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1 Einleitung

Die Entwicklung innovativer Wirkstoffe zur Behandlung von Tumorerkrankungen, die
selektiv maligne Zellen adressieren, ist eine der gro3ten Herausforderungen unserer Zeit.
Trotz der enormen Fortschritte, die auf diesem Gebiet in den letzten Jahrzehnten erzielt
wurden, sind Tumorerkrankungen, neben Herz-Kreislauf-Erkrankungen, die zweit-
hiufigste Todesursache in den industriell entwickelten Lindern.' Nach Angaben der
Jnternational Agency for Research on Cancer‘ (IARC) der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) wurden im Jahr 2012 weltweit 14.1 Mio. Neuerkrankungen? gemeldet und
ca. 8.2 Mio. Menschen sind aufgrund von Tumoren gestorben.l'! Zu den am hiufigsten
diagnostizierten Tumorarten, die gleichzeitig fiir die meisten Todesfille verantwortlich
sind, gehdren Brust-, Prostata-, Darm- und Lungentumoren.’(?! Bis zum Jahr 2030 wird
erwartet, dass diese Zahlen auf 21.7 Mio. Neuerkrankungen und 13 Mio. Todesféllen
ansteigen.[!l Neben den Hauptrisikofaktoren, zu denen Mangelernihrung (ballaststoff-
arme Ernihrung), Ubergewicht, Bewegungsmangel, iiberméBiger Tabak- sowie Alkohol-
konsum zéhlen, hat auch die demographische Entwicklung (wachsende Bevolkerungs-
zahl und steigende Lebenserwartung) einen wesentlichen Einfluss auf die zunehmende
Morbiditit.”] Da mit zunehmendem Alter die Funktionen der kdrpereigenen Zellre-
paraturmechanismen abnehmen und die Wahrscheinlichkeit fehlerhafter Zellteilung
zunimmt, steigt das Risiko fiir die Entstehung von Tumoren. Trotz stetig verbesserter
Diagnose- und Friiherkennungsmdglichkeiten und beachtlichen Fortschritten in der
Tumortherapie, ist eine Heilung bzw. eine deutliche Verldngerung der Lebenszeit nur bei
wenigen Tumoren mdglich. Oftmals kann nur eine Teilremission, eine Linderung tumor-
bedingter Symptome oder eine begrenzte Lebenszeitverlingerung erzielt werden. Die
Entwicklung arzneistoffinduzierter Resistenzen und die mangelnde Selektivitdt vieler
Pharmaka verdeutlichen zudem den wachsenden Bedarf an innovativen Strategien fiir die
Tumortherapie und an nebenwirkungsarmen Antitumorwirkstoffen mit hoher Selektivitét

gegeniiber Tumorzellen.

Durch die Aufklarung wichtiger biologischer Vorgédnge, die zur Tumorentstehung

beitragen, erdffnen sich vielversprechende neue Therapiemdglichkeiten. Neben der

!'In Lindern mit geringem bis mittlerem Einkommen sind die hiufigsten Todesursachen Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, Infektions- und parasitire Erkrankungen gefolgt von Tumorerkrankungen.?

2 Nicht-melanozytirer Hauttumore sind bei diesen Zahlen nicht beriicksichtigt.?!

3 Die drei hdufigsten Tumorarten in den Industrieldndern sind bei Ménnern: Prostata, Lunge, Darm und bei
Frauen: Brust, Darm, Lunge. In den Schwellen- und Entwicklungsldander sind es bei Ménnern: Lunge,
Leber, Magen und bei Frauen: Brust, Gebarmutter und Lunge.!
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1 Einleitung

Akkumulation genetischer DNA-Defekte, finden im Verlauf der Tumorprogression auch
Verinderungen auf epigenetischer Ebene statt.** Stérungen der epigenetischen
Regulationsmechanismen konnen essentielle zelluldre Prozesse wie die Proliferation,
Differenzierung und Apoptose negativ beeinflussen und so zur Tumorentstehung
beitragen.’] Histondeacetylasen (HDAC), eine Enzymfamilie, die in bestimmten
Tumoren {iberexprimiert ist, haben eine globale Regulationsfunktion bei vielen dieser
Zellvorginge und stellen ein attraktives Target der Wirkstoffentwicklung dar.!%” HDAC-
Inhibitoren (HDACIi) greifen in die epigenetischen Regulationsmechanismen ein und

konnen auf die charakteristischen Eigenschaften der Tumorzellen Einfluss nehmen.

Ein weiteres Ziel fiir die Entwicklung von Tumortherapeutika ist das Hitze-Schock-
Protein 90 (HSP90). Als Chaperon unterstiitzt es Klientproteine bei der korrekten Faltung
in ihre funktionelle Konformation.[®! Es ist an einer Reihe zellulirer Prozesse beteiligt
und schiitzt Zellen vor intrazelluldren Stress. Zu den Klientproteinen zdhlen dabei auch
tumorassoziierte Proteine.””) HSP90 nimmt dadurch Einfluss auf die Entartung von Zellen
und trigt zur Entstehung und zum Uberleben von Tumorzellen bei. Zudem weist HSP90
in Tumorzellen hiufig eine erhdhte Expression und Chaperonaktivitit auf.'”) HSP90-
Inhibitoren (HSP90i) sind daher von groBem therapeutischem Interesse und bieten

vielversprechende Strategien zur Behandlung von Tumorerkrankungen.[®-!1]

Weiterhin bieten Peptide und ihre Analoga vielversprechende Einsatzmoglichkeiten als

Antitumorwirkstoffe.[12-14

1 Peptide besitzen dabei hiufig neben einer guten Effektivitit
auch eine hohe Spezifitidt mit geringem Nebenwirkungspotential. Diese Faktoren machen
Peptide zu attraktiven Kandidaten fiir die Wirkstoffentwicklung. Die guten Peptid-
wirkstoffe erweisen sich jedoch, aufgrund der geringen metabolischen Stabilitdt, der
unzureichenden Bioverfiligbarkeit und ihrer Konformationsflexibilitit, hdufig als weniger
erfolgsversprechende Arzneistoffe.l!’! Die Entwicklung von Peptidanaloga (Peptido-
mimetika) ist daher von hohem pharmazeutischem Interesse. Beim Design von
Peptidomimetika koénnen durch den Einsatz von unnatiirlichen Aminosduren und
Aminosdureanaloga die pharmazeutisch wichtigen Eigenschaften der natiirlichen Peptide
verbessert werden.!'%!"] Zusitzlich kdnnen essentielle und komplexe Sekundirstrukturen
der urspriinglichen Peptidvorbilder hidufig durch relativ kurze Peptidanaloga rekonstruiert

und nachgeahmt werden.[18-20]

Diese Arbeit befasst sich daher mit der Entwicklung und der Synthese neuartiger

peptidomimetischer Substanzklassen mit antitumoraler Aktivitt.



1.1 Tumorerkrankungen

Tumoren sind Ansammlungen von entarteten Gewebeneubildungen (Neoplasien), die
durch Storungen der Kontrollmechanismen entstehen, die fiir die Regulierung des Zell-
wachstums notwendig sind.”!! Die entarteten Zellen sind dabei hiufig gekennzeichnet
durch eine rapide Zellteilung und ein unkontrolliertes Wachstum. Die grof3e Vielzahl an
Tumorerkrankungen* wird in systemische Erkrankungen des Lymphsystems (Lym-
phome), des Blutsystems (Leukimien) und in solide Tumoren eingeteilt.*!! Die soliden
Tumoren sind dabei nach der Lokalisation im menschlichen K6rper benannt. Es wird da-
bei zwischen benignen (gutartigen) und malignen (bosartigen) Neoplasien unterschieden.
Im Gegensatz zu den benignen Neoplasien sind maligne Tumoren invasiv. Sie wachsen
in benachbarte Gewebe ein und zerstoren dabei gesunde Zellen. Weiterhin neigen
maligne Neoplasien zur Metastasierung, wobei Tochtertumoren in entfernten Bereichen

des Korpers gebildet werden.

Die Entstehung von Tumoren durch ein unkontrolliertes Wachstum entarteter Zellen ist
ein komplexer Vorgang und das Resultat von Mutationen und Verdnderungen, die auf
genetischer oder epigenetischer Ebene stattfinden.>?’] Eine wesentliche Rolle spielen
dabei Verdnderungen an tumorrelevanten Genen, insbesondere den Tumorsuppressor-
genen und Onkogenen.** Die Tumorsuppressorgene greifen regulierend in den Zell-
zyklus und die Apoptose ein und verhindern die Transformation von gesunden zu
entarteten Zellen. Onkogene hingegen fordern die Zellteilung und begiinstigen den
Ubergang vom normalen Wachstumsverhalten der Zelle zum unkontrollierten malignen
Zellwachstum. Ungleichgewichte bei der Expression der Gene bewirken Verdnderungen
der zelluldren Signalverarbeitung und Storungen der Kontrollmechanismen des streng
regulierten Zellzyklus. Entartete Zellen werden normalerweise vom Immunsystem
erkannt und eliminiert. Tumorzellen besitzen aufgrund von Mutationen besondere

Eigenschaften, wodurch sie diese Immunantworten umgehen kénnen (Abb. 1.1).1%!

“ Die Vielzahl an unterschiedlichen malignen Tumorerkrankungen wird umgangssprachlich auch unter dem
Sammelbegriff ,Krebs® zusammengefasst.
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Permanente
Wachstumssignale

Resistenz gegenliber
wachstumshemmenden
Signalen

Umgehung der
Apoptose

Anregung der Invasion und
Angiogenese Metastasierung

Unbegrenztes
Replikationspotential

Abb. 1.1: Kennzeichen von Tumorzellen. (adapted with permission from Elsevier: Cell *5),
copyright 2011).

Sie umgehen wachstumshemmende Signale und erhalten gleichzeitig permanent

[25] Daraus resultieren eine schnelle Proliferation und ein unkon-

Wachstumssignale.
trolliertes Wachstum. Weiterhin ist die Apoptose sehr stark vermindert, so dass die Zellen
trotz DNA-Schiden iiberleben und Defekte repliziert werden. Tumorzellen besitzen dabei
ein unbegrenztes Replikationspotential. Um eine kontinuierliche Versorgung mit
ausreichend Néahrstoffen zu gewihrleisten, kommt es ab einer bestimmten Tumorgrdf3e
zur Anregung der GefaBBneubildung (Angiogenese). Dariiber hinaus sind maligne Zellen
genetisch sehr instabil und besitzen ein hohes Anpassungsvermogen an die
Gegebenheiten der Umgebung. Sie wachsen in fremde Gewebe ein und zerstoren diese
(Invasion) und kdnnen sich dartiber hinaus tiber den Korper fortbewegen und in fremde

(23] Damit aus einer normalen Zelle eine Tumorzelle wird,

Gewebe Metastasen ausbilden.
miissen mehrere dieser Eigenschaften gleichzeitig auftreten.?®2”) Kommt es zu einer
Akkumulation mehrerer Merkmale, konnen die Defekte der Zellzyklusregulationsgene
nicht mehr ausreichend behoben werden. Es kommt zu einem deregulierten Gleich-
gewicht zwischen Proliferation und Apoptose, das in Folge des Wachstumsvorteils eine

Ausbreitung der transformierten Zellen und die Entstehung eines Tumors nach sich zieht.
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1.1.1 Tumortherapie
Eine diagnostizierte Tumorerkrankung kann auf unterschiedliche Weise behandelt
werden. Die Tumortherapie wird dabei individuell angepasst, je nach Art, Gro3e und
Lokalisation des Tumors, Stadium und Fortschritt der Krankheit sowie dem Patienten
selbst. Zu den therapeutischen Methoden zédhlen die chirurgische Entfernung solider
Tumoren, die lokale Bestrahlung der Tumorzellen mit Rontgen- oder Gammastrahlen und
die medikamentdse Behandlung (Chemotherapie). Unter den genannten Therapieformen
hat die Chemotherapie die grofite Bedeutung, da sie nicht lokal eingeschréinkt ist, sondern
die Therapeutika auf Tumorzellen im ganzen Ko&rper wirken. Héaufig wird die
Chemotherapie zusitzlich nach einem erfolgreichen chirurgischen Eingriff oder nach
einer Bestrahlung eingesetzt. Dadurch soll restliches Tumorgewebe vollstindig eliminiert
und ein erneutes Tumorwachstum verhindert werden. Bei Tumoren in fortgeschrittenen
und metastasierten Stadien sowie bei nicht soliden Tumorerkrankungen ist die
Chemotherapie meist die einzige mogliche Therapieform. Die medikamentdsen
Behandlungsmdglichkeiten werden in die klassische Chemotherapie und in die

zielgerichteten Therapien (7Targeted Therapy) unterteilt.

1.1.1.1 Klassische Chemotherapie
Konventionelle oder ,klassische* Chemotherapeutika sind zelltoxische Substanzen,
sogenannte Zytostatika.l?’!! Diese greifen stérend in Stoffwechselprozesse und die
Zellteilung ein, wodurch das Zellwachstum gehemmt und die betroffenen Zellen zerstort
werden. Der wesentliche therapeutische Angriffspunkt der Zytostatika nutzt die starkere
Proliferation der Tumorzellen im Vergleich zum Zellwachstum normaler Gewebe.!*8! Die
sich rasch teilenden Tumorzellen sind empfindlicher gegeniiber den klassischen
Chemotherapeutika und werden durch diese in ihrem Wachstum stirker gehemmt als die
meisten gesunden Zellen. Es gibt verschiedene Substanzklassen, die ihre Wirkung auf
unterschiedliche Weise erzielen. Einige der Verbindungen haben direkten Einfluss auf
die DNA, indem sie an diese binden oder als ,,falsche* Stoffwechselbausteine eingebaut
werden, wihrend andere Zytostatika Enzyme inhibieren, die bei der Zellteilung eine

28]

wichtige Rolle spielen.”®! Die Tab. 1.1 gibt einen Uberblick iiber ausgewihlte

Substanzklassen und ihre Wirkmechanismen, die in der klassischen Chemotherapie

eingesetzt werden.!28-3



1.1 Tumorerkrankungen

Tab. 1.1: Ausgewdhlte Substanzklassen klassischer Chemotherapeutika.

Substanzklasse Wirkprinzip

Antimetabolite Natiirliche Stoffwechselbausteinen werden durch ,falsche’
Substrate verdridngt und ersetzt. Dies beeintrachtigt wichtige
Stoffwechselprozesse und die DNA-Replikation und stort die
Synthese von Nucleinsduren und Nukleotiden. Beispiele sind
Purin- und Pyrimidinanaloga sowie Folsédureantagonisten.

DNA-Alkylanzien Kovalente Bindungen an DNA-Basen fiihren zu Verdnderungen
(Quervernetzung, Strangbriiche und abnormale Basenpaarung).
Die DNA-Replikation wird beeintrachtigt und somit die Zell-
teilung. Zu den Substanzklassen zdhlen Alkylsulfonate, Nitroso-
harnstoffe, Platin-, Hydrazin- und N-Lost-Derivate.

Mitosehemmstoffe Hemmung des Zellteilungsprozesses durch Beeinflussung des
Spindelapparates iiber die Mikrotubulifunktion. Vinca-Alkaloide
hemmen die Tubulinpolymerisation und hindern den Aufbau des
Spindelapparates, Taxane hemmen die Depolymerisation. Durch
beide Mechanismen wird der Spindelapparat negativ beeinflusst.

Topoisomerase- Die DNA-Replikation bei der Zellteilung wird durch Topo-

hemmstoffe isomerasen erleichtert, indem sie DNA-Stringe kurzfristig
brechen und sie nach der Replikation erneut ligieren. Einzelstrang-
(Topoisomerase 1) und Doppelstrangbriiche (Topoisomerase 1I)
werden unterschieden. Hemmung der Enzymaktivititen fiihrt zu
vermehrten Strangbriichen und der Zelltod tritt ein.

Antibiotikaderivate =~ Mehrere Mechanismen tragen zur zytostatischen Wirkung bei.
Einige interkalieren mit der DNA und RNA und storen so die
DNA/RNA-Synthese, andere induzieren durch Radikalbildung
und Hemmung der Topoisomerase II DNA-Strangbriiche. Die
wichtigsten Vertreter dieser Klasse sind die Anthracycline.

