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1. Einleitung 
1.1 Epigenetik 
 

Der Begriff „Epigenetik“ ist mehrmals definiert worden. Zuerst definierte Waddington 1968 

„Epigenetik“ als Zweig der Biologie, der die kausalen Wechselwirkungen zwischen den Genen 

und ihren Produkten untersucht, die den Phänotyp hervorbringen.1 Zuletzt definierte Bird 2007 

„Epigenetik“ als die strukturelle Anpassung von Chromosombereichen, um veränderte 

Aktivitätszustände zu registrieren, zu signalisieren oder aufrechtzuerhalten.2 Beide 

Definitionen betonen, dass die Komplexität des Phänotyps nicht alleine durch die 

Erbinformation zu erklären ist, sondern durch die Regulation desselben. 

Die menschliche Erbinformation ist in der Desoxyribonukleinsäure (DNS) kodiert. Diese 

befindet sich als Chromosom kondensiert im Zellkern. Die kleinste Organisationseinheit eines 

Chromosoms ist das Nukleosom. Ein Nukleosom besteht aus acht Histonproteinen und circa 

150 Basenpaaren DNS (Abbildung 1). Durch die Interaktion zwischen positiv geladenen ϵ-

Aminogruppen von Lysin-Seitenketten der Histone und dem negativ geladenen Phosphat-

Rückgrat der DNS ergibt sich der dichte Verpackungsgrad der DNS.3  

 

 

Abbildung 1: Schematische strukturelle Organisation des DNS-Doppelstranges zu 
Chromosomen in menschlichen Zellen mit jeweiliger Größenordnung. Abbildung übernommen 
aus Weier et al.4 
 



1. Einleitung 

 
2 

 

Modifikationen von Histonproteinen haben somit einen direkten Einfluss auf den Zustand des 

Chromatins und beeinflussen damit die Transkription. Posttranslationale Modifikationen (PTM) 

sind kovalente Modifikationen an einem Protein, die nach der ribosomalen Translation 

eingeführt wurden. Die meisten PTM sind reversibel und werden durch verschiedene Klassen 

von Enzymen hinzugefügt, entfernt oder erkannt.5 

PTM wie N-Methylierung von Lysinen und Argininen, Acetylierung der ϵ-Aminogruppe von 

Lysinen oder O-Phosphorylierung von Serin, Threonin oder Tyrosinen verändern direkt die 

Transkription von Genen und sind deshalb wichtige epigenetische Modifikationen.6  

Zwei große Klassen von Enzymen regulieren die Einführung und die Entfernung dieser 

Histon-PTM. Zum einen die sogenannten „schreibenden“ Enzyme, die posttranslationale 

Modifikationen an Histone hinzufügen. Dazu gehören beispielsweise Histonacetylasen, 

Histonmethyltransferasen oder Histonkinasen. Zum anderen die „entfernenden“ Enzyme, 

diese katalysieren die Entfernung dieser postranslationalen Modifikationen. Hierzu gehören 

unter anderem die Histondeacetylasen (HDAC) (Kap. 1.2), die Histondemethylasen und die 

Histonphosphatasen.7 

Zusätzlich zu den zwei Klassen von Enzymen, die die Einführung und Entfernung von 

Histon-PTM regulieren, erkennt eine dritte Enzymklasse PTMs, ohne diese zu verändern. Die 

Klasse der „lesenden“ Enzyme erkennt PTM und löst dann weitere Signalkaskaden aus. Zu 

der Klasse der lesenden Enzyme gehören unter anderem die Bromodomäne-enthaltenden 

Proteine, die den Acetylierungsstatus von Histonen erkennen (Abbildung 2).8 



1. Ei nl eit u n g  

 
3 

 

 

A b bil d u n g 2 :  Di e  R e g ul ati o n  p o stt r a n sl ati o n al er  M o difi k ati o n e n  v o n  Hi st o n e n  d u r c h 
„ s c h r ei b e n d e “ ( bl a u) u n d „ e ntf er n e n d e “ ( o r a n g e) E n z y m e. „ L e s e n d e “ E n z y m e i nt e r a gi e r e n mit 
p o stt r a n sl ati o n al e n  V e r ä n d er u n g e n  v o n  Hi st o n e n,  o h n e  di e s e  z u  v er ä n d er n.  P  = P h o s p h at, 
M e  = M et h yl, A c  = A c et yl  
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1.2 Histondeacetylasen (HDAC) 
 

HDAC sind „entfernende“ Enzyme die PTM von Proteinen entfernen. Diese Klasse von 

Enzymen katalysiert die Abspaltung von Acetylgruppen oder Acylgruppen von ϵ-ständigen 

Aminogruppen von Lysinen oder anderen biogenen (Poly-)Aminen. Die humanen 

HDAC-Enzyme werden nach ihrer Sequenzhomologie zu Hefeproteinen in vier Klassen 

eingeteilt. Die Enzyme der Klassen I, II und IV sind zinkabhängige Enzyme, während die 

Enzyme der Klasse III, auch Sirtuine genannt, NAD+ als Kofaktor rekrutieren.9 

HDAC 1, 2, 3 und 8 bilden die Klasse I der HDAC-Enzyme. Während HDAC 1, 2 und 3 sich 

vorwiegend im Nukleus befinden10, ist HDAC 8 dagegen vor allem im Zytoplasma lokalisiert.11 

HDAC 1, 2 und 3 sind Bestandteile von Multiproteinkomplexen und interagieren in den 

Komplexen mit Transkriptionsfaktoren und Chomatin.12,13 Insbesondere HDAC 1 und HDAC 2 

sind mit einer Sequenzhomologie von 82 % strukturell eng miteinander verwandt und 

übernehmen teilweise dieselben physiologischen Funktionen.14,15 HDAC 8 dagegen 

deacetyliert Nicht-Histonproteine wie SMC316 oder den Tumorsuppressor ARID1A17 und 

entfernt langkettige Acylgruppen effektiver als Acetylgruppen von ϵ-Aminogruppen von 

Lysinen.18 

HDACs der Klasse II sind innerhalb der Klasse in zwei Untergruppen unterteilt. Die HDAC-

Enzyme 4, 5, 7 und 9 bilden die Klasse IIa. Diese Subklasse ist gekennzeichnet durch eine 

deutlich reduzierte Deacetylase Aktivität im Vergleich zu den Klasse I HDAC-Enzymen. Diese 

Reduktion der katalytischen Aktivität ist zurückzuführen auf eine Mutation im aktiven Zentrum. 

Weiterhin ist die zelluläre Lokalisation der Klasse IIa HDAC-Enzyme flexibel, durch deren 

Möglichkeit zwischen Zytosol und Nukleus zu wechseln.9  

HDAC 6 und die HDAC 10 bilden die Enzyme der Klasse IIb. Beide Enzyme sind vor allem im 

Zytoplasma lokalisiert19,20. HDAC 6 besitzt als einziges HDAC-Enzym zwei katalytisch aktive 

Zentren und deacetyliert zytoplasmatische Proteine wie z.B. Tubulin oder HSP90.21 Bisher 

sind keine Substrate von HDAC 10 beschrieben worden, allerdings deacetyliert HDAC 10 

Polyamine.22 

Die Klasse III HDAC-Enzyme sind eine heterogene Gruppe von Enzymen, die sich in ihrer 

zellulären Lokalisation stark unterscheiden. Gemeinsam haben die Enzyme dieser Klasse, 

dass sie einen zinkunabhängigen Deacetylierungsmechanismus besitzen und stattdessen 

NAD+ als Cofaktor verwenden.23  

Klasse IV wird von HDAC 11 gebildet, welche vor allem im Zellkern lokalisiert ist.24 Zu den 

Substraten von HDAC 11 gehören vor allem ϵ-ständige Aminogruppen von Substrat-Lysinen, 

die mit langkettigen Fettsäuren acyliert sind (Abbildung 3).25 
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Abbildung 3: Zelluläre Lokalisation der Histondeacetylasen (HDAC)-Enzyme und deren 
Einteilung in vier Klassen. Die Nummern hinter den jeweiligen Balken geben die Länge der 
Aminosäuresequenz an. Die dunkelblauen Balken markieren das zinkabhängige aktive Zentrum, 
der grüne Balken markiert das NAD+-abhängige aktive Zentrum. Der violette Balken in HDAC 6 
gibt die Ubiquitin-bindende Domäne an. Abbildung entnommen aus Fischer et al.26 
 

Drei der vier HDAC-Klassen sind auf ein Zinkion als Kofaktor angewiesen. Der katalytische 

Mechanismus und die biologische Bedeutung dieser Metalloenzyme ist bisher eingehender 

untersucht als die der NAD+ abhängigen HDAC-Enzyme der Klasse III.27,28 
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1.2.1 HDAC Katalysezyklus 
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Abbildung 4: Mechanismus der Deacetylierung eines ϵ-acetylierten L-Lysins durch HDAC 8. 
Abbildung modifiziert nach Lombardi et al.29 

 

Stellvertretend für die Klasse I, II und IV HDAC-Enzyme wird im Folgenden der 

Deacetylierungsmechanismus der zinkabhängigen HDAC-Enzyme exemplarisch an dem 

Deacetylierungsmechanismus von HDAC 8 erläutert. Aufgrund des hohen 

Konservierungsgrades der an dem Mechanismus beteiligten Aminosäuren ist bei allen 

zinkabhängigen HDAC-Enzymen, mit Ausnahme der Klasse IIa HDAC-Enzyme, von einem 

ähnlichen Mechanismus auszugehen.30,31 

Im aktiven Zentrum von HDAC 8 wird das katalytische Zinkion durch die Asparaginsäuren 

D178 und D267 und Histidin H180 koordiniert. Zwei weitere Valenzen des Zinkions werden 

durch zwei Wassermoleküle besetzt. (Abbildung 4 A) Die Bindung des ϵ-acetylierten-L-Lysins 

verdrängt eines dieser Wassermoleküle aus dem aktiven Zentrum. Im substratgebundenen 

Zustand polarisiert das Zinkion sowohl die Carbonylgruppe des Amids als auch das 

verbliebene Wassermolekül und ermöglicht damit den nukleophilen Angriff des 

Wassermoleküls an das Carbonyl-Kohlenstoffatom des Acetyl-Restes. Das Histidin H143 trägt 

zu der Polarisierung des Wassermoleküls bei und fängt das freiwerdende Proton ab 

(Abbildung 4 B). Das gebildete tetraedrische Intermediat wird durch eine Wasserstoffbrücke 

zu dem Tyrosin Y306 stabilisiert (Abbildung 4 C) und zerfällt schließlich zu dem deacetylierten 

L-Lysin und Acetat (Abbildung 4 D).32  
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1.2.2 Histondeacetylasen in malignen Erkrankungen 
 

Epigenetische Dysregulationen sind ein gemeinsames Merkmal aller Krebszellen. Einige 

Autoren gehen davon aus, dass die epigenetische Dysregulation die Ursache von malignen 

Erkrankungen ist und alle Eigenschaften von Krebszellen beeinflusst.33,34 Insofern überrascht 

es nicht, dass in vielen malignen Erkrankungen speziell HDAC-Enzyme, als Schlüsselenzyme 

der epigenetischen Regulation, dysreguliert sind. 

Die Überexpression von HDAC-Enzymen ist verbunden mit einer reduzierten Expression von 

Tumorsupressorgenen.35 Für den Patienten ist dies verbunden mit einer verschlechterten 

klinischen Prognose. Beispielsweise wurden in Fällen akuter lymphoblastischer Leukämie bei 

Kindern erhöhte Level von HDAC 3, HDAC 7 und HDAC 9 assoziiert mit einem verringerten 

fünfjährigen, ereignisfreien Überleben der Patienten.36  

Dem entgegenstehend konnte für einige Krebs-Entitäten eine tumorsupprimierende 

Eigenschaft von HDAC-Enzymen gezeigt werden. Zum Beispiel sind niedrige HDAC 1-Spiegel 

bei Patienten mit Osteosarkom assoziiert mit einer aggressiveren Form des Tumors und früher 

Metastasierung.37 

Diese ambivalente Rolle von HDAC-Enzymen in malignen Erkrankungen wird weiter 

unterstrichen durch das paradoxe Ergebnis, dass der klinische Erfolg von Klasse I-selektiven 

Inhibitoren38 nicht bedeutet, dass die Klasse I HDAC-Enzyme eine generelle tumorigene 

Eigenschaft besitzen. Im Gegenteil deuten in vivo Untersuchungen eher auf 

tumorsupprimierende Eigenschaften dieser Klasse von HDAC-Enzymen.39,40 Die Autoren 

dieser Studien legen nahe, dass eine Minimalaktivität von HDAC-Enzymen für eine normale 

Zellentwicklung notwendig bleibt. Santoro et al. zeigte daraufhin, dass HDAC 1 in 

verschiedenen Stadien der Tumorigenese entweder tumorsupprimierende oder onkogene 

Eigenschaften besitzt.41 

Das Beispiel von HDAC1 illustriert die Komplexität der Biologie von HDAC-Enzymen in 

malignen Erkrankungen und unterstreicht die Notwendigkeit der individuellen Betrachtung 

einzelner HDAC-Enzyme in einer spezifischen Erkrankung bzw. in einem Tumorzelltyp. 
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1.3 Histondeacetylase-Inhibitoren 
 

Die Überexpression oder Überaktivität von HDAC-Enzymen in einigen malignen Erkrankungen 

und die Rekrutierung von HDAC-Enzymen durch onkogene Fusionsproteine bildet die 

Rationale zu der klinischen Entwicklung von HDAC-Inhibitoren (HDACi).42,43 Die beobachtete 

spezielle Vulnerabilität von hämatologischen Tumoren gegenüber HDAC-Inhibition führte zu 

der Zulassung von fünf HDACi zur Behandlung von malignen Erkrankungen des blutbildenden 

Systems.44 

Vorinostat war 2006 der erste zugelassene HDACi zur Behandlung des kutanen T-Zell-

Lymphoms.45 Romidepsin und Panobinostat folgten mit derselben Indikation. Tucidinostat 

(auch bekannt unter der Bezeichnung Chidamid), Belinostat und ebenfalls Romidepsin sind 

zugelassen zur Behandlung des peripheren T-Zell-Lymphoms (Abbildung 5).46–48 
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Abbildung 5: Strukturen der fünf zugelassenen Histondeacetylaseinhibitoren. 
 

Alle zugelassenen HDACi inhibieren die zinkabhängigen HDAC-Enzyme der Klassen I, II und 

IV. Ein Inhibitor der Klasse III HDACs hat noch keine klinische Signifikanz erreichen können. 

Unter den zugelassenen HDAC-Inhibitoren inhibiert nur Panobinostat alle HDAC-Klassen in 

einer ähnlichen Ausprägung und wird deswegen als „Paninhibitor“ bezeichnet. Vorinostat und 

Belinostat besitzen beide ein vergleichbares Selektivitätsprofil und inhibieren vor allem die 

Klasse I HDAC-Enzyme und HDAC 6. Ältere Literatur beschreibt Belinostat und Vorinostat 

noch als Paninhibitoren mit einem ähnlichen Selektivitätsprofil wie Panobinostat.49 Diese 
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Daten basieren allerdings auf einem HDAC-Enzym Assay, der durch das verwendete Substrat 

oder durch Kopurifikation von Klasse I mit Klasse IIa Enzymen die Inhibition von Klasse IIa 

Enzymen überrepräsentierte. Lahm et al. und Bradner et al. konnten geeignetere in vitro 

Substrate für die Detektion der Klasse IIa Enzymaktivität vorschlagen.50,51 Diese verbesserten 

Assaybedingungen und komplementäre Proteom Daten validieren Vorinostat und Belinostat 

als HDAC Klasse I und IIb Inhibitoren ohne relevante Affinität zu den Klasse IIa Enzymen.52 
Die nicht-hydroxamsäurebasierten HDACi Romidepsin und Tucidinostat inhibieren 

präferentiell die Klasse I HDAC neben HDAC 10 und HDAC 11.10  
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1.3.1 Pharmakophor der Histondeacetylase-Inhibitoren 
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Abbildung 6: Das HDAC Pharmakophormodell eines Histondeacetylaseinhibitors am Beispiel 
von Vorinostat. Die Zink-bindende Gruppe (ZBG) ist über einen Linker und eine 
Verbindungseinheit (VE) mit der Kopfgruppe (KG) verbunden. 
 

Als erster zugelassener HDACi ist Vorinostat prototypisch für das HDACi-Pharmakophor der 

zinkabhängigen HDAC-Enzyme. Dieses grundlegende Pharmakophormodell ist in vier 

Abschnitte unterteilt: die Zink-bindende Gruppe, der hydrophobe Linker, die 

Verbindungseinheit und die Kopfgruppe (Abbildung 6).  

Die Zink-bindende Gruppe (ZBG) interagiert mit dem Zinkion im aktiven Zentrum der HDACs. 

Die meist untersuchten ZBG sind Hydroxamsäuren, ortho-Aminoanilide und Trifluormethyl-

1,2,4-oxadiazole.53 Die verwendete ZBG beeinflusst neben der enzyminhibitorischen Potenz 

auch die Enzymselektivität der HDACi. Hydroxamsäure-basierte Inhibitoren liefern tendenziell 

die potentesten HDACi-Enzyminhibitoren mit HDAC-Enzymhemmung im nanomolaren 

Bereich.54,55 Die Hydroxamsäure-ZBG erlaubt in Kombination mit der Modifikation der anderen 

Pharmakophorbestandteile die Darstellung von HDAC 6, HDAC 8, HDAC 10, HDAC 11 und 

Klasse IIa selektiven HDACi.10 Ortho-Aminoanilide sind in der Regel weniger potente 

Enzyminhibitoren als Hydroxamsäure-basierte HDACi, dafür weisen HDACi-Inhibitoren mit 

dieser ZBG eine Präferenz für die Klasse I HDACs auf. Mit ortho-Aminoanilid basierten HDACi 

sind HDAC 1/2 und HDAC 3 selektiv addressierbar.56,57 Die Trifluormethyl-1,2,4-oxadiazol 

ZBG ist eine nicht-chelatisierende ZBG und ermöglicht durch ihre Präferenz zu den HDAC 

Klasse IIa Enzymen die Darstellung selektiver Klasse IIa HDACi.58 

Die Interaktion zwischen der ZBG und dem katalytisch aktiven Zinkion trägt bedeutend zu der 

Affinität und der Bindungskinetik eines HDACi zu dem HDAC-Enzym bei. So sind 

Hydroxamsäure-basierte HDACi als schnell bindende aber auch schnell abdiffundierende 

Inhibitoren beschrieben, während ortho-Aminoanilide langsam binden und langsam 

abdiffundieren.59,60 Neuere Untersuchungen arbeiten den Einfluss der 

HDAC-Komplexbestandteile und der anderen Bestandteile des HDACi Pharmakophors auf die 

Bindungskinetik heraus.61–63 Die restlichen HDACi Pharmakophorbestandteile interagieren mit 
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den Aminosäuren des HDAC-Enzyms, die das weitere aktive Zentrum bilden, und beeinflussen 

so Bindungskinetik, Selektivität und inhibitorische Potenz des HDACi.62,64  

Das aktive Zentrum befindet sich am Ende eines hydrophoben Tunnels, gebildet aus den 

Seitenketten aromatischer Aminosäuren. Der hydrophobe Linker interagiert mit diesen 

Seitenketten. Übliche Chemotypen sind hier neben Alkylketten, α,β-ungesättigte 

Carbonsäurederivate und arylische Linker.10 

Die Verbindungseinheit verbindet den Linker mit der Kopfgruppe und interagiert mit den 

Aminosäuren, die am Übergang zwischen dem hydrophoben Tunnel und der Oberfläche des 

HDAC-Enzyms nahe des aktiven Zentrums liegen. Amide, Sulfonamide, Amine, Alkoxyamide 

und Alkoxyharnstoffe sind etablierte Verbindungseinheiten (Abbildung 5Abbildung 5).65,66 

Die Kopfgruppe interagiert mit den Aminosäuren, die sich an der lösungsmittelexponierten 

Oberfläche nahe dem aktiven Zentrum des jeweiligen HDAC-Enzyms befinden. Der Beitrag 

der Kopfgruppe eines HDACi zur HDAC-Enzyminhibition wird besonders deutlich an den 

HDACi, die ohne ZBG HDAC-Enzyminhibition im Bereich von Vorinostat aufweisen.64,67 Dieser 

Teil des klassischen Pharmakophormodells toleriert die größten Strukturvariationen und 

beeinflusst nicht nur Potenz, sondern auch die Selektivität der HDACi.68 Dabei tendieren 

HDACi mit besonders raumfüllenden Kopfgruppen zu einer Präferenz für HDAC 6, da dieses 

HDAC-Enzym eine besonders flache Region um die Substratbindetasche besitzt, die große 

Substituenten toleriert.69 

Die Charakterisierung von weiteren Bindetaschen in einigen HDAC-Enzymen bzw. 

HDAC-Enzym Klassen und die Entwicklung von selektiven Inhibitoren, die diese Taschen 

adressieren, machte es notwendig, das klassische Pharmakophormodell zu erweitern. Sippl 

schlug 2018 eine Erweiterung vor und führte sie 2021 weiter aus.68,70 Dieses erweiterte 

Pharmakophormodell berücksichtigt Subtaschen einzelner HDAC-Enzyme bzw. 

HDAC-Enzymklassen und erklärt die Selektivitäten einiger HDACi (Abbildung 7).57,58,71 So 

besitzt HDAC 8 eine spezielle Seitentasche (ST) die von PCI 34051 durch einen 

Methoxybenzyl-Substituenten adressiert wird. TMP269 ist ein Klasse IIa selektiver HDACi 

durch einen Phenylring, der mit der „unteren Tasche“ (UT) dieser HDAC Enzymklasse 

interagiert. Ein weiteres Beispiel ist der HDAC 1 und 2 selektive HDACi Rodin A, dessen 

2-Thienyl-Substituent hierbei eine Fußtasche (FT) in HDAC 1 und 2 adressiert.  

Trotzdem hat das klassische Pharmakophormodell nichts an seiner Relevanz verloren, da alle 

zugelassenen HDACi und alle HDACi, die zurzeit in klinischen Studien untersucht werden, 

dem klassischem Pharmakophormodell folgen.(Abbildung 5)10,52 
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Abbildung 7: Beispiele von Histondeacetylaseinhibitoren (HDACi), die sich durch das erweiterte 
HDACi Pharmakophormodell beschreiben lassen, und die HDAC-Enzyme, die von ihnen inhibiert 
werden. ST = Seitentasche, UT = untere Tasche, FT = Fußtasche 
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1.3.2 Selektive Inhibitoren der Klasse I und IIb Histondeacetylasen 
 

Ein Hauptfokus der klinischen Forschung an HDACi liegt in der Entwicklung und Evaluation 

von HDAC Klasse I und IIb Inhibitoren. Die Enzyme dieser beiden Klassen weisen distinkte 

strukturelle Unterschiede auf, die für das Design selektiver HDACi genutzt wurden. Neben 

selektiven Inhibitoren der Klassen I und IIb haben mit Vorinostat und Belinostat unselektive 

Inhibitoren beider Klassen klinische Signifikanz erreicht. 

Die Klasse I HDACs, HDAC 1, 2 und 3, zeichnen sich durch eine sogenannte Fußtasche (FT), 

eine lipophile Tasche in unmittelbarer Nähe zu dem Zinkion aus. Das Adressieren dieser 

Fußtasche durch ortho-Aminoanilid-basierte HDACi ermöglicht die Darstellung HDAC 1, 2 und 

3 selektiver Inhibitoren. Diese Fußtasche ist bei HDAC 1 und 2 flexibler und größer als bei 

HDAC 3. Folglich können durch Substitution des Phenylrings der ortho-Aminoanilid-ZBG mit 

raumfüllenden Substituenten HDAC1/2 selektive Inhibitoren erhalten werden.56 

Dem Design selektiver HDAC Klasse IIb-Inhibitoren liegen unterschiedliche Prinzipien 

zugrunde. HDAC 6 besitzt im Vergleich zu den anderen HDAC-Enzymen einen breiteren 

hydrophoben Tunnel und eine flachere Substratbindetasche, sodass Inhibitoren mit breiten 

Phenyl-Linkern und/oder verzweigten, raumfüllenden Substituenten eine HDAC 6 Selektivität 

besitzen.69 HDAC 10 ist involviert in der Deacetylierung von biogenen Polyaminen, 

demzufolge weisen HDACi mit einem basischen Zentrum im Linker oder in der Kopfgruppe 

eine Präferenz für HDAC 10 auf.72,73  

In der klinischen Entwicklung von HDACi spielen duale Inhibitoren von HDAC Klasse I und IIb 

eine prominente Rolle. Mit Vorinostat und Belinostat weisen zwei von fünf zugelassenen 

HDACi dieses Selektivitätsprofil auf. Ein Grund für diese überproportionale gute klinische 

Effektivität kann in der dualen Hemmung von Klasse I und HDAC 6 liegen. Duale 

Klasse I/IIb-Inhibitoren vereinen die zytotoxische Effektivität in der Monotherapie mit dem 

Potential, bereits klinisch etablierte Kombinationstherapien patientenrelevant zu ergänzen. 

Zurzeit befinden sich mehre Kombinationen aus Klasse I/IIb HDACi mit diversen anderen 

zytostatischen Arzneistoffen in klinischen Studien.74 

Ein Hauptgrund für die Entwicklung selektiver HDACi sind die dosislimitierenden 

unerwünschten Arzneimittelwirkungen der zugelassenen, unselektiven Pan- und Klasse I/IIb 

Inhibitoren.75,76 Die Inhibition einzelner HDAC-Enzyme sollte eine bessere Verträglichkeit bei 

gleichzeitigem Beibehalten der tumorsuppressiven Wirkung erzielen. Bisher allerdings blieben 

selektive Inhibitoren gegenüber dualen Klasse I/IIb-Inhibitoren in der klinischen Effektivität 

zurück. 
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Die zytotoxische Wirkung von HDACi in der Monotherapie ist zurückzuführen auf die Inhibition 

der Klasse I Enzyme.77 Nichtsdestotrotz ist in verschiedenen in vitro Modellen die selektive 

Klasse I-Inhibition nicht ausreichend, um konsistent eine verbesserte zytotoxische Wirkung 

gegen die untersuchten Leukämie- oder Brustkrebszellen im direkten Vergleich zu Pan- oder 

Klasse I/IIb Inhibitoren zu zeigen.78,79 Bestätigt werden konnte dieser Trend auch in kultivierten 

Zellen von an kutanem T-Zell-Lymphom erkrankten Patienten. Dort zeigte sich die 

Überlegenheit einer Kombination eines Klasse I/IIb-Inhibitors mit dem Bcl2-Inhibitor 

Venetoclax gegenüber der Kombination eines Klasse I selektiven Inhibitors mit Venetoclax.80  

Die reine HDAC 6-Inhibition bleibt ebenso in Bezug auf die in vitro Zytotoxizität gegenüber 

Klasse I/IIb-Inhibitoren zurück.81,82 Diese limitierte in vitro Effektivität von HDAC 6-Inhibitoren 

in Monotherapie überträgt sich auch auf die klinische Effektivität. So zeigte der 

HDAC 6-präferentielle Inhibitor Ricolinostat in der Monotherapie bei refraktärem und/oder 

rezidivierendem multiplem Myelom kein signifikantes klinisches Ansprechen. Dies stellt den 

klinischen Nutzen von HDAC 6-Inhibitoren in Frage, aber dieselbe Studie unterstreicht den 

Wert von Ricolinostat als gut verträglichen Kombinationspartner mit bereits etablierten 

Chemotherapeutika.83 Dieses Ergebnis wurde zuletzt von Zeleke et al. mit einer Studie an 

Brustkrebspatientinnen bestätigt.84 Somit konnte ein klinisch relevanter Nutzen der 

HDAC 6-Inhbition nur als Kombinationspartner mit verschiedenen Chemotherapeutika in 

verschiedenen malignen Erkrankungen gezeigt werden. 

Moderne Klasse I/IIb-Inhibitoren sollten deswegen ein ausbalanciertes HDAC Klasse I und 

IIb-Inhibitionsprofil aufweisen, um die Effektivität der HDAC Klasse I-Inhibition mit der guten 

klinischen Verträglichkeit selektiver HDAC 6-Inhibitoren zu verbinden.  
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1.3.3 Alkoxyamid-basierte Histondeacetylase-Inhibitoren 
 

Die Arbeitsgruppe Kurz konnte durch einen bioisosteren Amid-Alkoxyamid Austausch in 

Kombination mit gezielten Modifikationen der Kopfgruppe HDACi mit nanomolarer Inhibition 

von HDAC 2 und HDAC 6 darstellen. Vertreter dieser Klasse von Alkoxyamid-basierten HDACi 

zeigten potente Aktivität gegen Leukämiezellen sowie gegen solide Tumore. Die in vitro 

Kombination Alkoxyamid-basierter HDACi mit den zugelassenen Chemotherapeutika Cisplatin 

oder Bortezomib zeigte synergistische zytotoxische Effekte und erweiterte damit deren 

Anwendungsmöglichkeiten.65,85 Die Effektivität in der Monotherapie zusammen mit der 

Möglichkeit der Kombinationstherapie mit verschiedenen zytostatischen Arzneistoffen liefert 

die Basis für die weitere präklinische Entwicklung Alkoxyamid-basierter HDACi.  

Alle Alkoxyamid-basierten HDACi besitzen als strukturelle Gemeinsamkeit die Hydroxamsäure 

als ZBG, einen Alkyllinker und die Alkoxyamid-Verbindungseinheit. 

Dr. Leandro A. Alves-Avelar aus der Arbeitsgruppe Kurz erarbeitete durch die Modifikation der 

Kopfgruppe HDACi, die in ihrer HDAC-Enzyminhibition an den strukturell vergleichbaren, 

zugelassenen HDACi Vorinostat herankamen oder übertrafen (Abbildung 8).65 Insbesondere 

der Phenylthiazol-basierte HDACi 4a wies neben nanomolaren Inhibition von HDAC-Enzymen 

auch eine potente Aktivität gegen Leukämiezellen auf. Der terminale Phenylring von 4a bietet 

einen Ansatzpunkt für eine medizinalchemische Optimierung zur Steigerung der 

HDAC-Enzyminhibition sowie der antileukämischen Aktivität. Bisher wurden in den 

Vorarbeiten von Dr. Leandro A. Alves-Avelar vor allem strukturell diverse Kopfgruppen 

untersucht, eine gezielte Optimierung der vielversprechensten Kopfgruppe und die in vivo 

Validierung der Alkoxyamid-basierten HDACi stehen noch aus.65,86  
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Abbildung 8: Die Alkoxyamid-basierten Histondeacetylaseinhibitoren (HDACi) 4a und IX im 
Vergleich zu dem zugelassenen HDACi Vorinostat. Die drei HDACi folgen einem ähnlichen 
Pharmakophor und sind nanomolare HDAC 2 und HDAC 6 Inhibitoren. 4a und IX zeigten zudem 
submikromolare Aktivität gegenüber den Leukämiezellen HL60. Die Daten stammen aus 
Avelar et al. und aus den Arbeitsgruppen von Dr. Sanil Bhatia (UKD) sowie 
Prof. Dr. Matthias U. Kassack (HHU).65 KG = Kopfgruppe, VG = Verbindungsgruppe, 
ZBG = Zink-bindende Gruppe. 
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1.4 Proteolysis targeting chimera (PROTAC) 
 

Die bisher beschriebenen HDACi interferieren ausschließlich mit dem aktiven Zentrum der 

HDAC-Enzyme und können somit andere Domänen der HDAC-Enzyme nicht beeinflussen. 

Viele HDAC-Enzyme besitzen zusätzlich zu ihrer katalytischen Aktivität Domänen, die mit 

Kofaktoren, Komplexpartnern oder anderen Proteinen interagieren.9 Beispielsweise moduliert 

die Bindung von SIN3-Proteinen an HDAC 1 und 2 deren Deacetylase-Aktivität.13 Diese 

Interaktionen sind auch die Grundlage für nicht-enzymatische Funktionen von HDACs. So 

bindet HDAC 6 über eine Ubiquitin-bindende Domäne an polyubiquitinylierte Proteine und 

beeinflusst so deren proteasomalen Abbau.87 Die biologische Relevanz dieser vielfältigen 

Funktionen oder Modulationen von HDAC-Enzymen können entweder durch Entwicklung 

selektiver Inhibitoren von Protein-Protein-Interaktionsflächen oder durch Regulation des 

HDAC-Protein-Levels in der Zelle aufgeklärt werden.88,89 Eine Methode, um das Proteinlevel 

in einer Zelle mit Hilfe niedermolekularer Verbindungen zu kontrollieren, ist die 

Proteolysis-targeting-chimera (PROTAC)-Technik. PROTACs sind heterobifunktionelle 

Moleküle, die das zelleigene Ubiquitin-Proteasom-System rekrutieren, um ein Zielprotein zu 

degradieren.90  

Mit dem ersten vollständig niedermolekularen Molekül, welches durch Rekrutieren des 

Ubiquitin-Proteasom-Systems den Androgenrezeptor abbaute, begann die präklinische 

Entwicklung dieser neuen Klasse an heterobifunktionalen Molekülen.90 Zurzeit befinden sich 

18 PROTACs gegen verschiedene onkologisch relevante Zielproteine, wie den 

Androgenrezeptor oder Brutons Tyrosinkinase, in klinischen Studien.91 PROTACs üben ihre 

Wirkung über einen Event-abhängigen und nicht über einen Okkupations-abhängigen 

Wirkungsmechanismus wie konventionelle Inhibitoren aus. Auf diesem grundlegenden 

Unterschied basieren die Eigenschaften von PROTAC-Molekülen. Die Degradationseffizienz 

eines PROTACs ist allein abhängig von der Bildung eines produktiven ternären Komplexes 

aus PROTAC, Substratprotein und der E3-Ligase.92,93 Die reinen Bindungsaffinitäten des 

PROTACs zu den beiden anderen Komplexbestandteilen spielen dabei eine untergeordnete 

Rolle, anders als bei traditionellen Inhibitoren, die ihren Effekt allein durch die Bindungsaffinität 

zu dem jeweiligen Zielprotein ausüben. Diese Entkopplung des Degradationsereignisses von 

den reinen Bindungsaffinitäten ermöglicht der PROTAC-Technologie die Aufweitung des 

medizinalchemisch adressierbaren Proteoms auf bisher nicht effizient adressierbare 

Proteine.92,94,95 Desweiteren sind PROTACs durch diesen besonderen Wirkmechanismus 

substöchiometrisch aktiv, im Gegensatz zu beispielsweise klassischen Enzyminhibitoren, die 

stöchiometrisch aktiv werden müssen, um eine Wirkung zu vermitteln.96 Folglich ist die 

Wirkung von PROTACs unabhängig von dem Expressionslevel des Zielproteins.  
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Alle PROTACs vermitteln ihre Wirkung über das zelleigene Ubiquitin-Proteasom-System. 

Andere Wege zur zielgerichteten Degradation von Zielproteinen über heterobifunktionelle 

Verbindungen werden untersucht, konnten bisher aber keine klinische Relevanz erreichen.97  
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1.4.1 Ubiquitin-Proteasom-System 
 

Das Ubiquitin-Proteasom-System ist ein intrazellulärer Weg für den gezielten Abbau von 

hauptsächlich zelleigenen Proteinen. 

Ubiquitin, ein globuläres, aus 76 Aminosäuren bestehendes Protein, ist nach Konjugation mit 

Substratproteinen der Hauptmarker für den Abbau des Substratproteins durch das 

Proteasom.98,99  

Ubiquitin wird in einem ATP-abhängigen Prozess an seinem carboxyterminalen Ende aktiviert 

und auf eine E1-Ligase übertragen Die E1-Ligase überträgt Ubiquitin daraufhin auf eine 

E2-Ligase, die mit einer E3-Ligase und dem Substrat Protein zu einem ternären Komplex 

assoziiert. In diesem Komplex befinden sich dann das aktivierte Ubiquitin und das Substrat 

Protein in räumlicher Nähe, sodass Ubiquitin auf ein zugängliches Substratlysin unter 

Ausbildung einer Isopeptidbindung übertragen werden kann.100,101 

Die Mono- bzw. Polyubiquitinylierung ist ein Signal für die Erkennung durch das Proteasom 

und nachfolgende Degradierung durch dessen proteolytische Aktivität. Dabei werden nicht alle 

Ubiquitin-Proteine mit abgebaut, sondern zurückgewonnen und stehen für den nächsten 

Degradationszyklus zur Verfügung (Abbildung 9).102–104 

 



1. Ei nl eit u n g  

 
2 0  

 

A b bil d u n g 9 :  D a s  U bi q uiti n-Pr ot e a s o m -S y st e m  u n d  d er  Wir k m e c h a ni s m u s  d e r 
Pr ot e ol y si s -t a r g eti n g  c hi m er a ( P R O T A C).  P OI  = p r ot ei n  of  i nt er e st ,  Pr ot ei n  v o n  I nt er e s s e 
A b bil d u n g m o difi zi ert n a c h Fi s c h e r et al .2 6  

  



1. Ei nl eit u n g  

 
2 1  

 

1. 4. 2 H D A C -P R O T A C s  
 

Bi s h er  si n d  f ür  j e d e  Kl a s s e  v o n  H D A C -E n z y m e n,  mit  A u s n a h m e  v o n  H D A C  1 1  b z w. 

Kl a s s e I V H D A C s, s el e kti v e H D A C -P R O T A C s b e s c hri e b e n w or d e n. 1 0 5   

H D A C -P R O T A C s  si n d  h et er o bif u n kti o n ell e  M ol e k ül e,  di e  si c h  mit  ei n e m  dr ei g et eilt e n 

P h ar m a k o p h or -M o d ell b e s c hr ei b e n l a s s e n. Z u s ät zli c h z u ei n e m H D A C -I n hi bit or M oti v b e st e ht 

ei n H D A C -P R O T A C n o c h a u s ei n er E 3 -Li g a s e r e kr uti er e n d e n Ei n h eit u n d ei n e m Li n k er, d er  

di e b ei d e n M oti v e mit ei n a n d er v er bi n d et ( A b bil d u n g 1 0 ).  

 

A b bil d u n g 1 0: D a s all g e m ei n e P h a r m a k o p h o r ei n e s H D A C -P R O T A C s. H D A C -P R O T A C s b e st e h e n 
a u s ei n e m H D A Ci, ei n e m Li n k er u n d ei n e m Li g a n d e n f ü r di e j e w eili g e E 3 -Li g a s e. P OI = p r ot ei n 
of i nt er e st , Pr ot ei n v o n I nt er e s s e. 

 

All e dr ei T eil e d e s H D A C -P R O T A C s b e ei nfl u s s e n s o w o hl di e D e gr a d ati o n s effi zi e n z al s a u c h 

di e D e gr a d ati o n s s el e kti vi ät d er H D A C -P R O T A C s.  

D er H D A C -I n hi bit or T eil i st gr u n dl e g e n d f ür di e D e gr a d ati o n s s el e kti vit ät d e s H D A C-P R O T A C. 

I n  all e n  F äll e n,  i n  d e n e n  ei n  s el e kti v er  H D A Ci  v er w e n d et  w ur d e,  r efl e kti ert e  di e 

D e gr a d ati o n s s el e kti vit ät  d e s  r e s ulti er e n d e s  H D A C -P R O T A C s  di e  I n hi biti o n s s el e kti vit ät  d e s 

H D A C -I n hi bit or s. D a s V er w e n d e n v o n Kl a s s e I/II b-H D A Ci o d er P a n -H D A Ci al s M o d ul f ü hrt e 

d a g e g e n ni c ht z u ei n er u n s el e kti v e n D e gr a d ati o n v er s c hi e d e n er H D A C -E n z y m e, s o n d er n di e 

r e s ulti er e n d e n H D A C-P R O T A C s t e n di ert e n z u ei n er H D A C  6 D e gr a d ati o n. 8 9  

S c h o n  kl ei n e  c h e mi s c h e  M o difi k ati o n e n  d e s  Li n k er s  hi n si c htli c h  d er  L ä n g e  o d er 

Z u s a m m e n s et z u n g  h a b e n  st ar k e n  Ei nfl u s s  a uf  di e  D e gr a d ati o n s effi zi e n z  d e s 

H D A C -P R O T A C s. Mit P R O T A C s di e Br o m o d o m ä n e e nt h alt e n d e Pr ot ei n e ( B R D) d e gr a di er e n, 

k o n nt e  g e z ei gt  w er d e n,  d a s s  d er  Li n k er  dir e kt e n  Ei nfl u s s  a uf  di e  Bil d u n g  d e s  pr o d u kti v e n 

t er n är e n  K o m pl e x e s  h at,  d er  di e  Gr u n d v or a u s s et z u n g  f ür  di e  D e gr a d ati o n  d e s  Zi el pr ot ei n s 

i st.1 0 6  

Bi s h er  w ur d e n  dr ei  E 3 -Li g a s e n  erf ol gr ei c h  f ür  d a s  D e gr a di er e n  v o n  H D A C s  d ur c h 

H D A C -P R O T A C s r e kr uti ert:  di e  V o n-Hi p p el -Li n d a u  ( V H L)-,  di e  C er e bl o n ( C R B N)- u n d  di e 



1. Einleitung 

 
22 

 

Inhibitor of Apoptosis-Ligase (IAP)-Ligase. Die Wahl der E3-Ligasen beeinflusst nicht nur die 

Degradationseffizienz von HDAC-PROTACs, sondern auch die Degradationsselektivität.89 

HDAC-PROTACs haben im Vergleich zu HDACi drei Hauptvorteile, welches sie zu wertvollen 

Instrumenten zur Aufklärung der (Patho-)Physiologie der HDAC-Enzyme macht:  

Wie oben bereits erwähnt, hemmen alle HDACi das aktive Zentrum der jeweiligen 

HDAC-Enzyme. Andere funktionale Domänen wie beispielsweise die Ubiquitin-bindende 

Domäne in HDAC 6 oder Protein-Protein-Interaktionsflächen werden durch die Hemmung des 

aktiven Zentrums nicht oder nicht direkt beeinflusst.107,108 Insofern bieten HDAC-PROTACs 

durch die Degradation der HDACs die Möglichkeit, den biologischen Einfluss dieser Domänen 

weiter zu charakterisieren.  

Zweitens übertrifft die Degradationsselektivität der HDAC-PROTACs in der Regel die 

Enzyminhibitionsselektivität der HDACi. Während Vorinostat beispielsweise fünf von neun 

untersuchten HDACs hemmt, degradieren von 21 Vorinostat-basierten HDAC-PROTACs 

sieben PROTACs nur zwei von zehn untersuchten HDAC-Enzymen, elf PROTACs drei von 

zehn Enzymen und nur drei PROTACs vier von zehn HDAC-Enzymen.52,89 Der Grund für diese 

Beobachtung kann in der unterschiedlichen Kooperativität der verschiedenen entstehenden 

ternären Komplexe liegen. Dasselbe Phänomen konnte für PROTACs mit einem 

Multikinaseinhibitor-Baustein gezeigt werden.92 HDAC-PROTACs sind damit ein geeignetes 

Werkzeug, um die physiologischen Funktionen einzelner HDAC-Enzyme zu erforschen. 

Drittens können durch Verwendung vom HDAC-PROTACs die Resultate von HDAC-Enzym 

knock-out oder knock-down Studien auf Proteinebene validiert werden. Diese 

niedermolekularen Verbindungen erlauben eine reversible und reproduzierbare Einstellung 

von HDAC-Proteinleveln im zellulären Kontext. Zum Beispiel sind HDAC 1/2 selektive 

PROTACs prinzipiell dazu geeignet, die These von Heideman et al. zu überprüfen, nach der 

eine minimale Aktivität von HDAC 1/2 nötig ist, um die Entstehung von Lymphomen zu 

unterdrücken.40   
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1.4.3 HDAC-PROTACs mit nicht-kanonischen E3-Ligase Liganden 
 

Funktionale HDAC-PROTACs rekrutieren bisher drei kanonische E3-Ligasen CRBN, VHL oder 

IAP.89 Kürzlich wurden Liganden für nicht-kanonische E3-Ligasen beschrieben, die bisher 

nicht in dem Design für HDAC-PROTACs berücksichtigt wurden.26,109,110 Der Einsatz dieser 

E3-Ligase Liganden in HDAC-PROTACs hat das Potential, das HDAC-PROTAC Konzept um 

folgende Punkte zu erweitern. 

Ein häufiger Grund für die Resistenz einer Zelllinie gegen PROTACs sind Mutationen der 

E3-Ligase.111,112 Neben der Möglichkeit, mit gewebespezifisch exprimierten E3-Ligasen eine 

zielgerichtete Therapie durchzuführen, können mit der Rekrutierung von anderen E3-Ligasen 

auch Resistenzen gegen PROTACs umgangen werden. Damit bietet die Variation von 

E3-Ligase Modulen die Möglichkeit, diese erworbenen Resistenzen zu umgehen.  

Daneben bietet der gewebe- oder tumorspezifische Expressionsstatus von verschiedenen 

E3-Ligasen eine Option der zielgerichteten Therapie mit HDAC-PROTACs. Die am häufigsten 

rekrutierten E3-Ligasen CRBN und VHL sind ubiquitär in allen Geweben exprimiert.113,114 Dies 

führt zu einer weitgehend gewebsunabhängigen Aktivität von PROTACs, die diese E3-Ligasen 

rekrutieren. Gewebe- oder zelltypspezifisch exprimierte E3-Ligasen können eine gezielte 

Aktivität von PROTACs in einzelnen Gewebetypen ermöglichen. Das Ausnutzen von 

E3-Ligasen die in Tumoren überexprimiert sind, könnte eine gezielte Therapie mit PROTACs 

ermöglichen.  

Des Weiteren wurde mit HDAC-PROTACs gezeigt, dass die Degradationsselektivität von 

HDAC-PROTACs durch die Wahl des jeweiligen E3-Ligase-Liganden beeinflusst wurde. Als 

Grundlage für diese Beobachtung wird die Ausbildung unterschiedlich produktiver ternärer 

Komplexe aus der rekrutierten E3-Ligase und dem jeweiligen HDAC-Enzym vermutet.89 

Andere E3-Ligasen zu rekrutieren, bietet damit die Möglichkeit, die Degradationsselektivität 

der HDAC-PROTACs zu steuern, und so vielleicht Isoform selektive HDAC-PROTACs zu 

entwerfen. 

Diese Gründe sprechen für eine Variation der E3-Ligase Module und Validierung dieser in dem 

HDAC-PROTAC Feld. Infolgedessen wurden im Zuge dieser Arbeit neue potentielle 

HDAC-PROTACs entwickelt, die nicht-kanonische E3-Ligase Liganden verwenden, die bisher 

nicht für die Entwicklung von HDAC-PROTACs benutzt wurden.  
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Proteolysis-targeting chimeras (PROTACs) are a powerful tool to hijack the endogenous ubiquitin-
proteasome system (UPS) and to degrade the intracellular proteins of therapeutic importance. Recently,
two heterobifunctional degraders targeting hormone receptors headed into Phase II clinical trials.
Compared to traditional drug design and common modes of action, the PROTAC approach offers new
opportunities for the drug research �eld. Histone deacetylase inhibitors (HDACi) are well-established
drugs for the treatment of hematological malignancies. The integration of HDAC binding motifs in
PROTACs explores the possibility of targeted, chemical HDAC degradation. This review provides an
overview and a perspective about the key steps in the structure development of HDAC–PROTACs. In
particular, the in�uence of the three canonical PROTAC elements onHDAC–PROTAC ef�cacy and selectivity
are discussed, the HDACi, the linker and the E3 ligase ligand.
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Cancer is a major cause of death in the modern society [1,2]. The first histone deacetylase (HDAC) inhibitor
(HDACi) vorinostat was approved as a new treatment option in the fight against hematological malignancies
15 years ago [3–5]. Despite the advances in the field of targeted cancer drugs, there is constant struggle to establish
new tolerable and effective drugs. Moreover, resistance to targeted cancer therapies is common and impedes the
successful treatment of patients [6–8]. Therefore, new therapy options with innovative modes of action are urgently
needed. In the last few years, the proteolysis-targeting chimera (PROTAC) approach has attracted attention as its
unique mode of action raises hope for innovation in the field of targeted cancer therapy [9]. This hope is encouraged
by the introduction of several PROTACs into clinical trials. The headliners of the first generation of this class of
degraders, ARV-110 and ARV-741 (Figure 1), have even entered into Phase II of clinical trials [10–12]. The field of
protein degraders targeting proteins involved in epigenetic regulation is headed by two PROTACs targeting the
BRD 9-protein: CFT8634 and FHD-609 (structures not disclosed). For CFT8634, an investigational new drug
(IND) application was submitted [12] and the Phase I study for FHD-609 is currently recruiting (ClinicalTrials.gov
Identifier: NCT04965753).
Overall, the extensive clinical experience with various HDACi, their intensively studied epigenetic modes of

action, the innovative approach of the PROTAC-technology and the first encouraging results from clinically tested
PROTACs explore the field for the preclinical and clinical development of HDAC–PROTACs.

Histone deacetylases and their inhibitors
Classi�cation of histone deacetylases
The HDAC family is divided into four classes of enzymes based on their homology toward yeast proteins (Figure 2).
Three of the four classes are zinc-dependent proteins while the members of class III, called sirtuins, utilize NAD+

as a cofactor.
Among the zinc-dependent HDAC enzymes, the members of class I are HDAC 1, 2, 3 and 8. Class IIa enzymes

are HDAC 4, 5, 7 and 9. Class IIb consists of HDAC 6 and 10, while class IV includes HDAC 11 [13].
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Figure 1. Structures of ARV-110 and ARV-471, the most advanced proteolysis-targeting chimeras in clinical trials.
ARV-110 targets the androgen receptor whereas ARV-471 targets the estrogen receptor.
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Figure 2. The family of HDAC enzymes with cellular localization. While HDAC 1, 2, 3; HDAC 11, Sirt1 and Sirt6 are
located in the nucleus, Sirt7 is located in the nucleolus. Class IIa HDACs can shuttle between the nucleus and
cytoplasm. Class IIb and class IV HDAC enzymes together with HDAC 8 and Sirt2 are located in the cytoplasm. Sirt3,
Sirt4 and Sirt5 are mitochondrial enzymes. The zincdependent catalytic domain of class I, II and IV HDACs is depicted
as a blue bar, whereas the NAD+ dependent catalytic domain of class III HDACs is depicted as a green bar. The violet
bar of HDAC 6 depicts the zinc �nger ubiquitin binding region. Numbers indicate the length of the amino acid
sequence.
Adapted from Asfaha et al. [35].
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Class III HDAC consists of seven proteins, sirtuins, which can be grouped into four classes based on molecular
phylogenetic analysis. Sirt1, 2 and 3 belong to class I, Sirt4 to class II, Sirt5 to class III and Sirt6 and 7 to class
IV [14].

Function & cellular localization of histone deacetylases
Class I HDACs 1, 2 and 3 are mainly located in the nucleus and part of transcriptional repressor complexes [4,15].
These enzymes are mainly responsible for the regulation of the transcriptional activity of the cell. HDAC 8 is
structurally different from the other class I members and presumably also responsible for the removal of long-chain
alkanoyl modifications from lysines [16,17]. Its main cellular localization is the cytoplasm [18].

Class IIa HDACs can shuttle between the nucleus and the cytoplasm. Because of their weak deacetylase activity,
their exact biological role has yet to be elucidated [19]. Several implications of HDAC class IIa enzymes in biological
functions such as memory, learning processes or in the immune system are reported [20,21].
Class IIb members, HDAC 6 and 10, are mainly located in the cytoplasm [22,23]. HDAC 6, therefore, deacetylates

cytoplasmatic proteins such as α-tubulin or HSP90 whereas HDAC 10 is a polyamine deacetylase [24–26].
Because of its zinc-finger-ubiquitin-binding (Znf-UBP) domain, HDAC 6 recognizes the ubiquitinylation status

of proteins and is therefore able to regulate their degradation. It has been shown that HDAC 6 tightly binds
polyubiquitinylated proteins, without possessing any of its own deubiquitinase activity. The interplay between
HDAC 6 and the chaperone p97/VCF regulates the accumulation of polyubiquitinated proteins in the cell [27],
making HDAC 6 a regulator of proteasome dependent protein degradation. As a regulator of several protein
degradation pathways HDAC 6 is also involved in aggresome formation and transport of polyubiquitinylated
proteins to the aggresome as well as to the autophagosomes [28,29].

The NAD+ dependent class of sirtuins, class III HDACs, is involved in multiple processes besides the epigenetic
regulation of the chromatin structure. Sirtuins regulate processes like senescence, calorial restriction and cell
metabolism. The most studied enzymes belong to sirtuin class I, with a particular focus on their implications in
neurodegenerative diseases [30]. To date, little is known about the biological functions of the remaining Sirt enzymes
or their role in diseases [31].
In class I sirtuins, Sirt1 is located in the nucleus, while Sirt2 is a cytoplasmatic and Sirt3 a mitochondrial enzyme.

Class II sirtuin, Sirt4, and class III sirtuin, Sirt5, are also mitochondrial enzymes. Class IV sirtuins, Sirt6 and Sirt7,
are both located in the nucleus and Sirt7 is located in the nucleolus [32].
The sole class IV member HDAC 11 is a fatty acid deacylase and is located in the nucleus [33,34].

Clinical use & pharmacophore model of histone deacetylase inhibitors
Several implications of HDAC enzymes in cancer are known. The dysregulation of HDAC enzymes in many
different cancer types has been shown as reviewed by [5] and [36]. This dysregulation is not only limited to
hematological diseases but also occurs in different types of solid tumors. In particular, HDACi of classes I, II and
IV are being investigated in the field of anticancer drug targets [36–38] whereas the investigation of class III HDACi
has not resulted in a drug approval yet. The interest in class I, II and IV HDACi led to the approval of five HDACi
(Figure 3).
The first HDACi vorinostat (SAHA) was approved in 2006 for the treatment of cutaneous T-cell lymphoma [3].

Between 2009 and 2015, the approval of romidepsin, belinostat, tucidinostat (chidamide) and panobinostat
followed [39–41]. HDAC is are therefore a useful therapeutic option in the treatment of hematological diseases and
are being investigated for several other forms of cancer. In the last few years, it has been shown that HDACi
act synergistically with different classes of anticancer drugs such as platinum-based chemotherapeutics and kinase
inhibitors [42]. Currently, various clinical trials with several drug combinations are ongoing [43].

