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Abb. 2: Histonproteinoktamer und DNA bilden zusammen das Nucleosom. Kettenförmig aneinandergereiht bilden 
diese Filamente, welche in maximal kondensierter Form das Chromatin bzw. die Chromosomen aufbauen[19]. 

 

Die Acetylierung und Deacetylierung von Lysin in Histonen, die sich überwiegend an den 

N-terminalen Enden ereignet, ist entscheidend für die Modulierung der 

Chromatinkonformation. Eine Neutralisation der positiven Ladung des protonierten Lysins 

durch die Bildung der neutralen Amidbindung vermindert sowohl die Wechselwirkungen zum 

negativ geladenen DNA-Rückgrat als auch die internucleosomalen Wechselwirkungen und 

führt damit zu einer Auflockerung der Chromatinstruktur. Euchromatin ist üblicherweise durch 

eine ausgeprägte Acetylierung und eine leichte Zugänglichkeit für Transkriptionsfaktoren 

charakterisiert, so dass Gene verstärkt abgelesen werden können. Hierbei konnte der 

Acetylierung von Histon H4 (H4K16) eine besondere Funktion bei der transkriptionellen 

Aktivierung und der Regulierung der Chromatinstruktur zugeschrieben werden[20]. 

Demgegenüber zeichnet sich das stark kondensierte Heterochromatin durch eine verminderte 

Acetylierung und eine geringe Transkriptions-Aktivität aus. Dieser Effekt wird zusätzlich zur 

Chromatinstruktur über bestimmte Repressor-Proteine (z.B. SMRT) vermittelt, die bevorzugt 

an nicht-acetylierte Histone binden[21]. Generell kann aber eine Deacetylierung nicht mit einer 

Unterdrückung der Transkription verbunden werden. Vielmehr konnte bei aktiven Genen eine 

schnelle Umsetzungsrate von Acetylierung und Deacetylierung gezeigt werden[21]. 

Im Zusammenspiel mit anderen posttranslationalen Histonmodifikationen sowie durch die 

Generierung einer neuen Proteinbindestelle für Bromodomänen resultiert ein großes 

regulatorisches Potential für viele essentielle zelluläre Prozesse, wie Gentranskription, DNA 
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1.4 LYSIN-DEACETYLASEN (KDACS) 

 

Die humanen Lysin-Deacetylasen, von denen derzeit 18 Isoformen bekannt sind, werden 

aufgrund ihrer Sequenzhomologie zu orthologen Hefeproteinen phylogenetisch in vier Klassen 

gruppiert[29] (Abb. 3; ohne Klasse III). Die Klasse I (KDAC1, 2, 3 und 8) ist strukturell eng 

verwandt mit dem Hefeprotein Rpd3 (reduced potassium dependence 3), während die Klasse 

II (KDAC4, 5, 6, 7, 9 und 10) Ähnlichkeit zu dem Hda1-Protein (histone deacetylase 1) der 

Hefen besitzt. Die Klasse II wird weiter in die Unterklassen IIa (KDAC4, 5, 7 und 9) und IIb 

(KDAC6 und 10) unterteilt. Die Enzyme der Klasse III, die Sirtuine, deren Name sich aus der 

Homologie zum Enzym Sir2 (silent information regulator 2) ableitet, bestehen aus sieben 

Vertretern (Sirt1-7). Die Klasse IV umfasst schließlich nur einen Vertreter (KDAC11) mit 

struktureller Ähnlichkeit zu den beiden Hefeenzymen Rpd3 und Hda1[30].  

 

 

Abb. 3: Domänenorganisation der 11 Zink-abhängigen KDACs (vgl.[31-33]). 

 

Die Enyzme der Klassen I, II und IV katalysieren zinkabhängig die Abspaltung von 

Acetylgruppen von ihren Substraten, während die der Klasse III einen NAD+-abhängigen 

Mechanismus aufweisen. 

Verschiedene Kristallstrukturen brachten nach und nach Erkenntnisse über die 

dreidimensionale Struktur und den Katalysemechanismus der Lysin-Deacetylasen. Von Finnin 

et al. wurde erstmals 1999 die Kristallstruktur des Enzyms HDLP (histone deacetylase-like 

protein), das sehr hohe Sequenzhomologie (~35%) zu KDAC1 aufweist, aus dem Bakterium 

Aquifex aeolicus, aufgeklärt[34]. Die erste humane KDAC, von der die Kristallstruktur aufgeklärt 

werden konnte, war KDAC8[35]. Dieser folgten weitere humane KDACs (1, 2, 3, 4 und 7) sowie 

KDAC-verwandte Proteine (HDAH und APAH)[36] und schließlich wurden 2016 die Arbeiten 
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von zwei Gruppen zur Kristallstruktur der KDAC6 des Menschen sowie aus Danio rerio 

(Zebrabärbling) veröffentlicht[32, 37].  

Lysin-Deacetylasen der Klasse I sind nucleäre Enzyme und vielfach Bestandteil größerer 

Multiproteinkomplexe. Als katalytische Untereinheiten der Corepressor-Komplexe Sin3, 

NuRD, CoREST (KDAC1/2)[38] sowie SMRT/N-CoR (KDAC3)[39] unterdrücken diese die 

Transkription und regulieren so die Genexpression. Eine Ausnahme stellt KDAC8 dar. Diese 

Isoform liegt nicht in derartigen Komplexen vor und befindet sich zudem auch im 

Zytoplasma[30]. 

KDACs der Klasse IIa besitzen aufgrund eines fehlenden katalytischen Aminosäure-Restes im 

aktiven Zentrum kaum Lysin-Deacetylase-Aktivität[40]. Enzyme dieser Klasse gehen ebenfalls 

größere Multiproteinkomplexe ein. So interagieren diese mit Transkriptionsfaktoren (u.a. 

MEF2) und Corepressor-Komplexen (SMRT/N-CoR, folglich KDAC3), wodurch die 

Transkription unterdrücken wird[41]. In Abhängigkeit vom zellulären Kontext kommen Klasse IIa 

Enzyme im Nukleus oder Zytoplasma vor und unterliegen einem dynamischen Transport. 

Dadurch fungieren diese als Signaltransduktoren, deren biologische Funktion über vielerlei 

Wege kontrolliert wird[30]. Während die meisten Enzyme der Klasse I ubiquitär vorhanden sind, 

ist das Vorkommen der Klasse IIa auf bestimmte Zelltypen begrenzt. KDAC4 z.B. befindet sich 

hauptsächlich in embryonalem Muskelgewebe, KDAC5, 7 und 9 dagegen überwiegend in der 

Herz- und Skelettmuskulatur[41]. In Muskelzellen wird diesen KDACs auch eine Rolle bei der 

Differenzierung zugewiesen. Über eine spezifische Bindungsstelle binden diese an den 

Transkriptionsfaktor MEF2 (myocyte enhancer factor 2), wodurch dessen Funktion bei der 

Muskelzelldifferenzierung unterdrückt wird[42]. 

Die Enzyme der Klasse IIb sind überwiegend zytoplasmatische Enzyme und besitzen als 

einzige Klasse zwei katalytische Domänen. Die beiden Isoformen zeigen große Unterschiede 

in ihrer zellspezifischen Lokalisation und biologischen Funktion. KDAC10 ist das zuletzt 

entdeckte Enzym der Klasse IIb und vergleichsweise wenig untersucht[43]. 

Die Klasse IV mit dem einzigen Vertreter KDAC11 ist ebenfalls bisher nur wenig erforscht[30]. 

KDAC11 ist primär im Nucleus lokalisiert und wurde zusammen mit KDAC6 in einem 

Proteinkomplex vorliegend gefunden[44]. 

Da sich die vorliegende Arbeit mit selektiven Inhibitoren der Isoformen KDAC6 und 8 befasst, 

wird auf diese in den folgenden Kapiteln detaillierter eingegangen. 

 









EINLEITUNG 
 

11 

Neben der Assoziation an Mikrotubuli bindet KDAC6 auch an das molekulare Chaperon 

HSP90, welches wiederum mit verschiedenen Klienten-Proteinen, darunter HSF1 (heat shock 

transcription factor 1), verbunden ist. HSP90 ist unter anderem ein wichtiger Modulator bei der 

Signaltransduktion. Der Glucocorticoidrezeptor (GR) liegt im Zytoplasma zusammen mit 

HSP90 und Co-Chaperon Protein p23 vor. Dieser GR-Chaperonkomplex ist essenziell für die 

Bindung von Glucocorticoiden und die anschließende Aktivierung sowie Translokation des GR 

in den Zellkern, wo dieser als Transkriptionsfaktor fungiert. KDAC6 und die 

Deacetylaseaktivität gegenüber HSP90 ist erforderlich für die Aktivierung des GR und die sich 

anschließende Kaskade[56]. 

KDAC6 ist zudem wesentlich bei der Eliminierung von falsch gefalteten Proteinen involviert, 

wobei ein Ubiquitin-Proteasom-System unabhängiger Mechanismus genutzt wird[46]. Falsch 

gefaltete, polyubiquitinierte Proteine, die nicht durch Proteasome abgebaut werden können, 

bilden Proteinaggregate. KDAC6 ist in der Lage, diese Aggregate zu rekrutieren, indem die 

Ubiquitin-bindende Zinkfingerdomäne (ZnF) des Enzyms ein bestimmtes Motiv des Ubiquitins 

erkennt[60]. Zugleich bindet KDAC6 an Proteine des Dynein-Motor-Komplexes 

(dynactin/p150glued)[59] und ermöglicht so den Transport über das Mikrotubulinetzwerk hin zu 

den Mikrotubuli-organisierenden Zentren, wo die Bildung von Aggresomen stattfindet. Im 

Folgenden ist KDAC6 ebenfalls bei der Autophagie zur Verarbeitung der Aggresomen 

beteiligt[61]. Hier fördert KDAC6 über die Aktivierung von Cortactin die F-Actin Neubildung an 

den aggregierten Proteinen und ermöglicht so über die Fusion von Autophagosomen und 

Lysosomen deren Beseitigung. KDAC6 liegt außerdem zusammen mit HSP90 und HSF1 vor. 

Die Bindung von KDAC6 an ubiquitinierte Proteine führt zur Dissoziation dieses Komplexes. 

Die anschließende Aktivierung von HSF1 hat wiederum die Expression weiterer Chaperone 

(HSP70 und HSP27) zur Folge[62]. 

Ein weiteres spezifisches Substrat der KDAC6 sind die redoxregulatorischen Proteine 

Peroxiredoxin Prx I und Prx II, deren Hauptaufgabe es ist H2O2 zu reduzieren und die Zelle vor 

der Ansammlung freier Radikale zu schützen. Durch Acetylierung dieser antioxidativen 

Proteine werden deren reduzierenden Eigenschaften gesteigert, so dass über eine Hemmung 

der Deacetylaseaktivität der oxidative Stress der Zelle vermindert werden kann[63]. 

Trotz der überwiegenden Aktivität gegenüber cytoplasmatischen Proteinen, vermittelt KDAC6 

auch nukleäre Funktionen. In aktivierten Treg-Zellen wandert KDAC6 in den Zellkern und 

reguliert den Acetylierungsstatus des Transkriptionsfaktors forkhead box p3 (Foxp3), der eine 

Schlüsselfunktion bei der Entwicklung und der Funktion von Treg-Zellen hat. Durch Acetylierung 

von Foxp3 wird zum einen dessen Ubiquitin-vermittelter proteosomaler Abbau verhindert und 

zum anderen dessen Fähigkeit, an die DNA zu binden erhöht. Dies führt insgesamt zu einer 

Verstärkung des supprimierenden Effekts von Treg-Zellen[64]. 
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inhibiert die Enzyme der Klasse I und II mit IC50-Werten von etwa 50 nM[88]. Große 

Aufmerksamkeit erhielt SAHA (2) kürzlich aufgrund eines möglichen neuen Einsatzgebiets in 

der HIV-Therapie. Der KDAC-Inhibitor 2 reaktiviert latente Viren in HIV-infizierten 

CD4+-T-Zellen, die durch antiretrovirale Therapie nicht erfasst werden. Durch eine geeignete 

Therapiestrategie nach Reaktivierung der HI-Viren soll eine vollständige Eradikation der 

infizierten Zellen erreicht werden[89]. Das cyclische Peptid Romidepsin (3) (Istodax®), das aus 

dem Bakterium Chromobacterium violaceum isoliert wurde, erhielt ebenfalls von der FDA 2009 

und 2011 die Zulassung zur Behandlung des kutanen und des peripheren T-Zell-Lymphoms[90-

91]. Romidepsin (3) agiert als Prodrug, dessen aktive Form nach intrazellulärer Spaltung der 

Disulfidbrücke eine Präferenz gegenüber den Enzymen der Klasse I zeigt[92]. Mit Belinostat (4) 

(Beleodaq®) folgte 2014 eine weitere Zulassung zur Behandlung des peripheren T-Zell-

Lymphoms für den amerikanischen Markt[93]. Die jüngste Zulassung eines KDAC-Inhibitors 

erlangte 2015 Panobinostat (5) (Farydak®) durch die FDA und EMA zur Therapie des multiplen 

Myeloms in Kombination mit dem Proteasom-Inhibitor Bortezomib und Dexamethason[94]. In 

China steht ebenfalls seit 2005 Chidamid (6) (Epidaza®), das die Isoformen KDAC1, 2, 3 und 

10 hemmt, zur Behandlung des peripheren T-Zell-Lymphoms zur Verfügung[95]. 

Viele weitere KDAC-Inhibitoren befinden sich in verschiedenen Phasen der klinischen Prüfung, 

wovon die meisten zur Behandlung maligner hämatologischer Erkrankungen und solider 

Tumore vorgesehen sind[96]. 

 

Abb. 6: Erster spezifischer KDAC-Inhibitor Trichostatin A (1) und KDAC-Inhibitoren mit Zulassungsstatus. 
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Die Inhibitoren der Zink-abhängigen KDAC verfügen über gemeinsame pharmakophore 

Gruppen (Abb. 7). Die Cap-Gruppe interagiert mit der Oberfläche bzw. der Randregion des 

aktiven Zentrums und ist hauptsächlich für die Selektivität zwischen den einzelnen Isoformen 

verantwortlich. Der Linker positioniert die beiden terminalen Gruppen und geht 

Wechselwirkungen mit dem hydrophoben Bindungskanal ein. Während auch durch den Linker 

zu einem gewissen Anteil Selektivität vermittelt werden kann, trägt die Zink-bindende Gruppe 

maßgeblich zur Bindungsaffinität bei[97]. Je nach Struktur der Zink-bindenden Gruppe geht 

diese unterschiedlich viele koordinative Bindungen mit dem Zinkion und 

Wasserstoffbrückenbindungen zu den umliegenden Resten im aktiven Zentrum ein[98]. 

 

 

Abb. 7: Allgemeiner Aufbau von Inhibitoren Zink-abhängiger KDACs. 

 

Das Gros der KDAC-Inhibitoren beinhaltet als Zink-bindende Gruppe die Hydroxamsäure, da 

diese eine Reihe von Metallionen sehr potent zu komplexieren vermag. Jedoch ist deren 

Verwendung aufgrund geringer metabolischer Stabilität, schlechten pharmakokinetischen 

Eigenschaften (geringe Bioverfügbarkeit sowie kurze intravenöse Halbwertszeiten) und 

Toxizität nicht unumstritten. Alle von der FDA zugelassenen KDAC-Inhibitoren zeigen 

mutagene Effekte. Mechanistisch kann die Mutagenität der Hydroxamsäuren durch die 

Lossen-Umlagerung oder Hydrolyse zum mutagenen Hydroxylamin erklärt werden[99]. Diese 

potenzielle Mutagenität der Hydroxamsäure-basierten KDAC-Inhibitoren stellt ein 

beträchtliches Hindernis für die Anwendung dieser Verbindungen in anderen Therapiegebieten 

außerhalb der Onkologie dar, weshalb parallel an Alternativen zu Hydroxamsäuren geforscht 

werden muss. Die Verwendung von computergestützten Modellen ist hierbei aber nur begrenzt 

möglich. Zinkionen zeigen die Eigenschaften einer harten und weichen Lewissäure. Dies 

erschwert die Simulation seiner Koordinationsgeometrie und Interaktionskraft mit den 

Heteroatomen unterschiedlicher ZBG[100]. 

 

Verschiedene Gruppen wurden bereits auf ihre Zink-bindenden Eigenschaften evaluiert (Abb. 

8). Ortho-Aminoanilide oder ortho-Hydroxyanilide inhibieren überwiegend die Isoformen der 

Klasse I[101-102]. Eine Co-Kristallstruktur eines ortho-Aminoanilids mit KDAC2 zeigte, dass das 

Zinkion über das Stickstoffatom der ortho-Amingruppe und die Carbonylfunktion koordiniert 

wird[103]. Weit fortgeschritten in der klinischen Prüfung ist MS275 (7) (Entinostat) von Syndax 

Pharmaceuticals in einer Phase III-Studie in Kombination mit dem Aromatasehemmer 

Exemestan zur Behandlung von fortgeschrittenem Brustkrebs (ClinicalTrials.gov 16.12.2017). 
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oxidativem Stress[117] sowie im Tiermodell des ischämischen Schlaganfalls eine Verbesserung 

der neuronalen Schädigung und funktionalen Defizite erzielt werden[120]. In einem Tiermodell 

zur Alzheimer-Erkrankung konnte der kognitiven Beeinträchtigung entgegen gewirkt 

werden[121]. In einem weiteren Tiermodell der Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung mit einer 

Mutation im Hitzeschockprotein beta-1 Gen (HSPB1) konnten die Defizite im axonalen 

Transport durch Tubastatin A (14) verbessert werden[72]. Tubastatin A (14) und weitere potente 

und selektive Tubastatin A-Analoga verstärkten den immunsuppressiven Effekt der Foxp3 

enthaltenden Treg-Zellen[122]. Ein KDAC6-selektiver Inhibitor (~600fach gegenüber KDAC1) 

ebenfalls mit Benzyl-Linkerstruktur ist Nexturastat A (15) mit einem IC50 von 5 nM. Dieser 

zeigte antiproliferative Aktivität gegen B16 Melanomzellen. HPOB (16), ein Inhibitor mit etwas 

geringerer Potenz und Selektivität (IC50 56 nM; ~50fach gegenüber KDAC1), wurde auf sein 

therapeutisches Potential als anti-Krebs Medikament untersucht. In Kombinationstherapie mit 

anderen Zytostatika (u.a. Doxorubicin) konnte HPOB (16) deren apoptotische Wirkung an 

transformierten, nicht aber an normale Zellen, verstärken[123]. 

 

 

Abb. 9: Selektive KDAC6-Inhibitoren. 

 

Hai und Christianson[32] lieferten durch mehrere Kristallstrukturen der zweiten katalytischen 

Domäne (zCD2) der KDAC6 aus Danio rerio mit diversen Hydroxamsäure-basierten 

Inhibitoren wesentliche Erkenntnisse über den Bindungsmodus KDAC6-selektiver Inhibitoren. 

Während nicht-selektive Inhibitoren wie z.B. SAHA (2), Belinostat (4) oder Panobinostat (5) 
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zelluläre Selektivität durch die Acetylierung von Cohesin bewiesen und ein inhibitorischer 

Effekt auf T-Zelllymphom und Neuroblastom Zellen erzielt werden[127]. 

 

 
Abb. 11: Selektive KDAC8-Inhibitoren. 
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verschiedenen Strukturelemente auf die Aktivität und Selektivität am isolierten Enzym ableiten 

zu können (Abb. 14). 

 

 

Abb. 14: Strukturanalogon von Tubastatin A mit Phenothiazin Cap-Gruppe als Ausgangspunkt für weitere 
Optimierungen. 