Die allermeisten dieser Zytostatika haben den Nachteil, dass sie nicht ausreichend
tumorspezifisch wirksam sind. Sie unterscheiden nur unzureichend zwischen gesunden
Zellen und Tumorgewebe, wodurch eine substanzielle Toxizitit gegeniiber gesunden
Gewebe besteht. Hierbei werden insbesondere Zellen geschadigt, die ein dhnliches
Zellteilungsvermdgen aufweisen wie die entarteten Tumorzellen.*% Als Folge treten eine
Reihe schwerer Nebenwirkungen auf.[*’! Unter anderen kann es zu Ubelkeit, Erbrechen,
Haarausfall, Schleimhautproblemen und Verdnderungen des Blutbilds kommen. Bei
einigen Zytostatika konnen Spitfolgen wie Unfruchtbarkeit, Organschiden und die
Bildung von Zweittumoren auftreten. Die Auspriagung der Nebenwirkungen héngt, neben
der individuellen Situation und dem Patienten, sehr stark vom Zytostatikum und der

Dosierung ab. Letzteres ldsst sich aufgrund der mangelnden Selektivitidt nur schwer



1.1 Tumorerkrankungen

einstellen. Es werden zudem hiufig Kombinationstherapien mehrerer Chemotherapeutika
eingesetzt, um unerwiinschte Arzneimittelauswirkungen gering zu halten. Ein Hauptziel
der pharmazeutischen Forschung ist daher die Entwicklung von Arzneistoffen, die sich
gezielt gegen entartete Tumorzellen richten, sogenannte Targeted Therapies.3'-33]
1.1.1.2 Zielgerichtete Tumortherapie (7Targeted Therapy)

Anders als klassische Chemotherapeutika, die ihre Wirkung direkt antiproliferativ
entfalten und so auch schnell wachsende gesunde Zellen beeintrachtigen, greifen
gerichtete Therapeutika gezielt in molekulare Vorginge auf Zellebene ein, die eine
zentrale Rolle bei der Zellteilung und dem Wachstum von Tumoren spielen.[**! Die
Arzneimittel sollen moglichst spezifisch Tumorzellen adressieren und dadurch eine
geringere Toxizitdt gegeniiber gesunden Zellen und weniger Nebenwirkungen auf-

39 Als molekulare Targets dienen spezifische Angriffspunkte, durch die sich

weisen.
entartete Zellen von normalen Gewebe abgrenzen und die fiir die genetischen Verin-
derungen der Tumorzellen verantwortlich sind. Hiufig sind davon Proteine betroffen, die
an der Bildung und Weiterleitung von Wachstumssignalen oder an der Regulation der
Differenzierung beteiligt sind. Durch unterschiedliche Wirkmechanismen kann in die
gestorten Regulationsvorgidnge maligner Zellen eingegriffen werden. So haben Wirk-
stoffe unter anderen die Neutralisation von Signalliganden (Wachstumsfaktoren), die
Blockade der Ligand-Rezeptor-Interaktionen durch Besetzen der Rezeptorbindungs-
stellen oder die Unterbrechung der Signalweitergabe zum Ziel.?>*% Weiterhin kénnen
bestimmte Arzneistoffe die Ver- oder Entsorgungsprozesse der Tumorzellen beein-
flussen, wodurch der Stoffwechsel der Zellen beeintrichtigt wird. Zu den bekanntesten
zielgerichteten Therapeutika zéhlen monoklonale Antikorper, die an spezifische Zell-
oberfldchenstrukturen von Tumorzellen binden und niedermolekulare Verbindungen
(Small Molecules), die intrazellulir spezifische Signaliibertragungswege blockieren.2831]
Zur Therapie von Tumoren mit hormonabhingigem Wachstum sind zudem Hemmstofte
der Hormonbiosynthese, Hormone oder Hormonrezeptorantagonisten integrale Bestand-
teile gerichteter Therapien.[*®*) Eine Ubersicht ausgewihlter Wirkstoffklassen in der

zielgerichteten Tumortherapie gibt Tab. 1.2.[28.33:35.36]
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Tab. 1.2: Ausgewdhlte Wirkstoffklassen zielgerichteter Tumortherapien.

Wirkstoffklasse Wirkmechanismus

Monoklonale Binden an spezifische Strukturen auf der Zelloberfldche (Antigene)

Antikorper und konnen auf unterschiedliche Weise wirken. Entweder werden
Tumorzellen durch sie ,markiert“ und es kommt zu einer
Immunreaktion. Oder das Antigen ist ein Wachstumsfaktorrezeptor
und wird fiir den Wachstumsfaktor blockiert, wodurch Zellteilung,
Wachstum und Angiogenese beeintrachtigt werden. Zudem kann an
den Antikdrper noch ein zytotoxisches Fragment (Zytostatika,
Radionuklid oder Toxin) gekoppelt sein, das nach der Bindung an
das Antigen freigesetzt wird.

Signaltransduktions- Unterbrechung wichtiger Signaliibertragungswege in der Tumor-

hemmer zelle durch Blockade zellinneren Teile der Rezeptoren (Kinasen).

(Small Molecules) Wichtigste Vertreter dieser Klasse sind die Tyrosinkinase, mTOR-
Kinase- und Multikinaseinhibitoren.

Proteasomhemmer  Die Funktion des Proteasom-Enzymkomplexes wird gehemmt,
(Small Molecules) wodurch wichtige Proteolyse-Prozesse, wie der Abbau fehlerhafter
Proteine, unterdriickt werden, was zum Zellteilungsstopp und zur

Apoptose fiihrt.
Modulatoren der Modifizieren Proteinfunktionen, die eine Rolle bei der Regulation
Genexpression der Genexpression spielen (z.B. Histondeacetylaseinhibitoren)
(Small Molecules)
Hormontherapien Hemmen das Wachstum hormonempfindlicher Tumorzellen durch

Blockade der Bildung oder Wirkung der fiir das Tumorwachstum
relevanten Hormone (z. B. bei Brust- und Prostatatumoren)

Trotz der Fortschritte auf dem Gebiet der Targeted Therapy ist die gerichtete Therapie
nur bei bestimmten Tumoren erfolgreich und in ihrer Anwendung eingeschrinkt. Jeder
Tumor weist unterschiedliche molekulare Merkmale und andere Eigenschaften auf.
Dadurch steht nicht fiir jede Tumorerkrankung eine zielgerichtete Behandlung zur
Verfligung. Ob ein Tumor die jeweiligen Zielstrukturen, gegen die sich die Wirkstoffe
richten, vorweist und ob somit eine Targeted Therapy fiir die Behandlung in Frage
kommt, muss individuell durch spezielle molekularbiologische Tests gepriift werden. Um
eine hohere Wirksamkeit zu erzielen und die Behandlung so effizient wie moglich zu
gestalten, werden zielgerichtete Wirkstoffe meist mit einer klassischen Chemotherapie
kombiniert. Wie die klassische Chemotherapie ist auch diese Form der Therapie nicht frei
von Nebenwirkungen. Die Auspriagung und Art der Nebenwirkungen ist hierbei stark
vom jeweiligen Arzneistoff abhingig. Die unerwiinschten Symptome treten in der Regel
aber in geringeren Umfang auf, da die Wirkstoffe préaziser gegen Tumorzellen gerichtet

sind und gesunde Zellen weitgehend verschont bleiben.
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1.1.2 Resistenzentwicklung bei der Tumortherapie

Ein groBles Problem der medikamentdsen Therapieformen ist die Entwicklung von
Resistenzen der Tumorzellen gegeniiber den eingesetzten Arzneimitteln. Trotz der immer
spezifischeren Chemotherapeutika sprechen viele Tumoren, insbesondere metastasierte
Tumorarten, auf viele der gédngigen Chemotherapien gar nicht oder nach einer bereits
erfolgten Behandlung nicht mehr an.!*”! Eine Ursache dafiir sind Resistenzen, die sich
aufgrund der genetischen Instabilitdt und der hohen Anpassungsgabe der Tumorzellen an

B71 zusétzlich dazu kann eine

die Umgebungsbedingungen entwickeln konnen.
arzneistoffinduzierte Mehrfachresistenz (Multiple Drug Resistance (MDR)) auftreten, bei
der Tumoren simultane Resistenzen gegeniiber strukturell und funktionell unterschied-
lichen Chemotherapeutika besitzen oder entwickeln.*8! Die Resistenzen schrinken die
Effektivitét vieler Arzneimittel stark ein und sind eine der Hauptursachen fiir Misserfolge
von Chemotherapien. Es gibt unterschiedliche Mechanismen, die zu einer arzneistoft-
induzierte Mehrfachresistenz beitragen konnen, darunter der aktive Auswirtstransport
der Zytostatika aus den Tumorzellen, eine beschleunigte enzymatische Inaktivierung der
Wirkstoffe in der Zelle, Verinderungen der Genexpression und Aktivitit von
Zielmolekiilen sowie eine vermehrte Expression MDR-assoziierter und antiapoptotischer

37,39,40

Gene.! I Die ErschlieBung neuer, wirksamer Therapiemdglichkeiten ist daher eine

andauernde Herausforderung der pharmazeutischen Forschung.
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Auf dem Gebiet der Karzinogenese und der Pravention malignen Zellwachstums bieten
Substanzen, die regulatorisch auf epigenetischer Ebene eingreifen, neue Moglichkeiten
wirksame Therapien zu entwickeln.[*!! Die Epigenetik umfasst Regulationsmechanismen,
die Verdnderungen in der Genexpression bewirken, ohne dabei die DNA-Sequenz selbst
zu verindern.*!] Die Verinderungen konnen iiber die Zellteilung hinaus erhalten bleiben
und legen durch spezifische Regulation der Genexpression im Verlauf der Differen-
zierung, Art und Funktion der Zellen fest. Es bilden sich verschiedene Zelltypen mit
unterschiedlichsten Funktionen aus, denen die identischen genetischen Informationen
zugrunde liegen. Die Gesamtheit der epigenetischen Regulationsmechanismen wird als
Epigenom bezeichnet.!*?] Hierzu zihlen unter anderem Nukleosomremodelling,[** DNA-
Methylierung'**, sowie Histonmodifikationen.!**! Von diesen Regulationsmechanismen
haben die Histonmodifikationen ein besonderes Interesse in der Tumortherapie erlangt.[*”]
Histonmodifikationen sind meist reversible Verdnderungen. Durch Hinzufiigen oder
Entfernen chemischer Gruppen an die Aminosiurereste der Histone wird eine Anderung
der Chromatinstruktur bewirkt, mit dem Ziel, dass die Transkription von Genen aktiviert
bzw. deaktiviert wird.[*’! Storungen dieser Kontrollmechanismen fiihren zu abnormaler
Aktivierung und Inhibierung verschiedener Signalwege und zu Fehlregulationen von
Genen, die in der Differenzierung, Apoptose oder Zellzykluskontrolle involviert

d.[*1421 Sie kdnnen so Ursache verschiedener Krankheiten sein und sind pathogenetisch

sin.
von groBer Bedeutung.[**! Enzyme, die solche Histonmodifikationen katalysieren, stellen
interessante Ziele bei der Entwicklung neuer Therapieansitze zur Behandlung von

Tumorerkrankungen und zur Privention malignem Zellwachstums dar.

1.2.1 Histone und posttranslationale Histonmodifikationen
Histonproteine spielen in der Epigenetik eine zentrale Rolle und sind als Bestandteile des
Chromatins fiir die Verpackung der DNA zustéindig (Abb. 1.2).[4! Histone sind basische
Proteine, die als Oktamere zusammen mit jeweils ca. 146 DNA-Basenpaaren die kleinste
Untereinheit des Chromatin, das Nukleosom, bilden. Nukleosome sind liber kurze DNA-
Abschnitte miteinander verkniift und bilden zusammen mit nicht an die DNA bindenden
Proteinen das Chromatin. So liegt die DNA im Zellkern stark komprimiert und organisiert

vor und ist jederzeit zugénglich und ablesbar.
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~  Histonacetyl-
transferasen
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Abb. 1.2: Aufbau des Chromatins (adapted by permission from Macmillan Publishers Ltd:
Nature Reviews Drug Discovery *2), copyright © 2012).

Reguliert wird die Zugénglichkeit der DNA {iber die aus dem Histonenkomplex
herausragenden N-terminalen Regionen, die iiberwiegend aus basischen Aminosduren
(Lys, Arg) bestehen. Diese Enden stehen fiir posttranslationale Modifikationen (PTM)
zur Verfiigung, wodurch die Struktur des Chromatins beeinflusst wird und so zur
Kontrolle der Transkription, DNA-Reparatur und Replikation beitragen (Abb. 1.3).[484]
Das Chromatin kann in einer offenen als auch in einer geschlossenen Konformation
vorliegen. Die offene Konformation (Euchromatin) ist mit einer transkriptionellen
Aktivitit assoziiert, wohingegen die kondensierte Form (Heterochromatin) mit einer
Stilllegung der Genexpression (gene silencing) einhergeht. Zu den posttranslationalen
Modifikationen an Histonen zdhlen Methylierung (Arg, Lys), Acetylierung (Lys),
Phosphorylierung (Ser, Thr), Ubiquinylierung und einige weitere Modifizierungen.[*"]

PTMs stellen tiberwiegend reversible Prozesse dar, die meist durch zwei antagonistisch

wirkende Enzymgruppen katalysiert werden.

Aktivierung der Transkription

A A A
A A @\ A \A A
/ gelockerte Konformation
(Euchromatin) Y
A O
- Acetylgruppe _m_
’@ Histon

Hemmung der Transkriptio.l/

verdichtete Konformation
(Heterochromatin)

Abb. 1.3: Einfluss der HATs und HDACs auf die Chromationstruktur und die Transkription
(adapted with permission from Elsevier: Trends in Neuroscience %, copyright © 2009).
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1.2.2 Acetylierung und Deacetylierung von Histonen
Die am besten charakterisierte und untersuchte Modifikation der Histone stellt die
reversible Acetylierung bzw. Deacetylierung der Lysinreste am N-Terminus der Histone
dar.’!l Reguliert wird das dynamische Gleichgewicht des Acetylierungsstatus in den
Zellen durch zwei antagonistisch wirksame Proteinfamilien: Histonacetyltransferasen

(HATSs) und Histondeacetylasen (HDACs) (Abb. 1.4).

v

T ® HAT \

H
HN NH3 HN NT(
Oj/;\/\/ — Oj/;\/\/ T
Lysin Acetyl-Lysin
Abb. 1.4: Gleichgewichtsreaktion katalysiert durch HAT und HDAC.

Unter physiologischen Bedingungen liegen die deacetylierten Lysinreste der Histone
protoniert vor und tragen eine positive Gesamtladung. Dadurch sind Histone in der Lage
starke elektrostatische Wechselwirkungen mit dem negativen Phosphatriickgrat der DNA
einzugehen, wodurch das Chromatin in einer transkriptionell inaktiven und kondensierten
Form vorliegt (Abb. 1.3). Histonacetyltransferasen (HAT) tibertragen Acetylgruppen von
acetylierten Coenzyms A (Acetyl-CoA) auf die endstindige Aminofunktion von
Lysinresten der Histone.®!l Hierdurch wird die positive Ladung kompensiert, die
Wechselwirkungen nehmen ab und die dicht verpackte Chromationstruktur wird durch
Entspiralisierung aufgelockert. Die DNA ist in dieser relaxierten Chromatinstruktur fiir
Transkriptionsfaktoren leichter zugénglich und die Genexpression wird aktiviert.
Histondeacetylasen, die Gegenspieler der HATs, katalysieren die Entfernung von

(311 Dies resultiert in einer Freisetzung positiver Ladungen und somit zu

Acetylgruppen.
einer Erhohung der ionischen Wechselwirkungen zwischen den positiven Histonen und
der negativ geladenen DNA. Es bildet sich eine dicht gepackte Chromatinstruktur aus,
die fiir die Transkriptionsmachinerie schwerer zugénglich ist und eine Repression der
Transkription bewirkt. HATs und HDACs regulieren somit die Genexpression iliber eine
Anderung der Chromatinstruktur. Besteht ein Ungleichgewicht zwischen HDACs und
HATs, wird das zellspezifische Genexpressionsmuster gestdrt und wichtige zelluldre
Prozesse werden beeintrichtigt. Durch HDAC-Uberexpression kann es zum Beispiel zur
transkriptionellen Stilllegung von Tumorsuppressorgenen kommen, wodurch eine
Entartung der Zellen ausgeldst werden kann.[®! Die Uberexpression von HDACs konnte

(3257 Durch die Inhibierung

in einer Reihe verschiedener Tumoren beobachtet werden.
von HDACs kann eine Reexpression stillgelegter Gene erzielt werden, wodurch HDAC-

Inhibitoren interessante Ansétze fiir epigenetische Therapien darstellen.
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1.2.3 Histondeacetylasen (HDAC)

Zur Familie der HDAC-Proteine zdhlen 18 humane Enzyme, die aufgrund ihrer
Doménenstruktur, GroBe, zelluldrer Lokalisation und ihrer Sequenzdhnlichkeit zu den
homologen Hefeproteinen in vier Klassen unterteilt werden (Abb. 1.5).*7) Es kann hierbei
zwischen den sogenannten ‘klassischen HDACs’ und den Sirtuinen unterschieden
werden. Die zur Klasse III zugehorigen Sirtuine 1-7 weisen einen vom Cofaktor
Nicotinsidureamidadenindinukleotid (NAD") abhiingigen Katalysemechanismus auf und
unterscheiden sich auch strukturell von den iibrigen HDACs.I*® Die elf als klassische
Histondeacetylasen bekannten Enzyme sind hingegen zinkabhingig und werden weiter
in die Klassen I, IT und IV unterteilt.””! Zur Klasse I gehoren die relativ kleinen Enzyme
(40- 55 kDa, HDACI, 2, 3, 8), die vorwiegend im Nukleus lokalisiert sind und ubiquitir
in allen Zellen exprimiert werden.®? In Klasse II sind groBere Enzyme (100-130 kDa),
deren Expression auf bestimmte Zelltypen beschrénkt ist und die aufgrund von Sequenz-
abweichungen und Doménenorganisation in zwei Unterklassen eingeteilt werden. Die
Enzyme der Subklasse [la (HDACA4, 5, 7, 9) besitzen eine grofle N-terminale Doméne und
bewegen sich zwischen Zytoplasma und dem Zellkern.’”! Klasse IIb (HDACS6, 10) sind
iiberwiegend zytoplasmisch lokalisiert. HDACG6 besitzt zwei katalytische Doméinen und
HDACI10° eine katalytische Domine am N-Terminus und eine zweite unvollstéindige am
C-Terminus. HDAC116 reprisentiert die Klasse IV. Es weist Sequenzhomologien zu

Klasse I und II auf und kann daher nicht eindeutig einer Klassen zugewiesen werden.>”!