The approved HDACi share a common pharmacophore model (Figure 3). As the approved HDACi target the
active site of the zinc-dependent HDAC classes I, II and IV, these inhibitors contain a zinc-binding group (ZBG)
as a key structural feature. The ZBG is connected via a linker and a connecting unit (CU) with the cap group
which interacts with the surface of the respective HDAC.While vorinostat, panobinostat, belinostat and chidamide
follow this pharmacophore strictly, romidepsin is a prodrug in which the ZBG is formed by the reduction of the
disulfide bond [44].

Although HDACis are currently being evaluated for the treatment of several other diseases [45–47], research in
these areas is not as advanced as their development for cancer therapy.
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Figure 3. Approved histone deacetylase inhibitors. Vorinostat, panobinostat, belinostat and tucidinostat
(chidamide) share the same pharmacophore consisting of a zinc binding group, linker, connecting unit and cap-group.
CU: Connecting unit; ZBG: Zinc binding group.

Targeting protein degradation with the PROTAC technology
The ubiquitin-proteasome system
The human ubiquitin-proteasome system (UPS) relies on the interplay between three ligases (Figure 4). The E1
ligase activates ubiquitin (Ub) under ATP consumption through the formation of a reactive thioester moiety and
transfers ubiquitin to the E2 ligase. This E2 ligase binds to the E3 ligase complex and forms together with the
substrate protein an E2-E3 substrate complex. The E3 ligase brings the substrate and ubiquitin into proximity and
enables the transfer of ubiquitin to the substrate protein. Finally, the ubiquitinylated substrate protein is recognized
by the proteasome and subsequently degraded (Figure 4) [48].

Since 2001, the PROTAC concept has led to the development of a new type of heterobifunctional molecules
with the ability to hijack the endogenous Ub–E2–E3 complex. Crews and Deshaies developed the first PROTACs
and established the PROTAC concept by using a peptidic E3 ligase ligand which led to the degradation of the
methionine aminopeptidase 2 [49]. The development of all-small-molecule PROTACs is based on the pioneering
work of the Crews group and is experiencing significant progress since their first description in 2008 [50–52].

A PROTAC consists of three structural units, the E3 ligase bindingmotif for recruiting the ubiquitin-proteasome-
system (UPS), a linker and a second pharmacophore for the binding of the target protein, the protein of interest
(POI) [53].
Because of these unique structural features, PROTAC interacts simultaneously with the endogenous Ub–E2–

E3 complex and the POI to ultimately form an Ub–E2–E3-neosubstrate complex. Subsequently, the POI is
ubiquitinylated and degraded (Figure 4).
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Figure 4. Schematic representation of the ubiquitin-proteasome-system and the PROTAC mechanism in general.
First, ubiquitin (Ub) is transferred to an E1 ligase in an ATP-dependent manner. Second, Ub is further transferred to an
E2 ligase which assembles to a complex with the substrate protein and an E3 ligase to form an ubiquitin–E2–E3–
substrate complex. In this complex, Ub is transferred to the substrate protein and the (poly)ubiquitinated substrate is
subsequently subjected to protein degradation by the proteasome recovering Ub. A PROTAC can hijack
the ubiquitin–E2–E3 complex causing the degradation of proteins of interest. The PROTAC itself is not degraded and
maintains its ability to form ubiquitin–E2–E3-PROTAC-POI complexes again.
POI: Protein of interest; PROTAC: Proteolysis-targeting chimera; Ub: Ubiquitin.

Structural units of a PROTAC
The three-unit-pharmacophore of a PROTAC is crucial for the understanding of the PROTAC mode of action.
The E3 ligase binding motif recruits the Ub–E2–E3 complex, whereas the POI ligand targets the protein-to-

be-degraded. The linker moiety between the E3 ligase binding motif and the protein of interest ligand adjusts the
distance between these two elements and assists the formation of the ternary complex [50].

To date, four smallmolecule-based E3 ligase bindingmotifs are commonly used for the development of PROTACs
(Figure 5) [54].

First, the cereblon (CRBN) ligands rely on the structure of the anticancer drug thalidomide and its derivatives
(Figure 5A). It was established in 2015 that after binding of α-phthalimidoglutarimide derivatives to CRBN they
induce the degradation of neosubstrates and can be utilized in PROTAC design [51,55,56].

Second, Crews, Ciulli and coworkers designed and synthesized a ligand in 2012 for the recruitment of VHL-E3
ligase [57–60]. Due to its effective and robust degradation of a wide range of POI and its ability to bypass the possible
off-target effects of the CRBN recruitment, the VHL ligand is the most commonly used E3 ligase binding motif,
besides the CRBN ligands (Figure 5B) [61–63].

Third, ligands for the IAP-proteins are also used as E3 ligase binding motifs for PROTACs. Often, derivatives
of the IAP ligand bestatin or more complex specific and non-genetic inhibitor of apoptosis protein (SNIPER)
structures are used to recruit the IAP E3 ligase [64–66] (Figure 5C). However, the success of these PROTAC is often
hampered by less pronounced degradation compared to other E3 ligase units [61] as well as autoubiquitination after
IAP inhibition [65].
The last E3 ligase utilized is the MDM2 ligase (Figure 5D). The first all-small-molecule-based PROTAC was

synthesized by recruiting this E3 ligase, utilizing a nutlin derivative as an E3 ligase unit [50]. After several years

future science group www.future-science.com 147
29



Review Fischer, Alves Avelar, Murray & Kurz

NH 2

N

O

O

NH
O

O
N
H

O

N

O

OH

O
N
H

S

N

OH

N
H

O
HO O

NH 2

N

N
O

O

Cl

Cl
N

O

HN

O

F

O

S
N

N

O
N
H

O
H
N

HN

CN

H
NS

O

O

NC
O

O

O

O
O O

O

O
O

H

H
H

O

O

N

O

Cl

NC

O

O
H

H COOH

H

O

O N

O

Cl

CN

Pomalidomide
(CRBN)

VH032
(VHL)

Bestatin
(IAP)

LCL-161
(IAP)

Nutlin-3
(MDM2)

E7820
(DCAF15)

CCW-16
(RNF4)

Bardoxolone
(KEAP1)

EN106
(FEM1B)

β-Naphtoflavone
(AhR)

Nimbolide
(RNF114)

Figure 5. Ligands for the recruitment of E3 ligases and the ligases they are engaging. (A) Cereblon. (B)
von-Hippel-Lindau. (C) Inhibitor of apoptosis protein. (D) Mouse double minute 2 homolog. (E) Examples of newly
discovered and infrequently used E3 ligase recruiters.
AhR: Arylhydrocarbon receptor; CRBN: Cereblon; DCAF: DDB1 and CUL4-associated factor; FEM1B: Protein fem 1
homolog B; IAP: Inhibitor of apoptosis protein; MDM2: Mouse double minute 2 homolog; RNF: Ring �nger protein;
VHL: von-Hippel-Lindau. 30



Designing HDAC-PROTACs: lessons learned so far Review

of concentration on the CRBN and VHL ligases, in 2019, Hines et al. presented a potent degrader based on a
modified MDM2 ligand. Nevertheless, PROTACs recruiting MDM2 often suffer from diminished degradation
potency in comparison to VHL or CRBN recruiting ligands [61,67].

Recently, new E3 ligase ligands were identified and utilized for the design of PROTACs [68–74]. Although these
E3 ligase ligands were not yet used in the development of HDAC–PROTACs, they exemplify the under explored
chemical space for the development of PROTACs utilizing new and effective E3 ligases. Among these E3 ligase
ligands are traditional non-covalent binding E3 ligase ligands as well as covalently binding E3 ligase ligands. For
example, the E3 ligases DCAF 15 and the AhR-E3 ligase were successfully recruited by PROTACs using non
covalently binding ligands. Li et al. used the indisulam-derivative E7820 for the ligase DCAF 15 [70], whereas
Ohoka et al. showed that PROTACs incorporating ligands of AhR-E3 ligase can induce degradation of POI [71].
In the field of covalently binding E3 ligase ligands, Ward et al. screened a library of covalently binding fragments
to identify fragment CCW-16 as a suitable ligand for the E3 ligase RNF4 [70]. Tong et al. observed that the
triterpenoid-based compound bardoxolone is a reversible covalently binding ligand of the E3 ligase KEAP1 and
was successfully incorporated into a PROTAC [72]. Even the natural compound nimbolide targets an E3 ligase,
namely RNF114 and Spradlin et al. were able to translate this observation into a PROTAC [73]. In an actual
preprint, Henning et al. showed that their identified ligand EN-106 is a suitable covalent recruiter of the E3 ligase
FEM1B [74] (Figure 5E).
The linker region is the most comprehensively optimized part in the development of PROTACs. It has been

shown that the optimization of the linker through the modification of the linker length and its chemical structure
has a significant influence on the degradation ability of the HDAC–PROTAC and PROTACs in general [75–77]

(Figure 9).
Flexible alkyl chain or ethylene glycol derived linkers are themost common, often containing a triazolemoiety [78],

but there are also more rigid heterocycle based linkers reported [79–81].
In general, the optimal linker depends on both the used E3 ligase and the POI ligand. The optimization process

relies in most cases on an empirical process [75,82]. The Ciulli lab demonstrated that a structure-guided design of
the PROTAC linker is possible [83].
The third structural element of a PROTAC is the ligand for the protein of interest. The event-driven mechanism

of PROTACs allows the design of potent protein degraders even with low-affinity ligands [84].
Owing to their mechanism of action, an orthosteric ligand is not mandatory for the design of a PROTAC.

As expected, the design of potent degraders with allosteric ligands for the POI was also successful. This was
exemplified by the development of PROTACs targeting allosteric binding sites of the oncogenic drivers BCR-ABL
or EGFR [85,86]. Also, proteins that have no enzymatic activities are targeted by PROTACs such as the protein Tau
which plays a crucial role in the development of Alzheimer’s disease [87–89]. Even multi-pass transmembrane proteins
like members of the solute carrier (SLC) family are amenable for degradation through the PROTAC technology [90].

Advantages & disadvantages of the PROTAC technology
One of the main advantages of the PROTAC technology is its unique catalytic mode of action. As one PROTAC
molecule can perform many degradation cycles, PROTACs are unlike classical occupancy-driven inhibitors inde-
pendent of a stoichiometric engagement of the POI [91]. Furthermore, since PROTACs follow an event-driven
mode of action, unlike the occupancy-driven mode of action of traditional small molecule inhibitors, they are not
dependent on high-affinity binding [84]. Whereas the effect of small molecule agonists or antagonists is dependent
on binding at a certain and defined site in the target molecule, the PROTACs are independent of these certain
sites as they are mainly dependent on the efficient building of a ternary complex between the PROTAC molecule,
the POI and the E3 ligase [84–86,91]. With this in mind, the PROTAC technology is opening up the so-called
‘undruggable’ proteome [53,63,92,93]. Furthermore, since many resistance mechanisms depend on diminishing the
affinity by mutation of the target, some PROTACs may overcome this particular challenge [94,95].

In addition to their catalytic mode of action, several PROTACs have shown exquisite selectivity, even in
demanding selectivity conditions [82,96,97]. This demonstrates that the PROTAC technology can be utilized in
the elucidation of biochemical pathways where currently the available inhibitors display an undesirable selectivity
profile.
One of the main disadvantages of the PROTAC technology are the challenging physicochemical and pharma-

cokinetic properties, as the PROTAC molecules are usually beyond Lipinksi’s rule of five [98,99].
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Another major concern in the development of PROTACs is, aggravated by their substoichiometric mode of
action, the to some extend unpredictable degradation of off-target proteins. Whereas classical inhibitors are only
able to inhibit one off-target protein per time, one PROTAC is theoretically able to significantly lower the level
of an off-target protein. The unpredictable degradation of off-target proteins is exemplified by the degradation of
the family of IKFZ proteins by CRBN-based HDAC–PROTACs. The IKFZ proteins are degraded by the use of
thalidomide and its derivatives but in CRBN-HDAC–PROTACs development, the depletion of IKFZ is in most
cases considered an off-target effect. Surprisingly, only a minority of CRBN-HDAC–PROTACs can induce IKFZ
degradation and this population of PROTACs is hard to predict [75]. This illustrates the underlying problem of the
use of PROTACs as they require careful screening for possible off-target proteins. In a single study, Xiong et al.
conducted a chemo-proteome screening and identified several proteins besides the targeted HDAC which were up-
or down-regulated after treatment with their HDAC–PROTACs. This allows insights into the function of HDACs
but these indirect targets need to be taken into concern in the clinical development of HDAC–PROTACs [100].

Another major drawback of PROTACs is the mostly empirical-driven drug development process accompanied
by complex chemical synthesis. Fortunately, the development of in silico models for the development of new
PROTACs has improved and could facilitate the development by shortening the discovery process [101–103].

Elements of HDAC–PROTAC design
In comparison to classical active side inhibitors of HDAC enzymes, HDAC–PROTACs offer several relevant op-
portunities. These opportunities cover enhanced selectivity for HDAC isozymes, a chemical option for inactivating
HDAC activities, prolonged biological effects as well as the option to elucidate signal cascades and diseases with
HDAC involvement.
All approved HDACi inhibit several HDAC isoforms and are at best class selective [39,40]. The clinically observed

limited tolerance of the approved HDACi may be due to their promiscuous isoform profile [104,105]. To investigate
this hypothesis isoform-specific inhibitors are needed. Some HDAC–PROTACs have been shown to selectively
degrade single HDAC isoforms [100]. The HDAC-PROTAC itself often inherits the HDAC isoform inhibition
profile of its parent HDACi [100,106]. It would be conceivable that the toxicity through promiscuous binding is also
inherited, but this does not take into account that; a) PROTACs act catalytically [91] and therefore a much lower
drug load is necessary; and b) through target degradation, HDAC–PROTACs exhibit a more sustained effect than
classical inhibitors [75,106].
On the other hand, resistance to anticancer drugs is a major challenge in cancer therapy [6–8]. To date, no

clinically relevant cases of HDAC resistance have been reported [107]. But due to the occurrence of many in vitro
resistances [108], the development of in vivoHDACi resistance is not unexpected. Due to the likelihood of resistance
to the approved HDACi, new concepts of targeting HDAC enzymes are needed.
The pronounced selectivity and the possibility of compensating resistance mechanisms underline the potential

of HDAC–PROTACs in comparison to classical HDAC inhibition. Additionally, class IIa HDAC enzymes are
known to have low deacetylase activity and the mode of action of these HDAC enzymes in biological pathways
is poorly understood [19,35]. Inhibitors which are targeting the deacetylase domain of these HDACs are not able
to inhibit signal transduction pathways that are independent of the deacetylase activity of the HDAC, such as
protein-protein-interactions. However, an HDAC–PROTAC targeting these HDACs induces the degradation of
the HDAC enzyme and interrupts several signal pathways which are independent of the deacetylase activity of
the HDAC itself. In this way, the HDAC–PROTAC technology enables the investigation of yet underexplored
signal transductions pathways. The first work in this direction was reported by Xiong et al. who observed collateral
degradation of members of HDAC protein complexes [100].

Pharmacophore model of an HDAC–PROTAC
A typical HDAC–PROTAC combines the pharmacophore features of an HDAC inhibitor as well as a PROTAC
(Figure 6). The general pharmacophore of an HDAC–PROTAC consists of the HDACi, a linker and the E3
ligase ligand. In the case of HDAC–PROTACs targeting the zinc-dependent HDAC classes I, II and IV, this
pharmacophore can be expanded. The general HDACi pharmacophore of HDAC inhibitors targeting the active
site of class I, II and IV HDAC enzymes consists of a zinc-binding group, a linker, a connecting unit and a cap
region (Figure 6).
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E3 ligase ligands for HDAC–PROTACs
To date, approximately 100 HDACi-PROTACs utilizing the CRBN, VHL or the cIAP E3 ligases have been
reported [100,111]. Xiong et al. recently investigated CRBN-, VHL-, and IAP-based PROTACs and more specifically
within their VHL-based PROTACs they also studied two different attachment points of the VHL ligand [100]

(Figure 7B). It was formerly published that the attachment point of the VHL ligand has a significant impact
on the degradation profile of the resulting PROTACs [97]. By focusing only on the effect of the recruited ligand
through using the sameHDACi and the same linker, they elucidated the different degradation efficacy and substrate
selectivity of the resulting PROTACs. Their set of Dacinostat based PROTACs showed that the CRBN recruiting
PROTAC had a preference for HDAC 6 and 8 (Figure 7B; PROTAC 3) while the VHL-based PROTACs showed
a strong preference for HDAC 3 (Figure 7B; PROTACs 4,5). Between the two VHL-based degraders which only
differ in the attachment point of the VHL ligand, a difference in degradation efficacy was observed. The degradation
selectivity showed only a slight difference as one of the degraders initiated not only the degradation of HDAC 3
but also a weak degradation of HDAC 8. Interestingly, the IAP-based degrader exhibited weak but selective HDAC
6 degradation [100] (Figure 7B; PROTAC 6). The observed E3 ligase dependent degradation selectivity of different
HDAC enzymes was also true with a different HDACi part. The replacement of Dacinostat with vorinostat as an
HDACi ligand led to a change in the profile of degraded HDAC enzymes. Intriguingly, whereas the selectivity
of Dacinostat-based PROTACs is strongly dependent on the recruited E3 ligase, the selectivity of SAHA-based
PROTACs is less dependent on the E3 ligase. HDAC 6 and 10 were degraded independently from the used E3
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ligase ligand, however, the CRBN-based degraders showed a more pronounced HDAC 6 degradation compared to
the VHL-based analogues [100].

A very limited number of studies allow the direct comparison of the effects of different E3 ligases on the
degradation of HDAC proteins since in most cases only one E3 binding motif is used. Smalley et al. synthesized
sets of CRBN-based and VHL-based PROTACs with the same linker length, type and the same HDACi motif
and tested their in vitro HDAC inhibitory activity on an isolated LSD1-CoREST-HDAC 1 complex [112]. It was
observed that their CRBN-based and VHL-based PROTAC, were potent HDAC 1 and 2 degraders. Interestingly,
the VHL-based PROTAC induced a more pronounced degradation of HDAC 1 and 2 than the CRBN-based
PROTAC. In HCT 116 cells, at a concentration of 10 µM, the VHL-based degrader achieved a degradation of
85% for HDAC 1, 76% for HDAC 2 and 63% for HDAC 3 whereas the CRBN-based degrader achieved 62%
degradation of HDAC 1 and 40% degradation of HDAC 2, HDAC 3 levels were not measured (all values are
relative to DMSO control) (Figure 7A; PROTACs 1 and 2). In addition to the influence of the E3 ligase ligand,
a difference between the investigated cell lines was seen [112]. A stronger degradation was observed in HCT116
cells in comparison to E14 mouse embryonic stem (ES) cells. Interestingly, the PROTACs with shorter linkers
displayed the most potent affinity toward the LSD1-CoREST-HDAC 1 complex but were unable to induce histone
acetylation in the ES cell model. In this cell model, only the formerly less active PROTACs with longer linker
lengths were able to induce histone acetylation.
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The higher degradation activity of VHL-based PROTACs toward class I HDACs was also reported by Xiao et al.
In their PROTAC set, only the VHL-based PROTAC was consistently capable of degrading the HDAC 3 enzyme.
Only one CRBN PROTAC was reported to degrade HDAC 3 in the triple-negative breast cancer cell line MDA-
MB-468 and the ER+ cell line T47D (Figure 11B; PROTAC 14). The degradation of the most homologous
HDAC isoforms, HDAC 1 and 2 was not observed [96]. Intriguingly, despite the promising degradation ability,
their most potent PROTAC showed diminished cytotoxic effects on the investigated cancer cells in comparison to
the parent HDACi [96]. This may be attributed to the specific degradation of HDAC 3 over HDAC 1 and 2. It has
been shown that these three HDACs are driving the anticancer activity of HDACi. Thus the degradation of just
one of these isoforms may be the reason for the diminished cytotoxic activity [4].

In contrast to the superiority of the VHL ligand and in accordance with the work of the Fischer lab, the
studies of Yang et al. indicated that their subset of CRBN-based PROTACs are more potent degraders of HDAC
6 than their VHL-based [82,100]. Their degrader was able to induce protein degradation in a wide panel of cell
lines. These findings regarding the potency of CRBN-based degraders were later confirmed by authors, who only
after optimizing the linker length of the HDAC 6-PROTACs, found a VHL-based PROTAC degrader with equal
efficiency in MM1S cells to a CRBN-based one [79]. In comparison to their synthesized CRBN-based degrader, the
VHL-based one retaining the same linker length showed a feebler degradation. After linker extension, the VHL-
based degrader showed a comparable degradation efficacy to their CRBN-based degrader. This emphasizes the need
to optimize the linker length and stresses the differences in the ternary complex formation depending on the utilized
E3 ligase ligand. The degradation effect of their most potent VHL-based degrader (Figure 12; PROTAC 20) was
consistent along different human cancer cell lines (HEK293T, U87MG, A549 andMCF-7), but the potency varied
across the cell lines. Only in the MCF-7 and HEK293T cancer cells nearly complete HDAC 6 degradation was
observed, whereas the maximum degradation in U87MG and A549 was not that pronounced. Also, an animal
species variation regarding the potency was reported. In mouse 4935 cells, the optimized VHL-based degrader
induced more HDAC 6 degradation and α-tubulin acetylation than their CRBN-based degrader [79].

Due to the synthetic accessibility and validated degrading potency, Yang et al. focused on the optimization
of the CRBN ligands for the development of new HDAC–PROTACs. The initial modification of the E3 ligase
ligand indeed led to positive effects, however, to achieve the desired effects, the linker length also needed to be
adapted [77]. They developed improved CRBN ligands and were able to translate their results into a new small set
of lenalidomide, instead of pomalidomide, based HDAC–PROTAC [77] (Figure 8A; PROTAC 7). This finding
illustrates that it is possible to design lenalidomide-based HDAC–PROTACs even with the same degradation
efficacy as their previously published pomalidomide-based PROTAC in MM1S cells (Figure 8; PROTAC 7 and 8).
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Their results highlighted that there is chemical space for the development of new E3 ligase binding motifs [75,77].
Apart from their work on designing anHDACdegrader, the same group has also established an assay for determining
the affinity of new CRBN ligands through the displacement of an HDAC–PROTAC and measuring the protein
levels of the rescued HDAC enzyme [77].
In addition to CRBN- and VHL-based HDAC–PROTACs, Cao et al. used the known cIAP1 ligand bestatin to

develop cIAP-HDAC–PROTACs [113], due to previous success of this ligand when used in the design of PROTACs
targeting different POIs [64]. Unfortunately, these derived HDAC-cIAP-hybrid molecules were not able to induce
degradation of the analyzed HDACs in RPMI-8226 cells (Figure 8B; PROTAC 9) [113]. As described before, Xiong
et al. later successfully recruited the IAP-E3 ligase with their HDAC–PROTACs [100] (Figure 7B; PROTAC 6).

In�uence of the linker region
Currently, the linker region is the most targeted region for chemical modifications of the HDAC–PROTACs. The
vast majority of these modifications involve the utilization of flexible (poly-)ethyleneglycol or alkyl-chain-based
linkers, often including a triazole-moiety serving as a connecting element [75,79,82,96,100,106,110,112,114].

Wu et al. performed the most comprehensive linker optimization. In their work, not only the linker length but
also the position of the triazole, as well as the influence of the attachment position of the linker at the CRBN
ligand, was investigated [75] (Figure 9).
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In summary, current findings demonstrate that the linker length, composition and the attachment point of the
linker to the E3 ligase ligand modulate HDAC–PROTAC degradation efficacy. In line with the importance of the
formation of a ternary complex, the linker length showed the most prominent impact on the degradation ability
of their HDAC–PROTAC set, followed by the orientation of the E3 ligase ligand. The position of the triazole
moiety in the linker displayed a minor role in tuning the degradation efficacy [75] (Figure 9). The study by Wu et al.
illustrated different parameters and opportunities to optimize the linker of an HDAC–PROTAC. The results of
the Tang group broadened these parameters by highlighting the importance of the linker type as their developed
VHL-based HDAC 6 degraders were only active with an alkyl linker and not with a polyethylene glycol linker [79].
The Fischer group showed that a longer linker seems to broaden the HDAC–PROTAC target profile. Their

analogues with longer linkers induced the degradation of more HDAC isozymes than the direct analogues with a
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shorter linker. Specific differences were observed with two different HDACi units and seen regardless of the utilized
E3 ligase [100].
With two sets of either CRBN-utilizing Dacinostat-based PROTACs or VHL-utilizing Dacinostat-based PRO-

TACs only differing in their linker length, they detected differences in HDAC–PROTAC efficacy and selectivity.
Interestingly, in both sets, each consisting of five PROTACs, one PROTAC was unable to induce any degradation
of an HDAC enzyme. In the case of the VHL-recruiting PROTAC, the shorter as well as the longer analogues were
potent degraders of HDAC 3. In the case of CRBN-utilizing PROTACs, the analogue with the longest linker was
unable to show degradation of any HDAC, whereas the shorter analogues were potent degraders of HDACs 6 and
8 [100]. This emphasizes the crucial importance of the linker length itself and the necessity to optimize the linker in
the design of HDAC–PROTACs.
Due to the similarity of the underlying principles of the PROTAC technology these parameters are not unique

to HDAC–PROTACs and comparable studies have been conducted with PROTACs targeting a variety of tar-
gets [61,76,78,97].

As expected in regard to the necessity of a productive ternary complex and because these ternary complexes
should present substantial differences depending on the recruited E3 ligase, the targeted HDAC and the properties
of the HDAC–PROTAC itself, it is neither possible nor useful to generalize the observed findings of the optimal
HDAC–PROTAC linker. However, it may be pointed out that in the case of HDAC–PROTACs, a sharp decrease
in degradation is often observed if the linker is too short [77,112,114], while PROTACs with longer linkers show an
increase or at least a maintenance of degradation efficacy [75,112]. Additionally, as mentioned above, a longer linker
may broaden the selectivity profile of an HDAC–PROTAC [100].

As mentioned earlier in this section, most of the published HDAC–PROTACs rely on flexible linkers, however,
different linker compositions were developed further by Yang and coworkers. They have made valuable progress
with their development of more rigid alkyne and phenyl linkers [77] (Figure 10; PROTAC 10 and 11). Although only
the alkyne-based PROTACs showed degradation activity, this work provided a proof of concept for the introduction
of alternative HDAC–PROTAC linkers. Interestingly, they were also able to synthesize a linker with an integrated
secondary amine (Figure 10; PROTAC 12). This structural element was also used by Xiong et al. as it shows fewer
hydrogen-bond-acceptors- and donors in comparison to the amide-analogues. In this way, they aimed to enhance
the cell permeability of their degraders [77,100] (Figure 7B; PROTACs 3–6 & Figure 12; PROTAC 18, 19).
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The role of the HDACi
The HDACi motif of an HDAC–PROTAC is of crucial importance for the degradation selectivity, as it dictates the
affinity of the HDAC–PROTAC toward certain HDAC enzymes. However, in several cases HDAC–PROTACs
utilizing non-selective HDACi ligands selectively degraded one of the HDAC enzymes which the parent HDACi
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Figure 11. Histone deacetylase–proteolysis-targeting chimeras derived from unselective HDAC inhibitors are showing an unexpected
HDAC-degradation selectivity. (A) PROTAC 13 is derived from a pan-HDAC inhibitor and shows selective degradation of HDAC 6 [109,115].
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is a potent inhibitor of HDAC classes I and IIb HDAC enzymes and shows concentration-dependent degradation of either HDAC 6 or HDAC
1 and HDAC 6 [116].
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Figure 12. Examples of histone deacetylase–proteolysis-targeting chimeras with primed selectivity through utilizing a HDAC inhibitor
with a preference for a certain HDAC class and the classes of HDAC enzymes they degrade.
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showed affinity to. In contrast, there are only singular cases reported where a degradation of a certain HDAC by
an HDAC–PROTAC was observed which was not inhibited by the parent HDACi [100].

For example, Yang et al. used an unselective hydroxamate-based HDACi as an HDAC binding module and
mainly observed the degradation of HDAC 6, despite the nanomolar IC50 values of the HDACi against other
isoforms (HDAC 1–3, 8 and 10) (Figure 11A; PROTAC 13) [77,109,115]. Xiao et al. observed similar results, which
showed that their parent HDACi was a potent inhibitor of all class 1 enzymes, especially HDAC 1-3, but the
PROTACs containing that inhibitor only led to HDAC 3 degradation (Figure 11B; PROTAC 14) [96]. These
interesting outcomes indicate that the HDAC isoform profile of the parent HDAC inhibitor may not be the best
surrogate parameter for the degradation profile of a derived HDAC–PROTAC.
Xiong et al. observations raise the question if even the HDAC isoform profile of the HDAC–PROTAC itself is a

suitable parameter for the degradation profile. Their investigated SAHA-based degraders showed an isozyme profile
comparable to their parent pan-HDAC inhibitor as well as a retained inhibition potency on the respective HDAC
enzyme in vitro. Nevertheless, the derived HDAC–PROTACs were only able to degrade HDAC 6. To exclude
possible time-dependent effects, they performed a time-course analysis and found a selective and time-dependent
degradation of only HDAC 6.
Additionally, their VHL-recruiting and Dacinostat-based degraders showed the same preference for HDAC

isozymes as Dacinostat but preferentially HDAC 3 was degraded [100] (Figure 7B; PROTAC 4 and 5). Sinatra
et al’s. degrader also revealed the robust selectivity of HDAC–PROTACs for degradation of an HDAC class in
contrast to the inhibitory activities of the HDAC-PROTAC itself. Their PROTAC showed an inhibition of HDAC
enzyme activity in the higher nanomolar range with a roughly tenfold stronger inhibition of HDAC 6 over HDAC
1, 2 and 3. However, they observed up to a concentration of 10 micromolar selective HDAC 6 degradation [116]

(Figure 11C; PROTAC 15).
With these outcomes, another result of the Ciulli group was successfully translated into the field of HDAC

degraders. They found the same trend of pronounced selectivity of PROTACs targeting the family of bromodomain
proteins [52]. This trend is also true for proteins which are not directly involved in the process of epigenetic regulation
as was elucidated by the Crews group [84].

These findings were rationalized by the fact that the ternary complex formation of PROTACs with the E3 ligase
and the protein of interest is the key driver in dictating PROTAC selectivity and efficacy. The Ciulli lab showed
that besides high target affinity, the cooperativity of the ternary complex drives the selectivity of the degradation
of bromodomain PROTACs [117,118]. Although neither the cooperativity nor the half-lives of the ternary HDAC–
PROTAC E3 ligase complexes were investigated in the HDAC–PROTAC literature, the observations made in the
present publications can be explained by this concept.
Although a degradation selectivity for a certainHDAC–PROTAC containing a non-selectiveHDACi is observed,

the degradation profile is difficult to predict. This is because it is not in full accordance with the IC50 profile of the
parent HDACi or the HDAC-PROTAC itself.
Aiming for targeted degradation of a certain HDAC, HDAC–PROTACs utilizing class selective HDACi were

designed.
TMP 269 and NVS-HD1 are HDAC class IIa selective inhibitors [119,120]. The TMP 269-based degraders

showed E3 ligase ligand dependent selectivity. TMP 269-based and CRBN-utilizing PROTACs induced selective
degradation of HDAC class IIa enzymes 5 and 7, whereas the VHL-utilizing analogues degraded HDAC 4 and/or 7
(Figure 12; PROTAC 18). A TMP 269-based PROTAC recruiting the IAP ligase was not able to induce degradation
of any HDAC isoform. Interestingly, despite the comparable isoform profile of the parent HDACi, the NVS-HD1-
based HDAC–PROTACs displayed a different degradation profile than the TMP 269-based ones. The degradation
profile of NVS-HD1-based PROTACs were not as class IIa selective as the TMP 269-based degraders. Whereas
the investigated set of TMP-based degraders selectively degraded class IIa enzymes, only one out of nine designed
NVS HD1-based degraders was a selective class IIa HDAC enzyme degrader (Figure 12; PROTAC 19). The other
NVS-HD1-based degraders were either not class-selective or not able to induce degradation at all [100]. In contrast
to the non-functional TMP 269-based IAP-utilizing degrader, the NVS-HD1-based IAP-utilizing degrader was
able to induce HDAC 6 degradation.
Nexturastat A is an HDAC 6 selective inhibitor [121]. All of the nexturastat A derived PROTACs are de-

grading HDAC 6 and are proclaimed to be HDAC 6 selective, although not all HDAC isoform levels were
investigated [75,77,79,82,122] (Figure 12; PROTAC 20).
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Another important class of HDAC–PROTACs are PROTACs which are primed to degrade HDACs of class I.
KnownHDAC class I selective inhibitors are inhibitors that are based on an ortho-aminoanilide-zinc-binding-group
or different macrocyclic HDAC inhibitors [123,124].

Smalley et al. used the HDAC 1-3 selective inhibitor CI-994 as HDACi motif. CI-994 shows a strong inhibition
of HDAC 1, 2 and 3 along with a tenfold preference over the next targeted isoform, HDAC 10 [112,125]. Their
best PROTAC was able to degrade HDAC 1–3, as shown above, reflecting the same preferences as the parent
compound. Since no other HDAC-isoform was investigated, no statement can be made regarding the PROTAC
selectivity [112] (Figure 7A; PROTAC 12,16 & Figure 12; PROTAC 16). Cao et al. partially confirmed these results
by designing another set of CI-994-based HDAC–PROTACs. Different from previous results, their PROTACs
were mainly able to induce degradation of HDAC 3 whereas the degradation of HDAC 1 and HDAC 2 was not
significant or at least not as pronounced as the degradation of HDAC 3 in RAW 264.7 macrophages [106].

Roatsch et al. reported in an actual preprint macrocyclic HDAC–PROTACs with selective class 1 inhibition
properties. Their inhibition profile is in accordance with the degradation profile as their most potent degrader
degrades only class 1 HDAC enzymes 1–3 [114] (Figure 12; PROTAC 17).

Among the NAD+-dependent sirtuins, Schiedel et al. developed a PROTAC using a selective Sirt2 inhibitor.
Their PROTAC degradation profile falls in line with the former results, as their PROTAC selectively degrades
Sirt2 over Sirt1 enzymes [110] (Figure 12; PROTAC 22). Recently, another selective Sirt2 degrader was designed.
Interestingly, this degrader utilized a covalent inhibitor of Sirt2 and is, therefore, the only reported HDAC–
PROTAC with a covalently binding HDACi motif (Figure 12; PROTAC 21). The most potent designed degrader
was able to reduce cell viability in MCF7 and MDA-MB-231 cells. In this aspect, the degrader outruns the Sirt2
inhibitor which it was derived from, as it shows a more pronounced effect in the low micromolar concentration
range [126].

These results led to the conclusion that through the use of a highly selective HDAC ligand, or if the PROTAC
itself shows a high grade of selectivity, the resulting degradation of HDAC enzymes can be steered.
It is noticeable that the majority of reported HDAC–PROTACs at least preferentially degrade the HDAC

enzymes 3, 6, 8 and Sirt2. This might correlate with their cytosolic localization, as HDAC 6, 8 and Sirt2 are located
in the cytosol [4,32] and HDAC 3 is the only member of class 1 HDAC enzymes that is not strictly located in the
nucleus [127]. Other authors mentioned the role of the protein turn-over rates as HDAC 3, 6 and 8 are among
the HDAC enzymes with the longest half-lives [100,128]. Degradation of these enzymes therefore exhibits a more
pronounced long-lasting effect than the degradation of the other HDAC enzymes with shorter half-lives. Lastly, it
cannot be ruled out that HDAC enzymes 3, 6, 8 and Sirt2 form the ternary complexes with the PROTAC and the
E3 ligase more efficiently than the other HDAC enzymes. The underlying selectivity-driving parameters have yet
to be elucidated.
HDAC inhibitory data alone is not a suitable parameter for the prediction of effective degradation abilities

and profiles. One driving principle behind effective degradation is the efficient formation of the ternary complex
consisting of the E3 ligase, the PROTAC and the HDAC as seen in literature before [84,97].

This complex feature of HDAC–PROTACs was observed by Roatsch et al. as their measured HDAC inhibitory
data does not fully correspond to a forecast of efficient degradation [114]. PROTAC 17 showed efficient degradation
of HDAC class I enzymes despite having feebler binding affinities toward these enzymes compared to the parent
HDAC inhibitor and compared to a degrader with more pronounced HDAC inhibitory properties (Figure 12;
PROTAC 17) [114]. These results were confirmed by Xiao et al. as their most potent degrader was not the most
potent inhibitor of HDAC class 1 activity. In general, their VHL-based PROTACs showed a roughly tenfold weaker
HDAC inhibitor ability than their CRBN-based PROTACs. Albeit, this observation does not translate into the
degradation efficacy [96]. However, HDAC–PROTACs can still be potent HDACi themselves as several degraders
roughly maintain the HDAC inhibitory activity of their parent HDACi [106,110,112,126].
Smalley et al. observed that the enzymatic HDAC inhibitory activity of HDAC–PROTACs does not necessarily

translate into cellular HDAC degradation activity. Two of their PROTACs were only active against the HDAC 1
in an LSD1-CoREST-HDAC complex but showed no hyperacetylation in E14 mouse embryonic stem cells. The
degradation assays were only performed with the PROTACs which were able to induce hyperacetylation. Thus, it
remains unclear if the degradation of HDAC enzymes is independent of the inhibition of HDAC enzymes in a
cellular context [112]. They could not discard the hypothesis that these observed effects are only because of limited
permeation into the cell.

158 FutureMed. Chem. (2022) 14(3) future science group
40



Designing HDAC-PROTACs: lessons learned so far Review

Cell type dependency
A general challenge in assessing the degradation potency of HDAC–PROTACs is illustrated by the work of Xiong
et al. and Xiao et al. Xiong et al. screened their HDAC–PROTACs against KELLY as well as MM.1S cells and
found significant differences in the degradation potency as well as the isoform profile of the investigated degraders.
In general, they observed a more pronounced and promiscuous HDAC degradation in MM.1S cells. The finding
of more pronounced degradation in MM.1S cells was in line with prior observations by Yang et al. [79]. The authors
noted that the comparison of isoform-selectivity between different lineages should only be done carefully as the
HDAC expression levels differ between these cells. For example, HDAC 9 and 10 are not reliable expressed in
KELLY cells but in MM.1S cells. Still, they were unable to find any evidence that the cell line-specific degradation
is influenced by the expression levels of the other HDAC enzymes [100]. The same issue was observed by Cao et al.
their set of CRBN-based PROTACs only differed in linker length and chemical structure and were only active in
RAW 264.7 macrophages, but not in A549 cells [106]. Xiao et al. gave further valuable insights into the topic of
cell-type dependencies of HDAC–PROTACs with their screening against MDA-MB-468 and T47D cancer cells.
In both cell lines, the same PROTAC attained the best degradation of the HDAC 3 enzyme. Interestingly, the cell
lines showed different vulnerabilities against other VHL-based PROTACs in this set. For example, the analogue
with the longest linker showed in the MDA-MB-469 cell line a feebler degradation potency than in the T47D cell
line. The result was inverted by a PROTACwith an intermediate linker length, showing a more stressed degradation
in T47D than in MDA-MB-469 cells [96]. This demonstrated that the cell type influences the degradation efficacy
of HDAC–PROTACs even when they are targeting the same E3 ligase and HDAC enzyme.

Conclusion
In the last 3 years, significant progress in the field of HDAC–PROTACs has been made. Potent HDAC–PROTACs
have been developed, validating the PROTAC approach in the HDACi field.
The three-part pharmacophore of a PROTAC consisting of an E3 ligase ligand, the linker and a POI ligand was

successfully established into the new class of HDAC–PROTACs.
First, the E3 ligases CRBN, VHL and IAP were successfully recruited in HDAC degraders. The choice of the E3

ligase ligand determines not only degradation efficacy but also degradation selectivity. Consequently, tuning of the
degradation profile of HDAC–PROTACs by choosing the appropriate E3 ligase ligand is possible. The CRBN- and
the VHL ligase-recruiting HDAC–PROTACs exceed their IAP-recruiting analogs with regard to the degradation
efficacy [100]. Both E3 ligase units are suitable for the design of potent HDAC degraders and all HDAC classes,
except those of class IV, have been addressed with degraders based on CRBN- or VHL-recruiting elements [77,96,100].

Second, the linker is of crucial importance for the degradation efficacy of theHDAC–PROTACs.Moreover, there
are first hints that the linker has an impact on degradation selectivity [100]. Most of the used linkers are flexible alkyl
chains or (poly)ethyleneglycol linkers, more rigid alkyne or phenyl linkers are, at least for CRBN-based PROTACs,
tolerated, but are relatively rare [77,112]. As the optimal linker depends on the HDAC of interest, the recruited E3
ligase, the resulting HDAC-PROTAC-E3 ligase complex as well as the chemical structure of the PROTAC itself,
the development of universally applicable linker-guidelines is not possible. Small changes in linker length or its
composition showed significant effects on the degradation efficacy of HDAC–PROTACs. This emphasizes that
the optimal PROTAC linker for a specific drug target has to fulfill all linker requirements such as length, chemical
structure and attachment points toward the HDACi and the E3 ligase [75,78,79,100].

Lastly, it was shown that the choice of the HDAC binding motif heavily influences the selectivity of the
HDAC–PROTAC leading to degraders with an exquisite selectivity over other isoforms. However, the surprising
HDAC selectivity of an HDAC–PROTAC derived from unselective HDACi led to the conclusion that the HDAC
inhibitory properties are not in all cases the appropriate prediction parameter for the envisionedHDAC degradation
profile. The discrepancy between the degradation profile and the HDAC-inhibitory properties is not limited to
the comparison of the HDAC–PROTAC degradation profile with the inhibition profile of the parent HDACi
but extends to the HDAC inhibitory activities of the HDAC–PROTAC itself. This raises the question of how to
steer the selectivity of HDAC degraders by chemical PROTAC design. In accordance to formerly published results
referring to other research fields, the degradation selectivity of an HDAC–PROTAC often supersedes the selectivity
of its HDACi inhibitory properties as well as the HDACi inhibitory properties of its parent HDACi [52,84,96,116].
So far, most of the research activities were focused on the design of HDAC class I, IIb or III selective degraders

by utilizing an HDAC inhibitor with the class preference of interest. Unselective inhibitors incorporated in
HDAC–PROTACs tend to show degradation preference for the class I HDACs 3 and 8 and the class IIb HDAC
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6 [96,100,109,116]. This underlines that the cytoplasmic localization of the HDACs 3, 6 and 8 enzymes seems
to be the main reason for their frequent degradation. In contrast, there is no reported HDAC–PROTAC for
the at least partly cytosolic localized HDAC enzyme HDAC 11. Additionally, the class IIa HDACs are, despite
their tractability through selective inhibitors and their at least partially cytosolic location, difficult to degrade
with HDAC–PROTACs. The existing class IIa HDAC degraders show a weak degradation potency compared
to the degradation levels of HDAC degraders of class IIb HDACs [100]. This queries the importance of the
cellular HDAC localization. The questions arise of how other factors like the cooperativity and the half-life of
the ternary E3 ligase–PROTAC–HDAC complex, the cellular turnover of the HDAC enzyme or the occurrence
of the respective HDAC enzyme in larger protein complexes influence the degradation selectivity of the HDAC–
PROTACs. Intriguingly, it was recently shown that complex components of HDAC protein complexes are prone to
collateral degradation induced by HDAC–PROTACs. These HDAC complex components could even be degraded
if the HDAC component itself was not [100]. These results may offer the possibility to selectively destabilize
HDAC-protein complexes instead of just inhibiting their HDAC function.
If the optimal HDAC–PROTAC possesses efficient degradation potency as well as degradation selectivity, the

HDAC–PROTACs investigated to date are on track to realize this idea. Potent degraders with diverse structural
motifs have been developed, and promising effects on different cancer cell types have been observed. A major
challenge for further HDAC–PROTAC development remains the elucidation of the currently hardly predictable
selectivity of HDAC enzyme degradation.

Future perspective
With the emergence of BRD degraders in clinical trials, the field of epigenetic protein degraders has proven its
suitability to enrich the field of epigenetic drug research. Before HDAC–PROTACs can catch up to the BRD
degraders, more detailed biological and pharmacological studies are needed. Three major areas need to be addressed
in the future. First, the biological screening and evaluation of the HDAC–PROTACs to be extended. The majority
of HDAC–PROTACs have not been tested for their degradation ability on all HDAC isoforms. Furthermore, to
elucidate off-target degradation and to investigate the effects of indirect degradation, further proteomic screening
of HDAC–PROTACs is needed. In particular, the development of further class IIa or class IV degrading HDAC–
PROTACs in combination with an analysis of their collateral or indirectly degraded proteins would contribute
to the understanding of their biological function. The fact that HDAC-targeting PROTACs can degrade other
members of protein complexes without degrading the target HDAC itself will help to elucidate their implications
and role in these complexes [100].

Second, a systematic evaluation of the cell type differences is crucial for understanding whether certain cancer
or tissue types are more sensitive to HDAC–PROTACs than others. Furthermore, it is of great interest to elucidate
the correlation between the cellular HDAC expression levels and the sensitivity toward HDAC–PROTACs. The
results obtained out of these preclinical studies could pave the way for the introduction of HDAC–PROTAC in
the clinic.
Third, the promising in vitro data are lacking confirmation through in vivo experiments. To date, the biological

evaluation of HDAC–PROTACs fully depends on in vitro assays. No case of in vivo evaluation has been reported.
In this regard, the further development of HDAC–PROTACs has to focus on the translation of the already
observed biological effects as well as on the development of bioavailable PROTACs. Thus, physicochemical and
pharmacokinetic properties of HDAC–PROTACs have to be taken in account.
But even without in vivo results, the HDAC–PROTAC field has opened up space for further investigation

through the synthesis of potent degraders recruiting different E3 ligases and including HDAC inhibitors with
various isoenzyme profiles. With these encouraging results, the use of different and new E3 ligase ligands has
become an urgent topic, which is already on the current research agenda. The scope of ligandable E3 ligases is
continuously expanding through the development of new approaches to discover new ligands [62,68,70,72]. These
new E3 ligase ligands could facilitate the search for tissue- and disease-specific HDAC–PROTACs.
In addition to the discovery and development of new E3 ligase ligands, the HDAC–PROTAC approach leaves

also chemical space for the inclusion of novel HDACi motifs. To date, no HDAC–PROTAC targeting the
class IV HDAC enzyme, HDAC 11, has been described, but suitable ligands for this target have been recently
developed [129,130]. Moreover, the recent development of a ligand binding to the Znf-UBD of HDAC 6 spear-
headed the way for the non-active site dependent targeting of HDAC enzymes [131]. The inclusion of this new type
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of HDAC inhibitor, that is targeting a functional HDAC domain, into the design of HDAC–PROTACs would
significantly broaden the scope of HDAC degraders.

Executive summary

Choosing the E3 ligase ligand
• The VHL, CRBN and IAP ligands are currently the only E3 ligase recruiting elements successfully implemented in

histone deacetylase (HDAC)–proteolysis-targeting chimeras (PROTACs).
• Usually, the VHL ligand and CRBN-based HDAC–PROTACs are more potent degraders, compared to IAP-based

analogs.
Linker composition
• Commonly, �exible alkyl-chains or polyethyleneglycol based linkers are used, and more rigid linkers are tolerated.
• Linker length, composition and attachment position have to be considered in the PROTAC-linker development.
In�uence of the HDACi motif
• Even PROTACs utilizing an unselective HDACi can provide the selective degradation of certain HDAC isozymes.
• Neither the HDAC inhibition selectivity pro�le of the parent HDAC inhibitor nor the HDAC inhibitory properties

of the HDAC–PROTAC itself are appropriate predictive parameters for the degradation pro�le of the
HDAC–PROTAC.

• HDAC 3, HDAC 6, HDAC 8 and Sirt2 are especially prone to HDAC–PROTAC degradation in�uenced by their
cytosolic localization.
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2. Zielsetzung

In der frühen Phase der Arzneistoffentwicklung steht die präklinische Optimierung einer 

Leitstruktur im Vordergrund. Ein wichtiger Meilenstein hierbei ist der Nachweis der Effektivität 

dieser Leitstruktur in in vivo Studien.  

Die präklinische Optimierung einer Leitstruktur beschränkt sich nicht nur auf die Optimierung 

der Bindung an ein biologisches Zielprotein, wie beispielsweise die Inhibition von 

HDAC-Enzymen, sondern berücksichtigt auch komplexere Parameter wie zytotoxische 

Aktivität gegen Krebszellen, physikochemische Eigenschaften oder pharmakokinetische 

Parameter. Diese Optimierung ist erforderlich, um die initiale Leitstruktur zu einem klinischen 

Kandidaten weiterzuentwickeln.115  
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Leukämiezelllinien
HAL-01 IC50: 0.21 µM
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Abbildung 11: Der phenylthiazol-basierte HDACi 4a. 4a ist ein HDACi mit nanomolarer Inhibition 
zu HDAC 2 und HDAC 6 Enzymen und submikromolarer Aktivität gegen Leukämiezellen. Der 
terminale Phenylring ist grün markiert. Unveröffentlichte Daten aus den Arbeitsgruppen von 
Prof. Dr. Matthias U. Kassack und Dr. Sanil Bhatia. 

Die Leistruktur dieser Arbeit, der HDAC Klasse I/IIb Inhibitor 4a, stammt aus Vorarbeiten von 

Dr. Leandro Alves-Avelar im Arbeitskreis Kurz. Dieser HDACi zeigt im HDAC-Enzym Assay 

nanomolare Inhibition zu einem repräsentativen HDAC-Enzym der Klasse I und HDAC 6 sowie 

potente zytotoxische Aktivität gegen Leukämiezellen im submikromolaren Bereich (Abbildung 

11). Diese Daten bilden eine gute Ausgangslage für eine präklinische Optimierung. 

Insbesondere der terminale, unsubstituierte Phenylring von 4a eignet sich für Modifikationen. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der terminale Phenylring von 4a systematisch substituiert, um 

die Struktur-Aktivitätsbeziehung dieses Strukturmotives abzuleiten. Die Derivate von 4a 

wurden sowohl auf ihre HDAC-enzyminhibitorischen Eigenschaften als auch auf ihre Aktivität 

gegen Leukämiezellen untersucht.  

HDAC-Inhibitionsprofil 
Ki(HDAC2): 0.014 µM
Ki(HDAC4): 62.12 µM
Ki(HDAC6): 0.007 µM
Ki(HDAC8):   1.78 µM 
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Ausgehend von den in vitro Ergebnissen sollten die beiden HDACi mit dem besten 

antileukämischen Profil zur Vorbereitung auf in vivo Tierstudien einer in vitro Pharmakokinetik 

Analyse unterzogen werden.  

Aus diesen pharmakokinetischen Analysen wurde der vielversprechendste HDACi in einem 

Leukämie-Mausmodell auf antiproliferierende Eigenschaften in vivo hin untersucht. 

Die umfassende Charakterisierung von 4a belegt die Eignung dieses HDACi-Motives zur 

Anwendung in einem HDAC-PROTAC. Ein HDAC-PROTAC mit diesem HDACi-Modul hat 

zusätzlich zu den biochemischen Effekten resultierend aus der Hemmung der 

Deacetylase-Aktivität das Potential, darüber hinausgehende Effekte durch die Degradation 

von HDAC-Enzymen zu zeigen. Insofern können mit diesen PROTACs die 

nicht-enzymatischen Funktionen von HDAC-Enzymen unterbrochen werden. Dabei bietet das 

generelle Pharmakophor von HDAC-PROTACs die Möglichkeit, durch Anpassungen des 

HDACi Moduls und des E3-Ligase Liganden die Potenz und die Degradationsselektivität zu 

steuern. 
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Abbildung 12: HDAC 6 selektiver HDAC-PROTAC von Yang et al.116 Das HDACi-Pharmakophor 
ist grün markiert. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die HDACi Leitstruktur 4a als HDACi-Motiv in einen HDAC-

PROTAC inkorporiert werden. Die Struktur des neuen HDAC-PROTACs orientiert sich hierbei 

an einem HDAC 6-selektiven HDAC-PROTAC von Yang et al., mit einem E3-Ligase Liganden 

der CRBN-Ligase, der bereits erfolgreich für das Design von HDAC-PROTACs verwendet 

wurde (Abbildung 12).117 Der resultierende HDAC-PROTAC sollte dann neben seiner 

HDAC-Enzyminhibition auch bezüglich seiner HDAC-Enzym Degradationseigenschaften 

untersucht werden.  
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Abbildung 13: Klasse I HDAC-PROTAC von Smalley et al.118 Der E3-Ligase Ligand ist grün 
markiert. 

 

Die Rekrutierung verschiedener E3-Ligasen ist eine Möglichkeit, die Degradationsselektivität 

von HDAC-PROTACs zu beeinflussen. Neben der Degradationsselektivität ist durch die 

gewebsspezifische Expression einiger E3-Ligasen theoretisch eine Zelltyp- oder 

gewebsspezifische Aktivität von HDAC-PROTACs möglich.119 Deswegen wurde anhand der 

Leitstruktur von Smalley et al. der E3-Ligase Ligand gegen andere, noch nicht im Design von 

HDAC-PROTACs beschriebene E3-Ligase Liganden ausgetauscht. Diese 

heterobifunktionellen Moleküle sollten dann auf ihre Degradationseffizienz und -selektivität hin 

untersucht werden (Abbildung 13). Zur besseren Vergleichbarkeit wurde bei diesen neuen 

potentiellen HDAC-PROTACs dasselbe HDACi-Modul gewählt.  
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3. Ergebnisse und Diskussion 
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Abstract 

Histone deacetylases inhibitors (HDACi) have proven to be valuable anticancer drugs, 

particularly in treating hematological malignancies. However, the dose-limiting toxicities of 

approved HDACi pose a significant challenge. This study aimed to design, synthesize, and 

evaluate a set of HDACi with an alkoxyamide connecting unit and substituted phenylthiazole 

cap groups, particularly interested in their efficacy against therapy resistant leukemia cells 

while ensuring minimal toxicity. A structural optimization program yielded HDACi with 

nanomolar inhibitory activity against HDAC class I/IIb enzymes. The novel inhibitors (4d and 

4m) showed superior anti-leukemic activity compared to several approved HDACi against 

leukemia cell lines and patient-derived leukemia samples. Notably, 4d and 4m exhibited 

selectivity against leukemia cell lines and patient derived leukemia cells with minimal impact 

on healthy human cells compared to the clinically used HDACi vorinostat and romidepsin. 