 

Durch Modifikationen der Cap-Gruppe sollten strukturelle Unterschiede an der Oberfläche des 

katalytischen Kanals der unterschiedlichen KDAC-Isoformen ausgenutzt werden. Dazu 

wurden verschieden substituierte Phenothiazine, sowie am Schwefel oxidierte Phenothiazin-

Grundstrukturen eingeführt. Ebenso sollte das Molekülgerüst der Phenothiazin-Grundstruktur 

variiert werden. Durch das Einbringen von ein oder zwei Stickstoffatomen an unterschiedlichen 

Positionen in einem oder beiden Benzolringen des Phenothiazins sollten verschiedene 

Aza- und Diazaphenothiazine aufgebaut werden. Zudem sollte einer der beiden Benzolringe 

durch einen Thiazol-Ring ersetzt werden, um auch die Rolle von Fünfring-Heteroanaloga der 

Phenothiazine auszuloten. Des Weiteren sollte das charakteristische Strukturelement des 

Tubastatin A (14), ein N-methylierter Tetrahydropyridinring, auf die Phenothiazin-

Grundstruktur übertragen werden.  

Bezüglich der Modifikation des Linkers sollte basierend auf den Erkenntnissen von Butler 

et al.[117] dessen optimale Gestalt evaluiert werden, indem die Länge des Benzyl-Linkers um 

jeweils eine Methyleneinheit verlängert bzw. verkürzt werden sollte. Durch das Weglassen der 

Methylengruppe im Linker ist die Zielverbindung nicht mehr in der Lage, die oben erwähnte 

gewinkelte Struktur einzunehmen (hat dann aber Ähnlichkeit zu den in Kap. 1.5.2 

beschriebenen, relativ starren KDAC8-Inhibitoren). Der homologe Arylethyl-Linker ist noch 

sehr viel flexibler als der Linker in den Leitsubstanzen 14 und 20. 

Schließlich sollte auch noch untersucht werden, ob sich die Hydroxamsäure-Funktion, die als 

eindeutig dominierende Zink-bindende Gruppe unter den publizierten KDAC-Inhibitoren auch 

mit einigen Nachteilen behaftet ist (vgl. Kapitel 1.5), durch andere potenziell Zink-bindende 

Gruppen ersetzen lässt, ohne nennenswert an Aktivität einzubüßen. Wie bereits dargelegt, 

wurde vereinzelt schon nach Alternativen zur Hydroxamsäure-Funktion geforscht. Die meisten 

erfolgreichen Verbindungen mit alternativen Zink-bindenden Gruppen zeigen jedoch Aktivität 
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an KDACs der Klasse I. Dieses Vorhaben, das auch zu einem Teil in der Masterarbeit von 

M. Morgenstern[128] unter meiner Betreuung bearbeitet wurde, gründet in der Annahme, dass 

die Gesamtbindungsaffinität auch zu einem gewissen Anteil durch die Cap-Gruppe in 

Kombination mit einem geeigneten Linker vermittelt wird. Potenzielle Zink-bindende Elemente 

mit eventuell geringerer Bindungsstärke könnten, ausgehend von den optimalen Elementen 

(Phenothiazin-Cap und Benzyl-Linker), gegebenenfalls tolerierbar sein bzw. durch Ausnutzen 

der strukturellen Unterschiede in den aktiven Zentren der einzelnen Isoformen bestenfalls zu 

einem größeren Selektivitätsunterschied führen. Zudem wurde der Einfluss von 

literaturbekannten Zink-bindenden Gruppen, in Verbindung mit den genannten Elementen 

untersucht. 

Parallel war in einem Teilprojekt geplant, auch KDAC-Inhibitoren zu entwickeln, die ein 

verkürztes, relativ starres Linkerelement aufweisen, ähnlich wie es auch in KDAC8-selektiven 

Inhibitoren anzutreffen ist (z.B. 17; vgl. Kap. 1.5.2). Auch diese sollten in ihren Cap-Gruppen 

variiert werden. Dieser Verbindungstyp knüpft somit an die von KrennHrubec et al.[125] und 

Wagner et al.[129] beschriebenen selektiven Inhibitoren mit kurzer Linkerstruktur an 

(exemplarisch 17 und 21, Abb. 15), die auch ähnlicher Art bei unserem Kooperationspartner 

in der Entwicklung sind[130] (exemplarisch Verbindung 22, Abb. 15). 

 

 

Abb. 15: KDAC-Inhibitoren mit kurzem und relativ starrem Linkerelement (grün markiert). 

 

2.2 SYNTHESEPLANUNG  

2.2.1 SYNTHESE VON POTENZIELLEN KDAC-INHIBITOREN MIT KURZEM LINKERELEMENT  

 

Für die Darstellung von Verbindungen mit kurzem, relativ starrem Linkerelement, sollte eine 

Syntheseroute angewendet werden, mit der verschiedene polycyclische Cap-Gruppen 

aufgebaut und zugleich mit einem Phenyl-Linker verknüpft werden können (Abb. 16). 

Ausgehend von Anilinen A mit verschiedenen (hetero-)aromatischen Resten in ortho-Position 

sollte der Phenyl-Linker über eine Amidbindung mit einem geeigneten Synthesebaustein B 

angehängt werden. In einer anschließenden Cyclodehydratisierungsreaktion sollten die 
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kommerziell erhältliche oder selbst synthetisierte Tricyclen A angehängt werden. Die so 

erhaltenen Carbonsäureester C sollten dann in einer etablierten Synthese in Hydroxamsäuren 

D überführt werden.  

 

 

Abb. 17: Geplante Synthese von Strukturanaloga des Tubastatin A (14). 

 

2.2.2.2 SYNTHESE VON STRUKTURANALOGA  MIT MODIFIZIERTEM LINKER 

 

Zur Untersuchung des Einflusses des Linkers auf die biologische Aktivität der Verbindungen 

war geplant, den Standardtyp aus dem Tubastatin A (14) und unserer selbst entdeckten 

Leitstruktur 20 mit einer Benzylgruppe jeweils um eine Methyleneinheit zu verlängern bzw. zu 

verkürzen (Abb. 18). Der Phenyl-Linker sollte in einer N-Arylierungsreaktion mit einem 

geeigneten Phenylhalogenid A mit Ester-Funktion in para-Position an die 10H-Phenothiazin-

Grundstruktur 23 angehängt werden. Für die Einführung des Phenylethyl-Linkers hingegen 

war eine neuartige reduktive N-Phenylethylierung mit dem Enoletherbaustein B angedacht. 

Die Carbonsäureester D sollten durch anschließende Hydroxamsäurebildung mit einer 

etablierten Methode zu den gewünschten Zielverbindungen D führen. 
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Abb. 18: Geplante Synthese von Strukturanaloga der Leitstruktur 20 mit modifiziertem Linker. 

 

2.2.2.3 SYNTHESE VON STRUKTURANALO GA MIT DIVERSEN POTENZIELL ZINK-BINDENDEN 

GRUPPEN 

 

Die Modifizierung der Zink-bindenden Gruppe an Position 1 des Benzyl-Linkers in der 

Leitstruktur 20 erforderte die Verwendung von Synthesebausteinen A mit unterschiedlichen 

Resten R. Ausgehend von den Zwischenstufen 24-27 sollte dann die Funktionalisierung zu 

den diversen potenziell Zink-bindenden Gruppen erfolgen (Abb. 19). Die anvisierten 

funktionellen Gruppen waren einerseits literaturbekannte Zink-bindende Gruppen, 

andererseits wurden einige auch von uns neu entwickelt (siehe nachfolgende Ausführungen). 
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Abb. 19: Geplante Synthese der Zwischenstufen 24-27 als Ausgangspunkt für die weitere Funktionalisierung zu 
potenziell Zink-bindenden Gruppen. 

 

2.2.2.3.1 FUNKTIONALISIERUNG DE S PHOSPHONSÄUREDIETHYLESTERS 24 

 

Durch Hydrolyse sollte aus dem Phosphonsäurediethylester 24 die polare Metallionen-

komplexierende Funktionalität des Phosphonats 28 freigesetzt werden (Abb. 20). Kapustin 

et al.[131] beschreiben Phosphor-basierte SAHA-Analoga (Phosphonamidat, Phosphonat, 

Phosphinat) als Inhibitoren der KDAC8. In einem kürzlich durchgeführten computerbasierten 

virtuellen Screening wurde gezielt nach Alternativen zur Hydroxamsäure gesucht, um 

Therapeutika für neurodegenerative Erkrankungen zu entwickeln. Dabei wurden ebenfalls 

Phosphonate als potenzielle KDAC-Inhibitoren der Klasse IIa identifiziert[132]. 

 

 

Abb. 20: Hydrolyse des Phosphonsäurediethylesters 24 zum Phosphonat 28. 

 

 

 



THEMENSTELLUNG UND SYNTHESEPLANUNG 
 

29 

2.2.2.3.2 FUNKTIONALISIERUNG DE S 4-BROMBENZYL-DERIVATS 25 

 

Ausgehend vom 4-Brombenzyl-Derivat 25 sollte in einer Stille-Kupplung ein Isoxazolring 29 

eingeführt werden, um diesen durch nachfolgende katalytische Hydrierung zum 

(Z)-Enaminoketon 30 zu spalten (Abb. 21). Diese funktionelle Gruppe ist bisher nicht als 

Strukturelement von Inhibitoren Zink-haltiger Proteine beschrieben, allerdings war angesichts 

der Ähnlichkeit zu ortho-Aminoaniliden (siehe Kap. 1.5) und der Z-Anordnung zweier 

potenzieller Liganden eine Affinität zu Zinkionen denkbar. 

 

 

Abb. 21: Geplante Synthese eines potenziell Zink-bindenden Enaminoketons 30 aus dem 4-Brombenzyl-Derivat 25. 

 

2.2.2.3.3 FUNKTIONAL ISIERUNG DES 4-CYANOBENZYL -DERIVATS 26 

 

Das 4-Cyanobenzyl-Derivat 26 ermöglicht mehrere Funktionalisierungen (Abb. 22). Neben der 

Umsetzung zum (Z)-Amidoxim 31 gestattet die Reduktion zum Amin 32 die weitere 

Überführung zum Carbamat 33 sowie zum Thioharnstoff-Derivat 34. Die Funktionalität des 

Carbamats kommt in Santacruzamate A vor, einem Cytotoxin aus einem Cyanobakterium der 

Gattung Symploca. Dieses hat strukturelle Ähnlichkeit zu SAHA (2) und wurde 2013 von Pavlik 

et al.[133] als wirksamer und selektiver KDAC-Inhibitor mit submikromolarer Aktivität gegenüber 

KDAC6 sowie subnanomolarer Aktivität gegenüber KDAC2 beschrieben. Später, im Jahr 

2015, wurde die publizierte äußerst starke KDAC2-inhibitorische Aktivität angezweifelt und im 

Zuge dessen ein Santacruzamate A-Analogon mit N-Ethylharnstoff-Funktion synthetisiert. 

Dieses Analogon hemmte selektiv das Wachstum maligner Zellen in submikromolaren 

Konzentrationen[134]. Beide möglicherweise Zink-bindenden Funktionen sollten daher mit dem 

N-Benzyl-Phenothiazin-Motiv unserer Leitstruktur 20 kombiniert werden. 

Amidoxime hatten lange Zeit keine Aufmerksamkeit hinsichtlich einer möglichen Inhibition der 

KDAC erlangt[135], obgleich diese funktionelle Gruppe als mono- und bidentater Ligand für 

etliche unterschiedliche Metallionen, einschließlich Zinkionen, bekannt ist[136]. Erst kürzlich 

(2017) und bereits nach Abschluss der praktischen Tätigkeit zu dieser Arbeit wurde die 

Hydroxamsäure als Zink-bindende Gruppe in dem sehr potenten und KDAC6-selektiven 
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Mit der zweifach methylierten Hydroxamsäure 39 sollte eine potenzielle Zink-Koordination 

auch ohne die Möglichkeit zur Ausbildung einer O-deprotonierten Hydroxamsäure-Funktion 

evaluiert werden, da in einzelnen Röntgenkristallstrukturanalysen die neutrale Form der 

Hydroxamsäure im aktiven Zentrum angenommen wurde[34-35, 98]. Ein Vorteil der substituierten 

Hydroxamsäure 39 wäre eine unkompliziertere Handhabung aufgrund der geringeren Polarität 

und Labilität bei der Synthese bzw. Aufreinigung. Das ortho-Aminoanilid ist eine bekannte 

Zink-bindende Gruppe bei den KDAC-Inhibitoren und sollte daher in Kombination mit der 

Phenothiazin Cap-Gruppe und dem Benzyl-Linker in der Zielverbindung 40 untersucht werden. 

In Anlehnung daran erschien auch eine Zink-Komplexierung durch die 3-Aminoisonicotinsäure 

41 denkbar, da hier wie bei der Hydroxamsäure eine Koordination an das Zinkion über den 

Carbonyl- und Hydroxyl-Sauerstoff stattfinden könnte. Carbonsäurehydrazide bilden mit einer 

Reihe von zweiwertigen Metallionen Komplexe[140]. Wang et al.[141] beschrieb das KDAC-

inhibitorische Potenzial eines N-Butylhydrazids mit moderater Selektivität für Isoenzyme der 

Klasse I. Dagegen wurde vor kurzem (2016), nach erfolgter Synthese des hier dargestellten 

Hydrazids 45, das unsubstituierte Hydrazid als Zink-bindende Gruppe für eine selektive 

KDAC6-Inhibition im niedrigen µM-Bereich identifiziert[100]. Auch Thiohydrazide stellen 

bekannte Metallchelatoren dar. Als prominentes Beispiel ist hier Dithizon, welches auch zur 

Bestimmung von Zinkionen verwendet wird, zu nennen[142]. Zur Synthese der genannten 

Zielverbindungen sollte nach Umsetzung der Carbonsäure 38 zum Boc-geschützten Hydrazid 

42 mit Lawessons Reagenz in die entsprechende Thiocarbonylverbindung 43 überführt 

werden. Die Entschützung von 42 und 43 sollte das Hydrazid 45 sowie das Thiohydrazid 44 

liefern. Anschließend sollte durch reduktive Aminierung das Hydrazid 45 zum N-Butylhydrazid 

46 funktionalisiert werden. 
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Abb. 23: Geplante Funktionalisierung des Esters 27 zu einer Vielzahl potenziell Zink-bindender Gruppen. 
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3 SYNTHESEN 
 

Der Syntheseteil ist in mehrere Themengebiete aufgegliedert und basiert auf dem allgemeinen 

Aufbau Zink-abhängiger KDAC-Inhibitoren (Cap-Linker-ZBG) sowie Strukturelementen 

bekannter KDAC-Inhibitoren und der selbst entwickelten Leitstruktur 20. Die einzelnen 

Elemente Cap-Gruppe, Linker und Zink-bindende Gruppe werden in den einzelnen 

Abschnitten weiter untersucht und im Detail beschrieben.  

Der erste Abschnitt beschäftigt sich mit der Synthese der am häufigsten verwendeten Zink-

bindende Gruppe, der Hydroxamsäure. In diesem Kapitel werden zudem noch die Synthesen 

von potenziell Zink-bindenden Gruppen ausgehend von der Leitstruktur 20 beschrieben.  

Diesem schließt sich ein Abschnitt über die Variationen des Linkerelements, ausgehend von 

der Leitstrukur 20, und einer im Zuge dessen entwickelten neuen Methode zur Arylethylierung 

von Anilinen und N-Heterocyclen an.  

Zuletzt wird im dritten Abschnitt die Synthese unterschiedlicher Cap-Gruppen beschrieben und 

durch Kombination dieser mit Linker-Elementen und der Hydroxamsäure-Funktion als Zink-

bindende Gruppe die Synthese von weiteren Inhibitoren vorgestellt. 

 

3.1 SYNTHESEN VON VERBINDUNGEN MIT DIVERSEN ZINK-BINDENDEN GRUPPEN 

3.1.1 SYNTHESEN VON VERBINDUNGEN MIT HYDROXAMSÄURE-FUNKTION 

 

Die Einführung der Hydroxamsäure-Funktion stellte in der vorliegenden Arbeit den finalen und 

oftmals auch kritischsten Schritt in einer Synthesesequenz dar. Typischerweise erfolgt die 

Darstellung der Hydroxamsäure durch Umsetzung von Hydroxylamin oder O/N-geschütztem 

Hydroxylamin mit einer aktivierten Carbonsäure oder direkt mit einem Ester. Obwohl einige 

Methoden zur Herstellung von O-geschützten Hydroxamsäuren gut funktionieren, stellt die 

finale Herstellung der freien Hydroxamsäuren häufig ein Problem dar und die Ausbeuten sind 

oftmals nur mäßig[143]. Aufgrund ihrer labilen und sehr polaren Eigenschaften wird die 

Hydroxamsäurefunktion, wenn möglich, erst am Ende der Syntheseroute eingeführt 

beziehungsweise im letzten Schritt aus ihrer geschützten Form freigesetzt. Bedingt durch die 

diversen Cap-Gruppen wurden im Laufe der Arbeit verschiedene Versuche unternommen, 

eine praktikable Methode zur Einführung der Hydroxamsäurefunktion zu finden. Die 

vollständigen Synthesen zu den Zielverbindungen, die vereinzelt hier schon erwähnt werden, 

werden in Kap. 3.3 im Detail dargestellt. 







SYNTHESEN 
 

36 

 

Abb. 25: Versuche zur Synthese von Hydroxamsäuren über O-Benzyl-geschützte Hydroxamsäuren und 
anschließende Entschützung. 

 

Nikam et al.[148] berichten ebenfalls von einer unsauberen Entschützung von 

O-Benzylhydroxamsäuren und einer Überhydrierung zum entsprechenden primären Amid. Die 

Autoren entwickelten eine effiziente Methode via katalytischer Hydrierung unter Verwendung 

eines partiell vergifteten Katalysators (Pd/BaSO4, Rosenmund-Katalysator) und konnten gute 

bis exzellente Ausbeuten ohne Bildung der entsprechenden primären Amide verzeichnen. 

Nach Abspaltung der Schutzgruppe führen die Autoren aber dennoch eine 

Säulenchromatographie durch, was darauf hindeutet, dass die Entschützung, obgleich ohne 

Überhydrierung zum primären Amid, nicht sauber abgelaufen ist. Um aber eine zusätzliche 

Säulenchromatographie nach Entschützung zu umgehen, wurde eine alternative, leichter 

spaltbare Schutzgruppe gewählt (siehe nachfolgendes Kapitel 3.1.1.2.2). 

 

3.1.1.2.2 HYDROXAMSÄURESYNTHESE UNTER VERWENDUNG DER THP-SCHUTZGRUPPE 

3.1.1.2.2.1 AKTIVIERUNG MITTELS EDC UND HOBT 

 

Die THP-Schutzgruppe eignet sich zum Schützen von Alkoholen, Phenolen, aber auch 

Hydroxamsäuren. Es entsteht formal ein Acetal, welches basenstabil ist, sich aber mit Säuren 

leicht entschützen lässt. Dabei entsteht 2-Dihydropyran, sowie bei Anwesenheit von Wasser 

2-Tetrahydropyranol, das in der sauren Umgebung weiter zum 5-Hydroxypentanal gespalten 
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wird, welches wiederum zu Nebenreaktionen führen kann[149]. Wie bei Thaler et al.[150] 

beschrieben wurden nach alkalischer Hydrolyse der Ester des Typs A und E die gebildeten 

Carbonsäuren durch Aktivierung mit EDC und HOBt in die O-Tetrahydropyranyl (THP)-

geschützten Hydroxamsäuren überführt (Abb. 26). Die Hydroxamsäuren wurden nach 

Spaltung der THP-Schutzgruppe durch Salzsäure in 1,4-Dioxan aus Dichlormethan in Form 

ihrer Hydrochloride erhalten. Die gewünschten Produkte konnten durch das Ausfällen 

analysenrein dargestellt werden, so dass eine weitere Aufreinigung nicht erforderlich war. Mit 

dieser Methode wurden die Zielverbindungen des Typs A und E aus Kapitel 3.3.1 erfolgreich 

hergestellt. 

 

 

Abb. 26: Synthese der Hydroxamsäuren des Typs A und E über Bildung der THP-geschützten Hydroxamsäuren 
und anschließende Entschützung. 