Klasse Isoform Doménenstruktur Katalyse Lokalisation
1 [
: I 1 2
| Zn Nukleus
3 [N ]
s [N
4 [N I |
5 I |
Ila ; l[- S Zn** Nukleus und Zytosol
o [ I |
b o [N N 4 e Zytosol
10 _
1L Sirtuine 1-7 NAD* variabel
v 11 [ | Zn?* Nukleus und Zytosol
[ katalytische Domine Klasse I [ katalytische Doméne Klasse IV
I katalytische Domine Klasse 11 Bl coiled-coil Region
[ inaktive katalytische Doméne Klasse II B Zinkfinger

Abb. 1.5: Einteilung der HDAC-Klassen und ihre Doménenstruktur.

5 Hai et al. zeigten, dass HDAC10 als Polyamindeacetalase (PDAC) von Spermidinen agiert und bei der
Autophagy zum Uberleben von Tumorzellen beitragen kann. 2]

S Barinka et al. entdeckten, dass HDAC11 Acylgruppen der Lysinreste von Fettsduren entfernt. Die
Fettsiuredeacetylase (FDAC) zeigte dabei eine Priferenz fiir lingere Fettsiureketten (C8-C18).1260
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Das aktive Zentrum der zinkabhingigen HDACsS besteht aus einer zylindrischen Tasche,
an dessen Ende, neben dem Zinkion, noch ein einzelnes Wassermolekiil sitzt, welches
mit dem zu modifizierenden Lysinsubstrat interagiert. Bereits 1999 postulierten Finnin
und Mitarbeiter einen katalytischen Mechanismus der Deacetylierung durch Histone
anhand des Enzyms HDLP (histone deaceylase-like protein) aus dem Bakterium Aquifex
aeolicus, das eine 35% Sequenzhomologie zu HDAC1 aufweist.[*”) Im Jahr 2016 konnten
Hai und Christianson den vorgeschlagenen Mechanismus von Finnin durch die Auf-
klirung der Kristallstruktur von HDAC6 mit verschiedenen Substraten bestitigen.[®!] Es
konnte gezeigt werden, dass die katalytische Doméne 2 (catalytic domain 2, CD2) der
Zebrafisch-HDAC6 (zCD2) groBe Ahnlichkeit zur CD2 der humanen HDAC6 (hCD2)
aufweist. Die Forscher konnten anhand von Momentauftnahmen wichtiger Katalyse-

schritte wesentlich zur Aufkldrung des Katalysemechanismus beitragen (Abb. 1.6).
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Abb. 1.6: Schritte des Katalysemechanismus von HDAC6 zCD2 nach Hai und Christianson.!!!

Neben einem Serin (S531) und einem Glycin (G582), die Wasserstoftbriicken zu den
Stickstoffatomen des Substrats ausbilden, koordiniert der Carbonylsauerstoff des
Acetyllysins an eine freie Koordinationsstelle am Zinkion. Auflerdem interagiert die
Carbonylfunktion mit dem Tyrosinrest (Y745). Diese Koordinationen erhdhen die
Elektrophilie des Substrats fiir einen nukleophilen Angriff und verhindern zusétzlich,

dass das Wasser im aktiven Zentrum des Enzyms verdrangt wird. Das Histidin (H573)
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1.2 Epigenetischer Therapieansatz

fungiert als Base und aktiviert das Wassermolekiil durch Deprotonierung, so dass dieses
im Anschluss nukleophil am Carbonylkohlenstoff des Acetyllysins angreifen kann, was
in einer tetraedrisch koordinierten Zwischenstufe resultiert. Das Oxyanion wird durch
eine Wasserstoftbriicke zu Y745 und durch das Zinkion komplexiert, wihrend die
Hydroxygruppe etwas weiter vom Zinkion entfernt ist und lediglich mit H573 interagiert.
Durch Spaltung des Intermediats wird Lysin in seiner protonierten Form freigegeben,
wiéhrend das Acetat anschlieBend als symmetrischer zweizédhniger Ligand das Zinkion

koordiniert.

1.2.4 Histondeacetylaseinhibitoren (HDACi)

Die Moglichkeit auf epigenetischer Ebene regulatorisch auf die Genexpressions-
machinerie einzugreifen, macht HDAC-inhibierende Substanzen zu potentiellen Wirk-
stoffkandidaten zur Bekdmpfung von Tumorerkrankungen. In den letzten Jahrzenten
wurde eine Vielzahl von HDACI identifiziert und entwickelt, von denen die meisten bei
Tumorerkrankungen Anwendung finden.!®*%* Die Aktivitit dieser Substanzen beruht
vorwiegend auf der Bindung des Zinkions im aktiven Zentrum der Enzyme. Die
Hemmung von HDAC:s fiihrt durch Hyperacetylierung der Histone zu einer Wieder-
herstellung des Acetylierungsgleichgewichts. Dabei kommt es zu einer Reexpression
inhibierter Gene und zur vermehrten Transkription regulatorischer Proteine, die
Zelldifferenzierung, Zellzyklusarrest und Apoptose induzieren, sowie Tumorprogression
und Angiogenese inhibieren.[®*%1 Neben dem Acetylierungsgleichgewicht von Histonen
wird auch das von Nicht-Histonproteinen reguliert, die unter anderem auch direkten
Einfluss auf apoptotische Signalwege haben kdnnen.[®®%’] Durch Reacetylierung von
Nicht-Histonproteinen kann die Expression antiapoptotisch wirkender Gene gehemmt
werden.[%®7% Es kommt zum Zellzyklusarrest und die Apoptose wird induziert. Das aktive
Zentrum der HDACs ist stark konserviert und weist grundlegende strukturelle
Gemeinsamkeiten auf, die fiir das Inhibitordesign zu beachten sind. Das daraus
resultierende Pharmakophormodell besteht im Wesentlichen aus drei Hauptstruktur-
elementen, die fiir die effektive Bindung des Inhibitors im Enzym verantwortlich sind
(Abb. 1.7).51"1'Um das Zinkion zu chelatisieren, wird eine zinkbindende Gruppe (ZBG)
bendtigt. Anhand der chemischen Struktur dieser Gruppe werden die Inhibitoren in
unterschiedliche Klassen eingeteilt. Zu den Inhibitorklassen zdhlen Hydroxamséuren,
kurzkettige aliphatische Carbonsduren, 2-Aminoanilide, elektrophile Ketone und Thiol-

derivate.’1"? Zusitzlich sind zyklische Peptide eine weitere Inhibitorklasse, bei der die
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1.2 Epigenetischer Therapieansatz

Einteilung jedoch nicht aufgrund der zinkbindenden Gruppe erfolgt. Die ZBG ist durch
eine Verbindungseinheit (Linker) mit einem hydrophoben Rest (Cap) am anderen Ende
verbunden. Der Linker interagiert dabei mit dem hydrophoben Kanal des Katalyse-
zentrums und die Cap dient der Erkennung und Interaktion mit dem Eingangsbereich des

aktiven Zentrums des Enzyms.

O
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0 Vorinostat (CTCL)

Panobinostat (MM)
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Belinostat (PTCL) 7ZBG Chidamid (PTCL

Abb. 1.7: Allgemeines Pharmakophormodell und zugelassene HDACi.

Bisher wurden vier HDACi (Vorinostat, Romidepsin, Belinostat, Panobinostat) durch die
Food and Drug Administration (FDA) zugelassen (Abb. 1.7). Vorinostat erhielt 2006 als
erster HDAC-Inhibitor die Zulassung. Dieser hydroxamséurebasierte Inhibitor wird zur
Behandlung des kutanen T-Zell-Lymphoms (CTCL) eingesetzt.l”*) Romidepsin wurde
2009 fiir dieselbe Indikation zugelassen und erhielt 2011 zusétzlich die Zulassung zur
Behandlung des peripheren T-Zell-Lymphoms (PTCL).[”*! Romidepsin ist ein natiirlich
vorkommendes zyklisches Tetrapeptid, das aus dem Bakterium Chromobacterium
violaceum 1isoliert wird. Es wird in vivo durch die Spaltung einer intramolekularen
Disulfidbriicke in seine aktive Thiolform iiberfiihrt. Mit Belinostat (2014, PTCL) und
Panobinostat (2015) erhielten noch zwei weitere hydroxamséaurebasierte Inhibitoren die
Zulassung.[”>7¢] Panobinostat ist gleichzeitig der erste HDAC-Inhibitor der die Zulassung
auch in Europa erhielt. In Kombination mit Bortezomib und Dexamethason wird es zur
Behandlung des Multiplen Myeloms (MM) eingesetzt.l””) Die Vertreter der Hydroxam-
sduren befinden sich zusétzlich in klinischen Studien zur Therapie unterschiedlicher
Tumorarten.[”8 In China wurde 2015 auBerdem der benzamidbasierte Inhibitor Chidamid
zur Behandlung des peripheren T-Zell-Lymphoms zugelassen.!””) Neben dem Einsatz von
HDAC-Inhibitoren bei Tumorerkrankungen wird die Wirkung von HDACi weiterhin bei
unterschiedlichen neurodegenerativen Erkrankungen (darunter Morbus Parkinson und
Chorea Huntington) sowie viralen und parasitiren Infektionskrankheiten (z. B. HIV,

Malaria und Schistosomiasis) untersucht.3-34
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1.2 Epigenetischer Therapieansatz

Bei den bisher bekannten HDAC-Inhibitoren handelt es sich iiberwiegend um Pan-
Inhibitoren, die unspezifisch auf mehrere Mitglieder der Enzymklasse wirken.®*! Es wird
vermutet, dass die mangelnde Selektivitdt im Zusammenhang mit einem erhdhten Neben-
wirkungspotential steht.[®¢) Durch gleichzeitige Inhibition mehrerer HDACs kommt es zu
Nebenwirkungen wie Herzrhythmusstorungen, Magen-Darm-Beschwerden, Miidigkeit
oder Appetitlosigkeit.’”! Ein Grund hierfiir kénnte der pleiotropischer Effekt der HDACs
sein.®8¥1 So konnen durch die HDAC-Hemmung und dessen Einfluss auf posttrans-
lationale Modifikation, neben Tumorzellen auch andere essentielle Proteine in gesunden
Zellen beeinflusst und verdndert werden.*” Bislang zeigen nur wenige HDACi klassen-
oder isoformspezifische Inhibitorwirkungen.!*?! Um die allgemeine Toxizitit auf den
Korper zu verringern und das Nutzen-Risiko-Profil dieser Wirkstoffklasse zu verbessern,
ist es von Bedeutung isoformselektive Hemmstoffe zu entwickeln.l”? Die Aufklirung der
Beitrdge der einzelnen Isoformen zur Tumorgenese kann dabei helfen neue Therapie-
ansétze zu ermoglichen. Die Entwicklung selektiver HDAC6-Inhibitoren ist dabei von
besonders groBem Interesse.®! HDAC6 nimmt eine Sonderstellung unter den Histon-
deacetylasen ein und besitzt neben Histonen eine Reihe weiterer Substrate, die bei

wichtigen Prozessen der Tumorprogression involviert sind.[®”]

1.2.5 HDAC®6
Im Vergleich zu den anderen Isoenzymen weist HDAC6 strukturelle Besonderheiten auf
(Abb. 1.8).°%%1 HDACS ist die einzige Histondeacetylase, die zwei katalytisch aktive
Deacetylasedominen besitzt, welche unabhéngig voneinander zur Gesamtaktivitit des
Proteins beitragen. Die Deacetylasedoméne 1 (CD1) ist hierbei hoch spezifisch fiir
Substrate, die C-terminale Acetyllysinreste vorweisen, wohingegen die katalytische
Domiine 2 (CD2) eine weite Substratspezifitit besitzt.*!) Zudem liegt am C-terminalen
Ende eine Zinkfingerbindungsdoméne (ZnF-UBP), welche das Enzym zur Ubiquitin-
bindung befihigt.[*! Zusitzlich dazu existieren zwei weitere Dominen NES (Nukleares
Export Signal) und SE14 (bestehend aus acht aufeinander folgenden Ser-Glu-enthaltenen
Tetradecapeptiden), die zur Lokalisation im Zytoplasma beitragen.”®*”! Das kurze
leucinreiche Motiv NES ist fiir den Transport aus dem Nukleus verantwortlich und
befindet sich am N-terminalen Ende und die SE14-Doméne dient als zytoplasmischer
Anker. SE14 kommt nur in der humanen HDACG6 vor und liegt zwischen der zweiten

katalytischen Doméne und dem Zinkfingermotiv.
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Abb. 1.8: Doménenstruktur von HDAC6.

Viele HDACs liegen in Multiproteinkomplexen vor, da fiir die Aktivitit der HDAC-
Enzyme mehr als eine HDAC-Domine benétigt wird.[”®! Anders verhilt sich HDACS,
das, aufgrund der zwei unabhidngigen Doméinen, nicht zwingend in einem Protein-
komplex vorliegen muss, um seine Funktion auszuiiben. Neben den Histonen besitzt
HDACG6 zusitzlich eine Reihe von Nicht-Histonsubstraten, die im Zytoplasma lokalisiert

sind, als Zielproteine.’*"7]

1.2.5.1 Funktionen von HDAC6 und Relevanz fiir die Tumorgenese
Zu den Substraten von HDAC6 zihlen unter anderen o-Tubulin,®*!%! Cortactin!'?!102]
und HSP90.1'%%1%4 Djese Proteine sind an vielen zelluldren Funktionen wie Zellmotilitt,
Zellmigration und Angiogenese sowie an Chaperonfunktionen beteiligt, wodurch

¢ [93,105]

HDAC6 einen wichtigen Schliisselregulator darstell Die Regulation des

Acetylierungsstatus von o-Tubulin ist eine der Hauptfunktion von HDAC6.!*-10]
Zusammen mit B-Tubulin bildet a-Tubulin ein Heterodimer, das die Grundeinheit der
Mikrotubuli bildet. Die Mikrotubuli bilden eine Art bewegliches Transportsystem, das
eine wichtige Funktion bei intrazelluldren Signalkaskaden, der Zellteilung und der
Zellmotilitéit iibernimmt. Die Stabilitit der Mikrotubuli wird iiber den Acetylierungsgrad
an Lysin40 bestimmt, wobei eine Deacetylierung mit einer erhohten Zellmotilitdt
einhergeht.””) Durch die Inhibition von HDAC6 kommt es zu einer Hyperacetylierung
von a-Tubulin und damit zu einer verringerten Zellmotilitit. Dieser Effekt zeigt sich auch
bei Cortactin, einem weiteren HDAC6-Substrat, dessen Acetylierungsgrad ebenfalls die
Zellmotilitit beeinflusst.!'% Im deacetylierten Zustand bewirkt Cortactin durch die
Anlagerung von F-Aktin eine Verldngerung der Aktinfilamente. Diese sind neben der
Zellmobilitdt auch fiir Ausbildung und Stabilisierung einer Zellform sowie den
intrazelluldren Transport von Bedeutung.!”! Neben diesen Substraten wurde HDAC6
auch gebunden an das molekulare Chaperon HSP90 vorgefunden.['%1%4 Das Chaperon
unterstiitzt Klientproteine bei der korrekten Faltung und verhindert deren Degradation
durch das Proteasom.®! Die Chaperonaktivitit wird durch Acetylierung von Lys294 in

der Untereinheit HSP90a reguliert.!%! HDAC6 deacetyliert HSP90 und iiberfiihrt es in
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seine aktive Form, in der es Cochaperone bindet und so die korrekte Faltung von
Klientproteinen ermdoglicht. Inhibierung von HDACG6 fiihrt zur acetylierten Form von
HSP90, in der es seine Funktion nicht mehr aufnehmen kann. Die inaktivierte Form
interagiert stattdessen mit anderen Cochaperonen wie HSP70, die den Transport der
Klientproteine zum Proteasom vermitteln, wo diese abgebaut werden.'®! Zu den
Klientproteinen von HSP90 zdhlen unter anderen eine Reihe von tumorassoziierten
Signalproteinen, die fiir das Wachstum und Uberleben von Tumorzellen von Bedeutung
sind."”) Inhibierung von HDACS6 fiihrt zum Verlust der Chaperonaktivitit von HSP90 und
hat somit indirekten Einfluss auf Signalproteine der Tumorprogression, die iiber HSP90

modifiziert werden.