Furthermore, 4d and 4m displayed high synergistic activity when combined with routinely used 
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chemotherapeutics, decitabine and clofarabine. In vitro pharmacokinetic studies showed the 

most promising profile for 4d with intermediate microsomal stability, excellent plasma stability 

and concentration-independent plasma protein binding, superior to 4m. Finally, when 

administered in vivo, 4d at 10mg/kg dosage suppressed in vivo growth of MV4-11 leukemia 

cells, without causing any observable signs of toxicity. 

1. Introduction  

Leukemia is characterized by genetic and epigenetic heterogeneity due to the presence of 

diverse molecular alterations, contributing to the formation of distinct subgroups and 

influencing the prognosis and therapeutic outcome of patients1–3. Leukemia is the most 

common cancer in children, with an 5-year-overall survival rate exceeding 85%4. However, 

approximately 20 - 25% of childhood leukemia patients experience relapsed or refractory 

leukemia; among those cases around 15 - 50% of patients are only able to achieve remission5. 

Another ongoing challenge in leukemia treatment is the therapy-related toxicity of routinely 

used drugs6,7, along with certain leukemia subtypes that continue to be linked to unfavourable 

outcomes8. In order to prevent long-term therapy-related health damage and to successfully 

treat therapy-refractory subtypes, new anti-leukemic drugs are urgently needed.  

A possible target for new therapies are the characteristic perturbations of cancer cells in their 

epigenetic regulation9. Epigenetic dysregulation is common for all kinds of human cancer 

irrespective of solid tumors or hematological malignancies10. It has been argued that the 

epigenetic disruption is the causative mechanism behind all hallmarks of cancer steering 

proliferation, growth suppressor evasion or apoptosis of cancer cells.11 Previous studies 

revealed that hematological malignant cells are especially sensitive to treatment with HDAC 

inhibitors12, although the exact mechanism behind this observation remains elusive as it is not 

allocated to a single cause13. Today, all approved HDACi are approved for the therapy of 

hematological malignancies14. The epigenetic regulation of transcription is significantly 

governed by the acetylation status of histones15. This status is tightly regulated by the interplay 

of two families of enzymes that control the acetylation or deacetylation of ε-amino-group of 

lysine residues: Histone acetyltransferases (HAT) acetylate the ε-amino group of lysine 

residues while Histone deacetylases (HDAC) remove acetyl groups from lysines16. HDAC 

enzymes are classified into four classes related to their homology towards yeast 

deacetylases17. Three of the four classes, namely class I, II and IV HDAC enzymes, are zinc-

dependent metalloenzymes. Class I consists of HDAC enzymes 1, 2, 3 and 8. Especially the 

nucleic HDAC enzymes 1, 2, and 3 are directly involved in the regulation of the acetylation 

status of histones18. Class IIb is formed by the cytosolic enzymes HDAC6 and -10. Substrates 

of HDAC6 are, among others, proteins which are found to be dysregulated in cancer like 

HSP9019 or Ku7020. 
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In addition to their potent anti-leukemic effects used as mono treatment, HDACi are displaying 

strong synergistic effects in combination with a broad variety of anticancer drugs21. For 

instance, HDACi act synergistically with alkylating22,23 and hypomethylating agents24, 

proteasome inhibitors25–27 and immunomodulating drugs28,29. In light of the promising results 

seen in preclinical studies, clinical trials are currently underway to investigate the potential of 

HDACi (vorinostat) in combination with the hypomethylating agent (azacytidine) for the 

treatment of pediatric or adult acute myeloid leukemia (AML) patients (NCT03843528 and 

NCT00392353). This provides the rationale for a systematic investigation of HDACi as 

synergistic combination partners for the therapy of resistant leukemic cells.  

Our newly developed HDAC inhibitors, targeting class I and IIb, have demonstrated 

remarkable efficacy against different types of leukemic cells, including those resistant to 

standard therapies. Notably, these inhibitors exhibit a higher selectivity towards leukemic cells 

while minimizing damage to healthy cells, distinguishing them from several approved HDACi. 

Moreover, our most promising candidates (4d, 4m) have displayed significant synergistic 

effects when combined with the approved chemotherapeutic agents, decitabine and 

clofarabine. Promising in vitro pharmacokinetic characteristics and in vivo activity encourage 

their further investigation.  
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5 5  

2.  R e s ult s a n d di s c u s si o n:

Fi g u r e 1 . D e v el o p m e nt of n o v el al k o x y a mi d e-b a s e d H D A Ci A) P h a r m a c o p h o r e m o d el of H D A C -
i n hi bit o r s  e x e m plifi e d  o n  v o ri n o st at.  C U =  c o n n e cti n g  u nit,  Z B G =  zi n c-bi n di n g -g r o u p.  B) 
Pr e vi o u sl y  p u bli s h e d  al k o x y a mi d e -d e ri v e d  H D A C -i n hi bit o r2 6 .  C)  T h e  i niti al  s cr e e ni n g  hit  4 a 
s h o w e d n a n o m ol a r H D A C -i s o e n z y m e i n hi biti o n a n d hi g h n a n o m al o r c yt ot o xi c a cti vit y o n t h r e e 
diff er e nt  l e u k e mi c  c ell  li n e s.  D e ri v ati s ati o n  of  t h e  t er mi n al  p h e n yl  m oi et y  i m p r o v e d  t h e  a nti -
l e u k e mi c a cti vit y w hil st r et ai ni n g t h e H D A C -i s o e n z y m e i n hi biti o n.  

I n  s e ar c h  of  a nti-l e u k e mi c  a g e nt s  w e  s cr e e n e d  o ur  i nt er n al  li br ar y  f or  n o v el  a n d  e a sil y 

a c c e s si bl e l e a d str u ct ur e s a g ai n st t hr e e l e u k e mi c c ell li n e s K 5 6 2 – ( c hr o ni c m y el oi d l e u k e mi a 

or  C M L);  H L 6 0 – ( a c ut e  m y el oi d  l e u k e mi a  or  A M L);  H P B A L L – ( T-c ell  a c ut e  l y m p h o bl a sti c 

l e u k e mi a or T-A L L) a n d i d e ntifi e d H D A Ci 4 a a s a hit c o m p o u n d. Stri ki n gl y, 4 a  o ut p erf or m e d 

t h e  a p pr o v e d  H D A Ci,  v ori n o st at,  b ot h  i n  t er m s  of  H D A C-e n z y m e  i n hi bit or y  a cti vit y  a n d  o n 

c yt ot o xi c a cti vit y o n v ari o u s l e u k e mi c c ell li n e s. 4 a c o m bi n e s a p h e n ylt hi a z ol e  c a p gr o u p t h at 

h a s b e e n s u c c e s sf ull y d e pl o y e d i n t h e d e v el o p m e nt of H D A Ci b ef or e 3 0 – 3 3  a n d a n al k o x y a mi d e 

a s  a  bi oi s o st eri c  r e pl a c e m e nt  f or  t h e  c o m m o n  a mi d e  m oi et y 2 6, 3 4 .  C urr e ntl y,  t h e  t w o  cli ni c al 

a p pr o v e d  Mit o g e n -a cti v at e d  pr ot ei n  ki n a s e  ki n a s e  ( M E K)  1/ 2  i n hi bit or s,  bi ni m eti ni b  a n d 

s el u m eti ni b, ar e e st a bli s hi n g t h e al k o x y a mi d e gr o u p a s a v al u a bl e str u ct ur al m otif i n t h e fi el d 

of a nti c a n c er dr u g s. 3 5, 3 6  W e h a v e s h o w n pr e vi o u sl y, t h at al k o x y a mi d e -b a s e d H D A Ci wit h a n 

al k o x y a mi d e  c o n n e cti n g  u nit  ar e  e q u all y  p ot e nt  a s  or  e v e n  m or e  p ot e nt  a s  s o m e  a p pr o v e d 

H D A Ci  wit h  a n  a mi d e  c o n n e cti n g  u nit. 2 6, 3 4  T h e  al k o x y a mi d e  e xt e n d s  t h e  c h e mi c al  s p a c e  of 

a mi d e bi oi s o st er s a n d m a y c o ntri b ut e t o t h e r e c e ntl y e m er gi n g t o pi c of h y dr o x yl a mi n e a n al o g s 

t o e st a bli s h e d a mi n e m oi eti e s.3 7, 3 8  
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As starting materials for a diverse set of phenylthiazole analogues were readily available, we 

aimed in this study to further develop 4a into a new anti-leukemic lead structure by elucidating 

the structure activity relationship of its terminal phenyl moiety. 

 

Synthesis  

The synthesis of the novel HDACi (4a-m) started with the saponification of the phenylthiazole 

carboxylic esters (1a-m) followed by a HBTU-mediated coupling of the generated 

corresponding sodium salts with the hydroxylamine linker 2 containing the O-trityl-protected 

hydroxamic acid zinc binding group using a modified protocol of Goodreid et al39 (Figure 2).The 

coupling reactions for the construction of the alkoxyamide moiety was performed utilizing the 

in situ generated sodium salts of the respective carboxylic acids as the corresponding acids of 

1a-m were prone to decarboxylation. The synthesis of the hydroxylamine linker 2 was 

previously published by our group26. Subsequent TFA and triethylsilane mediated deprotection 

of the O-trityl-protected hydroxamates yielded the hydroxamic acids 4a-m. 

 

Figure 2. Reagents and conditions: a) 1. 1 M. NaOH, THF, RT o.n. 2. HBTU, DIPEA, DMF, RT, o.n. 
b) TFA, Et3SiH, DCM, RT, 30 min 
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HDAC-enzyme inhibition  

All synthesized HDACi are nanomolar inhibitors of HDAC2, a representative of HDAC class I, 

and of HDAC6, a representative of HDAC class IIb. The HDAC enzyme inhibition profile did 

not differ remarkably among the improved analogues (Table 1). Derivate 4m was the most 

potent HDAC2 inhibitor improving the IC50 of the parent compound 4a (IC50 0.140 µM) 

significantly by a factor of 13 (IC50 0.0045 µM). Also compounds 4d (IC50 0.015 µM) and 4l 
(IC50 0.010 µM) improved the HDAC2 inhibition in comparison to 4a by a factor of 4 or 6, 

respectively. Interestingly, HDAC6 inhibition was not improved to the same extent as the 

HDAC2 inhibition. 4c is the most active HDAC6 inhibitor in this series and exceeded the activity 

of the parent compound by a factor of about three (IC50 0.026 µM). However, each newly 

synthesized HDAC inhibitor surpassed vorinostat in regards of the HDAC2 inhibition and were 

similar potent as tubastatin A in HDAC6 enzyme inhibition. 
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Table 1. Inhibition of human HDAC2, 4, 6, and 8 by compounds 4a – m and reference compounds 
vorinostat, panobinostat and tubastatin A.  

compound R IC50 (HDAC2) [µM] IC50 (HDAC4) [µM] IC50 (HDAC6) [µM] IC50 (HDAC8) [µM]

4a 0.059 ± 0.012 > 100 0.075 ± 0.03 4.01 ± 0.9

4b 0.046 ± 0.009 > 100 0.026 ± 0.006 2.16 ± 0.3

4c 0.056 ± 0.013 > 100 0.026 ± 0.008 5.20 ± 1

4d 0.015 ± 0.004 > 100 0.038 ± 0.01 5.75 ± 0.9

4e 0.065 ± 0.008 > 100 0.051 ± 0.05 1.29 ± 0.3

4f 0.045 ± 0.011 > 100 0.047 ± 0.015 2.32 ± 0.3

4g 0.048 ± 0.012 > 100 0.045 ± 0.012 6.38 ± 1.6

4h 0.047 ± 0.008 > 100 0.081 ± 0.03 2.51 ± 0.3

4i 0.105 ± 0.016 > 100 0.049 ± 0.017 5.41 ± 0.3

4j 0.060 ± 0.03 > 100 0.064 ± 0.03 7.01 ± 1.9

4k 0.065 ± 0.03 > 100 0.108 ± 0.004 4.86 ± 0.5

4l 0.010 ± 0.003 > 100 0.030 ± 0.01 3.68 ± 0.5

4m 0.0045 ± 0.0007 > 100 0.064 ± 0.03 4.80 ± 1.6

Vorinostat - 0.165 ± 0.006 47.8 ± .006 0.047 ± 0.003 5.85 ± 0.7

Panobinostat - N.D. 0.725 ± 0.06 N.D. 0.299 ± 0.07

Tubastatin - N.D. N.D. 0.033 ± 0.017 N.D.
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a: All compounds were evaluated in duplicate in two independent experiments. Values represent 
the mean +/- SEM. N.D. = not determined.  

High throughput drug screening on cytotoxicity of novel HDACi 

A high throughput drug screening (HTDS)40 was conducted to evaluate the activity of 13 new 

synthesized HDACi across three leukemia cell lines: K562, HPBALL, and HL60. By 

representing the IC50 values of each HDACi through heatmaps and performing unsupervised 

clustering, three distinct clusters were identified (Figure 3 and Table 2). Compared to the lead 

inhibitor 4a, the first cluster had a similar activity against the three entities, while the second 

cluster consisted of HDACi with slightly lower IC50 and the third one showed significantly lower 

IC50 (~ 0.7 log10 fold change). In the HL60 cell line, which is the most sensitive, HDACi 4d, 4m, 

and 4l showed IC50 values between 0.049 µM and 0.086 µM, whereas in the K562 cell line, 

the range was 0.141 nM to 0.242 nM. Throughout all three cell lines the inhibitor with the most 

potent anti-cancer activity is 4m, followed by 4d and 4l.  
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Figure 3. Comparison of the cytotoxic effect of compounds 4a-4m on three leukemia cell lines 
(K562, HPBALL, and HL60) originating from different lineages (n=3). The data is visualized using 
an unsupervised clustered heat map using log10 nanomolar IC50 values. Additionally, a box plot 
analysis was performed, enabling the identification of three distinct clusters. The color-coded 
dendrogram placed above the heat map highlights that compounds 4d, 4l, and 4m demonstrate 
high cytotoxicity when compared to the other tested compounds. 
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Table 2. Comparison of the IC50 of the experimental compounds in three different leukemia 
entities 

compound R IC50 (HL60) [nM] IC50 (HPBALL) [nM] IC50 (K562) [nM]

4a 424.6 ± 68.3 459.8 ± 35.2 879.2 ± 25.5

4b 332.1 ± 56.2 523.1 ± 58.2 993 ± 128.2

4c 670.7 ± 74.8 714.6 ± 55.2 1478.7 ± 53

4d 76.8 ± 8.2 110.6 ± 15.2 180.8 ± 55.7

4e 352.4 ± 25.5 359.9 ± 20 873.9 ± 238.4

4f 249.8 ± 84.5 421.2 ± 44.7 656.1 ± 264.7

4g 380.3 ± 36.8 465.3 ± 73.1 786.4 ± 230.9

4h 168.1 ± 104 355.9 ± 19.6 526.5 ± 28

4i 313.7 ± 96.5 403.8 ± 46.2 722 ± 164

4j 192.4 ± 22.4 279 ± 20.7 414.6 ± 38.8

4k 263.7 ± 70.7 446.4 ± 65.7 629.6 ± 69.6

4l 86 ± 10.4 119.4 ± 6.2 242.5 ± 52

4m 49.1 ± 5.4 100.1 ± 6 141.9 ± 13.2
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Structure-activity-relationship analysis  

First, we modulated the electronic properties of the terminal phenyl ring by introducing a 

methoxy or fluorine substituent at the 1´, 2´or 3´- position, respectively. Whereas the 

introduction of fluorine did not influence the anti-leukemic effect of the HDAC inhibitors 

regardless of the ring position (4e – g), the introduction of a methoxy substituent at the 

4´-position (4d) enhanced the cytotoxic activity against leukemia cells in comparison to the 2´ 

or the 3´ derivates (4b, 4c).  

Secondly, the replacement of the phenyl ring with thiophene was tolerated (4h, 4i). 
Interestingly, the sulfur in the 2´-position (4h) proved to be beneficial for the anti-leukemic 

activity. However, the overall influence on the cytotoxic activity remained rather small. 

Thirdly, we focused on the optimization of the substituent in 4´-position. The comparison of the 

4´-methyl substituted analog (4j) with the 4´-trifluoromethylated analogue (4k) clearly showed 

that a strong electron withdrawing substituent at this position reduces the cytotoxic efficacy. 

However, introduction of larger substituents combined with electron donating properties led to 

the pyrrolidine analog 4m, a compound with strong cytotoxic activity. Extending the size of the 

cap group with a 2´-benzofuran moiety (4l) also enhanced the cytotoxic activity remarkably in 

comparison to 4a.  

Overall, the introduction of larger substituents in 4´-position in combination with electron 

donating heteroatoms (4d, 4m) and the 2´substitued benzofuran (4l) improved the 

antileukemic activity in comparison to the unsubstituted compound 4a remarkably (Table 2). 

In addition, there is also a good correlation between the antileukemic activity and the inhibition 

of HDAC2 and 6. 
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T h e H D A C i n hi bit or y eff e ct s of t h e t hr e e m o st pr o mi si n g d eri v ati v e s ( 4 d , 4l , a n d 4 m ) w er e n e xt 

e v al u at e d t hr o u g h c ell -b a s e d a s s a y s u si n g t h e H L 6 0 c ell li n e. Tr e at m e nt of H L 6 0 c ell s wit h 

c o m p o u n d s 4 d , 4l ,  a n d 4 m  r e s ult e d  i n  n ot a bl e  α-t u b uli n  a c et yl ati o n  (i n di c ati n g  eff e cti v e 

i n hi biti o n  of  H D A C 6),  a s  d et er mi n e d  b y  W e st er n  bl ot  a n al y si s.  V ori n o st at  w a s  utili z e d  a s  a 

c o ntr ol  f or  c o m p ari s o n  ( Fi g ur e  4.).  W h e n  e v al u ati n g  H D A C  cl a s s  I  i n hi biti o n,  t h e  o pti mi z e d 

i n hi bit or s di s pl a y e d hi g h er hi st o n e H 3 a c et yl ati o n l e v el s c o m p ar e d t o v ori n o st at. F urt h er m or e, 

c orr el ati n g  wit h  t h e  H 3  a c et yl ati o n,  w e  o b s er v e d  hi g h er  P A R P  cl e a v a g e  (i n di c at or  of 

a p o pt o si s  i n d u cti o n)  wit h 4 d , 4l  a n d 4 m, s u g g e sti n g  t h eir  e n h a n c e d  eff e cti v e n e s s  i n 

c o m p ari s o n t o v ori n o st at .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fi g u r e 4 . W e st er n Bl ot a n al y si s w a s c o n d u ct e d t o a s s e s s t h e eff e ct s o n H D A C i n hi biti o n m ar k er s 
( a c-H 3 a n d  a c -T u b uli n) a n d t h e i n d u cti o n of a p o pt o si s m a r k e r ( cl e a v e d  P A R P) f oll o wi n g a 2 4 -
h o u r t r e at m e nt wit h 4 d, 4 m a n d v o ri n o st at ( c o nt r ol) i n H L 6 0 l e u k e mi a c ell s ( n = 3). A r e p r e s e nt ati v e 
bl ot i s s h o w n h er e wit h G A P D H s er vi n g a s t h e l o a di n g c o nt r ol.  
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Selective cytotoxicity of 4d and 4m against leukemia cells surpasses various 
commercial HDAC inhibitors 

Following the confirmation of cellular HDAC inhibition by the promising new HDACi series, we 

selected two most potent HDACi (4d and 4m) for an extended drug screening analysis. This 

analysis involved evaluating their effectiveness against twelve commercially available HDAC 

inhibitors using 7 leukemia cell lines (Figure 5A) and 18 leukemia patient-derived xenograft 

(PDX) cells (Figure 5B) across distinct therapy response subgroups. We incorporated healthy 

controls into our screens to determine whether 4d and 4m operate within a safe therapeutic 

window. These controls comprised CD34+ hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs) 

derived from cord blood and T-cells from healthy donors. By determining drug sensitivity scores 

(DSS) and generating selective DSS (sDSS),41 we obtained comparative data to evaluate their 

selectivity on the leukemia cells compared to the healthy controls. In comparative studies, both 

4d and 4m demonstrated superior efficacy compared to clinically advanced HDAC inhibitors 

including tubastatin A, ricolinostat, CI994, romidepsin, and vorinostat. This was evidenced by 

their significantly elevated sDSS values when assayed against a panel of leukemia cell lines 

and PDX cells. Moreover, 4d and 4m consistently displayed selective anti-leukemic effects in 

the majority of tested leukemia cell types, suggesting their superiority over other examined 

HDACi. 
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Figure 5. Unsupervised clustered heatmap displaying selective drug sensitivity score (dDSS) of 
A) leukemia cell lines and B) patient derived xenografts (PDX) grown leukemia cells. The 
statistical analysis was conducted using one way ANOVA, n=1. ALL = acute lymphoblastic 
leukemia, AML = acute myeloid leukemia, B-ALL = B-cell acute lymphoblastic leukemia, CML = 
chronic myeloid leukemia, MLLr = MLL rearranged leukemia, T-ALL = T-cell acute lymphoblastic 
leukemia, na = not applicable, ns= not significant, * = p(adj) > 0.05, **= p(adj) > 0.01, ***= p(adj) > 
0.001, ****= p(adj) > 0.0001 
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4 d a n d 4 m i n d u c e c ell c y cl e arr e st a n d a p o pt o si s i n l e u k e mi a c ell s  

H D A C  i n hi biti o n  c o m m o nl y  l e a d s  t o  c ell  c y cl e  arr e st  a s  a n  i niti al  r e s p o n s e,  f oll o w e d  b y  t h e 

i n d u cti o n of a p o pt o si s4 2, 4 3  . A n al y si s of t h e c ell c y cl e d e m o n str at e d t h at tr e at m e nt wit h 4 d i n a 

c o n c e ntr ati o n of 0. 1 5 μ M  a n d  4 m at b ot h c o n c e ntr ati o n si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d t h e pr o p orti o n 

of  H L 6 0 c ell s  i n  t h e G 1 p h a s e. 4 d  a n d 4 m  r e d u c e d t h e  n u m b er  of c ell s i n  t h e  S  a n d G 2/ M 

p h a s e s si g nifi c a ntl y ( Fi g ur e 6). F urt h er m or e, a n i n cr e a s e d p o p ul ati o n of c ell s e x hi bit e d s u b G 1 

l a b elli n g,  i n di c ati n g  D N A  fr a g m e nt ati o n  a n d  c o nfir mi n g  t h e  i n d u cti o n  of  a p o pt o si s.  I n 

c o m p ari s o n, 4 m  e x hi bit e d gr e at er p ot e n c y t h a n 4 d  i n i n d u ci n g c ell c y cl e arr e st at t h e s a m e 

c o n c e ntr ati o n, w hi c h c a n b e attri b ut e d t o t h e l o w er I C 5 0 v al u e r e p ort e d f or 4 m a s c o m p ar e d t o 

4 d  ( T a bl e 2). 

Fi g u r e 6 . B ar g r a p h d e pi cti n g a c ell c y cl e a n al y si s vi a p r o pi di u m i o di d e st ai ni n g of H L 6 0 l e u k e mi a 
c ell s  t r e at e d  wit h  4 m  o r  4 d,  w hil e  t h e  b ar  g r a p h s  di s pl a y s  st ati sti c al  si g nifi c a n c e  ( u n p ai r e d 
st u d e nt t t e st, n = 3). n s = n ot si g nifi c a nt, * * = p( a dj) > 0. 0 1, ** * = p( a d j) > 0. 0 0 1, ** ** = p( a dj) > 0. 0 0 0 1 

T o a s s e s s a p o pt o si s i n d u cti o n b y 4 d  a n d 4 m f urt h er, w e e m pl o y e d a tr y p a n bl u e st ai ni n g i n 

c o nj u n cti o n wit h a c a s p a s e 3/ 7 a s s a y o n H L 6 0 l e u k e mi a c ell s. A s a c o ntr ol, w e u s e d t h e p a n -

c a s p a s e i n hi bit or Q -V D 4 4 . Tr e at m e nt wit h 4 d  or 4 m  r e s ult e d i n a si g nifi c a nt r e d u cti o n of vi a bilit y 

~ 2 0 % aft er 2 4  h a n d 7 0 % aft er 4 8  h ( Fi g ur e 7 A). Q -V D r e d u c e d t h e l o s s of vi a bilit y b y 5 0 %, 

s u g g e sti n g  t h at  t h e  c yt ot o xi c  eff e ct s  tri g g er e d  b y  b ot h  c o m p o u n d s  ar e  a s s o ci at e d  wit h 

a p o pt o si s a n d ar e l ar g el y c a s p a s e -d e p e n d e nt. T h e c a s p a s e 3/ 7 a s s a y f urt h er v ali d at e d t h e s e 

fi n di n g s, s h o wi n g a m ar k e d i n cr e a s e i n c a s p a s e a cti vit y aft er 4 8 h tr e at m e nt s wit h 4 d  or 4 m  

( Fi g ur e 7 B). N ot a bl y, Q-V D eff e cti v el y n e g at e d t hi s c a s p a s e 3/ 7 a cti vit y. I n s u m, t h e fi n di n g s 

r o b u stl y  i n di c at e  t h at  b ot h 4 d  a n d 4 m  i n d u c e  a p o pt o si s,  l e a di n g  t o  c yt ot o xi c  i m p act s  o n 

l e u k e mi a c ell s. 
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Fi g u r e 7 .  B ar  di a g r a m  c o m p ari n g  t h e  c h a n g e s  i n  A)  vi a bilit y  a n d  B)  a p o pt o si s  i n d u cti o n  vi a 
c a s p a s e 3/ 7 a cti vit y of H L 6 0 l e u k e mi a c ell s t r e at e d wit h 4 m o r 4 d & Q -V D ( p a n -C a s p a s e i n hi bit o r) 
vi a t r y p a n bl u e o r c a s p a s e 3/ 7 a s s a y, r e s p e cti v el y. T h e st ati sti c al a n al y si s w a s c o n d u ct e d u si n g 
u n p air e d st u d e nt t -t e st, n = 3. n s = n ot si g nifi c a nt, * = p( a dj) > 0. 0 5, * * = p( a dj) > 0. 0 1, *** = p( a dj) > 
0. 0 0 1, * ** * = p( a dj) > 0. 0 0 0 1  

 

4 d a n d 4 m s y n er gi z e eff e cti v el y wit h t h e st a n d ar d c h e m ot h er a p y dr u g s d e cit a bi n e a n d 

cl of ar a bi n e  

C urr e nt  cli ni c al  t h er a p e uti c  str at e gi e s  a c k n o wl e d g e  t h e  s h ort c o mi n g s  of  si n g ul ar  dr u g 

tr e at m e nt s, a d v o c ati n g f or t h e utili z ati o n of s y n er gi sti c dr u g c o m bi n ati o n s. T h e s e c o m bi n ati o n s 

ai m t o  r e d u c e c yt ot o xi cit y,  e x pl oit  t h e  u ni q u e  s u s c e pti biliti e s  of  c a n c er  c ell s,  a n d  a v ert  dr u g 

r e si st a n c e  d e v el o p m e nt.  T h er ef or e,  w e  i n v e sti g at e d  p ot e nti al  s y n er gi sti c dr u g  c o m bi n ati o n s 

wit h t h e n o v el H D A Ci 4 d  a n d 4 m . D e cit a bi n e, a fir st li n e c h e m ot h er a p e uti c, f u n cti o n s a s a D N A 

A  A

B  
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m et h yltr a n sf er a s e i n hi bit or r e s ulti n g i n D N A h y p o m et h yl ati o n. S y n er gi sti c dr u g eff e ct s b et w e e n 

d e cit a bi n e  a n d  H D A Ci  h a v e  b e e n  w ell  c h ar a ct eri z e d,  p arti c ul arl y  i n  t h e  c o nt e xt  of  A M L 4 5, 4 6 . 

Utili zi n g a m atri x s y n er g y s cr e e ni n g m et h o d wit h t h e z er o -i nt er a cti o n p ot e n c y ( ZI P) al g orit h m, 

w e i d e ntifi e d hi g h ZI P s y n er g y s c or e s r a n gi n g fr o m 6 0 t o 8 0 a cr o s s v ari o u s c o n c e ntr ati o n f or 

b ot h 4 d  a n d 4 m  w h e n c o m bi n e d wit h d e cit a bi n e ( Fi g ur e 8 A a n d 8 B). S u b s e q u e ntl y, w e l o o k e d 

i nt o  t h e  u n d erl yi n g  m e c h a ni s m  of  t hi s  dr u g  s y n er g y  b y  e v al u ati n g  t h e  a c et yl ati o n  l e v el s  of 

hi st o n e  H 3  ( Fi g ur e  8 C).  Alt h o u g h  d e cit a bi n e  al o n e  di d  n ot  a u g m e nt  H 3  a c et yl ati o n,  it s 

c o m bi n ati o n wit h 4 d  or 4 m  s h o w c a s e d m or e pr o n o u n c e d b a n d s c o m p ar e d t o t h e i n di vi d u al 

H D A Ci tr e at m e nt.  

Fi g u r e 8 . 3 D s y n er g y pl ot s of H L 6 0 c ell s t r e at e d wit h d r u g c o m bi n ati o n s f o r 7 2 h o u r s. T h e pl ot s 
r e p r e s e nt s y n e r g y s c o r e s f r o m a c o m bi n ati o n m at ri x a n al y z e d b y t h e Z er o I nt er a cti o n P ot e n c y 
( ZI P)  al g o rit h m:  A)  4 d  +  d e cit a bi n e  a n d  B)  4 m  +  d e cit a bi n e  ( n =  2).  C)  W e st er n  Bl ot  a n al y si s 
ill u st r ati n g t h e diff er e n c e s i n H D A C i n hi biti o n m ar k er s, a c-H 3 a n d a c -T u b uli n, i n H L 6 0 c ell s. T h e 
c o m p ar i s o n  i s  b et w e e n  s ol o  t r e at m e nt  a n d  c o m bi n ati o n  t r e at m e nt s  of  eit h er  4 d  o r  4 m  wit h 
d e cit a bi n e ( n = 3) f o r 2 4 h. Di s pl a y e d i s a r e p r e s e nt ati v e bl ot wit h G A P D H a s t h e l o a di n g c o nt r ol.  

 

H D A C i n hi biti o n c o ntri b ut e s t o i n cr e a s e d D N A d a m a g e 4 7 . W e e x a mi n e d t h e s y n er gi sti c i m p a ct 

of c o m bi ni n g 4 d  a n d 4 m  wit h cl of ar a bi n e, a p uri n e n u cl e o si d e a n al o g u e a n d D N A s y nt h e si s 

i n hi bit or. I n li n e wit h o ur pr e vi o u s o b s er v ati o n s, w e f o u n d i n a si mil ar m atri x s y n er g y a p pr o a c h, 

A

 

 

B  

C
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ZI P  s y n er g y  s c or e s  of  ar o u n d  5 0  w h e n 4 d  a n d 4 m  w er e  a d mi ni st er e d  i n  c o m bi n ati o n  wit h 

cl of ar a bi n e ( Fi g ur e 9 A a n d 9 B).  

 

Fi g u r e 9 . 3 D s y n er g y pl ot s of H L 6 0 c ell s t r e at e d wit h d r u g c o m bi n ati o n s f o r 7 2 h o u r s. T h e pl ot s 
r e p r e s e nt s y n e r g y s c o r e s f r o m a c o m bi n ati o n m at ri x a n al y z e d b y t h e Z er o I nt er a cti o n P ot e n c y 
( ZI P) al g o rit h m: A) 4 d + cl of ar a bi n e a n d B) 4 m + cl of ar a bi n e ( n = 2).  

 

T h e s e fi n di n g s i n di c at e t h at H D A C i n hi bit or s 4 d  a n d 4 m  e n h a n c e t h e eff e cti v e n e s s of fir st li n e 

c h e m ot h er a p e uti c s  d e cit a bi n e  a n d  cl of ar a bi n e  p ot e nti all y  all o wi n g  f or  d o s e  r e d u cti o n  a n d 

d e cr e a si n g t h e li k eli h o o d of dr u g r e si st a n c e.  

 

4 d s h o w s pr o mi si n g i n vit r o p h ar m a c o ki n eti c s s u p eri or t o 4 m  

D et er mi n ati o n of i n vitr o p h ar m a c o ki n eti c pr o p erti e s of n e w c h e mi c al e ntiti e s i s a k e y st e p i n 

dr u g  di s c o v er y  a n d  ai d s  i n  n o n -cli ni c al  e v al u ati o n.  T o  a s s e s s  i niti al  A D M E  c h ar a ct eri sti c s 

( a b s or pti o n, di stri b uti o n, m et a b oli s m a n d eli mi n ati o n) of 4 d  a n d 4 m , c o effi ci e nt of di stri b uti o n, 

pl a s m a st a bilit y, bl o o d -t o-pl a s m a r ati o, mi cr o s o m al st a bilit y a n d pl a s m a pr ot ei n bi n di n g w er e 

i n v e sti g at e d. 

G o o d or al a b s or pti o n c a n b e a s s u m e d f or c o effi ci e nt of di stri b uti o n (l o g D) b et w e e n 0 a n d 3. 4 8  

T h e l o g D  v al u e w a s d et er mi n e d a s 1. 4 7  ± 0. 0 5 f or 4 d  a n d 4. 1 5  ± 0. 1 8  f or 4 m  (Fi g ur e 1 0 A), 

f a v ori n g 4 d . C ar v e dil ol a ct e d a s a c o ntr ol a n d c o nfir m e d t h e a s s a y v ali dit y ( o bt ai n e d: 3. 2 1 v s. 

i n lit er at ur e: 3. 2).4 9   

F urt h er, i n vitr o pl a s m a st a bilit y w a s d et er mi n e d a s i n st a bilit y i s a n i n di c at or f or r a pi d cl e ar a n c e 

or  s h ort  h alf -lif e  (t1/ 2 ),  r e s ulti n g  i n  a  p o or i n  vi v o p erf or m a n c e. 4 d  a n d 4 m  d e m o n str at e d 

e x c ell e nt st a bilit y o v er t h e 2 4 h o ur s p eri o d m o nit or e d i n h u m a n pl a s m a at 3 7 ° C ( Fi g ur e 1 0 B).  

A  B  
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4m showed equal affinity to plasma and red blood cells, while 4d tended towards higher 

distribution into red blood cells (Figure 10C) as determined by the blood-to-plasma ratio (KB/P). 

One-way ANOVA confirmed no concentration dependency over the range of 2.5 nM to 1 µM 

for 4d (KB/P: 1.27 at 2.5 nM, 1.26 at 50 nM and 1.37 at 1 µM), while for 4m the KB/P at the 

highest concentration level investigated (1 µM) was significantly lower if compared to the lower 

concentration levels (KB/P: 1.00 at 2.5 nM, 1.02 at 50 nM and 0.88 at 1 µM). The control 

compound carvedilol validated the assay performance (KB/P obtained: 0.76 vs. KB/P in literature: 

0.76).50 

Plasma protein binding was high for 4d with a mean of 99.0% over the observed concentration 

range with no concentration-dependency. 4m exhibited an atypical concentration-dependent 

plasma protein binding with lower binding for lower concentrations (Figure 10D). If proceeding 

in drug development, this phenomenon needs to be further investigated.51 Itraconazol as 

control showed high plasma protein binding throughout all cavities confirming no leakage and 

being in line with values reported in literature.52 

While 4m was extensively metabolized by hepatic enzymes, such as Cytochrome P450 and 

Uridine 5'-diphospho-glucuronosyltransferases, in human liver microsomes, 4d showed only 

moderate metabolism (Figure 10E). The half-life of 4d was 35.9 min, with an intrinsic clearance 

of 38.6 µL/min/mg. When corrected for non-specific protein binding in the incubation mixture, 

the unbound intrinsic clearance was determined as 54.7 µL/min/mg. The half-life of 4m was 

substantially shorter with 11.2 min. While the corresponding intrinsic clearance resulted in 

123.6 µL/min/mg, its unbound intrinsic clearance was 466.4 µL/min/mg. 

Using the collected data, the in vivo hepatic clearance was estimated to be 0.39 L/min for 4d 

and 8.18 L/min for 4m. Assuming a hepatic blood flow of 1500 mL/min, 4d can therefore be 

classified as a low hepatic extraction drug (calculated hepatic extraction ratio (Eh) < 0.3) and 

4m as high hepatic extraction drug (Eh>0.7). 

Moreover, the collected in vitro pharmacokinetic data of 4d and 4m were compared to that of 

the approved drug vorinostat (Table 3). The HDACi vorinostat has a short in vivo half-life of 

less than one hour following i.v. administration in humans,53 high serum clearance and low oral 

bioavailability, which results in the requirement of administration of higher doses with increased 

risk of side effects. 4d may provide improved pharmacokinetic properties in this regard due to 

e.g. highly improved plasma stability, its intermediate intrinsic clearance and low hepatic 

extraction (Table 3). While vorinostat is classified as a high clearance drug (apparent clearance 

5.2-6.4 L/min)54 with strong extra-renal elimination, the outcome of our in vitro-in vivo 

extrapolation of 4d characterizes the compound as superior in regard to hepatic clearance and 

its plasma stability (0.390 L/min, low extraction drug).  



3. Ergebnisse und Diskussion 

 
71 

 

Table 3. Comparison of in vitro pharmacokinetic data of 4d and 4m to vorinostat. 

 Vorinostat 4d 4m 
logD 1.4655 1.47 ± 0.05 4.15 ± 0.18 

Plasma stability / t1/2 75 min55 >24 hours >24 hours 

KB/P 2.056 1.26 ± 0.16 (50 nM)  1.02 ± 0.06 (50 nM) 

Plasma protein binding 71%57 (1.89 µM) 99.0% (1 µM) 99.6% (1 µM) 

Microsomal stability / t1/2 

(Clearance Category) 
60 min58 

(intermediate) 

35.9 min58 

(intermediate) 

11.2 min 

(high) 

KB/P: blood-to-plasma ratio, logD: coefficient of distribution, t1/2: half-life 

 

 

Figure 10. Overview of in vitro pharmacokinetics of 4d and 4m. A. Interval plot of the 
determination of the coefficient of distribution (logD). Carvedilol was used as a control. B. 
Stability of 4d and 4m in human plasma over 24 hours at three different concentrations. A limit 
of -15% was set as acceptance criterium for stability according to bioanalytical guidelines. 4% 
BSA (absence of plasma enzymes) was used as a control spiked with a concentration of 50nM 
of the drug. C. Blood-to-plasma ratio of 4d and 4m for the three assessed concentration levels 
applying carvedilol as a control. D. Plasma protein binding for 4d and 4m at three different 
concentration levels. The mean value of n=3 is displayed. Itraconazol was used as a control. E. 
Microsomal stability of 4d and 4m in human liver microsomes. Propranolol was used as a control. 
The blank contains no drug, while the negative is free of HLMs. BSA: bovine serum albumin, 
HLM: human liver microsomes, SD: standard deviation 
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4d suppresses in vivo growth of (MV4-11) leukemia cells  

The pronounced cytotoxic effect of 4d on leukemia cells, combined with the comparatively 

promising in vitro pharmacokinetic characteristics of 4d, prompted us to evaluate its 

effectiveness in a preclinical leukemic xenograft mouse (NSG) model. The experimental 

design is illustrated in Figure 11A. Briefly, mice were first intravenously (i.v.) injected with (0.5 

x 106) MV4-11 luciferase-GFP+ leukemia cells. The in vivo growth of the leukemia cells was 

examined after 14 days of injection via bioluminescence measurement using in vivo imaging 

system (IVIS). Next, the leukemia bearing mice were distributed randomly to two groups. From 

day 16 onwards, the mice were treated for 8 consecutive days with intraperitoneal injections 

of either with a vehicle control or 4d (at a dose of 10 mg/kg). The IVIS images (Figure 11B) 

and the quantified region of interest (ROI) measurements during the treatment period indicated 

that the treatment with 4d significantly (p = 0.002) suppresses the in vivo growth of MV4-11 

leukemia cells as compared to vehicle control group (Figure 11C). At day 42, which is three 

weeks after discontinuing the 4d treatment, no differences in the growth of leukemia cells was 

observed between 4d treated and vehicle group. Importantly, for measuring the potential signs 

of toxicity, such as body weight alterations, the 4d treatment group exhibited a minor (not 

significant) reduction during and after the treatment course when compared to the vehicle 

control group (Figure 11D). 
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Fi g u r e 1 1 . A) S c h e m ati c ti m eli n e of t h e e x p e ri m e nt al d e si g n. E a c h m o u s e r e c ei v e d 0. 5 × 1 06  M V 4 -
1 1  l u c -G F P +  l e u k e mi c  c ell s.  Aft e r c o nfir m ati o n  of  t u m o r  e n g r aft m e nt  vi a  m o nit o ri n g 
bi ol u mi n e s c e n c e -b a s e d  i n  vi v o  i m a gi n g  s y st e m  (I VI S),  mi c e  w e r e  g r o u p e d  i nt o  t w o  t r e at m e nt 
g r o u p s,  V e hi cl e  ( n = 4)  a n d  4 d  ( n = 4).  All  mi c e  r e c ei v e d  d ail y  t r e at m e nt s  a c c o r di n gl y  vi a 
i nt r a p erit o n e al  i nj e cti o n.  T u m o r  p r o g r e s si o n  w a s  e x a mi n e d  b y  m e a s u ri n g  bi ol u mi n e s c e nt 
si g n al s wit h I VI S a n d r e gi o n of i nt er e st ( R OI, p/ s/ c m 2 / sr) q u a ntifi c ati o n. B) I VI S i m a g e s of t r e at e d 
mi c e w e r e t a k e n o n d a y 1 4, 2 4, 2 9, 3 5 a n d 4 2. C) R OI v al u e s at v ari o u s ti m e p oi nt s, r e p r e s e nti n g 
t he m e a s u r e m e nt of l e u k e mi a c ell g r o wt h. St ati sti c al a n al y si s w a s p erf o r m e d u si n g a T w o -w a y 
mi x e d A N O V A wit h G r e e n h o u s e -G ei s s e r c o r r e cti o n. D)  C h a n g e s i n b o d y w ei g ht of e a c h m o u s e 
f r o m t h e t w o g r o u p s d u ri n g a n d aft er t h e t r e at m e nt c o u r s e.  
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3. Conclusion  

A set of novel alkoxyamide-containing histone deacetylase inhibitors with substituted 

phenylthiazole cap groups was developed and evaluated for their potential as novel anti-

leukemic lead structures. The leading candidates from this series, 4d and 4m, exhibited 

nanomolar inhibition towards HDAC2 and HDAC6, and demonstrated cytotoxic effects against 

a wide range of therapy-sensitive and therapy-resistant leukemia cell lines and patient-derived 

leukemia cells.  

Importantly, 4d and 4m exhibited comparable or even higher drug sensitivity scores than well-

established and clinically used HDAC inhibitors, along with greater selectivity towards 

malignant cells relative to healthy controls. Considering the current reliance on combination 

therapies in modern cancer treatment, drugs that demonstrate synergistic interactions can 

significantly influence the therapeutic outcome, delay or prevent the developing of resistance 

and increase the treatable population of patients. In this regard, the combination of 4d and 4m 

with the routinely used chemotherapeutic agents clofarabine and decitabine exhibited a 

notable synergistic cytotoxic effect. The promising in vitro pharmacokinetic characteristics of 

4d made it the candidate of choice for initial in vivo studies. Notably, in vivo administration of 

4d effectively suppressed the growth of leukemia cells, without inducing any observable signs 

of toxicity in mice. Overall, these findings position 4d and 4m as novel lead structures with 

potential for further preclinical development, as they not only demonstrate a therapeutic 

window but also promising anti-leukemic effects when used in combination with established 

anti-leukemic drugs. 
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4. Experimental section 

4.1 Chemistry  

Chemicals and solvents were purchased from commercial suppliers (Acros Organics, TCI, 

abcr, Alfa Aesar, Ambeed, BLDpharm and Merck) and used without further purification. Dry 

solvents were purchased from Acros Organics. The reactions were monitored by thin-layer 

chromatography (TLC) using Macherey-Nagel pre-coated ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254 

plates. Spots were visualized either by irradiation with ultraviolet light (254 nm) or staining in 

potassium permanganate solution. Hydroxamic acids were further stained using a 1% solution 

of iron(III) chloride in ethanol. Flash chromatography was performed on a CombiFlash® RF 

200 or a Büchi Pure C-810 Flash using RediSepTM Rf-columns using the solvent mixtures of 

n-hexane/ethyl acetate or dichloromethane/methanol according to the separation. Melting 

points (mp) analyses were performed using a Büchi M-565 melting point apparatus and are 

uncorrected. Proton (1H) and carbon (13C) NMR spectra were recorded on a Bruker Avance III 

300 or 600 MHz using DMSO-d6 as the solvent. Chemical shifts are given in parts per million 

(ppm), relative to residual solvent peak for 1H and 13C NMR. Coupling constants, J, were 

reported in Hertz (Hz). High-resolution mass spectra (HRMS) analysis was performed on a 

UHR-QTOF maXis 4G, Bruker Daltonics, by electrospray ionization (ESI). Analytical HPLC 

analyses were carried out on an Knauer AZURA system equipped with AZURA 6.1L (pumps), 

AZURA column thermostat CT 2.1 and AZURA UVD 2.1L (UV-detector) and a Spark Holland 

B.V. OPTIMAS™ model 820 autosampler or on a Agilent LC 1260 Infinity II system equipped 

with an G7116A Infinity II Multicolumn Thermostat, a G7104C Infinity II Flexible Pump a 

G7129C Infinity II Vialsampler and a G7114A Infinity II Variable Wavelength Detector. The 

separation took place on a Eurospher II 100 5 C18 (150 x 4 mm) column. UV absorption was 

detected at 254 nm. HPLC-grade water +0.1% TFA (solvent A) and HPLC grade acetonitrile 

+0.1% TFA (solvent B) were used for elution at a flow rate of 1 mL/min. A linear gradient of 

10% B to 100% B within 30 min was used. In the case of the O-trityl protected compounds 3 
a-m HPLC-grade water (solvent A) and HPLC grade acetonitrile (solvent B) were used for 

elution at a flow rate of 1 mL/min. A linear gradient of 10% B to 100% B within 30 min was 

used. All compounds are >95.0% pure by HPLC. 
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A. General procedure for the preparation of the phenylthiazoles 1a-1m  
The respective 2-bromoketones (1.0 eq) and ethyl thiooxamate (1.0 eq.) were dissolved in 

ethanol (7 mL/mmol) and heated at 70 °C. If the TLC (eluent: ethyl acetate/n-hexane) showed 

incomplete conversion after 7 hours of heating, the reaction was stirred at room temperature 

overnight. After evaporation of the solvent, the resulting residue was diluted with ethyl acetate 

and washed three times with 50 mL saturated sodium bicarbonate solution and once with 

50 mL brine. The organic phase was dried over anhydrous sodium sulfate, filtrated and the 

solvent was evaporated under reduced pressure. The crude product was purified using flash 

chromatography using ethyl acetate and n-hexane as eluent (0 - 30% ethyl acetate) to yield 

the phenylthiazoles 1 a-m. 
 

1a Ethyl 4-phenylthiazole-2-carboxylate 
Synthesis according to general procedure A using phenacyl bromide (4.1 g, 20.0 mmol) 

afforded as 1a a light yellow solid (3.3 g, 14.1 mmol, 71%%). mp 36.9 °C, tr 14.47 min, 

purity: 99.3% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.42 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.36 – 7.44 
(m, 1H), 7.45 – 7.53 (m, 2H), 7.98 – 8.00 (m, 1H), 8.02 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.53 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 14.1, 62.2, 121.0, 126.2, 128.7, 129.0, 133.2, 156.3, 157.5, 
159.4. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C12H11NO2S 234.0583, found 234.0584 
 
1b Ethyl 4-(2-methoxyphenyl)thiazole-2-carboxylate 
Synthesis according to general procedure A using 2-bromo-1-(2-methoxyphenyl)ethanone 

(2.3 g, 10,0 mmol) afforded 1b as a white solid (2.0 g, 7.6 mmol, 76%). mp 70.3 °C, tr 15.21 min 

purity: 99.1% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 3.94 (s, 3H), 4.41 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 
7.09 (ddd, J = 7.8, 7.3, 1.1 Hz, 1H), 7.18 (dd, J = 8.4, 1.1 Hz, 1H), 7.40 (ddd, J = 8.3, 7.3, 1.8 
Hz, 1H), 8.13 (dd, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 8.45 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 14.1, 55.6, 62.1, 111.9, 120.7, 121.6, 124.2, 129.4, 129.9, 
152.3, 155.8, 156.6, 159.5. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C13H13NO3S 264.0689, found 264.0696 
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1c Ethyl 4-(3-methoxyphenyl)thiazole-2-carboxylate 
Synthesis according to general procedure A using 3-methoxyphenacyl bromide 

(2.3 g, 10.0 mmol) afforded 1c as a white solid (1.9 g, 7.4 mmol, 74%). mp 76.6 °C, tr 14.36 min 

purity: 98.9% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 3.83 (s, 3H), 4.42 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 
6.98 (ddd, J = 8.2, 2.6, 1.0 Hz, 1H), 7.40 (ddd, J = 8.2, 7.7, 0.4 Hz, 1H), 7.51 – 7.62 (m, 2H), 
8.56 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 14.1, 55.2, 62.2, 111.6, 114.4, 118.6, 121.3, 130.1, 134.6, 
156.1, 157.3, 159.3, 159.7. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C13H13NO3S 264.0689, found 264.0693 
 

1d Ethyl 4-(4-methoxyphenyl)thiazole-2-carboxylate 
Synthesis according to general procedure A using 4-methoxyphenacyl bromide 

(2.3 g, 10.0 mmol) afforded 1d as a white solid (1.9 g, 7.3 mmol, 73%). mp 150.5 °C, 

tr 14.40 min purity: 97.7% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 3.81 (s, 3H), 4.41 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 
6.99 – 7.09 (m, 2H), 7.90 – 7.98 (m, 2H), 8.37 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 14.1, 55.2, 62.1, 114.3, 119.0, 126.0, 127.7, 156.3, 157.2, 
159.4, 159.7. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C13H13NO3S 264.0689, found 264.0693 
 

1e Ethyl 4-(2-fluorophenyl)thiazole-2-carboxylate 
Synthesis according to general procedure A using 2-bromo-2´fluoro-acetophenone 

(2.2 g, 10.0 mmol) afforded 1e as a white solid (1.3 g, 5.2 mmol, 52%). Mp 65.7 °C, tr 15.25 min 

purity: 99.8% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.42 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.31 – 7.43 
(m, 2H), 7.48 (tdd, J = 7.2, 5.3, 2.7 Hz, 1H), 8.11 (td, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 8.37 (d, J = 2.4 Hz, 
1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 14.0, 62.3, 116.3 (d, J = 22.0 Hz), 121.0 (d, J = 11.5 Hz), 124.8 
– 125.2 (m), 129.8 (d, J = 2.8 Hz), 130.6 (d, J = 8.7 Hz), 149.8 (d, J = 2.3 Hz), 157.1, 157.8, 
159.3, 161.1. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C12H10FNO2S 252.0489, found 252.0490 
 
1f Ethyl 4-(3-fluorophenyl)thiazole-2-carboxylate 
Synthesis according to general procedure A using 2-bromo-1-(3-fluorophenyl)ethan-1-one 

(2.2 g, 10.0 mmol) afforded 1f as a white solid (1.6 g, 6.5 mmol, 65%). Mp 66.0 °C, tr 14.81 min 

purity: 99.7% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.42 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.24 (dddd, 
J = 9.1, 8.3, 2.6, 1.0 Hz, 1H), 7.41 – 7.66 (m, 1H), 7.73 – 7.92 (m, 2H), 8.64 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 14.1, 62.3, 112.8 (d, J = 23.2 Hz), 115.5 (d, J = 21.2 Hz), 121.1 
– 123.0 (m), 131.1 (d, J = 8.4 Hz), 135.5 (d, J = 8.3 Hz), 154.8 (d, J = 2.9 Hz), 157.7, 159.3, 
161.0, 164.2. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C12H10FNO2S 252.0489, found 252.0489 
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1g Ethyl 4-(4-fluorophenyl)thiazole-2-carboxylate 
Synthesis according to general procedure A using 2-bromo-1-(4-fluorophenyl)ethan-1-one 

(1.1 g, 5.0 mmol) afforded 1g as a white solid (0.8 g, 3.3 mmol, 66%). Mp 74.0 °C tr 14.79 min 

purity: 99.9% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.41 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.25 – 7.39 
(m, 2H), 7.96 – 8.13 (m, 2H), 8.51 (s, 1H). 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 13.9, 62.1, 115.7 (d, J = 21.7 Hz), 120.6, 128.3 (d, J = 8.3 
Hz), 129.8 (d, J = 3.1 Hz), 155.2, 157.5, 159.2, 161.3, 163.2. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C12H10FNO2S 252.0489, found 252.0494 
 

1h Ethyl 4-(thiophen-2-yl)thiazole-2-carboxylate 
Synthesis according to general procedure A using 2-bromo-1-(thiophen-2-yl)ethanone 

(2.1 g, 10.0 mmol) afforded 1h as a black solid (1.3 g, 10.0 mmol, 54%). mp 53.4 °C 

tr 13.81 min purity: 96.5% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.41 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.16 (dd, J 
= 5.1, 3.6 Hz, 1H), 7.61 (dd, J = 5.1, 1.2 Hz, 1H), 7.68 (dd, J = 3.6, 1.2 Hz, 1H), 8.37 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 14.1, 62.3, 119.3, 125.5, 126.9, 128.2, 136.8, 151.1, 157.4, 
159.2. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C10H9NO2S2 240.0147, found 240.0149 
 

1i Ethyl 4-(thiophen-3-yl)thiazole-2-carboxylate 
Synthesis according to general procedure A using 3-(bromoacetyl)thiophene (1.0 g, 4.7 mmol) 

afforded 1i as a brown oil (0.7 g, 3.0 mmol, 63%). Tr 13.43 min purity: 99.0% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.41 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.63 – 7.69 
(m, 2H), 8.03 (dd, J = 2.6, 1.6 Hz, 1H), 8.36 (s, 1H). 
13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δ 14.1, 62.2, 120.3, 123.3, 126.2, 127.4, 135.4, 152.6, 157.3, 
159.4. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C10H9NO2S2 240.0147, found 240.0151 
 

1j Ethyl 4-(p-tolyl)thiazole-2-carboxylate 

Synthesis according to general procedure A using 2-bromo-1-(p-tolyl) (2.2 g, 10.0 mmol) 

afforded 1j as a white solid (1.7 g, 6.9 mmol, 69%). Mp 60.0 °C, tr 15.59 min purity: 99.3% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 2.35 (s, 3H), 4.41 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 
7.29 (dd, J = 7.9, 0.7 Hz, 2H), 7.84 – 7.94 (m, 2H), 8.45 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 14.1, 20.8, 62.2, 120.1, 126.2, 129.5, 130.6, 138.2, 156.4, 
157.3, 159.4. 

