthsetasen,
Transacylasen, die sowohl kovalente als auch nichtkovalente Zwischenprodukte mitihren
Substraten wihrend der Katalyse bilden und zur Ausprégung ihrer Aktivitét u. a. katalytisch aktive
Serin-, Cystein- oder Aspartatreste enthalten oder mit Hilfe von Metallionen katalytisch wirksam
sind, in ihrer gereinigten Form oder in normalen und pathologisch verénderten Kérperflissigkeiten,
Organen, Geweben, Zellen sowie Zellkulturen menschlicher, tierischer, mikrobieller, viraler
Herkunft als Diagnostika, Therapeutika oder Pharmaka zur Anwendung gelangen.

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung betrifft die Entwicklung von mechanismus-orientierten, irreversibel wirkenden Inhibitoren fir Enzyme, die im
Zuge ihrer katalytischen Einwirkung auf Substrate Esterbindungen und Peptidbindungen spalten, isomerisieren sowie knlipfen
kénnen.

Die erfindungsgem&Ben Verbindungen wirken u. a. auf die Aktivititvon Peptidhydrolasen (Proteasen, Proteinasen, Peptidasen),
Lipasen, Esterasen, Synthetasen, Transacylasen, die sowohl kovalente als auch nichtkovalente Zwischenprodukte mit ihren
Substraten withrend der Katalyse bilden und zur Auspriagung ihrer Aktivitat u. a. katalytisch aktive Serin-, Cystein- und
Aspartatreste enthalten oder mit Hilfe von Metallionen katalytisch wirksam sind.

Inhibitoren derartiger Enzyme dienen dazu, deren unerwiinschte Aktivitét in verschiedenen pathologischen Zustinden, bei
Fermentationsprozessen in der Lebensmittelindustrie, unter Laborbedingungen wirksam zu unterdriicken.

Die Erfindung ist 2ur Anwendung als Pharmaka bei der Therapie verschiedener Erkrankungen in der Humanmedizin,
Veterindrmedizin, Pharmakologie, als Feinchemikalien in der Biotechnolagie, Biochemie, Immunhiochemie, Molekularbiologie,
Genetik, Pharmazie, Lebensmittelindustrie und fiir die pharmazeutische Industrie geeignet.

Charakterlistiic der bekannten technischen L8sungen

Die selektive Hommung von Enzymen (insbesondere von Peptidhydrolasen) 2u therapeutischen, wissenschaftlichen und
technischen Zwecken gelingt bisher insbesondere durch den Einsatz reversibler Inhibitoren, die durch langwierige Verfa'.ren aus
mikrobiellem, tierischem und pflanzlichem Material isolisrt werden miissen (Proteinase Inhibitors, Katunuma, N., Umezawa, H.,
Holzer, K., Hrsg., Springer-Verlag, Berlin, 1883) sowie durch synthetische Substanzen wie Statinpeptide, Cephalosporine,
Haloenollactone, Peptidboronséuren und Peptidaldehyden (Design of Enzyme Inhibitors as Drugs, Sandler, M., Smith, H.J.,
Hrsg., Oxford University Press, Oxford (1989).

Um eine selektive Inhibierung zu erreichen, miissen oft sehr aufwendige synthetische Verfahren zur Anwendung gebracht
werden. So erfolgt die Synthese einas immunsuppressiv wirksamen Inhibitors des Cyclophilins durch verlustreiche
Kondensation von vier Struktursegmenten zu einem 23gliedrigen Ringsystem Stinson, S., Chem.Eng.News. 67, 6, 1989, 29-30).
Andererseits besitzen verschiedene Inhibitoren wie Peptidyl halomethylketone, Peptidaldehyde, Peptidyl-N-Nitrosamide
aktivierte Carbonyl- bzw. Methylengruppen, die die Stabilitat der Verbindungen in biologischen Material stark ein schrinken und
dariiber hinaus unspezifisch u.a. sshr mutagen wirken (Methods in Enzymology, Bd. XLVI, Academic Press, New York 1977,
3-240 und Fittkau, S., Jahreis, G., Peters, K., and L, Balaspiri, J. Prakt. Chem. 328, 1986, 529-538),

Darauf hin wurde von uns ein lsicht anwendbares, robustes Verfahren entwickelt, daf$ zur spezifischen Hemmung der
katalytischen Aktivitét von Peptidhydrolasen filhrt, die withrend ihrer Funktion keine C-terminal freien Carboxylgruppen im
Substrat benbtigen und katalytisch wirksame Serin- oder Cysteinreste enthalten {Fischer, G., Demuth, H.-U., Barth, A.,

DD 158109, 1982).