 

Bei der Knüpfung von Amidbindungen werden zu den Kupplungsreagenzien aus der Gruppe 

der Carbodiimide häufig Zusätze von Verbindungen auf Benzotriazol-Basis, wie das zuvor 

erwähnte HOBt, verwendet. Diese Additive erhöhen bei der Peptidsynthese die Ausbeute, 

unterdrücken die unerwünschte Bildung von N-Acylharnstoffen IV und verringern die 

Epimerisierungsrate[151]. Der Mechanismus verläuft zunächst über die Aktivierung der 

Carbonsäure I mit dem Carbodiimid II zum O-Acylisoharnstoff III. HOBt V reagiert mit III unter 

Abspaltung des Harnstoffs VII zum aktivierten Ester VIII. Diese reaktive Spezies bildet 

nachfolgend unter Wiederfreisetzung von HOBt V mit dem Amin IX das Amid X (Abb. 27)[152-

153]. Das enthaltene HOBt muss in der Regel mittels Säulenchromatographie gegebenenfalls 

durch vorangegangene wässrig-alkalische Extraktion abgetrennt werden. 
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Abb. 27: Mechanismus der Aktivierung durch Carbodiimid zusammen mit 1-Hydroxy-1H-benzotriazol (HOBt). 

 

HOBt V kann jedoch mit dem Carbodiimid II zur Bildung eines Nebenprodukts, dem 

1,3-Diazetidin XIV, führen (Abb. 28)[152, 154]. 
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Abb. 28: Unerwünschte Bildung eines Diazetidin-Nebenprodukts XIV unter Verwendung von Carbodiimid II/HOBt V. 

 

3.1.1.2.2.2 AKTIVIERUNG MIT COMU 

 

Da sich auch die Aufreinigung der beiden THP-geschützten Hydroxamsäuren des Typs A und 

E (Abb. 26) durch nicht identifizierbare Begleit- und Nebenprodukte als mühsam erwies, wurde 

nach einem alternativen Kupplungsreagenz gesucht. Häufige Verwendung finden die 

Kupplungreagenzien aus der Gruppe der Uronium/Aminium-Salze[155] (HBTU (II), HATU, 

u.v.a.), die strukturell ebenfalls auf dem Benzotriazol-System basieren[156]. Dessen Vertreter 

zeigen mitunter höhere Kupplungseffektivität als HOBt/Carbodiimid Kombinationen, können 

jedoch durch direkte Reaktion mit dem Amin I zur Bildung von Guanidin-Nebenprodukten III 

führen (Abb. 29)[153].  

 

 

Abb. 29: Bildung von Guanidin-Nebenprodukten III unter Verwendung von Uronium/Aminium-Salzen (hier HBTU). 
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Daher wurde für die weiteren Synthesen das erst kürzlich von El-Faham et al.[157] entwickelte 

Uronium-Salz COMU (II) verwendet (Abb. 30). Dieses besteht aus einer 

Ethyl(hydroxyimino)cyanoacetat (Oxyma)-Teilstruktur (grün) und einer N-(Dimethylamino)-

methylmorpholin Funktionalität (rot). Anstelle eines Benzotriazol-aktivierten Esters, wie bei den 

Benzotriazol-basierten Reagenzien, wird ein Oxyma-aktivierter Ester VII gebildet, der mit dem 

Amin VIII zum Produkt X reagiert.  

 

 

Abb. 30: Neu entwickeltes Uronium-Salz COMU[157] und dazugehöriger Aktivierungsmechanismus. 

 

COMU zeichnet sich des Weiteren durch eine verbesserte Löslichkeit in organischen 

Lösungsmitteln, sowie einer leichteren Entfernung seiner Begleitprodukte (VI, IX) bei der 

wässrigen Aufarbeitung aus, was die Aufreinigung mittels Säulenchromatographie 

erleichtert[158-159]. Grund hierfür ist, dass (anders als bei Benzotriazol-basierten Reagenzien) 

alle in stöchiometrischen Mengen anfallenden Begleitprodukte gut wasserlöslich sind und nicht 

das lipophile Rohprodukt verunreinigen. In zahlreichen Synthesen hat sich COMU inzwischen 

hinsichtlich der Kupplungseffizienz und der Unterdrückung der Epimerisierung dem vorherigen 

Standard HATU im Bereich der Peptidsynthese überlegen gezeigt[160]. Jedoch ist die 

Anwendung von COMU nicht nur auf die Herstellung von Peptiden begrenzt, sondern wurde 

in den vergangenen Jahren auch erfolgreich bei der Bildung von anderen Amidbindungen 

eingesetzt. Nicht unberücksichtigt gelassen werden darf jedoch die geringe hydrolytische 
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Stabilität[160]. In einem unverschlossenen Gefäß ist in DMF gelöstes COMU nach 5 h fast 

vollständig hydrolysiert[161]. 

 

In Anlehnung an eine Synthesevorschrift von El-Faham et al.[157] erfolgte die Synthese der 

THP-geschützten Hydroxamsäuren des Typs F und G (Abb. 31). Das Protokoll verwendet 

typischerweise 2.0 eq. Base, wobei laut den Autoren ein Äquivalent bedingt durch die Basizität 

des Morpholins ebenso gute Ergebnisse liefert. Die Möglichkeit zur Verringerung der 

Basenanteile ist bei der Peptidsynthese von Bedeutung, da Base zu Epimerisierungen 

während der Synthese führen kann. Um der geringen hydrolytischen Stabilität von COMU 

Rechnung zu tragen, wurden je 1.5 eq. des Kupplungsreagenzes und O-(Tetrahydro-2H-

pyran-2-yl)hydroxylamin verwendet. Unverbrauchtes Kupplungsreagenz wurde während der 

Aufarbeitung im Zuge der Flüssig-Flüssig-Extraktion (Wasser-Dichlormethan) hydrolysiert. Die 

Hydrolyseprodukte sowie Synthesenebenprodukte von COMU wurden somit in der wässrigen 

Phase aufgenommen und entfernt, während die THP-geschützten Hydroxamsäuren in der 

organischen Phase verblieben und anschließend säulenchromatographisch aufgereinigt 

werden konnten. Die analysenreinen geschützten Hydroxamsäuren wurden gelöst in 

Dichlormethan mit einer Lösung aus Salzsäure in 1,4-Dioxan entschützt. Die gewünschten 

Produkte konnten als Hydrochlorid (Typ F) bzw. bedingt durch die Löslichkeitsunterschiede 

von THP-geschützten und freigesetzten Hydroxamsäuren des Typs G durch Ausfällen erhalten 

werden. Nach Waschen des Feststoffes waren keine zusätzlichen Aufreinigungsschritte 

notwendig. Auf diesem Syntheseweg konnten einige der Zielstrukturen des Typs F und G aus 

Kapitel 3.3.1 und 3.3.2 erfolgreich hergestellt werden.  
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potente Inhibitoren darstellen, ist die Hydroxamsäure-Funktion aus den dargelegten Gründen 

(Kapitel 1.5) nicht notwendigerweise die ideale Zink-bindende Gruppe bei der Entwicklung von 

neuen KDAC-Inhibitoren. Daher wurden auch innerhalb dieser Dissertation ausgehend von 

der Leitstruktur 20 Alternativen zur Hydroxamsäure-Funktion untersucht. 

Die Syntheserouten zur Einführung von potenziell Zink-bindenden Gruppen wurden im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit sowie in der Masterarbeit von Martin Morgenstern[128] unter 

meiner Betreuung verfolgt. Da Details zur Herangehensweise, zu den verwendeten Methoden 

und die Beschreibung der Verbindungen in dieser Masterarbeit dargelegt sind, soll hier nur 

eine Zusammenfassung der zielführenden Synthesen zu den getesteten Verbindungen 

gegeben werden. Die synthetisierten Verbindungen aus der Masterarbeit sind entsprechend 

gekennzeichnet (*), manche Verbindungen wurden im Verlauf beider Arbeiten ((*)) 

synthetisiert. 

Um Modifizierungen der Zink-bindenden Gruppe der Leitstruktur 20 (Kapitel 2.1) durchführen 

zu können, wurden verschiedene Benzyl-Linker mit unterschiedlichen Resten R in para-

Position eingeführt (Abb. 33 und Tab. 2). Dies gelang durch N-Alkylierung des 

10H-Phenothiazins (23) mit geeignet funktionalisierten Benzylbromiden 47-50 unter 

Verwendung der starken Basen NaH bzw. LiHMDS. Die N-alkylierten Verbindungen 25*, 26(*) 

und 27(*) konnten in guten bis sehr guten Ausbeuten dargestellt werden, bei Verbindung 24 

mit dem Phosphonsäurediethylester-Rest dagegen konnte nur eine Ausbeute von 43 % erzielt 

werden. 

Die derivatisierten Benzylbromide waren mit Ausnahme der Verbindung 47 (mit 

Phosphonsäurediethylester-Rest) kommerziell erhältlich. Die Herstellung des Benzylbromids 

47 wird im folgenden Kapitel 3.1.2.1 im Zuge der Synthese der Verbindung mit 

Phosphonsäuremonoethylester-Rest dargestellt. 

 

Abb. 33: Synthese der Zwischenstufen 24, 25*, 26(*) und 27(*) als Ausgangspunkt für weitere Funktionalisierungen. 
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Abb. 34: Synthese der potenziell Zink-bindenden Verbindung 53 mit Phosphonsäuremonoethylester-Funktion. 

 

3.1.2.2 SYNTHESE DES (Z)-ENAMINOKETONS 30* DURCH FUNKTIONALISIERUNG DE S 

4-BROMBENZYL-DERIVATS 25* 

 

Zur Darstellung des (Z)-Enaminoketons 30* sollte mittels einer Stille-Kreuzkupplungs-

Reaktion ein Isoxazolring eingeführt und dieser anschließend reduktiv gespalten werden. Der 

dazu benötigte Synthesebaustein 3-Methyl-5-(tributylstannyl)isoxazol (57*) wurde nach 

Sakamoto et al.[164] durch eine 1,3-dipolare Cycloaddition dargestellt. Dabei wurde das 

Nitriloxid in situ aus Nitroethan (54) und Phenylisocyanat (55) gebildet und mit 

Tributylethinylstannan (56) zum Isoxazol 57* in einer Ausbeute von 51 % umgesetzt (Abb. 35). 

 

Abb. 35: Synthese des 3-Methyl-5-(tributylstannyl)isoxazols 57* nach Sakamoto et al.[164]. 

 

In der nachfolgenden Stille-Reaktion[164] wurde das 3-Methyl-5-(tributylstannyl)isoxazol (57*) 

Pd-katalysiert mit dem 4-Brombenzyl-Derivat 25* (Kapitel 3.1.2) gekuppelt (Abb. 36). In 
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Anlehnung an eine Methode zur Synthese von Canthin-4-onen von Tremmel und Bracher[165] 

wurde anschließend der Isoxazol-Ring in 29* durch katalytische Hydrierung über Palladium 

reduktiv zum (Z)-Enaminoketon geöffnet und die Zielverbindung 30* in 88 % Ausbeute 

erhalten. Die erwartete Z-Konfiguration von 30* wurde in einem 1D-NOESY-Experiment 

bestätigt. Durch Einstrahlen der Resonanzfrequenz des olefinischen CH-Protons der 

Enaminoketon-Gruppe konnte ein NOE-Effekt der räumlich nahe gelegenen CH3-Protonen 

sowie der Protonen des para-disubstituierten Benzolrings gezeigt werden. Dagegen konnte 

eine Korrelation zu den NH2-Protonen durch diese Anregung nicht beobachtet werden. 

 

 

Abb. 36: Synthese des (Z)-Enaminoketons 30*. 

 

3.1.2.3 SYNTHESEN DURCH FUNKTIONALISIERUNG DE S 4-CYANOBENZYL -DERIVATS 26(*) 

3.1.2.3.1 SYNTHESE DES (Z)-AMIDOXIMS 31* AUS DEM 4-CYANOBENZYL -DERIVAT 26(*) 

 

Yang et al.[166] veröffentlichten kürzlich ein One-Pot-Verfahren zur Synthese von Amidoximen 

durch Pd-katalysierte Cyanierung von Arylhalogeniden mittels Kaliumhexacyanoferrat(II) und 

anschließende Amidoximbildung durch Hydroxylamin. Diese Methode ermöglicht prinzipiell 

einen Zugang zum (Z)-Amidoxim 31* ausgehend vom dem 4-Brombenzyl-Derivat 25*. 

Aufgrund der berichteten moderaten Ausbeuten wurde jedoch ein einfacherer synthetischer 

Zugang bevorzugt (Abb. 37). Am Stickstoffatom unsubstituierte Amidoxime lassen sich 

generell aus Nitrilen und Hydroxylamin unter basischen Bedingungen und erhöhten 
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Temperaturen in Alkoholen darstellen[136]. Demnach wurde versucht, die Zielverbindung 

ausgehend vom gut zugänglichen 4-Cyanobenzyl-Derivat 26(*) unter den genannten 

Reaktionsbedingungen darzustellen[167]. Bedingt durch die unzureichende Löslichkeit des 

4-Cyanobenzyl-Derivats 26(*) in Methanol wurde eine Umsetzung zu 31* erst in DMF und unter 

weiterem Zusatz von DIPEA in hinreichend guter Ausbeute erzielt. Von den zwei möglichen 

Konfigurationsisomeren bei Amidoximen wurde bei N-unsubstituierten Amidoximen das 

vorliegende Z-Isomer mittels Röntgenstrukturanalyse umfassend nachgewiesen[136]. Die 

Konfiguration des Amidoxims in Verbindung 31* in Lösung wurde durch ein 1D-NOESY-

Experiment untersucht. Dabei wurden die nahegelegenen Protonen des para-disubstituierten 

Benzolrings, sowie die NH2- und OH-Protonen angeregt. Eine Korrelation zu räumlich nahen 

Protonen konnte zwischen denen des para-disubstituierten Benzolrings und den NH2-

Protononen, jedoch nicht den OH-Protonen sowie zwischen den NH2- und OH-Protonen 

beobachtet werden, was somit die Z-Konfiguration bestätigte. 

 

 

Abb. 37: Synthese des (Z)-Amidoxims 31*. 

 

3.1.2.3.2 SYNTHESE DES CARBAMAT S 33 UND DES THIOHARNSTOFF-DERIVATS 34 AUS 

DEM 4-CYANOBENZYL -DERIVAT 26(*) 

 

Das 4-Cyanobenzyl-Derivat 26(*) diente zudem als Ausgangspunkt für weitere 

Funktionalisierungen (Abb. 38). Dazu wurde dieses zunächst durch Reduktion[168] mit 

Natriumborhydrid und Cobalt(II)-chlorid in das primäre Amin 32 überführt. Durch 

anschließende Funktionalisierung der primären Aminogruppe konnten weitere Substituenten 

eingeführt werden. So entstand in Anlehnung an die Methode von Liu et al.[134] unter 

Verwendung des Säurechlorids Chlorameisensäureethylester und der Base 

N,N-Diisopropylethylamin das entsprechende Carbamat 33 in einer Ausbeute von 96 %. Die 

Synthese des Thioharnstoff-Derivats 34 gelang in guter Ausbeute durch Umsetzung mit 

Ethylisothiocyanat[134]. 

 



SYNTHESEN 
 

49 

 

Abb. 38: Synthese des Carbamats 33 und des Thioharnstoff Derivats 34. 

 

3.1.2.4 SYNTHESEN DURCH FUNKTIONALISIERUNG DE S ESTERS 27(*) 

3.1.2.4.1 SYNTHESE DES TRIFLUORMETHYLOXIM 36* AUS DEM ESTER 27(*) 

 

Da die Trifluorethylhydroxylamin-Funktion möglicherweise ein Bioisoster der Hydroxamsäure-

Funktion darstellen könnte, sollte die Zielverbindung 37* für Struktur-Aktivitäts-

Untersuchungen hergestellt werden (Abb. 40). Dazu musste zunächst das Trifluormethylketon 

35* synthetisiert werden. Der Aufbau von aromatischen Trifluormethylketonen kann generell 

durch Acylierung metallierter Aromaten mit tertiären Trifluoracetamiden[169] oder aus 

aromatischen Estern mit Trifluormethylierungsreagenzien wie dem Ruppert-Prakash Reagenz 

(Trifluormethyltrimethylsilan, TMS-CF3)[170] erfolgen. Der postulierte Mechanismus ist in Abb. 

39 gezeigt[171]. 

Zunächst reagiert TBAF mit TMS-CF3 B und die Trifluormethylgruppe wird unter Verlust von 

Trimethylsilylfluorid an den Ester A addiert. Dies führt zur Bildung des Halbacetals C mit 

Tetrabutylammonium als Gegenion, der eigentlichen katalytischen Spezies. C wiederum 

aktiviert ein weiteres Molekül TMS-CF3 unter Ausbildung der negativ geladenen fünffach 

koordinierten Siliziumspezies D. D überträgt die Trifluormethylgruppe auf ein weiteres 

Estermolekül A und die TMS-geschützte Verbindung E wird unter gleichzeitiger Regeneration 
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der katalytischen Spezies C gebildet. Durch wässrig-saure Hydrolyse von E wird das 

Trifluormethylketon F erhalten. 

 

 

Abb. 39: Postulierter Mechanismus der Fluor induzierten nucleophilen Trifluormethylierung eines 
Carbonsäureesters A mit TMS-CF3 B[171]. 

 

Nach der Umsetzung des Esters 27(*) unter den genannten Bedingungen[172] konnte das 

Trifluormethylketon 35* nicht analysenrein isoliert werden (Abb. 40; Methode A: Ausbeute 

46 % unter Berücksichtigung der HPLC Reinheit bei 254 nm). Alternativ dazu wurde versucht, 

das Trifluormethylketon 35* nach einer Methode von Fishwick et al.[169] ausgehend vom 

4-Brombenzyl-Derivat 25* herzustellen (Abb. 40; Methode B). Hierbei reagiert nach Brom-

Lithium-Austausch mittels n-Butyllithium die intermediär gebildete Aryllithium-Verbindung mit 

N,N-Diethyl-2,2,2-trifluoracetamid. Jedoch konnte auch aus diesem Ansatz das 

Trifluormethylketon 35* nicht in analysenreiner Form erhalten werden (Ausbeute 42 % unter 

Berücksichtigung der HPLC Reinheit bei 254 nm). Die nachfolgende Kondensation[173] des 

unsauberen Ketons 35* mit Hydroxylaminhydrochlorid und Pyridin verlief jedoch problemlos 

und das (E)-Trifluormethyloxim 36* wurde in 76 % Ausbeute hergestellt. Ebenso wie beim 

(Z)-Amidoxim 31* wurde zur strukturellen Aufklärung der Konfiguration von 36* ein 

1D-NOESY-Experiment durchgeführt. Bei dieser Struktur wurden auch die nahegelegenen 

Protonen des para-disubstituierten Benzolrings und das OH-Proton angeregt. Dabei konnte 

ein gegenseitiger NOE-Effekt dieser Protonen beobachtet und somit auf ein Vorliegen der 

E-Konfiguration geschlossen werden. 
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Der darauffolgende Versuch zur Reduktion der (E)-Trifluormethyloximfunktion in 36* mit BH3 

in THF und saurer Hydrolyse nach der einzig literaturbekannten Methode[174] lieferte 

überraschenderweise nicht das gewünschte Trifluorethylhydroxylamin 37*. Unter diesen 

Reaktionsbedingungen wurde überwiegend die Benzylfunktion gespalten und 

10H-Phenothiazin (60 %) erhalten. Als weitere Komponenten konnten das Trifluormethylketon 

35* (30 %) und nicht umgesetztes Edukt 36* (10 %) isoliert werden. In weiteren Versuchen mit 

Reduktionsbedingungen, die bei verwandten funktionellen Gruppen Anwendung finden (wie 

beispielsweise Benzaldoxim zu N-Benzylhydroxylamin mit BH3 in THF/alkalische 

Hydrolyse[175], Oxim zu Amin mittels katalytischer Hydrierung (Pd/C)[176], Oxim zu 

Hydroxylamin mit NaCNBH3 bei pH 3-4[177]) wurde nur das Trifluormethyloxim 36* 

wiedererhalten und die Darstellung des Trifluorethylhydroxylamins 37* blieb erfolglos. 