HRMS (m/z) MH+ calcd for C13H13NO2S 248.0740, found 248.0744 
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1k Ethyl 4-(4-(trifluoromethyl)phenyl)thiazole-2-carboxylate 

Synthesis according to general procedure A using 2-bromo-4’-(trifluoromethyl)acetophenone 

(2.8 g, 10.0 mmol) afforded 1k as a white solid (2.3 g, 7.7 mmol, 77%). Mp 134.3 °C, 

tr 16.36 min purity: 96.4% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.43 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 
8.1 Hz, 2H), 8.23 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 8.74 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 14.1, 62.3, 123.3, 125.9 (d, J = 4.1 Hz), 126.9, 128.5, 128.9, 
136.9, 154.5, 158.0, 159.3. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C13H10F3NO2S 302.0457, found 302.0465 
 

1l Ethyl 4-(benzofuran-2-yl)thiazole-2-carboxylate 
Synthesis according to general procedure A using 2-(bromoacetyl)benzofuran 

(1.0 g, 4.1 mmol) afforded 1l as a brown solid (0.5 g, 1.7 mmol, 42%). Mp 128.6 °C, 

tr 16.02 min purity: 99.4% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.37 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.43 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.25 – 7.41 
(m, 2H), 7.42 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 7.69 (ddq, J = 17.4, 8.1, 0.8 Hz, 2H), 8.49 (s, 1H). 
13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δ 14.1, 62.4, 104.2, 111.3, 121.8, 122.5, 123.5, 125.3, 128.2, 
147.3, 150.3, 154.3, 158.7, 159.1. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C14H11NO3S 274.0532, found 274.0534 
 

1m Ethyl 4-(4-(pyrrolidine-1-yl)phenyl)thiazole-2-carboxylate 
Synthesis according to general procedure A using 2-bromo-4’-(1-pyrrolidinyl)acetophenone 

(2.8 g, 10.0 mmol) afforded 1m as a dark yellow solid (0.9 g, 2.9 mmol, 29%). Mp 180.5 °C, 

tr 15.15 min purity: 99.3% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.88 – 2.04 (m, 4H), 3.21 – 3.32 (m, 
4H), 4.40 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 6.54 – 6.67 (m, 2H), 7.75 – 7.87 (m, 2H), 8.16 (s, 1H). 
13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δ 14.1, 25.0, 47.2, 62.0, 111.6, 116.5, 120.5, 127.3, 147.8, 
156.7, 157.5, 159.5. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C16H18N2O2S 303.1162, found 303.1167 
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2 6-(Aminooxy)-N-(trityloxy)hexanamide  

The synthesis of the linker 2 was performed after an adapted protocol of Avelar et al.59  

 

6-Bromo-N-(trityloxy)hexanamide (I) 

To a stirred solution of 6-bromohexanoic acid (7.4 g, 38 mmol, 1.0 eq.) in 100 ml THF, 

isobutyl chloroformate (IBCF) (5.8 ml, 45 mmol, 1.2 eq.) and N-Methylmorpholine (NMM) (5.0 

ml, 45 mmol, 1.2 eq.) were added at  10 °C. After stirring for 15 min O-tritylhydroxylamine (13 

g, 38 mmol, 1.0 eq.) dissolved in 50 ml THF was carefully added and the reaction was left 

stirring at room temperature overnight. The precipitate was filtered off and the filtrate was 

evaporated, the crude residue dissolved in ethylacetate and washed three times with 100 mL 

saturated sodiumbicarbonate solution and once with 100 mL brine. The organic phase was 

dried over anhydrous sodium sulfate, filtrated and evaporated. The crude product was 

recrystallized from ethylacetate/n hexanes to yield I (14 g, 30 mmol, 80%) as a white solid. 

Mp 128.0 °C, tr 17.58 min purity: 99.6% 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.07 (dd, J = 15.6, 6.6 Hz, 1H), 1.14 – 1.28 (m, 1H), 1.64 (p, 
J = 6.9 Hz,1H), 1.79 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 3.41 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 7.33 (s, 8H), 10.18 (s, 1H)     
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 23.8, 26.9, 31.7, 31.9, 34.9, 91.7, 127.4, 127.5, 128.9, 142.4, 
170.1. 

HRMS (m/z) MNa+ calcd for C25H26BrNO2 474.1039, found 474.1041 

6-((1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)oxy)-N-(trityloxy)hexanamide (II) 

I (7.1 g, 16 mmol, 1.0 eq.), N-Hydroxyphthalimide (NHPI) (2.6 g, 16 mmol, 1.0 eq.) and 

triethylamine (4.5 ml, 31 mmol, 2.0 eq.) were suspended in 100 ml acetonitrile and refluxed for 

12 h. The solvent was removed, the residue dissolved in ethyl acetate and extracted with 

saturated sodiumbicarbonate solution until the aqueous phase did not show any left NHPI. The 

organic phase was dried over anhydrous sodium sulfate, filtrated and evaporated. The crude 

product was recrystallized using ethylacetate/n hexanes to yield II (6.2 g, 12 mmol, 74%) as a 

white solid. Mp 142.0 °C, HPLC tr 16.72 min purity: 96.9% 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.11 (d, J = 16.0 Hz, 2H), 1.18 – 1.30 (m, 2H), 1.52 (t, J = 7.4 
Hz, 2H), 1.72 – 1.85 (m, 2H), 4.03 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 7.32 (s, 15H), 7.86 (s, 4H), 10.19 (s, 1H) 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.4, 27.3, 77.5, 91.7, 123.2, 127.4, 127.5, 128.6, 129.0, 
134.7, 142.5, 163.3, 170.2. 

HRMS (m/z) MH+ calcd for C33H30N2O5 535.2227, found 535.2237 
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Synthesis of 6-(Aminooxy)-N-(trityloxy)hexanamide (2) 

II (2.1 g, 4.0 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in 40 ml dichloromethane, subsequently, hydrazine 

monohydrate (0.4 ml, 8 mmol, 2.0 eq.) was added and the reaction was left stirring overnight. 

The precipitate was filtered off and the filtrate was washed three times with 50 mL saturated 

sodium bicarbonate solution and once with 50 mL brine. The organic phase was dried over 

anhydrous sodium sulfate, filtrated and evaporated to yield the linker 2 (1.5 g, 3.7 mmol, 94%) 

as a white wax which was suitable to use without any further purification. HPLC: tr 13.17 min 

purity: 96.0% 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 0.98 (q, J = 8.5 Hz, 2H), 1.18 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.32 (q, J = 
7.0 Hz, 2H), 1.77 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.40 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 5.84 (s, 2H), 7.32 (s, 15H), 10.16 
(s, 1H). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.7, 25.0, 27.7, 31.9, 74.7, 91.7, 127.4, 127.5, 128.9, 142.5, 
170.2. 

HRMS (m/z) MH+ calcd for C25H28N2O3 405.2173, found 405.2172 
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B. General procedure for the preparation of the O-trityl-protected hydroxamates 3 a-m 
The synthesis of the O-trityl-protected hydroxamates was performed after an adapted protocol 

of Goodreid et al.39 

After solving the corresponding phenylthiazole (1a-m) (1.0 eq.) in tetrahydrofuran 

(15 mL/mmol), an equimolar amount of 1 M sodium hydroxide solution in water was added. 

The reaction was monitored via TLC (eluent ethyl acetate/n-hexane). After complete 

consumption of the starting material, the solvent was evaporated under reduced pressure and 

the resulting solid dried in vacuum. The dried product was suspended in 

N,N-dimethylformamide (2.2 mL/mmol). HBTU (1.1 eq.) and DIPEA (1.1 eq.) were added and 

the resulting suspension was left stirring until a clear solution was formed (usually after one 

hour). To that solution linker 2 (1.1 eq.) solved in N, N-dimethylformamide (2.2 mL/mmol), was 

added and the reaction was left stirring overnight. The solvent was removed under reduced 

pressure, the resulting product diluted with 50 mL dichloromethane and washed three times 

with 50 mL saturated sodium bicarbonate solution, and three times with 50 mL brine. The 

organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtrated and the solvent was removed 

under reduced pressure. The obtained crude product was purified via flash chromatography, 

unless otherwise stated, using n-hexane/ethyl acetate (0-100%) as eluent to yield the 

O-trityl-protected hydroxamates 3 a-m. 
 

3a N-((6-Oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-4-phenylthiazole-2-carboxamide 
Synthesis according to general procedure B using 2a (114 mg, 0.5 mmol) afforded 3a as a 

white solid (150 mg, 0.25 mmol, 51%). mp 130.0 °C, tr 17.46 min purity: 99.6% 
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ 1.11 (dd, J = 14.8, 7.9 Hz, 2H), 1.25 (dq, J = 11.3, 5.4 Hz, 
2H), 1.45 – 1.53 (m, 2H), 1.82 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.86 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.26 – 7.38 (m, 15H), 
7.40 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.49 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 8.07 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 8.44 (s, 1H), 10.21 
(s, 1H), 12.15 (s, 1H). 
13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δ 25.0, 25.2, 27.8, 32.4, 76.0, 92.2, 119.8, 126.8, 127.9, 128.0, 
129.1, 129.3, 129.4, 133.8, 142.9, 155.9, 157.1, 162.0, 170.7. 
HRMS (m/z) MNa+ calcd for C35H33N3O4S 614.2084, found 614.2092 
 
3b 4-(2-Methoxyphenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazole-2-
carboxamide 
Synthesis according to general procedure B using 2b (0.8 g, 3.0 mmol) afforded 3b as a white 

solid (1.7 g, 2.2 mmol, 74%). mp 190.6 °C, tr 17.66 min purity: 98.8% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.04 – 1.17 (m, 2H), 1.18 – 1.31 (m, 2H), 1.48 (t, J = 7.8 Hz, 
2H), 1.80 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.84 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.94 (s, 3H), 7.03 – 7.13 (m, 1H), 7.17 
(d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.33 (s, 16H), 8.29 – 8.37 (m, 2H), 10.19 (s, 1H), 12.12 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 55.6, 75.5, 91.7, 111.7, 120.4, 121.7, 
122.6, 127.4, 127.5, 129.0, 129.7, 129.8, 142.4, 151.4, 156.6, 159.8, 170.2. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C36H35N3O5S 622.2370, found 622.2373 
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3c 4-(3-Methoxyphenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazole-2-
carboxamide 
Synthesis according to general procedure B using 2c (0.8 g, 3.0 mmol) afforded 3c as a white 

solid (1.2 g, 1.9 mmol, 62%). mp 142.8 °C, tr 17.36 min purity: 99.3% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 12.15 (s, 1H), 10.20 (s, 1H), 8.46 (s, 1H), 7.73 – 7.58 (m, 2H), 
7.33 (d, J = 4.6 Hz, 16H), 6.96 (dd, J = 8.2, 2.6 Hz, 1H), 3.84 (d, J = 5.5 Hz, 5H), 1.81 (t, J = 
6.9 Hz, 2H), 1.59 – 1.40 (m, 2H), 1.24 (s, 2H), 1.19 – 1.01 (m, 2H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 55.2, 75.5, 91.7, 111.9, 114.2, 118.6, 
119.6, 127.4, 127.5, 129.0, 129.9, 134.7, 142.4, 155.3, 156.5, 159.7, 161.4, 170.2 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C36H35N3O5S 622.2370, found 622.2373 
 
3d 4-(4-Methoxyphenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazole-2-
carboxamide 
Synthesis according to general procedure B using 2d (263 mg, 1.0 mmol) afforded 3d as a 

white solid (150 mg, 0.24 mmol, 24%). mp 195.4 °C, tr 17.34 min purity: 98.2% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.11 (q, J = 7.7 Hz, 2H), 1.16 – 1.33 (m, 2H), 1.48 (p, J = 7.0 
Hz, 2H), 1.81 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.83 (d, J = 10.2 Hz, 5H), 6.99 – 7.08 (m, 2H), 7.33 (d, J = 
4.7 Hz, 15H), 7.95 – 8.04 (m, 2H), 8.27 (s, 1H), 10.20 (s, 1H), 12.11 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 55.2, 75.5, 91.7, 114.2, 117.3, 126.2, 
127.4, 127.5, 127.7, 129.0, 142.5, 155.4, 156.6, 159.6, 161.3, 170.2. 
HRMS (m/z) MNa+ calcd for C36H35N3O5S 644.2189, found 644.2196 
 

3e 4-(2-Fluorophenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazole-2-carboxamide 
Synthesis according to general procedure B using 2e (0.8 g, 3.0 mmol) afforded 3e as a white 

solid (1.3 g, 2.1 mmol, 70%). mp 159.2 °C, tr 17.87 min purity: 98.6% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.00 – 1.18 (m, 2H), 1.24 (s, 2H), 1.47 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 
1.80 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.85 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.33 (s, 16H), 7.46 (dt, J = 7.9, 5.4 Hz, 1H), 
8.21 – 8.34 (m, 2H), 10.19 (s, 1H), 12.18 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.5, 91.7, 116.2 (d, J = 22.0 Hz), 121.0 
(d, J = 11.5 Hz), 123.5 (d, J = 13.5 Hz), 124.8 (d, J = 3.4 Hz), 127.4, 127.5, 129.0, 130.1, 130.5 
(d, J = 8.8 Hz), 142.5, 148.9, 156.4, 157.9, 161.2, 170.2. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C35H32FN3O4S 610.2170, found 610.2163 
 

3f 4-(3-Fluorophenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazole-2-carboxamide 
Synthesis according to general procedure B using 2f (0.8 g, 3.0 mmol) afforded 3f as a white 

solid (0.6 g, 1.0 mmol, 34%). mp 142.8 °C, tr 17.85 min purity: 99.1% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.11 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.23 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 1.48 (t, J = 
7.3 Hz, 2H), 1.80 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.85 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.17 – 7.41 (m, 16H), 7.53 (td, J 
= 8.2, 6.2 Hz, 1H), 7.88 – 7.97 (m, 2H), 8.55 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 12.16 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.7, 27.3, 75.6, 91.8, 113.3, 115.3 (d, J = 21.5 Hz), 120.6, 
122.3, 127.4, 127.5, 129.0, 130.9 (d, J = 9.1 Hz), 135.7 (d, J = 8.4 Hz), 142.5, 154.0, 156.4, 
161.7. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C35H32FN3O4S 610.2170, found 610.2173 
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3g 4-(4-Fluorophenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazole-2-carboxamide 

Synthesis according to general procedure B using 2g (253 mg, 1.0 mmol) afforded 3g as a 

white solid (313 mg, 0.5 mmol, 51%). mp 163.0 °C, tr 17.57 min purity: 99.6% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.11 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 1.24 (s, 2H), 1.40 – 1.55 (m, 2H), 
1.79 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 3.84 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.24 – 7.41 (m, 17H), 8.06 – 8.15 (m, 2H), 
8.41 (s, 1H), 10.18 (s, 1H), 12.13 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.5, 91.7, 115.7 (d, J = 21.7 Hz), 119.1, 
127.4, 127.5, 128.4 (d, J = 8.3 Hz), 128.9, 130.0 (d, J = 2.9 Hz), 142.4, 154.4, 156.5, 160.6, 
161.6, 163.9, 170.2. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C35H32FN3O4S 610.2170, found 610.2180 
 

3h N-((6-Oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-4-(thiophen-2-yl)thiazole-2-carboxamide 

Synthesis according to general procedure B using 2h (0.7 g, 3.0 mmol) afforded 3h as a white 

solid (1.6 g, 2.6 mmol, 88%). mp 174.6 °C, tr 17.23 min purity: 98.1% 
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ 1.09 (p, J = 7.9 Hz, 2H), 1.24 (p, J = 7.5 Hz, 2H), 1.47 (p, J = 
7.0 Hz, 2H), 1.80 (q, J = 7.9 Hz, 2H), 3.84 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.15 (dd, J = 5.0, 3.6 Hz, 1H), 
7.25 – 7.38 (m, 15H), 7.58 – 7.62 (m, 1H), 7.64 – 7.68 (m, 1H), 8.25 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 
12.09 (s, 1H). 
13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.4, 91.7, 118.0, 125.4, 126.8, 127.4, 
127.5, 128.1, 129.0, 136.8, 142.5, 150.3, 156.4, 161.8, 170.2 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C33H31N3O4S2 598.1829, found 598.1832 
 
3i N-((6-Oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-4-(thiophen-3-yl)thiazole-2-carboxamide 
Synthesis according to general procedure B using 2i (665 mg, 2.8 mmol) afforded 3i after 

recrystallization in n-hexane/ ethyl acetate as a white solid (1.5 g, 2.6 mmol, 92%). mp 214.7 

°C, tr 16.91 min purity: 96.9% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.10 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.23 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 1.46 (d, J = 
7.2 Hz, 2H), 1.79 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 3.84 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 4.3 Hz, 15H), 7.62 – 
7.73 (m, 2H), 8.01 (dd, J = 2.8, 1.5 Hz, 1H), 8.25 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 12.09 (s, 1H). 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 24.9, 25.1, 27.7, 32.3, 75.9, 92.2, 119.0, 123.3, 126.7, 127.6, 
127.8, 127.9, 129.3, 136.1, 142.9, 152.1, 157.0, 161.8, 170.6 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C33H31N3O4S2 598.1829, found 598.1836 
 

3j N-((6-Oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-4-(p-tolyl)thiazole-2-carboxamide 
Synthesis according to general procedure B using 2j (742 mg, 3.0 mmol) afforded 3j as a white 

solid (313 mg, 0.5 mmol, 17%). mp 163.2 °C, tr 17.93 min purity: 95.1% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.10 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 1.23 (s, 2H), 1.46 (d, J = 7.7 Hz, 3H), 
1.79 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 2.35 (s, 3H), 3.84 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.24 – 7.41 (m, 17H), 7.95 (d, J 
= 8.1 Hz, 2H), 8.36 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 12.11 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 20.9, 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.5, 91.7, 118.5, 126.2, 127.4, 
127.5, 129.0, 129.4, 130.7, 138.0, 142.5, 156.6, 161.4, 170.2. 
HRMS (m/z) MNa+ calcd for C36H35N3O4S 628.2240, found 628.2244 
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3k N-((6-Oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-4-(4-(trifluoromethyl)phenyl)thiazole-2-
carboxamide 

Synthesis according to general procedure B using 2k (904 mg, 3.0 mmol) afforded 3k as a 

white solid (499 mg, 0.8 mmol, 25%). mp 182.5 °C, tr 19.44 min purity: 99.8% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.11 (q, J = 7.7 Hz, 2H), 1.25 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.48 (t, J = 
7.4 Hz, 2H), 1.81 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.85 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.33 (s, 15H), 7.86 (d, J = 8.2 Hz, 
2H), 8.29 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 8.66 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 12.22 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.4, 24.6, 27.2, 31.7, 75.4, 91.6, 121.6, 125.7, 126.8, 127.3, 
127.4, 128.8, 137.0, 142.3, 153.6, 156.3, 162.0, 170.1. 
HRMS (m/z) MNa+ calcd for C36H32F3N3O4S 682.1958, found 682.1966 

3l 4-(Benzofuran-2-yl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazole-2-carboxamide 

Synthesis according to general procedure B using 2l (547 mg, 2.0 mmol) afforded 3l after 

recrystallization in dichlorormethane/ ethyl acetate as a light brown solid (408 mg, 0.7 mmol, 

32%). mp 200.7 °C, tr 18.46 min purity: 97.9% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.03 – 1.19 (m, 2H), 1.14 – 1.34 (m, 3H), 1.42 – 1.56 (m, 2H), 
1.74 – 1.87 (m, 2H), 3.85 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.20 – 7.43 (m, 18H), 7.63 – 7.69 (m, 1H), 7.74 
(dd, J = 7.3, 1.4 Hz, 1H), 8.42 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 12.24 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.5, 91.7, 104.0, 111.2, 121.2, 121.8, 
123.5, 125.3, 127.4, 127.5, 128.1, 129.0, 142.5, 146.5, 150.5, 154.3, 156.3, 163.1, 170.2. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C37H33N3O5S 532.2214, found 632.2211 
 

3m N-((6-Oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-4-(4-(pyrrolidin-1-yl)phenyl)thiazole-2-
carboxamide 
Synthesis according to general procedure B using 2m (907 mg, 3.0 mmol) afforded 3m, after 

flashchromatography with dichloromethane/30%methanol in dichloromethane as a eluent, as 

a yellow solid (487 mg, 0.7 mmol, 25%). mp 192.1 °C, tr 20.03 min purity: 95.3% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.05 – 1.17 (m, 2H), 1.18 – 1.30 (m, 2H), 1.43 – 1.53 (m, 
2H), 1.79 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.92 – 2.02 (m, 4H), 3.27 (q, J = 5.1 Hz, 4H), 3.84 (t, J = 6.6 
Hz, 2H), 6.56 – 6.64 (m, 2H), 7.31 (q, J = 5.1 Hz, 15H), 7.81 – 7.91 (m, 2H), 8.05 (s, 1H), 
10.20 (s, 1H), 12.05 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.5, 24.7, 25.0, 26.3, 27.3, 31.9, 47.3, 75.5, 91.7, 111.5, 
114.7, 120.7, 127.4, 127.5, 129.0, 142.5, 147.8, 156.6, 156.8, 170.2. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C39H40N4O4S 661.2843, found 661.2838 
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C. General procedure for the preparation of the hydroxamates 4a - 4m: 

The O-trityl-protected hydroxamate (4a-m) was dissolved in DCM (30 mL/mmol). Et3SiH 

(10 eq.) and TFA (10 eq.) were added successively and the reaction was left stirring for 30 min 

at room temperature. After that time the reaction mixture was purified via flash chromatography 

using dichloromethane and 30% methanol in dichloromethane as eluent to yield the 

hydroxamic acids 4 a-m. 
 

4a N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-phenylthiazole-2-carboxamide 
Synthesis according to general procedure C using 3a (296 mg, 0.5 mmol) afforded 4a as a 

colourless wax (240 mg, 0.41 mmol, 81%). tr 9.32 min purity: 95.1% 
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ 1.38 (qd, J = 9.0, 6.2 Hz, 2H), 1.55 (p, J = 7.5 Hz, 2H), 1.62 
(p, J = 6.8 Hz, 2H), 1.98 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.94 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 7.40 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 
7.49 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 8.07 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 8.43 (s, 1H), 8.68 (s, 1H), 10.37 (s, 1H), 12.18 
(s, 1H). 
13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δ 25.3, 25.5, 27.8, 32.7, 76.1, 119.8, 126.8, 129.1, 129.3, 
133.8, 155.9, 157.1, 162.0, 169.5. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C16H19N3O4S 349.1096, found 350.1170 

 
4b N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(2-methoxyphenyl)thiazole-2-carboxamide 
Synthesis according to general procedure C using 3b (622 mg, 1.0 mmol) afforded 4b as a 

white solid (284 mg, 0.75 mmol, 75%). mp 137.4 °C, tr 9.84 min, purity: 99.6 % 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.26 – 1.47 (m, 2H), 1.58 (dp, J = 22.2, 7.0 Hz, 4H), 1.97 (t, 
J = 7.3 Hz, 2H), 3.93 (d, J = 4.0 Hz, 5H), 7.08 (td, J = 7.5, 1.1 Hz, 1H), 7.17 (dd, J = 8.4, 1.1 
Hz, 1H), 7.39 (ddd, J = 8.4, 7.3, 1.8 Hz, 1H), 8.31 (dd, J = 7.8, 1.8 Hz, 1H), 8.35 (s, 1H), 8.67 
(s, 1H), 10.35 (s, 1H), 12.14 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 55.6, 75.6, 111.8, 120.5, 121.7, 122.6, 
129.8, 129.8, 151.4, 156.6, 156.7, 159.8, 169.0. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C17H21N3O5S 380.1275, found 380.1272 

 
4c N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(3-methoxyphenyl)thiazole-2-carboxamide 
Synthesis according to general procedure C using 3c (622 mg, 1.0 mmol) afforded 4c as a 

yellow wax (253 mg, 0.67 mmol, 67%). tr 9.53 min purity 99.9% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.38 (ddd, J = 12.4, 6.0, 3.2 Hz, 2H), 1.58 (dp, J = 22.5, 7.0 
Hz, 4H), 1.97 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.84 (s, 3H), 3.93 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 6.96 (ddd, J = 8.3, 2.6, 
1.0 Hz, 1H), 7.39 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.57 – 7.72 (m, 2H), 8.46 (s, 1H), 8.67 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 
10.35 (s, 1H), 12.17 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 55.3, 75.6, 111.9, 114.2, 118.6, 119.6, 
129.9, 134.7, 155.3, 156.5, 159.7, 161.3, 169.0. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C17H21N3O5S 380.1275, found 380.1276 
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4d N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(4-methoxyphenyl)thiazole-2-carboxamide 
Synthesis according to general procedure C using 3d (1.8 g, 3.0 mmol) afforded 4d as a white 

solid (603 mg, 1.59 mmol, 53%). mp 151.1 °C, tr 9.46 min purity 98.1% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.38 (q, J = 8.1 Hz, 2H), 1.58 (dp, J = 22.1, 7.0 Hz, 4H), 1.97 
(t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.92 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 6.92 – 7.18 (m, 2H), 7.85 – 8.13 (m, 
2H), 8.27 (s, 1H), 8.67 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 10.35 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 12.13 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 55.2, 75.6, 114.2, 117.3, 126.2, 127.7, 
155.4, 156.6, 159.6, 161.3, 169.0. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C17H21N3O5S 380.1275, found 380.1277  
 
4e 4-(2-Fluorophenyl)-N-((6-(hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)thiazole-2-carboxamide 
Synthesis according to general procedure C using 3e (610 mg, 1.0 mmol) afforded 4e as a 

orange wax (221 mg, 0.6 mmol, 60%). tr 9.93 min purity 99.2% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.28 – 1.46 (m, 2H), 1.58 (dp, J = 22.5, 7.0 Hz, 4H), 1.97 (t, 
J = 7.3 Hz, 2H), 3.93 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.28 – 7.41 (m, 2H), 7.41 – 7.52 (m, 1H), 8.21 – 8.36 
(m, 2H), 8.67 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 10.35 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 12.21 (s, 1H). 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 24.7, 24.9, 27.3, 32.1, 75.5, 116.1 (d, J = 22.0 Hz), 121.0 (d, 
J = 11.5 Hz), 123.2 (d, J = 13.4 Hz), 124.7 (d, J = 3.4 Hz), 130.0 (d, J = 2.8 Hz), 130.3 (d, J = 
8.7 Hz), 148.9, 156.4, 158.4, 160.4, 161.0, 168.9. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C16H18FN3O4So 368.1075, found 368.1067 
 
4f 4-(3-Fluorophenyl)-N-((6-(hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)thiazole-2-carboxamide 
Synthesis according to general procedure C using 3f (505 mg, 0.8 mmol) afforded 4f as a 

colourless wax (258 mg, 0.7 mmol, 85%). tr 9.89 min purity 95.9% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.30 – 1.48 (m, 2H), 1.46 – 1.70 (m, 4H), 1.97 (t, J = 7.3 Hz, 
2H), 3.93 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 7.23 (td, J = 8.6, 2.5 Hz, 1H), 7.53 (td, J = 8.1, 6.1 Hz, 1H), 7.87 
– 7.99 (m, 2H), 8.54 (s, 1H), 8.67 (s, 1H), 10.36 (s, 1H), 12.18 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.6, 113.1 (d, J = 23.6 Hz), 115.3 (d, 
J = 20.7 Hz), 120.5, 122.3, 130.9 (d, J = 8.5 Hz), 135.8, 154.0, 156.4, 161.0, 161.7, 164.3, 
169.0. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C16H18FN3O4S 368.1075, found 368.1081  
 
4g 4-(4-Fluorophenyl)-N-((6-(hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)thiazole-2-carboxamide 
Synthesis according to general procedure C using 3g (260 mg, 0.4 mmol) afforded 4g as a 

white solid (99 mg, 0.3 mmol, 63%). mp 170.7 °C, tr 9.65 min purity 98.5% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.38 (q, J = 7.8 Hz, 2H), 1.45 – 1.67 (m, 4H), 1.97 (t, J = 7.2 
Hz, 2H), 3.92 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.26 – 7.39 (m, 2H), 8.03 – 8.16 (m, 2H), 8.41 (s, 1H), 8.68 
(s, 1H), 10.36 (s, 1H), 12.17 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.6, 115.7 (d, J = 21.6 Hz), 119.1, 
128.5 (d, J = 8.3 Hz), 130.0 (d, J = 3.0 Hz), 154.4, 156.5, 160.6, 161.6, 163.9, 169.0. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C16H18FN3O4S 368.1075, found 368.1074 
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4h N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(thiophen-2-yl)thiazole-2-carboxamide 
Synthesis according to general procedure C using 3h (598 mg, 1.0 mmol) afforded 4h as a 

white solid (226 mg, 0.6 mmol, 63%). mp 123.4 °C, tr 8.87 min purity 98.8% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.28 – 1.47 (m, 2H), 1.44 – 1.75 (m, 4H), 1.97 (t, J = 7.3 Hz, 
2H), 3.92 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.15 (dd, J = 5.1, 3.6 Hz, 1H), 7.54 – 7.71 (m, 2H), 8.25 (s, 1H), 
8.67 (s, 1H), 10.35 (s, 1H), 12.12 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.5, 118.0, 125.4, 126.8, 128.1, 136.8, 
150.3, 156.4, 161.8, 169.0. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C14H17N3O4S2 356.0733, found 356.0735 
 
4i N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(thiophen-3-yl)thiazole-2-carboxamide 
Synthesis according to general procedure C using 3i (598 mg, 1.0 mmol) afforded 4i as a white 

solid (198 mg, 0.6 mmol, 56%). mp 140.4 °C, tr 8.79 min purity 98.6% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.38 (tt, J = 11.3, 6.3 Hz, 2H), 1.58 (dp, J = 22.1, 7.0 Hz, 4H), 
1.97 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.92 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.42 – 7.81 (m, 2H), 8.01 (dd, J = 2.7, 1.6 Hz, 
1H), 8.25 (s, 1H), 8.67 (s, 1H), 10.35 (s, 1H), 12.12 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.8, 25.0, 27.3, 32.1, 75.5, 118.7, 122.9, 126.3, 127.3, 135.7, 
151.7, 156.5, 161.4, 169.0. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C14H17N3O4S2 356.0733, found 356.0734 
 
4j N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(p-tolyl)thiazole-2-carboxamide 
Synthesis according to general procedure C using 3j (606 mg, 1.0 mmol) afforded 4j as a white 

solid (212 mg, 0.6 mmol, 58%). mp 134.3 °C, tr 10.20 min purity 97.8% 
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ 1.37 (tt, J = 9.5, 6.2 Hz, 2H), 1.54 (p, J = 7.5 Hz, 2H), 1.61 (p, 
J = 6.7 Hz, 2H), 1.97 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.35 (s, 3H), 3.92 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 7.22 – 7.34 (m, 
2H), 7.90 – 8.00 (m, 2H), 8.35 (s, 1H), 8.67 (s, 1H), 10.35 (s, 1H), 12.14 (s, 1H). 
13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δ 20.9, 25.0, 25.0 (d, J = 9.3 Hz), 27.4, 32.2, 75.6, 118.5, 126.2, 
129.4, 130.7, 138.0, 155.6, 156.6, 161.4, 169.0. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C17H21N3O4S 364.1326, found 364.1330  
 
4k N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(4-(trifluoromethyl)phenyl)thiazole-2-
carboxamide 
Synthesis according to general procedure C using 3k (382 mg, 0.6 mmol) afforded 4k as a 

light brown solid (134 mg, 0.3 mmol, 56%). mp 127.2 °C, tr 11.278 min purity 98.5% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.37 (qd, J = 8.7, 5.5 Hz, 2H), 1.48 – 1.68 (m, 4H), 1.97 (t, J 
= 7.3 Hz, 2H), 3.93 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.86 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 8.23 – 8.33 (m, 2H), 8.66 (s, 
2H), 10.36 (s, 1H), 12.25 (s, 1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.6, 121.7, 122.4, 125.8 (d, J = 3.2 
Hz), 126.0, 126.9, 127.9 – 129.4 (m), 137.1, 153.7, 156.4, 162.1, 169.0. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C17H18F3N3O4S 418.1043, found 418.1041 
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4l 4-(Benzofuran-2-yl)-N-((6-(hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)thiazole-2-carboxamide 
Synthesis according to general procedure C using 3l (316 mg, 0.5 mmol) afforded as a 

off-white solid (112 mg, 0.3 mmol, 58%). yield 58%, mp 150.4 °C, tr 10.70 min purity 99.3% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.18 – 1.45 (m, 2H), 1.58 (dp, J = 22.2, 7.0 Hz, 4H), 1.97 (t, 
J = 7.3 Hz, 2H), 3.93 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.25 – 7.43 (m, 3H), 7.66 (dq, J = 8.2, 0.9 Hz, 1H), 
7.70 – 7.78 (m, 1H), 8.42 (s, 1H), 8.67 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 10.35 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 12.27 (s, 
1H). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.6, 104.1, 111.2, 121.3, 121.8, 123.5, 
125.3, 128.1, 146.5, 150.5, 154.3, 156.3, 163.1, 169.0. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C18H19N3O5S 390.1118, found 390.1117 
 
4m N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(4-(pyrrolidin-1-yl)phenyl)thiazole-2-
carboxamide 
Synthesis according to general procedure C using 3m (500 mg, 0.8 mmol) afforded as 4m a 

yellow solid (93 mg, 0.2 mmol, 29%). mp 136.2 °C, tr 9.29 min purity 98.9% 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.28 – 1.47 (m, 2H), 1.58 (dp, J = 21.9, 6.9 Hz, 4H), 1.86 – 
2.07 (m, 6H), 3.23 – 3.34 (m, 4H), 3.92 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 6.48 – 6.81 (m, 2H), 7.75 – 8.01 (m, 
2H), 8.05 (s, 1H), 8.67 (s, 1H), 10.35 (s, 1H), 12.07 (s, 1H). 
13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δ 24.9, 25.0, 25.0, 27.4, 32.2, 47.3, 48.6, 75.5, 111.5, 114.7, 
120.7, 127.4, 147.8, 156.6, 156.8, 160.8, 169.0. 
HRMS (m/z) MH+ calcd for C20H26N4O4S 419.1748, found 419.1746 
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4.2 Biological evaluation  

Enzyme assay: All human recombinant enzymes were purchased from Reaction Biology 

Corp. (Malvern, PA, USA). The HDAC activity assay of HDAC2 (catalog nr. KDA-21-277), 4 

(catalog nr. KDA-21-279), 6 (catalog nr. KDA-21-213) and 8 (catalog nr. KDA-21-481) was 

performed in 96-well plates (Corning, Germany). Briefly, 20 ng of HDAC2 and HDAC8, 17.5 

ng of HDAC6 and 2 ng of HDAC4 per reaction were used. Recombinant enzymes were diluted 

in assay buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1 mM MgCl2, and 1 

mg/mL BSA). 80 µl of this dilution was incubated with 10 µl of different concentrations of 

inhibitors in assay buffer. After a 5 min incubation step, the reaction was started with 10 µl of 

300 µM (HDAC2), 150 µM (HDAC6) Boc-Lys(Ac)-AMC (Bachem, Germany) or 100 µM 

(HDAC4), 60 µM (HDAC8) Boc-Lys(TFA)-AMC (Bachem, Germany). The reaction was 

stopped after 90 min by adding 100 µl stop solution (16 mg/mL trypsin, 2 µM panobinostat for 

HDAC2, HDAC6 and HDAC8, 2 µM CHDI0039 (kindly provided by the CHDI Foundation Inc., 

New York, USA) for HDAC4 in 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, and 100 mM NaCl. 15 min after the 

addition of the stop solution the fluorescence intensity was measured at an excitation of 355 

nm and emission of 460 nm in a NOVOstar microplate reader (BMG Lab-Tech, Offenburg, 

Germany). 
 

Cell culture: All leukemic cell lines were cultured at 37°C with 5% CO2 in RPMI 1640 GlutaMax 

medium supplemented with 10-20% fetal bovine serum (FBS), depending on the 

recommendation of the German collection of microorganisms and cell culture (DSMZ). Patient 

derived xenograft (PDX) samples were generated by (intravenously) injecting leukemia cells, 

isolated from patients into immune deficient NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ or NSG mice 

aged 8-12 weeks. The transplanted leukemia cells were isolated from the spleen or the bone 

marrow of the mice. If the proportion of human cells was below 90%, a mouse cell depletion 

kit (Miltenyi Biotec) was used to enrich the human cells. Subsequently, leukemia cells (≥ 90% 

human) derived from the bone marrow and spleen of the mice were utilized to conduct a short-

term ex vivo drug sensitivity assay. PDX cells were short-term cultured in RPMI 1640 GlutaMax 

with 15% FBS, 0.1mM 2- Mercaptoethanol, 1mM Sodium Pyruvate, and Gentamicin 0.5 µg/ 

mL. All animal experiments were conducted in accordance with the regulatory guidelines of 

the official committee at LANUV (Akt. 81-02.04.2017.A441), under the authorization of the 

animal research institute (ZETT) at the Heinrich Heine University Düsseldorf. Patient samples 

were received after obtaining informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki. 

The experiments were approved by the ethics committee of the medical faculty of the Heinrich 

Heine University (Study Nr.: 2019-566).  



3. Ergebnisse und Diskussion 

 
91 

 

High throughput drug screening: All compounds were used in 10 mM stock solutions and 

dissolved in DMSO.40 Drug screening plates were pre-printed with the Tecan D300e in 384 or 

1536 well plates. To avoid plate effects, all plates were randomized and all wells were further 

on normalized to the highest DMSO volume on the plate. Plates were stored at -80°C and 

thawed 1 hour prior to the experiment. Cells concentration and viability was determined via the 

Vi-CELL BLU cell counter. Only if cells exceeded 90% viability they were deemed acceptable 

for seeding. Cell lines were seeded at a concentration of 0.04 x 106 cells/mL in 384 well plates 

or at 0.5 x 106 cells/mL in 1536 well plates, while PDX samples were seeded in 1536 well 

plates at 1.5 x 106 cells/mL via the Multidrop reagent dispenser. The seeded plates were 

incubated for 72 h and subsequently evaluated via CellTiter-Glo. A Tecan Spark microplate 

reader was used to measure the emerging luminescence. 

Initial IC50 determinations of all experimental compounds was done in 11 concentrations (from 

0.005 to 25 µM) three times with the three cell lines K562 (CML), HL60 (AML), HPBALL (T-

ALL). The viability was determined in relation to the DMSO controls and the IC50 was calculated 

via Prism (log(inhibitor) vs. normalized response – Variable slope). The screening with 

commercially available inhibitors was done in 6 concentration from 0.005 - 25 µM. Viability and 

inhibition curves were determined in the same way. The DSS was calculated via the R package 

DSS. The dDSS was calculated by subtracting the DSS value of five healthy controls from the 

leukemia value. Significance was calculated by comparing all dDSS values of two drugs in a 

one-way Anova test. Heatmaps were generated via the complex heatmap package. 

Synergy drug screening: Drug synergy was investigated by a matrix screening approach. 

Plates were designed by combining each concentration of drug A with each concentration of 

drug B. All drugs were printed in 8 concentrations on 384 well plates. (4d: 0.025 -0.75 µM, 4m: 

0.005 – 0.35 µM, decitabine & clofarabine 0.005 – 5 µM). HL60 were seeded with a 

concentration of 0.1 x 106 cells/ml and afterwards processed by the previously described 

protocol.26 After the viability calculation, ZIP scores were generated through the ‘Synergyfinder’ 

package. 

Immunoblotting: Leukemia cells were treated with the indicated concentrations for 24 h. 

Afterwards the cells were collected and washed three times with cold PBS and in the end snap 

frozen with liquid nitrogen. Cells were lysed in Pierce RIPA buffer (with cOmplete Protease 

Inhibitor cocktail, PhosSTOP & Dithiothreitol) and DNA was removed via high speed 

centrifugation. The protein concentration was determined via BCA assay. Protein lysates were 

diluted via 5x laemmli buffer and denatured at 95 °C for 5 minutes. Into every pocket of a 10% 

acryl amid gel, a volume with 20 µg of protein was added. SDS-Page were run for 90 minutes 

at 100 mV in 1x running buffer. The proteins were transferred with 1x transfer buffer with 10% 

methanol onto nitrocellulose membranes at 100 mV for 90 minutes. 
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The membranes were blocked with 3% bovine serum albumin (BSA) in Tris buffered saline 

with Tween (TBST) for 1 hour. The membranes were incubated overnight at 4 °C with primary 

antibodies, including anti-acetyl-α-tubulin (catalog no. 5335), anti-acetyl-histone H3 (catalog 

no. 9677S), anti-cleaved PARP (catalog no. 9541) and anti-GAPDH (catalog no. 97166), 

following manufacturer’s guidelines (Cell Signaling Technology).  

Caspase 3/7 & trypan blue assay: At a concentration of 0.25 µM, either 4d or 4m was 

introduced to wells containing HL60 leukemia cells. Additionally, compounds were co-

administered with a caspase inhibitor Q-VD at a concentration of 10 µM in separate wells. 

Control conditions encompassed wells treated solely with DMSO or exclusively with Q-VD. 

Each experimental condition was executed in quadruplicate. Following a 24 or 48 h incubation 

period, the cells underwent treatment with a Caspase 3/7 Kit (Promega), and luminescence 

was quantified using the Tecan Spark microplate reader. In parallel, the identical cell solutions 

was dispensed into 24-well plates, and cell enumeration was conducted employing the Vi-

CELL BLU (Beckman Coulter) cell counter after 24 or 48 hours. 

Cell cycle analysis: HL60 cells were plated in a concentration of 0.1 x 106 cells/ml in 12 well 

plates with a volume of 1.5 ml. Both 4d and 4m were added to the cultures at 0.15 or 0.20 µM. 

After 24 h of incubation, the cells were centrifuged and incubated with 0.2 ml Nicoletti assay 

buffer (0.1% tri-sodium citrate dehydrate, 0.1% Triton X-100, 50 µg/ml propidium iodide, 

0.5 mg/ml RNAse A). The solution was incubated 15 minutes at 4°C and afterwards measured 

via CytoFLEX (Beckman Coulter). 

4.3. In vitro pharmacokinetics  

LC-MS/MS method: For the determination of in vitro pharmacokinetics of 4d and 4m, a tailored 

liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) assay was 

developed. Chromatographic separation was performed using a Luna Pentafluorophenyl (PFP 

(2)) column (100.0 x 2.0 mm; 3 μm; Phenomenex Ltd, Aschaffenburg, Germany). For the 

mobile phase, 0.1% FA in water (v/v) and 0.1% FA in methanol (v/v, B) were applied. Gradient 

separation at a flow rate of 0.4 mL/min was used, involving the following steps: 0.0–1.5 min: 

5% B, 1.5–2.5 min: 5%–20% B, 2.5–4.5 min: 20%–95% B, 4.5.–7.5 min: 95% B, 7.5–8.0 min: 

95%–5% B. The injection volume was set to 20 μL, and the column oven was maintained at 

60°C. A TSQ Quantum Ultra triple quadrupole mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts) with an electrospray ionisation (ESI) interface was used for the 

mass spectrometric detection. A spray voltage of 4000 V and a capillary temperature of 300 °C 

were applied. The vaporizer temperature was maintained at 380 °C, the sheath gas at 50 a.u., 

aux gas pressure at 5 a.u. and ion sweep gas at 1.0 a.u.. Argon was utilised as the collision 

gas with a pressure of 1.6 mTorr. 4j was used as internal standard for 4d and 4m, while 

deuterated standards were used for the control compounds in the respective in vitro 
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pharmacokinetic assays. The following multiple reaction monitoring (MRM) transitions with 

their collision energy (CE) and tube lens voltage (TL) were monitored in the positive ion mode: 

4d: 380.23  175.0 mass-to-charge ratio (m/z) (CE: 40 V, TL: 96 V), 4m: 419.19  229.1 m/z 

(CE: 26 V, TL: 100 V), 4j: 364.15  217.1 m/z (CE: 17 V, TL: 158 V), Carvedilol: 407.04  

224.07 m/z (CE: 22 V, TL: 150 V), Carvedilol d5 CE: 412.28  229.1 m/z (CE: 23 V, TL: 116 

V), Propranolol 260.0  155.0 m/z (CE: 24 V, TL: 86V), Propranolol d7 267.18  116.12 m/z 

(CE: 20 V, TL: 88 V), Itraconazol 705.4  392.18 m/z (CE: 34 V, TL: 154 V), Itraconazol d4 

709.6  396.23 m/z (CE: 36 V, TL: 165 V). 

Distribution coefficient (log D): The logD determination was based on the shake flask 

method optimized for mass spectrometric analysis.60 The distribution of test compounds was 

investigated between buffer pre-saturated octanol and octanol pre-saturated 0.1 M potassium 

phosphate buffer pH 7.4. A 10 mM solution of the test compounds in DMSO and the control 

carvedilol were diluted 1:100 in buffer. A 200 µL aliquot was directly taken and 1:1 diluted in 

acetonitrile (v/v, standard). To the residual buffer volume octanol was added in different v/v 

ratios: 1:0.1, 1:0.01, 3:0.01 and 5:0.01. Samples were shaken for one hour to reach equilibrium 

before the two phases were separated by centrifugation at 13.200 x g for 10 min. 

Determinations were performed in triplicate for each compound from the aqueous phase. For 

the calculation of logD, the buffer/octanol v/v ratio was used in which the amount of drug was 

most similar in order to obtain the most precise measurement. The logD was then calculated 

by the following Equation 1: 

𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 = log (�
𝐴𝐴𝑆𝑆𝑆𝑆
𝐴𝐴𝑤𝑤

− 1�
𝑉𝑉𝑤𝑤
𝑉𝑉𝑜𝑜

) 

Equation 1. Calculation of logD. ASt: area ratio standard, Aw: area ratio after partition, Vw: volume 
aqueous phase, Vo: volume octanol 

Plasma stability: Ex vivo plasma stability was studied in fresh human plasma at 37 °C. Plasma 

was prewarmed to 37 °C and reactions were started by spiking 4d and 4m to the plasma to a 

final concentration of 1 µM, 50 nM and 2.5 nM. Sample aliquots of 100 µL were taken at 0, 30, 

60, 120, 240, 360 minutes and after 24 hours. Each aliquot was mixed with 300 µL ice-cold 

acetonitrile containing the internal standards, and directly vortexed followed by 15 min shaking 

at 800 rpm at room temperature. Then, samples were centrifuged for 5 min at 13.200 xg. 

300 µL of the supernatant was evaporated to dryness under heated nitrogen stream at 50 °C. 

Samples were stored at 4 °C, until completion of the assay and reconstituted in 100 µL 50/50 

acetontitrile/water (v/v). This customized sample preparation protocol was characterized by 

good recoveries of 104.7 ± 6.7% for 4d and 104.5 ± 6.6% for 4m and low matrix effects of less 

than 11% for both compounds. The assay was conducted in triplicate. As a control, the 

compounds were incubated in 4% bovine serum albumin to identify potential enzyme-related 

degradation in plasma. In vitro plasma half-life (t1/2) was calculated by t1/2=ln2/ke, where ke is 
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the slope in the linear fit of the natural logarithm of the fraction remaining of the parent 

compound vs. incubation time.  

Blood-to-plasma ratio: The blood-to-plasma ratio (KB/P) was determined to investigate the 

drug binding to erythrocytes. Therefore, freshly drawn whole blood was spiked to a final 

concentration of 1 µM, 50 nM and 2.5 nM, cautiously shaken to avoid lysis and incubated at 

37 °C for 30 min. Spiked whole blood was centrifuged at room temperature for 10 min at 

2,000 x g and the obtained plasma was used for analysis. Additionally, plasma was directly 

spiked to a final concentration of 1 µM, 50 nM and 2.5 nM and also incubated for 30 min at 

37 °C (reference plasma; not considering distribution into the red blood fraction). 100 µL of 

reference plasma and of plasma separated from spiked whole blood were precipitated with 

300 µL of ice-cold acetonitrile containing 3.33 ng/mL of the internal standards. Following 

immediate vortexing, samples were shaken for 15 minutes at 800 rpm at room temperature. 

Subsequently, samples were centrifuged for 5 min at 13,200 x g and 300 µL of the supernatant 

was evaporated to dryness under a heated nitrogen stream at 50 °C. The residue was 

reconstituted in 100 µL 50/50 acetonitrile/water (v/v). Whole blood and plasma of two donors 

(male and female) in three independent replicates were used for the analysis. Carvedilol was 

used as a control compound with known KB/P. The hematocrit was determined volumetrically. 

The blood-to-plasma-ratios were calculated according to Equation 2 and Equation 3:61,62  

𝐾𝐾𝑒𝑒/𝑝𝑝 =
1
𝐻𝐻
𝑥𝑥 �

𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝐴𝐴𝐴𝐴𝑟𝑟𝑟𝑟𝑙𝑙𝑝𝑝𝑝𝑝𝑒𝑒𝑝𝑝
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝐴𝐴𝐴𝐴𝑟𝑟𝑟𝑟𝑙𝑙𝑝𝑝

− 1�+ 1 

Equation 2. Calculation of Red blood cell partitioning coefficient. H: hematocrit; 𝑲𝑲𝒆𝒆/𝒑𝒑: red blood 
cell partition coefficient, pref: reference plasma; p: plasma separated from spiked whole blood 
 

𝐾𝐾𝑏𝑏/𝑝𝑝 = (𝐾𝐾𝑒𝑒/𝑝𝑝𝑥𝑥𝐻𝐻) + (1 −𝐻𝐻) 

Equation 3: Calculation of Blood-to-plasma ratio (𝑲𝑲𝒃𝒃/𝒑𝒑). H: hematocrit; 𝑲𝑲𝒆𝒆/𝒑𝒑 : red blood cell 
partition coefficient 

Plasma protein binding: Plasma protein binding was determined using equilibrium dialysis. 

A 20% ethanol regenerated dialysis membrane with a molecular weight cutoff of 6 kDa 

(Reichelt Chemietechnik GmbH + Co, Heidelberg, Germany) was placed into a 96-well dialysis 

apparatus to obtain two chambers. 150 µL of plasma spiked to a final concentration of 1 µM, 

50 nM and 2.5 nM of the test compounds and 150 µL of 0.9% saline were added to the 

respective sides of the 96-well dialysis plate, wells were sealed and the plate was placed into 

an incubator at 37 °C to dialyze for 24 h. Following 24 h of incubation, 100 µL of plasma were 

removed, directly precipitated with ice-cold acetonitrile containing the internal standards and 

prepared as described above. 100 µL methanol with internal standards was added to the saline 

at the acceptor chamber to keep the compounds dissolved before taking the respective aliquot. 

Plasma protein binding was analyzed in three independent replicates and itraconazole was 
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used as a control in each chamber to account for potential leaking of the dialysis membrane. 

Plasma protein binding was calculated according to Equation 4, where fb is the fraction bound, 

cte is the total plasma drug concentration at equilibrium, cf is the free drug concentration of the 

acceptor side, Vpi is the initial plasma volume and Vpe is the equilibrium plasma volume.63 

𝑓𝑓𝑏𝑏 [%] =
�𝑐𝑐𝑆𝑆𝑒𝑒 − 𝑐𝑐𝑝𝑝�𝑥𝑥

𝑉𝑉𝑝𝑝𝑒𝑒
𝑉𝑉𝑝𝑝𝑝𝑝

��𝑐𝑐𝑆𝑆𝑒𝑒 − 𝑐𝑐𝑝𝑝�𝑥𝑥
𝑉𝑉𝑝𝑝𝑒𝑒
𝑉𝑉𝑝𝑝𝑝𝑝

� + 𝑐𝑐𝑝𝑝
 𝑥𝑥 100 

Equation 4. Calculation of drug fraction bound.  

To determine plasma protein binding > 99% more accurately, the dilution method was 

applied.64 For this purpose, a 1:10 and a 1:20 dilution of plasma in 0.9 % saline was additionally 

used as donor. The diluted plasma was spiked to a final concentration of 1 µM, 50 nM and 2.5 

nM of 4d and 4m and incubated with 0.9% saline in the acceptor chamber for 24 h at 37°C. 

Sample purification was performed as for the classical approach. Calibration curves from 1:10 

and 1:20 diluted plasma were used to determine the corresponding donor concentrations. 

Plasma protein binding was analyzed in triplicates. As a control, the plasma protein binding of 

itraconazole was determined. Plasma protein binding was calculated according to Equation 5, 

6 and 7 where fu is the fraction unbound and D is the dilution level of the plasma.  

𝑓𝑓𝑢𝑢,𝑑𝑑  [%] = (1 −
�𝑐𝑐𝑆𝑆𝑒𝑒 − 𝑐𝑐𝑝𝑝�𝑥𝑥

𝑉𝑉𝑝𝑝𝑒𝑒
𝑉𝑉𝑝𝑝𝑝𝑝

��𝑐𝑐𝑆𝑆𝑒𝑒 − 𝑐𝑐𝑝𝑝�𝑥𝑥
𝑉𝑉𝑝𝑝𝑒𝑒
𝑉𝑉𝑝𝑝𝑝𝑝

� + 𝑐𝑐𝑝𝑝
 )𝑥𝑥 100 

Equation 5. Calculation of diluted fraction unbound. fu,d: free fraction from diluted plasma,  

𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑟𝑟𝑙𝑙𝑢𝑢𝑟𝑟𝐴𝐴𝑢𝑢 𝑓𝑓𝑢𝑢 =
1
𝑙𝑙

�� 1
𝑓𝑓𝑢𝑢,𝑑𝑑

� − 1� + 1
𝑙𝑙

 

Equation 6. Calculation of undiluted fraction unbound. D: plasma dilution factor, fu: fraction 
unbound, fu,d: fraction unbound from diluted plasma 

𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑟𝑟𝑙𝑙𝑢𝑢𝑟𝑟𝐴𝐴𝑢𝑢 𝑓𝑓𝑏𝑏 [%] = (1 − 𝑓𝑓𝑢𝑢) 𝑥𝑥 100 

Equation 7. Calculation of undiluted fraction bound. 