Mit den (diesem Verfahren entsprechenden) Verbindungen der Struktur N-Peptidyl-O-Benzovl Hydroxylamine, gelingt die
selektive Inhibierung von Serinproteasen (Demuth, H.-U., BaumgraB, R., Schaper, C., Fischer, G., and Barth, A.J. Enzyme
Inhibition 2, 1988, 129-142) und von Cystsinproteasen (Smith, R.A., Coles, P.J., Spencer, R.W,, Copp, L..J., Jones, C.S., and
Krantz, A., Biochem. Biophys. Res. Commun. 155, 1988, 1201-1207).

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht darin, hochwirksame, irreversible Inhibitoren fiir die Hemmung der Aktivitét von Enzymen
(vorzugswelse Paptidhydrolasen, Lipasen, Esterasen, Synthetasen, Transacylasen) auf der Basis der Diacyl Hydroxylamine zur
Verfiigung zu sic!len, die sich als leicht herstellbare, hochwirksame und selsktiv wirkende Substanzen durch Variation ihrer
Reste R, zweckgebunden, zur graduellen Abstufung ihrer Stabilitat, Applizierbarkeit, Bioverfiigharkeit und inhibitorischen
Potenz insbesondere in der medizinischen Therapie und Diagnose einsetzen lassen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue irreversible Inhibitoren fiir Enzyme {insbesondsre Peptidhydrolasen) vom Typ
~er Diacyl Hydroxylamine zu entwickeln.

Das von uns oben beschriebens, eingefiihrte Verfahren definierte den N-Peptidylrest der Verbindungen als a-Aminosé ire-,
N-geschiitzten a-Aminoséure- oder Peptidylrest und cen Benzoylrest mit Substituenten oder Substituentenkombinaticnen in
ortho-, mata- oder para-Stellung, vorzugsweise F, Cl, Br, NO;, CH;, CH,0. «
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Untersuch'ngen zum Mechanismus der Inaktivierung der Serinpeptic»se Dipeptidyl Paptidase IV mittels Inhibitoren der oben
genannten Struktur, lassen aber erwarten, daB8 das Wirkprinzip weit iiber die von uns in der Patentschrift DD 158109
baschriebenen Strukturen und Zielenzyme hinausgeht (Demuth, H.-U., Neumann, U., and Baith, A., J. Enzyme Inhibition, 2, 1989,
239-248) und damit die Verwendbarkeit von Verbindungen a) weitergehender struktureller Variationen in Verfahren zur
Hemmung von Enzymen mit b) auch anderen Eigenschaften als denen der kovalent katalysierenden Peptidhydrolasen mit
katalytisch aktiven Cystein- und Serinresten erméglicht. Das schliet auch Enzyme ein, deren Substrate C-terminal freie
Carboxylgruppen tragen, die durch die urspriingliche Patentschrift ausdriicklich ausgeschiossen worden waren.
Es wurden zur Herstellung dieser Strukturen nauartige Syntheseverfahren entwickelt, die sich im Vergleich zu den bisherigen
durch Reduzierung der Syntheseschritte und leichtere Zuglinglichkeit der Strukturvariationen und deren Produkte sich weiterhin
durch folgende Vorteile auszeichnen:
1. Einfache Molekiilstruktur
2. Leichte synthatische und damit billige Zugénglichkeit
3. Féhigkeit durch einfachste Strukturvariationen hohe Selektivitit zu erzielen
4. Féhigkeit durch geeignete Wahl der Substituenten
a) die Lebensdauer der Verbindungen
b) die Bioverfiigbarkeit der Verbindungen
c) die Transportierbarkeit der Verbindungen zu beeinflussen
5. Univerasllere Anwendbarkeit auf verschiedene Enzymklassen nicht nur auf Proteasen, die Cystein- und Serinreste zur
Katalyse benétigen.
Diese Eigenschaften werden erfindungsgem&® durch Verbindungen der allgemeinen Formel |

Ry~C-NH-0-C-R,
0 0

erfillt, wobei der Rest R,—CO- steht fiir:

~ Aminosdure- oder N-geschiitzte Aminos#ureraste sowie N-geschiitzte Peptidylreste oder N-ungeschiitzte Peptidylreste;
wobei diese N-Schutzgruppen Alkoxycarbonyl, Aral¥oxycarbonyl, Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl,
Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoy!
Gruppierungen bzw, gemeinsam mit dem Stickstoffatom gebildete cyclische Amide darstellen kéainen; und wobei die
Aminoséuren bzw. die Bestandteile der Peptidylreste proteinogen L-und D-Aminos#uren oder andere nichtproteinogene oder
substituierte Aminosduren sein kénnen.