Eine weitere Funktion von HDACG ist die Verminderung von intrazelluldren Stress, der
durch Akkumulation fehlgefalteter Proteine im Zytoplasma entsteht und in der Zelle

1081091 Dyrch das Ubiquitin-Proteasom-System werden

apoptotische Signalwege auslost.
fehlgefaltete Proteine erkannt und abgebaut, wodurch intrazelluldrer Stress vermieden
wird.[''% Ist eine angemessene Proteindegradation ubiquitinierter Proteine durch das
Proteasom nicht mehr moglich, kann der Abbau auch iiber das Aggresom, das eine
Ansammlung fehlerhafter Proteine darstellt, erfolgen.''!! Uber die Zinkfingerdomine
bindet HDACG6 ubiquitinierter Proteine und geht gleichzeitig eine Bindung mit dem
Motorprotein Dynein ein, welches mit den Mikrotubuli assoziiert ist.!%!!2] Entlang der
Mikrotubuli werden die Proteine zum Aggresom transportiert, wo sie von Autophago-
somen aufgenommen und anschliefend als Lysosom fusioniert, abgebaut werden.[!!3] In

diesem Zusammenhang kann eine Hemmung von HDAC6 durch den zelluldren Stress zur

Induktion apoptotischer Signalwege fiihren.

Zusammengefasst ist HDAC6 in einer Vielzahl zelluldrer Prozesse involviert. Es
reduziert zelluldren Stress, beeinflusst die Adhésion von Zellen, tragt zur Zellmotilitédt bei
und unterstiitzt Ablaufe die bei der Angiogenese und der Proliferation von Zellen von
Bedeutung sind. In Tumorzellen, die eine erhdhte Proliferation und die Fahigkeit zur
Metastasierung vorweisen, sind diese Eigenschaften stark erhoht. In einigen Tumorarten
konnte so eine Uberexpression von HDAC6 nachgewiesen werden.[>””31 HDAC6 liegt
unter anderen in bestimmten Brusttumoren, beim multiplen Myelom und bei der akuten

myeloischen Leukdmie (AML) {iberexprimiert vor.[>"-%]

Tierversuche mit HDAC6-Knockout-Miusen zeigen, dass die Sdugetiere auch ohne

HDAC6 lebensfihig sind.°”®l Die Abwesenheit von HDAC6 fiihrt zu einer leicht
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erhdhten Knochendichte und zu Hyperacetylierung von a-Tubulin und HSP90.%! Dies
lasst darauf schlieBen, dass eine Inhibierung dieses Enzym mit einer geringeren Toxizitét
assoziiert ist’ und die Vitalitit normaler Zellen nur wenig beeinflusst wird, da die
Hauptwirkung bei malignen Zellen mit gesteigertem Stoffwechsel zur Geltung kommt.
Die Hemmung von HDACG stellt somit ein attraktives Ziel fiir neue Therapieansitze dar,

so dass die Entwicklung von HDAC6i Gegenstand intensiver Forschung ist.[8%-8%114]

1.2.5.2 HDAC6-Inhibitoren und ihre Entwicklung
Obwohl die HDACG6-Kristallstruktur erst kiirzlich aufgeklart wurde, konnten in den
letzten Jahren einige selektive HDAC6-Inhibitoren entwickelt werden (Abb. 1.9).

o H :
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Q Uw i
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OH Tubacin

N o o
_OH H _OH
=S H OI (@] N
N H
N
Tubastatin A Nexturastat A © HPOB

Abb. 1.9: Ubersicht der wichtigsten HDAC6-Inhibitoren.

Im Jahr 2003 entdeckten Haggarty und Mitarbeiter in einem High-Throughput-Screening
mit insgesamt 7392 Verbindungen den ersten selektiven HDAC6-Inhibitor Tubacin (Abb.
1.9, ICso(HDACG): 4 nM).B%!15) Tubacin (tubulin acetylation inducer) bewirkt die
Acetylierung von a-Tubulin, ohne dabei den Acetylierungsgrad der Histone, das Genex-
pressionsmuster oder die Zellzyklusprogression zu beeinflussen.!'*) Die Tubulindeacety-
laseaktivitdt von HDAC6 wird als Selektivitétsindiz verstanden. Des Weiteren wurden
bei der Behandlung des Multiplen Myeloms ein synergistischer Effekt in Kombination
mit Bortezomib beobachtet.[''®) Dabei war eine Hemmung der Zellmobilitit und eine
Akkumulation ubiquitinierter Proteine zu beobachten, die zur Steigerung der Apoptose-
induktion fiihrt. Tubacin zeigte dabei keine zytotoxischen Effekte auf gesunde

hiimatologische Zellen.!'!®]

"HDAC1-Knockout-Méause sind im Gegensatz zu den Tieren in denen HDACS fehlt, nicht lebensfihig.
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Tubastatin A (ICso(HDAC6): 15 nM) ist ein weiterer HDAC6i.[8%!17] Tubastatin A besitzt
eine Hydroxamséure als ZBG, eine trizyklische Cap-Gruppe und einen Benzyllinker
(Abb. 1.9). Der HDAC61 wurde anhand eines strukturbasierten Designs ausgehend von
Homologiemodellen (HDAC6, HDAC1) entwickelt.['') Im Vergleich zu HDAC1 weiBt
HDACS6 einen flacheren Eingangsbereich der Bindungstasche und einen breiteren Tunnel
auf. Diese strukturellen Erkenntnisse wurden zur Selektivitdtssteigerung genutzt, in dem
Substanzen mit grofBen Cap-Gruppen synthetisiert wurden. Eine zusétzliche Betrachtung
verschiedener Linker ergab, dass durch den Einsatz eines Benzyllinkers ebenfalls die

Priferenz fiir HDACG als Target gefordert wird.!'!”]

Neben grolen Caps konnen auch Verzweigungen innerhalb der Cap-Gruppe eine
Steigerung der Aktivitit und Selektivitét fiir HDAC6 bewirken. Nexturastat A (Next A;
ICs50(HDAC6): 5 nM ) und HPOB? (ICso(HDAC6): 56 nM) sind zwei weitere potente und
selektive HDAC6-Hemmstoffe (Abb. 1.9).30114118]1 Beide Verbindungen haben eine
verzweigte Cap-Gruppe, einen Benzyllinker und gehoren zu den hydroxamséurebasierten
Inhibitoren. Next A besitzt eine verweigte harnstoftbasierte Cap mit einem Phenyl- und
einem n-Butylrest an den Stickstoffatomen des Harnstoffmotivs. Ein Vergleich der
Strukturen der Inhibitorbindung mit HDAC-Isoformen zeigt wesentliche Merkmale auf,
die die Inhibitorselektivitit beeinflussen (Abb. 1.10).['"1 HDAC6 hat eine einzigartige
Position der Helix H25 und eine spezifische Konformation der darauffolgenden Loop.
Dadurch besitzt nur HDAC6 eine groe, offene Seitentasche (Basin, ~14 A). Zudem weist
HDACG6 einen abgesenkten Eingangsbereich (Rim) zwischen der Basin und dem Lysin-
bindungskanal auf, in dem der Phenylrest der Cap von Next A bindet (Abb. 1.10 C). Das
rigide Nexturastat A weist einen 90° Winkel zwischen dem benzylischen Linker und der
Harnstoff-Phenyl-Cap auf. Dies ist verantwortlich dafiir, dass der benzylische Linker
ausreichend tief in den Tunnel hineinragen kann, um das Zinkion im aktiven Zentrum zu
komplexieren (Abb. 1.10 C).l'" In anderen Isoformen ist die Inhibitorbindung durch
sperrige Aminosdureseitenketten, die die Seitentasche belegen oder durch einen erhdhten
Eingangsbereich, eingeschrinkt (Abb. 1.10 B). Dadurch wird die Interaktion der ZBG
mit dem Zinkion im aktiven Zentrum verhindert. Aufgrund dieser isoformspezifischen,
strukturellen Besonderheiten bietet nur HDAC6 geniigend Platz in diesen Regionen und

erlaubt eine ausreichend feste Bindung von Next A und anderen selektiven HDAC6i.[!*"]

8 N-Hydroxy-4-(2-((2-hydroxyethyl)(phenyl)amino)-2-oxoethyl)benzamid (HPOB)
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W HsHDAC6_CD2 B HsHDACT (4BKX) W HsHDAC3 (4A69) W HsHDAC7 (3C10)
W DrHDAC6_CD2 W HsHDAC2 (4LY1) B HsHDAC4 (2VQM) W HsHDACS (1T64)

Abb. 1.10: HDAC6-spezifische Inhibitorbindung. Uberlagerung der HDAC-Isoformen mit der
Zebrafisch DrHDAC6 _CD2 (dunkelrot) und dem Homologiemodell der humanen HsHDAC6 _CD2
(grau). HSHDAC6 CD?2 ist dabei als 3D-Oberfldche, alle anderen Isoformen als Cartoonmodell
dargestellt. (A) Die Pfeile zeigen die GroB3e der Basin in HDAC6 (schwarz) und HDAC7 (violett) an.
Die HDACG6 Helix H25 ist markiert. Der Rim, der eine selektive Bindung des Inhibitors erlaubt, ist
mit einem Stern markiert. (B) Uberlagerung der Isoformen als 3D-Oberflichenmodelle. (C)
Querschnitt des Lysinbindungskanals. Der abgesenkte Rim fiir HDAC6 und 8§ ist durch eine weil3-
gestichelte Linie dargestellt. (Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature
Chemical Biology "), copyright © 2016)

Eine andere Erkldrung, die fiir eine HDAC6-Selektivitit verantwortlich sein konnte, wird
durch den Inhibitor HPOB verdeutlicht. Anders als bei unspezifischen Hydroxamséaure-
inhibitoren (z.B. Vorinostat), die dazu tendieren das Zinkion als zweizihnigen Liganden’
zu koordinieren und das an Zink gebundene Wasser verdringen, wird bei HPOB eine
alternative Bindungskoordination beobachtet (Abb. 1.11).18') Aufgrund des sterischen
Anspruchs des kiirzeren Linkers wird eine Anndherung der Hydroxamatgruppe an das
Zink verhindert, so dass HPOB nur iiber die Hydroxygruppe der Hydroxamséure bindet
(Abb. 1.11 C). Dadurch wird das an Zink gebundene Wasser im aktiven Zentrum nicht
verdrangt, sondern durch den Carbonylsauerstoff der Hydroxamséure iiber eine Wasser-
stoftbriicke gebunden (Abb. 1.11 C). Zusitzlich ist durch den kurzen Linker von HPOB
moglicherweise eine Interaktion der Cap mit den Hotspots von Loop L1 (D460-P484)
gehindert (Abb. 1.11 A). Diese Interaktion scheint fiir die Bindung zu HDACs der Klasse
I (HDACI1-3) wesentlich bedeutender zu sein und kénnte eine mogliche Erklarung fiir die

Selektivitit fiir HDAC6 darstellen. !

® Die Koordination des Zn-lons erfolgt iiber die C=0- und die OH-Gruppe der Hydroxamsiure
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Abb. 1.11: Inhibitorbindungen mit der zCD2. (A) Uberlagerung von Pan-Inhibitoren (beige) und
HPOB (gelb) mit zCD2. Der Hotspot Loop L1 (cyan) interagiert bei Pan-Inhibitoren mit der Cap.
(B) Darstellung der Zinkbindung mit unspezifischen Pan-Inhibitoren und (C) mit HPOB. Im
Vergleich sind zCD2 (hellblau) und hCD2 (hellgriin) gezeigt. Die Metallkoordination (rot) und
Wasserstoffbriickenbindungen (schwarz) sind als gestrichelte Linien dargestellt. (Reprinted by
permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature Chemical Biology 'V, copyright © 2016)

Der bisher erfolgversprechendste préferenzielle HDAC6-Inhibitor ist Ricolinostat (Abb.
1.9, ICso(HDAC6): 5 nM), der eine groBe trizyklische Cap-Gruppe besitzt.*%!2% Neben
einer Préferenz fiir HDACG6 zeigt der Hemmstoff auch eine Aktivitdt gegeniiber HDACs
der Klasse I'°. Dies konnte auf den Einsatz eines aliphatischen Linkers anstelle des
HDACG6-selektivitatsfordernden Benzyllinkers zuriickzuftihren sein. Im Vergleich zu
unselektiven Inhibitoren zeigt Ricolinostat ein gutes Nebenwirkungsprofil, da bei der
Behandlung mit diesem Inhibitor eine geringere allgemeine Toxizitdt auf Zellen auftritt.
Derzeit befindet sich Ricolinostat in klinischen Studien in Kombination mit Bortezomib

121

und Dexamethason!'?!! bzw. Lenalidomid und Dexamethason!!??l zur Behandlung des

Multiplen Myeloms. Zusatzlich wird die Wirksamkeit von Ricolinostat gegeniiber

Lymphomen in klinischen Studien untersucht.!'>*]

Zusammenfassend konnen diese strukturellen Besonderheiten, die HDAC6 vorweist, als
Basis fiir das Design von HDAC6-spezifischen Inhibitor herangezogen werden. Durch
Einsatz von benzylischen Linkern, Verzweigungen in der Cap-Gruppe, sowie gro3en
sperrigen Cap-Gruppen, kann eine Selektivitétssteigerung fiir HDAC6 erzielt werden.

Dies bietet interessante Ansitze fiir die Synthese von selektiven HDAC6-Inhibitoren.

10 Die Aktivitit gegeniiber HDAC1,2,3 ist um >10fach geringer als gegeniiber HDAC6
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Natiirliche Proteine!' sind im menschlichen Kérper an zahlreichen biologischen Pro-
zessen beteiligt. Obwohl sie lediglich aus den 23 proteinogen Aminosiuren'? aufgebaut
sind,!'?* weisen Peptide eine hohe strukturelle Diversitit auf. Sie besitzen dabei sehr
unterschiedliche Eigenschaften und iibernehmen vielfdltige Funktionen, wodurch sie ein
breites Anwendungsspektrum in verschiedenen Forschungsbereichen finden. Thre hohe
Effektivitit und Spezifitdt, sowie eine geringe Immunogenitdt und Toxizitdt machen
Peptide zu attraktiven Kandidaten fiir neuartige Wirkstoffe zur Behandlung sehr

n.[12571271 Die Eigenschaften

unterschiedlicher Krankheiten, darunter Tumorerkrankunge
der Peptide werden dabei durch charakteristische Faltung in eine definierte rdumliche
Struktur bestimmt. Die globale Peptidstruktur kann hierbei in die Primér-, Sekundér-,
Tertidr- und Quartédrstruktur unterteilt werden (Abb. 1.12). Die Primarstruktur beschreibt
die lineare Abfolge der Aminosduren, aus denen sich das Peptid zusammensetzt. Durch
intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Resten der Aminosduresequenz
bilden sich definierte Sekundérstrukturen aus, zu denen a-Helices und B-Faltbldtter
zihlen.['?®! Die iibergeordnete riumliche Anordnung einzelner Polypeptidketten wird
durch die Tertidrstruktur beschrieben, welche aus aufeinanderfolgenden Sekundér-
strukturelementen besteht. Die Tertidrstruktur wird durch kovalente Disulfidbriicken
sowie nichtkovalente Ionenbindungen, Wasserstoftbriicken und hydrophobe Wechsel-

wirkungen stabilisiert.!'*) Besteht ein Proteinkomplex dabei aus mehreren Proteinunter-

einheiten (Tertidrstrukturen) handelt es sich hierbei um die Quartérstruktur des Proteins.

Primdarstruktur Sekundarstruktur Tertidarstruktur Quartarstruktur
[y ] 0P oo oo £ _
L 3 ® » e
[bys | A
v ve
[y | » 8
Iy o Pl &
[ Gly | ° 0 2
T B-Faltblatt
m \y 0 ez} (n " AV
| Ala_| A ¢ e/
His ;0 ’
0
1 D
Aminosduresequenz a-Helix Polypeptidkette PROtNKOMPIeX bcston anel st

mehreren Polypeptidketten
Abb. 1.12: Vier Strukturebenen aus denen Proteine aufgebaut sind. (Modifiziert nach 13%).