Microsomal stability: Human liver microsomes (HLMs) were used to determine the 

microsomal stability using the co-solvent method. For this purpose, 905 µL of 0.1 M potassium 

phosphate buffer pH 7.4 and 25 µL of 20 mg/mL pooled (from 150 donors) human liver 

microsomes (Corning, New York, USA) were added and gently inverted for mixing. 10 µL of a 

100 µM working solution for 4d, 4m and the control compound propranolol in 

acetonitrile/DMSO 80/20 (v/v) was added and gently inverted for three times. 47 µL of this mix 

was aliquoted into three reaction tubes per time point. To start the reaction, 3 µL of a freshly 

prepared mix of 125 µL NADPH Regenerating System Solution A and 25 µL NADPH 
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Regenerating System Solution B (Corning, New York, USA) was added. The tubes were 

incubated at 37° C and 300 rpm and reactions were stopped at the time points 0, 15, 30, 45, 

and 60 min by adding 150 µL of ice-cold acetonitrile (containing 100 ng/mL of the internal 

standards). Each sample was directly vortexed and placed on ice. Following, samples were 

centrifuged at 13,200 x g for 10 min and the supernatant was diluted 1:10 with 

acetonitrile/water 50/50 (v/v). A negative control (no HLMs) and a blank (no analytes) were 

used as controls besides propranolol. First-order kinetics was used to calculate half-life (t1/2) 

and intrinsic clearance (Clint) (Equation 8,9)  

𝑟𝑟1/2 =
𝑙𝑙𝑢𝑢2
𝑘𝑘𝑒𝑒

 

Equation 8. Calculation of half-life (t1/2). ke: elimination rate constant 

Clint [µL/min/mg protein] = ln (2)
𝑆𝑆1/2

 x 𝑣𝑣𝑜𝑜𝑣𝑣𝑢𝑢𝑣𝑣𝑒𝑒 𝑜𝑜𝑝𝑝 𝑝𝑝𝑖𝑖𝑖𝑖𝑢𝑢𝑏𝑏𝑖𝑖𝑆𝑆𝑝𝑝𝑜𝑜𝑖𝑖 [µ𝐿𝐿]
𝑝𝑝𝑝𝑝𝑜𝑜𝑆𝑆𝑒𝑒𝑝𝑝𝑖𝑖 𝑖𝑖𝑣𝑣𝑜𝑜𝑢𝑢𝑖𝑖𝑆𝑆 𝑝𝑝𝑖𝑖 𝑝𝑝𝑖𝑖𝑖𝑖𝑢𝑢𝑏𝑏𝑖𝑖𝑆𝑆𝑝𝑝𝑜𝑜𝑖𝑖 [𝑣𝑣𝑚𝑚]

 

Equation 9. Calculation of intrinsic clearance. t1/2: half-life 

The elimination rate constant (ke) was determined as the negative slope of the plotted natural 

logarithm of the test compound peak area ratio versus time. 

To correct for non-specific binding in the HLM incubation, plasma protein binding of 4d and 4m 

to HLMs was determined by equilibrium dialysis. The procedure was conducted as described 

above, replacing plasma by a 0.5 mg/mL HLM mixture (no NADPH). The unbound intrinsic 

clearance, which is solely influenced by the activity of metabolizing enzymes, was calculated 

(Equation 10). 

𝑈𝑈𝑢𝑢𝑈𝑈𝑙𝑙𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢 𝐶𝐶𝑙𝑙𝑝𝑝𝑖𝑖𝑆𝑆 =
𝐶𝐶𝐶𝐶𝑝𝑝𝑖𝑖𝑆𝑆
𝑓𝑓𝑢𝑢𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚

 

Equation 10. Calculation of unbound intrinsic clearance. Clint: intrinsic clearance, fumic: unbound 
fraction microsomal incubation 

In vitro – in vivo extrapolation of hepatic clearance: The in vivo hepatic clearance of 4d 

and 4m was estimated using the in vitro determined KB/P, unbound intrinsic clearance and 

plasma protein binding at 50 nM according to Equation 11. A hepatic blood flow of 1500 mL/min 

was used for calculation, displaying the normal value in the healthy male.65 In addition, the 

hepatic extraction ratio was calculated according to Equation 12. Drugs with an extraction ratio 

<0.3 were classified as low hepatic extraction drugs, 0.3-0.7 as intermediate hepatic extraction 

drugs, and >0.7 as high hepatic extraction drugs. 

𝐶𝐶𝑙𝑙𝐻𝐻 = 𝑄𝑄𝐻𝐻𝑥𝑥

𝑓𝑓𝑢𝑢
𝐾𝐾𝐵𝐵/𝑃𝑃

𝑥𝑥𝐶𝐶𝑙𝑙𝑝𝑝𝑖𝑖𝑆𝑆,𝑢𝑢

𝑄𝑄𝐻𝐻 + 𝑓𝑓𝑢𝑢
𝐾𝐾𝐵𝐵/𝑃𝑃

𝑥𝑥𝐶𝐶𝑙𝑙𝑝𝑝𝑖𝑖𝑆𝑆,𝑢𝑢

 

Equation 11. Calculation of hepatic clearance. ClH: hepatic clearance, Clint,u: unbound intrinsic 
clearance, fu: fraction unbound in plasma, KB/P, blood-to-plasma ratio, QH: hepatic blood flow 
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𝐸𝐸𝐻𝐻 =
𝐶𝐶𝑙𝑙𝐻𝐻
𝑄𝑄𝐻𝐻

 

Equation 12. Calculation of the hepatic extraction ratio (EH). ClH: hepatic clearance, QH: hepatic 
blood flow 

Animal experiment 

MV4-11, a human acute monocytic leukemia (AML) cell line was purchased from DSMZ (#ACC 

102). Luc-GFP expressed MV4-11 cells were generated by lentiviral transduction with 

luciferase reporter gene.66 MV4-11 cells were maintained in RPMI 1640 medium supplemented 

with 20% FBS. MV4-11 GFP-Luc (0.5×106) cells were intravenously injected into 6 to 8 weeks 

old immunodeficient NSG mice (NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ, Jackson laboratory). 

Engraftments of the leukemia cells was verified by in vivo imaging system (IVIS® Spectrum In 

Vivo Imaging System, PerkinElmer) 14 days after injection. The leukemia bearing mice were 

randomly divided to three treatment groups, vehicle control (10% DMSO+ 18% PEG300+ 5% 

TWEEN 20+ 68% dH2O) and compound 4d (10mg/kg). Starting from day 16, a total of 8 daily 

doses were administered through intraperitoneal (i.p.) injections. Body weight from each 

mouse was recorded every day. Treatment efficacy and tumor progression were monitored by 

means of IVIS and quantification of ROI values (radiance, p/s/cm2/sr). 
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DSMZ - german collection of microorganisms and cell culture 

DSS - drug sensitivity scores 

ESI - electrospray ionization 

FBS - fetal bovine serum 

HAT - histone acetyltransferases 

HBTU – O-(benzotrialzol-1-yl)-N,N,N´,N´,-tetramethyluroniumhexafluorophosphat 

HDAC - histone deacetylases 

HDACi - HDAC inhibitors 

HLM: human liver microsomes 

HRMS - high-resolution mass spectra 

HSCs - hematopoietic stem cells 

HTDS - high throughput drug screening 

Hz - Hertz 

KB/P: blood-to-plasma ratio 

mp - melting points 

MRM: multiple reaction monitoring 

PDX - patient-derived xenograft  

ppm - parts per million 

T-ALL - T cell acute lymphoblastic leukemia 

TBST - tris buffered saline with Tween 

TFA – trifluoroacetic acid 

TL: Tube lens 
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3.1.1 Weiterführende Analyse der Struktur-Aktivitätsbeziehung 
 

Tabelle 1: Strukturen und Aktivität der HDACi 4n – 4t gegen drei verschiedene leukämische 
Zelllinien. n=3, Mittelwert±Standardabweichung. Die Daten wurden von Julian Schliehe-Diecks 
aus dem Arbeitskreis von Dr. Sanil Bhatia erhoben. HDACi 4a ist als Referenz angegeben. 
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Nr. R1 R2 IC50 

(HL60) 

[nM] 

IC50 
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[nM] 

IC50 

(K562) 

[nM] 
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H 430.0 
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Tabelle 2: Strukturen und Aktivität der HDACi 4u – 4z gegen drei verschiedene leukämische 
Zelllinien. n=3, Mittelwert±Standardabweichung. Die Daten wurden von Julian Schliehe-Diecks 
aus dem Arbeitskreis von Dr. Sanil Bhatia erhoben. HDACi 4a ist als Referenz angegeben. 

 

Die 4a Analoga 4n–4z sind auf analoge Weise zu den Derivaten 4b-4m unter 3.1 synthetisch 

zugänglich. Diese Derivate ergänzen die Derivate 4b-4m aus 3.1, indem sie weitere 

Modifikationen der terminalen Phenylgruppe (4o-4q, 4s, 4x-4z) oder einen bioisosteren 

Austausch (4r, 4u-4w) derselben repräsentieren. Insbesondere die Derivate 4n und 4t 
erweitern die Struktur-Aktivitätsbeziehung der 4a Analoga, indem sie verschiedene 

Substitutionsmuster des zentralen Thiazolringes darstellen (Tabelle 1).  

Aus diesen 13 Derivaten zeigten nur drei, das chlorierte Derivat 4o, das bromierte Derivat 4p 

und das Derivat 4t mit dem Phenylring an der 2- statt der 4-Position, eine robuste 

Verbesserung der zytotoxischen Aktivität gegen drei leukämische Zelllinien im Vergleich zu 

der Leitstruktur 4a (Tabelle 1). Alle anderen Derivate zeigten eine teilweise deutliche 

Erniedrigung der antileukämischen Aktivität. Besonders das Phenol 4s und das Chlorthiophen 
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[nM] 

IC50(HPBALL) 
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± 68.0 
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± 35.0 
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± 26.0 

 

4u 
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± 160.0 
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>5000 
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4r verschlechterten die antileukämische Aktivität im Vergleich zu der Leitstruktur 4a. Dies ist 

nicht klar auf die erhöhte Elektronendichte des aromatischen Systems zurückzuführen, da 

unter den in 3.1 vorgestellten Derivaten 4b-4m vor allem Derivate mit elektronenschiebenden 

Substituenten eine verbesserte Aktivität zeigten. Ein möglicher Grund für die Trendumkehr bei 

den Derivaten 4s und 4r könnte in einer verschlechterten Zellpermeation dieser Derivate 

liegen. Auch die Dreifachsubstitution des Thiazols (4n) führte zu einer leichten Reduktion der 

zytotoxischen Aktivität.  

Die Substitution mit der stark elektronenziehenden Nitrogruppe (4x-4z) und die Substitution 

des Phenylrings durch ein elektronenarmes Pyridin (4u-4w) führte zu einer drastischen 

Verschlechterung der antileukämischen Aktivität (Tabelle 2).  

Die drei HDACi (4o, 4p und 4t) mit verbesserter Aktivität gegen die untersuchten leukämischen 

Zellen wurden auf ihre HDAC-Enzyminhibition hin untersucht. Alle Verbindungen wiesen eine 

leicht stärkere Inhibition von HDAC 2 und HDAC 6 und dasselbe HDAC 

Klasse I/IIb-Inhibitionsprofil wie die Leitstruktur 4a auf (Tabelle 3).  
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Tabelle 3: HDAC-Enzyminhibition der HDACi 4a, 4o, 4p und 4t von HDAC 2, HDAC 4, HDAC 6 und 
HDAC 8. Es wurden zwei unabhängige Experimente mit jeweils zwei Replikaten durchgeführt. 
Mittelwert ± Standardabweichung. Die Daten wurden von Nadine Horstick und Lukas Biermann 
aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Matthias U. Kassack erhoben. 

 

Der generelle Trend, dass ein elektronenreicher Aromat mit Substitution in para-Position zu 

dem Thiazol-Substituenten zu einer guten antileukämischen Wirkung führt, bestätigt das 

Derivat 4aa. 4aa übertrifft in drei leukämischen Zelllinien die Referenzverbindung Entinostat, 

einen HDACi in klinischen Studien (Tabelle 4).120 Darüber hinaus eignet sich die terminale 

Alkinfunktionalität in dem Kontext der Arzneistoffentwicklung, um beispielsweise über eine 

Kupfer katalysierte Azid-Alkin Cycloaddition (CuAAC) potentielle Kopfgruppenmodifikationen 

zu untersuchen.121  

Allerdings ist nicht auszuschließen, dass die potente zytotoxische Aktivität von einer 

unspezifischen Toxizität der terminalen Alkinfunktionalität beeinflusst wird. Ekkebus et al. 

zeigten, dass unaktivierte Propargylamine mit Cysteinen im zellulären Kontext reagieren 

können.122 Aufgrund dieser nicht auszuschließenden Reaktivität wurde das Derivat 4aa nicht 

weiter untersucht.  
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Tabelle 4: Strukturen und Aktivität des HDACi 4aa und dem Referenzinhibitor Entinostat gegen 
drei verschiedene leukämische Zelllinien. n=3, Mittelwert±Standardabweichung. Die Daten 
wurden von Julian Schliehe-Diecks aus dem Arbeitskreis von Dr. Sanil Bhatia erhoben. 

 

Von allen dargestellten Derivaten der Leistruktur 4a wiesen die drei Derivate 4d, 4l und 4m 

die potenteste zytotoxische Wirkung gegen Leukämiezellen auf (s. Kap. 3.1). Insbesondere 

die Derivate 4d und 4m zeigten ein besonders günstiges zytotoxisches Profil, da sie neben 

der antileukämischen Wirkung eine reduzierte zytotoxische Aktivität gegen gesunde Zellen 

besitzen. Gemeinsam haben diese drei Strukturen eine erweiterte Kopfgruppe mit einem 

elektronenreichen System. Generell führt ein eher elektronenschiebender Substituent in 

para-Position zum Thiazolring zu einer erhöhten zytotoxischen Aktivität gegen 

Leukämiezellen. Im Gegensatz dazu schwächen elektronenziehende, eher polare 

Substituenten, wie beispielsweise die Substitution des Phenylrings durch ein Pyridin, die 

antileukämische Wirkung ab. Die HDAC-Enzyminhibition ist weitgehend unabhängig von der 

Art oder der Position des Substituenten, alle dargestellten Derivate sind nanomolare 

Klasse I/IIb-HDACi.  

Das besondere Potenzial von 4d als neue HDACi-Leitstruktur in der präklinischen Entwicklung 

wurde durch die Translation von 4d von den in vitro Effektivitätsdaten über in vitro 

Pharmakokinetik Studien bis hin zu ersten in vivo Studien im Mausmodell herausgestellt.  

In diesen ersten in vivo Studien verringerte 4d signifikant das Tumorwachstum und unterstrich 

damit das Potential dieser HDACi-Klasse für weitere präklinische Entwicklung. 

Die potente HDAC-Klasse I/IIb Enzyminhibition, die antileukämische Wirkung und die Toleranz 

gegenüber großen Resten in para-Position zum Thiazolring machen 4d zu einem geeigneten 

HDAC-Modul für die Entwicklung von heterobifunktionellen Molekülen. 
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[nM] 
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(SEM) 
[nM] 
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± 16.0 

13.0 

± 9.0 

19.0 

± 7.0 
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3.2 Darstellung des HDAC-PROTACs 7 
 

Potente HDACi können als Motiv in HDAC-PROTACs verwendet werden, um HDAC-Enzyme 

zu degradieren. Aufbauend auf den in vitro und in vivo Ergebnissen der HDACi wurde der 

HDACi 4d auf seine Eignung als HDACi-Motiv für einen HDAC-PROTAC untersucht. Der 

HDACi interagiert in dem dreiteiligen HDAC-PROTAC Pharmakophor mit dem HDAC-Enzym 

und wird über einen Linker mit dem E3-Ligase-Liganden verbunden. In diesem Fall ist der 

E3-Ligase-Ligand ein Ligand der CRBN-Ligase.  

Dieser HDAC-PROTAC wurde hinsichtlich seiner Degradationseffizienz und -selektivität 

untersucht. 

3.2.1 Zielstruktur und Retrosynthese des HDAC-PROTACs 7 
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7  

Abbildung 14: Die HDAC-PROTAC Zielstruktur 7. Der Cereblon (CRBN)-Ligand ist orange, der 
Linker blau und der HDACi grün markiert. 
 

In der Zielstruktur 7 findet sich das typische dreigeteilte Pharmakophor eines 

HDAC-PROTACs wieder. Zum einen der HDACi, in diesem Fall ein Analogon der Verbindung 

4d, einem Triethylenglykol-basierten Linker und einem E3-Ligase Liganden der E3-Ligase 

CRBN (Abbildung 14).  

Die retrosynthetische Analyse liefert zunächst zwei Vorstufen: das Azid 8 und die 

O-geschützte Hydroxamsäure XII (Schema 1).  
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Schema 1: Retrosynthetische Analyse des zentralen Triazols der Zielstruktur 7. 

 

Die O-geschützte Hydroxamsäure XII ist analog zu den HDACi-Inhbitoren 4a-4aa 

retrosynthetisch in den propargylierten Phenylthiazolester XIII und den O-geschützten 

HDACi-Linker XIV (Schema 2) unterteilbar. 
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Schema 2: Retrosynthetische Analyse des HDACi Liganden XII 
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Schema 3: Retrosynthetische Analyse des Cereblon-Linker Moleküls 8. 
 

Das Azid 8 ist durch die Phthalimid Struktur aus einer nukleophilen aromatischen Substitution 

(SNAr) synthetisch zugänglich. Der retrosynthetische Schnitt liefert den fluorierten 

CRBN-Liganden 9 und den Linker 10 (Schema 3).  
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3.2.2 Synthese des HDAC Liganden von 7 
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1s

1s 12
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Schema 4: Synthese des alkinylierten, O-trityl geschützem HDACi 3aa. 

Die Synthese des HDACi-Motives startete mit der Darstellung des Phenylthiazols 1s nach dem 

unter 3.1 beschriebenen Protokoll mit anschließender Propargylierung der phenolischen 

Hydroxygruppe unter Finkelstein-Bedingungen. Die propargylierte Verbindung 12 wurde dann 

nach dem Protokoll von Goodreid et al. mit dem Hydroxylamin-Linker 2 zu dem 

O-Trityl-geschütztem HDACi 3aa umgesetzt.123 Der geschützte HDACi 3aa ist mit seiner

Propargylether-Struktur der HDAC-Ligand des HDAC-PROTACs 7 inklusive eines kurzen Teil

des Linkers (Schema 4).

I)

II)

1.00 Äq. NaOH (aq.)
THF
RT über Nacht

1.10 Äq. 2
1.10 Äq. HBTU
1.10 Äq. DIPEA
DMF
RT über Nacht            
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3.2.3 Synthese des E3-Ligase Ligand-Linker Konstruktes 8 
 

N

O

O
NH

O

O

FO

O

F

H3N
NH

O

O
O

1.20 Äq. NaOAc
AcOH
Reflux
7 h

85%

Cl

13 14 9  

Schema 5: Synthese des Cereblon-Liganden 9. 

 

Die Darstellung des fluorierten CRBN-Liganden nach der Vorschrift von Cheng et al. erfolgte 

durch die Reaktion zwischen den kommerziell erhältlichen Edukten 

4-Fluorphthalsäureanhydrid 13 und 3-Aminopiperidin-2,6-dion Hydrochlorid 14 in 

refluxierendem Eisessig.124 Anschließende Umkristallisation aus Ethanol/Dioxan lieferte den 

E3-Ligase Liganden 9 (Schema 5).  

HO
O

O
OH

N3
O

O
N3

2.60 Äq. Tosylchlorid
2.60 Äq. Et3N 
THF 
0°C - RT
16 h

1.00 Äq. PPh3
 

Et2O/THF/1M HCl
RT
16 h

76 %

3.60 Äq. NaN3
 

DMF 
RT 
24 h

N3
O

O
N3 H2N

O
O

N3

O
O

O
O

Ts
Ts

O
O

O
O

Ts
Ts

81 %

51 %
15 16

16 17

17 10  

Schema 6 Synthese des Linkers 10. 
 

Die Synthese des Linkers 10 startete mit der Aktivierung der terminalen Alkoholgruppen des 

Triethylenglykols durch Veresterung mit Tosylchlorid. Das beidseitig tosylierte Intermediat 16 

wurde flashchromatographisch isoliert, bevor die Tosylate durch Azide substituiert wurden 

(Schema 6). Die Staudinger-Reaktion erlaubt es, Azide als Vorstufe für Amine einzusetzen. 

Das erhaltene Bis-Azid 17 wurde dementsprechend in einer Staudinger-Reaktion zu dem 
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Mono-Amin-Linker 10 umgesetzt. Im ersten Schritt der Reaktion greift Triphenylphosphan (XV) 

nukleophil an das terminale Stickstoffatom des Azides (XVI) an. Das so gebildete Phosphazid 

XVII spaltet über einen viergliedrigen Übergangszustand (XVIII) molekularen Stickstoff ab. Das 

Produkt dieser intramolekularen Umlagerung ist das Azaylid XIX, welches nach Hydrolyse 

durch wässrige Säure Amin XXII freisetzt (Schema 7).125 

Ph
P

Ph

Ph N
N

N
R

N
N

N
R

P
Ph

Ph
Ph N

P N
N

Ph
Ph

Ph - N2
Ph

P
Ph

N
R

R

H2O

Ph
PPh

Ph

NH
R

OH

Ph
PPh
Ph

O H2N
R

Ph

Ph
P

Ph
N

RPh

R = Alkyl, Aryl

XV XVI XVII XVIII XIX

XIX XX XXI XXII

 

Schema 7: Mechanismus der Staudinger Reaktion. 

 

H2N
O

O
N3

3.00 Äq. DIPEA 
DMSO
3.75 h
130 °C

48 % N
O

O
H
N

HN
O

O

O
O

N3

9

10 8  

Schema 8: Synthese des Cereblon-Ligand-Linker Konstruktes 8. 

 

Der fluorierte E3-Ligase Ligand 9 und der Amin-Linker 10 wurden nach dem Protokoll von 

Brownsey et al.126 in einer SNAr Reaktion zu dem Konstrukt 8 umgesetzt (Schema 8). Das 

Konstrukt 8 enthält mit dem Phthalimid-Teil den E3-Ligase-Liganden und mit dem Azid-Linker 

einen großen Teil des Linkers des späteren HDAC-PROTACs 7. 
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3.2.4 Synthese des PROTACs 7 

O
H
N

H
N

O
OH

SN

O

O

N
N

N

O

O

NH
N

O

O

HN

O

O

83aa

7

Schema 9: Synthese des HDAC-PROTAC 7. 

Das Azid 8 und das Alkin 3aa wurden in einer Kupfer-katalysierten Azid-Alkin-Cycloaddition 

(CuAAC) zu der O-Trityl geschützten Vorstufe 18 des PROTACs 7 umgesetzt (Schema 9). Die 

CuAAC toleriert viele verschiedene funktionelle Gruppen und ermöglicht unter milden und 

atomökonomischen Bedingungen die Synthese von 1,2,3-Triazolen. Bei dieser Reaktion 

aktivieren zwei Kupfer-[I]-Spezies die Dreifachbindung des terminalen Alkins (XXVI) für eine 

1,3-dipolare Cycloaddition mit dem Azid. Der ursprünglich formulierte Mechanismus ging von 

einem Mechanismus unter Vermittlung eines Kupfer-Ions aus, mittlerweile konnte jedoch 

gezeigt werden, dass die Reaktion unter Katalyse von zwei Kupfer-Ionen erheblich schneller 

abläuft als die Reaktion mit Beteiligung nur eines Kupfer-Ions.127 Jin et al. gelang es 

schließlich, Intermediate der Reaktion mit zwei beteiligten Kupfer-Ionen zu isolieren 

(Schema 10).128 

Die TFA vermittelte Entschützung der O-Trityl-geschützten Hydroxamsäure lieferte den 

PROTAC 7 (Schema 9).  

1)0.20 Äq. CuSO4

   0.60 Äq. Na-ascorbat
   Isobutanol/THF/H2O 
   RT 16 h, 37 %

2)) 10.0 Äq. TFA
10.0 Äq. Et3SiH
DCM
RT 30 min, 75 %
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Schema 10: Mechanismus der Kupfer-katalysierten Azid-Alkin-Cycloaddition. 
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3.2.5 HDAC Degradation durch den HDAC-PROTAC 7  
 

Im HDAC-Enzym Assay wies der PROTAC 7 ein vergleichbares HDAC-Inhibitionsprofil wie die 

Leitstruktur 4a auf. 7 inhibiert HDAC 2, einen Vertreter der HDAC-Klasse I, mit einem IC50 von 

90 nM und HDAC 6, einen Vertreter der HDAC-Klasse IIb, mit einem IC50 von 30 nM. 7 zeigte 

keine Affinität zu HDAC 4, einem repräsentativen Enzym der Klasse IIa (Tabelle 5). Die 

vergrößerte Kopfgruppe von 7 im Vergleich zu 4a verändert demnach weder die Affinität noch 

die Präferenz zu den inhibierten HDAC-Enzymen. Die Degradationseffizienz und -selektivität 

wurde durch Analyse der intrazellulären Proteinkonzentration von HDACs 3, 4 und 6 auf einem 

Western Blot gezeigt. In den HL60 Leukämiezellen induzierte 7 in submikromolaren 

Konzentrationen beinahe vollständigen HDAC 6-Abbau. In denselben Konzentrationen führte 

7 zu keiner Degradation von HDAC 4 und nur zu einer schwachen Degradation von HDAC 3. 

7 zeigt damit trotz vergleichbarer Affinität zu den HDAC-Enzymen eine Präferenz für den 

HDAC 6-Abbau. Die Pomalidomid-Kontrolle schloss aus, dass der CRBN-Ligand selbst zu 

einer Degradation von HDAC-Enzymen führt (Abbildung 15). 

Die Western Blot Analyse bestätigt die Degradation von HDAC 6, kann aber keine Aussage 

zu der Kinetik der Degradation treffen. Die Degradationskinetik von 7 wurde im HiBiT-Assay 

untersucht. In diesem Assay wird in K562-Zellen das HDAC 6-Enzym zusammen mit einem 

elf Aminosäuren großem HiBiT-Protein und einem 18 kDa großem Protein LgBiT exprimiert. 

HiBiT bindet mit einer hohen Affinität zu LgBiT und der resultierende HiBiT-LgBiT-Komplex 

besitzt Luciferase-Aktivität. Die Luciferase-Aktivität liefert mit dem Substrat Fumarizin ein 

kontinuierliches Lumineszenz-Signal. Dabei ist das Lumineszenz-Signal proportional zu dem 

Level an HDAC 6-Protein in der Zelle und nimmt bei Degradation von HDAC 6 ab. In diesem 

Assay erreichte 7 das Degradationsmaximum nach circa neun Stunden und senkte den 

HDAC 6-Level auf circa 30 % des Ausgangswertes (Abbildung 16).  
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[ nM]  
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[ nM]  

I C5 0 ( H D A C 8)  

[ nM]  

4 a  1 4 0  > 1 0 0. 0 0 0  4 2  3 7 0 0  

7 9 0 > 1 0 0. 0 0 0 3 0 5 7 0 0
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Abbildung 16: HDAC 6 Degradation durch den HDAC-PROTAC 7 in K562 Zellen. Die roten 
Dreiecke repräsentieren den HDAC 6 Spiegel relativ zu der Anfangsmenge an HDAC 6 und 
normalisiert zu der DMSO-Kontrolle. n=3. Mittelwert ± Standardabweichung. Die Daten wurden 
von Julian Schliehe-Diecks aus der Arbeitsgruppe von Dr. Sanil Bhatia erhoben.  
 

7 ist ein auf 4d basierender HDAC-PROTAC mit einer submikromolaren Degradationsaktivität 

gegen HDAC 6. Dies macht 7 zu einem geeigneten PROTAC, um den Effekt einer 

HDAC 6-Degradation bei gleichzeitiger Hemmung der Klasse I-HDACs zu untersuchen. Durch 

den Vergleich von HDAC-PROTAC 7 und einem konventionellen Klasse I/IIb Inhibitor könnten 

die biochemischen Effekte einer HDAC 6-Inhibition mit denen einer HDAC 6-Degradation 

verglichen werden. Allein die Degradation von HDAC 6 ist in der Lage, die 

nicht-enzymatischen Funktionen dieses HDAC-Enzyms zu unterbrechen und würde einen 

indirekten Hinweis auf die biologische Relevanz der anderen Domänen, wie der Ubiquitin 

bindenden Domäne, liefern. Dieses Ergebnis würde Anhaltspunkte liefern, um den klinischen 

Erfolg der Klasse I/IIb Inhibitoren weiter zu verbessern.  

  

7 



3. Ergebnisse und Diskussion 

 
122 

 

3.3 HDAC-PROTACs mit nicht-kanonischen E3-Ligase Liganden 
 

Der PROTAC 7 beinhaltet einen kanonischen E3-Ligase Liganden um die E3-Ligase CRBN 

zu rekrutieren. Nicht-kanonische E3-Ligase Liganden wurden bisher nicht in das 

HDAC-PROTAC Feld eingeführt, obwohl die Darstellung von HDAC-PROTACs mit 

nicht-kanonischen E3-Ligase Liganden, wie unter 1.4.3 beschrieben, das HDAC-PROTAC 

Feld signifikant erweitern würden. Deshalb wurden im Rahmen dieser Arbeit die 

heterobifunktionellen Moleküle 19, 20 und 24 als Prototypen für HDAC-PROTACs dargestellt, 

basierend auf vorher beschriebenen nicht-kanonischen E3-Ligase Modulen. 

Li et al. beschrieben funktionale BRD4-PROTACs mit einem Indisulam-Analog als Motiv für 

die E3-Ligase DCAF15.109 Aktuelle Ergebnisse stellen die Abhängigkeit dieser PROTACs von 

DCAF15 in Frage und schlagen einen neuen Mechanismus ähnlich aufgebauter PROTACs 

über die Bildung einer neuen BRD4-DCAF16/11 Interaktionsfläche vor.129 Ob diese neue 

Bindungsmodalität auch für andere Zielmoleküle benutzt werden kann, bleibt abzuwarten und 

bildet die Rationale für die Entwicklung der heterobifunktionellen Moleküle 19 und 20. 

2019 beschrieben Zhang et al. einen kovalenten Liganden für die E3-Ligase DCAF16 und 

degradierten mit PROTACs basierend auf diesem Liganden FKBP12.110 Auf kovalenten 

E3-Ligase-Liganden aufgebaute PROTACs profitieren von der stärkeren Bindung an die 

E3-Ligase. Diese verlängerte Interaktionszeit erhöht die Wahrscheinlichkeit der Bildung eines 

ternären Komplexes mit dem Substratprotein. Dieser Rationale steht hinter der Darstellung 

des potentiellen PROTACs 24 in dieser Arbeit. 

Für alle neuen HDAC-PROTAC-Zielstrukturen wurde als HDACi interagierender Part der 

HDACi CI-994 (auch: Tacedinalin) gewählt (XXXI, Abbildung 17). 

CI-994 besitzt eine gute Selektivität zu HDAC 1, 2 und 3 im Vergleich zu den anderen 

HDAC-Enzymen.57 Diese drei HDAC-Enzyme sind, wie oben beschrieben, von besonderem 

therapeutischen Interesse, außerdem sind HDAC 1 oder 2 durch die hohe Sequenzhomologie 

zueinander bisher mit konventionellen Inhibitoren nicht selektiv adressierbar.56,57,130 CI-994 ist, 

wie viele ortho-Aminoanilid-basierte HDACi (s. Kap. 1.3.1), charakterisiert durch eine 

vergleichsweise langsame Bindung an das HDAC-Enzym in Kombination mit einer langsamen 

Abdiffusion.131 Diese Eigenschaft kann theoretisch die Bildung eines ternären 

HDAC-PROTAC-E3-Ligase Komplexes fördern, indem der binäre HDAC-PROTAC-Komplex 

in einem längeren, ununterbrochenen Zeitraum vorliegt. 

Im Vorfeld zeigten Smalley et al., dass CI-994 erfolgreich als HDACi Motiv in HDAC-PROTACs 

verwendet werden kann.118  
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Die potentiellen HDAC-PROTACs 19, 20 und 24 bestehen also aus einem von CI-994 

abgeleiteten HDACi, einem Alkyllinker und einem rekrutierenden Element für die jeweilige 

DCAF-Ligase. Im Nachfolgenden werden die Zielstrukturen, die retrosynthetische Betrachtung 

und die Darstellung der heterobifunktionellen Moleküle 19, 20 und 24 detailliert besprochen. 

O

N
H

N
H

O
NH2

CI-994
(Tacidenalin)

XXXI  

Abbildung 17: Struktur des Klasse I selektiven HDAC-Inhibitors CI-994 (Tacidenalin, XXXI). 
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3.3.1 Zielstrukturen und Retrosynthese der potentiellen PROTACs 19, 20 
und 24  

O
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H NH2N
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NH

N

n

Linker HDACiIndisulam
Analog

S

Cl

NH

NH
O O

S

Indisulam

O O
NH2

XXXII

Abbildung 18: Indisulam XXXII und die HDAC-PROTAC Zielstrukturen 19 und 20. In den 
Zielstrukturen 19 und 20 ist das Indisulam Analog orange, der Linker blau und der HDACi grün 
markiert. 

Die heterobifunktionellen Moleküle 19 und 20 bestehen aus einem Indisulam Analog, einem 

Alkyllinker und dem HDACi CI-994. Dabei soll das Indisulam Analog mit einer oder mehreren 

DCAF-Ligasen interagieren und der CI-994 Part die HDAC-Enzyme 1, 2 und 3 rekrutieren. 

Beide Teile werden verbunden mit einem Alkyllinker in zwei verschiedenen Längen (Abbildung 

18). 

Die retrosynthetische Analyse liefert zunächst zwei Intermediate, das Indisulam-Analog 21 und 

das partiell geschützte HDACi-Motiv mit dem Linker in der jeweiligen Länge (XXXIII, XXXIV, 

Schema 11).  

19 n = 1
20 n = 7
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Schema 11: Retrosynthetische Analyse der Zielstrukturen 19 und 20. 

19 n = 1
20 n = 7

XXXIV n = 7
XXXIII   n  =   1 
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Das Indisulam Analog 21 ist darstellbar aus der Sulfonsäure 22 und dem Amino-Indol 23 
(Schema 12). 
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21
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Schema 12: Retrosynthetische Analyse des Indisulam-Analoges 21. 

Die Synthese des geschützten HDACi kann aus den geschützten Aminosäuren XXXV und 

XXXVI und dem geschützten ortho-Aminoanillid XXXVII erfolgen (Schema 13). 
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Schema 13: Retrosynthetische Analyse der HDACi-Linker Konstrukte XXXIII und XXXIV 

XXXIII n = 1
XXXIV n = 7

XXXV  n = 1
XXXVI n = 7
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Abbildung 19: Die Zielstruktur 24. In der Zielstruktur 24 ist der DCAF 16 Ligand orange, der 
Linker blau und der HDACi grün markiert. 
 

Der potentielle HDAC-PROTAC 24 soll über das chloracetylierte 1,2,3,4-Tetrahydrochinolin 

kovalent an die E3-Ligase DCAF16 binden. Der Alkyllinker und das HDACi-rekrutierende Motiv 

sind analog zu den potentiellen HDAC-PROTACs 19 und 20 (Abbildung 19). 
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Schema 14: Retrosynthetische Analyse der Zielstruktur 24. 

 

Die retrosynthetische Analyse liefert den E3-Ligase Liganden 25 und dasselbe HDACi-Linker 

Konstrukt XXXIII wie für die potentiellen HDAC-PROTACs 19 und 20 (Schema 14). 
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3.3.2 Darstellung der HDACi Liganden 
 

O

N
H HN

H2N Boc
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N
H HN

O2N Boc

NH2

NH

1.10 Äq. 4-Nitrobenzoylchlorid
2.00 Äq. Et3N
DCM
0 °C - RT 
16 h

10 mol% Pd/C
H2-Atmosphäre
MeOH
RT
2.5 h

58 %

96 %

Boc

26 27

28  

Schema 15: Synthese des N-Boc-geschütztem HDACi-Fragmentes 28. 

 

Die Synthese des HDACi-Fragmentes 28 startete von einfach N-Boc-geschütztem 

Benzen-1,2-diamin 26. Die Umsetzung mit 4-Nitrobenzoylchlorid nach der Vorschrift von 

Cao et al. lieferte das Produkt 27.132 Die Nitro-Gruppe von 27 wurde mit Palladium auf 

Aktivkohle unter Wasserstoff-Atmosphäre katalytisch reduziert, um das HDACi-Fragment 28 

zu erhalten (Schema 15).  
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Schema 16: Synthese des HDACi-Linker Konstruktes 30. X kennzeichnet das jeweilige 
Kupplungsreagenz in Tabelle 6. 

 

Die Verknüpfung des Linkers 29 mit dem HDACi-Fragment 28 stellt durch die geringe 

Nukleophilie des Anillins 28 eine Herausforderung dar (Schema 16). Mithilfe eines 

Kupplungsreagenzscreenings wurden fünf verschiedene Kupplungsreagenzien miteinander 

verglichen. Messgröße hierbei war der HPLC-Umsatz nach 16 h Reaktionszeit. Die erhaltenen 

Chromatogramme wurden zum einen nach dem Umsatz des Anillins 28 und zum anderen 

nach dem Anteil der AUC des Produktpeaks an der Gesamt-AUC im Chromatogramm 

ausgewertet. Im Vergleich der Kupplungsreagenzien liefert nur O-(7-Aza-benzotriazol-1-yl)-

N,N,N',N'-tetramethyluronium-hexafluorphosphat (HATU) befriedigende Umsätze. 2-(1H-

Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorphosphat (HBTU), 1-[(1-(Cyano-2-

ethoxy-2-oxo-ethyliden-aminooxy)-dimethyl-amino-morpholino)]uronium-hexafluorphosphat 

(COMU), Carbonyldiimidazol (CDI) und 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid-

hydrochlorid (EDC•HCl) zeigten keine relevanten Umsätze. (Tabelle 6) 

Die Wiederholung des HATU-Ansatzes in einem größeren Maßstab bestätigte das Ergebnis 

des Kupplungsreagenzscreenings und lieferte das Produkt 30 in einer guten133 Ausbeute 

(Tabelle 6).  
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Tabelle 6: Reaktionsoptimierung der Amidkupplung zwischen Anilin 28 und Säure 29. Die 
Aktivierungszeit nach der Zugabe des jeweiligen Kupplungsreagenzes zu der Säure 29 und 
DIPEA betrug 10 min. 

28 29 OH
N

Cbz

O

N
H HN

N
H

Boc

1.00 Äq. 1.00 Äq.

1.10 Äq. X
2.00 Äq. DIPEA 
10.0 mL/mmol DMF 
RT
16 h

30

Ansatz-
nummer 

Ansatz-
größe 

[mmol] 

X Verhältnis der 
AUC des 

Eduktpeaks 
zu der AUC 

des 
Produktpeaks 

28:30 

Anteil der 
AUC des 

Produktpeaks 
an der 

Gesamt AUC 
[%] 

Isolierte 
Ausbeute 

[%] 

a 0.1 HBTU 4.0 : 1.0 13 ---- 

b 0.1 HATU 0.6 : 1.0 43 --- 

c 0.1 COMU 10.1 : 1.0 7 --- 

d* 0.1 CDI 32.3 : 1.0 3 --- 

e 0.1 EDC•HCl 13.3 : 1.0 6 --- 

f 3.0 HATU 0.2 : 1.0 57 57 
* In diesem Ansatz wurde kein DIPEA verwendet

HATU und HBTU sind Derivate des 1-Hydroxybenzotriazols bzw. des 

1-Hydroxy-7-aza-benzotriazols. Bei der Verwendung dieser Kupplungsreagenzien entstehen

äquimolare Mengen an 1-Hydroxybenzotriazol oder 1-Hydroxy-7-aza-benzotriazol.

(Schema 17) Durch deren UV-Absorptionseigenschaften bei der Messwellenlänge von

254 nm geben diese Nebenprodukte einen Peak im HPLC Chromatogramm und führen

deswegen zu einer systematischen niedrigeren Einschätzung des relativen Anteils des

Produktpeaks bei Verwendung dieser Kupplungsreagenzien (Spalte 5 der Tabelle 6).
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Schema 17: Reaktionsmechanismus einer HATU-mediierten Amidkupplung. 

 

Die HATU-mediierte Amidkupplung erwies sich als robust für die Darstellung des im Vergleich 

zu 30 verlängerten Derivates 32 (Schema 18).  

O
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1.10 Äq. HATU
2.00 Äq. DIPEA
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N
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7
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31 28
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59 %

 

Schema 18: Synthese des HDACi-Linker Konstruktes 32 mit optimierten Reaktionsbedingungen. 
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Schema 19: Entfernung der Cbz-Schutzgruppe zu den HDACi-Linker-Konstrukten 33 und 34. 

Die hydrogenolytische Entfernung der Cbz-Schutzgruppe lieferte bei beiden Intermediaten 

exzellente133 Ausbeuten (Schema 19). 
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Cbz7 7

85 % über zwei Schritte 7

87 %

35 37

37 31

Schema 20: Synthese des Linkers 31. 

Die 12-(Cbz-amino)-dodecansäure 31 ist im Gegensatz zu der 6-(Cbz-amino)-hexansäure 29 

nicht kommerziell erhältlich. Die Darstellung erfolgte nach Thionylchlorid mediierter 

Veresterung der Carbonsäure und anschließender Cbz-Schützung der Aminogruppe (37). 

Hydrolyse des Ethylesters lieferte die N-Cbz-geschütze Aminosäure 31 (Schema 20). 

I)) 1.50 Äq. SO 2
EtOH
0 °C - RT über Nacht

II)I) 1.20 Äq. Cbz
2.20 Äq. Et3N
DCM
0 °C - RT
15 h

1) 10.0 Äq. LiOH•H2O
THF/H2O
16 h

2) 1 M HCl
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3.3.3 Synthese der E3-Ligase Module 

NO2

N
H

O
H

NO2

N
H

N

NH2

N
H

N
10.0 mol% Pd/C
MeOH
RT
2 h

87 % über zwei Schritte 88 %

38 39 23

Schema 21 Synthese des Amino-Indols 23. 

Die Synthese des kommerziell nicht erhältlichen Aminoindols 23 startete ausgehend von der 

Nitroverbindung 39 nach der Vorschrift von Owa et al.134 Im ersten Syntheseschritt wurde die 

Aldehyd Funktionalität über die nicht isolierte Zwischenstufe eines Aldoxims zu einem Nitril 

dehydratisiert. Das entstehende 7-Nitroindol 39 wurde anschließend katalytisch hydriert, um 

die Zwischenstufe 23 zu erhalten. (Schema 21).  
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N
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2.00 Äq. Pyridin
THF
0 °C - RT 
16 h

80 %

23 40 21

Schema 22: Synthese des Indisulam-Analoges 21. 

Die Zwischenstufe 23 wurde anschließend mit kommerziell erhältlicher 

3-(Chlorsulfonyl)benzoesäure 40 zu dem E3-Ligase Liganden 21 umgesetzt (Schema 22). 

I)

II) 

  1.05 Äq. NH2OH • HCl
  1.05 Äq. Pyridin 
  DMF
80 °C
3.5 h
1.06 Äq. SeO2
80 °C
2 h
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Schema 23: Synthese des DCAF 16-Liganden 25. 

Die Synthese des E3-Ligase Liganden 25 erfolgte nach der Vorschrift von Zhang et al.110 

Ausgehend von dem kommerziell erhältlichen Hydroxy-tetrahydrochinolin 41 wurde zunächst 

der Chloracetylrest eingeführt. Anschließend erfolgte die Veretherung der phenolischen 

Hydroxygruppe mit Bromessigsäure-tert-butylester. Spaltung des tert-Butylesters 43 unter 

sauren Bedingungen lieferte den E3-Ligase-Liganden 25 (Schema 23).  

I) 1.10 Äq. Chloracetylchlorid
1.20 Äq. NaOH
H2O/Dioxan
0 °C - RT
4 h

II) 1.30 Äq. Bromessigsäure-tert-butylester     
1.50 Äq. Cs2CO3
DMF
RT
7 h
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3.3.4 Synthese der potentiellen PROTACs 19, 20 und 24 
 

Die letzten Schritte in der Synthese der potentiellen HDAC-PROTACs 19, 20 und 24 bestehen 

in einer zentralen Amidkupplung um die HDACi-Linker Konstrukte 33 und 34 mit den jeweiligen 

E3-ligase Liganden 21 oder 25 zu verbinden (Schema 24, Schema 25, Schema 28), und in 

einer anschließenden Entschützung des N-Boc-geschützten ortho-Aminoanilids (Schema 27, 

Schema 31). 

3.3.4.1 Synthese der potentiellen PROTACs 19 und 20 
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Schema 24: Synthese der N-Boc geschützten Zielstruktur 44 aus dem Indisulam-Analog 21 und 
dem HDACi-Linker Konstrukt 33. 
 

Für die Amidkupplung zu der PROTAC Vorstufe 44 wurde analog zu Tabelle 6 ein Screening 

von fünf verschiedenen Kupplungsreagenzien durchgeführt. In diesem Screening war HBTU 

bezogen auf den Eduktumsatz und dem Anteil des Produktpeaks an der Gesamt-AUC das 

beste Kupplungsreagenz. Dieses Ergebnis ließ sich auf einen größeren Ansatz übertragen 

und lieferte eine gute133 Ausbeute. Tabelle 7 zeigt die Übersicht über das 

Kupplungsreagenzscreening. Spalte 5 zeigt dabei den reinen Eduktumsatz, während Spalte 6 

den Anteil der Produktpeaks an der Gesamt-AUC darstellt. Wie oben zu Tabelle 6 

beschrieben, ist der Anteil der AUC des Produktpeaks an der Gesamt-AUC beeinflusst von 

der Art des verwendeten Kupplungsreagenzes (Tabelle 7).   
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Tabelle 7: Reaktionsoptimierung der Amidkupplung zwischen dem Indisulam-Analog 21 und 
dem HDACi-Linker Konstrukt 33. Die Aktivierungszeit nach der Zugabe des 
Kupplungsreagenzes zu 21 und DIPEA betrug 10 min. 

Boc
HN

O

N
H

O

N
H

H
N

O

S
O

OHN

N
H

N

21 33

1.10 Äq. X
2.00 Äq. DIPEA 
10.0 mL/mmol DMF 
RT
16 h

1.00 Äq. 1.00 Äq. 44

Ansatz-
nummer 

Ansatz-
größe 
[mmol] 

X Verhältnis der 
AUC der 
Eduktpeaks 
zu der AUC 
des 
Produktpeaks 

33:21:44 

Anteil der 
AUC des 

Produktpeaks 
an der 

Gesamt AUC 
[%] 

Isolierte 
Ausbeute 

[%] 

a 0.05 HBTU 0.1 : 0.0 : 1.0 72 ---- 

b 0.05 HATU 0.2 : 0.2 : 1.0 55 --- 

c 0.05 COMU 0.3 : 0.3 : 1.0 41 --- 

d 0.05 CDI 2.6 : 2.0 : 1.0 12 --- 

e 0.05 EDC•HCl 2.7 : 7.4 : 1.0 8 --- 

f 0.50 HBTU 0.0 : 0.0 : 1.0 75 69 
* In diesem Ansatz wurde kein DIPEA verwendet.

Die PROTAC-Vorstufe mit längerem Alkyllinker 45 wurde in analoger Weise zu 44 durch eine 

HATU-mediierte Amidkupplung erhalten (Schema 25).  
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Schema 25: Synthese der N-Boc geschützten Zielstruktur 45 aus dem Indisulam-Analog 21 und 
dem HDACi-Linker Konstrukt 34. 

 

Die N-Boc-Entschützung zu den potentiellen PROTACs 19 und 20 wurde mit 

4 M Hydrogenchlorid in 1,4-Dioxan und fünf bis sieben Tagen Reaktionszeit durchgeführt 

(Schema 27). Die geringen Ausbeuten der N-Boc-Entschützungen erklären sich teilweise 

durch die Bildung von Benzimidazolen unter sauren Bedingungen aus mono-N-acylierten 

ortho-Dianilinen. Dabei schließt sich an die N-Boc-Entschützung eine säurekatalysierte 

Dehydratisierung des ortho-Aminoanilides L an. Ein möglicher Mechanismus ist in Schema 26 

dargestellt. Das gebildete Nebenprodukt LV wurde durch LC-MS-Untersuchung bestätigt und 

ist durch seine strukturelle Ähnlichkeit zu dem entschützten ortho-Aminoanilid nur schwierig 

abzutrennen. Diese Reaktion wurde unter ähnlichen Bedingungen von anderen Autoren 

forciert, um N-Acyl-N´-Boc-dianilide als Precursor für 2-substituierte Benzimidazole zu 

verwenden.135,136 

Die flashchromatographische Aufreinigung mit Acetonitril/Wasser als Eluenten lieferte die 

potentiellen PROTACs 19 und 20. Diese potentiellen PROTACs bestehen aus einem Liganden 

für DCAF-Ligasen, einem Alkyllinker und einem CI-994-Analog als HDACi-Motiv. 
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Schema 26: Möglicher Mechanismus der Bildung des Nebenproduktes LV durch die 
Dehydratisierung von ortho-Aminoaniliden unter sauren Bedingungen. 
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Schema 27: Synthese der Zielstrukturen 19 und 20 durch Entschützung der N-Boc-Gruppe von 
44 und 45.  
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3.3.4.2 Synthese des potentiellen PROTACs 24 
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Schema 28: Synthese der N-Boc geschützten Zielstruktur 46 aus dem DCAF 16-Liganden 25 und 
dem HDACi-Linker Konstrukt 33. 

Für die Verknüpfung des E3-Ligase Liganden 25 mit dem Linker-HDACi-Konstrukt 33 

(Schema 28) wurde ähnlich zu den potentiellen PROTACs 44 und 45 ein 

Kupplungsreagenzscreening durchgeführt. Der initiale Vergleich von fünf 

Kupplungsreagenzien mit je zwei Äquivalenten N, N-Diisopropylethylamin (DIPEA) lieferte für 

die Kupplungsreagenzien CDI und EDC•HCl nur schlechte Eduktumsätze und kein eindeutig 

identifizierbares Hauptprodukt. Die Kupplungsreagenzien COMU, HATU und HBTU zeigten 

dagegen beinahe kompletten Eduktumsatz und einen definierten Hauptpeak (Tabelle 8 a,c,d). 

In keinem der drei Fälle entsprach die Masse des Hauptproduktes dem gewünschten 

Produkt 46, sondern der Masse eines Adduktes aus der nukleophilen Abgangsgruppe des 

jeweiligen Kupplungsreagenzes mit dem Chloracetylrestes des Produktes. Schema 29 

veranschaulicht die Substitution des Chlors durch das nuklepohile Oxim des COMU bzw. 

durch die Hydroxytriazole des HATU oder HBTU. Die Bildung des 

Kupplungsreagenz-Adduktes hängt dabei direkt von der Nukleophilie der Abgangsgruppe des 

Kupplungsreagenzes ab. In einem Experiment mit dem Kupplungsreagenz HBTU und nur 

einem Äquivalent DIPEA wurde der Anteil an HBTU-Addukt gegenüber dem gewünschten 

Produkt stark verringert (Tabelle 8 b). Zurückzuführen ist dies darauf, dass ein geringerer 

Zusatz an DIPEA zu weniger deprotoniertem 1-Hydroxybenzotriazol führt und damit die 

Nukleophilie des 1-Hydroxybenzotrialzols abgeschwächt wird. Eine möglichst hohe 

I) 1.10 Äq. TCFH
2.00 Äq. NMI
DMF
RT
16 h

II) 6.00 Äq. TBACl
THF/DMF
RT
4 d
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Produktausbeute kann damit nur durch ein Kupplungsreagenz mit einer möglichst schwach 

nukleophilen Abgangsgruppe erreicht werden. EDC•HCl ist ein Kupplungsreagenz ohne eine 

nukleophile Abgangsgruppe, allerdings lieferte die Reaktion unter Beteiligung von EDC•HCl 

selbst mit einer erhöhten Aktivierungszeit der Säure nur schlechte Eduktumsätze und kein 

identifizierbares Hauptprodukt (Tabelle 8 f,g).  