- aliphatische, verzweigte, aromatische sowie aromatische substituierte und heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbonyl,
Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heteracyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl,
Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoatkanoyl Gruppierungen.

R-CO- steht fiir:

- aliphatische, verzweigte, arornatische sowie aromatische substituierte Acylreste.wie 2.B. Benzoylreste mit Substituenten in
ortho-, meta- oder para-Stellung oder Substitueatenkombinationen in diesen Stellungen, vorzugsweise der Atome bzw.
Gruppierungen F, Cl, Br, NO;, NH,, CH3, CH;0 und substituierte und unsubstituierte heterocyclische Acylreste wie
Aralkoxycarbonyl, Alkar.oyi, Cycloalkylcarbony!, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbony), Alkylsulphony), Arylsulphonyl,
Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen.

— Dabei kann R; auch stahen fiir:
priméire oder sekundédre Am'ne (wie fiir aliphatische, verzweigte aliphatische oder heterocyclische oder aromatische,
substituierte und unsubstituierte Amine, einschlieBlich von C-terminal geschiitzten und ungeschiitzten Aminoséuren und
Peptiden, D- und anderen z.B. nichtproteinogenen bzw. substituierten Aminoséuren, die auch Bestandteile der Peptide sein
k('innen‘wie 2.B. Sarcosin, N-Methylalanin, Dehydroalanin, Aziridincarbonsaure, Azetidincarbonséure, Deliydroprolin,
Aminobenzoeséure).

Bei der Einwirkung der wéBrigen Losung eines Stoffes der allgemeinan Formel mit solchen Resten R, und R,, die von dem

betreffenden Zielenzym als substratanaloge Strukturen erkannt werden, auf das betreffends, im isolierten Zustand oder in

biologischem Material befindliche Enzym wird eine zeitabhiingige Inhibierung der Enzymaktivitat unter Bedingungen erzielt, die
fiir die Ubliche Wirkungsausprégung der Enzymaktivitat charakteristisch sind und dabei von der Inhibitorkonzentration und der

Struktur der Reste R, und R, abhiingig ist.

Die erfindungsgeméBen Verbindungen entfalten ihre Wirkungen derart, daB nach Bindung der Inhibitoren an das Zielenzym ein

RestR,~COO™ abgespaltenwird, und ein verbleibendes reaktives Intermediat mit den mdglichen Strukturen R\~CON, R,~CONH"*

oder R,~NCO durch Reaktion mit Gruppen im oder in der Nachbarschaft des aktiven Zentrums die weitere katalytische Aktivitét

des jewasiligen Enzyms blockiert wird. Diesen Typ der Inhibierung bezeichnet man als mechanismus-orientieite Inhibierung

(Demuth, H.-U., Neumann, U., Pharmazie 44, 1989, 1-11), Das Verfahren baruht darauf, daB die zur Modifizierung des Enzyms

fihrende chemischa Reaktion vorwiegend durch die katalytische Einwirkung des Zielenzyms auf den Inhibitor erfolgt, so daf}

unspezifische Reaktionen mit anderen Biomolekiilen weitestgehend vermieden werden kénnen.

Inhibitoren der allgerneinen Formel zeichnen sich durch hohe Selektivitht zwischen den Zielenzymen aus. Eine Variation dieser

Spezifitat, der Inhibierungsgeschwindigkeit, ihrer Lebensdauer in biologischen Lésungen und ihrer Penetrationssigenschaften

kann durch die entsprechende Auswahl und Kombination der Reste R, und Ry sowie deren Substituenten vorgenommen weiden.

Die nétigen synthetischen Operationen zur Bereitstellung der Reste Ry~COOH und Rr~COOH bzw. R, und R; erfolgen nach den

dafiir Gblichen peptidchemischen Methoden (Wiinsch, E., Synthese von Peptiden, Houben-Weyl, Band 15/, Methoden der .

organischen Chemie, Miiller, E., Hrsg., Georg-Thieme-Verlag Stuttgart 1974). Fir die Verkniipfung dieser Ausgangsprodukte zu

Inhibitoren analog Formel | werden neue Syntheseverfahren zur Anwendung gebracht.