! Peptide bestehen aus ca. 30-50 Aminoséuren, lingere Sequenzen werden als Proteinen bezeichnet.
12 Dazu ziihlen die 20 kanonischen Aminosiuren und 3 nichtkanonische Aminosiuren.
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Spezifische rdaumliche Strukturen und Seitenketten von Proteinen spielen bei der
molekularen Erkennung, auf Ebene von Protein-Ligand-Interaktionen (PLI) und Protein-
Protein-Interaktionen (PPI) eine wesentliche Rolle.l'3"!3] PLIs und PPIs sind hierbei
essentiell fiir viele zelluldre Regulationsprozesse, bei denen die biologischen Funktionen
durch Verdnderung der Proteineigenschaften (z.B. Enzymaktivitit oder Bindungseigen-
schaften) beeinflusst werden.l'®! Als PPIs werden nichtkovalente Wechselwirkungen
zwischen zwei oder mehreren Proteinen bezeichnet, die durch Wasserstoffbriicken-
bindungen, elektrostatische Interaktionen oder van-der-Waals-Kréfte zustande kommen.
Die Wechselwirkungen erstrecken sich dabei meist tiber sehr ausgedehnte und flache Pro-
teininteraktionsflichen.['*3] Diese weisen nur selten definierte Bindungstaschen auf,
wodurch eine gezielte Adressierung von PPIs erschwert wird. Untersuchungen zeigen
jedoch, dass sich die essentiellen Interaktionsbereiche hiufig auf einige wenige aus der
Oberfliche herausragende Aminosiurereste, sogenannte hot spots, beschrinken.[!34135]
Die hot spots befinden sich hdufig in strukturell konservierten Regionen, in denen
o-Helices und p-Faltblitter einen wesentlichen Anteil ausmachen.!'3%13¢] Die Identifizie-
rung essentieller funktioneller Gruppen von natiirlichen Peptiden/Proteinen und die
Entwicklung synthetischer bioaktiver Peptide, die diese Aot spots gezielt adressieren und
wesentliche Sekundérstrukturelemente der Peptidvorbilder nachbilden, ermdglichen es,
PPIs mit hoher Spezifitit und Affinitit zu inhibieren.!!’>137] Peptide konnen als
Modulatoren von PPIs zur Aufkliarung zelluldrer Prozesse beitragen und gelten somit als
vielversprechende therapeutische Ansatzpunkte in der Wirkstoffforschung.[!3138] Sje
weisen jedoch einige wesentliche Nachteile auf. Der Einsatz der Peptide wird durch ihre
geringe metabolische Stabilitdt, unzureichende Bioverfiigbarkeiten, eine schlechte
Membranpermeabilitit und ihre Konformationsflexibilitit stark eingeschrinkt.!'*! Die
ausgepragte Konformationsflexibilitét, vor allem bei linearen Peptiden, kann mitunter zu
einem Selektivititsverlust fiihren, wodurch Interaktionen mit anderen als der ge-
wiinschten Zielstruktur erfolgen und Nebeneffekte auftreten.['*”) Ein Bereich der
medizinisch-chemischen Forschung befasst sich mit systematischen Modifikationen der
natiirlichen Peptidstruktur. Die Peptidstruktur soll dabei so abgewandelt werden, dass
zwar die rdumliche Struktur und die molekularen Erkennungseigenschaften des
natiirlichen Peptidvorbildes erhalten bleiben, die Nachteile jedoch reduziert werden.
Dieser Ansatz erlaubt die Entwicklung klinisch nutzbarer, peptidanaloger Wirkstoffe
(Peptidomimetika), die natiirliche Peptide imitieren und analog zu diesen an Ziel-

strukturen binden und/oder Einsatz als Enzyminhibitoren finden.
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1.3.1 Peptidomimetika

In den letzten Jahrzehnten haben Peptidomimetika in der Wirkstoffforschung zunehmend
an Bedeutung gewonnen. Hierbei handelt es sich um niedermolekulare synthetische
Verbindungen, die durch alternative chemische Grundstrukturen die Sekundirstruktur
und die Wirkungsweise von natiirlichen Peptidvorbildern imitieren.!”! Die pharmako-
kinetischen Eigenschaften sind dabei im Vergleich zu nativen Peptiden meist verbessert.
Im Wesentlichen werden beim Design von Peptidomimetika die essentiellen strukturellen
Elemente nachempfunden, die fiir die biologische Aktivitdt des natiirlichen Peptids
verantwortlich sind und dieses zur Wechselwirkung mit seinem Interaktionspartner
befihigen.['*”) Dadurch sind Peptidomimetika als Liganden in der Lage die biologische
Aktivitit auf Rezeptorebene nachzuahmen (Agonist) oder zu blockieren (Antagonist) und
als Modulatoren von PPIs zu agieren. Die Peptidomimetika besitzen meist eine fixierte
rdumliche Konformation und tragen diverse Seitenketten- und Riickgratmodifika-
tionen.!'>13%) Eine Einteilung der Peptidomimetika in unterschiedliche Klassen erfolgt
nach Grossmann und Mitarbeiter anhand der Ahnlichkeit zur natiirlichen Peptidstruktur

(Tab. 1.3).116]

Tab. 1.3: Klassifizierung von Peptidomimetika nach Grossmann.

Peptidomimetika

Peptide
natiirliche Peptidsequenzen, die von Proteinen und (nicht)ribosomalen
Peptiden abgeleitet sind

Klasse A — modifizierte Peptide

Peptide, die hauptsichlich aus o-Aminosiuren bestehen und nur &
wenige Modifikationen vorweisen _§
Klasse B — modifizierte Peptide / Foldamere =
Peptide mit vielen Riickgrat- und Seitenkettenmodifikationen, 2
einschlieBlich Foldamere

Klasse C — Strukturmimetika s
niedermolekulare Verbindungen, deren Substituenten in Analogie 2
zu Peptidseitenketten ausgerichtet sind i;
Klasse D — mechanistische Mimetika g
niedermolekulare Verbindungen, die die Wirkungsweise eines g
biologisch aktiven Peptides imitieren ‘=
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Klasse A und B stellen hierbei peptidartige Strukturen dar, die sich durch wenige
(Klasse A) bis vielen (Klasse B) Riickgrat- und Seitenkettenmodifikationen auszeichnen
und grofle Analogien zur natiirlichen Peptidstruktur vorweisen. Dahingegen besitzen
Peptidomimetika der Klassen C und D nur noch eine geringe Ahnlichkeit zur natiirlichen
Peptidstruktur. Es handelt sich um niedermolekulare Verbindungen, deren Substituenten
peptidische Seitenketten imitieren (Klasse C) oder die die Wirkungsweise eines
biologisch aktiven Peptids nachahmen (Klasse D). Peptidomimetika, insbesondere
a-helikale Foldamere, konnen unter anderen genutzt werden um wichtige PPI zu
modulieren.['®!° Zusitzlich finden sie Anwendung als Analoga von antimikrobiellen
Peptiden (AMPs)!'#!l oder antitumoraktiven Peptiden (ACPs),l'*?! die mit biologischen
Membranen interagieren. Peptidomimetika bieten so ein breites Anwendungsspektrum

fiir tumortherapeutische Applikationen.

1.3.2 Antitumoral wirksame Peptide
Neben der Modulation von Protein-Protein-Interaktionen gelten antitumoraktive Peptide
(Anticancer Peptides, ACPs) als vielversprechende Verbindungen auf dem Gebiet der
peptidbasierten Wirkstoffforschung.[!26:14271441 ' ACPs stellen Peptide dar, die eine
biologische Aktivitit gegeniiber Tumorzellen vorweisen. Sie finden ihren Ursprung in
der Erforschung antimikrobieller Peptide (AMPs).!3 Als Bestandteil des angeborenen
Immunsystems stellen AMPs eine natiirliche Schutzbarriere gegeniiber potentiellen
Krankheitserregern dar. Sie sind dabei nahezu in allen Lebensformen weitverbreitet und
kommen in Bakterien, Pilzen, der Tier- und Pflanzenwelt als auch im Menschen vor.['#’]
Neben der antimikrobiellen Aktivitdt gegeniiber gramnegativen und grampositiven
Bakterien erstreckt sich das breite Wirkspektrum der AMPs auch auf Pilze, Viren und

Parasiten.!146:147]

Einige AMPs zeigen dariiber hinaus eine biologische Aktivitat
gegeniiber Tumorzellen und werden dementsprechend als Anticancer Peptides (ACPs)
bezeichnet.'*¥] Im Allgemeinen handelt es sich bei ACPs zumeist um kurze,
unmodifizierte Oligopeptide mit einer positiven Nettoladung, die aus 12-50 Amino-
siureresten aufgebaut sind.['**) Neben vielen basischen Aminosiuren wie Lysin, Arginin

und Histidin, weisen ACPs haufig auch einen hohen Anteil an hydrophoben Seitenketten

auf. Aufgrund ihrer geringen Linge sind ACPs meist relativ flexibel und liegen in

13 Antimikrobielle Peptide werden auch als host defence peptides (HDPs) bezeichnet, da sie neben den
antimikrobiellen Eigenschaften noch weitere Funktionen {ibernechmen. Darunter konnte eine
immunregulierende Wirkung sowie eine antiinflammatorische Wirksamkeit beobachtet werden.['4”]
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wassriger Umgebung iiberwiegend unstrukturiert vor. Bei der Interaktion mit einer
biologischen Membran bilden sie amphiphile Konformationen aus, die definierte
hydrophile und hydrophobe Bereiche aufweisen.!'*®!%! Die biologische Aktivitit der
Peptide beruht hierbei im Wesentlichen auf der amphiphilen Struktur. Dariiber hinaus
spielen peptidbasierte Parameter wie Sequenzlidnge, Nettoladung, Konformation und
Hydrophobizitit eine entscheidende Rolle fiir die biologischen Eigenschaften und die
Aktivitit der ACPs.'"*! So machen insbesondere kationische a-helikale Peptide einen
GroBteil der Anticancer Peptides aus.'"” Aufgrund der hohen Sequenz- und Struktur-
variabilitdt gibt es bisher keine einheitliche Klassifizierung von ACPs. Es existieren
unterschiedliche Einteilungen basierend auf biophysikalischen und chemischen Eigen-
schaften, der Herkunft oder den strukturellen Merkmalen der Peptide. Am verbreiteten ist
die Klassifizierung nach Sekundérstrukturen, wobei die Unterteilung in vier Gruppen

151

erfolgt.['>!l Hierzu zihlen lineare a-helikale Peptide, ACPs mit ausgedehnten Sekundir-

strukturen wie B-Faltblitter, gemischten Peptidstrukturen und undefinierten Strukturen.

Der exakte Mechanismus, nach denen ACPs ihre Wirkung entfalten, ist bisher nicht
vollstindig aufgekldrt. Prinzipiell kann jedoch zwischen zwei Wirkmechanismen
unterschieden werden. Demnach zeigen Anticancer Peptides entweder einen direkten
membranschidigenden Effekt oder entfalten ihre Aktivitdit durch die Adressierung

[144.148] Einen wesentlichen Schliisselschritt beider Mechanismen

intrazelluldrer Ziele.
stellt hierbei die initiale elektrostatische Anziehung zwischen kationischen Bereichen der
ACPs und anionischen Komponenten auf der Zelloberfldche dar. Nach Anlagerung der
Peptide an die Membran kommt es zu Anderung der riumlichen Anordnung. Hierdurch
bilden sich amphiphile Sekundirstrukturen aus, die es den Peptiden ermdglichen weitere
Wechselwirkung mit der Membran einzugehen. Die meisten ACPs zeigen vorrangig eine
membranolytische Aktivitdt. Hierbei insertieren die Peptide in die Lipiddoppelschicht
und es kommt ab einer bestimmten Konzentration zu einer Membranschidigung.!'>?! Der
Prozess der Membranpermeabilisierung kann durch mehrere Interaktionsmodelle
beschreiben werden (Abb. 1.13).14153 Im harrel-stave Modell durchspannen aggregierte
Peptide die Membran vollstdndig und formen transmembrane Poren (Abb. 1.13 A). Die
hydrophilen Bereiche der Peptide zeigen hierbei ins Lumen der Pore, wéhrend
hydrophobe Peptidregionen mit den hydrophoben Kernbereichen der Lipiddoppelschicht
interagieren und die Pore stabilisieren. Eine Variation dieser Modellvorstellung stellt das
torodial-pore Modell dar (Abb. 1.13 B). Im Gegensatz zum barrel-stave Mechanismus

sind an der Porenbildung neben den hydrophilen Peptidbereichen auch die hydrophilen
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Kopfgruppen der Lipide beteiligt. Entscheidend hierbei sind in erster Linie die
elektrostatischen Interaktionen zwischen den ACPs und der Membran. Hydrophobe
Wechselwirkungen, die beim barrel-stave Modell essentiell sind, haben beim torodial-
pore Modell nur eine untergeordnete Relevanz. Eine weitere Arte der Permeabilisierung
wird durch das carpet Modell reprisentiert, bei dem sich ACPs flichendeckend
,2teppichartig® parallel an die Membranoberfliche anlagern (Abb. 1.13 C). Beim
Uberschreiten einer bestimmten Peptidkonzentration wird die Membranintegritit

detergensartig destabilisiert und die Lipiddoppelschicht 16st sich auf.
A B C

E

Abb. 1.13: Modelle der Membranpermeabilisierung durch Anticancer Peptides. Nach initialer
Bindung konnen ACPs die Biomembran auf unterschiedliche Weise permeabilisieren: (A) barrel-
stave Modell; (B) torodial-pore Modell und (C) carpet Modell. Hydrophobe Bereiche sind blau
und hydrophile Bereiche rot dargestellt. (modified by permission from Macmillan Publishers Ltd:
Nature Reviews Microbiology 1'%, copyright (2005)).

Neben membranolytischen Effekten konnen ACPs den Zelltod auch durch die Adres-
sierung intrazelluldrer Prozesse auslosen. Unter anderen werden dabei die Inhibition der
Protein-, Nucleinsdure- und Zellwandsynthese, Bindungen an Rezeptormolekiile,
Modulation von PPIs und eine Reduktion der Membranfluiditit als potentielle

148,154] Weiterhin sind kombinierte Wirkmechanismen aus

intrazellulire Ziele diskutiert.!
Permeabilisierung und Inhibition zelluldrer Prozesse denkbar. Uber welchen
Mechanismus ACPs mit Membranen interagieren, hdngt stark von den Eigenschaften des

Peptids als auch von der Zusammensetzung der Biomembran ab.
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Die selektive Toxizitdt der ACPs gegeniiber Tumorzellen ist auf die unterschiedliche
Membranzusammensetzung von normalen und Tumorzellen zuriickzufiihren. So
bestehen normale Zellen iiberwiegend aus zwitterionischen Phospholipiden ' und
Sterolen und besitzen eine neutrale Membranoberfliche.['**) Dahingegen tragen die
Membranen einiger Tumorzelllinien eine negative Nettoladung aufgrund erhohter
Expressionen von anionischen Membranmolekiilen wie O-glykosylierte Mucine'> und

1951561 Die negative Membranoberfliche ermdglicht hierbei eine

Phosphatidylserine.!
elektrostatische Interaktion mit den meist positiv geladenen ACPs und stellt einen
wesentlichen Faktor flir die selektive Toxizitdt gegeniiber Tumorzellen dar. Dariiber
hinaus flihrt eine groere Anzahl an Mikrovilli (fadenférmige Zellfortsdtze) zu einer
Oberflachenvergroflerung der Tumorzellmembran, wodurch die Bindungsaffinitit fiir
ACPs erhoht und deren Tumorselektivitit unterstiitzt wird.['43157] Weitere Faktoren, die
zur Adressierung von Tumorzellen durch ACPs beitragen, umfassen die erhohte
Membranfluiditit und das negative Membranpotential von Tumorzellen.['4>!158:15%1 Ze]]-
membranen normaler Zellen enthalten meist einen hohen Anteil an Cholesterol, welches
die Membranfluiditit reguliert.'®) Tumorzellmembranen weisen hingegen einen
geringeren Cholesterolgehalt auf, wodurch diese anfilliger fiir eine Insertion von ACPs
sind und eine Membrandestabilisierung begiinstigt wird.['*»!>°] Durch die selektive
Adressierung von Tumorzellmembranen und die einzigartigen Wirkmechanismen stellen

ACPs potentielle Wirkstoftkandidaten fiir Tumortherapieansitze dar.

1.3.3 Foldamere

Foldamere stellen interessante Vertreter unter den Peptidomimetika dar und werden
gemill Grossmann in die Klasse B eingeteilt. Sie sind unnatiirliche, synthetische
Oligomere, die eine starke Tendenz fiir rigide und wohldefinierte Konformationen
vorweisen und so die Struktur und Funktion natiirlicher Peptidvorbilder imitieren
konnen.!'82% Stabilisiert wird die Sekundirstruktur durch nichtkovalente Wechsel-
wirkungen wie Wasserstoftbriickenbindungen zwischen rdumlich nahen Resten. Die
Hauptvorteile der Foldamere sind dabei ihre synthetische Zuginglichkeit, die eine

Vielzahl an diversen Modifikationen erlaubt, sowie ihre vorhersagbaren und stabilen

4 Membrankomponenten normaler Zellen sind iiberwiegend zwitterionische Phosphatidylcholine,
Phophatidylethanolamine und Spingomyeline.['4?]

5 Mucine sind Glykoproteine mit hohen Molekulargewichten, an deren Ser- und Thr-Seitenketten
Oligosaccharide gebunden sind. Durch Sialyl- oder Sulfatgruppen tragen sie oft negative Ladungen.['5%]
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n.[182% Hierbei reichen meist schon wenige Monomereinheiten um

Faltungseigenschafte
eine definierte Sekundarstruktur auszubilden.'® Zusitzlich sind die kiinstlichen Riickgrat-
strukturen im Vergleich zur Peptidstruktur meist sehr protolysebestidndig. Dadurch sind
Foldamere interessante Kandidaten, um die biologische Aktivitét natiirlicher Peptide zu

reproduzieren und als Modulatoren von PPIs zu agieren.

1.3.3.1 a-Aminoxypeptide
Die a-Aminoxypeptide stellen eine vielversprechende Verbindungsklasse unter den
Foldameren dar und gehoren geméf der Einteilung nach Grossmann zur Klasse B der
Peptidomimetika. Hierbei handelt es sich um Oxa-Analoga von B-Peptiden, bei denen die

B-Methyleneinheit durch ein Sauerstoffatom ausgetauscht ist (Abb. 1.14).