N

O
Cl

O
R R

O

XN
N

N

O

HBTU: X = CH
HATU: X = N

HBTU: X = CH
HATU: X = N

- Cl
N

O
O

NN
N

X

N

O
Cl

O
R

N

O

O

O

N
- Cl

R
O

N

O
O

N

O
N

O

H
N

O
N
H

O N
H

O

HN
Boc

R =

46

46

XLI LVI

LVII LVIII

 
Schema 29: Substitution des Chlors durch Kupplungsreagenz-Nukleophile. Oben: Substitution 
des Chlors durch das 1-Hydroxybenzotrialzol des HBTUs oder das 1-Hydroxy-7-aza-benzotriazol 
des HATUs. Unten: Substitution des Chlors durch das Oxim des COMUs. 
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Chlor-N,N,N′,N′-tetramethylformamidinium-hexafluorphosphat (TCFH) ist ein 

Kupplungsreagenz mit Chlorid als wenig nukleophiler Abgangsgruppe. TCFH selbst aktiviert 

im ersten Schritt N-Methylimidazol (NMI), bevor dieses über das Dikation LXII mit der 

eingesetzten Säure LXIII das Imidazolid LXIV bildet. Das Imidazolid LXIV reagiert dann mit 

dem Amin LXV zu dem Amid LXVII. Die Aktivierung der Säure mit TCFH und NMI hat den 

Vorteil, dass das NMI, eine gute Base, selbst aber nur ein schwaches Nukleophil ist (Schema 

30).137 

Das Reaktionsscreening mit TCFH und NMI lieferte mit drei Äquivalenten NMI vollständigen 

Eduktumsatz bei gutem Produkt zu Addukt-Verhältnis. Zudem ist das Verhältnis von Produkt 

zu Addukt deutlich unabhängiger von den eingesetzten NMI-Äquivalenten als in dem System 

HBTU-DIPEA (Tabelle 9 i,j,k). Das Wiederholen der besten Reaktionsbedingungen im 

größeren Maßstab bestätigte den sehr guten Eduktumsatz bei leichter Verschlechterung des 

Produkt/Addukt Verhältnisses (Tabelle 9 l).  
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Schema 30: Reaktionsmechanismus einer TCFH-mediierten Amidkupplung nach Beutner et al.137 
 

Da trotz der optimierten Bedingungen ein erheblicher Teil des NMI-Adduktes gebildet wurde, 

wurde die Möglichkeit der direkten Substitution des NMI-Adduktes mit Chlorid-Ionen 

untersucht. Für N-Hydroxybenzotriazol-Addukte wurde diese Substitution erfolgreich 

durchgeführt, allerdings unter sauren Bedingungen oder unter der Verwendung von 

Acetylchorid als Chlorid-Quelle.138,139 In einem kleinen Ansatz verbesserte sich durch die 

Zugabe von drei Äquivalenten Tetrabutylammoniumchlorid (TBACl) und Rühren bei 

Raumtemperatur über 24 h das Verhältnis von Produkt zu Addukt leicht gegenüber den 

Ausgangsbedingungen. Dieses Verhältnis blieb über die weitere Reaktionszeit stabil. Diese 

Bedingungen ließen sich nicht in einem größeren Maßstab reproduzieren. Auch die weitere 

Erhöhung der Chlorid-Ionen Konzentration und eine Modifikation des Lösungsmittels zur 
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Verbesserung der Löslichkeit des TBACls änderte das Verhältnis von Produkt zu Addukt nicht 

(Tabelle 10). Es bleibt weiter zu untersuchen, ob die direkte Substitution unter anderen 

Reaktionsbedingungen möglich ist, oder ob eine direkte an die Amidkupplung anschließende 

N-Boc-Entschützung mit Hydrogenchlorid im organischen Lösungsmittel das Produkt zu 

Addukt Verhältnis verbessert.  

 

Schließlich konnte die PROTAC-Vorstufe 46 nach einer flashchromatographischen 

Aufreinigung mit Wasser und Acetonitril als Eluenten mit einer Ausbeute von 33 % isoliert 

werden. 
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Tabelle 8: Reaktionsoptimierung der Amidkupplung zwischen dem DCAF 16-Liganden 25 und 
dem HDACi-Linker Konstrukt 33. Die Aktivierungszeit nach Zugabe des Kupplungsreagenzes zu 
der Säure 25 und DIPEA betrug 10 min. 

N

O
H
N

O

O
Cl

N
H

O N
H

O

HN
Boc

25 33

1.00 Äq. 1.00 Äq, 46

Ansatz-
nummer 

Ansatz-
größe 
[mmol] 

X Y 
Äq. 

DIPEA 

Verhältnis der 
AUC der 

Eduktpeaks zu 
der AUC des 

Produktpeaks 
33:25:46 

Anteil der 
AUC des 
Produkt-
peaks an 

der 
Gesamt 

AUC 
[%] 

Verhältnis 
Produkt zu 
Kupplungs-

reagenz-
Addukt 

a 0.10 HBTU 2.00 0.0 : 0.6 : 1.0 4 1.0 : 19 

b 0.10 HBTU 1.00 0.1 : 0.1 : 1.0 49 1.0 : 0.4 

c 0.10 HATU 2.00 4.8 : 14 : 1.0 1 1.0 : 32 

d 0.10 COMU 2.00 0.4 : 0.3 : 1.0 8 1.0 : 7.3 

e 0.10 CDI 2.00 n.a. n.a. n.a.

f 0.10 EDC•HCl 2.00 n.a. n.a. n.a.

g* 0.10 EDC•HCl 2.00 n.a. n.a. n.a.
* Die Aktivierungszeit betrug in diesem Ansatz 30 min.

1.10 Äq. X
Y Äq. DIPEA
10.0 mL/mmol DMF
RT 16 h
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Tabelle 9: Reaktionsoptimierung der TCFH-mediierten Amidkupplung zwischen dem 
DCAF 16-Liganden 25 und dem HDACi-Linker Konstrukt 33.  

N

O
H
N

O

O
Cl

N
H

O N
H

O

HN
Boc

25 33

1.00 Äq. 1.00 Äq, 46

Ansatz-
nummer 

Ansatz-
größe 

[mmol] 

X Y 
Äq. Base 

Verhältnis 
der AUC der 
Eduktpeaks 
zu der AUC 

des 
Produktpeaks 

33:25:46 

Anteil der 
AUC des 

Produktpeaks 
an der 

Gesamt AUC 
[%] 

Verhältnis 
Produkt zu 
Kupplungs-

reagenz-
Addukt 

b 0.10 HBTU 1.00 

DIPEA 

0.1 : 0.1 : 1.0 49 1.0 : 0.4 

h* 0.10 TCFH 1.0 

NMI 

0.3 : 0.2 : 1.0 58 1.0 : 0.0 

i 0.05 TCFH 1.0 

NMI 

0.2 : 0.2 : 1.0 62 1.0 : 0.1 

j 0.05 TCFH 2.0 

NMI 

0.0 : 0.1 : 1.0 64 1.0 : 0.3 

k 0.05 TCFH 3.0 

NMI 

0.0 : 0.0 : 1.0 71 1.0 : 0.3 

l 0.59 TCFH 3.0 

NMI 

0.0 : 0.1 : 1.0 59 1.0 : 0.4 

* In diesem Ansatz setzte sich das Lösungsmittel aus 1.5 ml ACN und 0.5 ml DMF zusammen.

1.10 Äq. X
Y Äq. Base
10.0 mL/mmol DMF
RT 16 h
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Tabelle 10: Einfluss der Chlorid-Ionen Konzentration auf das Verhältnis von 46 zu dem 
NMI-Addukt. Die Amidkupplung (Zeitpunkt 0 h) wurde mit einem Äquivalent 25, einem 
Äquivalent 33, 1.1 Äquivalenten TCFH und drei Äquivalenten NMI bei Raumtemperatur in einer 
Konzentration von 10 ml/mmol in DMF durchgeführt. Nach der wässrigen Extraktion gegen 
Ethylacetat wurde der Rückstand der organischen Phase in THF zu einer Konzentration von 
10 ml/mmol verdünnt und die angegebene Zeit bei Raumtemperatur gerührt.  

*+0.25 ml DMF 
**+0.50 ml DMF 
  

Ansatz-
nummer 

Ansatz-
größe 

[mmol] 

Zeit 
[h] 

Äq. 
TBACl 

Anteil der 
AUC des 

Produktpeaks 
an der 

Gesamt AUC 

[%] 

Verhältnis 
Produkt zu 
Kupplungs-

reagenz-
Addukt 

Isolierte 
Ausbeute 

[%] 

a 0.05 

 

0 3.00 71 1.0 : 0.3 --- 

24 3.00 76 1.0 : 0.1 --- 

48 6.00 78 1.0 : 0.1 --- 

72 6.00 79 1.0 : 0.1 --- 

b 0.59 

 

0 3.00 59 1.0 : 0.4 --- 

24* 3.00 66 1.0 : 0.4 --- 

72** 6.00 68 1.0 : 0.3 --- 

96 6.00 65 1.0 : 0.4 33 
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31 %
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24  

Schema 31: Synthese der Zielstruktur 24 durch Entschützung der N-Boc-Gruppe von 46. 
 

Die Entschützung der PROTAC-Vorstufe 46 wurde analog zu den N-Boc-Entschützungen zu 

den potentiellen PROTACs 19 und 20 durchgeführt und lieferte nach 

flashchromatographischer Aufreinigung mit Acetonitril/Wasser und Behandlung mit 

Hydrogenchlorid in Ether das Hydrochlorid-Salz des potentiellen PROTACs 24. Dieser 

potentielle PROTAC besteht aus einem kovalent bindenden E3-Ligase Liganden für die 

DCAF 16 Ligase, einem Alkyllinker und einem CI-994-Analog als HDACi-Fragment (Schema 

31). 
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4. Zusammenfassung 
 

Der klinische Erfolg von fünf HDACi bei der Therapie von hämatologischen Erkrankungen 

belegt das patientenrelevante Potential von Arzneistoffen, die diese Klasse von 

epigenetischen „Löschern“ inhibieren. 

Die Leitstruktur 4a dieser Arbeit ist ein nanomolarer Inhibitor von HDAC-Enzymen der Klasse I 

und IIb und gleichzeitig potent aktiv gegen verschiedene Arten von Leukämiezellen. 

Ausgehend von dieser Leitstruktur wurden im Rahmen dieser Arbeit durch Modifikation der 

terminalen Phenylgruppe von 4a 26 Analoga dargestellt. 

Von diesen Derivaten zeigten insbesondere 4d, 4l und 4m eine verbesserte antileukämische 

Potenz unter Beibehaltung der nanomolaren Klasse I/IIb-HDAC-Inhibition. Die HDACi 4d und 

4m zeigten submikromolare Aktivität gegen Isolate von Leukämiepatienten zusätzlich zu 

einem therapeutischen Fenster, welches vergleichbar oder größer ist als das von 

zugelassenen HDACi. Eine folgende Analyse der in vitro Pharmakokinetik favorisierte 4d für 

die Untersuchung in einem in vivo Leukämie Mausmodell. In diesem Mausmodell reduzierte 

4d signifikant das Tumorwachstum und erbrachte damit den Nachweis, dass diese Klasse an 

HDACi auch für weitere präklinische Forschung geeignet ist. 

Das HDACi-Motiv von 4a konnte mit einem Liganden für die CRBN E3-Ligase erfolgreich in 

dem Design für HDAC-PROTACs mit HDAC 6-degradierenden Eigenschaften verwendet 

werden. Der HDAC-PROTAC 7 zeigte nanomolare Enzyminhibition von HDAC 2 und HDAC 6 

und führte in mikromolaren Konzentrationen innerhalb von 9 h zu einer Degradation von 

HDAC 6 auf 30 %des Ausgangswertes.  

Das Identifizieren neuer E3-Ligase Liganden für die HDAC-PROTAC Entwicklung führt zu 

einer neuen Ebene an molekularer Diversität von HDAC-PROTACs. Diese haben das 

Potential, neben anderen Degradationsselektivitäten auch tumor- oder gewebsspezifisch aktiv 

zu werden. 19, 20 und 24 rekrutieren bisher noch nicht in dem Gebiet der HDAC-PROTACs 

verwendete DCAF-E3-Ligase Liganden und eignen sich damit, den Einfluss dieser 

E3-Ligase-Module auf die Degradationsselektivität dieser heterobifunktionellen Moleküle zu 

untersuchen. 

In dieser Arbeit wurden mit 4d und 4m zwei neue HDACi mit dem Potential für ihre weitere 

präklinische Entwicklung dargestellt und mit dem HDAC-PROTAC 7 ein neuer 

HDAC-PROTAC mit potenter und schneller HDAC 6 Degradation. Die drei heterobifunktionelle 

Moleküle 19, 20, und 24 erweitern das Spektrum potentieller HDAC-PROTACs mit neuen 

E3-Ligase Modulen. Die biologische Evaluierung dieser heterobifunktionellen Moleküle wird 

Gegenstand künftiger Arbeiten sein.  
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5. Experimenteller Teil 
 

5.1 Material und Methoden 
 

Alle verwendeten Chemikalien und Lösungsmittel wurden käuflich erworben (Acros, TCI, abcr, 

Alfa Aesar, Ambeed, BLDpharm und Merck) und ohne weitere Aufreinigung direkt verwendet. 

Trockene Lösungsmittel wurden von Acros Organics erworben. 

Der Reaktionsumsatz wurde mit dünnschichtchromatographischer Kontrolle verfolgt. Die 

verwendeten Platten waren ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254-Platten der Firma Macherey-Nagel. 

Die Auswertung erfolgte entweder unter ultraviolettem Licht bei einer Wellenlänge von 254 nm 

oder durch Anfärben der Platte mit einer Kaliumpermanganat-Lösung (3.0 g 

Kaliumpermanganat, 20.0 g Kaliumcarbonat und 5.00 g Natriumhydroxid-Lösung (5%) in 

300 ml dest. Wasser) oder einer Eisen(III)chlorid-Lösung (1.00 g Eisen(III)chlorid in 96 % 

Ethanol). 

Flashchromatographie wurde durchgeführt entweder mit einer CombiFlash® RF 200 oder einer 

Büchi Pure C-810 Flash mit vorgepackten RediSepTM Rf-Säulen. Die Eluenten wurden 

abhängig von dem Trennproblem gewählt und waren entweder n-Hexan und Ethylacetat oder 

Dichlormethan und 30% Methanol in Dichlormethan. 

Umkristallisationen wurden durchgeführt, indem das Rohprodukt in möglichst wenig 

refluxierendem Solvens gelöst und anschließend das Antisolvens vorsichtig zugetropft wurde. 

Anschließend wurde der Ansatz langsam auf Raumtemperatur abkühlen gelassen. 

Die Schmelzpunkte wurde mit einem Büchi M-565 Schmelzpunktmessgerät gemessen und 

sind unkorrigiert.  

Protonen (1H) und Kohlenstoff (13C) NMR wurden mit einem Bruker Avance III 300 or 600 MHz 

oder einem Bruker Avance DRX 500 MHz Gerät aufgenommen. Alle NMR-Spektren wurden 

im „Center for Molecular and Structural Analytics an der Heinrich-Heine Universität Düsseldorf 

(CeMSA@HHU)“ aufgenommen. Die verwendeten deuterierten Lösungsmittel (DMSO-d6, 

CDCl3) wurden von Sigma-Aldrich bezogen. Die chemische Verschiebung ist in parts per 

million (ppm), relativ zu dem verwendetem deuterierten Lösungsmittel, ausgedrückt. Die 

chemischen Verschiebungen der 1H-NMR Spektren sind bezogen auf das Signal des 

restlichen nicht deuterierten Lösungsmittels (1H-NMR: DMSO-d6 2.50  ppm, CDCl3: 7.26 ppm) 

oder im Falle der 13C-Spektren auf das Signal des Lösungsmittels (13C-NMR: DMSO-d6 

39.52 ppm, CDCl3: 77.16 ppm). Alle Kopplungskonstanten sind in Hertz angegeben. Die 

Signalaufspaltungen werden wie folgt angegeben: Singulett (s), Dublett (d), Triplett (t), 

Quartett (q), Pentett (p), Multiplett (m). 
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Die hochauflösenden Massenspektren wurden im „Center for Molecular and Structural 

Analytics an der Heinrich-Heine Universität Düsseldorf (CeMSA@HHU)“ mit einem 

UHR-QTOF maXis 4G der Firma Bruker aufgenommen. Die Chromatogramme der 

Flüssigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung wurden ebenfalls im 

CeMSA@HHU mit einem UHR-QTOF maXis 4G der Firma Bruker in Kombination mit einer 

UHPLC-Anlage UltiMate 3000 RS der Firma Dionex aufgenommen. Die Ionisierung erfolgte in 

beiden Fällen per Elektronensprayionisation (ESI).  

HPLC-Messungen wurden entweder mit einem Knauer AZURA System bestehend aus einer 

AZURA 6.1L Pumpe, einem AZURA CT 2.1 Säulenofen, einem AZURA UVD 2.1L UV-Detektor 

und einem Spark Holland B.V. OPTIMAS™ Model 820 Autosampler oder mit einem Agilent 

LC 1260 Infinity II System bestehend aus einem G7116A Infinity II Säulenofen, einer G7104C 

Infinity II Pumpe, einem G7129C Infinity II Vialsampler und einem G7114A Infinity II Detektor 

durchgeführt. Die Trennung erfolgte auf einer Eurospher II 100 5 C18 (150 x 4 mm)-Säule. Die 

UV-Absorption wurde bei einer Wellenlänge von 254 nm detektiert. Die mobile Phase bestand 

aus Wasser (Eluent A) und Acetontril (Eluent B) jeweils mit einem Zusatz von 

0.1 %Trifluoressigsäure (TFA). Der exakte Gradient ist in Tabelle 11 angegeben. Die Flussrate 

betrug 1 ml/min.  

Im Falle der O-Trityl geschützen Verbindungen wurde auf den Trifluoressigsäure-Zusatz in der 

mobilen Phase verzichtet. 

 

Tabelle 11: Fließmittelzusammensetzung bei den HPLC-Reinheitsuntersuchungen 

Zeit 
[min] 

Wasser 
(+0.1 % TFA) 

[%] 

Acetonitril 
(+0.1 % TFA) 

[%] 
0 90 10 

0.5 90 10 

20 0 100 

30 0 100 

31 90 10 

40 90 10 

 
  



5. Experimenteller Teil 

 
150 

 

5.2 Allgemeine Arbeitsvorschrift I (AAV I): Darstellung der 
Ethylphenylthiazol-carboxylate 1b-1z. 
 

Zur Darstellung der Ethylphenylthiazol-carboxylate 1b-1z wurde das benötigte Thioamid 

(1.00 Äq.) mit dem entsprechenden α-Bromketon (1.00 Äq.) in Ethanol (7 mL/mmol) gelöst und 

für 7 h bei 70 °C gerührt. Falls die DC-Reaktionskontrolle nach dieser Zeit keinen kompletten 

Umsatz zeigte (Fließmittel n-Hexan/Ethylacetat 9:1 (V/V)), wurde der Ansatz 16 h bei 

Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde dem Ansatz unter reduziertem Druck das 

Lösungsmittel entfernt, der Rückstand in 100 mL Ethylacetat aufgenommen und dreimal mit 

50 mL gesättigter Natriumhydrogencarbonat-Lösung und einmal mit 50 mL gesättigter 

Natriumchlorid-Lösung gewaschen. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem 

Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel wurde unter reduziertem Druck 

entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde, falls nicht anders angegeben, 

flashchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat (0-30 % Ethylacetat) gereinigt, um die 

Ethyphenylthiazolcarboxylate 1b-1z zu erhalten. 
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Ethyl-4-(2-methoxyphenyl)thiazol-2-carboxylat (1b) 

S

N
O

O

O

1b
C13H13NO3S

[263.31 g/mol]  

Die Synthese von 1b erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.33 g, 10.0 mmol) und 2-Brom-1-(2-methoxyphenyl)ethan-1-on (2.29 g, 10.0 mmol).  

1b wurde als gelblicher Feststoff (2.00 g, 7.60 mmol, 76 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 3.94 (s, 3H), 4.41 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 

7.09 (ddd, J = 7.8, 7.3, 1.1 Hz, 1H), 7.18 (dd, J = 8.4, 1.1 Hz, 1H), 7.40 (ddd, J = 8.3, 7.3, 1.8 

Hz, 1H), 8.13 (dd, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 8.45 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 55.6, 62.1, 111.9, 120.7, 121.6, 124.2, 129.4, 129.9, 

152.3, 155.8, 156.6, 159.5. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C13H13NO3S 264.0689, gefunden: 264.0696 
 
HPLC: tr 15.21 min; 99.1 % 

 
Smp.: 70.3 °C 
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Ethyl-4-(3-methoxyphenyl)thiazol-2-carboxylat (1c) 

S

N
O

O

O
1c

C13H13NO3S
[263.31 g/mol]  

Die Synthese von 1c erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.33 g, 10.0 mmol) und 2-Brom-1-(3-methoxyphenyl)ethan-1-on (2.29 g, 10.0 mmol).  

1c wurde als farbloser Feststoff (1.94 g, 7.35 mmol, 74 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 3.83 (s, 3H), 4.42 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 

6.98 (ddd, J = 8.2, 2.6, 1.0 Hz, 1H), 7.40 (ddd, J = 8.2, 7.7, 0.4 Hz, 1H), 7.51 – 7.62 (m, 2H), 

8.56 (s, 1H). 

 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 55.2, 62.2, 111.6, 114.4, 118.6, 121.3, 130.1, 134.6, 

156.1, 157.3, 159.3, 159.7. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C13H13NO3S 264.0689, gefunden: 264.0693 
 
HPLC: tr 14.36 min; 98.9 % 

 
Smp.: 76.6 °C 
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Ethyl-4-(4-methoxyphenyl)thiazol-2-carboxylat (1d) 

S

N
O

OO

1d
C13H13NO3S

[263.31 g/mol]

Die Synthese von 1d erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.33 g, 10.0 mmol) und 2-Brom-1-(4-methoxyphenyl)ethan-1-on (2.30 g, 10.0 mmol).  

1d wurde als farbloser Feststoff (1.93 g, 7.33 mmol, 73 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 3.81 (s, 3H), 4.41 (q, J = 7.1 Hz, 

2H), 6.99 – 7.09 (m, 2H), 7.90 – 7.98 (m, 2H), 8.37 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 55.2, 62.1, 114.3, 119.0, 126.0, 127.7, 156.3, 157.2, 

159.4, 159.7. 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C13H13NO3S 264.0689, gefunden: 264.0693 

HPLC: tr 14.40 min; 97.7 % 

Smp.: 150.5 °C 

Die 1H-NMR-Daten stimmen mit der Literatur überein. Li et al. (2019)140 
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Ethyl-4-(2-fluorphenyl)thiazol-2-carboxylat (1e) 

S

N
O

O

F

1e
C12H10FNO2S
[251.28 g/mol]

Die Synthese von 1e erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.33 g, 10.0 mmol) und 2-Brom-1-(2-fluorphenyl)ethan-1-on (2.24 g, 10.0 mmol).  

1e wurde als farbloser Feststoff (1.30 g, 5.17 mmol, 52 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.42 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.31 – 7.43 

(m, 2H), 7.48 (tdd, J = 7.2, 5.3, 2.7 Hz, 1H), 8.11 (td, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 8.37 (d, J = 2.4 Hz, 

1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.0, 62.3, 116.3 (d, J = 22.0 Hz), 121.0 (d, J = 11.5 Hz), 

124.8 – 125.2 (m), 129.8 (d, J = 2.8 Hz), 130.6 (d, J = 8.7 Hz), 149.8 (d, J = 2.3 Hz), 157.1, 

157.8, 159.3, 161.1. 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C12H10FNO2S 252.0489, gefunden: 252.0490 

HPLC: tr 15.25 min; 99.8 % 

Smp.: 65.7 °C 
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Ethyl-4-(3-fluorphenyl)thiazol-2-carboxylat (1f) 

S

N
O

O

F

1f
C12H10FNO2S

[251.28 g/mol]

Die Synthese von 1f erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.33 g, 10.0 mmol) und 2-Brom-1-(3-fluorphenyl)ethan-1-on (2.24 g, 10.0 mmol).  

1f wurde als farbloser Feststoff (1.64 g, 6.52 mmol, 65 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.42 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.24 

(dddd, J = 9.1, 8.3, 2.6, 1.0 Hz, 1H), 7.41 – 7.66 (m, 1H), 7.73 – 7.92 (m, 2H), 8.64 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 62.3, 112.8 (d, J = 23.2 Hz), 115.5 (d, J = 21.2 Hz), 

121.1 – 123.0 (m), 131.1 (d, J = 8.4 Hz), 135.5 (d, J = 8.3 Hz), 154.8 (d, J = 2.9 Hz), 157.7, 

159.3, 161.0, 164.2. 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C12H10FNO2S 252.0489, gefunden: 252.0489 

HPLC: tr 14.81 min; 99.7 % 

Smp.: 66.0 °C 
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Ethyl-4-(4-fluorphenyl)thiazol-2-carboxylat (1g) 

S

N
O

OF

1g C12H10FNO2S

[251.28 g/mol]

Die Synthese von 1g  erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(666 mg, 5.00 mmol) und 2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (1.09 g, 5.00 mmol). Die 

Aufreinigung erfolgte durch Umkristallisation aus n-Hexan/Ethylacetat. 

1g  wurde als farbloser Feststoff (831 g, 3.31 mmol, 66 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.41 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.25 – 7.39 

(m, 2H), 7.96 – 8.13 (m, 2H), 8.51 (s, 1H).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 13.9, 62.1, 115.7 (d, J = 21.7 Hz), 120.6, 128.3 (d, J = 8.3 

Hz), 129.8 (d, J = 3.1 Hz), 155.2, 157.5, 159.2, 161.3, 163.2. 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C12H10FNO2S 252.0489, gefunden: 252.0494 

HPLC: tr 14.79 min; 99.9 % 

Smp.: 74.0 °C 
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Ethyl-4-(thiophen-2-yl)thiazol-2-carboxylat (1h) 

S

N
O

O
S

1h
C10H9NO2S2

[239.31 g/mol]  

Die Synthese von 1h erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.33 g, 10.0 mmol) und 2-Brom-1-(thiophen-2-yl)ethan-1-on (2.09 g, 10.0 mmol).  

1h wurde als schwarzer Feststoff (1.30 g, 5.43 mmol, 54 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.41 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.16 (dd, J 

= 5.1, 3.6 Hz, 1H), 7.61 (dd, J = 5.1, 1.2 Hz, 1H), 7.68 (dd, J = 3.6, 1.2 Hz, 1H), 8.37 (s, 1H). 

 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 62.3, 119.3, 125.5, 126.9, 128.2, 136.8, 151.1, 157.4, 

159.2. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C10H9NO2S2 240.0147, gefunden: 240.0149 
 
HPLC: tr 13.81 min; 96.5 % 

 

Smp.: 53.4 °C 
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Ethyl-4-(thiophen-3-yl)thiazol-2-carboxylat (1i) 

S

N
O

O
S

1i
C10H9NO2S2

[239.31 g/mol]  

Die Synthese von 1i erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(630 g, 4.73 mmol) und 2-Brom-1-(thiophen-3-yl)ethan-1-on (1.00 g, 4.73 mmol).  

1i wurde als braunes Öl (715 g, 2.99 mmol, 63 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.41 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.63 – 7.69 

(m, 2H), 8.03 (dd, J = 2.6, 1.6 Hz, 1H), 8.36 (s, 1H). 

 
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 62.2, 120.3, 123.3, 126.2, 127.4, 135.4, 152.6, 157.3, 

159.4. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C10H9NO2S2 240.0147, gefunden: 240.0151 
 
HPLC: tr 13.43 min; 99.0 % 
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Ethyl-4-(p-tolyl)thiazole-2-carboxylat (1j) 

S

N
O

O

1j
C13H13NO2S

[247.31 g/mol]  

Die Synthese von 1j erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.33 g, 10.0 mmol) und 2-Brom-1-(p-tolyl)ethan-1-on (2.17 g, 10.0 mmol).  

1j wurde als farbloser Feststoff (1.71 g, 6.93 mmol, 69 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 2.35 (s, 3H), 4.41 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 

7.29 (dd, J = 7.9, 0.7 Hz, 2H), 7.84 – 7.94 (m, 2H), 8.45 (s, 1H). 

 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 20.8, 62.2, 120.1, 126.2, 129.5, 130.6, 138.2, 156.4, 

157.3, 159.4. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C13H13NO2S 248.0740, gefunden: 248.0744 

 
HPLC: tr 15.59 min; 99.3 % 

 

Smp.: 60.0 °C 

 

Die 1H-NMR-Daten stimmen mit der Literatur überein. Li et al. (2019)140 
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Ethyl-4-(4-(trifluormethyl)phenyl)thiazol-2-carboxylat (1k) 

S

N
O

OF3C

1k

C13H10F3NO2S
[301.28 g/mol]

Die Synthese von 1k erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.33 g, 10.0 mmol) und 2-Brom-1-(4-(trifluormethyl)phenyl)ethan-1-on (2.75 g, 10.0 mmol).  

1k wurde als farbloser Feststoff (2.32 g, 7.69 mmol, 77 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.43 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 

8.1 Hz, 2H), 8.23 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 8.74 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 62.3, 123.3, 125.9 (d, J = 4.1 Hz), 126.9, 128.5, 128.9, 

136.9, 154.5, 158.0, 159.3. 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C13H10F3NO2S 302.0457, gefunden: 302.0465 

HPLC: tr 16.36 min; 96.4 % 

Smp.: 134.3 °C 

Die 1H-NMR-Daten stimmen mit der Literatur überein. Li et al. (2019)140 
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Ethyl-4-(benzofuran-2-yl)thiazol-2-carboxylat (1l) 

S

N

O

OO

1l
C14H11NO3S

[273.31 g/mol]  

Die Synthese von 1l erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(541 mg, 4.06 mmol) und 1-(Benzofuran-2-yl)-2-bromethan-1-on (1.00 g, 4.06 mmol).  

Das Präzipitat aus der Reaktionslösung wurde abfiltriert und der Rückstand mit Ethanol 

gewaschen.  

1l wurde als bräunlicher Feststoff (464 g, 1.70 mmol, 42 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.37 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.43 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.25 – 7.41 

(m, 2H), 7.42 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 7.69 (ddq, J = 17.4, 8.1, 0.8 Hz, 2H), 8.49 (s, 1H). 

 
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 62.4, 104.2, 111.3, 121.8, 122.5, 123.5, 125.3, 128.2, 

147.3, 150.3, 154.3, 158.7, 159.1. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C14H11NO3S 274.0532, gefunden: 274.0534 
 
HPLC: tr 16.02 min; 99.4 % 

 

Smp.: 128.6 °C 
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Ethyl-4-(4-(pyrrolidin-1-yl)phenyl)thiazol-2-carboxylat (1m) 

S

N
O

ON

1m
C16H18N2O2S
[302.39 g/mol]  

Die Synthese von 1m erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.33 g, 10.0 mmol) und 2-Brom-1-(4-(pyrrolidin-1-yl)phenyl)ethan-1-on (2.76 g, 10.0 mmol).  

1m wurde als dunkelgelber Feststoff (888 mg, 2.94 mmol, 29 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.88 – 2.04 (m, 4H), 3.21 – 3.32 (m, 

4H), 4.40 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 6.54 – 6.67 (m, 2H), 7.75 – 7.87 (m, 2H), 8.16 (s, 1H). 

 
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 25.0, 47.2, 62.0, 111.6, 116.5, 120.5, 127.3, 147.8, 

156.7, 157.5, 159.5. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C16H18N2O2S 303.1162, gefunden: 303.1167 
 
HPLC: tr 15.15 min; 99.3 % 

 

Smp.: 180.5 °C 
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Ethyl-5-methyl-4-phenylthiazol-2-carboxylat (1n) 

O

ON

S

1n
C13H13NO2S

[247.31 g/mol]  

Die Synthese von 1n erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.33 g, 10.0 mmol) und 2-Brom-1-phenylpropan-1-on (2.22 g, 10.0 mmol).  

1n wurde als farbloser Feststoff (1.51 g, 6.12 mmol, 61 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 2.64 (s, 3H), 4.38 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 

7.38 – 7.55 (m, 3H), 7.64 – 7.73 (m, 2H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 12.8, 14.1, 62.0, 128.2, 128.4, 128.5, 133.7, 136.1, 152.7, 

152.9, 159.4. 

 

HPLC: tr 14.67 min; 97.8 % 

 
Smp.: 74.2 °C 
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Ethyl-4-(4-chlorphenyl)thiazol-2-carboxylat (1o) 

O

ON

S
Cl

1o

Die Synthese von 1o erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.33 g, 10.0 mmol) und 2-Brom-1-(4-chlorphenyl)ethan-1-on (2.38 g, 10.0 mmol).  

1o wurde als farbloser Feststoff (765 g, 2.86 mmol, 29 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.42 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.50 – 7.62 

(m, 2H), 7.92 – 8.11 (m, 2H), 8.59 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 62.3, 121.6, 128.0, 129.0, 132.1, 133.3, 154.9, 157.7, 

159.3. 

HPLC: tr 16.10 min; 96.2 % 

Smp.: 107.9 °C 

C12H10ClNO2S
[267.73 g/mol]
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Ethyl-4-(4-bromphenyl)thiazol-2-carboxylat (1p) 

O

ON

S
Br

1p
C12H10BrNO2S

[312.18 g/mol]

Die Synthese von 1p erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(2.72 g, 20.0 mmol) und 2-Brom-1-(4-bromphenyl)ethan-1-on (5.59 g, 20.0 mmol).  

1p wurde als gelber Feststoff (3.12 g, 10.0 mmol, 50 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.42 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.64 – 

7.73 (m, 2H), 7.92 – 8.02 (m, 2H), 8.60 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 62.3, 121.7, 122.0, 128.3, 131.9, 132.4, 155.0, 157.7, 

159.3. 

HPLC: tr 16.55 min; 97.8 % 

Smp.: 111.6 °C 
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Ethyl-4-(4-cyanophenyl)thiazol-2-carboxylat (1q) 

O

ON

S

N

1q
C13H10N2O2S
[258.30 g/mol]

Die Synthese von 1q erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.33 g, 10.0 mmol) und 4-(2-Bromacetyl)benzonitril (2.36 g, 10.0 mmol). Das Präzipitat aus 

der Reaktionslösung wurde abfiltriert und der Rückstand mit Ethanol gewaschen.  

1q wurde als farbloser Feststoff (2.03 g, 7.85 mmol, 79 %) erhalten.  

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.42 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.86 – 8.05 

(m, 2H), 8.09 – 8.27 (m, 2H), 8.77 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.0, 62.4, 111.0, 118.7, 124.0, 126.9, 133.0, 137.3, 154.2, 

158.1, 159.2. 

HPLC: tr 13.67 min; 99.9 % 

Smp.: 179.6 °C 
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Ethyl-4-(5-chlorthiophen-2-yl)thiazol-2-carboxylat (1r) 

O

ON

S

SCl

1r
C10H8ClNO2S2
[273.75 g/mol]

Die Synthese von 1r erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.33 g, 10.0 mmol) und 2-Brom-1-(5-chlorthiophen-2-yl)ethan-1-on (2.50 g, 10.0 mmol).  

1r wurde als brauner Feststoff (991 mg, 3.6 mmol, 36 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.40 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.19 (d, J = 

4.0 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 8.43 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.0, 62.4, 119.9, 125.0, 128.1, 128.8, 135.7, 149.8, 157.7, 

159.0. 

HPLC: tr 16.05 min; 98.7 % 

Smp.: 105.4 °C 
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Ethyl 4-(4-hydroxyphenyl)thiazol-2-carboxylat (1s) 

O

ON

S
HO

1s
C12H11NO3S

[249.28 g/mol]  

Die Synthese von 1s erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.33 g, 10.0 mmol) und 2-Brom-1-(4-hydroxyphenyl)ethan-1-on (2.15 g, 10.0 mmol).  

1s wurde als farbloser Feststoff (1.73 g, 6.94 mmol, 69 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.40 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 6.79 – 6.91 

(m, 2H), 7.75 – 7.88 (m, 2H), 8.27 (s, 1H), 9.72 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 62.1, 115.6, 118.2, 124.5, 127.7, 156.8, 157.0, 158.0, 

159.5. 

 

HPLC: tr 11.25 min; 96.1 % 

 
Smp.: 144.7 °C 
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Ethyl-2-phenylthiazol-4-carboxylat (1t) 

S

N
O

O

1t
C12H11NO2S

[233.29 g/mol]  

Die Synthese von 1t erfolgte nach AAV I aus den Edukten Thiobenzamid (707 mg, 5.00 mmol) 

und Ethylbrompyruvat (0.84 mL, 6.00 mmol).  

1t wurde als gelblicher Feststoff (545 mg, 2.33 mmol, 47 %) erhalten. 

 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.33 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.34 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.47 – 7.60 

(m, 3H), 7.93 – 8.04 (m, 2H), 8.58 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.2, 60.9, 126.4, 129.3, 129.4, 130.9, 132.3, 147.0, 160.7, 

167.7. 

 

HPLC: tr 13.96 min; 99.9 % 

 
Smp.: 48.4 °C 

 

Alle spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur überein. Senger et al. (2016)141  

  



5. Experimenteller Teil 

 
170 

 

Ethyl-4-(pyridin-2-yl)thiazol-2-carboxylat (1u) 

O

ON

S

N

1u
C11H10N2O2S
[234.27 g/mol]  

Die Synthese von 1u erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.33 g, 10.0 mmol) und 2-(2-Bromacetyl)pyridiniumbromid (2.96 g, 10.0 mmol) mit Zugabe 

von Triethylamin (1.4 mL, 10.0 mmol, 1.00 Äq.).  

1u wurde als rosa Feststoff (2.08 g, 8.86 mmol, 89 %) erhalten.  
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.37 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.43 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.42 (ddd, 

J = 7.5, 4.8, 1.2 Hz, 1H), 7.94 (td, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 8.11 (dt, J = 7.9, 1.1 Hz, 1H), 8.58 – 

8.71 (m, 2H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 62.3, 120.7, 123.8, 124.3, 137.6, 149.7, 151.1, 156.3, 

157.9, 159.3. 

 

HPLC: tr 6.30 min; 95.0 % 

 
Smp.: 96.2 °C 
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Ethyl-4-(pyridin-3-yl)thiazol-2-carboxylat (1v) 

O

ON

S

N

1v
C11H10N2O2S
[234.27 g/mol]  

Die Synthese von 1v erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.33 g, 10.0 mmol) und 3-(2-Bromacetyl)pyridiniumbromid (2.87 g, 10.0 mmol) mit Zugabe 

von Triethylamin (1.39 mL, 10.0 mmol, 1.00 Äq.). Die Reaktionslösung wurde filtriert, der 

Rückstand in 50 mL Ethylacetat aufgenommen und dreimal mit je 50 mL gesättigter 

Natriumhydrogencarbonat-Lösung gewaschen. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem 

Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und das Lösungsmittel wurde unter reduziertem Druck 

entfernt.  

1v wurde als brauner Feststoff (1.00 g, 4.30 mmol, 43 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.43 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.53 (ddd, 

J = 8.0, 4.8, 0.9 Hz, 1H), 8.36 (ddd, J = 8.0, 2.4, 1.7 Hz, 1H), 8.61 (dd, J = 4.8, 1.6 Hz, 1H), 

8.70 (s, 1H), 9.20 (dd, J = 2.3, 0.9 Hz, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 62.3, 122.4, 124.0, 129.0, 133.6, 147.3, 149.6, 153.4, 

158.1, 159.2. 

 

HPLC: tr 5.94 min; 99.9 % 

 
Smp.: 72.4 °C 
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Ethyl-4-(pyridin-4-yl)thiazol-2-carboxylat (1w) 

O

ON

S
N

1w
C11H10N2O2S
[234.27 g/mol]  

Die Synthese von 1w erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.40 g, 10.0 mmol) und 4-(2-Bromacetyl)pyridiniumbromid (2.81 g, 10.0 mmol) nach 

Freisetzen der korrespondierenden Base mit Triethylamin (1.39 mL, 10.0 mmol, 1.00 Äq.). Die 

Reaktionslösung wurde filtriert und der Rückstand anschließend in Ethylacetat/Ethanol 

umkristallisiert. 

1w wurde als brauner Feststoff (1.60 g, 6.84 mmol, 68 %) erhalten.  
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.37 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.45 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 8.45 – 8.53 

(m, 2H), 8.91 – 9.00 (m, 2H), 9.23 (s, 1H). 
 

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 13.9, 62.5, 122.7, 129.6, 143.8, 146.8, 150.9, 158.8, 159.1. 

 

HPLC: tr 5.99 min; 99.9 % 

 
Smp.: 203.9 °C 

  



5. Experimenteller Teil

173 

Ethyl-4-(2-nitrophenyl)thiazol-2-carboxylat (1x) 

NO2

O

ON

S

1x
C12H10N2O4S

[278.28 g/mol]

Die Synthese von 1x erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(2.66 g, 20.0 mmol) und 2-Brom-1-(2-nitrophenyl)ethan-1-on (4.98 g, 20.0 mmol). Der 

Rückstand aus der organischen Phase nach Extraktion wurde mit n-Hexan/Ethylacetat 

umkristallisiert. 

1x wurde als oranger Feststoff (1.77 g, 6.36 mmol, 32 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.33 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.39 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.70 (ddd, J 

= 8.0, 6.2, 2.8 Hz, 1H), 7.76 – 7.92 (m, 2H), 7.94 – 8.07 (m, 1H), 8.42 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.0, 62.4, 124.3, 124.8, 127.4, 130.2, 131.4, 133.0, 148.5, 

152.0, 157.5, 159.0. 

HPLC: tr 15.34 min; 98.8 % 

Smp.: 97.6 °C 
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Ethyl-4-(3-nitrophenyl)thiazol-2-carboxylat (1y) 

O

ON

S
O2N

1y
C12H10N2O4S
[278.28 g/mol]

Die Synthese von 1y erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(2.72 g, 20.0 mmol, 1.00 Äq.) und 2-Brom-1-(3-nitrophenyl)ethan-1-on (5.03 g, 20.0 mmol). 

Das Präzipitat aus der Reaktionslösung wurde abfiltriert und der Rückstand mit Ethanol 

gewaschen.  

1y wurde als farbloser Feststoff (4.49 g, 16.1 mmol, 81 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.48 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.52 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.63 (ddd, J = 

8.2, 7.8, 0.5 Hz, 1H), 7.92 (s, 1H), 8.22 (ddd, J = 8.2, 2.3, 1.1 Hz, 1H), 8.33 (ddd, J = 7.8, 1.8, 

1.1 Hz, 1H), 8.76 (ddd, J = 2.3, 1.7, 0.5 Hz, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ 14.4, 63.1, 120.7, 121.5, 123.5, 130.0, 132.7, 135.2, 148.8, 

155.2, 159.1, 159.9. 

HPLC: tr 14.62 min; 99.9 % 

Smp.: 151.6 °C 

Die 1H-NMR-Daten stimmen mit der Literatur überein. Wright et al. (2002)142 
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Ethyl-4-(4-nitrophenyl)thiazol-2-carboxylat (1z) 

O

ON

S
O2N

1z
C12H10N2O4S
[278.28 g/mol]  

Die Synthese von 1z erfolgte nach AAV I aus den Edukten Ethyl-2-amino-2-thioxoacetat 

(1.12 g, 8.41 mmol) und 2-Brom-1-(4-nitrophenyl)ethan-1-on (2.20 g, 8.41 mmol). Das 

Präzipitat aus der Reaktionslösung wurde abfiltriert und der Rückstand mit Ethanol 

gewaschen.  

1z wurde als gelblicher Feststoff (1.82 g, 6.54 mmol, 78 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.47 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.53 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.95 (s, 1H), 

8.08 – 8.18 (m, 2H), 8.26 – 8.34 (m, 2H). 
 

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ 14.4, 63.1, 121.7, 124.4, 127.5, 139.3, 147.9, 155.2, 159.2, 

159.8. 

 

HPLC: tr 14.38 min; 99.1 % 

 
Smp.: 187.7 °C 

 

Die 1H-NMR-Daten stimmen mit der Literatur überein. Kandre et al. (2014)143 

  



5. Experimenteller Teil 

 
176 

 

2-Phenylthiazol-4-carbonsäure (5) 

S

N

O
OH

5
C10H7NO2S

[205.23 g/mol]  

1t (233 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 10 mL Isopropanol gelöst, Kaliumhydroxid (112 mg, 

2.00 mmol, 2.00 Äq.) wurde dazugegeben und der Ansatz bei Raumtemperatur gerührt. Nach 

vollständigem DC-Umsatz (Fließmittel n-Hexan/Ethylacetat/Essigsäure 80/20/2 (V/V/V)) 

wurde das Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt, der Ansatz in 50 mL Ethylacetat 

aufgenommen und dreimal mit 50 mL 1 M Salzsäure-Lösung gewaschen. Die organische 

Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel wurde 

unter reduziertem Druck entfernt.  

5 wurde als farbloser Feststoff (161 mg, 0.78 mmol, 78 %) erhalten. 

 
1H-NMR (300 MHz, DMSO) δ 7.40 – 7.63 (m, 3H), 7.87 – 8.09 (m, 2H), 8.51 (s, 1H), 13.09 (s, 

1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO) δ 126.4, 128.8, 128.8, 129.3, 130.8, 132.5, 148.1, 162.1, 167.4. 

 

HPLC: tr 9.53 min; 99.9 % 

 
Smp.: 177.1 °C 
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4-(4-Nitrophenyl)thiazol-2-carbonsäure (6) 

S
N

O
OH

O2N

6
C10H6N2O4S

[250.23 g/mol]  

1z (557 mg, 2.00 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 20 mL Isopropanol gelöst, Kaliumhydroxid 

(224 mg, 4.00 mmol, 2.00 Äq.) dazugegeben und der Ansatz bei Raumtemperatur gerührt. 

Nach vollständigem DC-Umsatz (Fließmittel n-Hexan/Ethylacetat/Essigsäure 70/30/2 (V/V/V) 

wurde der Ansatz unter reduziertem Druck eingeengt, der Rückstand in 50 mL Dichlormethan 

aufgenommen und dreimal mit 50 mL 1 M Salzsäure-Lösung gewaschen. Die organische 

Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel wurde 

unter reduziertem Druck entfernt.  

6 wurde als gelber Feststoff (440 mg, 1.76 mmol, 88 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO) δ 8.22 – 8.30 (m, 2H), 8.30 – 8.37 (m, 2H), 8.79 (s, 1H), 14.27 (s, 

1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO) δ 124.3, 124.3, 127.2, 139.3, 147.1, 153.6, 159.9, 160.6. 

 

HPLC: tr 10.24 min; 98.2 % 

 
Smp.: 183.3 °C 
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5.3 Allgemeine Arbeitsvorschrift II (AAV II): Darstellung der 
O-Trityl-geschützten Hydroxamate 3b-3aa 
 

Insofern nicht anders angegeben, wurde zur Darstellung der O-Trityl-geschützten 

Hydroxamate 3b-3aa zunächst das entsprechende Phenylthiazol (1b-1z) (1.00 Äq.) in 

Tetrahydrofuran (15 mL/mmol) gelöst, bevor eine äquimolare Menge 1 M Natronlauge-Lösung 

zugegeben wurde. Nach vollständigem DC-Umsatz (Fließmittel n-Hexan/Ethylacetat (30:70 

V/V)) wurde das Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt und der resultierende 

Feststoff im Hochvakuum getrocknet. Das getrocknete Produkt wurde in 

N,N´-Dimethylformamid (2.2 mL/mmol) suspendiert, ehe HBTU (1.1 Äq.) und DIPEA (1.1 Äq.) 

hinzugegeben wurden. Der Ansatz wurde solange bei Raumtemperatur gerührt, bis sich aus 

der Suspension eine Lösung bildete (üblicherweise nach 1 h). Zu dieser Lösung wurde der 

Linker 2 (1.1 Äq.) in N,N´-Dimethylformamid (2.2 mL/mmol) zugegeben und der Ansatz bei 

Raumtemperatur über Nacht gerührt. Anschließend wurde der Ansatz unter reduziertem Druck 

eingeengt, das resultierende Rohprodukt in 50 mL Dichlormethan aufgenommen und dreimal 

mit 50 mL gesättigter Natriumhydrogencarbonat-Lösung und dreimal mit 50 mL gesättigter 

Natriumchlorid-Lösung gewaschen. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem 

Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und das Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. 

Der erhaltene Rückstand wurde, falls nicht anders angegeben, flashchromatographisch mit 

n-Hexan/Ethylacetat (0-100 % Ethylacetat) gereinigt, um die O-Trityl-geschützten 

Hydroxamate 3b-3aa zu erhalten. 
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4-(2-Methoxyphenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (3b) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
O

O

3b
C36H35N3O5S
[621.75 g/mol]  

Die Synthese von 3b erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1b (790 mg, 3.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (1.34 g, 3.30 mmol, 1.10 Äq).  

3b wurde als farbloser Feststoff (1.37 g, 2.21 mmol, 74 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.04 – 1.17 (m, 2H), 1.18 – 1.31 (m, 2H), 1.48 (t, J = 7.8 Hz, 

2H), 1.80 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.84 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.94 (s, 3H), 7.03 – 7.13 (m, 1H), 7.17 

(d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.33 (s, 16H), 8.29 – 8.37 (m, 2H), 10.19 (s, 1H), 12.12 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 55.6, 75.5, 91.7, 111.7, 120.4, 121.7, 

122.6, 127.4, 127.5, 129.0, 129.7, 129.8, 142.4, 151.4, 156.6, 159.8, 170.2. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C36H35N3O5S 622.2370, gefunden: 622.2373 

 
HPLC: tr 17.66 min; 98.8 % 

 
Smp.: 190.6 °C 
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4-(3-Methoxyphenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (3c) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
O

O

3c
C36H35N3O5S
[621.75 g/mol]  

Die Synthese von 3c erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1c (790 mg, 3.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (1.34 g, 3.30 mmol, 1.10 Äq.).  

3c wurde als farbloser Feststoff (1.16 g, 1.87 mmol, 62 %) erhalten. 

 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 12.15 (s, 1H), 10.20 (s, 1H), 8.46 (s, 1H), 7.73 – 7.58 (m, 

2H), 7.33 (d, J = 4.6 Hz, 16H), 6.96 (dd, J = 8.2, 2.6 Hz, 1H), 3.84 (d, J = 5.5 Hz, 5H), 1.81 (t, 

J = 6.9 Hz, 2H), 1.59 – 1.40 (m, 2H), 1.24 (s, 2H), 1.19 – 1.01 (m, 2H). 

 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 55.2, 75.5, 91.7, 111.9, 114.2, 118.6, 

119.6, 127.4, 127.5, 129.0, 129.9, 134.7, 142.4, 155.3, 156.5, 159.7, 161.4, 170.2. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C36H35N3O5S 622.2370, gefunden: 622.2373 

 
HPLC: tr 17.36 min; 99.3 % 

 
Smp.: 142.8 °C 
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4-(4-Methoxyphenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (3d) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OO

3d
C36H35N3O5S
[621.75 g/mol]  

Die Synthese von 3d erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1d (257 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (405 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.).  

3d wurde als farbloser Feststoff (150 mg, 0.24 mmol, 24 %) erhalten. 

 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.11 (q, J = 7.7 Hz, 2H), 1.16 – 1.33 (m, 2H), 1.48 (p, J = 7.0 

Hz, 2H), 1.81 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.83 (d, J = 10.2 Hz, 5H), 6.99 – 7.08 (m, 2H), 7.33 (d, J = 

4.7 Hz, 15H), 7.95 – 8.04 (m, 2H), 8.27 (s, 1H), 10.20 (s, 1H), 12.11 (s, 1H). 

 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 55.2, 75.5, 91.7, 114.2, 117.3, 126.2, 

127.4, 127.5, 127.7, 129.0, 142.5, 155.4, 156.6, 159.6, 161.3, 170.2. 

 

HRMS (m/z) MNa+ berechnet für C36H35N3O5S 644.2189, gefunden: 644.2196 

 
HPLC: tr 17.34 min; 98.2 % 

 

Smp.: 195.4 °C 
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4-(2-Fluorphenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (3e) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
O

F

3e
C35H32FN3O4S
[609.72 g/mol]  

Die Synthese von 3e erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1e (754 mg, 3.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (1.34 g, 3.30 mmol, 1.10 Äq.).  

3e wurde als farbloser Feststoff (1.27 g, 2.10 mmol, 70 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.00 – 1.18 (m, 2H), 1.24 (s, 2H), 1.47 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 

1.80 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.85 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.33 (s, 16H), 7.46 (dt, J = 7.9, 5.4 Hz, 1H), 

8.21 – 8.34 (m, 2H), 10.19 (s, 1H), 12.18 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.5, 91.7, 116.2 (d, J = 22.0 Hz), 

121.0 (d, J = 11.5 Hz), 123.5 (d, J = 13.5 Hz), 124.8 (d, J = 3.4 Hz), 127.4, 127.5, 129.0, 130.1, 

130.5 (d, J = 8.8 Hz), 142.5, 148.9, 156.4, 157.9, 161.2, 170.2. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C35H32FN3O4S 610.2170, gefunden: 610.2163 

 
HPLC: tr 17.87 min; 98.6 % 

 
Smp.: 159.2 °C 
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4-(3-Fluorphenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (3f) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
O

F

3f
C35H32FN3O4S
[609.72 g/mol]  

Die Synthese von 3f erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1f (754 mg, 3.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (1.34 g, 3.30 mmol, 1.10 Äq.).  

3f wurde als farbloser Feststoff (613 mg, 1.01 mmol, 34 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.11 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.23 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 1.48 (t, J = 

7.3 Hz, 2H), 1.80 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.85 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.17 – 7.41 (m, 16H), 7.53 (td, J 

= 8.2, 6.2 Hz, 1H), 7.88 – 7.97 (m, 2H), 8.55 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 12.16 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.7, 27.3, 75.6, 91.8, 113.3, 115.3 (d, J = 21.5 Hz), 120.6, 

122.3, 127.4, 127.5, 129.0, 130.9 (d, J = 9.1 Hz), 135.7 (d, J = 8.4 Hz), 142.5, 154.0, 156.4, 

161.7. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C35H32FN3O4S 610.2170, gefunden: 610.2173 

 
HPLC: tr 17.85 min; 99.1 % 

 
Smp.: 142.8 °C 
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4-(4-Fluorphenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (3g) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OF

3g
C35H32FN3O4S
[609.72 g/mol]  

Die Synthese von 3g erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1g (245 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (445 mg, 1.10 mmol, 1.10 Äq.).  

3g wurde als farbloser Feststoff (313 mg, 0.51 mmol, 51 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.11 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 1.24 (s, 2H), 1.40 – 1.55 (m, 2H), 

1.79 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 3.84 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.24 – 7.41 (m, 17H), 8.06 – 8.15 (m, 2H), 

8.41 (s, 1H), 10.18 (s, 1H), 12.13 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.5, 91.7, 115.7 (d, J = 21.7 Hz), 

119.1, 127.4, 127.5, 128.4 (d, J = 8.3 Hz), 128.9, 130.0 (d, J = 2.9 Hz), 142.4, 154.4, 156.5, 

160.6, 161.6, 163.9, 170.2. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C35H32FN3O4S 610.2170, gefunden: 610.2180 

 
HPLC: tr 17.57 min; 99.6 % 

 
Smp. 163.0 °C 
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N-((6-Oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-4-(thiophen-2-yl)thiazol-2-carboxamid (3h) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OS

3h
C33H31N3O4S2
[597.75 g/mol]  

Die Synthese von 3h erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1h (718 mg, 3.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (1.34 g, 3.30 mmol, 1.10 Äq.).  