Die erfindungsgemis erhaltenen Diacyl Hydroxylamine entsprechend der allgemeinen Formel | oder deren pharmazeutisch

anwendbaren Formulierungskomplexe k&nnen als irreversible Inhibitoren zur Hemmung der katalytischen Aktivitat von

Enzymen wie Proteinasen, Peptidasen, Lipasen, Esterasen, Synthetasen, T!ansacylasen in deren gereinigter Form als auch in
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normalen und pathologisch verinderten menschlichen oder tierischen Kérparflissigkeiten, Organen und Geweben sowie Zallen
und Zellkulturen, viralen, mikrobiellen, tierischer oder pflanzlicher Herkunft sowohl in vitro als auch in vivo hemmen und damit
als hochwirksame Diagnostika, Zytostatika, Immunsuppressiva, Anti-Tumorpharmaka, antivirale Pharmaka, Anti-HIV-1-
Pharmaka bzw. generell als Therapeutika bei Stoffwechsel- oder Regulationsprozessen zum Einsatz kommen, bei denen
unerwiinschte Aktivitét oben néher spezifizierter Enzyme pathologische Verdnderungen im jeweitigen Organismus induzieren.

Ausfihrungsbelsplele

Beispiel 1

Die Acylhydroxamséuren als Ausgangsprodukte werden durch Behandlung der Saure R,-COOH mit equimolarer Menge
Carbonyldiimidazol und nachfolgender Zugabe von Hydroxylaminhydrochlorid dargestellt (Staab, H.A., Liiking, M., Diirr, F.H.,
Chem.Ber.95 1962, 1275-1283).

Ohne weitere Reinigungsoperationen wird dann durch die Zugabs eines waiteren Equivalents Carbonyldiimidazol und eines
Equivalents des Restes R,~COOH unter Verwendung katalysierender Base (Pyridin, N-Dimethylpyridin) das gewiinschte
Endprodukt erhalten. Die sdulenchromatographische Reinigung der Reaktionslésung an Silicagel bzw. Sephadex LH-20 und
nachfolgende Kristallisation des Produktes aus Ethanol/Essigester, oder Essigester/Petrolether fiihrt zum gewiinschten
Endprodukt der allgemeinen Formel |.

Bealspiel 2

Das Syntheseverfahren dient der selektiven Einfiihrung von Carbamins#ureresten (R; entspricht Aminen, C-terminal geschiitzten
oder ungeschiitzten a-Aminos#uren oder Peptiden) in die Struktur der allgemeinen Formael . Dabei wird Acylhydroxamséure
R,~CO-NHOH gereinigt eingesetzt,

Durch Reaktion zwischen von 4-Nitrophenyl-chloroformiat mit der Aminokomponente R, entsteht ein aktiviertes
Carbaminséureesterderivat der allgemeinen Formel; Np-CO-NH-R’ oder Np-CO-NR’R”, wobei NH-R’ und NR‘R” dem Rest R,
der aligemeinen Formel entsprechen und neben Aminosduren und Peptidderivaten auch aliphatische, verzweigts,
heterocyclische oder aromatische Amine darstellen kénnen. Np- ist der 4-Nitrophenylrest. Rithren eine Equivalentes
Acylhydroxamséure (R,—~CO-NHOH) mit einem Equivalent Np-CO-R; bei 0°C in THF fiihrt zur gewiinschten
Diacylhydroxamséure, die analog der in Beispiel 1 beschriebenen Methoden gereinigt werden kann.

Beisplel 3

N-tert. Butyloxycarbonyl-Alanyl-Phenylalanyl-O-Acety!

Hydroxylamin (Konzentrationsbereich 1-100 uM) wurde bei 25°C (in 50 mM Tricinpuffer, pH7,6) mit dem Enzym Subtilisin
inkubiert und die Inaktivierung des Enzyms mittels des Testsubstrats N-Succinyl-Alanyl-Alanyl-Alanyl-Nitroanilid (10-500 pM)
verfolgt.

Die ermittelten Parameter der Inaktivierung betragen:

Ki = 47uM und kinact = 0,003sec™".

Beisplel 4

N-Carbobenzoxy-Phenylalanyl-Phenylalanyl-O-Methacryi

Hydroxylamin (Konzentrationsbereich 10-1000nM) wurde bei 25°C {in 50mM Acetatpuffer, pH5,5) mit dem Enzym Cathepsin L
inkubiert und die Inaktivierung des Enzyms mittels des Testsubstrats N-Caroobenzoxy-Phenylalanyl-Arginyl-
Methylcoumarinamid (3-8 uM) verfolgt.

Die ermittelten Parameter der Inaktivierung betragen:

Ki = 9C nM und kinact = 0,11sec™".
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