R
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a-Peptid B-Peptid a-Aminoxypeptid o-NO-Turn
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Abb. 1.14: Struktur nativer a-Peptide, B-Peptide und a-Aminoxypeptide sowie a-NO-Turns.

o-Aminoxypeptide wurden erstmals durch Yang und Mitarbeiter beschrieben.['®!] Die
Wissenschaftler konnten zeigen, dass a-Aminoxypeptide eine erhdhte metabolische
Stabilitdt gegeniiber Proteolyse besitzen und sich durch ein rigides Peptidriickgrat
auszeichnen.!'%%19] Die Rigiditit resultiert aus der AbstoBung freier Elektronenpaare von
Stickstoff- und Sauerstoffatomen, durch die a-Aminoxypeptide eine bemerkenswerte
Konformationsstabilitdt aufweisen. Die Sekundérstruktur homochiraler o-Aminoxy-
oligopeptide wird dabei durch intramolekulare achtgliedrige Wasserstoffbriicken-
bindungen, sogenannten a-NO-Turns, stabilisiert, die sich zwischen dem Carbonylsauer-
stoff (C=0i) und dem Aminoxyamidproton (NHi+2) des rdumlich benachbarten Restes
ausbilden (Abb. 1.14). Durch computergestiitzte Simulationen wurde eine rechtsgingige
1.8s-helikale Konformation vorhergesagt, die sich aus aufeinanderfolgenden a-NO-Turns
zusammensetzt.['®+165] Hierbei konnten bereits fiir kurze Oligomere wie Dipeptidamide
stabile Konformationen beobachtet werden. Dariiber hinaus ist die Sekundéarstruktur der
a-Aminoxypeptide unabhidngig von der Art der Seitenketten innerhalb der Peptid-

166]

sequenz.! Durch Circulardichroismus (CD)-spektroskopischen Untersuchungen

16 Bei nativen a-Peptide werden meist mehr als zehn Aminosiurereste fiir eine definierte Sekundérstruktur
benotigt.[168]
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konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Konformation sowohl in organischen
Losungsmitteln als auch in saurer bis neutraler wissriger Umgebung stabil bleibt.[!67]
a-Aminoxysduren stellen daher wichtige peptidomimetische Bausteine fiir biologische
Applikationen dar.['%®191 So entwickelten Zhang und Mitarbeiter guanidinreiche
zellpenetrierende  Peptide  (cell-penetrating  peptides, CPPs) Dbasierend auf
o-Aminoxysduren (Abb. 1.15).17% Die aus L-o-Aminosduren und D-o-Aminoxysduren
bestehenden Hybride wiesen eine geringe Toxizitdt und eine hohe Serumresistenz auf.
Zellpenetrierende a-Aminoxypeptidanaloga stellen potentielle Tragerpeptide fiir
membranimpermeable Molekiile ins Zytosol dar und kénnen als Werkzeuge fiir in vivo

Applikationen genutzt werden.

= >
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Abb. 1.15: Guanidinreiches zellpenetrierendes Peptid basierend auf a-Aminoxysauren.

Yang und Wu entdeckten zudem, dass o-Aminoxysdureamide azider sind als iibliche
Amidgruppen und effiziente Wasserstoffbriickendonatoren bei Interaktionen mit
Anionen darstellen. Die Wissenschaftler entwickelten synthetische Systeme, die in der

171-174] Im

Lage sind biologische Funktionen von Chloridionenkanilen nachzuahmen.!
Organismus vermitteln Chloridionenkanile den Transport von Chloridionen durch die
Zellmembran und spielen eine wesentliche Rolle bei der Regulation des Membran-
potentials, des transepithelialen Transports, des Zellvolumens und des intrazelluldren pH-
Wertes.[!'”] Fehlfunktionen von Ionenkanilen konnen zu schweren Erkrankungen fiihren,
darunter Mukoviszidose, Nierensteine, Myotonie und Epilepsie.!'’®! Die hohe Spezifitit
der Chloridionenkandle im Organismus beruht darauf, dass Chloridionen vollstindig
desolvatisiert vorliegen und ausschlieBlich iiber Wasserstoffbriicken gebunden sind.!!””!
Wu und Yang entwickelten sowohl zyklische als auch azyklische Anionenrezeptoren, die
starke Affinititen und hohe (Enantio-)Selektivititen fiir Chloridionen und chirale
Carboxylationen zeigen. Die zyklischen Chloridionenrezeptoren bestehen dabei aus
D- und L-0-Aminoxysduren, die eine gebogene Konformation aus heterochiralen a-NO-

Turns einnehmen (Abb. 1.16 A, links), oder stellen Hybride aus p-a-Aminoxysiuren und

D-o-Aminosduren dar, welche aus alternierenden Siebenringen (y-Turns) und Achtringen
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1.3 Peptide und Peptidomimetika in der Tumortherapie

(a-NO-Turns) aufgebaut sind (Abb. 1.16 A, rechts). Bei Zyklisierung bilden sich
Konformationen aus, die im Inneren zylindrische Hohlrdume aufweisen, welche
Gastmolekiile aufnehmen konnen. Die azyklische Anionenrezeptoren enthalten dabei
eine Isophthalamideinheit, an die beidseitig zwei a-Aminoxysdurereste gebunden sind
(Abb. 1.16 B, links).['”*! Beim Austausch des Isophthalamids gegen ein Pyridinanalogon
wurde eine Selektivitdt fiir chirale Carboxylationen anstelle von Chloridionen beobachtet
(Abb. 1.16 B, rechts).l'’* Der Vorteil der Chloridselektivitit wurde zudem genutzt um
kiinstliche Ionenkanile zu konstruieren, die den Transport von Chloridionen entlang der
Lipiddoppelschicht ermdglichen. So bieten o-Aminoxysduren Anwendungsmoglich-

keiten bei der lonenerkennung und bei Transportprozessen in lebenden Organismen.
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Abb. 1.16: Zyklische und azyklische Anionenrezeptoren bestehend aus a-Aminoxyséuren.

1.3.3.2 a-Peptoide
Eine weitere wichtige Gruppe peptidomimetischer Foldamere der Klasse B stellen
a-Peptoide dar, die auch als N-substituierte Oligoglycine bezeichnet werden. Sie leiten
sich von den natiirlich vorkommenden a-Peptiden ab, bei denen die Seitenkette vom

a-Kohlenstoff auf den benachbarten Amidstickstoff verschoben ist (Abb. 1.17).

R
N vy
(0] R O
a-Peptid a-Peptoid
Abb. 1.17: Struktur nativer a-Peptide sowie daraus abgeleitete a-Peptoide.
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1.3 Peptide und Peptidomimetika in der Tumortherapie

Im Gegensatz zu den a-Peptiden stellen a-Peptoide achirale Verbindungen dar. Sie sind
hierdurch relativ einfach zuginglich!” und erlauben eine hohe chemische Variabilitit an
Seitenkettenmodifikationen.[!”®!7) Peptoide besitzen als potentielle bioaktive Ver-
bindungen wesentliche Vorteile gegeniiber nativen Peptiden. So wurde gezeigt, dass sie
eine erhohte Zellpermeabilitit sowie eine proteolytische Stabilitit vorweisen.['8%181] Sie
erfahren aufgrund des fehlenden Amidprotons jedoch keine Konformationsstabilisierung
durch interne Wasserstoftbriickenbindungen. Tertidre Amide weisen zudem einen relativ
geringen Energieunterschied zwischen den zwei moglichen Isomeren auf, wodurch
Peptoide sowohl in der cis- als auch trans-Amidkonfiguration vorliegen. Dies flihrt zur
hohen konformationellen Flexibilitdt der Peptoide und erschwert gleichzeitig die Bildung
stabiler Peptoidfoldamere. Stabile helikale Strukturen konnten jedoch bereits bei
Peptoidpentameren beobachtet werden. Die Stabilitit der Sekundérstruktur hdangt dabei
stark von den jeweiligen Seitenketten ab.!'8?] Durch die Wahl geeigneter Seitenketten
konnen iiber sterische und elektronische Wechselwirkungen stabile Sekundarstrukturen
induziert werden. Es existieren sowohl cis-induzierende Seitenketten, zu denen sperrige
N-1-Naphthylethyl-['83] und tert-Butyl-["*" sowie Triazolium-Substituenten!!'®! zihlen,
als auch Seitenketten mit N-Aryl-['% und N-Alkoxyamidresten,!'*”! die bevorzugt eine
trans-Konfiguration hervorrufen. AusschlieBlich aus cis-Amidbindungen aufgebaute
Peptoidoligomere weisen eine rechtsgingige Helix auf, die der Polyprolin-Typ I Helix
dhnelt, wihrend Vertreter, die aus trans-Amidbindungen bestehen, linksgéingige Helices
des Polyprolin-Typ II ausbilden.['3% Peptoide wurde bereits in verschiedenen Bereichen
eingesetzt, unter denen sich auch einige Applikationen befinden, die tumorassoziierte
Prozesse adressieren.!!831°1) So entwickelten Appella und Mitarbeiter peptoidbasierte
Inhibitoren der p53-HDM2-Interaktion.!'”") Das Tumorsuppressorprotein p53 reguliert in
seiner aktiven Form den Zellzyklus sowie die Apoptose und verhindert so die Entstehung
von Tumoren. Inaktivierung von p53 fiihrt entsprechend zu unkontrolliertem Zellwachs-
tum und zur Proliferation. Die Uberexpression des human double minute 2 (HDM2)
Proteins, das an p53 bindet und dieses inaktiviert, steht in Verbindung mit aggressivem
Tumorwachstum und Zytostatikaresistenzen.!"”?! HDM2-Inhibitoren stellen wichtige
Ansatzpunkte in der Tumortherapie dar, wodurch die Reaktivierung der p53-Funktion

erzielt werden kann, was zur Tumorprivention beigetriagt. Anhand eines strukturbasierten

7 Die Submonomermethode erméglicht die Synthese von Peptoiden in zwei Schritten an fester Phase.
Zunéchst erfolgt mit Bromessigsdure die Acylierung eines Amins, der eine nukleophile Substitution mit
einem weiteren Amin folgt. Prinzipiell kann jedes beliebige primire Amin eingesetzt werden.
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1.3 Peptide und Peptidomimetika in der Tumortherapie

Designs entwickelten Appella und Mitarbeiter helikale Peptoide, die eine #dhnliche
Anordnung der Aot spots (Phe, Trp, Leu) der p53-Helix vorweisen und so die Interaktion
zwischen p53 und HDM2 inhibieren (Abb. 1.18). Eine Windung der Peptoidhelix besteht
dabei aus nur drei Resten, anstatt wie bei der p53-Peptidhelix aus 3.6 Aminosdureresten.
Zudem weisen die Peptoidseitenketten einen abweichenden Winkel auf. Um die relative
Orientierung der drei kot spots der p53-Helix zu reproduzieren, wurde daher die Sequenz
um einen Rest verkiirzt und die Seitenketten um eine Methyleneinheit verlangert. Durch
weitere Modifikationen konnte die Wasserloslichkeit (Phophonat- und Sulfonamidreste),
Hydrophobizitit (p-Nitrobenzylsubstituent) sowie Bindungsaffinitét (6-Chlorindolseiten-
ketten) der Peptoide erhoht werden. Mit Peptoid PS 13 wurde so ein potenter p53-HDM2-

Inhibitor mit einer Aktivitit im niedrigen mikromolaren Bereich entwickelt (Abb. 1.18).

0, 0y,
AT AN ANANE

o PS 13
Abb. 1.18: Peptoidbasierter p53-HDM2-Inhibitor mit 4ot spot Aminosédureresten (blau).

Weiterhin identifizierten Kodadek und Mitarbeiter in einem Screening von 300.000
Peptoidnonameren, Peptoide die in vivo selektiv an den vaskuldren endothelialen Wachs-
tumsfaktor Rezeptor 2 (VEGFR2) mit Affinitdten im niedrigen mikromolaren Bereich
binden.!"*! Die Bindung des Wachstumsfaktors VEGF an den Rezeptor VEGFR?2 spielt
eine entscheidende Rolle bei der Angiogenese und die Inhibition der Hormon-Rezeptor-
Interaktion reprisentiert eine Strategie in der Tumortherapie (insbesondere solider
Tumoren).l'”¥] Die durch Kodadek entdeckten Peptoide, die zumeist N-Lys-, N-Leu-
sowie aromatische Seitenketten enthalten, erwiesen sich in einem zellbasierten Assay zur
VEGFR2-Autophosphorylierung'® jedoch als nur schwache VEGFR2-Antagonisten. Die
Autoren entwickelten auf der Grundlage, dass VEGFR?2 als Dimer vorliegt, Homodimere
der Peptoidliganden. Peptoid GU40C4 erwies sich als potentieller VEGFR2-Antagonist
mit einer Inhibition im niedrigen mikromolaren Bereich (Abb. 1.19). Die Verbindung
zeigte zudem im Mausmodell eine Aktivitit in vivo.['®) Durch den Inhibitor reduzierte

sich das Tumorwachstum um ein Fiunffaches.

18 Autophoshorylierung der Kinasedomiine von VEGFR?2 stellt einen friihen Schritt der Angiogenese dar
und erfolgt nach Bindung von VEGF.[*]
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Abb. 1.19: Peptoid GU40C4 (Linker in blau).

Eine weitere Peptoidapplikation wird von Barron und Mitarbeitern beschrieben. Inspiriert
durch Magainin 2 entwickelten sie kationische, amphiphile Peptoide und untersuchten
deren biologische Aktivitit (Abb. 1.20).'421°11 Die Peptoide zeigten dabei eine anti-
mikrobielle Aktivitdt gegeniiber grampositiven (Bacillus subtilis) und gramnegativen

(Escherichia coli) Bakterien.['!]

Zusitzlich konnten zytotoxische Aktivititen im
niedrigen mikromolaren Bereich gegeniiber humanen Tumorzelllinien beobachtet
werden.['*”] Einige Peptoide zeigten dabei eine moderate Selektivitit gegeniiber
Tumorzellen. Die kationische, amphiphile Natur und eine bestimmte Kettenldnge waren
hierbei entscheidend fiir die antitumorale Aktivitdt der Peptoide. Zusatzlich konnte in

einer Xenograft Mausmodellstudie mit humanen Brusttumoren die in vivo Effizienz der

Peptoide bestitigt werden.

H q NHz H q \)'L NH2
L ®NH; Jn=as L ®NHs Jn=4

Abb. 1.20: Peptoid-Analoga des helikalen antitumoralen Peptides Magainin 2.

Die aufgefiihrten Beispiele zeigen den erfolgreichen Einsatz von a-Aminoxypeptiden und
a-Peptoiden und verdeutlichen das Potential dieser Substanzen fiir biomedizinische und
tumortherapeutische Applikationen, wo sie Anwendung als Inhibitoren von PPIs oder als

antitumoraktive Peptidomimetika finden kénnen.
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2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung und die Synthese neuer peptidanaloger
Substanzklassen mit antitumoraler Aktivitdt, sowie die Untersuchung ihrer Eigenschaften
und die Aufstellung von Strukturaktivitdtsbeziehungen. Hierzu sollen natiirliche
Bausteine peptidischer Vorbilder und Leitstrukturen gezielt durch a-Peptoide oder
a-Aminoxypeptide (Abb. 2.1) ausgetauscht werden. Sie sollen als Peptidanaloga dienen
und so die Entwicklung neuer bioaktiver Substanzklassen ermoglichen, mit potentiell
verbesserten pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften als die

peptidischen Vorbilder. Zwei Ansétze sollen dazu verfolgt werden.

a-Peptoid

Al Y
o-Peptid N o
wens “ﬁg*{

H
EN N \")Kvg
N H a-Aminoxypeptid

H o R 0 0
{ﬁu,ofkm,ofg}

Abb. 2.1: Peptidanaloga. Links: natives a-Peptid; rechts: in der Arbeit verwendete peptidomimetische
Analoga und schematische Darstellung des Riickgrats mit Seitenkettenorientierung.

Im ersten Teil der Dissertation stehen die Synthese und die biologische Evaluation
peptoidbasierter HDAC-Inhibitoren im Vordergrund. Diese sollen préiferentiell fiir
HDAC6 wirken, das ein attraktives Ziel fiir die Tumortherapie darstellt.”>!%] Hierzu soll
eine Synthesestrategie entwickelt werden, die den diversitdtsorientierten Zugang zu einer
kleinen Substanzbibliothek ermdglicht (Kapitel 3, Publikation I). Basierend auf den
Ergebnissen der biologischen Evaluation dieser Verbindungen sollen die Struktur-
aktivitatsbeziehungen der peptoidbasierten HDAC-Inhibitoren tiefergehend untersucht
werden. Dazu sollen weitere Derivate dieser Substanzklasse synthetisiert und Inhibitoren
mit verbesserter Antitumoraktivitit entwickelt werden (Kapitel 4). Zudem steht

aullerdem die Entwicklung einer 1-Topf-Synthesevariante im Fokus.