Aufgrund der wiederholt fehlgeschlagenen Versuche wurde dieser Reaktionsschritt nicht 

weiterverfolgt. 

 

 

Abb. 40: Synthese des (E)-Trifluormethyloxims 36*. Die weitere Umsetzung zum Trifluorethylhydroxylamin 37*, 
einer bioisosteren Funktionalität der Hydroxamsäure, blieb erfolglos. 
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3.1.2.4.2 SYNTHESE VERSCHIEDENER POTENZIELL ZINK-BINDENDER GRUPPEN NACH 

HYDROLYSE DES ESTERS 27(*) 

 

Nach Hydrolyse des Esters 27(*) zur Carbonsäure 38(*) in sehr guten Ausbeuten konnte diese 

mit diversen Nucleophilen funktionalisiert und somit verschiedene potenziell Zink-bindende 

Gruppen aufgebaut werden (Abb. 41, Tab. 3). Durch Aktivierung von 38(*) mit COMU und 

N,N-Diisopropylethylamin und unter Umsetzung mit verschiedenen Aminen konnten die 

entsprechenden Verbindungen 39*, 40 und 42(*) in Ausbeuten von 25 bis 86 % hergestellt 

werden. Das Boc-geschütze Hydrazid 42(*) stellte dabei eine Synthesezwischenstufe dar, die 

im Folgenden weiter funktionalisiert wurde. Nach Aktivierung der Carbonsäure 38(*) zum 

intermediären Säurechlorid erfolgte die Darstellung der N-Acyl-3-aminoisonicotinsäure 41* 

über den Ester 58* aus zweierlei Gründen. Zum einen zeigte der 3-Aminopyridin-4-

carbonsäuremethylester als Edukt verbesserte Löslichkeit im Gegensatz zur freien 

Carbonsäure, zum anderen konnte somit das Problem der Chemoselektivität gelöst werden. 

Dennoch fand nur eine geringe Umsetzung zum Ester 58* statt und die N-Acyl-3-

aminoisonicotinsäure 41* wurde in einer Ausbeute von 18 % über diese beiden 

Syntheseschritte erhalten. 

 

 

Abb. 41: Synthese verschiedener potenziell Zink-bindender Gruppen und der Synthesezwischenstufe 42(*). 
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Als weitere Variation der potenziell Zink-bindenden Gruppe wurde das Thiohydrazid 44* 

synthetisiert (Abb. 43). Dazu wurde nach einer Synthesevorschrift von Molteni et al.[179] die 

Carbonylfunktion im Boc-geschützen Hydrazid 42* mit Hilfe des Lawessons Reagenz in das 

entsprechende Thioanalogon 43* überführt. Die Thionierung gelang dabei selektiv mit 56 % 

Ausbeute an der Carbonylfunktion des Hydrazids. Die anschließende Entschützung mit 

Trifluoressigsäure ergab das Thiohydrazid 44* in 41 % Ausbeute. 

 

Abb. 43: Synthese des Thiohydrazids 44*. 

 

3.2 SYNTHESE VON STRUKTURANALOGA MIT M ODIFIZIERTEM LINKER 

 

Die Untersuchungen von Butler et al.[117] im Zuge der Entwicklung von Tubastatin A (14) legten 

nahe, dass sich ein Benzyl-Linker positiv auf die Selektivität und Aktivität gegenüber der 

Isoform KDAC6 auswirkt. Dieser verbesserte gegenüber anderen Alkyl- und Alkylaryl-Linkern 

die Aktivität und Selektivität. Zur Untersuchung von Struktur-Aktivitäts-Beziehungen wurden 

auch für die selbst entwickelte Leitstruktur 20 homologe Strukturanaloga angefertigt. 

 

3.2.1 SYNTHESE EINES STRUKTURANALOGONS MIT  VERKÜRZTEM LINKER 

 

Zur Herstellung eines homologen Strukturanalogons wurde unter anderem eine kürzere 

Linkerfunktion mit der Cap-Gruppe aus der Leitstruktur 20 verknüpft. Zur Einführung eines 

solchen Linker-Bausteins wurde 10H-Phenothiazin (23) mit Lithiumhexamethyldisilazid und 
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4-Fluorbenzonitril (59), das kostengünstiger als der ursprünglich angedachte 

4-Brombenzoesäuremethylester ist, umgesetzt (Abb. 44). Die N-Arylierung im Sinne einer 

nucleophilen aromatischen Substitution an 59 ergab das Nitril 60 in 46 % Ausbeute. Nach einer 

Methode von Park et al.[180] wurde das Nitril 60 zur Carbonsäure 61 hydrolysiert, jedoch mit 

der Notwendigkeit die Zahl der Äquivalente Base deutlich zu erhöhen. Trotz erhöhtem 

Basenanteil und sehr langer Reaktionszeit verlief diese Hydrolyse nicht vollständig. Zusätzlich 

zur Carbonsäure 61 konnte das entsprechende primäre Amid 62 in 26 % Ausbeute isoliert 

werden. Die Methode des finalen Schritts zur Hydroxamsäure 63 wurde in Kapitel 3.1.1.3 

beschrieben und gelang in nur schlechter Ausbeute. Ein Versuch zur Optimierung dieser 

Ausbeute wurde unterlassen, da die Hydroxamsäure 63 nur für die SAR-Studien benötigt 

wurde. 

 

 

Abb. 44: Synthese des Strukturanalogons 63 mit verkürztem Linker. 

 

3.2.2 SYNTHESE EINES STRUKTURANALOGONS MIT  VERLÄNGERTEM LINKER 

 

Die Synthese eines homologen Strukturanalogons mit einem um eine CH2-Einheit erweiterten 

Linker bedurfte eines geeigneten Synthesebausteins für eine Arylethylierung. Butler et al.[117] 

beschrieben ein prinzipiell hierfür geeignetes Linkerelement für eine N-Alkylierung, nämlich 

4-(Bromethyl)benzoesäuremethylester. Dieser Ester ist jedoch nicht kommerziell erhältlich. Er 

könnte zwar aus der dazugehörigen Carbonsäure durch Umsetzung mit Thionylchlorid und 

Methanol synthetisiert werden, die erwähnte Carbonsäure wird aber auch nur von einem 

exotischen Lieferanten angeboten. Eine erste Überlegung war daher, die N-Arylethylierung 
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(E/Z)-Enolether 67 ausgehend vom kommerziell erhältlichen Aldehyd 66 in einer Ausbeute von 

73 % hergestellt werden. 

 

 

Abb. 46: Synthese des Arylethylierungsbausteins 67 über eine Wittig-Reaktion. 

Der (E/Z)-Enolether 67 wurde dann mit 10H-Phenothiazin (23) und dem Gemisch aus 

Triethylsilan und Trifluoressigsäure zum Ester 68 umgesetzt (Abb. 47). Eine anfängliche 

wieder nur geringe Ausbeute von 25 % konnte durch einfache Absenkung der 

Reaktionstemperatur auf 0 °C auf beachtliche 81 % gesteigert werden. 

Die Zielverbindung 70 wurde nach Hydrolyse des Methylesters 68 zur Carbonsäure 69 unter 

Verwendung der in Kapitel 3.1.1.3 beschriebenen Methode in 50 % Ausbeute erhalten. 

 

 

Abb. 47: Synthese des Strukturanalogons 70 mit verlängertem Linker. 
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in geringer Ausbeute[190-191]. Die N-Alkylierung mit Phenylethylhalogeniden führt zur 

beträchtlichen Bildung eines Eliminierungsnebenprodukts. So kann unter den stark basischen 

Reaktionsbedingungen, die zur Deprotonierung der schwächer nucleophilen Amine und 

N-Heterocyclen erforderlich sind, ß-Eliminierung der Phenylethylhalogenide zu Styrolen 

auftreten[190]. Außerdem kann das phenylethylierte Produkt basen-vermittelt einer 

Fragmentierungsreaktion unterliegen[192]. Dazu kommt, dass Phenylethylhalogenide, die 

zusätzliche Substituenten am Phenylring tragen, kaum kommerziell erhältlich sind. Ihre 

Herstellung erfordert üblicherweise mehrstufige Synthesen, ausgehend beispielsweise von 

substituierten Styrolen[193-194], Arylessigsäuren[195] oder aromatischen Aldehyden[196]. 

Demzufolge wurden im Laufe der Jahre weitere Methoden zur Arylethylierung entwickelt. 

Aliphatische und aromatische Amine können Basen- oder Übergangsmetall-katalysiert an 

Styrole unter Ausbildung der anti-Markownikov Produkte 73 und 76 addiert werden (Abb. 48 

und Abb. 49)[197-199]. Dabei kann die basen-katalysierte Addition von Anilinen an Styrole ein 

Gemisch der mono- und di-phenylethylierten Produkte ergeben[200]. Die Übergangsmetall-

katalysierte Hydroaminierung mit einem Kupfer-Katalysator, als kostengünstigere Alternative 

zu den sonst verwendeten Ruthenium- und Rhodium-Katalysatoren, ist hingegen auf 

elektronenarme Styrole beschränkt[201]. 

 

 

Abb. 48: Basen-katalysierte Hydroaminierung von Styrolen mit N-Benzylpiperazin nach Kumar et al.[198]. 

 

 

Abb. 49: Ruthenium-katalysierte Hydroaminierung von Styrolen mit Alkylaminen nach Utsunomiya et al.[199]. 

 

Eine Sequenz aus Titan-katalysierter Hydroaminierung von Phenylacetylen (77) und 

anschließender Hydrosilylierung ermöglicht in einem One-Pot-Verfahren die Bildung der 

entsprechenden sekundären Amine 79 und 80, jedoch als Gemisch ihrer Regioisomere[202] 

(Abb. 50). 
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Abb. 50: Titan-katalysierte Hydroaminierungs/Hydrosilylierungs-Sequenz nach Heutling et al.[202]. 

 

Arylethanole können als Synthesebausteine bei der N-Alkylierung von aromatischen Aminen 

unter Verwendung eines Rutheniumkatalysators[203] oder modifizierten Mitsunobu-

Bedingungen (Ph3P/DDQ, ein einziges Beispiel mit 2-Phenylethanol)[204] dienen. Mono-

Phenylethylierung von aromatischen Aminen kann des Weiteren durch Kupfer-katalysierte 

Kreuzkupplung mit Phenylethylboronsäure erhalten werden[190]. 

Andere Methoden basieren darauf, ein Amin nacheinander mit einem C1-Baustein und einem 

Benzylrest zu substituieren. Katritzky et al. verwendeten hierfür in zwei unterschiedlichen 

zweistufigen Methoden zum einen ein (Phenylthio)methyl-Derivat[205] und zum anderen ein 

N-(Benzotriazol-1-yl)methyl-Derivat[206-207], wie z.B. Verbindung 84 (Abb. 51). Diese Derivate 

fungieren als Präkursoren von Methyleniminium-Ionen als C1-Bausteine und reagieren in 

einem zweiten Schritt mit einem metallorganischen Benzylbaustein zum Arylethylamin 85.  

 

 

Abb. 51: Formale Phenylethylierung unter Verwendung von Benzotriazol-Derivaten und Organozinkreagenzien 
nach Katritzky et al.[207]. 

 

Nach Werner et al.[208] wird dagegen in einem One-Pot-Verfahren das Tietze Iminiumsalz 

(N,N-Dimethyl(methylen)iminium-Trifluoracetat) als C1-Baustein verwendet. Dieses wird durch 
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Reaktion mit dem Amin, hier gezeigt am Beispiel des Carbazols (86), zu einem neuen 

Iminiumion 89 funktionalisiert, welches dann mit benzylisch-metallorganischen Verbindungen 

umgesetzt werden kann (Abb. 52).  

 

 

Abb. 52: One-Pot-Verfahren zur Herstellung von Phenylethylaminen über die Bildung von neuen Iminiumionen nach 
Werner et al.[208]. 

 

Als interessante Alternative zu den bisher beschriebenen Alkylierungsmethoden hat sich die 

reduktive Alkylierung erwiesen. Dabei werden Amine mit Aldehyden oder Verbindungen 

gleicher Oxidationsstufe mittels Organosilanen unter sauren Bedingungen umgesetzt. Patel et 

al.[209] konnte mit dieser Methode ein breites Spektrum an primären aromatischen Aminen mit 

verschiedenen Carbonylverbindungen (Aldehyde, Ketone) bzw. Aldehydäquivalenten (Acetal, 

ein einziges Beispiel) unter Verwendung von Polymethylhydrosiloxan (PMHS)/TFA umsetzen. 

Rigidi et al.[183] gelang die reduktive Alkylierung primärer und sekundärer aromatische Amine 

mit Acetalen unter sauren Bedingungen und Triethylsilan. Diese Methode konnte, wie oben 

schon erwähnt, in unserem Arbeitskreis erfolgreich zur N-Methylierung von aromatischen 

Aminen und N-Heterocyclen mittels 1,3,5-Trioxan weiterentwickelt werden[184]. Weiterführend 

konnte diese Methodik mit Erfolg in dieser Arbeit für die Synthese des Phenothiazin-Derivats 

68 adaptiert werden, wobei ein Enolether als Aldehydäquivalent eingesetzt wurde (siehe 

Kapitel 3.2.2, Abb. 47). 
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Die erfolgreiche Anwendung der reduktiven Arylethylierung eines N-Heterocyclus mittels eines 

Enoletherbausteins erweckte das Interesse an einer möglichen Optimierung, der Evaluation 

des Anwendungsgebietes und der Eruierung etwaiger Einschränkungen dieser neuen 

Methode zur N-Arylethylierung. 

 

3.2.3.2 OPTIMIERUNG, ANWENDUNGSMÖGLICHKEITEN UND EINSCHRÄNKUNGEN  

 

Zur weiteren Optimierung und Erprobung der Anwendbarkeit wurde zunächst das kommerziell 

erhältliche (E/Z)-(2-Methoxyvinyl)benzol (64) verwendet (Abb. 53). In den vorangegangenen 

Versuchen hatte sich die Reaktionsdurchführung bei erniedrigter Temperatur als günstig 

hinsichtlich gebildeter Nebenprodukte und erzielter Ausbeute erwiesen (Kapitel 3.2.2, 

Verbindung 68: 25 % bei Raumtemperatur vs. 81 % bei 0 °C). Weitere Versuche ergaben, 

dass sich eine portionsweise Zugabe des (E/Z)-Enolethers 64 (Tab. 4: ii , Reaktionskontrolle 

mittels DC) im Gegensatz zu einer Gesamtzugabe in einer Portion (Tab. 4: i) zudem positiv 

auf die Ausbeute und Bildung von Nebenprodukten auswirkt. Die N-Heterocyclen 10H-

Phenothiazin (23) und Diphenylamin (90) wurden durch sequentielle Zugabe mit 1.5 bis 3.0 

eq. des (E/Z)-Enolethers 64 nahezu vollständig umgesetzt, wohingegen bei einmaliger Zugabe 

von 3.0 eq. zum einen keine vollständige Umsetzung stattfand und zum anderen mehr 

Nebenprodukte detektiert (DC) wurden.  

 

Abb. 53: Reaktionsdurchführung bei der N-Phenylethylierung. 

 

Exp.  N-Heterocyclus  (E/Z)-Enolether  64 (eq.) Zeit [h]  Ausbeute [%]  

i 23 3.0 22 30 

90 3.0 5 34 

ii  23 2.0 3 71 

23 1.5 2 92 

90 3.0 5 70 

Tab. 4: Versuche zur Reaktionsdurchführung der N-Phenylethylierung. 
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Daraus ergab sich als optimierte Reaktionsdurchführung folgende Vorgehensweise: Das Amin 

wurde in wasserfreiem Dichlormethan unter Stickstoffatmosphäre gelöst. Unter Eiskühlung 

wurden ein eq. (E/Z)-Enolether (64) sowie 10 eq. Triethylsilan und 9.7 eq. Trifluoressigsäure 

hinzugefügt. Nach detektierter Umsetzung (DC-Kontrolle) des (E/Z)-Enolethers wurden 

weitere Äquivalente (0.50 oder 1.0 eq.) zugegeben bis das Amin abreagiert war bzw. die 

Umsetzung erkennbar stagnierte.  

Diese Methode zur N-Phenylethylierung wurde an einer Reihe weiterer Verbindungen 

angewandt. Die hergestellten Verbindungen, sowie die Reaktionsparameter und Ausbeuten 

sind folgender Tabelle zu entnehmen (Tab. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SYNTHESEN 
 

64 

 

64 

(eq.) 

Zeit 

[h]  

Ausbeute  

[%]  
 

64 

(eq.) 

Zeit 

[h]  

Ausbeute  

[%]  

 
65 

1.5 2 92 
 

97 

3.0 15 20 

 
91 

3.0 5 70 
 

98 

3.0 8 < 18 

 
92 

2.0 4 55 
 

99 

3.0 9 85 

 
93 

2.0 4 54 
 

100 

3.0 6 55 

 
94 

3.0 9 48 
 

101 

3.0 77 48 

 
95 

4.0 71 80 
 

102 

2.0 4 52 

 
96 

3.0 8 75 
 

103 

3.0 5 41 

Tab. 5: Verbindungen, die mit der N-Phenylethylierungsmethode erhalten werden konnten. 

 

Die Umsetzung mit N-heterocyclischen Verbindungen (10H-Phenoxazin, Carbazol, 

1,2,3,4-Tetrahydrocarbazol, 5H-Dibenz[b,f]azepin, 10,11-Dihydro-5H-dibenz[b,f]azepin) 

führte, ähnlich wie bei 10H-Phenothiazin, zu guten bis sehr guten Ausbeuten der 

entsprechenden phenylethylierten Verbindungen (Tab. 5: 92, 93, 94, 95, 96). Bei der 

Umsetzung von 1,2,3,4-Tetrahydro-ß-carbolin wurde chemoselektiv nur der Indol-Stickstoff, 

neben dem im Molekül vorhandenen aliphatischen Amin phenylethyliert und 97 in 20 % 
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Ausbeute erhalten. Die geringere Ausbeute ist auch dadurch zu begründen, dass 97 erst durch 

zusätzliche verlustreiche Ausfällung nach der Säulenchromatographie komplett aufgereinigt 

werden konnte. Die vom Tryptamin abgeleitete Verbindung 98 konnte zwar mittels 1H-NMR 

strukturell bestätigt werden, jedoch war trotz wiederholter säulenchromatographischer 

Aufreinigung keine analysenreine Isolierung möglich. Aber auch hier war die Phenylethylierung 

nur am Indol und nicht an der aliphatischen Aminogruppe erfolgt. Grund für diese 

Chemoselektivität ist offensichtlich, dass die stärker basischen aliphatischen Amine durch 

praktisch komplette Protonierung durch die Trifluoressigsäure vor der Reaktion mit dem aus 

dem Enolether durch Protonierung gebildeten Elektrophil geschützt werden. Die 

Phenylethylierung der sekundären aromatischen Amine Diphenylamin, Tetracain und 

1,2,3,4-Tetrahydrochinolin war ebenfalls erfolgreich und die gewünschten Produkte 91, 99 und 

100 konnten in guter bis sehr guter Ausbeute dargestellt werden. Die primären aromatischen 

Amine 4-Aminobenzoesäureethylester (Benzocain), 2,4,6-Trichloranilin und 4-Nitroanilin 

wurden mit 41 % bis 52 % in die mono-phenylethylierten Verbindungen (Tab. 5: 101, 102, 103) 

überführt. In weiteren Reaktionen mit den beiden primären aromatischen Aminen Benzocain 

und 2,4,6-Trichloranilin zu den Verbindungen 101 und 102 konnten auch in geringeren 

Mengen die di-phenylethylierten Produkte isoliert werden. Dies steht im Gegensatz zu den 

Erfahrungen von Popp und Bracher[184] mit der analogen N-Methylierung von Anilinen mit 

1,3,5-Trioxan, wo die dimethylierten Produkte dominierten. Die Ursache für diesen 

Unterschied dürfte in der größeren sterischen Hinderung der Phenylethyl-Gruppe liegen. 