3h wurde als farbloser Feststoff (1.58 g, 2.64 mmol, 88 %) erhalten. 
 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ 1.09 (p, J = 7.9 Hz, 2H), 1.24 (p, J = 7.5 Hz, 2H), 1.47 (p, J 

= 7.0 Hz, 2H), 1.80 (q, J = 7.9 Hz, 2H), 3.84 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.15 (dd, J = 5.0, 3.6 Hz, 1H), 

7.25 – 7.38 (m, 15H), 7.58 – 7.62 (m, 1H), 7.64 – 7.68 (m, 1H), 8.25 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 

12.09 (s, 1H). 

 
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.4, 91.7, 118.0, 125.4, 126.8, 127.4, 

127.5, 128.1, 129.0, 136.8, 142.5, 150.3, 156.4, 161.8, 170.2. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C33H31N3O4S2 598.1829, gefunden: 598.1832 

 
HPLC: tr 17.23 min; 98.1 % 

 
Smp. 174.6 °C 
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N-((6-Oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-4-(thiophen-3-yl)thiazol-2-carboxamid (3i) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OS

3i
C33H31N3O4S2
[597.75 g/mol]  

Die Synthese von 3i erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1i (665 mg, 2.78 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (1.24 g, 3.06 mmol, 1.10 Äq.).  

3i wurde als farbloser Feststoff (1.53 g, 2.55 mmol, 92 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.10 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.23 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 1.46 (d, J 

= 7.2 Hz, 2H), 1.79 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 3.84 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 4.3 Hz, 15H), 7.62 

– 7.73 (m, 2H), 8.01 (dd, J = 2.8, 1.5 Hz, 1H), 8.25 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 12.09 (s, 1H). 

 
13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.1, 27.7, 32.3, 75.9, 92.2, 119.0, 123.3, 126.7, 127.6, 

127.8, 127.9, 129.3, 136.1, 142.9, 152.1, 157.0, 161.8, 170.6. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C33H31N3O4S2 598.1829, gefunden: 598.1836 

 
HPLC: tr 16.91 min; 96.9 % 

 
Smp. 214.7 °C 
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N-((6-Oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-4-(p-tolyl)thiazol-2-carboxamid (3j) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
O

3j
C36H35N3O4S
[605.75 g/mol]  

Die Synthese von 3j erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1j (742 mg, 3.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (1.34 g, 3.30 mmol, 1.10 Äq.).  

3j wurde als farbloser Feststoff (313 mg, 0.52 mmol, 17 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.10 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 1.23 (s, 2H), 1.46 (d, J = 7.7 Hz, 

3H), 1.79 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 2.35 (s, 3H), 3.84 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.24 – 7.41 (m, 17H), 7.95 

(d, J = 8.1 Hz, 2H), 8.36 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 12.11 (s, 1H). 

 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 20.9, 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.5, 91.7, 118.5, 126.2, 127.4, 

127.5, 129.0, 129.4, 130.7, 138.0, 142.5, 156.6, 161.4, 170.2. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C36H35N3O4S 628.2240, gefunden: 628.2244 

 
HPLC: tr 17.93 min; 95.1 % 

 
Smp. 163.2 °C 
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N-((6-Oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-4-(4-(trifluormethyl)phenyl)thiazol-2-
carboxamid (3k) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OF3C

3k
C36H32F3N3O4S
[659.72 g/mol]  

Die Synthese von 3k erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1k (904 mg, 3.0 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (1.34 g, 3.30 mmol, 1.10 Äq.).  

3k wurde als farbloser Feststoff (499 mg, 0.76 mmol, 25 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.11 (q, J = 7.7 Hz, 2H), 1.25 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.48 (t, J = 

7.4 Hz, 2H), 1.81 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.85 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.33 (s, 15H), 7.86 (d, J = 8.2 Hz, 

2H), 8.29 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 8.66 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 12.22 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.4, 24.6, 27.2, 31.7, 75.4, 91.6, 121.6, 125.7, 126.8, 127.3, 

127.4, 128.8, 137.0, 142.3, 153.6, 156.3, 162.0, 170.1. 

 

HRMS (m/z) MNa+ berechnet für C36H32F3N3O4S 682.1958, gefunden: 682.1966 

 
HPLC: tr 19.44 min; 99.8 % 

 
Smp. 182.5 °C 
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4-(Benzofuran-2-yl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (3l) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OO

3l
C37H33N3O5S
[631.75 g/mol]  

Die Synthese von 3l erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1l (547 mg, 2.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (890 mg, 2.20 mmol, 1.10 Äq.). Die Aufarbeitung erfolgte durch 

Umkristallisation des Rohproduktes aus n-Hexan/Dichlormethan.  

3l wurde als bräunlicher Feststoff (408 mg, 0.65 mmol, 32 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.03 – 1.19 (m, 2H), 1.14 – 1.34 (m, 3H), 1.42 – 1.56 (m, 

2H), 1.74 – 1.87 (m, 2H), 3.85 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.20 – 7.43 (m, 18H), 7.63 – 7.69 (m, 1H), 

7.74 (dd, J = 7.3, 1.4 Hz, 1H), 8.42 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 12.24 (s, 1H). 

 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.5, 91.7, 104.0, 111.2, 121.2, 121.8, 

123.5, 125.3, 127.4, 127.5, 128.1, 129.0, 142.5, 146.5, 150.5, 154.3, 156.3, 163.1, 170.2. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C37H33N3O5S 632.2214, gefunden: 632.2211 

 
HPLC: tr 18.46 min; 97.9 % 

 
Smp. 200.7 °C 
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N-((6-Oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-4-(4-(pyrrolidin-1-yl)phenyl)thiazol-2-
carboxamid (3m) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
ON

3m
C39H40N4O4S
[660.83 g/mol]  

Die Synthese von 3m erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1m (907 mg, 3.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (1.34 g, 3.30 mmol, 1.10 Äq.). Die Aufarbeitung erfolgte durch 

Umkristallisation des Rohproduktes aus Cyclohexan/Tetrahydrofuran.  

3m wurde als gelber Feststoff (487 mg, 0.74 mmol, 25 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.05 – 1.17 (m, 2H), 1.18 – 1.30 (m, 2H), 1.43 – 1.53 (m, 

2H), 1.79 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.92 – 2.02 (m, 4H), 3.27 (q, J = 5.1 Hz, 4H), 3.84 (t, J = 6.6 Hz, 

2H), 6.56 – 6.64 (m, 2H), 7.31 (q, J = 5.1 Hz, 15H), 7.81 – 7.91 (m, 2H), 8.05 (s, 1H), 10.20 (s, 

1H), 12.05 (s, 1H). 

 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.5, 24.7, 25.0, 26.3, 27.3, 31.9, 47.3, 75.5, 91.7, 111.5, 

114.7, 120.7, 127.4, 127.5, 129.0, 142.5, 147.8, 156.6, 156.8, 170.2. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C39H40N4O4S 661.2843, gefunden: 661.2838 

 
HPLC: tr 20.03 min; 95.3 %  

 

Smp. 192.1 °C 
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5-Methyl-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-4-phenylthiazol-2-carboxamid (3n) 

O
O

N
H

O
O

N
H

N

S

3n
C36H35N3O4S
[605.75 g/mol]  

Die Synthese von 3n erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1n (742 mg, 3.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (1.34 g, 3.30 mmol, 1.10 Äq.).  

3n wurde als farbloser Feststoff (622 mg, 1.03 mmol, 34 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.01 – 1.14 (m, 2H), 1.15 – 1.31 (m, 2H), 1.36 – 1.54 (m, 

2H), 1.71 – 1.88 (m, 2H), 2.61 (s, 3H), 3.80 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.33 (s, 15H), 7.43 – 7.56 (m, 

2H), 7.65 – 7.81 (m, 2H), 10.19 (s, 1H), 12.00 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 12.7, 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.3, 91.7, 127.4, 127.5, 128.0, 

128.4, 128.9, 133.9, 134.1, 142.5, 151.5, 156.7, 157.4, 170.2. 

 

HPLC: tr 18.94 min; 99.9 %  

 
Smp.: 176.7 °C 
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4-(4-Chlorphenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (3o) 

O
O

N
H

O
O

N
H

N

S
Cl

3o
C35H32ClN3O4S
[626.17 g/mol]  

Die Synthese von 3o erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1o (700 mg, 2.61 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (1.16 g, 2.87 mmol, 1.10 Äq.).  

3o wurde als farbloser Feststoff (200 mg, 0.32 mmol, 12 %) erhalten. 
 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ 1.10 (q, J = 8.0 Hz, 2H), 1.16 – 1.32 (m, 2H), 1.48 (q, J = 7.3 

Hz, 2H), 1.80 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.84 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.24 – 7.38 (m, 15H), 7.45 – 7.67 (m, 

2H), 7.95 – 8.19 (m, 2H), 8.49 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 12.16 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.5, 91.7, 120.0, 127.4, 127.5, 128.0, 

128.9, 129.0, 132.2, 133.2, 142.4, 154.1, 156.4, 161.8, 170.2. 

 

HPLC: tr 19.75 min; 98.0 % 

 
Smp.: 183.0 °C 
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4-(4-Bromphenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (3p) 

O
O

N
H

O
O

N
H

N

S
Br

3p
C35H32BrN3O4S
[670.62 g/mol]  

Die Synthese von 3p erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1p (625 mg, 2.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (890 mg, 2.20 mmol, 1.10 Äq.).  

3p wurde als farbloser Feststoff (200 mg, 0.30 mmol, 30 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.02 – 1.17 (m, 2H), 1.17 – 1.30 (m, 2H), 1.40 – 1.56 (m, 

2H), 1.73 – 1.88 (m, 2H), 3.84 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.33 (s, 15H), 7.63 – 7.74 (m, 2H), 7.98 – 

8.07 (m, 2H), 8.50 (s, 1H), 10.18 (s, 1H), 12.15 (s, 1H). 
 

13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.5, 91.7, 120.0, 121.8, 127.4, 127.5, 

128.3, 129.0, 131.8, 132.6, 142.5, 154.2, 156.4, 161.8, 170.2. 

 

HPLC: tr 18.73 min; 99.8 % 

 
Smp.: 228.8 °C 
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4-(4-Cyanophenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (3q) 

O
O

N
H

O
O

N
H

N

S

N

3q
C36H32N4O4S
[616.74 g/mol]  

Die Synthese von 3q erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1q (775 mg, 3.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (1.34 g, 3.30 mmol, 1.10 Äq.).  

3q wurde als farbloser Feststoff (1.33 g, 2.20 mmol, 72 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.08 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 1.18 – 1.32 (m, 2H), 1.48 (s, 2H), 

1.80 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.85 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.33 (s, 15H), 7.98 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 8.27 

(d, J = 8.1 Hz, 2H), 8.70 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 12.22 (s, 1H). 
 

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 24.4, 24.6, 27.2, 31.8, 75.5, 91.7, 110.7, 118.6, 122.2, 126.9, 

127.3, 127.4, 128.8, 132.7, 137.4, 142.4, 153.3, 156.3, 162.0. 

 

HPLC: tr 16.61 min; 97.6 % 

 
Smp.: 185.3 °C 
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4-(5-Chlorthiophen-2-yl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid 
(3r) 

O
O

N
H

O
O

N
H

N

S

SCl

3r
C33H30ClN3O4S2

[632.19 g/mol]  

Die Synthese von 3r erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1r (803 mg, 3.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (1.34 g, 3.30 mmol, 1.10 Äq.). Die Aufreinigung erfolgte durch 

Umkristallisation aus Ethylacetat/Ethanol. 

3r wurde als farbloser Feststoff (742 g, 1.17 mmol, 39 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.10 (q, J = 8.0 Hz, 2H), 1.22 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 1.31 – 1.60 

(m, 2H), 1.80 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.83 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.18 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 7.21 – 7.46 

(m, 15H), 7.54 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 8.32 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 12.09 (s, 1H). 
 

13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.5, 91.7, 118.5, 124.9, 127.4, 127.5, 

128.0, 128.6, 129.0, 135.8, 142.5, 149.0, 156.2, 162.1, 170.2. 

 

HPLC: tr 18.45 min; 98.7 % 

 
Smp.: 174.5 °C 
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4-(4-Hydroxyphenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (3s) 

O
O

N
H

O
O

N
H

N

S
HO

3s
C35H33N3O5S
[607.73 g/mol]  

Die Synthese von 3s erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1s (249 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (445 mg, 1.10 mmol, 1.10 Äq.).  

Der erhaltene Feststoff wurde ohne weitere Aufarbeitung umgesetzt.  
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N-((6-Oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-2-phenylthiazol-4-carboxamid (3t) 

S

N N
H

O
O

N
H

O
O

3t
C35H33N3O4S

[591.73 g/mol]

5 (101 mg, 0.49 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 20 mL N,N-Dimethylformamid gelöst, ehe HATU 

(190 mg, 0.50 mmol, 1.00 Äq.) und DIPEA (0.17 mL, 1.00 mmol, 1.00 Äq.) hinzugegeben 

wurden und der Ansatz für 15 min bei Raumtemperatur gerührt wurde. Nach dieser Zeit 

wurde 2 (202 mg, 0.50 mmol, 1.00 Äq.) zugegeben und der Ansatz 16 h bei 

Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde der Ansatz unter reduziertem Druck 

eingeengt, der Rückstand in 50 mL Ethylacetat aufgenommen und dreimal mit 

je 50 mL gesättigter Natriumhydrogencarbonat-Lösung, dreimal mit 50 mL 

gesättigter Natriumchlorid-Lösung gewaschen. Die organische Phase wurde mit 

wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel wurde unter 

reduziertem Druck entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde in n-Hexan/Ethylacetat 

umkristallisiert.  

3t wurde als farbloser Feststoff (164 mg, 0.27 mmol, 55 %) erhalten. 

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): δ 1.12 (q, J = 7.8 Hz, 2H), 1.25 (s, 2H), 1.48 (t, J = 7.6 Hz, 

2H), 1.81 (s, 2H), 3.83 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.23 – 7.39 (m, 15H), 7.47 – 7.59 (m, 3H), 8.05 

(dd, J = 6.7, 3.0 Hz, 2H), 8.32 (s, 1H), 10.13 (s, 1H), 11.63 (s, 1H). 

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 24.7, 27.2, 75.2, 91.7, 124.2, 126.4, 127.2, 127.3, 128.8, 

129.0, 130.6, 132.3, 142.3, 148.6, 158.0, 167.3. 

HPLC: tr 17.26 min; 98.6 % 

Smp.: 163.7 °C 
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N-((6-Oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-4-(pyridin-2-yl)thiazol-2-carboxamid (3u) 

O
O

N
H

O
O

N
H

N

S

N

3u
C34H32N4O4S
[592.71 g/mol]  

Die Synthese von 3u erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1u (703 mg, 3.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (1.34 g, 3.30 mmol, 1.10 Äq.).  

Der erhaltene Feststoff wurde ohne weitere Aufarbeitung umgesetzt. 
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N-((6-Oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-4-(pyridin-3-yl)thiazol-2-carboxamid (3v) 

O
O

N
H

O
O

N
H

N

S

N

3v
C34H32N4O4S
[592.71 g/mol]  

Die Synthese von 3v erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1v (703 mg, 3.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (1.34 g, 3.30 mmol, 1.10 Äq.). Die Aufarbeitung erfolgte durch 

flashchromatographische Aufreinigung mit Dichlormethan/30 % Methanol in Dichlormethan 

als Eluenten und anschließender Umkristallisation des Rückstandes aus n-Hexan/Ethylacetat.  

3v wurde als farbloser Feststoff (190 mg, 0.32 mmol, 11 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.08 (dq, J = 16.1, 8.1 Hz, 2H), 1.16 – 1.31 (m, 2H), 1.48 (t, 

J = 7.2 Hz, 2H), 1.80 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.85 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.27 – 7.37 (m, 15H), 7.52 

(dd, J = 8.0, 4.8 Hz, 1H), 8.40 (dt, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H), 8.59 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 9.29 (d, J = 

2.2 Hz, 1H), 10.19 (s, 1H), 12.18 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.6, 91.7, 120.8, 123.8, 127.4, 127.5, 

129.0, 129.1, 133.5, 142.5, 147.6, 149.4, 152.5, 156.4, 162.1, 170.2. 

 

HPLC: tr 15.01 min; 99.9 % 

 
Smp.: 134.3 °C 
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N-((6-Oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-4-(pyridin-4-yl)thiazol-2-carboxamid (3w) 

O
O

N
H

O
O

N
H

N

S
N

3w
C34H32N4O4S
[592.71 g/mol]  

Die Synthese von 3w erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1w (493 mg, 2.10 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (0.93 g, 2.30 mmol, 1.10 Äq.).  

3w wurde als farbloser Feststoff (165 mg, 0.28 mmol, 13 %) erhalten. 
 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ 1.06 – 1.14 (m, 2H), 1.21 – 1.29 (m, 3H), 1.45 – 1.52 (m, 

2H), 1.80 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.85 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.25 – 7.39 (m, 15H), 7.98 – 8.07 (m, 

2H), 8.65 – 8.73 (m, 2H), 8.76 (s, 1H), 10.19 (s, 1H), 12.21 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.6, 91.7, 120.4, 123.2, 127.4, 127.5, 

129.0, 140.1, 142.5, 150.4, 152.8, 156.3, 162.3, 170.2. 

 

HPLC: tr 15.65 min; 97.8 % 

 
Smp.: 153.9 °C 
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4-(2-Nitrophenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (3x) 

S

N N
H

O
O

N
H

O
O

NO2

3x
C35H32N4O6S

[636.72 g/mol]

Die Synthese von 3x erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1x (835 mg, 3.00 mmol, 1.00 Äq) 

und dem Linker 2 (1.34 g, 3.30 mmol, 1.10 Äq.).  

3x wurde als farbloser Feststoff (1.03 g, 1.61 mmol, 54 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.07 (q, J = 7.3 Hz, 2H), 1.14 – 1.34 (m, 2H), 1.43 (q, J = 

7.2 Hz, 2H), 1.79 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.79 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 4.5 Hz, 15H), 7.71 

(dq, J = 8.6, 4.2 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 8.03 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.24 (s, 1H), 

10.18 (s, 1H), 12.05 (s, 1H). 

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 24.4, 24.6, 27.1, 31.8, 75.3, 91.7, 123.1, 124.1, 127.3, 

127.4, 127.8, 128.8, 130.0, 131.6, 132.9, 142.4, 148.4, 151.0, 156.3, 161.9. 

HPLC: tr 16.37 min; 98.1 % 

Smp.: 123.7 °C 
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4-(3-Nitrophenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (3y) 

O
O

N
H

O
O

N
H

N

S

O2N

3y
C35H32N4O6S
[636.72 g/mol]  

Die Synthese von 3y erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 1y (272 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (445 mg, 1.10 mmol, 1.10 Äq.).  

3y wurde als farbloser Feststoff (85.1 mg, 0.13 mmol, 13 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.09 (td, J = 7.1, 3.7 Hz, 2H), 1.24 (s, 2H), 1.48 (d, J = 7.2 

Hz, 2H), 1.79 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 3.86 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 7.32 (s, 15H), 7.79 (t, J = 8.0 Hz, 

1H), 8.25 (ddd, J = 8.2, 2.4, 1.0 Hz, 1H), 8.50 (dt, J = 7.8, 1.3 Hz, 1H), 8.75 (s, 1H), 8.92 (t, J 

= 2.0 Hz, 1H), 10.19 (s, 1H), 12.31 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 13.9, 24.7, 27.3, 31.8, 75.5, 91.7, 120.8, 121.7, 123.1, 127.4, 

127.5, 128.9, 130.4, 132.4, 134.9, 142.4, 148.5, 152.9, 156.3, 162.1, 170.2. 

 

HPLC: tr 17.45 min; 99.9 % 

 
Smp.: 127.3 °C 
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4-(4-Nitrophenyl)-N-((6-oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (3z) 

O
O

N
H

O
O

N
H

N

S
O2N

3z
C35H32N4O6S

[636.72 g/mol]

6 (340 mg, 1.36 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 20 mL N,N-Dimethylformamid gelöst, ehe HATU 

(517 mg, 1.36 mmol, 1.00 Äq.) und DIPEA (0.47 mL, 2.72 mmol, 2.00 Äq.) hinzugegeben 

wurden und der Ansatz für 15 min bei Raumtemperatur gerührt wurde. Anschließend wurde 

2 (550 mg, 1.36 mmol, 1.00 Äq.) zugegeben und der Ansatz 16 h bei Raumtemperatur 

gerührt. Anschließend wurde der Ansatz unter reduziertem Druck eingeengt, der Rückstand 

in 50 mL Ethylacetat aufgenommen und dreimal mit je 50 mL gesättigter 

Natriumhydrogencarbonat-Lösung, dreimal mit 50 mL gesättigter Natriumchlorid-Lösung 

gewaschen. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert 

und das Lösungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Der erhaltene Rückstand 

wurde erst flashchromatographisch mit Dichlormethan/30 %Methanol in Dichlormethan 

aufgereinigt und anschließend aus n-Hexan/Ethylacetat umkristallisiert.

3z wurde als farbloser Feststoff (286 mg, 0.45 mmol, 33 %) erhalten.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.11 (q, J = 7.8 Hz, 2H), 1.25 (p, J = 7.2 Hz, 2H), 1.48 (q, J 

= 7.1 Hz, 2H), 1.81 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.86 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 7.32 (s, 15H), 8.27 – 8.41 (m, 

4H), 8.76 (s, 1H), 10.20 (s, 1H), 12.27 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 75.6, 91.7, 123.2, 124.2, 127.2, 

127.4, 127.5, 129.0, 139.3, 142.4, 147.1, 153.0, 156.3, 162.3, 170.2. 

HPLC: tr 17.33 min; 95.1 % 

Smp.: 216.3 °C 
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N-((6-Oxo-6-((trityloxy)amino)hexyl)oxy)-4-(4-(prop-2-in-1-yloxy)phenyl)thiazol-2-
carboxamid (3aa) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OO

3aa
C38H35N3O5S
[645.77 g/mol]  

Die Synthese von 3aa erfolgte nach AAV II aus dem Edukt 12 (1.30 g, 4.52 mmol, 1.00 Äq.) 

und dem Linker 2 (2.01 g, 5.00 mmol, 1.10 Äq.). Die Aufarbeitung erfolgte durch 

Umkristallisation des Rohproduktes aus n-Hexan/Dichlormethan.  
3aa (1.25 g, 1.94 mmol, 43 %) wurde als bräunlicher Feststoff erhalten. 

 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.11 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 1.24 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 1.47 (q, J = 

7.2 Hz, 2H), 1.81 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.60 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 3.85 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 4.87 (d, 

J = 2.4 Hz, 2H), 7.05 – 7.16 (m, 2H), 7.22 – 7.42 (m, 15H), 7.97 – 8.05 (m, 2H), 8.29 (s, 1H), 

10.20 (s, 1H), 12.11 (s, 1H). 

 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.5, 24.7, 27.3, 31.9, 55.5, 78.4, 79.1, 91.7, 115.1, 117.7, 

126.9, 127.4, 127.5, 127.7, 129.0, 142.5, 155.3, 156.6, 157.5, 161.3, 170.2, 191.8. 

 

HPLC: tr 17.16 min; 98.9 % 

 
Smp. 180.1°C 
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5.4 Allgemeine Arbeitsvorschrift III (AAV III): Darstellung der Hydroxamate 
4b-4aa. 
 

Zur Darstellung der Hydroxamate 4b-4aa wurde zunächst die entsprechende 

O-Trityl-geschütze Vorstufe (3b-3aa) (1.00 Äq.) in Dichlormethan (30 mL/mmol) gelöst, bevor 

zu der entstandenen Lösung nacheinander Triethylsilan (10.0 Äq.) und Trifluoressigsäure 

(10.0 Äq.) hinzugegeben wurden. Die Reaktion wurde für 30 min bei Raumtemperatur gerührt, 

bevor der Ansatz, falls nicht anders angegeben, flashchromatographisch mit einem Eluenten 

aus Dichlormethan/30 % Methanol in Dichlormethan (0-50 %) gereinigt wurde. 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(2-methoxyphenyl)thiazol-2-carboxamid (4b) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OH

O

4b
C17H21N3O5S
[379.43 g/mol]  

Die Synthese von 4b erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3b (622 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.).  

4b wurde als farbloser Feststoff (284 mg, 0.75 mmol, 75 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.26 – 1.47 (m, 2H), 1.58 (dp, J = 22.2, 7.0 Hz, 4H), 1.97 (t, 

J = 7.3 Hz, 2H), 3.93 (d, J = 4.0 Hz, 5H), 7.08 (td, J = 7.5, 1.1 Hz, 1H), 7.17 (dd, J = 8.4, 1.1 

Hz, 1H), 7.39 (ddd, J = 8.4, 7.3, 1.8 Hz, 1H), 8.31 (dd, J = 7.8, 1.8 Hz, 1H), 8.35 (s, 1H), 8.67 

(s, 1H), 10.35 (s, 1H), 12.14 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 55.6, 75.6, 111.8, 120.5, 121.7, 122.6, 

129.8, 129.8, 151.4, 156.6, 156.7, 159.8, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C17H21N3O5S 380.1275, gefunden: 380.1272 
 

HPLC: tr 9.84 min; 99.6 % 

 
Smp.: 137.4 °C 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(3-methoxyphenyl)thiazol-2-carboxamid (4c) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OH

O

4c
C17H21N3O5S
[379.43 g/mol]  

Die Synthese von 4c erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3c (622 mg, 1.0 mmol, 1.00 Äq.).  

4c wurde als gelbes Wachs (253 mg, 0.67 mmol, 67 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.38 (ddd, J = 12.4, 6.0, 3.2 Hz, 2H), 1.58 (dp, J = 22.5, 7.0 

Hz, 4H), 1.97 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.84 (s, 3H), 3.93 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 6.96 (ddd, J = 8.3, 2.6, 

1.0 Hz, 1H), 7.39 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.57 – 7.72 (m, 2H), 8.46 (s, 1H), 8.67 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 

10.35 (s, 1H), 12.17 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 55.3, 75.6, 111.9, 114.2, 118.6, 119.6, 

129.9, 134.7, 155.3, 156.5, 159.7, 161.3, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C17H21N3O5S 380.1275, gefunden: 380.1276 
 

HPLC: 9.531 min; 99.9 % 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(4-methoxyphenyl)thiazol-2-carboxamid (4d) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OHO

4d
C17H21N3O5S
[379.43 g/mol]  

Die Synthese von 4d erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3d (1.87 g, 3.00 mmol, 1.00 Äq.).  

4d wurde als farbloser Feststoff (603 mg, 1.59mmol, 53 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.38 (q, J = 8.1 Hz, 2H), 1.58 (dp, J = 22.1, 7.0 Hz, 4H), 1.97 

(t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.92 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 6.92 – 7.18 (m, 2H), 7.85 – 8.13 (m, 

2H), 8.27 (s, 1H), 8.67 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 10.35 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 12.13 (s, 1H). 

 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 55.2, 75.6, 114.2, 117.3, 126.2, 127.7, 

155.4, 156.6, 159.6, 161.3, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C17H21N3O5S 380.1275, gefunden: 380.1277  
 

HPLC: tr 9.46 min; 98.1 % 

 
Smp.: 151.1 °C 
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4-(2-Fluorphenyl)-N-((6-(hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (4e) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OH

F

4e
C16H18FN3O4S
[367.40 g/mol]  

Die Synthese von 4e erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3e (610 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.).  

4e wurde als oranges Wachs (221 mg, 0.60 mmol, 60 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.28 – 1.46 (m, 2H), 1.58 (dp, J = 22.5, 7.0 Hz, 4H), 1.97 (t, 

J = 7.3 Hz, 2H), 3.93 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.28 – 7.41 (m, 2H), 7.41 – 7.52 (m, 1H), 8.21 – 8.36 

(m, 2H), 8.67 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 10.35 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 12.21 (s, 1H). 

 
13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 24.7, 24.9, 27.3, 32.1, 75.5, 116.1 (d, J = 22.0 Hz), 121.0 

(d, J = 11.5 Hz), 123.2 (d, J = 13.4 Hz), 124.7 (d, J = 3.4 Hz), 130.0 (d, J = 2.8 Hz), 130.3 (d, 

J = 8.7 Hz), 148.9, 156.4, 158.4, 160.4, 161.0, 168.9. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C16H18FN3O4So 368.1075, gefunden: 368.1067 
 

HPLC: tr 9.93 min; 99.2 % 
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4-(3-Fluorphenyl)-N-((6-(hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (4f) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OH

F

4f
C16H18FN3O4S
[367.40 g/mol]  

Die Synthese von 4f erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3f (505 mg, 0.83 mmol, 1.00 Äq.).  

4f wurde als farbloses Wachs (258 mg, 0.70 mmol, 85 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.30 – 1.48 (m, 2H), 1.46 – 1.70 (m, 4H), 1.97 (t, J = 7.3 Hz, 

2H), 3.93 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 7.23 (td, J = 8.6, 2.5 Hz, 1H), 7.53 (td, J = 8.1, 6.1 Hz, 1H), 7.87 

– 7.99 (m, 2H), 8.54 (s, 1H), 8.67 (s, 1H), 10.36 (s, 1H), 12.18 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.6, 113.1 (d, J = 23.6 Hz), 115.3 (d, 

J = 20.7 Hz), 120.5, 122.3, 130.9 (d, J = 8.5 Hz), 135.8, 154.0, 156.4, 161.0, 161.7, 164.3, 

169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C16H18FN3O4S 368.1075, gefunden: 368.1081  
 

HPLC: tr 9.89 min; 95.9 % 
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4-(4-Fluorphenyl)-N-((6-(hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (4g) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OHF

4g
C16H18FN3O4S
[367.40 g/mol]

Die Synthese von 4g erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3g (3.05 g, 5.00 mmol, 1.00 Äq.). 

4g wurde als farbloser Feststoff (522 mg, 1.42 mmol, 28 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.38 (q, J = 7.8 Hz, 2H), 1.45 – 1.67 (m, 4H), 1.97 (t, J = 7.2 

Hz, 2H), 3.92 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.26 – 7.39 (m, 2H), 8.03 – 8.16 (m, 2H), 8.41 (s, 1H), 8.68 

(s, 1H), 10.36 (s, 1H), 12.17 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.6, 115.7 (d, J = 21.6 Hz), 119.1, 

128.5 (d, J = 8.3 Hz), 130.0 (d, J = 3.0 Hz), 154.4, 156.5, 160.6, 161.6, 163.9, 169.0. 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C16H18FN3O4S 368.1075, gefunden: 368.1074 

HPLC: tr 9.65 min; 98.5 % 

Smp.: 170.7 °C 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(thiophen-2-yl)thiazol-2-carboxamid (4h) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OHS

4h
C14H17N3O4S2
[355.43 g/mol]  

Die Synthese von 4h erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3h (598 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.).  

4h wurde als farbloser Feststoff (226 mg, 0.63 mmol, 63 %) erhalten. 

 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.28 – 1.47 (m, 2H), 1.44 – 1.75 (m, 4H), 1.97 (t, J = 7.3 Hz, 

2H), 3.92 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.15 (dd, J = 5.1, 3.6 Hz, 1H), 7.54 – 7.71 (m, 2H), 8.25 (s, 1H), 

8.67 (s, 1H), 10.35 (s, 1H), 12.12 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.5, 118.0, 125.4, 126.8, 128.1, 136.8, 

150.3, 156.4, 161.8, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C14H17N3O4S2 356.0733, gefunden: 356.0735 
 
HPLC: tr 8.87 min; 98.8 % 

 
Smp. 123.4 °C 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(thiophen-3-yl)thiazol-2-carboxamid (4i) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OHS

4i
C14H17N3O4S2
[355,43 g/mol]  

Die Synthese von 4i erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3i (598 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.).  

4i wurde als farbloser Feststoff (198 mg, 0.56 mmol, 56 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.38 (tt, J = 11.3, 6.3 Hz, 2H), 1.58 (dp, J = 22.1, 7.0 Hz, 4H), 

1.97 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.92 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.42 – 7.81 (m, 2H), 8.01 (dd, J = 2.7, 1.6 Hz, 

1H), 8.25 (s, 1H), 8.67 (s, 1H), 10.35 (s, 1H), 12.12 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.8, 25.0, 27.3, 32.1, 75.5, 118.7, 122.9, 126.3, 127.3, 135.7, 

151.7, 156.5, 161.4, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C14H17N3O4S2 356.0733, gefunden: 356.0734 
 

HPLC: tr 8.79 min; 98.6 % 

 
Smp.: 140.4 °C 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(p-tolyl)thiazol-2-carboxamid (4j) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OH

4j
C17H21N3O4S
[363.43 g/mol]  

Die Synthese von 4j erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3j (606 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.).  

4j wurde als farbloser Feststoff (212 mg, 0.58 mmol, 58 %) erhalten. 
 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ 1.37 (tt, J = 9.5, 6.2 Hz, 2H), 1.54 (p, J = 7.5 Hz, 2H), 1.61 

(p, J = 6.7 Hz, 2H), 1.97 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.35 (s, 3H), 3.92 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 7.22 – 7.34 

(m, 2H), 7.90 – 8.00 (m, 2H), 8.35 (s, 1H), 8.67 (s, 1H), 10.35 (s, 1H), 12.14 (s, 1H). 

 
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ 20.9, 25.0, 25.0 (d, J = 9.3 Hz), 27.4, 32.2, 75.6, 118.5, 

126.2, 129.4, 130.7, 138.0, 155.6, 156.6, 161.4, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C17H21N3O4S 364.1326, gefunden: 364.1330  
 

HPLC: tr 10.20 min; 97.8 % 

 
Smp.: 134.3 °C 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(4-(trifluormethyl)phenyl)thiazol-2-
carboxamid (4k) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OHF3C

4k
C17H18F3N3O4S
[417.40 g/mol]  

Die Synthese von 4k erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3k (382 mg, 0.58 mmol, 1.00 Äq.).  

4k wurde als bräunlicher Feststoff (134 mg, 0.32 mmol, 56 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.37 (qd, J = 8.7, 5.5 Hz, 2H), 1.48 – 1.68 (m, 4H), 1.97 (t, J 

= 7.3 Hz, 2H), 3.93 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.86 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 8.23 – 8.33 (m, 2H), 8.66 (s, 

2H), 10.36 (s, 1H), 12.25 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.6, 121.7, 122.4, 125.8 (d, J = 3.2 

Hz), 126.0, 126.9, 127.9 – 129.4 (m), 137.1, 153.7, 156.4, 162.1, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C17H18F3N3O4S 418.1043, gefunden: 418.1041 
 

HPLC: tr 11.28 min; 98.5 % 

 
Smp.: 127.2 °C 

  



5. Experimenteller Teil 

 
216 

 

4-(Benzofuran-2-yl)-N-((6-(hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (4l) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OHO

4l
C18H19N3O5S
[389.43 g/mol]  

Die Synthese von 4l erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3l (316 mg, 0.50 mmol, 1.00 Äq.).  

4l wurde als bräunlicher Feststoff (112 mg, 0.29 mmol, 58 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.18 – 1.45 (m, 2H), 1.58 (dp, J = 22.2, 7.0 Hz, 4H), 1.97 (t, 

J = 7.3 Hz, 2H), 3.93 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.25 – 7.43 (m, 3H), 7.66 (dq, J = 8.2, 0.9 Hz, 1H), 

7.70 – 7.78 (m, 1H), 8.42 (s, 1H), 8.67 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 10.35 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 12.27 (s, 

1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.6, 104.1, 111.2, 121.3, 121.8, 123.5, 

125.3, 128.1, 146.5, 150.5, 154.3, 156.3, 163.1, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C18H19N3O5S 390.1118, gefunden: 390.1117 
 

HPLC: tr 10.70 min; 99.3 % 

 
Smp.: 150.4 °C 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(4-(pyrrolidin-1-yl)phenyl)thiazol-2-
carboxamid (4m) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OHN

4m
C20H26N4O4S
[418.51 g/mol]  

Die Synthese von 4m erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3m (500 mg, 0.76 mmol, 1.00 Äq.).  

4m wurde als gelber Feststoff (93.3 mg, 0.22 mmol, 29 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.28 – 1.47 (m, 2H), 1.58 (dp, J = 21.9, 6.9 Hz, 4H), 1.86 – 

2.07 (m, 6H), 3.23 – 3.34 (m, 4H), 3.92 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 6.48 – 6.81 (m, 2H), 7.75 – 8.01 (m, 

2H), 8.05 (s, 1H), 8.67 (s, 1H), 10.35 (s, 1H), 12.07 (s, 1H). 

 
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 25.0, 27.4, 32.2, 47.3, 48.6, 75.5, 111.5, 114.7, 

120.7, 127.4, 147.8, 156.6, 156.8, 160.8, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C20H26N4O4S 419.1748, gefunden: 419.1746 

 

HPLC: tr 9.29 min; 98.9 % 

 
Smp.: 136.2 °C 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-5-methyl-4-phenylthiazol-2-carboxamid (4n) 

N

S

O

N
H

O
N
H

O
OH

4n
C17H21N3O4S
[363.43 g/mol]  

Die Synthese von 4n erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3n (500 mg, 0.83 mmol, 1.00 Äq.).  

4n wurde als bräunlicher Feststoff (191 mg, 0.53 mmol, 64 %) erhalten. 

 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.27 – 1.45 (m, 2H), 1.45 – 1.67 (m, 4H), 1.96 (t, J = 7.2 Hz, 

2H), 2.61 (s, 3H), 3.89 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.33 – 7.59 (m, 3H), 7.67 – 7.81 (m, 2H), 8.67 (s, 

1H), 10.35 (s, 1H), 12.04 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 12.7, 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.5, 128.0, 128.4, 133.9, 134.3, 

151.5, 156.7, 157.2, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C17H21N3O4S 364.1326, gefunden: 364.1327 

 
HPLC: tr 9.78 min, 99.1 % 

 
Smp.: 152.0 °C 
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4-(4-Chlorphenyl)-N-((6-(hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (4o) 

N

S

O

N
H

O
N
H

O
OHCl

4o
C16H18ClN3O4S
[383.85 g/mol]  

Die Synthese von 4o erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3o (1.88 g, 3.00 mmol, 1.00 Äq.).  

4o wurde als farbloser Feststoff (238 mg, 0.62 mmol, 21 %) erhalten. 
 

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): δ 1.38 (p, J = 7.8 Hz, 2H), 1.55 (p, J = 7.4 Hz, 2H), 1.62 (p, J 

= 6.9 Hz, 2H), 1.97 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.93 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 7.55 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 8.08 

(d, J = 8.4 Hz, 2H), 8.46 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 8.61 (s, 1H), 10.31 (s, 1H), 12.12 (d, J = 8.3 Hz, 

1H). 
 

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 24.7, 24.9, 27.3, 32.1, 75.5, 119.8, 127.9, 128.7, 132.2, 

133.1, 154.0, 156.4, 161.6, 168.9. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C16H18ClN3O4S 384.0779, gefunden: 384.0772 
 
HPLC: tr 10.70 min; 98.5 % 

 
Smp.: 140.0 °C 
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4-(4-Bromphenyl)-N-((6-(hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (4p) 

N

S

O

N
H

O
N
H

O
OHBr

4p
C16H18BrN3O4S
[428.30 g/mol]  

Die Synthese von 4p erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3p (670 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.).  

4p wurde als bräunlicher Feststoff (109 mg, 0.26 mmol, 26 %) erhalten. 

 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.19 – 1.81 (m, 6H), 1.97 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.92 (t, J = 6.4 

Hz, 2H), 7.63 – 7.78 (m, 2H), 7.97 – 8.10 (m, 2H), 8.51 (s, 1H), 8.66 (s, 1H), 10.35 (s, 1H), 

12.19 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.6, 120.1, 121.9, 128.3, 131.8, 132.6, 

154.2, 156.5, 161.8, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C16H18BrN3O4S 428.0274; gefunden: 428.0274 
 
HPLC: tr 10.94 min; 99.9 %  

 
Smp.: 148.9 °C 
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4-(4-Cyanophenyl)-N-((6-(hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (4q) 

N

S

O

N
H

O
N
H

O
OHN

4q
C17H18N4O4S
[374,42 g/mol]  

Die Synthese von 4q erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3q (617 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.).  

4q wurde als farbloser Feststoff (270 mg, 0.72 mmol, 72 %) erhalten. 

 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): δ 1.38 (h, J = 6.4 Hz, 2H), 1.55 (p, J = 7.4 Hz, 2H), 1.62 (p, J 

= 6.7 Hz, 2H), 1.97 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.93 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.97 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 8.26 

(d, J = 8.2 Hz, 2H), 8.63 (s, 1H), 8.68 (s, 1H), 10.32 (s, 1H), 12.20 (s, 1H). 
 

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 24.7, 24.9, 27.3, 32.1, 75.6, 110.8, 118.6, 122.2, 126.9, 

132.7, 137.4, 153.3, 156.3, 162.0, 168.9. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C17H18N4O4S 375.1122, gefunden: 375.1119 

 
HPLC: tr 8.88 min; 98.7 % 

 
Smp.: 184.4 °C 
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4-(5-Chlorthiophen-2-yl)-N-((6-(hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid 
(4r) 

N

S

O

N
H

O
N
H

O
OHSCl

4r
C14H16ClN3O4S2

[389.87 g/mol]  

Die Synthese von 4r erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3r (379 mg, 0.60 mmol, 1.00 Äq.).  

4r wurde als oranger Feststoff (223 mg, 0.57 mmol, 95 %) erhalten. 

 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.12 – 1.45 (m, 2H), 1.56 (dq, J = 22.0, 7.5 Hz, 4H), 1.96 (t, 

J = 7.2 Hz, 2H), 3.91 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.18 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 7.54 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 8.32 

(s, 1H), 8.67 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 10.24 – 10.49 (m, 1H), 12.12 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.5, 118.5, 124.9, 128.0, 128.6, 135.8, 

149.0, 156.2, 162.0, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C14H16ClN3O4S 390.0344, gefunden: 390.0431 
 
HPLC: tr 10.56 min; 98.0 % 

 
Smp.: 145.5 °C 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(4-hydroxyphenyl)thiazol-2-carboxamid (4s) 

N

S

O

N
H

O
N
H

O
OHHO

4s
C16H19N3O5S
[365.40 g/mol]  

Die Synthese von 4s erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3s (1.82 g, 3.00 mmol, 1.00 Äq.).  

4s wurde als farbloser Feststoff (306 mg, 0.84 mmol, 28 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.29 – 1.47 (m, 2H), 1.57 (dp, J = 21.8, 7.0 Hz, 4H), 1.97 (t, 

J = 7.3 Hz, 2H), 3.92 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 6.70 – 6.98 (m, 2H), 7.77 – 7.96 (m, 2H), 8.16 (s, 1H), 

8.67 (s, 1H), 9.69 (s, 1H), 10.35 (s, 1H), 12.09 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.6, 115.5, 116.5, 124.7, 127.8, 155.9, 

156.7, 157.9, 161.1, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C16H19N3O5S 366.1118, gefunden: 366.1118 
 
HPLC: tr 9.45 min; 99.7 % 

 
Smp.: 176.8 °C 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-2-phenylthiazol-4-carboxamid (4t) 

N

S

O

N
H

O
N
H

O
OH

4t
C16H19N3O4S
[349.41 g/mol]  

Die Synthese von 4t erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3t (115 mg, 0.19 mmol, 1.00 Äq.).  

4t wurde als farbloses Wachs (46.4 mg, 0.13 mmol, 69 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.38 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 1.48 – 1.68 (m, 4H), 1.97 (t, J = 7.3 

Hz, 2H), 3.90 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.49 – 7.59 (m, 3H), 8.01 – 8.10 (m, 2H), 8.34 (s, 1H), 8.67 

(s, 1H), 10.35 (s, 1H), 11.73 (s, 1H). 

 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.1, 27.4, 32.2, 75.4, 124.6, 126.5, 129.2, 130.8, 132.4, 

148.6, 158.1, 167.5, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C16H19N3O4S 350.1096; gefunden: 350.1168 
 
HPLC: tr 8.87 min; 97.3 % 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(pyridin-2-yl)thiazol-2-carboxamid (4u) 

N

S

O

N
H

O
N
H

O
OHN

4u
C15H18N4O4S
[350.39 g/mol]  

Die Synthese von 4u erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3u (120 mg, 0.20 mmol, 1.00 Äq.).  

4u wurde als gelbes Harz (39.7 mg, 0.11 mmol, 56 %) erhalten. 

 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.19 – 1.45 (m, 3H), 1.58 (dp, J = 22.7, 7.0 Hz, 3H), 1.97 (t, 

J = 7.4 Hz, 2H), 3.94 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 7.41 (ddd, J = 7.6, 4.8, 1.2 Hz, 1H), 7.96 (td, J = 7.7, 

1.8 Hz, 1H), 8.21 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.55 (s, 1H), 8.65 (dd, J = 4.9, 1.5 Hz, 1H), 10.36 (s, 1H), 

12.22 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.6, 121.0, 122.7, 123.7, 137.5, 149.6, 

151.3, 155.4, 156.5, 161.9, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C15H18N4O4S 351.1122, gefunden: 351.1125 

 
HPLC: tr 4.47 min;, 98.0 % 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(pyridin-3-yl)thiazol-2-carboxamid (4v) 

N

S

O

N
H

O
N
H

O
OHN

4v
C15H18N4O4S
[350.39 g/mol]  

Die Synthese von 4v erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3v (120 mg, 0.20 mmol, 1.00 Äq.).  

4v wurde als gelbes Wachs (64.0 mg, 0.18 mmol, 90 %) erhalten. 

 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.37 (tt, J = 10.1, 6.2 Hz, 2H), 1.51 – 1.66 (m, 4H), 1.96 (q, 

J = 7.8 Hz, 2H), 3.94 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.62 (ddd, J = 8.0, 4.9, 0.9 Hz, 1H), 8.50 (dt, J = 8.0, 

1.9 Hz, 1H), 8.64 (q, J = 2.2 Hz, 2H), 9.31 (dd, J = 2.3, 0.8 Hz, 1H), 10.36 (s, 1H), 12.23 (s, 

1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.6, 121.3, 124.4, 129.6, 134.7, 146.5, 

148.3, 152.0, 156.3, 162.2, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C15H18N4O4S 351.1122, gefunden: 351.1121 

 
HPLC: tr 4.26 min;, 97.5 % 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(pyridin-4-yl)thiazol-2-carboxamid (4w) 

N

S

O

N
H

O
N
H

O
OH

N

4w
C15H18N4O4S
[350.39 g/mol]  

Die Synthese von 4w erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3w (593 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.).  

4w wurde als gelblicher Feststoff (158 mg, 0.45 mmol, 45 %) erhalten. 

 
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ 1.38 (qd, J = 8.9, 6.1 Hz, 2H), 1.54 (h, J = 7.2 Hz, 2H), 1.62 

(p, J = 6.7 Hz, 2H), 1.97 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.94 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 8.13 – 8.31 (m, 2H), 8.77 

– 8.85 (m, 3H), 8.92 (s, 1H), 10.35 (s, 1H), 12.29 (s, 1H). 
 

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 24.7, 24.9, 27.3, 32.1, 75.6, 115.1, 117.5, 121.2, 124.9, 

142.5, 147.9, 151.8, 156.1, 157.9, 158.1, 162.5, 168.9. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C15H18N4O4S 351.1122, gefunden: 351.1120 

 
HPLC: tr 4.28 min, 95.3 % 

 
Smp.: 148.4 °C 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(2-nitrophenyl)thiazol-2-carboxamid (4x) 

N

S

O

N
H

O
N
H

O
OH

NO2

4x
C16H18N4O6S
[394.40 g/mol]  

Die Synthese von 4x erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3x (637 mg, 1.00 mmol, 1.00 Äq.).  

4x wurde als gelbes Harz (248 mg, 0.63 mmol, 63 %) erhalten. 
 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ 1.34 (h, J = 6.2 Hz, 2H), 1.52 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 1.57 (p, J 

= 6.8 Hz, 2H), 1.95 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.88 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 7.71 (dq, J = 8.6, 4.2 Hz, 1H), 

7.82 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 8.03 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.25 (s, 1H), 8.67 (s, 1H), 10.34 (s, 1H), 

12.08 (s, 1H). 
 

13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ 25.3, 25.5, 27.8, 32.6, 75.9, 124.8, 128.4, 130.6, 132.2, 

133.6, 148.9, 151.7, 156.8, 162.4, 169.5. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C16H18N4O6S 395.1020, gefunden: 395.1021 

 
HPLC: tr 8.67 min; 98.7 % 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(3-nitrophenyl)thiazol-2-carboxamid (4y) 

N

S

O

N
H

O
N
H

O
OH

O2N

4y
C16H18N4O6S
[394.40 g/mol]  

Die Synthese von 4y erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3y (817 mg, 3.00 mmol, 1.00 Äq.).  

4y wurde als bräunlicher Feststoff (84.2 mg, 0.21 mmol, 7 %) erhalten. 
 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ 1.38 (tt, J = 9.8, 6.3 Hz, 2H), 1.55 (p, J = 7.5 Hz, 2H), 1.62 

(p, J = 6.8 Hz, 2H), 1.97 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.94 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 7.79 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 

8.24 (ddd, J = 8.2, 2.4, 1.0 Hz, 1H), 8.49 (dt, J = 7.9, 1.3 Hz, 1H), 8.67 (s, 1H), 8.74 (s, 1H), 

8.91 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 10.35 (s, 1H), 12.33 (s, 1H). 
 

13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.6, 120.8, 121.8, 123.2, 130.5, 

132.4, 135.0, 148.5, 152.9, 156.3, 162.2, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C16H18N4O6S 395.1020, gefunden: 395.1018 
 
HPLC: tr 9.64 min; 96.8 % 

 
Smp.: 178.3 °C 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(4-nitrophenyl)thiazol-2-carboxamid (4z) 

N

S

O

N
H

O
N
H

O
OHO2N

4z
C16H18N4O6S
[394.40 g/mol]  

Die Synthese von 4z erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3z (200 mg, 0.31 mmol, 1.00 Äq.).  

4z wurde als bräunlicher Feststoff (107 mg, 0.27 mmol, 87 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.11 – 1.46 (m, 2H), 1.58 (dp, J = 22.6, 7.0 Hz, 4H), 1.97 (t, 

J = 7.3 Hz, 2H), 3.94 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 8.34 (d, J = 1.5 Hz, 4H), 8.67 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 8.76 

(s, 1H), 10.36 (s, 1H), 12.29 (s, 1H). 
 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 75.6, 123.2, 124.2, 127.3, 139.3, 147.1, 

153.0, 156.3, 162.3, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C16H18N4O6S 395.1020; gefunden: 395.1019 
 
HPLC: tr 9.55 min; 98.9 % 

 
Smp.: 179.8 °C 
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N-((6-(Hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)-4-(4-(prop-2-in-1-yloxy)phenyl)thiazol-2-
carboxamid (4aa) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OHO

4aa
C19H21N3O5S
[403.45 g/mol]  

Die Synthese von 4aa erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 3aa (0.97 g, 1.50 mmol, 1.00 Äq.).  

4aa wurde als farbloser Feststoff (382 mg, 0.95 mmol, 63 %) erhalten. 
 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.38 (td, J = 8.4, 4.0 Hz, 2H), 1.58 (dp, J = 22.1, 7.0 Hz, 4H), 

1.97 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.60 (t, J = 2.3 Hz, 1H), 3.92 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 4.86 (d, J = 2.4 Hz, 

2H), 7.03 – 7.15 (m, 2H), 7.93 – 8.08 (m, 2H), 8.29 (s, 1H), 8.67 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 10.35 (d, 

J = 1.7 Hz, 1H), 12.13 (s, 1H). 

 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.9, 25.0, 27.4, 32.2, 55.5, 75.6, 78.4, 79.1, 115.1, 117.7, 

126.8, 127.7, 155.3, 156.6, 157.5, 161.3, 169.0. 

 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C19H21N3O5S 404.1275, gefunden: 404.1276 

 

HPLC: tr 9.96 min; 99.9 % 

 
Smp.: 144.2 °C 
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Ethyl-4-(4-(prop-2-in-1-yloxy)phenyl)thiazol-2-carboxylat (12) 
O

ON

S
O

12
C15H13NO3S

[287.33 g/mol]

1s (1.99 g, 8.00 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 16 mL Aceton gelöst, bevor Kaliumcarbonat 

(3.32 g, 24.0 mmol, 3.00 Äq.), Kaliumiodid (133 mg, 0.80 mmol, 0.10 Äq.) und 

Propargylbromid (0.90 mL, 9.60 mmol, 1.20 Äq.) dazugegeben wurden. Der Ansatz wurde 7 h 

lang zum Reflux erhitzt und 12 h bei Raumtemperatur gerührt, ehe das Lösungsmittel 

unter reduziertem Druck entzogen, der Ansatz in 50 mL Ethylacetat aufgenommen und 

dreimal mit 50 mL dest. Wasser und einmal mit 50 mL gesättigter Natriumchlorid-Lösung 

gewaschen wurde. Anschließend wurde der Ansatz mit wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Der 

erhaltene Rückstand wurde flashchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat (0-70 %) als 

Fließmittel aufgereinigt.  

12 wurde als farbloser Feststoff (2.24 g, 7.78 mmol, 97 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 3.60 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 4.41 (q, J = 

7.1 Hz, 2H), 4.86 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 7.06 – 7.14 (m, 2H), 7.91 – 7.99 (m, 2H), 8.39 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 55.5, 62.2, 78.4, 78.4, 79.1, 115.2, 119.4, 126.7, 

127.6, 156.1, 157.3, 157.6, 159.4. 

HPLC: tr 14.52 min; 97.5 % 

Smp.: 104.2 °C 
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 2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-4-fluorisoindolin-1,3-dion (9) 

N

O

O

NH
O

O

F
9

C13H9FN2O4

[276.22 g/mol]

Die Synthese wurde nach der Vorschrift von Cheng et al. durchgeführt.124 

3-Fluorphthalsäureanhydrid 13 (3.39 g, 20.0 mmol, 1.00 Äq.), 

3-Aminopiperidin-2,6-dion-Hydrochlorid 14 (3.29 g, 20.0 mmol, 1.00 Äq.) und Natriumacetat 

(1.97 g, 24.0 mmol, 1.20 Äq.) wurden in 80 mL Essigsäure suspendiert und für 7 h zum Reflux 

erhitzt. Die DC-Kontrollen erfolgten mit Dichlormethan und Essigsäure als Laufmittel. Nach 

vollständigem DC-Umsatz (Fließmittel Dichlormethan/Essigsäure 99:1 V/V) wurde die 

Reaktion mit 320 mL dest. Wasser versetzt und für 45 min auf 4 °C abgekühlt. Der 

entstehende farblose Niederschlag wurde abfiltriert und in einer Mischung aus Ethanol und 

1,4-Dioxan umkristallisiert.