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit der Entwicklung einer Synthesestrategie zur
Darstellung von a-Aminoxyoligopeptiden (Kapitel 5, Publikation II). Durch Festphasen-
synthese sollen Oligopeptide synthetisiert werden, die anschlieend auf ihre Faltungs-
eigenschaften und ihren Nutzen als bioaktive, peptidomimetische Foldamere hin
untersucht werden sollen. Basierend auf diesen Ergebnissen sollen a-Aminoxypeptide
zudem als Strukturmimetika herangezogen werden. Dabei soll deren Einsatz als
Inhibitoren fiir die Protein-Protein-Interaktion der C-terminalen Dimerisierung von

HSP90 untersucht werden (Kapitel 6, Publikation III).
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3 Synthese peptoidbasierter HDAC6-Inhibitoren

In diesem Kapitel werden die Zielsetzung, Uberlegungen zur Synthese und eine
Zusammenfassung der Publikation I dargestellt. Alle Verbindungen, die aus der
Publikation I stammen, sind analog nummeriert und mit einem “ markiert. Kapitel 10.1
beinhaltet die vollstindige Verdffentlichung sowie eine Darlegung der beigetragenen

Anteile des Autors zu der Publikation L

3.1 Zielsetzung

In Anlehnung an Arbeiten von Fairlie und Mitarbeitern iiber peptidbasierte HDACi 1
sollten peptidomimetische Analoga 2* entwickelt werden (Abb. 3.1).1'4 Hierfiir dienten
die dort beschriebenen linearen Tripeptidmimetika 1 als Leitstruktur, die von dem
natiirlich vorkommen zyklischen Tetrapeptid Trapoxin B abgeleitet sind und in einer
mehrstufigen stereoselektiven Synthese hergestellt wurden. Die peptidbasierten HDACi
1" zeigten eine hohe Aktivitidt gegeniiber Tumorzelllinen. Dabei wiesen einige der
Verbindungen eine Priferenz fiir die Inhibierung von HDACG6 auf, das als attraktives
Target fiir die Entwicklung von Wirkstoffen zur Tumortherapie gilt.['*>! Auf Grundlage
dieser Erkenntnisse sollten peptoidbasierte HDAC6i 2° iiber eine diversitétsorientierte

Synthesestrategie dargestellt werden.

, O o » 31
o B “NH ! HN\iO
o%\-“‘ N-on N
o H
N
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NH HN" 0 — N —
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(o) R2
Trapoxin B 1* 2"
peptidbasierte HDACi peptoidbasierte HDACI

Abb. 3.1: Design der peptoidbasierten HDAC-Inhibitoren 2° durch Modifikation der durch
Fuairlie beschriebenen peptidbasierten HDACi 1°.

In diesem Projekt sollten zwei wesentliche Modifikationen an der Leitstruktur 1
vorgenommen werden, um die pharmakokinetischen und pharmakodynamischen
Eigenschaften der HDACi zu verbessern (Abb. 3.1). Die erste Modifikation sollte einen
Transfer der Seitenkette (Linker) vom a-Kohlenstoff auf den benachbarten Stickstoff
beinhalten. Dadurch besitzen die Verbindungen keine Stereozentren mehr und eine damit
verbundene aufwendige stereoselektive Synthesestrategie kann vermieden werden.
AuBlerdem erfolgt hierdurch der Wechsel von der peptidischen hin zur peptoidischen
Struktur. Diese Peptoidriickgratstruktur weist im Vergleich zu den peptischen Analoga

eine potentiell hdohere Stabilitit gegeniiber Proteolyse auf!'8! In einer zweiten
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3 Synthese peptoidbasierter HDAC6-Inhibitoren

Modifikation sollte der Austausch des klassischen aliphatischen durch einen benzylischen
Linker erfolgen. Der Einsatz eines Benzyllinkers beim Design von HDAC-Inhibitoren
steht im Zusammenhang mit einer erhohten Priferenz fiir HDAC6 als Target.5%!!7) In
einem Homologiemodell, in dem die katalytische Doméne II (CDII) von HDAC6 mit
HDACI verglichen wurde, konnte gezeigt werden, dass HDAC6 einen wesentlich
breiteren Bindungskanal und eine grofere und offenere Erkennungsregion aufweist als
HDAC1.M Die groBere und offenere Erkennungsregion erlaubt bei dem Design von
HDAC6i auBerdem den Einsatz von verzweigten und sperrigen hydrophoben Caps. !° Die
Verwendung eines Benzyllinkers sollte zudem eine gezieltere Adressierung des breiteren
Bindungskanals von HDAC6 ermoglichen. Ein besonderes Augenmerk lag hierbei auf

der Entwicklung einer vielseitig nutzbaren und chemisch wenig aufwendigen Synthese-

methode, mit der eine Reihe unterschiedlichster Verbindungen dargestellt werden kann.

Alle synthetisierten Verbindungen sollten im Arbeitskreis von Prof. Dr. Kassack
(Universitit Diisseldorf) auf ihre Zytotoxizitdt und zusitzlich auf ihre Inhibition der
HDAC-Enzymaktivitdt in einem zellbasierten HDAC-Assay in vitro untersucht werden.
Nach Identifizierung potenter HDAC-Inhibitoren sollten die besten Vertreter der
Substanzklasse weiterfiihrenden biologischen Untersuchungen unterzogen werden. Dazu
sollten ihre Aktivititen gegeniiber ausgewdhlten HDAC-Isoformen getestet und
Kombinationsstudien mit Cisplatin durchgefiihrt werden. Ferner sollten im Arbeitskreis
von Prof. Dr. Gohlke (Universitit Diisseldorf) die Bindungsmodi ausgewéhlter

Verbindungen in Dockingstudien analysiert werden.

3.2 Uberlegungen zur Syntheseplanung

In Hinblick auf die geplanten Strukturmodifikationen sollte eine geeignete Synthese-
strategie entwickelt werden, die eine hohe struktureller Vielfalt der darzustellenden
Verbindungen ermoglicht. Eine retrosynthetische Analyse des Zielmolekiils ergab vier
mogliche Schnittstellen. Basierend auf in der Literatur beschriebene Synthesen von
Peptoiden, kommen daher grundséatzlich zwei mdgliche Synthesewege fiir Darstellung

der gewiinschten Zielverbindungen in Betracht (Abb. 3.2).

1Y Die Rontgenstrukturanalysen der hCDII der humanen HDAC6 und die der zCDI und zCDII der
Zebrafisch HDAC6 von Hai und Christiansen aus dem Jahr 2016 bestitigen diese Annahmen.[°!] Zum
Zeitpunkt dieser Arbeit standen diese Erkenntnisse jedoch noch nicht fest.
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Abb. 3.2: Mogliche Synthesemethoden zur Darstellung der geplanten Zielmolekiile.

Eine Méglichkeit stellt die durch Zuckermann''"™ beschriebene Submonomermethode?
dar. Diese Syntheseoption bietet den Vorteil, dass nahezu jedes beliebige primédre Amin
als Baustein verwendet werden kann. Zusétzlich bietet sich die Moglichkeit zur Variation
des Restes R2. Jedoch weist diese Methode auch Nachteile auf. Bei dieser Strategie ist
bereits zu Beginn der Synthese der Rest R! festgelegt und kann wiihrend der Synthese
nicht mehr variiert werden. Ein weiterer Nachteil ist die Anzahl der Reaktions- und
Reinigungsschritte. Diese klassische chemische Synthese besteht aus der Umsetzung von
einem oder zwei Molekiilen zu einem Produkt und der Aufbau der Zielverbindung erfolgt
iiber eine Reihe stufenweise ablaufender Reaktionen, an die sich Reinigungs- und
Isolierungsschritte anschlieen. Im Gegensatz dazu bietet die zweite Methode {iber eine
Mehrkomponentenreaktion (MKR) einige wesentliche Vorteile. MKRs sind 1-Topf-
Syntheseverfahren, bei denen teilweise hochkomplexe molekulare Systeme aufgebaut
werden. Dabei reagieren mindestens drei Reaktanden in einem Reaktionsgefdl3
miteinander und das gebildete Produkt enthélt wesentliche Teile eines jeden Edukts. Die
Ugi-4-Komponentenreaktion (Ugi-4-Component Reaction, U-4CR), bei der ein Amin,
eine Carbonséure, eine Carbonylverbindung und ein Isocyanid miteinander reagieren, ist

die bekannteste und vielseitigste MKR. Nach retrosynthetischer Analyse kam auch die

2 Die Submonomermethode besteht aus zwei Schritten. Schritt 1 umfasst eine Acylierung bei der meist
eine durch Diisopropylcarbodiimid (DIC) aktivierte Halogenessigsdure mit einem Amin reagiert und in
Schritt 2 wird das Halogen durch ein Amin substituiert und dadurch das N-substituierte Glycinderivat
gebildet.
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3 Synthese peptoidbasierter HDAC6-Inhibitoren

U-4CR fiir die Synthese der gewiinschten Zielverbindungen in Betracht. Die vier
Reaktanden regieren in einer Kondensationsreaktion iiber eine Sequenz von
Teilschritten?' zu einem einzigen peptidihnlichen Produkt. Hierbei werden insgesamt
vier neue chemische Bindungen geformt, die zur Bildung des Produktes fiihren und
lediglich nur ein Molekiil Wasser eliminiert. AuBBerdem treten durch die festgelegte
Teilreaktionssequenz kaum Nebenprodukte auf. Dies macht die U-4CR zu einer sehr
atomOkonomischen Reaktion. Weiterhin wird die Effizienz der Reaktion dadurch
verdeutlicht, dass Isolierungs- und Aufarbeitungsschritte von Zwischenprodukten
entfallen. Es ist somit lediglich ein geringer Reinigungs- und Zeitaufwand fiir die
Umsetzung zum Produkt notig, wodurch einerseits deutlich Ressourcen eingespart
werden konnen und andererseits meist auch hohere Ausbeuten resultieren. Ein weiterer
wichtiger Vorteil der U-4CR ist die sehr grof3e Eduktvielfalt. Die Reste an den einzelnen
Komponenten konnen vielfiltig variiert werden und auch sterisch stark anspruchsvolle
Edukte konnen reagieren. Dadurch ldsst sich mit geringen Material- und Zeitaufwand eine
hochdiverse Anzahl von pharmakologisch interessanten Produkten synthetisieren.
Aufgrund der beschriebenen Vorteile der U-4CR gegeniiber der Submonomermethode,
sollte die Synthesestrategie {iber eine Ugi-4-Komponentenreaktion erfolgen. Diese sollte
einen effizienten Zugang zu einer Substanzbibliothek mit grofer struktureller Diversitét

ermoglichen.

3.3 Zusammenfassung der Publikation I

In der Pubkikation I werden die Synthese und die biologische Aktivitit einer neuartigen
Klasse an HDAC6-Inhibitoren vorgestellt. In Anlehnung an Arbeiten von Fairlie iiber
peptidbasierte HDACi wurden durch einen Transfer der Seitenketten vom a-Kohlenstoff
auf den benachbarten Amidstickstoff und durch den Austausch des aliphatischen gegen
einen benzylischen Linkers peptoidbasierte HDACi mit erhohter Selektivitét fiir HDAC6
entwickelt. Die zweistufige Synthese erfolgte iiber eine Ugi-4-Komponentenreaktion mit
anschliefender Hydroxylaminolyse der Zwischenstufen zu den entsprechenden
Hydroxamsduren. Diese effiziente und diversititsorientierte Syntheseroute erlaubte die
Darstellung einer kleinen Substanzbibliothek an strukturell vielféltigen Vertretern dieser
Verbindungsklasse. Untersuchungen der Zytotoxizitit im MTT-Assay sowie der HDAC-

Inhibition in einem zellbasierten HDAC-Assay zeigten, dass insbesondere Verbindungen

2l Die Teilreaktionsschritte befinden sich in einem chemischen Gleichgewicht, wobei irreversible
Teilreaktionen besonders giinstig sind.
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3 Synthese peptoidbasierter HDAC6-Inhibitoren

mit 4-Dimethylaminophenylsubstituenten aktive Vertreter dieser Substanzklasse sind.
Tiefergehende biologische Untersuchungen der vielversprechendsten Verbindungen
ergaben im HDAC-Enzymassay eine Préferenz fiir die Inhibition von HDAC6 gegeniiber
anderen HDAC-Isoformen. Die HDACO6-Inhibition konnte zusétzlich durch
Hyperacetylierung des natiirlichen HDAC6-Substrates a-Tubulin mittels Western Blot
bestitigt werden. In Kombinationsstudien mit Cisplatin konnte zudem eine chemo-
sensibilisierende Wirkung nachgewiesen werden. Ferner ergaben NMR-spektroskopische
Untersuchungen das Vorliegen von Rotameren. Dabei erwies sich die cis-Amidbindung
als die bevorzugte Konformation. Im Rahmen von Dockingstudien wurden die Bindungs-
modi beider Rotamere in HDAC2, HDAC4 und HDAC6 untersucht. Dabei wurde
unabhingig von der Verbindung und dem Rotamer HDAC6 bevorzugt gebunden. Im Fall
des 4-Dimethylaminophenylderivats konnte eine préferierte Bindung des frans-Rotamers

fiir HDAC6 festgestellt werden.

Zusammenfassend werden Einblicke in die Synthese, Strukturaktivitdtsbeziechungen und
Struktureigenschaften von peptoidbasierten Hydroxamséduren gegeben, die eine neuartige
Substanzklasse an potenten und selektiven HDAC6-Inhibitoren darstellen. Die HDACi
zeigen eine bemerkenswerte Zytotoxizitidt gegeniiber Tumorzellen und reprisentieren
daher einen wertvollen Ausgangspunkt fiir die Entwicklung weiterer HDAC-Inhibitoren

mit verbesserter Antitumoraktivitét.
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4.1 Ausgangspunkt und Zielsetzung

In Kapitel 3 (Publikation I) wurden peptoidbasierte Hydroxamsduren als potente
HDACG6-Inhibitoren identifiziert. Basierend auf den Ergebnissen zur Untersuchung der
Zytotoxizitdt und der HDAC-Inhibition im zellbasierten als auch im enzymbasierten
HDAC-Assay sollten in diesem Abschnitt weitere Derivate mit peptoidbasierter Cap
synthetisiert werden. Hierdurch sollten tiefergehende Einblicke in die Strukturaktivitéts-
bezichungen dieser Substanzklasse erhalten werden. Als Leitstrukturen wurden die
beiden HDAC-Inhibitoren 2i* und 2f* herangezogen (Abb. 4.1). Diese Verbindungen
besitzen als Strukturmotiv beide eine Cyclohexylrest, der sich als aktivitdtsfordernd
erwiesen hat. Zusdtzlich tragen die Verbindungen entweder einen 4-Dimethylamino-
benzoyl- (die bisher potenteste Verbindung 2i*) oder einen 3,5-Dimethylbenzoyl-
substituenten (die bisher selektivste Verbindung 2f*).?* Beide Inhibitoren zeigten sowohl
im Zytotoxizititsassay, als auch bei der Inhibition der Enzymaktivitit im zellbasierten

HDAC-Assay gute Aktivitidten und sind priaferenzielle HDAC6-Inhibitoren.

N O
\(;/g OH /@Q(
HDAC IC5, (A2780): 2.72 uM HDAC ICy, (A2780). 0.90 uM
MTT IC54 (A2780): 6.05 UM MTT IC5, (A2780): 0.34 uM
HDAC IC5, (HDACS6): 0.0112 uyM HDAC IC5y (HDACS6): 0.0016 pM

Abb. 4.1: HDAC-Inhibition und Zytotoxizitit der HDAC-Inhibitoren 2f" und 2i".

22 Im Bezug zur HDAC6-Inhibition ergaben sich fiir Verbindung 2f* Selektivititsindices (SI) von 390
gegeniiber HDAC2, >893 gegeniiber HDAC4 und 38 gegeniiber HDAC11. Die SI von 2i” lagen im bei 126
(HDAC2), >6289 (HDAC4) und 40 (HDACI11). SI = ICsoq(HDAC2/4/11)/IC5o(HDACS6).
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Leitstrukturen

N
“OH
B o}
2f*: R = 3,5-Me

2i*; R = 4-Me,N

Molekiilregion A: Molekiilregion B: Molekiilregion C:

O, L L 83
() >~y @if@“ii *)K©

Variation Isocyanide Variation Carbonsé&ure Variation Carbonylkomponente

Abb. 4.2: Leitstrukturen und geplante Modifikationen in den Molekiilregionen A, B und C.