Die erfolglose Umsetzung des aliphatischen Amins 104 sowie des Acridons (105) lag, 

begründet durch die Ergebnisse der Methylierung mittels des 1,3,5-Trioxan nach Popp und 

Bracher[184], in unserer Erwartung (Abb. 54). Edukt 104 ist ein protonierbares aliphatisches 

Amin, im Acridon (105) ist offensichtlich durch die Konjugation zur Carbonylgruppe die 

Nucleophilie des Stickstoffs zu gering. Überraschend war das Reaktionsverhalten des 

N-Benzylanilins (106). Bei diesem war Popp die N-Methylierung noch leidlich gelungen, eine 

N-Phenylethylierung konnte aber nicht beobachtet werden. 

 

 

Abb. 54: Unreaktive Amine unter den Reaktionsbedingungen der N-Phenylethylierung. 
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Da sich gezeigt hatte, dass sich sowohl primäre als auch sekundäre aromatische Amine sowie 

N-Heterocyclen mit (E/Z)-(2-Methoxyvinyl)benzol (64) phenylethylieren lassen, sollten 

zusätzlich funktionalisierte Enolether untersucht und mit 10H-Phenothiazin (23) umgesetzt 

werden. Bereits in Kapitel 3.2.2 wurde beschrieben, dass der (E/Z)-Enolether 67 aus dem 

entsprechenden Aldehyd 66 einfach über eine Wittig-Reaktion dargestellt werden kann (Abb. 

46). In gleicher Weise wurden die (E/Z)-Enolether 107-109 aus den entsprechenden 

Aldehyden hergestellt (Abb. 55). 

 

 

Abb. 55: Herstellung verschiedener (E/Z)-Enolether mittels Wittig-Reaktion. 

 

Die Phenylethylierung von 10H-Phenothiazin (23) mit den verschieden funktionalisierten 

(E/Z)-Enolethern 107-109 erfolgte nach der optimierten Methode unter sequentieller Zugabe 

(Tab. 6,Abb. 56; Ausnahme: Verbindung 68, siehe Kapitel 3.2.2). Sämtliche durchgeführten 

N-Arylethylierungen verliefen in sehr guten Ausbeuten. Exemplarisch wurde die 

N-Arylethylierung auch mit einem ausgewählten (E/Z)-Enolether an einem primären 

aromatischen Amin durchgeführt und bei der erhaltenen Verbindung 113 konnte sogar eine 

deutlich höhere Ausbeute erzielt werden als bei der entsprechenden N-Phenylethylierung (vgl. 

Tab. 6 und Tab. 5, 72 % vs. 41 %). 

 

Abb. 56: N-Aryllethylierung von 10H-Phenothiazin (23) mit unterschiedlichen (E/Z)-Enolethern. 
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(E/Z)-Enolether   

67 oder 107 -109 

(eq.) 

Zeit [h]  Ausbeute [%]  

 
68 

3.0 1 81 

 
110 

1.5 4 68 

 
111 

2.0 20 72 

 
112 

1.5 3 94 

 
113 

1.0 2 72 

Tab. 6: N-Aryllethylierung mit unterschiedlichen Enolethern. 

 

Die hier entwickelte neue Methode zur (Hetero)Arylethylierung von Anilinen und 

N-Heterocyclen sollte das Repertoire zur Herstellung von (Hetero)Arylethylaminen wesentlich 

erweitern. Die verwendeten Bausteine, die (2-Metoxyvinyl)(hetero)arene, zeichnen sich im 

Vergleich zu anderen bekannten Bausteinen für die Arylethylierung 

((Hetero)Arylethylhalogenide, (Hetero)Arylacetaldehydacetale (Hetero)Arylacetylene, 

(Hetero)Arylacetaldehyde, Styrole) durch leichte Zugänglichkeit und verbesserte Stabilität aus. 

Des Weiteren sind bei dieser Methode keine teuren oder umweltbelastenden 

Metallkatalysatoren erforderlich. Die unkomplizierte Reaktionsdurchführung dieser Methode 

unter milden Reaktionsbedingungen verbunden mit der hohen Kompatibilität mit diversen 

funktionellen Gruppen sowie die nachweisliche Chemoselektivität gewährleisten eine breite 

Anwendbarkeit im Gebiet der Medizinalchemie. 

Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden kürzlich im Journal Synthesis publiziert[210]. 
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Abb. 57: Fischer-Indol Synthese zum Amin 119. 

 

Zur Synthese der Amide wurden verschieden aktivierte Carbonsäuren verwendet, die mit den 

o-Arylanilinen reagierten (Abb. 58). Zum einen wurden die Amine 114 und 115 nach 

Aktivierung der Carbonsäure 120 mit Diisopropylcarbodiimid[214] in guten bis sehr guten 

Ausbeuten zu den Amiden 122 und 123 umgesetzt. Ebenfalls in sehr guter Ausbeute verlief 

die Bildung des Amids 124 aus dem Amin 119 und dem Säurechlorid 121[144]. In der 

nachfolgenden Cyclodehydratisierung[211] mit Trifluormethansulfonsäureanhydrid und 

2-Chlorpyridin gelang unter milden Bedingungen der Aufbau der anellierten Heterocyclen 

(125-127) in 71-75 % Ausbeute. Die Verseifung der Esterfunktionen im nachfolgenden Schritt 

zu den entsprechenden Carbonsäuren (128-130) gelang in sehr guten bis ausgezeichneten 

Ausbeuten. Die Synthese der Hydroxamsäuren ausgehend von den Carbonsäuren wurde wie 

in Kapitel 3.1.1.2.2 beschrieben unter Verwendung der THP-Schutzgruppe durchgeführt. Die 

Aktivierung der Carbonsäuren 128 und 129 erfolgte durch das Carbodiimid EDC unter Zusatz 

von HOBt, sowie bei der Carbonsäure 130 durch COMU. Die Umsetzung der aktivierten 

Carbonsäuren mit dem THP-geschützten Hydroxylamin ergab die Hydroxamsäuren in ihrer 

geschützten Form 131-133 in guten Ausbeuten. Die anschließende Abspaltung der THP-

Gruppe lieferte die Zielverbindungen 134-136 in 72-95 % Ausbeute. 
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Abb. 58: Synthese der Verbindungen mit Phenyl-Linkereinheit und verschiedenen heterocyclischen Cap-Gruppen. 
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Abb. 59: Bedeutende Wirkstoffe, die den Phenothiazin-Grundkörper beinhalten. 

 

Dementsprechend umfangreich ist die Bandbreite an entwickelten Methoden zur Synthese von 

(substituierten) Phenothiazinen und deren Analoga. Bezug nehmend auf Übersichtswerke[226, 

231-233] basiert ein Großteil der Synthesestrategien zum Aufbau des Ringsystems darauf, dass 

entweder zwei S-C-Bindungen in einem Schritt oder eine S-C-Bindung und eine N-C-Bindung 

(ein oder zwei Schritte) geknüpft werden. Substituierte Phenothiazine können ferner auch aus 

bestehenden durch nachträgliche direkte Substitutionsreaktionen gebildet werden (Abb. 60). 

 

 

Abb. 60: Prinzipielle Herangehensweisen zum Aufbau von Phenothiazinen und deren Analoga. 

 

Bildung von zwei S -C-Bindungen  

Der Ringschluss unter Knüpfung von zwei S-C-Bindungen erfolgt ausgehend von 

(substituierten) Diphenylaminen bzw. Phenylazinylaminen oder Diazinylaminen durch 

Thionierung (Abb. 61). 

 



SYNTHESEN 
 

73 

 

Abb. 61: Bildung von zwei S-C-Bindungen durch Thionierung. 

 

Klassischerweise werden dazu die Amine mit elementarem Schwefel, häufig Iod-katalysiert, 

bei hoher Temperatur umgesetzt. Mitunter finden auch andere Thionierungsagenzien, wie z.B. 

Sulfurylchlorid[234] und Thionylchlorid[235], Verwendung. Diese Syntheseroute ermöglicht die 

Darstellung vieler (substituierter) Phenothiazine und ihrer Analoga, jedoch zeigt die 

Thionierung bei meta-substituierten Edukten nur geringe Regioselektivität[226] und eine 

Trennung der gebildeten Regioisomere erweist sich aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit 

zudem oft als problematisch. 

 

Bildung einer S -C-Bind ung und  einer N -C-Bindung  

Variante A:   

Bei der Ausbildung einer S-C-Bindung zusammen mit einer N-C-Bindung in einer Reaktion 

können ortho-Aminobenzothiole bzw. ortho-Aminoazinthiole mit Chinonen (auch 

heterocyclische und poycyclische Chinone), Halochinonen (auch Halohydrochinone), 

1,3-Cyclohexandionen oder verwandten Verbindungen zu Phenothiazinonen umgesetzt 

werden (Abb. 62).  

 

 

Abb. 62: Bildung von einer S-C-Bindung und einer N-C-Bindung bei der Synthese von Phenothiazinonen. 

 

Mitunter kann durch eine anschließende Reduktion die Bildung der ansonsten schwer 

zugänglichen hydroxysubstituierten Phenothiazine erfolgen. Unter Verwendung einfacher 

Benzochinone werden allerdings nur niedrige Ausbeuten erzielt und isomere Produkte treten 

ebenfalls auf[236]. 
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Variante B:   

Unter gemeinsamer Bildung von S-C- und N-C-Bindung laufen die Reaktionen zwischen ortho-

Aminobenzothiolen bzw. ortho-Aminoazinthiolen und ortho-disubstituierten Azinen zu 

Azaphenothiazinen ab. Genauso reagieren ortho-substituierte Azinthiole mit ortho-

substituierten Azinaminen. Dabei muss in ortho-Position der Azine eine entsprechend reaktive 

Abgangsgruppe (z.B. Halogensubstituent) vorhanden sein (Abb. 63). 

 

 

Abb. 63: Bildung von einer S-C-Bindung und einer N-C-Bindung bei der Synthese von Phenothiazin Analoga. 

 

Variante C :  

Häufig findet bei den Ringschlussreaktionen zuerst die Bildung einer S-C-Bindung und 

anschließend eine N-C-Bindungsknüpfung statt. In manchen Fällen werden die Sulfide auch 

in situ gebildet. Für die darauf folgende Cyclisierung wird ein Stickstoff-tragender Substituent 

(Azid- oder Aminogruppe) und gegebenenfalls eine gute Abgangsgruppe in ortho-Position des 

anderen aromatischen Rings benötigt (Abb. 64). 

 

 

Abb. 64: Bildung der N-C-Bindung nach erfolgter S-C-Bindung zur Synthese von Phenothiazien und Analoga. 
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unter basischen Bedingungen, der nucleophile Angriff des Thiols unter Ausbildung des Diaryl- 

bzw. Diazinylsulfids C statt. Entsprechend des nucleophilen Charakters von C ist 

gegebenenfalls vor dem zweiten nucleophilen Angriff eine Acylierung oder Formylierung 

erforderlich[239]. Eine N-Acylierung verhindert ebenfalls die Ausbildung einer 

Wasserstoffbrückenbindung zwischen der Nitro- und Amin-Funktion, welche die 

anschließende Cyclisierung gegebenenfalls beeinflussen würde[240]. Nach Umlagerung zum 

intermediären Sulfid E erfolgt eine weitere nucleophile aromatische Substitution des 

Sulfidanions am Nitrogruppe tragenden C-Atom, die zum Ringschluss führt. 

Trotz der häufigen anzutreffenden Cyclisierung über Smiles-Umlagerung ist die 

Anwendbarkeit auf entsprechend aktivierte Substrate und geeignete Substituenten limitiert[241-

242]. Der synthetische Aufwand wird durch zusätzliche Acylierungs- und Formylierungsschritte 

noch zusätzlich erhöht.  

 

 

Abb. 66: Synthese zu Phenothiazinen und Analoga über Smiles-Umlagerung. 

 

Neben nucleophilen Substitutionsreaktionen kann die N-C-Bindung auch in einer 

Kupplungsreaktion nach Ullman Kupfer-vermittelt geknüpft werden. Neben den verwendeten 

harschen Reaktionsbedingungen in älteren Methoden werden in neuen Ansätzen, zuweilen in 

One-Pot-Verfahren, durch Verwendung von Liganden[243], alternativen Kupferquellen und 

Basen[244] sowie niedrigeren Temperaturen Verbesserungen erzielt.  

Erst kürzlich gelang mit der Hartwig-Buchwald-Reaktion unter Verwendung relativ milder 

Bedingungen ebenfalls in einem One-Pot-Verfahren Palladium-katalysiert die C-S- und C-N-

Bindungsknüpfung ausgehend von 2-Bromthiophenol (145), ortho-Arylhalogeniden 147 und 

aliphatischen Aminen 146 unter Bildung von 10-substituierten Phenothiazinen 148[245] (Abb. 

67). 
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Abb. 67: Palladium-katalysierte Bildung einer C-S- und zwei C-N-Bindungen zu 10-substituierten 
Phenothiazinen[245]. 

 

Direkte Substitution am Phenothiazin -Ringsystem  

Substituierte Phenothiazine und Analoga können darüber hinaus über direkte 

Funktionalisierung von unsubstituierten oder bereits substituierten Phenothiazinen über eine 

Vielzahl von Substitutionsreaktionen (Lithiierung und Folgereaktionen mit Elektrophilen, 

Halogenierung, Nitrierung, Acylierung, Alkylierung) dargestellt werden. Allerdings mangelt es 

bei diesen Methoden auch oftmals an Regioselektivität[243]. 

 

3.3.2.2 SYNTHESE VON PHENOTHIAZINEN UND ANALOGA ALS CAP-GRUPPEN 

3.3.2.2.1 SYNTHESE VON SUBSTITUIERTEN PHENOTHIAZINEN 

 

Synthesen von substituierten Phenothiazinen sind seit den 1960er Jahren aufgrund der 

prominenten Vertreter aus der Promazin-Reihe und der anschließenden Suche nach weiteren 

neuen psychopharmakologischen Wirkstoffen zahlreich beschrieben. Besonders häufig 

wurden Substitutionen an Position 2 eingeführt und einige dieser Verbindungen sind sogar 

kommerziell und auch sehr kostengünstig erhältlich. Daher mussten an Position 2 substituierte 

Verbindungen im Rahmen dieser Arbeit nicht selbst synthetisiert werden. 

 

3.3.2.2.2 SYNTHESE VON 1-CHLOR-10H-PHENOTHIAZIN (154) 

 

Die Synthese von an Position 1 chloriertem 10H-Phenothiazin (154) gelang in Anlehnung an 

eine Methode von Sharma et al.[246] in zwei Syntheseschritten via Smiles-Umlagerung (Abb. 

68). 1,2-Dichlor-3-nitrobenzol (149) reagierte mit 2-Aminothiophenol (150) zum Diarylsulfid 

151 in 43 % Ausbeute. Nachfolgende Formylierung mit Ameisensäure ergab das 

N-Formylderivat 152, welches zum Teil schon unter den sauren Bedingungen durch 

nucleophilen Angriff des Formamid-Stickstoffs zum intermediären Thiol 153 umgelagert wurde. 

Daher wurde ohne weitere Auftrennung der Intermediate mit Kaliumhydroxid umgesetzt und 
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Sulfoxid 156 in sehr guten Ausbeuten von 94 % (10.0 mmol Maßstab) neben nur geringen 

Mengen an gebildetem Sulfon 155 oxidiert (Abb. 70). 

 

 

Abb. 70: Synthese des 10H-Phenothiazin-5-oxid (156) nach Gilman et al.[248]. 

 

3.3.2.2.4 SYNTHESE VON AZAPHENOTHIAZINEN  

3.3.2.2.4.1 SYNTHESE VON 1-AZAPHENOTHIAZIN (159) 

 

1-Azaphenothiazin (159) kann durch Thionierung von N-Phenyl-2-pyridinamin oder unter 

Nutzung der Smiles-Umlagerung ausgehend von 2-Chlor-3-nitropyridin und 

2-Aminothiophenol hergestellt werden. Bei der erstgenannten Methode sind im Vergleich zum 

phenylogen Produkt drastischere Reaktionsbedingungen mit höheren Reaktionstemperaturen, 

jedoch unter Erzielung schlechterer Ausbeuten, erforderlich. Die zweite Methode verläuft zwar 

mit sehr guten Ausbeuten, jedoch über vier Syntheseschritte. Daher wurde zum Aufbau des 

1-Azaphenothiazins (159) eine weitere Alternative nach Kutscher et al.[249] verwendet (Abb. 

71). In einem einstufigen Verfahren wurden 2-Chorpyridin (157) und 2-Aminothiophenol (150) 

unter Verwendung eines hochsiedenden indifferenten Lösungsmittels und katalytischen 

Mengen Iod zu 159 cyclisiert. Mechanistisch wird ein Reaktionsverlauf ähnlich der Smiles-

Umlagerung über die nicht isolierte Zwischenstufe 158 vermutet. Die Zugabe von 2 M 

Salzsäure lieferte nicht, wie beschrieben, das 1-Azaphenothiazinhydrochlorid als Präzipitat, so 

dass das Produkt nach Alkalisieren durch Extraktion mit Dichlormethan und 

Säulenchromatographie in nur mäßigen Ausbeuten (32.0 mmol Maßstab) gewonnen wurde. 

 

 

Abb. 71: Synthese von 1-Azaphenothiazin (159) nach Kutscher et al.[249]. 
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3.3.2.2.4.2 SYNTHESE VON 2-AZAPHENOTHIAZIN (164) 

 

Nach Saggiomo et al.[250] wurde das 2-Azaphenothiazin (164) über drei Stufen hergestellt (Abb. 

72). Aus 2-Bromthiophenol (160) wurde zunächst mit Natronlauge das entsprechende 

Natriumsalz gebildet, das dann mit 4-Chlor-3-nitropyridin (161) in das 2´-Bromphenyl-3-nitro-

4-pyridylsulfid (162) mit sehr guten Ausbeuten (41.9 mmol Maßstab) überführt wurde. Die 

darauffolgende Reduktion der Nitrofunktion in 162 mit Zinn(II)-chlorid in konzentrierter 

Salzsäure lieferte das Amin 163 in ausgezeichneter Ausbeute (33.0 mmol Maßstab). Nach 

Neutralisation des Reaktionsansatzes wurde das Amin anstelle von Filtration durch Extraktion 

mit Dichlormethan gewonnen. Anschließend wurde in einer Ullman-artigen Reaktion in der 

Schmelze in Gegenwart von Natriumcarbonat und katalytischen Mengen Kupfer(I)iodid 

intramolekular eine C-N-Knüpfung durchgeführt und mit einer Ausbeute von 60 % (28.0 mmol 

Maßstab) zum 2-Azaphenothiazin (164) cyclisiert. 164 wurde nicht wie beschrieben durch 

Sublimation aus der Schmelze gewonnen, sondern durch Extraktion mit Dichlormethan und 

anschließender Säulenchromatographie aufgereinigt. 

 

 

Abb. 72: Synthese von 2-Azaphenothiazin (164) nach Saggiomo et al.[250]. 

 

3.3.2.2.4.3 SYNTHESE VON 1,4-DIAZAPHENOTHIAZIN  (167) 

 

Nach einer Methode von Okafor[251] konnte in zwei Syntheseschritten das 

1,4-Diazaphenothiazin (167) erhalten werden (Abb. 73). Hierzu wurde zunächst 

2-Chlorpyrazin (165) mit Sulfurylchlorid an Position 3 mit einer Ausbeute von 68 % (22.4 mmol 
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Maßstab) chloriert. Das erhaltene 2,3-Dichlorpyrazin (166) wurde dann mit 2-Aminothiophenol 

(150) unter basischen Bedingungen zum 1,4-Diazaphenothiazin (167) umgesetzt. Eine 

Säulenchromatographie ersetzte auch hier die in der Originalliteratur beschriebene 

Aufreinigung durch Rekristallisation und lieferte 167 in einer Ausbeute von 66 % (7.07 mmol 

Maßstab). 