9 wurde als farbloser Feststoff (4.70 g, 17.0 mmol, 85 %) erhalten.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.96 – 2.16 (m, 1H), 2.52 – 2.70 (m, 2H), 2.90 (ddd, J = 

17.0, 13.8, 5.2 Hz, 1H), 5.16 (dd, J = 12.9, 5.4 Hz, 1H), 7.66 – 7.83 (m, 2H), 7.95 (ddd, J = 

8.4, 7.3, 4.6 Hz, 1H), 11.15 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 21.8, 30.9, 49.1, 117.0 (d, J = 12.6 Hz), 120.0 (d, J = 3.5 

Hz), 123.0 (d, J = 19.7 Hz), 133.4 (d, J = 1.5 Hz), 138.0 (d, J = 8.0 Hz), 155.1, 158.5, 163.9, 

166.1 (d, J = 3.0 Hz), 169.7, 172.7. 

HPLC: tr 7.73 min; 96.6 % 

Smp.: 256.2 °C 

Alle spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur überein. Keuler et al. (2022)144 
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(Ethan-1,2-diylbis(oxy))bis(ethan-2,1-diyl)-bis(4-methylbenzensulfonat) (16) 

O
O

O
O S

S

O

O
O

O

16
C20H26O8S2

[458.54 g/mol]

Tosylchlorid (9.91 g, 52.0 mmol, 2.60 Äq.) wurde in 40 mL trockenem Tetrahydrofuran gelöst 

und der Ansatz im Eisbad auf 0 °C abgekühlt. Nach Zugabe von Triethylamin (7.30 mL, 

52.0 mmol, 2.60 Äq.) wurde Triethylenglykol 15 (3.00 mL, 20.0 mmol, 1.00 Äq.) zugetropft und 

der Ansatz über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Nach 

vollständigem dünnschichtchromatographischem (DC) Umsatz (DC-Kontrollen mit 

Cyclohexan und Ethylacetat (1:1 V/V) und Anfärbung mit Kaliumpermanganat-

Lösung) wurde das Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Rückstand in 

Ethylacetat aufgenommen und dreimal mit 50 mL dest. Wasser gewaschen. Die 

organische Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und 

das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die Aufreinigung erfolgte 

flashchromatographisch mit einem Fließmittelgemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat 

(0-100 %).  

16 wurde als farbloser Feststoff (4.70 g, 10.3 mmol, 51 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 2.41 (s, 6H), 3.38 (s, 4H), 3.50 – 3.58 (m, 4H), 4.06 – 4.13 

(m, 4H), 7.47 (d, J = 7.8 Hz, 4H), 7.77 (d, J = 8.4 Hz, 4H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 21.1, 67.9, 69.6, 69.9, 127.6, 130.1, 132.4, 144.9. 

HPLC: tr 14.83 min; 98.1 % 

Smp.: 75.8 °C 

Alle spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur überein. More et al. (2018)145 
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1,2-Bis(2-azidoethoxy)ethan (17) 

N3O
O

N3

17
C6H12N6O2

[200.20 g/mol]

16 wurde in 10 mL trockenem N,N-Dimethylformamid gelöst. Natriumazid (2.39 g, 36.9 mmol, 

3.60 Äq.) wurde hinzugegeben und der Ansatz 24 h bis zum kompletten DC-Umsatz 

(Cyclohexan:Ethylacetat (1:1 V/V)) bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde der 

Ansatz mit 100 mL Ethylacetat verdünnt und dreimal mit je 50 mL dest. Wasser und einmal 

mit 50 mL ges. Natriumchlorid-Lösung gewaschen. Die organische Phase wurde mit 

wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel wurde unter 

reduziertem Druck entfernt.  
17 wurde als gelbes Öl erhalten (1.66 g, 8.29 mmol, 81 %). 

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ 3.39 (t, J = 5.0 Hz, 4H), 3.64 – 3.73 (m, 8H). 

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ 50.8, 70.3, 70.9. 

Alle spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur überein. Wang et al. (2023)146 



5. Experimenteller Teil

236 

2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethan-1-amin (10) 

N3O
O

H2N

10
C6H14N4O2

[174.20 g/mol]

17 wurde in einem Gemisch aus 10.0 mL Diethylether, 2.00 mL Tetrahydrofuran und 8.00 mL 

einer 1 M Salzsäure gelöst. Triphenylphosphin (2.20 g, 8.29 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 10.0 mL 

Diethylether gelöst und zugetropft. Die Reaktion wurde für 16 h bei Raumtemperatur gerührt. 

Anschließend wurde der Ansatz mit 15 mL 4 M HCl versetzt und neun Mal mit 20 mL 

Diethylether extrahiert. Die wässrige Phase wurde mit Natriumhydroxid-Pellets auf pH 14 

eingestellt und das Produkt drei Mal mit je 25 mL Dichlormethan extrahiert. Die organische 

Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel wurde 

unter reduziertem Druck entfernt.  

10 wurde als rötliches Öl erhalten (1.09 g, 6.27 mmol, 76 %). 

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.80 (s, 2H), 2.88 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.39 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 

3.53 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.62 – 3.71 (m, 6H). 

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ 41.9, 50.8, 70.2, 70.5, 70.8, 73.4. 

Alle spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur überein. Perrot et al. (2023)147 
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4-((2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl)amino)-2-(2,6-dioxopiperidin-3-yl)isoindolin-1,3-
dion (8) 

N
O

O

NH
O

O

H
N

O
O

N3

8
C19H22N6O6

[430.42 g/mol]

Die Synthese wurde durchgeführt nach der Vorschrift von Brownsey et al.126  

9 (829 mg, 3.00 mmol, 1.00 Äq.) und 10 (575 mg, 3.30 mmol, 1.10 Äq.) wurden in 6.70 mL 

trockenem Dimethylsulfoxid unter Stickstoffatmosphäre gelöst. DIPEA (1.58 ml, 9.00 mmol, 

3.00 Äq.) wurde zu dem Ansatz gegeben und der Ansatz wurde für 3.75 h auf 130 °C erhitzt. 

Anschließend wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekühlt, mit 50 mL Wasser 

verdünnt und dreimal mit 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen wurden einmal mit 50 mL gesättigter Natriumchloridlösung gewaschen, bevor sie 

mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel unter 

reduziertem Druck entfernt wurde. Der erhaltene Rückstand wurde 

flashchromatographisch mit einem Fließmittel aus Cyclohexan und Ethylacetat (30-100 %) 

aufgereinigt. 

8 wurde als gelber Feststoff erhalten (616 mg, 1.43 mmol, 48 %). 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 2.02 (ddd, J = 10.5, 5.5, 3.3 Hz, 1H), 2.52 – 2.66 (m, 2H), 

2.88 (ddd, J = 17.2, 13.9, 5.4 Hz, 1H), 3.36 (dd, J = 5.5, 4.2 Hz, 2H), 3.47 (q, J = 5.6 Hz, 2H), 

3.54 – 3.69 (m, 8H), 5.05 (dd, J = 12.8, 5.4 Hz, 1H), 6.61 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 7.0 

Hz, 1H), 7.15 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.58 (dd, J = 8.6, 7.1 Hz, 1H), 11.09 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 22.1, 31.0, 41.7, 48.5, 50.0, 68.9, 69.3, 69.7, 69.8, 109.3, 

110.7, 117.4, 132.1, 136.2, 146.4, 167.3, 168.9, 170.1, 172.8. 

HPLC: tr 10.78 min; 99.9 % 

Smp.: 107.1 °C 

Alle spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur überein. Liu et al. (2021)148 
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4-(4-((1-(2-(2-(2-((2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-
yl)amino)ethoxy)ethoxy)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)phenyl)-N-((6-oxo-6-
((trityloxy)amino)hexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (18) 

O
N
H

N
H

O
O

S

N
O

ONN
N

O
O

N
H

N
O

O

HN
O

O

18
C57H57N9O11S

[1076.20 g/mol]

8 (124 mg, 0.29 mmol, 1.00 Äq.) und 3aa (185 mg, 0.29 mmol, 1.00 Äq.) wurden in 14.0 mL 

aus einem Gemisch von tert-Butanol und Tetrahydrofuran (1:1) gelöst, ehe Natriumascorbat 

(35.7 mg, 0.18 mmol, 0.60 Äq.) und Kupfersulfat (9.58 mg, 0.06 mmol, 0.20 Äq.) sowie 5.0 mL 

dest. Wasser zugegeben wurden. Die Reaktion wurde über Nacht bei Raumtemperatur 

gerührt und anschließend filtriert. Der erhaltene Rückstand wurde mit Wasser gewaschen 

und das Filtrat sechs Mal mit Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wurde mit 

wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und gemeinsam mit dem Rückstand 

flashchromatographisch mit Dichlormethan / 30 % Methanol in Dichlormethan als Eluenten 

aufgereinigt.  

18 wurde als gelber Feststoff erhalten (113 mg, 0.11 mmol, 37 %) 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.11 (s, 3H), 1.23 (s, 2H), 1.47 (s, 3H), 1.80 (s, 2H), 2.02 

(s, 1H), 2.84 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 3.43 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 3.55 (d, J = 9.2 Hz, 6H), 3.82 (d, J = 

6.6 Hz, 4H), 4.53 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 5.05 (dd, J = 13.0, 5.2 Hz, 1H), 5.17 (s, 2H), 6.58 (s, 

1H), 7.02 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.10 (t, J = 8.1 Hz, 3H), 7.32 (s, 15H), 7.55 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 

7.98 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 8.15 – 8.31 (m, 2H), 10.19 (s, 1H), 11.09 (s, 1H), 12.09 (s, 1H). 

13C-NMR (151 MHz, DMSO) δ 22.17, 24.91, 25.07, 27.42, 31.01, 32.22, 41.68, 48.59, 49.51, 

61.18, 68.76, 68.83, 69.60, 69.62, 79.20, 80.59, 109.26, 110.72, 114.93, 117.40, 117.47, 

124.98, 126.48, 126.66, 127.55, 127.76, 127.80, 128.99, 132.09, 136.24, 142.42, 142.49, 

146.38, 147.79, 155.39, 156.67, 158.38, 161.31, 167.31, 169.00, 169.09, 170.13, 172.83. 

HPLC: tr 15.68 min; 98.8 % 

Smp.: 108.3 °C 
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4-(4-((1-(2-(2-(2-((2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-
yl)amino)ethoxy)ethoxy)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)phenyl)-N-((6-
(hydroxyamino)-6-oxohexyl)oxy)thiazol-2-carboxamid (7) 

S

N
O

N
H

O
N
H

O
OHO

N
N N

OO

H
N

N

NH

O

O

O
O

7
C38H43N9O11S
[833.87 g/mol]

Die Synthese von 7 erfolgte nach AAV III aus dem Edukt 18 (100 mg, 0.09 mmol, 1.00 Äq.). 

7 wurde als rotes Harz (58.2 mg, 0.07 mmol, 75 %) erhalten. 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ 1.30 – 1.45 (m, 2H), 1.54 (p, J = 7.4 Hz, 2H), 1.61 (p, J = 6.7 

Hz, 2H), 1.99 (dt, J = 27.1, 6.8 Hz, 3H), 2.57 (q, J = 14.2 Hz, 2H), 2.87 (ddd, J = 18.3, 14.2, 

5.3 Hz, 1H), 3.42 (q, J = 5.5 Hz, 2H), 3.53 (q, J = 4.4 Hz, 5H), 3.56 (t, J = 5.3 Hz, 2H), 3.83 (t, 

J = 5.1 Hz, 2H), 3.88 – 3.98 (m, 2H), 4.53 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 5.04 (dd, J = 12.8, 5.4 Hz, 1H), 

5.17 (s, 2H), 6.58 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.02 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 7.10 (dd, J = 13.2, 8.5 Hz, 3H), 

7.55 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 8.19 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 8.67 (s, 1H), 10.35 

(s, 1H), 11.09 (s, 1H), 12.12 (s, 1H). 

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ 22.0, 24.7, 24.9, 25.4, 27.3, 30.9, 32.1, 41.6, 48.5 (d, J = 

4.5 Hz), 49.4, 61.2, 68.6, 68.7, 69.5, 75.5, 109.2, 110.6, 114.8, 117.2, 124.7, 126.4, 127.6, 

132.0, 136.0, 142.3, 146.3, 155.3, 156.6, 158.3, 161.1, 167.1, 168.8, 169.8, 172.5. 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C38H43N9O11S 834.2876, gefunden: 834.2874 

HPLC: tr 9.77 min; 95.6 % 
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tert-Butyl-(2-(4-nitrobenzamido)phenyl)carbamat (27) 

N
H

O

HN O

O
O2N

27 
C18H19N3O5

[357.37 g/mol]

Die Synthese wurde nach einem Protokoll von Cao et al. (2020) durchgeführt.132  

tert-Butyl-(2-aminophenyl)carbamat 26 (2.08 g, 10.0 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 10.0 mL 

trockenem Dichlormethan gelöst. Triethylamin (2.79 mL, 20.0 mmol, 2.00 Äq.) wurde 

hinzugegeben und der Ansatz auf 0 °C abgekühlt. 4-Nitrobenzoylchlorid (2.04 g, 11.0 

mmol, 1.10 Äq.) wurde in 3 mL trockenem Dichlormethan suspendiert und hinzugetropft. Der 

Ansatz wurde bei Raumtemperatur über Nacht gerührt. Anschließend wurde der 

Ansatz mit Dichlormethan verdünnt und je einmal mit 50 mL 

gesättigter Natriumhydrogencarbonat-Lösung, 1 M HCl und gesättigter Natriumchloridlösung 

gewaschen. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und 

filtriert. Das Lösungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und das 

Rohprodukt aus n-Hexan/Ethylacetat umkristallisiert.

Das Produkt 27 wurde als gelblicher Feststoff erhalten (2.07 g, 5.79 mmol, 57.9 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.44 (s, 9H), 7.19 (dtd, J = 24.6, 7.5, 1.6 Hz, 2H), 7.51 (dd, 

J = 7.9, 1.7 Hz, 1H), 7.61 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 8.14 – 8.26 (m, 2H), 8.32 – 8.45 (m, 2H), 

8.72 (s, 1H), 10.08 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 28.1, 79.6, 123.6, 123.9, 126.1, 126.5, 129.0, 129.2, 132.4, 

140.2, 149.3, 153.3, 163.9. 

HPLC: tr 13.82 min; 97.4 % 

Smp.: 184.1 °C 
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tert-Butyl-(2-(4-aminobenzamido)phenyl)carbamat (28) 

N
H

O

HN O

O
H2N

28 
C18H21N3O2

[327.38 g/mol]

27 (1.79 g, 5.00 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 30 mL Methanol gelöst, 10% Palladium auf 

Aktivkohle (0.50 g, 10.0 mol%.) wurde hinzugegeben und der Ansatz für 2.75 h unter 

Wasserstoffatmosphäre bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde der Ansatz 

über Kieselgur filtriert und das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entzogen.  

28 wurde als farbloser Feststoff (1.57 g, 4.78 mmol, 95.6 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.45 (s, 9H), 5.82 (s, 2H), 6.55 – 6.66 (m, 2H), 7.07 – 7.21 

(m, 2H), 7.40 – 7.56 (m, 2H), 7.61 – 7.75 (m, 2H), 8.65 (s, 1H), 9.48 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 28.0, 79.7, 112.6, 120.2, 124.0, 124.2, 125.0, 125.6, 129.3, 

130.6, 131.2, 152.5, 153.5, 165.2. 

HPLC: tr 10.09 min; 95.2 % 

Smp.: 186.0 °C 
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tert-Butyl-(2-(4-(6-(((benzyloxy)carbonyl)amino)hexanamido)benzamido)-
phenyl)carbamat (30) 

N
H

O

HN O

O
N
H

OH
NO

O

 30
C32H38N4O6

[574.68 g/mol]

29 (796 g, 3.00 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 30.0 mL N,N-Dimethylformamid gelöst, ehe HATU 

(1.26 g, 3.30 mmol, 1.10 Äq.) und DIPEA (1.05 mL, 6.00 mmol, 2.00 Äq.) hinzugegeben 

wurden. Nach 15 min Rühren bei Raumtemperatur wurde 28 (982 mg, 3.00 mmol, 1.00 Äq.) 

dazugegeben und der Ansatz über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend 

wurde der Ansatz eingeengt, der Rückstand in 50 mL Dichlormethan aufgenommen und 

dreimal mit 20 mL 10 %iger Zitronensäure, dreimal mit 20 mL 

gesättigter Natriumhydrogencarbonat-Lösung und zweimal mit 20 mL gesättigter 

Natriumchlorid-Lösung extrahiert. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem 

Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel wurde unter reduziertem Druck 

entfernt. Das Rohprodukt wurde aus Cyclohexan und Ethylacetat umkristallisiert.  

30 (985 mg, 1.71 mmol, 57 %) wurde als farbloser Feststoff erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.31 (q, J = 8.2 Hz, 2H), 1.45 (s, 11H), 1.60 (p, J = 7.7 Hz, 

2H), 2.34 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.00 (q, J = 6.5 Hz, 2H), 5.00 (s, 2H), 7.16 (qd, J = 7.2, 1.9 Hz, 

2H), 7.21 – 7.29 (m, 1H), 7.28 – 7.38 (m, 5H), 7.53 (td, J = 7.8, 2.0 Hz, 2H), 7.74 (d, J = 8.7 

Hz, 2H), 7.91 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 8.67 (s, 1H), 9.74 (s, 1H), 10.17 (s, 1H). 

13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ 24.68, 25.94, 28.03, 29.23, 36.40, 40.18, 65.08, 79.67, 

118.23, 123.91, 124.17, 125.46, 125.96, 127.70, 127.73, 128.22, 128.34, 128.50, 129.97, 

131.60, 137.30, 142.55, 153.50, 156.09, 164.72, 171.70. 

HPLC: tr 14.17 min; 98.5 % 

Smp.: 127.2 °C 
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tert-Butyl-(2-(4-(6-aminohexanamido)benzamido)phenyl)carbamat (33) 

N
H

O

HN O

O
N
H

O
H2N

33
C24H32N4O4

[440.54 g/mol]

30 (442 mg, 0.77 mmol, 1.00 Äq.) wurde unter Stickstoffatmosphäre in 6.6 mL Methanol 

suspendiert, ehe 10 % Palladium auf Aktivkohle hinzugegeben (81.9 mg, 10.0 mol%) wurde. 

Die Atmosphäre wurde zu einer Wasserstoffatmosphäre ausgetauscht und der Ansatz für 7 

h bei Raumtemperatur gerührt. Nach vollständigem DC-Umsatz (Fließmittel: 5 % Methanol 

in Dichlormethan) wurde der Ansatz über Kieselgur filtriert und das Lösungsmittel wurde 

unter reduziertem Druck entfernt.  

33 (312 mg, 0.71 mmol, 92 %) wurde als klarer, glasartiger Feststoff erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.14 – 1.53 (m, 13H), 1.62 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 2.36 (t, J = 

7.4 Hz, 2H), 2.60 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.16 (tt, J = 7.7, 3.8 Hz, 2H), 7.52 (t, 2H), 7.75 (d, J = 

8.4 Hz, 2H), 7.91 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 8.69 (s, 1H), 9.75 (s, 1H), 10.22 (s, 1H). 

13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ 24.8, 25.9, 28.0, 31.1, 36.4, 40.6, 79.7, 118.3, 123.9, 

124.2, 125.5, 126.0, 128.2, 128.5, 130.0, 131.6, 142.6, 153.5, 164.7, 171.8. 

HPLC: tr 9.24 min; 95.5 % 

Smp.: 73.3 °C 
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Benzyl-(12-((4-((2-((tert-butoxycarbonyl)amino)phenyl)carbamoyl)phenyl)amino)-12-
oxododecyl)carbamat (32) 

H
N

N
H

O
O

O

N
H

O

HN

O

O

32 
C38H50N4O6

[658.84 g/mol]

31 (699 mg, 2.00 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 20 mL N,N-Dimethylformamid gelöst, ehe HATU 

(837 mg, 2.20 mmol, 1.10 Äq.) und DIPEA (0.70 mL, 4.00 mmol, 2.00 Äq.) hinzugegeben 

wurden. Nach zehn Minuten Rühren bei Raumtemperatur wurde 28 (655 mg, 2.00 mmol, 

1.00 Äq.) dazugegeben und der Ansatz 13 h bei Raumtemperatur gerührt. Zu diesem 

Ansatz wurde HATU (760 g, 2.0 mmol, 1.00 Äq.) und DIPEA (0.35 mL, 2.00 mmol, 1.00 Äq.) 

gegeben und der Ansatz für 5 h bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde der 

Ansatz unter reduziertem Druck eingeengt, der Rückstand in 50 mL Dichlormethan 

aufgenommen und zweimal mit je 20 mL 10%iger Zitronensäure, gesättigter 

Natriumhydrogencarbonat-Lösung und gesättigter Natriumchlorid-Lösung extrahiert. 

Die organische Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert 

und das Lösungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Der erhaltene 

Rückstand wurde aus Cyclohexan und Ethylacetat umkristallisiert.  

32 (783 mg, 1.19 mmol, 59 %) wurde als farbloser Feststoff erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.17 – 1.34 (m, 14H), 1.38 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 1.45 (s, 9H), 

1.61 (q, J = 8.8 Hz, 2H), 2.34 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.97 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 5.00 (s, 2H), 7.17 

(ddd, J = 14.6, 7.4, 5.4 Hz, 3H), 7.26 – 7.40 (m, 5H), 7.53 (td, J = 7.8, 2.0 Hz, 2H), 7.67 – 7.80 

(m, 2H), 7.87 – 7.95 (m, 2H), 8.68 (s, 1H), 9.74 (s, 1H), 10.16 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 25.0, 26.2, 28.0, 28.7, 28.8, 29.0, 29.4, 36.5, 65.0, 79.7, 

118.2, 123.9, 124.1, 125.4, 125.9, 127.7, 128.2, 128.3, 128.5, 130.0, 131.6, 137.3, 142.5, 

153.5, 156.1, 164.7, 171.8. 

HPLC: tr 17.70 min; 99.2 % 

Smp.: 149.8 °C 
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tert-Butyl-(2-(4-(12-aminododecanamido)benzamido)phenyl)carbamat (34) 

H2N
N
H

O N
H

O

HN

O

O

 34

C30H44N4O4

[524.71 g/mol]

32 (725 mg, 1.10 mmol, 1.00 Äq.) wurde unter Stickstoffatmosphäre in 6.6 mL Methanol 

suspendiert, ehe 10 % Palladium auf Aktivkohle hinzugegeben (117 mg, 10.0 mol%) 

wurde. Der Ansatz wurde für 7 h bei Raumtemperatur in einer Wasserstoffatmosphäre 

gerührt. Nach vollständigem DC-Umsatz (Fließmittel 5% Methanol in Dichlormethan) wurde 

der Ansatz über Kieselgur filtriert und das Lösungsmittel wurde unter reduziertem Druck 

entfernt.  

34 (528 mg, 1.01 mmol, 92 %) wurde als klarer, glasartiger Feststoff erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.28 (d, J = 13.4 Hz, 18H), 1.46 (s, 9H), 1.62 (q, J = 8.8 Hz, 

2H), 2.35 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 4.08 (s, 1H), 7.06 – 7.29 (m, 2H), 7.54 (td, J = 7.7, 1.7 Hz, 2H), 

7.71 – 7.82 (m, 2H), 7.85 – 8.02 (m, 2H), 10.19 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 25.0, 26.5, 28.0, 28.6, 28.8, 28.9, 29.0, 29.0, 29.1, 33.4, 

36.5, 41.7, 48.6, 79.6, 118.2, 123.9, 124.1, 125.4, 126.0, 128.2, 128.5, 130.0, 131.6, 142.6, 

153.5, 164.7, 171.8. 

HPLC: tr 12.13 min; 95.9 % 
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12-Ethoxy-12-oxododecan-1-ammonium-chlorid (36)

H3N
O

OCl

36
C30H44N4O4

[524.71 g/mol]

Thionylchlorid (2.17 mL, 30.0 mmol, 1.50 Äq.) wurde bei 0 °C in 80 mL trockenen 

Ethanol getropft, ehe 12-Aminododecansäure 35 (4.40 g, 20.0 mmol, 1.00 Äq.) 

portionsweise hinzugegeben wurde. Der Ansatz wurde über Nacht bei 

Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde unter reduziertem Druck das 

Lösungsmittel entzogen, um 36 als farblosen Feststoff zu erhalten.  

36 wurde ohne weitere Aufarbeitung eingesetzt. 

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.17 – 1.47 (m, 17H), 1.60 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.75 (q, J = 7.6 

Hz, 2H), 2.28 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.97 (s, 2H), 4.12 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 8.30 (s, 3H). 

Alle spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur überein. Maraswami et al. (2020)149 
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Ethyl-12-(((benzyloxy)carbonyl)amino)dodecanoat (37) 

H
N

O

O
O

O

 37

C22H35NO4

[377.53 g/mol]

36 (5.60 g, 20.0 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 100 mL Dichlormethan gelöst. Der Ansatz wurde 

auf 0 °C abgekühlt, ehe Triethylamin (6.13 mL, 24.0 mmol, 2.20 Äq.) hinzugegeben und 

Chlorkohlensäurebenzylester (3.43 mL, 24.0 mL, 1.20 Äq.) dazugetropft wurde. Der Ansatz 

wurde 15 h bei Raumtemperatur gerührt, bevor der Ansatz dreimal mit 50 mL 

gesättigter Natriumhydrogencarbonat- und dreimal mit 50 mL 10%iger-Zitronensäure-Lösung 

gewaschen wurde. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Der 

erhaltene Feststoff wurde säulenchromatographisch mit einem Fließmittelgemisch aus 

Ethylacetat/Cyclohexan (1:9) aufgereinigt.  

37 wurde als farbloser Feststoff (6.39 g, 16.9 mmol, 84.7 % Ausbeute über zwei Schritte) 

erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.17 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.23 (d, J = 2.7 Hz, 15H), 1.38 (t, J 

= 6.5 Hz, 3H), 1.50 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.26 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.97 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 4.04 

(q, J = 7.1 Hz, 2H), 5.00 (s, 2H), 7.21 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.26 – 7.41 (m, 5H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 24.4, 26.2, 28.4, 28.6, 28.7, 28.8, 28.9, 28.9, 29.4, 

33.5, 40.2, 59.6, 65.0, 127.7, 128.3, 137.3, 156.1, 172.9. 

Smp.: 50.3 °C 
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12-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)dodecansäure (31) 

H
N

OH

O
O

O
31

C20H31NO4
[349.47 g/mol]

37 (1.89 g, 5.00 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 75 mL Tetrahydrofuran gelöst, ehe eine Lösung von 

Lithiumhydroxid-monohydrat (2.10 g, 50.0 mmol, 10.0 Äq) in 75 mL dest. Wasser 

hinzugegeben wurde. Der Ansatz wurde 16 h bei Raumtemperatur gerührt, ehe mit 1 M 

Salzsäure-Lösung ein pH von 1 eingestellt wurde und der Ansatz dreimal mit 100 mL 

Ethylacetat-Lösung extrahiert wurde. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem 

Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel wurde unter reduziertem Druck 

entfernt. 

31 wurde als farbloser Feststoff (1.53 g, 4.37 mmol, 87 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.23 (d, J = 2.5 Hz, 14H), 1.38 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 1.42 – 1.53 

(m, 2H), 2.18 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.97 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 5.00 (s, 2H), 7.21 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 

7.25 – 7.40 (m, 5H), 11.95 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.51, 26.23, 28.57, 28.76, 28.92, 28.95, 28.99, 29.40, 33.67, 

65.05, 127.70, 128.32, 137.35, 156.08, 174.50. 

HPLC: tr 14.46 min; 95.3 % 

Smp.: 87.0 °C 
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7-Nitro-1H-indol-3-carbonitril (39)

N
H

NO2

N

 39
C9H5N3O2

[187.16 g/mol]

Die Synthese wurde nach einer Vorschrift von Owa et al. durchgeführt.134 

7-Nitroindol-3-carboxaldehyd 38 (1.00 g, 5.00 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 15 mL 

N,N´-Dimethylformamid gelöst, ehe Hydroxylamin-hydrochlorid (365 mg, 5.25 mmol, 1.05 Äq.) 

und Pyridin (0.43 mL, 5.25 mmol, 1.05 Äq.) hinzugegeben wurden und der Ansatz für 3.5 h bei 

80 °C erhitzt wurde. Nach dieser Reaktionszeit wurde Selendioxid (588 mg, 5.30 mmol, 

1.06 Äq.) und wasserfreies Natriumsulfat (2 g) dazugegeben und der Ansatz weitere 2.0 h bei 

80 °C gerührt. Anschließend wurde der Ansatz filtriert, mit dest. Wasser verdünnt und erneut 

filtriert. Das gewonnene Rohprodukt aus dem zweiten Filtrationsschritt wurde mit Wasser 

gewaschen und flashchromatographisch mit n-Hexan/Ethylacetat als Eluent aufgereinigt. 39 

(817 mg, 4.37 mmol, 87.3 %) wurde als gelber Feststoff erhalten.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 7.47 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 8.16 (dd, J = 7.9, 1.0 Hz, 1H), 8.26 

(dd, J = 8.1, 1.0 Hz, 1H), 8.46 (s, 1H), 12.83 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 86.7, 114.9, 120.6, 121.6, 126.9, 127.4, 130.3, 133.8, 137.6. 

HPLC: tr 11.04 min; 98.4 % 

Smp.: 278.9 °C 

Alle spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur überein. Owa et al. (1999)134 
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7-Amino-1H-indol-3-carbonitril (23)

N
H

NH2

N

23
C9H7N3

[157.18 g/mol]

39 (374 mg, 2.00 mmol, 1.00 Äq.) wurde unter Stickstoffatmosphäre in 12 mL Methanol 

suspendiert, ehe 10 % Palladium auf Aktivkohle (213 mg, 10.0 mol%) hinzugegeben wurde. 

Der Ansatz wurde für 2 h bei Raumtemperatur in einer Wasserstoffatmosphäre bis zum 

kompletten DC-Umsatz (Fließmittel n-Hexan/Ethylacetat (1:1)) gerührt. Anschließend wurde 

der Ansatz über Kieselgur filtriert und das Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt.  

23 (275 mg, 1.75 mmol, 87.5 %) wurde als grauer Feststoff erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 5.32 (s, 2H), 6.47 (dd, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H), 6.81 (dd, J = 7.9, 

1.0 Hz, 1H), 6.94 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 8.12 (s, 1H), 11.56 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 84.4, 106.0, 106.5, 116.9, 123.0, 124.6, 127.8, 132.8, 135.0. 

HPLC: tr 5.47 min; 96.9 % 

Smp.: 189.5 °C 

Alle spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur überein Wakabayashi et al. (2004)150 
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3-(N-(3-Cyano-1H-indol-7-yl)sulfamoyl)benzoesäure (21) 

HO

O O

O
S

N

NH
N
H

21
C16H11N3O4S
[341.34 g/mol]

Die Synthese wurde nach einer Vorschrift von Li et al. durchgeführt.109 

23 (276 mg, 1.76 mmol, 1.00 Äq.) wurde mit Pyridin (0.28 mL, 3.52 mmol, 2.00 Äq.) in 12 mL 

Tetrahydrofuran gelöst. Der Ansatz wurde auf 0 °C abgekühlt, ehe 

3-(Chlorsulfonyl)benzoesäure 40 (582 mg, 2.64 mmol, 1.50 Äq.) in 6 mL Tetrahydrofuran 

gelöst und dazugetropft wurde. Der Ansatz wurde über Nacht bei Raumtemperatur gerührt, 

ehe er mit 50 mL 1 M HCl verdünnt und dreimal mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert wurde. Die 

vereinigten organischen Phasen wurden mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert 

und das Lösungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt.  

21 wurde als leicht violetter Feststoff (482 mg, 1.41 mmol, 80 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 6.69 (dd, J = 7.7, 0.9 Hz, 1H), 7.06 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.45 

(d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.65 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.87 (dt, J = 8.0, 1.4 Hz, 1H), 8.14 (dt, J = 7.7, 1.4 

Hz, 1H), 8.20 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 8.26 (t, J = 1.8 Hz, 1H), 10.20 (s, 1H), 11.98 (d, J = 3.1 Hz, 

1H), 13.45 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 84.9, 115.9, 116.7, 118.4, 122.0, 122.4, 127.6, 128.5, 129.8, 

130.6, 130.9, 131.7, 133.5, 135.0, 139.6, 165.9. 

HPLC: tr 9.82 min; 98.3 % 

Smp.: 267.4 °C 
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2-Chlor-1-(6-hydroxy-3,4-dihydrochinolin-1(2H)-yl)ethan-1-on (42)

N

HO

O
Cl

42 
C11H12 ClNO2
[225.67 g/mol]

42 wurde nach der Vorschrift von Zhang et al. dargestellt.110 

6-Hydroxy-1,2,3,4-tetrahydrochinolin 41 (3.18 g, 20.0 mmol, 1.00 Äq.) wurde in einer 

Mischung aus 30 mL dest. Wasser und 30 mL 1,4-Dioxan suspendiert, ehe Natriumhydroxid 

(960 mg, 24.0 mmol, 1.20 Äq.) zugegeben wurde. Die resultierende Lösung wurde auf 0 °C 

abgekühlt. Anschließend wurde Chloracetylchlorid (1.75 mL, 22.0 mmol, 1.10 Äq.) 

hinzugetropft und der Ansatz auf Raumtemperatur gebracht. Nach 4 h Rühren bei 

Raumtemperatur wurde mit 1 M HCl ein pH kleiner 4 eingestellt und der Ansatz dreimal mit 

50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit 50 mL 

gesättigter Natriumchlorid-Lösung gewaschen, mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, 

filtriert und das Lösungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt.

Der erhaltene Feststoff wurde ohne weitere Aufarbeitung weiterverwendet.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.77 – 1.92 (m, 2H), 2.61 (s, 2H), 3.64 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 

4.41 (s, 2H), 6.58 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.96 – 7.64 (m, 1H), 9.38 (s, 1H). 
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tert-Butyl-2-((1-(2-chloracetyl)-1,2,3,4-tetrahydrochinolin-6-yl)oxy)acetat (43) 

N

O

O
Cl

O

O

43
C17H22ClNO4
[339.82 g/mol]

43 wurde nach der Vorschrift von Zhang et al. dargestellt.110 

42 wurde in 48 mL N,N-Dimethylformamid gelöst, Bromessigsäure-tert-butylester (3.80 mL, 

25.0 mmol, 1.30 Äq.) und Cäsiumcarbonat (9.81 g, 30.0 mmol, 1.50 Äq.) wurden 

dazugegeben und der Ansatz wurde 7 h bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde 

der Ansatz mit 200 mL Ethylacetat verdünnt, mit 50 mL 1 M HCl versetzt und extrahiert. Die 

wässrige Phase wurde noch zweimal mit 100 mL Ethylacetat extrahiert, ehe die vereinigten 

organischen Phasen mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel unter 

reduziertem Druck entfernt wurde. Der erhaltene Rückstand wurde flashchromatographisch 

mit n-Hexan und Ethylacetat als Eluenten aufgereinigt.  

43 wurde als gelber Feststoff (2.79 g, 7.39 mmol, 37 % über zwei Schritte) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.43 (s, 9H), 1.88 (q, J = 6.5 Hz, 2H), 2.67 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 

3.66 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 4.47 (s, 2H), 4.62 (s, 2H), 6.73 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.44 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO) δ 23.2, 26.3, 27.7, 65.1, 81.4, 112.0, 114.1, 125.0, 131.5, 165.2, 

167.8.f 

HPLC: tr 13.97 min; 91.9 % 

Smp.: 93.3 °C 
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2-((1-(2-Chloracetyl)-1,2,3,4-tetrahydrochinolin-6-yl)oxy)essigsäure (25) 

N

O

O
Cl

HO

O

25
C13H14ClNO4

[283.71 g/mol]

25 wurde nach der Vorschrift von Zhang et al. synthetisiert.110 

43 (755 mg, 2.00 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 1.4 mL trockenem Dichlormethan gelöst, ehe 1.4 

mL Trifluoressigsäure und 36 μl dest. Wasser zu dem Ansatz gegeben wurden. Die Reaktion 

wurde über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde das Lösungsmittel unter 

reduziertem Druck entzogen, der Rückstand dreimal mit Toluol und dreimal mit 

Dichlormethan koevaporiert und mit 50 mL 1 M HCl versetzt. Die resultierende Suspension 

wurde dreimal mit 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden 

mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel wurde unter 

reduziertem Druck entfernt.  

25 wurde als gelber Feststoff (596 mg, 1.89 mmol, 95 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.87 (p, J = 6.9 Hz, 2H), 2.67 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.66 (t, J = 

6.4 Hz, 2H), 4.47 (s, 2H), 4.64 (d, J = 3.6 Hz, 2H), 6.54 – 7.03 (m, 2H), 7.44 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO) δ 23.3, 26.3, 64.6, 111.9, 112.0, 114.0, 124.9, 131.4, 165.2, 

170.2, 170.2, 170.9. 

HPLC: tr 8.23 min; 90.5 % 

Smp.: 138.0 °C 
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tert-Butyl-(2-(4-(6-(3-(N-(3-cyano-1H-indol-7-yl)sulfamoyl)benzamido)hexanamido)-
benzamido)phenyl)carbamat (44) 

O

N
H HN

N
H

OH
N

O

S O
NH

O

NH

N

O

O

44
C40H41N7O7S
[763.87 g/mol]

21 (171 mg, 0.50 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 5.0 mL N,N-Dimethylformamid gelöst, bevor HBTU 

(209 mg, 0.55 mmol, 1.10 Äq.) und DIPEA (180 μl, 1.00 mmol, 2.00 Äq.) hinzugegeben 

wurden. Der Ansatz wurde für 10 min bei Raumtemperatur gerührt, bevor 33 dazugegeben 

und der Ansatz weiterhin über Nacht gerührt wurde. Anschließend wurde der Ansatz 

eingeengt, mit 50 mL Ethylacetat verdünnt und zweimal mit 50 mL 

10 %iger Zitronensäure-Lösung, zweimal mit 50 mL gesättigter 

Natriumhydrogencarbonat-Lösung und zweimal mit 50 mL gesättigter Natriumchlorid-Lösung 

gewaschen. Anschließend wurde der Ansatz mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, 

abfiltriert und das Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der erhaltene Rückstand 

wurde flashchromatographisch mit Dichlormethan/ 30 % Methanol in Dichlormethan als 

Eluenten aufgereinigt.  

44 wurde als brauner Feststoff erhalten (263 mg, 0.35 mmol, 69 %). 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.36 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 1.45 (s, 9H), 1.54 (q, J = 7.3 Hz, 

2H), 1.65 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 2.36 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.26 (q, J = 6.7 Hz, 2H), 6.72 (dd, J = 

7.7, 1.0 Hz, 1H), 7.05 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.17 (pd, J = 7.4, 1.9 Hz, 2H), 7.43 (dd, J = 8.0, 0.9 

Hz, 1H), 7.53 (td, J = 7.7, 2.0 Hz, 2H), 7.61 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.70 – 7.77 (m, 2H), 7.78 – 7.84 

(m, 1H), 7.91 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 8.06 (dt, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H), 8.20 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 8.23 

(t, J = 1.8 Hz, 1H), 8.65 – 8.73 (m, 2H), 9.74 (s, 1H), 10.17 (s, 2H), 11.97 (s, 1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 24.7, 25.5, 26.2, 28.0, 28.8, 36.4, 79.7, 84.9, 115.9, 116.4, 

117.9, 118.2, 121.9, 122.5, 123.9, 124.2, 125.5, 125.9, 128.2, 128.4, 128.5, 129.2, 129.3, 

130.0, 130.4, 131.3, 131.6, 134.9, 135.4, 139.5, 142.5, 153.5, 164.5, 164.7, 171.7. 

HPLC: tr 13.34 min; 98.4 % 
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Smp.: 199.0 °C 
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tert-Butyl-(2-(4-(12-(3-(N-(3-cyano-1H-indol-7-yl)sulfamoyl)benzamido)dodecanamido)-
benzamido)phenyl)carbamat (45) 

H
N

N
H

O N
H

O

HN

O

O

O

S O
NH

O

NH

N

45
C46H53N7O7S
[848.03 g/mol]

21 (279 mg, 0.82 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 8.0 mL N,N-Dimethylformamid gelöst, ehe HATU 

(342 mg, 0.90 mmol, 1.10 Äq.) und DIPEA (0.29 mL, 1.63 mmol, 2.00 Äq.) hinzugegeben 

wurden. Der Ansatz wurde für 15 min bei Raumtemperatur gerührt, ehe 34 (429 mg, 

0.82 mmol, 1.00 Äq.) dazugegeben und der Ansatz weiterhin über Nacht gerührt wurde. 

Anschließend wurde der Ansatz eingeengt, mit 50 mL Ethylacetat verdünnt und dreimal mit je 

50 mL 10 %iger Zitronensäure-Lösung, dreimal mit gesättigter 

Natriumhydrogencarbonat-Lösung und dreimal mit gesättigter Natriumchlorid-Lösung 

gewaschen. Anschließend wurde der Ansatz mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, 

filtriert und das Lösungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Der erhaltene 

Rückstand wurde flashchromatographisch zuerst mit Dichlormethan/ 30 % Methanol in 

Dichlormethan und anschließend mit Acetonitril/Wasser als Eluent aufgereinigt.  

45 wurde als gelbes Wachs erhalten (226 mg, 0.27 mmol, 33 %). 

1H-NMR (600 MHz, DMSO) δ 1.27 (dd, J = 17.0, 7.4 Hz, 14H), 1.44 (s, 9H), 1.46 – 1.53 (m, 

2H), 1.59 (p, J = 7.2 Hz, 2H), 2.34 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.23 (q, J = 5.5 Hz, 2H), 6.72 (dd, J = 

7.7, 1.0 Hz, 1H), 7.04 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.14 (td, J = 7.6, 1.6 Hz, 1H), 7.19 (td, J = 7.7, 1.7 

Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H), 7.51 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.54 (dd, J = 7.9, 1.7 Hz, 

1H), 7.61 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.72 – 7.77 (m, 2H), 7.80 (ddd, J = 7.9, 1.9, 1.1 Hz, 1H), 7.89 – 

7.94 (m, 2H), 8.05 (ddd, J = 7.8, 1.7, 1.1 Hz, 1H), 8.20 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 8.22 (t, 1H), 8.65 (t, 

J = 5.6 Hz, 1H), 8.68 (s, 1H), 9.74 (s, 1H), 10.16 (s, 1H), 10.18 (s, 1H), 11.98 (s, 1H). 

13C-NMR (151 MHz, DMSO) δ 24.98, 26.48, 28.03, 28.68, 28.79, 28.83, 28.94, 29.01, 29.02, 

36.49, 48.60, 60.21, 69.78, 79.67, 84.88, 115.90, 116.39, 117.91, 118.22, 121.92, 122.56, 
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123.92, 124.17, 125.46, 125.94, 125.97, 128.22, 128.43, 128.50, 129.16, 129.29, 129.97, 

130.34, 131.29, 131.60, 134.86, 135.43, 139.46, 142.57, 153.51, 164.46, 164.73, 171.81. 

HPLC: tr 18.02 min; 99.0 % 



5. Experimenteller Teil

259 

tert-Butyl-(2-(4-(6-(2-((1-(2-chloracetyl)-1,2,3,4-tetrahydrochinolin-6-yl)oxy)acetamido)-
hexanamido)benzamido)phenyl)carbamat (46) 

N
H

O N
H

O

HN
H
N

O
O

N

O
Cl

O

O

46
C37H44ClN5O7
[706.24 g/mol]

25 (168 mg, 0.59 mmol, 1.00 Äq.) und 33 (261 mg, 0.59 mmol, 1.00 Äq.) wurden in 

5.9 mL N,N-Dimethylformamid gelöst, ehe 1-Methylimidazol (143 μl, 1.78 mmol, 3.00 Äq) 

zugegeben wurde. Zu diesem Ansatz wurde TCFH (187 mg, 0.65 mmol, 1.1 Äq.) gegeben und 

der Ansatz bei Raumtemperatur über Nacht gerührt. Anschließend wurde der Ansatz mit 

50 mL Ethylacetat verdünnt, zweimal mit je 50 mL wässriger 10 %iger Zitronensäure-Lösung, 

50 mL gesättigter Natriumhydrogencarbonat-Lösung und 50 mL gesättigter 

Natriumchlorid-Lösung gewaschen. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem 

Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der 

erhaltene Rückstand wurde in 5.9 mL Tetrahydrofuran und 0.5 mL N,N-Dimethylformamid 

aufgenommen, mit Tetrabutylammoniumchlorid (1.02 g, 3.55 mmol, 6.00 Äq.) versetzt und für 

96 h bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde der Ansatz mit 50 mL Ethylacetat 

verdünnt und einmal mit 50 mL wässriger 10 %er Zitronensäure-Lösung und einmal mit 50 mL 

dest. Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Der 

erhaltene Rückstand wurde flashchromatographisch mit dest. Wasser und Acetonitril als 

Eluent aufgereinigt.  

46 (136 mg, 0.19 mmol, 33 %) wurde als farbloser Feststoff erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.25 – 1.35 (m, 2H), 1.45 (s, 11H), 1.60 (p, J = 7.7 Hz, 2H), 

1.88 (dd, J = 11.8, 5.2 Hz, 2H), 2.34 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.67 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 3.14 (q, J = 

6.6 Hz, 2H), 3.66 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 4.44 (s, 4H), 6.79 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.10 – 7.23 (m, 2H), 

7.52 (td, J = 7.7, 2.0 Hz, 2H), 7.74 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.86 – 7.94 (m, 2H), 8.07 (t, J = 5.8 Hz, 

1H), 8.68 (s, 1H), 9.74 (s, 1H), 10.17 (s, 1H). 

13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 20.8, 23.2, 24.7, 26.0, 26.3, 28.0, 28.9, 36.4, 38.2, 

59.8, 67.2, 79.7, 112.3, 114.3, 118.2, 123.9, 124.2, 125.5, 126.0, 128.2, 128.5, 130.0, 131.6, 

142.5, 153.5, 164.7, 165.2, 167.4, 170.3, 171.7. 
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HPLC: tr 15.77 min; 98.0 % 

Smp.: 104.6 °C 
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5.5 Allgemeine Arbeitsvorschrift IV (AAV IV): N-Boc-Entschützung. 

Die entsprechende N-Boc-geschützte Verbindung wurde in Tetrahydrofuran (45 mL/mmol) 

gelöst und der Ansatz wurde auf 0 °C abgekühlt, ehe 4 M HCl in 1,4-Dioxan (5 mL/mmol) 

dazugetropft wurde. Anschließend wurde der Ansatz bis zum kompletten HPLC-Umsatz bei 

Raumtemperatur gerührt. Nach vollständigem Umsatz wurde der Ansatz mit 50 mL Ethylacetat 

verdünnt und dreimal mit je 25 mL gesättigter Natriumhydrogencarbonat-Lösung gewaschen. 

Die organische Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das 

Lösungsmittel wurde unter reduziertem Druck entzogen. Das erhaltene Rohprodukt wurde 

flashchromatographisch mit dest. Wasser/Acetonitril (0-70 %) als Eluenten aufgereinigt. 
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N-(6-((4-((2-Aminophenyl)carbamoyl)phenyl)amino)-6-oxohexyl)-3-(N-(3-cyano-1H-
indol-7-yl)sulfamoyl)benzamid (19) 

O

N
H NH2N

H

OH
N

O

S O
NH

O

NH

N

19
C35H33N7O5S

[663.75 g/mol]

Die Synthese von 19 erfolgte nach AAV IV aus dem Edukt 44 (115 mg, 0.15 mmol, 1.00 Äq.). 

19 wurde als farbloser Feststoff (34.0 mg, 0.05 mmol, 34 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.36 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 1.54 (q, J = 7.4 Hz, 2H), 1.65 (q, J 

= 7.5 Hz, 2H), 2.36 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.26 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 4.89 (s, 2H), 6.60 (td, J = 7.5, 

1.4 Hz, 1H), 6.72 (dd, J = 7.6, 1.0 Hz, 1H), 6.78 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H), 6.96 (ddd, J = 8.7, 

7.2, 1.6 Hz, 1H), 7.05 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.16 (dd, J = 7.8, 1.5 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 7.9 Hz, 

1H), 7.61 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.70 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.80 (ddd, J = 7.8, 2.0, 1.0 Hz, 1H), 7.93 

(d, J = 8.7 Hz, 2H), 8.06 (dt, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H), 8.20 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 8.23 (t, J = 1.8 Hz, 

1H), 8.69 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 9.55 (s, 1H), 10.12 (s, 1H), 10.18 (s, 1H), 11.97 (d, J = 3.1 Hz, 

1H). 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ 14.1, 24.7, 26.2, 28.8, 36.4, 84.9, 115.9, 116.1, 116.3, 

116.5, 118.0, 118.1, 121.9, 122.5, 123.5, 125.9, 126.3, 126.6, 128.4, 128.6, 128.7, 129.2, 

129.3, 130.4, 131.3, 134.9, 135.4, 139.4, 142.1, 143.1, 164.5, 171.6. 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C35H34N7O5S 664.2337, gefunden: 664.2333 

HPLC: tr 9.55 min; 97.1 % 

Smp.: 172.9 °C 
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N-(12-((4-((2-Aminophenyl)carbamoyl)phenyl)amino)-12-oxododecyl)-3-(N-(3-cyano-1H-
indol-7-yl)sulfamoyl)benzamid (20) 

H
N

O

S O
NH

O

NH

N

N
H

O N
H

O

NH2

20
C41H45N7O5S
[747.92 g/mol]

Die Synthese von 20 erfolgte nach AAV IV aus dem Edukt 45 (102 mg, 0.12 mmol, 1.00 Äq.). 

20 wurde als farbloser Feststoff (36.5 mg, 0.05 mmol, 41 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.26 (q, J = 7.8 Hz, 14H), 1.47 (d, J = 13.4 Hz, 2H), 1.59 (t, 

J = 7.0 Hz, 2H), 2.33 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.23 (q, J = 6.7 Hz, 2H), 4.88 (s, 2H), 6.59 (td, J = 7.5, 

1.4 Hz, 1H), 6.72 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 6.78 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H), 6.96 (td, J = 7.6, 1.5 Hz, 

1H), 7.04 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.15 (dd, J = 7.9, 1.5 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.61 (t, J 

= 7.8 Hz, 1H), 7.70 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.80 (dt, J = 8.1, 1.3 Hz, 1H), 7.90 – 7.97 (m, 1H), 8.05 

(dt, J = 7.9, 1.4 Hz, 1H), 8.20 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 8.21 (t, J = 1.8 Hz, 1H), 8.65 (t, J = 5.6 Hz, 

1H), 9.55 (s, 1H), 10.11 (s, 1H), 10.18 (s, 1H), 11.98 (d, J = 3.2 Hz, 1H). 

13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ 25.03, 26.50, 28.71, 28.81, 28.85, 28.97, 29.02, 36.51, 

60.25, 69.81, 72.37, 84.90, 115.94, 116.20, 116.35, 116.42, 117.95, 118.13, 121.97, 122.59, 

123.54, 125.96, 126.41, 126.69, 128.46, 128.68, 128.72, 129.19, 129.34, 130.38, 131.32, 

134.89, 135.45, 139.49, 142.16, 143.15, 164.52, 164.78, 171.79. 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C41H45N7O5S 748.3276, gefunden: 748.3276 

HPLC: tr 15.36 min; 96.9 % 

Smp.: 120.1 °C 
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2-(4-(6-(2-((1-(2-Chloracetyl)-1,2,3,4-tetrahydrochinolin-6-yl)oxy)acetamido)-
hexanamido)benzamido)benzenammoniumchlorid (24) 

N
H

O N
H

O

NH3
H
N

O
O

N

O
Cl

Cl

24
C32H37ClN5O5Cl
[642.58 g/mol]

46 (100 mg, 0.14 mmol, 1.00 Äq.) wurde in 6.3 mL Tetrahydrofuran gelöst und der Ansatz 

wurde auf 0°C abgekühlt, ehe 0.7 mL 4 M HCl in 1,4-Dioxan dazugetropft wurde. 

Anschließend wurde der Ansatz bis zum vollständigen HPLC-Umsatz bei Raumtemperatur 

gerührt. Nach vollständigem Umsatz wurde dem Ansatz im Stickstoffstrom das Lösungsmittel 

entzogen und der erhaltene Feststoff flashchromatographisch mit dest. Wasser/Acetonitril als 

Eluenten aufgereinigt. Die produkthaltigen Fraktionen wurden vereinigt und dreimal mit je 

50 mL Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat 

getrocknet, filtriert und im Stickstoffstrom eingeengt. Zu dieser Lösung wurden 2 mL Salzsäure 

in Dieethylether getropft. Der resultierende Feststoff wurde abfiltriert und getrocknet.  

24 wurde als schwarzer Feststoff (28.2 mg, 0.04 mmol, 31 %) erhalten. 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 1.30 (p, J = 5.6 Hz, 2H), 1.47 (p, J = 7.1 Hz, 2H), 1.60 (p, J 

= 7.4 Hz, 2H), 1.88 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 2.36 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.68 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.04 – 

3.18 (m, 2H), 3.55 – 4.06 (m, 5H), 4.44 (s, 4H), 6.79 (d, J = 9.8 Hz, 2H), 7.26 – 7.38 (m, 2H), 

7.41 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.72 – 7.81 (m, 2H), 8.09 (dd, J = 15.1, 7.2 

Hz, 3H), 10.30 (s, 1H), 10.37 (s, 1H). 

13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ 23.2, 24.7, 26.0, 26.3, 28.9, 36.4, 38.2, 40.1, 60.2, 67.2, 

69.8, 112.4, 114.3, 118.1, 119.1, 123.2, 125.8, 126.5, 127.1, 127.6, 129.0, 130.9, 131.6, 142.7, 

165.2, 167.4, 171.8. 

HRMS (m/z) MH+ berechnet für C32H36ClN5O5 606.2478, gefunden: 606.2475 

HPLC: tr 9.40 min; 98.4 % 

Smp.: 83.9 °C 
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