 

Abb. 73: Synthese von 1,4-Diazaphenothiazin nach Okafor[251]. 

 

3.3.2.2.4.4 SYNTHESE VON 3-CHLOR-1,2-DIAZAPHENOTHIAZIN  (171) UND 

1,2-DIAZAPHENOTHIAZIN  (172) 

 

Die Bildung von 1,2-Diazaphenothiazin (172) erfolgte nach Yoneda et al.[252] aus dem 3-Chlor-

1,2-diazaphenothiazin (171) (Abb. 74). Durch diesen Syntheseweg wurde mit 171 zudem noch 

ein 1,2-Diazaphenothiazin mit Chlorsubstituent in Position 3 erhalten. Zur Darstellung von 171 

wurde zuerst 2-Aminothiophenol (150) mit Kaliumhydroxid deprotoniert und mit 

3,4,6-Trichlorpyridazin (168) selektiv zum Thioether 169 in sehr guter Ausbeute (84 %, 

21.8 mmol Maßstab) umgesetzt. Die anschließende Cyclisierung mit konzentrierter Salzsäure 

gelang in nur schlechter Ausbeute (34 %, 16.6 mmol Maßstab). Durch Protonierung an N-2 in 

169 wird die intramolekulare nucleophile Substitution durch die primäre Aminogruppe 

ermöglicht. Das intermediär gebildete Hydrochlorid 170 wurde ohne weitere Aufreinigung 

durch Neutralisation mit verdünntem Ammoniak zum 3-Chlor-1,2-diazaphenothiazin (171) 

deprotoniert. Wiederholte Säulenchromatographie wurde auch hier anstelle der in der 

Originalliteratur beschriebenen Rekristallisation zur Aufreinigung von 171 durchgeführt. Im 

finalen Reaktionsschritt beschreiben die Autoren eine katalytische Hydrierung mit 

Palladium/Aktivkohle (10 % Pd) bei Raumtemperatur zur hydrogenolytischen Abspaltung des 

Chlor-Substituenten an Position 3. Ein entsprechender Versuch mit 171 führte auch nach 44 h 

zu keiner Umsetzung zum Produkt 172, so dass der Versuch abgebrochen und nach 

alternativen Bedingungen für die Hydrogenolyse gesucht wurde. Nach einigen Versuchen, in 

denen systematisch Änderungen des Reaktionsmilieus, des Drucks und der Temperatur 
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erfolgten, zeigte sich ein Überschuss an Base[253], sowie eine Druck- und Temperaturerhöhung 

auf 50 °C und 20 bar als zielführend. Nach den optimierten Reaktionsbedingungen konnte 172 

in einer Ausbeute von 65 % hergestellt werden. 

 

 

Abb. 74: Synthese von 3-Chlor-1,2-diazaphenothiazin (171) und 1,2-Diazaphenothiazin (172) nach Yoneda 
et al.[252]. 

 

3.3.2.2.4.5 SYNTHESE VON 1,6-DIAZAPHENOTHIAZIN  (177) 

 

Für 1,6-Diazaphenothiazin (177) ist auch eine Synthese über eine Smiles-Umlagerung 

beschrieben[254], kürzer ist allerdings ein alternatives Verfahren, das ebenfalls von Rodig 

et al.[240] beschrieben wurde (Abb. 75). Demnach wird aus 2-Chlor-3-aminopyridin (173) mit 

Natriumhydrogensulfid das 3-Aminopyridin-2-thiol (174) gebildet. Anstelle der berichteten 

Kristallisation in saurer wässriger Phase wurde 174 durch Extraktion mit Ethylacetat aus 

neutraler wässriger Phase in guter Ausbeute (75 %; 23.6 mmol Maßstab) gewonnen. 

Anschließend wurde 174 mit 2-Chlor-3-nitropyridin (175) unter neutralen Bedingungen zur 

Verbindung 176 in ausgezeichneter Ausbeute (93 %; 6.86 mmol Maßstab) weiter umgesetzt. 

Wie berichtet erfolgt unter neutralen Bedingungen bzw. unter Zusatz einer kleinen Menge 

Salzsäure die nucleophile Substitution durch die primäre Aminogruppe, wohingegen im 

Alkalischen das Sulfidanion nucleophil angreift. Die anschließende Cyclisierung zu 

1,6-Diazaphenothiazin (177) wurde im Alkalischen mit einer Ausbeute von 67 % (6.12 mmol 

Maßstab) durchgeführt. Maßgeblich für den finalen Cyclisierungsschritt ist nach Angabe der 

Autoren der Zusatz von Dimethylsulfoxid, welches Wasserstoffbrücken zu den H-Atomen des 

sekundären Amins in 176 bildet und dadurch intramolekulare Wasserstoffbrücken zwischen 

dieser NH-Gruppe und der Nitrogruppe verhindert. Zudem verstärkt Dimethylsulfoxid die 
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Nucleophilie des Sulfidanions, da das Anion allenfalls nur schwach durch dieses Lösungsmittel 

solvatisiert wird.  

 

 

Abb. 75: Synthese von 1,6-Diazaphenothiazin (177) nach Rodig et al.[240]. 

 

3.3.2.2.4.6 SYNTHESE VON 2,7-DIAZAPHENOTHIAZ IN (181) 

 

Nach einer Methode von Morak et al.[255] wurde das 2,7-Diazaphenothiazin (181) in einer 

einstufigen Synthese aus 4-Chlor-3-nitropyridin (161) unter Umsetzung mit Natriumsulfid 

hergestellt (Abb. 76). Die Autoren beschreiben mechanistisch die Bildung des Natriumsalzes 

von 3-Nitropyridin-4-thiol (178) aus 4-Chlor-3-nitropyridin (161), welches wiederum mit 

weiterem Edukt 161 unter reduktiven Bedingungen zum intermediären 3-Nitro-3`-amino-4,4`-

dipyridinylsulfid (179) reagiert. Eine anschließende Smiles-Umlagerung zum Dipyridinylamin 

180 soll dann die darauffolgende Cyclisierung zum 2,7-Diazaphenothiazin (181) zulassen. 

Ebenso wie bei Morak et al. beschrieben, wurden nur schlechte Ausbeuten erzielt (25.2 mmol 

Maßstab) und die Bildung von Nebenprodukten war bekannt. 
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Abb. 76: Einstufensynthese zum 2,7-Diazaphenothiazin (181) nach Morak et al.[255]. 

 

Wenngleich die Autoren über eine optimierte Synthese (Abb. 77) ausgehend von 3-Amino-

4(1H)-pyridinthion (183) mit besseren Ausbeuten berichten, wurde diese nicht befolgt, da auch 

das Intermediat 183 erst in mehreren Stufen mit einer Gesamtausbeute von 34 % herzustellen 

gewesen wäre. Neben diesen von den Autoren beschriebenen Synthesen findet sich bis dato 

kein weiterer Zugang zu 2,7-Diazaphenothiazin (181) in der Literatur. 

 

 

Abb. 77: Vermeintlich optimierte Synthese von 2,7-Diazaphenothiazin (181) nach Morak et al.[255-256]. 

 

3.3.2.2.4.7 SYNTHESE VON 3,6-DIAZAPHENOTHIAZIN  (185) 

 

Das 3,6-Diazaphenothiazin (185) wurde in Analogie zur Synthesevorschrift des 

1,6-Diazaphenothiazins (177) nach Rodig et al.[240] (Kapitel 3.3.2.2.4.5) hergestellt (Abb. 78). 

2-Chlor-3-aminopyridin (173) wurde wie zuvor beschrieben mit Natriumhydrogensulfid zum 

3-Aminopyridin-2-thiol (174) umgesetzt. Ebenso wie bei der Synthese von 

1,6-Diazaphenothiazin (177) erfolgte auch hier im Neutralen die nucleophile Substitution durch 



SYNTHESEN 
 

85 

die primäre Aminogruppe von 174 an 4-Chlor-3-nitropyridin (161) und das 3,4`-Dipyridylamin 

184 wurde in sehr guten Ausbeuten erhalten. Die finale Cyclisierung zum 

3,6-Diazaphenothiazin (185) gelang unter alkalischen Bedingungen mit einer Ausbeute von 

42 %. Erst 2016 berichteten Morak et al.[257] erstmalig die Synthese von unsubstituiertem 

3,6-Diazaphenothiazin (185) über eine Smiles-Umlagerung. Mit gleicher Anzahl an 

Syntheseschritten wird über diesen Syntheseweg aus dem Natriumsalz von 174 zusammen 

mit 161 im Alkalischen zuerst das Disulfid gebildet, welches dann nach Umlagerung zum 

gleichen Zwischenprodukt 184 weiter zur Zielverbindung 185 cyclisiert. 

 

 

Abb. 78: Synthese von 3,6-Diazaphenothiazin (185) angelehnt an Rodig et al.[240]. 

 

3.3.2.2.5 SYNTHESE DES THIAZOL-ANALOGONS 189 

 

Die Darstellung des Thiazol-Analogons 189 erfolgte nach einem französischen Patent von 

Casella Farbwerke Mainkur AG[258] in einer Kondensationsreaktion aus 

2-Chlor-2H-benzo[b][1,4]thiazin-3(4H)-on (187) und Thioacetamid (188) (Abb. 79). 

Säulenchromatographie ersetzte erneut das publizierte Aufreinigungsprozedere der 

Rekristallisation und lieferte 189 in einer mäßigen Ausbeute von 38 %. Das dazu erforderliche 

halogenierte Benzothiazinon 187 wurde durch Chlorierung von kommerziell verfügbarem 

2,3-Dihydro-3-oxobenzo-1,5-thiazin (186) an Position 2 mittels Sulfurylchlorid nach einer 

Methode von Worley et al.[259] erhalten. 
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Abb. 79: Synthese des Thiazol-Analogons 189 nach FR 1401481 A[258]. 

 

3.3.2.3 SYNTHESE VON BENZYLHYDROXAMSÄUREN MIT PHENOTHIAZINEN, PHENOTHIAZIN-

ANALOGA UND STRUKTURV ERWANDTEN VERBINDUNGEN ALS  CAP-GRUPPEN 

3.3.2.3.1 SYNTHESE DER ZIELSTRUKTUREN ÜBER EINFÜHRUNG DES BENZYL-LINKERS AM 

ZENTRALEN THIAZIN-, OXAZIN BZW . PYRIDON-STICKSTOFF 

 

Zur Darstellung der Benzhydroxamsäuren mit diversen Cap-Gruppen (20, 239-256) wurden 

hauptsächlich (un-)substituierte Phenothiazine und Phenothiazin-Analoga, sowie strukturell 

ähnliche Tricyclen verwendet (Abb. 80, Tab. 7). Diese wurden selbst synthetisiert (Kapitel 

3.3.2.2) oder waren kommerziell erhältlich. Die N-Alkylierung der N-Heterocyclen mit 

4-(Brommethyl)benzoesäuremethylester (50) unter Verwendung einer Base ergab die Ester B 

in befriedigenden bis sehr guten Ausbeuten (Tab. 7). Eine anschließende Hydrolyse mit 

Natriumhydroxid lieferte die dazugehörigen Carbonsäuren C in guten bis ausgezeichneten 

Ausbeuten, von denen ausgehend durch zwei unterschiedliche Methoden die finale Bildung 

der Hydroxamsäuren E erfolgte (Kapitel 3.1.1.2.2.2 und 3.1.1.3). Dazu wurden die 

Carbonsäuren C nach Aktivierung mit COMU zum einen direkt mit freiem Hydroxylamin 

umgesetzt oder zum anderen zuerst mit O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)hydroxylamin die THP-

geschützten Hydroxamsäuren D synthetisiert und anschließend unter sauren Bedingungen die 

THP-Gruppe abgespalten. 
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Abb. 80: Allgemeine Syntheseroute zu Benzylhydroxamsäuren. 
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Abb. 82: 1D-NOESY-Spektren der isolierten gelben und orangen N-Alkylierungsprodukte am Beispiel 208 und 257. 

 

Somit resultierten aus der N-Alkylierungsreaktion neben den gewünschten Estern 208 und 209 

auch die strukturisomeren Verbindungen 257 und 258. Zu vergleichbaren Alkylierungen am 

Azin-Stickstoff sind nur wenige Berichte zu finden[260-261] und derartige Nebenreaktionen 

konnten im Rahmen dieser Arbeit auch nur bei diesen beiden Verbindungen beobachtet 

werden. 

Diese strukturelle Besonderheit in der Verknüpfung zwischen Cap und Linker machte diese 

beiden unerwarteten Nebenprodukte gleichfalls zu interessanten Bausteinen, um die 

Hydroxamsäure-Funktion einzuführen (Abb. 83). Deshalb wurden auch 257 und 258 durch 

alkalische Hydrolyse in die Carbonsäuren 259 und 260 überführt. Nach Aktivierung der 

Carbonsäuren mit COMU und Zugabe von Hydroxylamin wurden diese direkt in die 

Hydroxamsäuren 261 und 262 umgesetzt. 
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Natriumborhydrid in Ethanol durchgeführt werden[262]. Um zur Zielverbindung 90 mit 

Hydroxamsäurefunktion zu gelangen, wurde analog zur allgemeinen Syntheseroute weiter 

verfahren (Kapitel 3.3.2.3.1, Abb. 80). 

 

Abb. 84: Syntheseroute zur Hydroxamsäure 266 mit 2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-10H-pyrido-
[3,4-b][1,4]benzothiazin-Cap. 
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4 BIOLOGISCHE TESTUNG 
 

Zur Bestimmung der biologischen Aktivität der dargestellten Zielverbindungen wurden 

verschiedene Testverfahren angewendet. Die Prüfung auf biologische Aktivität an Lysin-

Deacetylasen wurde in der Arbeitsgruppe unseres Kooperationspartners Prof. Dr. Manfred 

Jung an der Albert-Ludwigs-Universität in Freiburg am Institut für Pharmazeutische 

Wissenschaften an allen synthetisierten Zielverbindungen in vitro, sowie mit einigen 

ausgewählten Verbindungen auf zellulärer Ebene vorgenommen. Begleitet wurden diese 

Testungen von Dockingstudien, die in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Wolfgang Sippl am 

Institut für Pharmazie an der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg durchgeführt wurden. 

Zudem wurde von Prof. Dr. David W. Christianson an der Universität in Pennsylvania am 

Department Chemie zur konkreten Charakterisierung der molekularen Interaktionen eine 

Zielverbindung in einem Co-Kristallisationsexperiment mit dem Zielprotein untersucht. Des 

Weiteren wurde in hausinternen Screenings von Frau Martina Stadler auf antibakterielle und 

antimykotische Aktivität sowie die Zytotoxizität geprüft. 

 

4.1 AGAR-DIFFUSIONSTEST 

 

Alle synthetisierten Zielverbindungen wurden mit Hilfe des Agar-Diffusionstest auf ihre 

antimikrobielle Aktivität untersucht. Hierbei wird der Durchmesser eines Hemmhofs bestimmt, 

der sich bei der Anzucht von ausgesuchten Modellkeimen auf Agar-haltigem Nährboden in 

Anwesenheit der zu untersuchenden Verbindung ausbildet. Zu erkennen ist der Hemmhof 

daran, dass der Agar-Nährboden um die aufgetragene Verbindung herum klar bleibt, also kein 

Wachstum des Modellkeims stattfindet. Die so erhaltenen Daten (Hemmhofdurchmesser) 

ergeben jedoch keine quantifizierbare Aussage über die Stärke des antimikrobiellen Effekts, 

da die Hemmhofdurchmesser auch abhängig von der Diffusion der Verbindung im Nährboden 

sind. Es kann lediglich eine grundsätzliche Aktivität einer Substanz gegenüber dem Wachstum 

bestimmter Mikroorganismen abgeleitet werden. In Tab. 9 sind die eingesetzten Modellkeime 

aufgeführt. 
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Mikroorganismus  DSM-Nummer  Art  

Escherichia coli 426 grammnegatives Bakterium 

Pseudomonas marginalis 7527 grammnegatives Bakterium 

Streptococcus entericus 14446 grammpositives Bakterium 

Yarrowia lipolytica 1345 Hefe 

Candida glabrata 11226 Hefe 

Aspergillus niger 1988 Schimmelpilz 

Hyphopichia burtonii 70663 Dermatophyt 

Tab. 9: Im Agar-Diffusionstest verwendete Mikroorganismen. 

 

Infolge der Einstufung in die Risikogruppe 2 gemäß den Technischen Regeln für Biologische 

Arbeitsstoffe (TRBA) wurden die beiden Modellkeime Candida glabrata und Aspergillus niger 

im Laufe der Arbeit nicht mehr für dieses Testsystem verwendet, so dass nicht alle 

Zielsubstanzen an den in Tab. 9 aufgeführten Mikroorganismen getestet wurden. Als 

Referenzsubstanzen dienten das Antibiotikum Tetracyclinhydrochlorid (267) und das 

Antimykotikum Clotrimazol (268) (Abb. 85). Die praktische Durchführung des Agar-

Diffusionstest ist im Experimentellen Teil dieser Arbeit beschrieben (Kapitel 6.4.1). 

 

 

Abb. 85: Im Agar-Diffusionstest verwendete Referenzsubstanzen Tetracyclinhydrochlorid (267) und 
Clotrimazol (268). 

 

4.1.1 ERGEBNISSE UND DISKUSSION DES AGAR-DIFFUSIONSTEST 

 

Mit dem Agar-Diffusionstest wurden alle Zielverbindungen mit Hydroxamsäure-Funktion sowie 

die Strukturanaloga mit anderen potenziell Zink-bindenden Gruppen auf ihre antimikrobielle 

Aktivität getestet (detaillierte Auflistung der getesteten Verbindungen siehe Tab. 10 und Tab. 

11 in Kapitel 4.2.1). Keine der getesteten Verbindungen bildete einen Hemmhof bei den 

verwendeten Modellkeimen. Die Verbindungen besitzen somit kein Potential für eine mögliche 

Anwendung als Antiinfektiva. Allerdings wären von diesen bei Applikation am Menschen auch 
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keine unerwünschten gastrointestinalen Nebenwirkungen zu erwarten, welche mit 

antimikrobiellen Effekten oftmals einhergehen. 

 

4.2 TESTUNG AUF ZYTOTOXIZITÄT 

 

Alle synthetisierten Zielverbindungen wurden mittels eines Standardverfahrens nach T. 

Mosmann[263] auf ihre Zytotoxizität untersucht. Das Prinzip dieses Verfahrens beruht auf der 

Umsetzung von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT, A) zu einem 

Formazan B (Abb. 86). Das wasserlösliche, blassgelbe Tetrazoliumsalz A wird dabei unter 

Verbrauch von NADH bzw. NADPH zum wasserunlöslichen tiefblauen Formazan B reduziert. 

Diese Reaktion erfolgt mittels Enzymen des endoplasmatischen Retikulums und findet nur in 

lebenden, metabolisch aktiven Zellen statt[264]. Die Menge des gebildeten blauen Formazans 

B kann photometrisch bestimmt werden und korreliert somit direkt mit der Zellviabilität. Der 

Test wurde an Zellen der humanen Leukämie Zelllinie HL-60 durchgeführt. Als Positivkontrolle 

wurde das nicht-ionische Detergenz Triton® X-100 verwendet. Anhand der erhaltenen 

Testergebnisse lässt sich nur eine generelle Aussage zur zytotoxischen Aktivität der jeweiligen 

Verbindung treffen, jedoch nicht zum Wirkmechanismus der zu diesem Zelltod führt. Genaue 

Angaben zur praktischen Durchführung sind im experimentellen Teil dieser Arbeit zu finden 

(Kapitel 6.4.2). 

 

 

Abb. 86: Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes A zum blauen Formazan B. 

 

4.2.1 ERGEBNISSE DES MTT-TESTS 

 

In Tab. 10 werden alle gemessenen IC50-Werte der dargestellten Strukturanaloga mit diversen 

potenziell Zink-bindenden Gruppen gezeigt. Die Strukturanaloga mit Hydroxamsäure-Funktion 

wurden in gleicher Weise auf ihre Zytotoxizität geprüft. Der pan-KDAC-Inhibitor SAHA (2) 
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63 

(n=0) 

4.2  
243 
(n=1) 

4.4  
252 
(n=1) 

4.2 

 
70 

(n=2) 

4.3  
244 
(n=1) 

7.6  
253 
(n=1) 

6.5 

 
134 
(n=0) 

8.6  
245 
(n=1) 

4.2  
254 
(n=1) 

10.5 

 
135 
(n=0) 

7.9 
 

246 
(n=1) 

11.5  
255 
(n=1) 

13.1 

 
136 
(n=0) 

1.2  
247 
(n=1) 

21.9 
 

256 
(n=1) 

10.5 

 
239 
(n=1) 

9.3  
248 
(n=1) 

7.7  
261 
(n=1) 

4.5 

 
240 
(n=1) 

5.3  
249 
(n=1) 

3.0  
262 
(n=1) 

2.3 

 
241 
(n=1) 

5.9  
250 
(n=1) 

4.9  
266 
(n=1) 

13.3 

Tab. 11: Durch den MTT-Test ermittelte IC50-Werte der Verbindungen mit Hydroxamsäure-Funktion. n = Anzahl der 
Methylengruppen des Linkers. Die Referenz SAHA ergab einen IC50 > 50 µM.  
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hKDAC1  hKDAC6  

 

hKDAC1  hKDAC6  

 
20 

5.08 µM 0.022 µM  
39* 

n.i.a 27 % 

 
30* 

n.i.a 8 % 
 

40 

1.23 µM 41.7 µM 

 
31* 

n.i.a 51 % 
 

41* 

16 % 49 % 

 
33 

n.i.b n.i.b  
44* 

n.i.b n.i.b 

 
34 

n.i.b n.i.b  
45 

n.i.b 9.81 µM 

 
35* 

n.i.a 24.9 µM  
46 

0.788 µM n.i.b 

 
36* 

n.i.a 16 % 
 

53 

n.i.b 6.30 µM 

Tab. 12: Testung der Strukturanaloga mit alternativen potenziell Zink-bindenden Gruppen an hKDAC1 und 
hKDAC6. Die Inhibition wird als prozentualer Wert bei 50 µM oder durch den IC50-Wert angegeben, n.i.a keine 
Hemmung bei 50 µM, n.i.b wurde definiert als < 50 % Inhibition bei 100 µM). * Verbindung aus der Masterarbeit von 
M. Morgenstern[128]. 

 

Alle synthetisierten Zielverbindungen mit Hydroxamsäure-Funktion wurden an rekombinant 

hergestellten Enzymen der Isoform KDAC1 und KDAC6, sowie zusätzlich bei einigen 

ausgewählten Verbindungen der Isoform KDAC8 auf ihre inhibitorische Aktivität getestet (Tab. 

13). Dadurch sollte eine mögliche Isotypenselektivität eruiert werden. Als Referenzsubstanzen 

wurden die beiden KDAC6-selektiven Inhibitoren Tubacin (12) sowie Tubastatin A (14) und 

der nicht-selektive KDAC-Inhibitor SAHA (2) eingesetzt. Die rein rechnerisch ermittelten 









BIOLOGISCHE TESTUNG 
 

107 

Selektivität (231fach) auf. Tubastatin A (14), das als Leitstruktur für die Entwicklung neuer 

Inhibitoren diente, zeigte sich in dem hier verwendeten Testsystem weniger potent und selektiv 

als in der Literatur beschrieben. Von Butler et al. wurde Tubastatin A (14) mit einem IC50-Wert 

von 15 nM an KDAC6 und einer mehr als 1000fachen Selektivität gegenüber KDAC1, mit 

jedoch geringer KDAC8-Selektivität (57fach) publiziert[117]. Während Tubastatin A (14) mit 

einem IC50-Wert von 30 nM an KDAC6 in diesem Testsystem etwas weniger potent war, zeigte 

der Inhibitor gegenüber KDAC8 eine geringfügig höhere Aktivität (695 nM; 23fache 

Selektivität). Der inhibitorische Effekt auf KDAC1 nahm dagegen mit einem IC50-Wert von 

1.91 µM weitaus deutlicher zu und damit die Selektivität drastisch ab (1093fach auf 64fach). 

Der selektive Inhibitor Tubacin (12) wurde ebenfalls als Referenz in diesem Testsystem 

verwendet. Hier war der Selektivitätsverlust gegenüber KDAC1 jedoch nicht so stark 

ausgeprägt (350fach auf 144fach). Verbindung 239 mit Phenoxazin als Cap-Gruppe war mit 

einem IC50-Wert von 67 nM an KDAC6 und 4.28 µM an KDAC1 etwas weniger potent und 

selektiv als 20. Aufgrund dieser hervorragenden Testergebnisse konnte 20 schon zu einem 

sehr frühen Zeitpunkt als Leitstruktur für alle weiteren Untersuchungen zu Struktur-Aktivitäts-

Beziehungen festgelegt werden. 

 

Die Testreihe zu alternativen potenziell Zink-bindenden Gruppen wurde aus diesem Grund 

ausschließlich auf Basis des Phenothiazins mit Benzyl-Linker durchgeführt. Es zeigte sich aber 

hier eine sehr geringe Toleranz hinsichtlich einer Variation der stark Zink-bindenden 

Hydroxamsäure-Funktion (Tab. 12). Eine N,O-Dimethylierung der Hydroxamsäure-Funktion in 

39* führte zu einem drastischen Aktivitätsverlust. Dies steht in Einklang mit dem kürzlich 

beobachteten Bindungsmodus der Hydroxamsäure in der Leitstruktur 20 (Kapitel 4.6). Diese 

koordiniert nur über die OH-Funktion, vermutlich in der ionisierten Form des Oxyanions, an 

das Zinkion im aktiven Zentrum. Ortho-Aminoanilide[275] und N-Alkylhydrazide[141] wurden in 

der Literatur mit einer höheren Selektivität für Isoenzyme der Klasse I beschrieben. Diese Zink-

bindenden Gruppen führten in 40 sowie 46 zu einer Inhibition der KDAC1 im niedrigen 

mikromolaren bzw. submikromolaren Bereich bei signifikant schwächerer Aktivität an KDAC6. 

Erstaunlicherweise hemmten beide Zink-bindenden Funktionen die KDAC1 sogar stärker als 

die Hydroxamsäure-Funktion in der Leitstruktur 20. Anfänglich überraschend war die Aktivität 

des freien Hydrazids 45 an KDAC6 mit einem IC50-Wert von 10 µM. Das KDAC6-selektive 

inhibitorische Potential von Hydraziden im zweistelligen µM-Bereich wurde im Nachhinein 

durch eine Veröffentlichung von Goracci et al. bestätigt[100]. Eine infolgedessen erwogene 

Aktivitätssteigerung durch die Funktionalität des Thiohydrazids 44* blieb jedoch weit hinter den 

Erwartungen zurück. Entgegen der berichteten submikromolaren Aktivität des 

Santacruzamate A[133] an KDAC6 erwies sich dessen Zink-bindende Gruppe, das Carbamat, 

in 33 als inaktiv. Ein gleichfalls negatives Ergebnis wurde für den N-Ethylthioharnstoff 34, mit 
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Faktor ca. 4.   

Durch die Einführung von ein oder zwei Stickstoffatomen in das Phenothiazin Grundgerüst 

nahm die Aktivität gegenüber KDAC6 sogar durchwegs leicht zu. Gegenüber den zuvor 

aufgeführten Modifikationen konnte durch diese Azaphenothiazin-basierten Verbindungen 

(248 bis 255) eine Steigerung der Inhibition an KDAC6 bis auf das 4fache erzielt werden. 

Indessen wurde die KDAC1 gleichsam stärker gehemmt, was jedoch mit einer uneinheitlich 

ausgeprägten Selektivität gegenüber dieser Isoform bei den einzelnen Verbindungen 

einherging. Der deutlichste Effekt wurde hingegen bei Verbindung 248 mit einem IC50-Wert 

von 5 nM an KDAC6 und einer 538fachen Selektivität gegenüber KDAC1 erzielt. Diese 

Verbindung zeigte zudem noch eine sehr hohe Selektivität gegenüber KDAC8 (620fach). Eine 

zusätzliche Substitution am diazalogen Phenothiazin wie bei Verbindung 252 in Position 3 mit 

einem Chlor-Atom führte bei Verbindung 251 zu einem weiteren, geringfügigen 

Selektivitätsverlust. Einen zudem nachteiligen Einfluss auf die Selektivität hatte die veränderte 

Verknüpfungsposition zwischen Cap-Gruppe und Benzyl-Linker bei den Strukturisomeren 261 

und 262. Eine Verschiebung der Verknüpfung von Position 10 (Thiazin-Stickstoff) zu N-1 des 

Diazaphenothiazin-Rings ergab bei Verbindungen 262 eine verbesserte Aktivität an KDAC1 

bei gleichzeitig leicht abgeschwächter Aktivität an KDAC6. Im Fall des chlorsubstituierten 

Diazaphenothiazin-Rings sank die Aktivität der strukturisomeren Verbindung 161 gegenüber 

KDAC1 und in noch deutlicherem Ausmaß gegenüber KDAC6.   

Weitreichendere Veränderungen in der Grundstruktur wie bei Austausch eines Benzolrings 

des Phenothiazin durch einen Thiazolring in Verbindung 256 führten zu einer leicht 

verminderten Aktivität und Selektivität an KDAC6.   

Sogar durch Einführung eines Tetrahydropyridin-Rings, einem charakteristischen 

Strukturmerkmal von Tubastatin A (14) und seinem Analogon (269), in das Phenothiazin 

Grundgerüst wurde keine Verbesserung bezüglich der Selektivität erreicht. Im Gegenteil, die 

Aktivität gegenüber KDAC6 nahm geringfügig ab, während die Aktivität an KDAC1 deutlich 

gesteigert wurde, so dass 266 eine der unselektivsten Verbindungen in dieser Reihe darstellt. 

Insgesamt konnte mit der Mehrzahl der durchgeführten Modifikationen am Phenothiazin 

Grundgerüst die Aktivität der Verbindungen gegenüber der Leitstruktur 20 leicht verbessert 

werden (bis zu einem Faktor 4). Bezüglich der Aktivität gegenüber KDAC1 war bei einer Reihe 

von Verbindungen eine 200-300fache Selektivität zu erkennen. Bei der besten Verbindung 

dieser Reihe (248) konnte eine über 500fache Selektivität gegenüber KDAC1 und eine über 

600fache Selektivität gegenüber KDAC8 erzielt werden. 
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Die substituierten Phenothiazin- und Azaphenothiazin-Ringe der Analoga nehmen dabei mehr 

oder weniger die gleiche Orientierung wie der Phenothiazin-Ring der Leitstruktur 20 zu der 

Randregion des katalytischen Kanals von hKDAC6 ein. Dies ist in Übereinstimmung mit den 

nur geringfügig erzielten Veränderungen der hKDAC6 inhibitorischen Aktivität im Enzymassay 

(IC50-Werte von 0.050-0.037 µM) durch die vorgenommenen Modifikationen am Phenothiazin 

Grundgerüst. Die Strukturanaloga mit modifizierter Linkereinheit weisen dagegen 

abweichende Dockingpositionen auf. Durch die fehlende Methyleneinheit im Linker (Phenyl 

statt Benzyl) ist Verbindung 63 nicht in der Lage eine gewinkelte Konformation einzunehmen 

(Abb. 93; A). Dadurch ist die erwähnte ideale Passform zur Koordination an das Zinkion im 

Bindungskanal nicht mehr gegeben. Eine zusätzliche Methyleneinheit im Phenylethyl-Linker 

wirkt sich ebenfalls negativ aus. Im Falle von Verbindung 70 ragt der Phenothiazin-Ring über 

die Öffnung des Kanals hinaus, was offensichtlich die Interaktionsmöglichkeiten zu H500 und 

P620 verringert (Abb. 93; B).  

 

  
Abb. 93: Dockingmodelle mit hKDAC6; A) Strukturanalogon 63 mit verkürztem Linker; B) Strukturanalogon 70 mit 
verlängertem Linker. Das Zinkion ist als türkisfarbene Kugel dargestellt. Kleinere rote Kugeln kennzeichnen 
Wassermoleküle. Die gestrichelten roten Linien zeigen Wasserstoffbrückenbindungen. Die blauen Linien geben die 
Abstände in Å an. 

 

Eine Modifikation der Zink-bindenden Gruppe der Leitstruktur 20, die N,O-Dimethyl 

substituierte Hydroxamsäure 39* nimmt eine ähnliche Dockingposition ein wie die Leitstruktur 

20, ist aber nicht imstande mit dem Zinkion zu koordinieren (Abb. 94; A). Die Substanz ist 

nahezu inaktiv an der KDAC6. 

Aus Modellen der Verbindungen mit hKDAC1 war ersichtlich, dass aufgrund des engeren 

katalytischen Kanals dieses Isoenzyms die Hydroxamsäuregruppe nicht so gut an das Zinkion 

binden kann (Abb. 94; B). Im Vergleich zu hKDAC6 (Abb. 92; A) sind hier die Abstände zum 

Zinkion generell größer. Zudem können keine Wasserstoffbrückenbindungen zu H140 und 

A B 
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Y302 ausgebildet werden. Folglich konnten durch die Dockingstudien die hKDAC6-Selektivität 

der synthetisierten Verbindungen auch auf struktureller Ebene erklärt werden. 

 

 

 

 
Abb. 94: Dockingmodelle; A) hKDAC6 mit inaktiver Verbindung 39*; B) hKDAC1 mit Leitstruktur 20. Das Zinkion ist 
als türkisfarbene Kugel dargestellt. Kleinere rote Kugeln kennzeichnen Wassermoleküle. Die gestrichelten roten 
Linien zeigen Wasserstoffbrückenbindungen. Die blauen Linien geben die Abstände in Å an. 

 

4.6 CO-KRISTALLISATION SSTUDIEN 

 

Die dreidimensionale Struktur der KDAC6 blieb trotz intensiver Studien seit der erstmaligen 

Beschreibung dieses Isoenzyms im Jahr 1999 lange Zeit unbekannt. Erst 2016 wurde die 

Kristallstruktur beider katalytischer Domänen der KDAC6 im Komplex mit verschiedenen 

Substraten und Inhibitoren von Hain und Christianson[32] und Miyak et al.[37] gelöst und dadurch 

ein tieferes Verständnis hinsichtlich Katalysemechanismus, Substratspezifität und 

Inhibitorselektivität geschaffen. 

Zur strukturellen Untersuchung des tatsächlich im Enzym vorliegenden Bindungsmodus der 

Phenothiazin-basierten Benzylhydroxamsäuren wurde die potenteste und selektivste 

Verbindung 248 für Kristallisationsstudien ausgewählt. Die Kristallstruktur von Verbindung 248 

wurde im Komplex mit der katalytischen Domäne 2 der KDAC6 aus Danio rerio (zKDAC6) von 

Prof. Dr. David W. Christianson am Department Chemie an der Universität in Pennsylvania 

gelöst (Abb. 95). 

In der Kristallstruktur koordiniert Verbindung 248 monodentat an das Zinkion, wie dies zuvor 

erstmalig für den selektiven Inhibitor HPOB (16) im Komplex mit zKDAC festgestellt wurde. 

Die Hydroxamsäure bindet nur mit ihrer OH-Gruppe das Zinkion (Zn2+---O Abstand von 2.0 Å), 

während die Carbonyl-Gruppe eine Wasserstoffbrückenbindung zu einem an das Zinkion 

A B 



BIOLOGISCHE TESTUNG 
 

116 

gebundem Wassermolekül ausbildet (O---O Abstand von 2.9 Å). Das Wassermolekül bleibt 

über Wasserstoffbrückenbindungen an das Histidinpaar H573 und H574 (O---N Abstand 2.6 Å 

bzw. 2.5 Å) gebunden. Die sterisch anspruchsvolle Cap-Gruppe verhindert eine noch engere 

Annäherung an das Zinkion, so dass der übliche 5-gliedrige Chelatkomplex, der bei pan-KDAC 

Inhibitoren, wie z.B. bei Trichostatin A (1), gewöhnlich zu beobachtet ist, bei Verbindung 248 

nicht begünstigt ist. Die Aminosäure Tyrosin Y745 interagiert mit der NH- und OH-Gruppe der 

Hydroxamsäure (O---O und O---N Abstand von jeweils 2.7 Å) sowie mit der Carbonyl-Gruppe 

(O---O Abstand von 3.0 Å). Die aromatischen Seitenketten von F583 und F643 gehen 

Interaktionen mit dem aromatischen Linker ein. Die Azaphenothiazin Cap-Gruppe ist leicht 

gewinkelt. Die Ebenen mit den beiden aromatischen Ringen bilden einen Winkel von 163° 

entlang der Achse durch die beiden Heteroatome im Thiazinring, so dass der Thiazin-Stickstoff 

mit C-N-C Bindungswinkeln von 115° zwischen den C-Atomen des Tricyclus und des 

Methylenlinkers leicht pyramidal angeordnet ist. Einer der aromatischen Ringe geht van-der-

Waals Wechselwirkungen mit den Seitenketten von H463, P464 und F583 ein. Mithilfe dieser 

Kristallisationsexperimente wurde ein weiters Beispiel für diesen untypischen und zuvor 

unbeobachteten Bindungsmodus gefunden. 

 

 

Abb. 95: Co-Kristallstruktur von zKDAC6 mit 248. Das Zinkion ist als türkisfarbene Kugel dargestellt. Kleinere rote 
Kugeln kennzeichnen Wassermoleküle. Die gestrichelten roten Linien zeigen Wasserstoffbrückenbindungen. Die 
blauen Linien geben die Abstände in Å an. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG  
 

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung neuer, selektiver Inhibitoren von Lysin-Deacetylasen 

(KDACs). Diese Enzymfamilie ist ein wichtiger Regulator bei posttranslationalen 

Modifikationen diverser Proteine. Die Steuerung vieler zellulärer Prozesse macht diese 

Enzymfamilie zu einem wichtigen therapeutischen Target. Derzeit sind viele der klinisch 

relevanten KDAC-Inhibitoren jedoch nicht selektiv für einzelne Isoformen und zeigen 

dosisabhängige unerwünschte Nebenwirkungen. Selektive Inhibitoren könnten zum einen 

durch geringere Nebenwirkungen besser verträgliche Therapeutika liefern und zum anderen 

als molekulare Werkzeuge zur Untersuchung der Funktionen der einzelnen Isoformen neue 

Therapiemöglichkeiten eröffnen. 

Die KDAC6 ist aufgrund ihrer vielfältigen physiologischen Funktionen als Isoform einzigartig. 

Folglich ist eine Dysfunktion der KDAC6 mit einer Vielzahl von Erkrankungen, darunter 

verschiedenen Arten von Krebs, neurodegenerativen sowie autoimmunologischen 

Erkrankungen assoziiert. Trotz des gesteigerten Verständnisses für die spezifischen 

Funktionen der KDAC6 war ein struktur-basiertes Wirkstoffdesign aufgrund der fehlenden 

Kristallstruktur der katalytischen Domänen bis Mitte des Jahres 2016 nur begrenzt möglich.  

So war neben der Synthese von neuen Wirkstoffkandidaten ein weiteres Ziel die Entwicklung 

von selektiven KDAC6-Inhibitoren zur Weiterentwicklung des strukturellen Verständnisses 

dieser Isoform. 

Das Enzym KDAC6 besitzt, wie alle anderen klassischen KDACs auch, ein essenzielles 

Zinkion im aktiven Zentrum. Ein generell anerkanntes Pharmakophormodell der KDAC-

Inhibitoren ist in Abb. 96 (A) dargestellt.  

Ausgangspunkt für die vorliegende Arbeit war der von Butler et al.[117] kurz vor Beginn des 

Projekts publizierte KDAC6-selektive Inhibitor Tubastatin A (14) (Abb. 96, B), sowie Arbeiten 

zu anderen Inhibitoren dieser Isoform mit kürzerer Linkereinheit. Verbindungen dieses Typs 

zeigen mitunter auch Aktivität an KDAC8. Ausgehend von dem Phenothiazin-basierten 

potenten und selektiven Inhibitor 20, der als Strukturanalogon von Tubastatin A (14) zu einem 

sehr frühen Zeitpunkt dieses Projekts hergestellt wurde, erfolgten systematische 

Modifikationen der Zink-bindenden Gruppe, des Linkers und der Cap-Gruppe, um daraus 

umfassende Struktur-Aktivitäts-Beziehungen ableiten zu können und somit noch selektivere 

und/oder potentere Inhibitoren zu erhalten (Abb. 96, C) 
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Abb. 96: A) Allgemeiner Aufbau von Inhibitoren Zink-abhängiger KDACs: Die Cap-Gruppe interagiert mit der 
Randregion des katalytischen Zentrums, diese ist mit einem Linker geeigneter Länge mit der Zink-bindenden 
Gruppe (ZBG) verknüpft. Durch geeignete Kombination dieser drei Strukturelemente lassen sich 
Subtypenselektivität und Aktivität steuern. B) Leitstruktur Tubastatin A (14), publiziert im Jahr 2010. C) Selbst 
entwickelte Phenothiazin-basierte Leitstruktur 20 als Ausgangspunkt für weitere Struktur-Aktivitäts-
Untersuchungen. 

 

5.1 SYNTHESE VON VERBINDUNGEN MIT DIVERSEN POTENZIELL ZINK-BINDENDEN 

GRUPPEN 

5.1.1 SYNTHESE VON VERBINDUNGEN MIT HYDROXAMSÄURE-FUNKTION 

 

Die Zink-bindende Gruppe ist für die KDAC-inhibitorische Aktivität der Verbindungen 

maßgeblich. Die Hydroxamsäure stellt hierbei die charakteristische Zink-bindende Gruppe bei 

den literaturbekannten KDAC-Inhibitoren dar und wurde auch bei der Mehrzahl der 

Verbindungen dieser Arbeit verwendet. Aufgrund der labilen und polaren Eigenschaften der 

Hydroxamsäure wurde diese immer erst am Ende der jeweiligen Synthesesequenz eingeführt. 

Nach einer Reihe von Versuchen erwiesen sich zwei Methoden zur Synthese der 

Hydroxamsäuren als zielführend (Abb. 97). 

Bei einem Teil der Zielstrukturen wurde ausgehend von der Carbonsäure zuerst mit 

O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)hydroxylamin die THP-geschützte Hydroxamsäure hergestellt 

und anschließend daraus die freie Hydroxamsäure durch Abspaltung der Schutzgruppe 

erhalten. Zur Aktivierung der Carbonsäuren wurden zwei unterschiedliche 

Peptidkupplungsreagenzien verwendet. Dabei erwies sich COMU, ein neuerer Vertreter aus 

der Gruppe der Uronium-Salze, hinsichtlich der Entfernung von Synthesebegleitprodukten und 

möglichen Synthesenebenprodukten als vorteilhaft gegenüber der Kombination aus HOBt und 

Carbodiimid. Die Maskierung der polaren Hydroxamsäure-Funktion mit dem THP-Rest 

ermöglichte eine leichtere Aufreinigung mittels Säulenchromatographie und anschließend die 

schonende und saubere Entschützung. Das Gros der Zielstrukturen konnte aber durch direkte 

Umsetzung der Carbonsäure mit Hydroxylaminhydrochlorid nach Aktivierung mit dem 

Kupplungsreagenz COMU dargestellt werden. 

 

A B C 
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Ausgehend vom 4-Brombenzyl-Derivat 25* wurde mittels Stille-Kupplung ein 

methylsubstituierter Isoxazolring (29*) eingeführt, welcher durch katalytische Hydrierung zum 

(Z)-Enaminoketon 30* geöffnet werden konnte. 

Aus der 4-Cyanobenzyl-Verbindung 26(*) konnte durch Umsetzung mit 

Hydroxylaminhydrochlorid das Analogon 31* mit (Z)-Amidoxim-Funktion erhalten werden. Die 

4-Cyanobenzyl-Verbindung 26(*) konnte zudem mit Natriumborhydrid und Cobalt(II)-chlorid 

zum primären Amin reduziert und mit Chlorameisensäureethylester bzw. Ethylisothiocyanat 

zum einen in das Carbamat 33 und zum anderen in den Thioharnstoff 34 überführt werden. 

Ausgehend vom Ester 27(*) konnte mit dem Ruppert-Prakash-Reagenz das 

Trifluormethylketon 35* als neues Analogon synthetisiert werden, welches durch Kondensation 

mit Hydroxylaminhydrochlorid in das (E)-Trifluormethyloxim 36* überführt wurde. Die 

angestrebte Reduktion zum Trifluorethylhydroxylamin 37* als Bioisoster der Hydroxamsäure-

Gruppe gelang trotz zahlreicher Versuche nicht. Nach Hydrolyse des Esters 27(*) zur 

Carbonsäure 38(*) konnten außerdem in Folgereaktionen mit unterschiedlichen Aminen die 

Zielverbindungen 39*, 40 und 41*, sowie die Boc-geschützte Zwischenstufe 42(*) dargestellt 

werden. Durch Thionierung mit Lawessons Reagenz wurde aus dem Boc-geschützten 

Hydrazid 42(*) das entsprechende Thioanalogon 43* hergestellt. Die saure Abspaltung der 

Boc-Schutzgruppe von 42(*) und 43* führte zum Hydrazid 45 respektive Thiohydrazid 44*. Das 

Hydrazid 45 ließ sich ferner durch reduktive N-Alkylierung mit n-Butanal und 

Natriumcyanoborhydrid zum N-Butylhydrazid 46 funktionalisieren. 
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Abb. 98: Synthesen von Strukturanaloga mit alternativen Zink-bindenden Gruppen. 
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5.2 SYNTHESE VON STRUKTURANALOGA MIT MODIFIZIERTEM LINKER 

 

Zur Evaluierung des Linkers in der Leitstruktur 20 wurden homologe Strukturanaloga 

hergestellt, um die Auswirkung der Linkerlänge auf die Isotypenselektivität aufzuzeigen (Abb. 

99). Die Einführung eines kürzeren Linker-Bausteins gelang durch N-Arylierung von 

10H-Phenothiazin (23) mit 4-Fluorbenzonitril 59, gefolgt von Nitrilhydrolyse und 

anschließender Synthese der Hydroxamsäure 63 nach der etablierten Methode. Zur 

Darstellung eines Analogons mit einem um eine CH2-Einheit verlängerten Linker wurde eine 

neue Synthesestrategie für die Phenylethylierung entwickelt. Ausgehend von 23 wurde unter 

sauren reduktiven Bedingungen mittels Trifluoressigsäure/Triethylsilan und einem 

entsprechend funktionalisierten Enoletherbaustein 67 der Ester 68 dargestellt. Dieser ließ sich 

nach bewährter Methode in die Hydroxamsäure 70 überführen. 

 

 

Abb. 99: Synthese von Strukturanaloga mit variierender Linkerlänge. 
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5.3 N-ARYLETHYLIERUNG VON A ROMATISCHEN AMINEN UND N-HETEROCYCLEN MIT 

ENOLETHERN UNTER SAUREN REDUKTIVEN BEDINGUNGEN 

 

Die erfolgreiche Arylethylierung zur Synthese der Zielverbindung 70 gab Anlass, die 

Möglichkeiten und Grenzen dieser neuen Methode zur reduktiven N-Arylethylierung von 

aromatischen Aminen und N-Heterocyclen mit Enolethern unter Verwendung von 

Triethylsilan/Trifluoressigsäure zu untersuchen (Abb. 100). Die milden Reaktionsbedingungen 

dieser Methode ermöglichten eine breite Anwendbarkeit verbunden mit einer hohen 

Kompatibilität mit diversen funktionellen Gruppen, wie etwa Halogen, Olefin, Estern oder Nitro-

Gruppen (Tab. 15). Durch die Verwendung von (E/Z)-(2-Methoxyvinyl)benzol bzw. 

unterschiedlich funktionalisierten (E/Z)-Enolethern, die einfach über eine Wittig-Reaktion aus 

den entsprechenden (hetero)aromatischen Aldehyden dargestellt werden können, lassen sich 

diverse (Hetero)Arylethyl-Reste einführen. Diese (2-Methoxyvinyl)(hetero)arene weisen große 

Vorteile gegenüber bekannten Bausteinen zur Arylethylierung, wie z.B. 

(Hetero)arylethylhalogeniden, (Hetero)arylacetaldehydacetalen, (Hetero)arylacetylenen sowie 

Styrolen, auf (leicht zugänglich, stabil, mit kostengünstigen und ökologisch unbedenklichen 

Reagenzien einzuführen). Die dargestellte, inzwischen publizierte Methode konnte das 

Repertoire zur Herstellung von Arylethylaminen wesentlich erweitern[210].  

 

 

Abb. 100: N-Arylethylierung von aromatischen Aminen und N-Heterocyclen. 
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2-Chlorpyridin wurden dann die tri-/tetracyclischen Cap-Gruppen (125-127) aufgebaut. Nach 

Hydrolyse der Esterfunktion wurden die Hydroxamsäuren über die THP-geschützten 

Intermediate hergestellt. 

 

 

Abb. 101: Synthese der Hydroxamsäuren 134-136 mit verschiedenen hetereocyclischen Cap-Gruppen und Phenyl-
Linker. 
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In einem One-Pot-Verfahren wurde 2,7-Diazaphenothiazin (181) aus 4-Chlor-3-nitropyridin 

(161) und Natriumsulfid erhalten. 

In einer weiteren Modifikation wurde einer der Benzolringe des Phenothiazins durch einen 

Thiazolring ersetzt. Hierzu wurde das Benzothiazinon 186 mit Sulfurylchlorid an Position 2 

chloriert und anschließend mit Thioacetamid (188) der Thiazolring in 189 aufgebaut. 

Schließlich wurde ein charakteristisches Strukturelement des Tubastatin A (14) sowie seines 

noch potenteren und selektiveren Regioisomers 269, ein N-methylierter Tetrahydropyridinring, 

in die Phenothiazin-Grundstruktur übernommen. Hierzu wurde von dem 2-Azaphenothiazin 

206 ausgegangen, das bereits am Thiazin-Stickstoff den Linker trägt. Die Umsetzung mit 

Methyliodid zur quartären Pyridiniumverbindung und anschließende Reduktion mit 

Natriumborhydrid lieferte das partiell hydrierte Intermediat 264. 
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Abb. 102: Synthesen von diversen von Phenothiazin abgeleiteten Cap-Gruppen. 

 

5.5.2 SYNTHESE VON BENZYLHYDROXAMSÄUREN MIT PHENOTHIAZINEN, PHENOTHIAZIN-

ANALOGA UND STRUKTURV ERWANDTEN VERBINDUNGEN ALS CAP-GRUPPEN 

 

Ausgehend von den diversen Cap-Gruppen ((un-)substituierte Phenothiazine, Phenothiazin-

Analoga und strukturell ähnliche Tricyclen) wurden in einer kurzen Syntheseroute zahlreiche 

neue Zielverbindungen als Strukturanaloga des Tubastatin A (14) beziehungsweise der im 

Rahmen dieser Arbeit entwickelten Leitstruktur 20 dargestellt (Abb. 103). Basierend auf den 

Erkenntnissen der Strukturanaloga mit modifizierter Linkereinheit und der diversen potenziell 
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Zink-bindenden Gruppen wurde der Benzylhydroxamsäure-Teil (Linker-ZBG) als typisches 

Strukturelement beibehalten. In einer N-Alkylierung mit 4-(Brommethyl)benzoesäure-

methylester (50) wurden die verschiedenen Cap-Gruppen mit der Benzyl-Linker-Einheit 

substituiert. Nach Hydrolyse der Esterfunktion der Intermediate 27, 196-213 zu den 

Carbonsäuren 38, 214-231 erfolgte die Synthese der Hydroxamsäuren 20, 239-256 wie zuvor 

beschrieben durch direkte Umsetzung der aktivierten Carbonsäure mit 

Hydroxylaminhydrochlorid oder über das THP-geschützte Intermediat mit anschließender 

Abspaltung der Schutzgruppe. 

 

 

Abb. 103: Allgemeine Syntheseroute zu Benzylhydroxamsäuren mit diversen Cap-Gruppen. 

 

Die Strukturisomere 257 und 258 fielen als Nebenprodukte bei der N-Alkylierung der 

Diazaphenothiazine 171 und 172 an (Abb. 104). Die erfolgte Alkylierung am Diazin-Stickstoff 

(N-2) neben der gewünschten Position am Thiazin-Stickstoff konnte mit Hilfe von 2D-NMR-

Spektren und 1D-NOESY-Experimenten belegt werden. Diese Verbindungen mit strukturell 

andersartiger Verknüpfung zwischen Cap und Linker wurden ebenfalls in die dazugehörigen 

Hydroxamsäuren überführt. 
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Abb. 104: Entstehung von strukturisomeren Verbindungen 257 und 258. 

 

5.6 BIOLOGISCHE AKTIVITÄT AN LYSIN-DEACETYLASEN  

5.6.1 IN VITRO-AKTIVITÄT  

 

Im Lysin-Deacetylase Assay zeigte die Phenothiazin-basierte Verbindung 20 eine 

ausgesprochen gute Inhibition der KDAC6 (IC50 = 22 nM) bei hoher Selektivität (231fach) 

gegenüber KDAC1. Diese Verbindung übertraf damit sogar in diesem Testsystem die 

ursprüngliche Leitstruktur Tubastatin A (14) (IC50 = 30 nM, 64fach Selektivität) und bildete 

somit die Basis für fast alle folgenden Arbeiten. Beide Verbindungen zeigten aber keine 

besonders hohe Selektivität gegenüber KDAC8 (67fach 20 vs. 23fach 14). 

Die Bedeutung der Hydroxamsäure-Gruppe in der Leitstruktur 20 sollte analysiert werden, 

indem Analoga mit anderen (literaturbekannten und selbst entworfenen) Zink-bindenden 

Gruppen synthetisiert wurden. Keine dieser Verbindungen zeigte eine annähernd starke 

KDAC6-Inhibition wie die Leitstruktur 20. Die besten Aktivitäten aus der Reihe der alternativen 

Zink-bindenden Gruppen erzielten noch der Phosphonsäuremonotheylester 53 und das 

Hydrazid 45 mit IC50-Werten an KDAC6 im niedrigen mikromolaren Bereich. Die Idee, 

ausgehend von einer Selektivität vermittelnden Cap-Gruppe in Kombination mit einer 

passenden Linker-Einheit neue Zink-bindende Gruppen zu etablieren, konnte keine 

gleichwertige Alternative für die umstrittene Hydroxamsäure-Funktion aufzeigen. 

Die Ergebnisse der Variationen der Linker-Einheit stellen die Bedeutung des Benzyl-Linkers 

in der Leitstruktur 20 heraus. Eine Veränderung der Linkerlänge hatte sowohl Auswirkung auf 

die Aktivität als auch Selektivität. Dabei wurde die Verlängerung um eine CH2-Einheit, mit 

einem Phenylethyl-Linker bei Verbindung 70, eher toleriert. Die resultierende Aktivität lag noch 

im submikromolaren Bereich, bei jedoch geringerer Selektivität gegenüber KDAC1. Die 

Verkürzung der Linkerlänge um eine CH2-Einheit führte dagegen in Verbindung 63 zu einem 

starken Aktivitätsverlust bei fast vollständigem Verlust der Selektivität. 
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vereinigten organischen Phasen werden mit gesättigter wässriger Kochsalzlösung gewaschen 

und über Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel wird im Vakuum entfernt und das 

Rohprodukt mittels Säulenchromatographie aufgereinigt. 

Arbeitsvorschrift  D: Hydrolyse der Carbonsäuremethylester und des 

Phosphonsäurediethylesters 24  

Der Ester wird in einem Gemisch aus 1,4-Dioxan/Wasser (1:1) suspendiert. Dann wird 2 M 

Natriumhydroxid-Lösung (5.0 eq. für 24, 2.5 eq. oder 1.2 eq. für Carbonsäuremethylester) 

hinzugefügt und das Gemisch bei Raumtemperatur oder erhöhter Temperatur gerührt. Nach 

vollständiger Umsetzung (DC-Kontrolle) wird die Lösung gegebenenfalls auf Raumtemperatur 

abgekühlt und mit 2 M Zitronensäure oder 2 M Salzsäure angesäuert (pH 4). Der dabei 

ausgefallene Feststoff wird unter Vakuum abfiltriert, mit Waser gewaschen und getrocknet. 

Sofern keine Ausfällung des Produkts erfolgt, wird der Reaktionsansatz wiederholt mit dem 

angegebenen organischen Lösungsmittel extrahiert. Nach Waschen der vereinigten 

organischen Phasen mit gesättigter wässriger Kochsalzlösung wird die Lösung über 

Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Weitere 

Aufreinigungsschritte sind nicht erforderlich. 

Arbeitsvorschr ift  E: Synthese THP -geschützter Hydroxamsäuren mittels 

Benzotriazolderivat (HOBt)  

Die Carbonsäure wird in Dichlormethan und Triethylamin (1.7 eq.) gelöst. Zu dieser Lösung 

werden 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimidhydrochlorid (EDC) (1.2 eq.), 

1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) (1.2 eq.) und O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)hydroxylamin 

(1.2 eq.) hinzugefügt und das Gemisch bei Raumtemperatur gerührt. Nach der angegebenen 

Zeit wird die Lösung wiederholt mit einer gesättigten wässrigen Natriumhydrogencarbonat 

Lösung gewaschen und über Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel wird im Vakuum 

entfernt und das Rohprodukt mittels Säulenchromatographie aufgereinigt. 

Arbeitsvorschrift F: Synthese THP -geschützter Hydroxamsäuren mittels COMU  

Die Carbonsäure wird unter N2-Atmosphäre in trockenem DMF gelöst, auf 0 °C gekühlt und 

Triethylamin oder N,N-Diisopropylethylamin (2.0 eq.) zugetropft. Eine Lösung von COMU 

(1.5 eq.) in trockenem DMF wird der Lösung zugefügt und 5 min gerührt. Danach wird eine 

Lösung von O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)hydroxylamin (1.5 eq.) in trockenem DMF 

zugegeben. Die Lösung wird eine Stunde bei 0 °C und anschließend bei Raumtemperatur 

gerührt. Dann wird der Reaktionsansatz in Wasser gegeben und wiederholt mit Dichlormethan 

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesättigter wässriger 

Kochsalzlösung gewaschen und über Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel wird im 

Vakuum entfernt und das Rohprodukt mittels Säulenchromatographie aufgereinigt. 
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Arbeitsvorschrift J : Wittig -Olefinierung von Aldehyden zu Enoleth ern 

Methoxymethyltriphenylphosphoniumchlorid (1.3 eq.) wird unter N2-Atmosphäre in trockenem 

Tetrahydrofuran suspendiert und auf 0 °C oder -78 °C gebracht. Nach langsamer Zugabe der 

angegebenen Base (1.3 eq.) wird 30 min bei 0 °C oder -78 °C gekühlt. Der Aldehyd (1.0 eq.) 

wird unter N2-Atmosphäre in trockenem Tetrahydrofuran gelöst, ebenfalls auf 0 °C oder -78 °C 

gebracht und zum Reaktionsgemisch zugetropft. Danach wird die Kühlung beendet und die 

Reaktion bei Raumtemperatur fortgesetzt. Der Reaktionsansatz wird in Wasser gegeben und 

mit 2 M Salzsäure angesäuert (pH 4) und wiederholt mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 

organischen Phasen werden mit gesättigter wässriger Kochsalzlösung gewaschen und über 

Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lösungsmittel wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt 

mittels Säulenchromatographie aufgereinigt. 

 










































































































































































































































































































