Es sollten umfangreiche Strukturmodifikationen in den drei Molekiilregionen A, B und
C erfolgen (Abb. 4.2). Dazu sollten im Einzelnen folgende Verdnderungen vorgenommen

werden:

e Molekiilregion A: Die Substituenten in Molekiilregion A sollten umfangreich variiert

werden, um die Strukturaktivititsbeziehungen der Reste in dieser Molekiilregion
eingehend zu untersuchen. Dazu sollten insgesamt die fiinf Isocyanide #-Butyl-,

c-Hexyl-, 4-Tolyl-, n-Butyl- und Benzylisocyanid verwendet werden.

e Molekiilregion B: Es sollten unterschiedlich alkylsubstituierte Benzoesduren

eingesetzt werden, um zu untersuchen, wie sich Alkylresten an verschiedenen
Positionen auf die Aktivitit der Verbindungen auswirken. Zusitzlich sollte der
Einfluss des Dimethylaminorestes untersucht werden. Dazu sollten Derivaten mit

meta- und para-Dimethylaminobenzoylsubstituenten synthetisiert werden.

e Molekiilregion C: Es sollten auBlerdem einige Derivate durch Variation der

Carbonylverbindung hergestellt werden. Die so erhaltenen Derivate sind in der
Molekiilregion C zusétzlich substituiert und sollten auf ihre Aktivititsauswirkungen

untersucht werden.
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Im vorangegangenen Kapitel wurde zur Gewinnung der peptoidbasierten HDAC-
Inhibitoren eine zweistufige Syntheseroute herangezogen. Diese Strategie erfolgte
zundchst tiber eine Ugi-4-Komponentenreaktion, bei der nach flashsdulenchromato-
graphischer Reinigung ein Methylesterderivat als Vorstufe erhalten wurde. Dieser
Methylester wurde in einer Folgereaktion iiber eine Hydroxylaminolyse zur gewiinschten
Hydroxamsdure umgesetzt. Beide Schritte erforderten hierbei relativ lange Reaktions-
zeiten.”? Durch Modifikationen der urspriinglichen Methode sollte ein zeiteffizienterer
und ressourcensparender Syntheseweg entwickelt werden, der die Darstellung der Ziel-
verbindung mit einer verbesserten Gesamteffizienz und erh6hten Ausbeuten ermdglicht.
Zur weiteren Optimierung sollte dazu eine mikrowellenunterstiitzte 5-Komponenten-
1-Topf-Synthesevariante entwickelt werden.?* AbschlieBend sollten alle Verbindungen
im Arbeitskreis von Prof. Kassack auf ihre Zytotoxizitdt im MTT-Assay und ihre HDAC-
Inhibition in einem zellbasierten HDAC-Assay untersucht werden. Ferner sollte die
Inhibition gegeniiber den Isoformen HDAC1 und HDACS6 in einem HDAC-Enzymassay

untersucht werden.

4.2 Optimierung der Multikomponentensynthese

Um die Synthesestrategie weiter zu optimieren, wurden zunéchst die beiden bekannten
Syntheseschritte des zweistufigen Verfahrens aus Kapitel 3 unabhingig voneinander
betrachtet und untersucht. Ausgehend von Testverbindung 1a wurden dazu unter-
schiedliche Reaktionsbedingungen untersucht (Tab. 4.1). Als Ausgangsbedingungen fiir
die U-4CR (Schritt I) wurden die optimierten Reaktionsbedingungen aus Kapitel 3
gewihlt, sodass alle mikrowellenunterstiitzten Reaktionen in wasserfreiem Methanol und
unter Zugabe von zerstoBenem Molekularsieb 4 A (MS 4 A) erfolgten. Hierzu wurde ein
geringer Uberschuss an 4-Aminomethylbenzoesiuremethylester Hydrochlorid (1.2 Aq.)
und Paraformaldehyd (1.2 Aq.) eingesetzt und die Reaktion wurde bei einer
Konzentration der Carbonsdure 4a und des Isocyanid Sa von 0.5 m durchgefiihrt. Die

Ergebnisse sind in Tab. 4.1 zusammengefasst.

2 Die Ugi-4-Komponentenreaktion aus dem vorangegangen Kapitel erfolgte bei einer Reaktionszeit von
72 h, wahrend die Reaktionszeit der Hydroxylaminolyse 16 h betrug.

24 Der wesentliche Vorteil der Mikrowelle besteht in der gleichmiBigeren Energieverteilung. Dies fiihrt zu
verringerten Reaktionszeiten und zu einem reduzierten Energiebedarf.
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Tab. 4.1: Reaktionsoptimierung der mikrowellenunterstiitzten Multikomponentenreaktion.

Schritt I
H2N 0 \4/
‘HCI
O H)LH HN (0]
2 O 3a \i
o] * \
| Reaktionsbedingungen le)
HO N © h
CN o)
4a 5a N 6a
Schritt 1T

\EO HN (0]
H,NOH-HCI \E

N
(0} 1 o
@O ~ Reaktionsbedingungen @O N\OH

(0]

PN /N\ 1a

Exp. Leistung Temperatur Zeit Ausbeute’

[W] [°C] [min] [Yo]

SchrittI 1 150 45 60 63
2 150 45 120 79

3 150 45 60 85

4 150 45 30 68

5 150 70 60 71

6 150 55 60 76

Schritt II 7 150 45 20 63
8 150 45 30 77

9 150 70 20 48

10 150 55 20 75

11 150 55 30 80

[a] Der Fortschritt aller Reaktionen wurde mittels Diinnschichtchromatographie verfolgt. [b] Die angegebe-
nen Ausbeute wurde nach sdulenchromatographischer Reinigung ermittelt. [c] Alle vier Komponenten
wurden zeitgleich zur Reaktion zugesetzt.

In einer ersten mikrowellengestiitzten Synthese wurden alle vier Komponenten und
Triethylamin zeitgleich dem Reaktionsansatz hinzugefiigt und die Reaktion wurde bei
45°C fiir 60 min. unter Mikrowelleneinstrahlung geriihrt (150 W). Das gewiinschte
Produkt konnte in einer moderaten Ausbeute von 63% isoliert werden (Tab. 4.1, Exp. 1).
Da der vollstindige Umsatz zum Produkt der U-4CR fiir eine erfolgreiche 1-Topf-
Variante entscheidend ist, wurde die 4-Komponentenreaktion weiter optimiert. Bei der
U-4CR ist die Bildung eines Imins®® als Zwischenstufe ein wesentlicher Schliisselschritt.

So wurde der Fokus zunéchst darauf gelegt, die Edukte unter Mikrowellenbedingungen

25 Ein nicht kompletter Umsatz der Carbonylkomponente wiirde bei der Zugabe von Hydroxylamin zu
Nebenprodukten wie z.B. dem Oximderivat fiihren.
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vollstdndig zum Imin umzusetzen. Das Aminhydrochlorid 2, Paraformaldehyd, Triethyl-
amin und zerstofenes Molekularsieb wurden dazu in wasserfreiem Methanol suspendiert
und bei 45°C in der Mikrowelle (150 W) geriihrt. Der Fortschritt der Iminbildung wurde
nach unterschiedlichen Zeiten (2, 5, 10 und 20 min.) mittels Diinnschichtchro-
matographie verfolgt. Nach einer Reaktionszeit von 20 min. war die Umsetzung zum
Imin vollstdndig. Entsprechend erfolgte bei allen weiteren Reaktionen zunidchst eine
Voraktivierung zum Imin bei 45°C fiir 20 min., bevor die Carbonséure- und Isocyanid-
komponente hinzugefiigt wurden. AnschlieBend wurde die Reaktion bei verschiedenen
Temperaturen und Reaktionszeiten untersucht (Schritt I, Tab. 4.1, Exp. 2-6). Das beste
Ergebnis wurde bei 45°C und einer Reaktionszeit von 60 min. erzielt (Exp. 3). Produkt

1a konnte bei diesen Bedingungen in einer guten Ausbeute von 85% erhalten werden.

Anschliefend wurden die Reaktionsbedingungen der Hydroxylaminolyse (Schritt IT)
unabhingig von der U-4CR untersucht. Hierzu wurde der zuvor sdulenchromatographisch
gereinigte Methylester 6a bei unterschiedlichen Reaktionszeiten und -temperaturen unter
Mikrowelleneinstrahlung (150 W) mit einer frisch hergestellten Hydroxylaminlésung
umgesetzt. Die Hydroxylaminolyse bei 45°C und einer Reaktionszeit von 20 min. lieferte
die Hydroxamséure 1a in einer Ausbeute von 63% (Exp.7). Eine geringe Erhohung der
Temperatur von 45°C (Exp. 7, 63%) auf 55°C (Exp. 10, 75%) und eine Verldngerung der
Reaktionszeit von 20 min. (Exp. 7, 63%) auf 30 min. (Exp. 8, 77%) resultierten jeweils
in einem Anstieg der Ausbeute. Im Gegensatz dazu, hatte eine weitere Temperatur-
erhéhung auf 70°C eine Verschlechterung der Ausbeute (Exp. 9, 48%) zur Folge. Die
optimalen Bedingungen fiir die Hydroxylaminolyse wurden bei einer Temperatur von
55°C und eine Reaktionszeit von 30 min. erzielt. Hierbei konnte die Zielverbindung in

einer Ausbeute von 80% erhalten werden (Exp. 11).

AbschlieBend wurden die unabhingig voneinander optimierten Bedingungen fiir beiden
Schritte (Schritt I: U-4CR, Schritt II: Hydroxylaminolyse) miteinander kombiniert.
Hierbei wurde das Zwischenprodukt nicht isoliert und gereinigt, so dass die Synthese in
einem 1-Topf-Verfahren erfolgte. Die sequentielle Durchfiihrung beider Schritte in einem
Reaktionsgefdal und unter Mikrowelleneinstrahlung lieferte das gewiinschte Zielmolekiil
nach sdulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 72% und in einer
Reaktionszeit von unter zwei Stunden. Damit konnte eine zeiteffektivere Variante der

diversititsorientierte Synthese von peptoidbasierten HDACi entwickelt werden.
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4.3 Synthese der peptoidbasierten HDAC-Inhibitoren

Das erfolgreich optimierte 5-Komponenten-1-Topf-Verfahren {iber eine sequentielle Ugi-
4CR und Hydroxylaminolyse, konnte nun fiir die Synthese der Zielverbindungen genutzt
werden. Die HDACi 1a-q konnten alle nach sdaulenchromatographischer Reinigung in

guten Ausbeuten von 59-82% erhalten werden (Schema 4.1).

HoN o) ] ;
HC 0 R R
| |
> R3KR4 HN_ _O HN_ _O

(e}

2 3a-c a) ;/[ b) ;f
+ —_— R3 —_— R3
(@] R4 /’L R4 ”‘L H
HO)LRz CN-R! R* 0 O R* ~0 “OH

(0] 0]
4a-h 5a-d 6a-q (5;1;3520/ )
- 0

Schema 4.1: Mikrowellengestiitzte sequentielle 5-Komponenten-1-Topf-Reaktion der HDACi
1a-q. a) (i) 2, 3a-¢, EtzN, MeOH, 4 A MS, 150 W, 45°C, 20 min; (ii) R'-NC 5a-d, R>-COOH 4a-
h, 150 W, 45°C, 60 min; (b) H;NOH-HCI, Na, MeOH, 150 W, 55°C, 30 min.

Zusammenfassend erlaubte diese Methode eine kosten- und zeiteffiziente Variante zur
Synthese einer Reihe von peptoidbasierten Hydroxamsdurederivaten mit unterschied-

lichsten Strukturmodifikationen (Abb. 4.3).

:Rl'& {RZ @
TN T
H {R°R4: O
VR SN
H
5

RegionC 1 W &é@ Region B

Abb. 4.3: Durchgefiihrte Variation der Reste R'-R* in den Molekiilregionen A-C.

4.4 Biologische Evaluation der HDACi

Im Anschluss wurden die im Rahmen dieses Projektes hergestellten Verbindungen 1a-q
im Arbeitskreis von Prof. Dr. Kassack (Institut fiir Medizinische und Pharmazeutische
Chemie, Universitdt Diisseldorf) hinsichtlich ihrer Zytotoxizitit in einem MTT-Assay

und ihre HDAC-Inhibition in einem zellbasierten HDAC-Assay untersucht. Zuséitzlich
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wurden Untersuchungen zur Inhibierung der Enzymaktivititen in einem HDAC-
Enzymassay an den rekombinanten Enzymen HDAC1 und HDAC6 von Dr. Katharina
Stenzel (Institut fiir Medizinische und Pharmazeutische Chemie, Universitét Diisseldorf)

durchgefiihrt.

4.4.1 Aktivititsuntersuchung mittels MTT-Assay

Zur Bestimmung der Zytotoxizitit wurde ein MTT-Assay an humanen Tumorzelllinien
durchgefiihrt. Benannt ist der Test nach dem wasserldslichen gelben Farbstoff 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT), der in den Mitochondrien
der Zellen zu einem blauvioletten, wasserunloslichen Formazanderivat reduziert wird

(Abb. 4.4).

\ HN-N
! Reduktion \>_©
_—
®

MTT ( ) Formazan (blauviolett)

Abb. 4.4: Reduktion des Tetrazoliumsalzes MTT zum blauvioletten Formazan.

Die Reaktion wird nur in stoffwechselaktiven Zellen katalysiert, bei geschiddigten Zellen
kommt es nicht zur Reduktion. So kann durch kolorimetrischer Methoden, anhand der
Intensitit des blauvioletten Farbstoffs, die Viabilitidt der Zellen bzw. das Ausmal3 der
Zellschiadigung durch die Testsubstanz bestimmt werden. Der MTT-Test wurde an den
humanen Tumorzelllinien A2780 und Cal27 ?® und den entsprechenden cisplatin-
resistenten Subzelllinien A2780 CisR und Cal27 CisR durchgefiihrt. Dazu wurden die
Zellen zunéchst in vitro mit den potentiell zytotoxischen Testsubstanzen inkubiert und
anschliefend mit MTT behandelt, bevor die Zellviabilitit in Abhéngigkeit von der
Intensitdt des Farbstoffes bestimmt wurde. Ermittelt wurde hierbei die mittlere
inhibitorische Konzentration (ICso) der Substanzen. Dieser Wert gibt die Konzentration
der Testsubstanz wieder, bei der die Viabilitdt der Zellen um das Halbmaximale reduziert
wurde. Vorinostat und Cisplatin wurden als Referenzsubstanzen herangezogen. Die

Ergebnisse des MTT-Assays sind in Tab. 4.2 wiedergegeben.

% A2780: Zelllinie des humanen epithelialen Ovarialkarzinom; Cal27: Zelllinie des humanen
Plattenepithelkarzinoms der Zunge.
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Tab. 4.2: Zytotoxische Aktivitit (MTT) der Verbindungen 1a-q.
MTT ICso [pM]

C 1 2 3 4
Verbindung R R R R® —13780 A2780CisR Cal27 Cal27CisR

1a /Bu 3-MecN-Ph H.H __ 6.60 36.4 153 322
Ib  4-Tolyl 3-Me;:N-Ph  H,H  3.52 15.5 8.48 23.9
1c 4-Tolyl 3,5-Me-Ph  H,H 10.0 14.2 n. b. n. b.
1d c-Hex 3-Me;N-Ph HLH - 3.50 18.2 10.2 237
Te c-Hex 2-Me-Ph  H.H  6.54 39.9 21.8 2.39
1f c-Hex 3-Me-Ph H.H  3.61 22.9 9.82 255
1g c-Hex 3.4-Me-Ph H,H  2.98 7.14 8.55 11.9
1h c-Hex 4-Me-Ph  H,H  0.69 4.08 6.13 2.58
1i c-Hex 4-iPr-Ph H.H 057 421 4.84 4.56
1 c-Hex 4-MesN-Ph Me, Me  23.8 54.6 48.4 30.8
1k c-Hex 4-Me:N-Ph H,Ph  37.0 64.8 41.1 34.0
1 n-Bu 3-Me:N-Ph  H,H  3.97 375 12.6 5.63
Im n-Bu  3,5-Me-Ph H.H 235 8.09 6.85 10.7
In n-Bu 4-MeN-Ph H.H 028 3.74 1.95 4.86
1o Bn 3-MeN-Ph H.H 096 7.02 6.54 8.54
1p Bn  3.5-Me-Ph H,H 030 3.86 3.43 158
1q Bn 4-MeN-Ph H,H 095 0.46 0.56 0.66
Vorinostat®  2.42 3.12 2.64 2.08
Cisplatin  2.25 17.2 1.61 33.1

Die Werte entsprechen dem Mittelwert aus drei Experimenten. Die Standardabweichung liegt <10% des Mittelwerts.
n. b. = nicht bestimmt. “ Daten fiir Vorinostat stammen aus der Publikation I.

Im MTT-Assay konnte gezeigt werden, dass alle peptoidbasierten Verbindungen?®’ die
Viabilitdt der getesteten Tumorzellen beeintrichtigen und die ICso-Werte im niedrigen
mikro- bis nanomolaren Bereich liegen. Die Testsubstanzen weisen in der Zelllinie
A2780 im Vergleich zur Zelllinie Cal27 eine stirkere Zytotoxizitit auf. Dabei ist bei den
cisplatinresistenten Subzelllinien (CisR) tendenziell ein schwicherer Einfluss auf die
Zellviabilitit zu beobachten. Verbindungen mit zusétzlichen Substituenten in Position R?
und R* (1j und 1K) zeigen im Vergleich zu den restlichen Testsubstanzen einen
verringerten zytotoxischen Effekt. Sie sind deutlich weniger zytotoxisch als die
Referenzsubstanzen Cisplatin und Vorinostat. Dahingegen ist festzustellen, dass Derivate
mit einem Benzylsubstituenten in Position R! (1o, 1p und 1q) und/oder einem para-
substituierten Phenylrest in Position R? (1h, 1i, 1n und 1q) einen starken Einfluss auf die
Zellviabilitdt haben. Insbesondere Verbindung 1q zeigt einen starken zytotoxischen
Effekt und weist in allen Zelllinien niedrigere ICso-Werte auf als die beiden
Referenzsubstanzen (1q: A2780 =0.60 uM, A2780 CisR = 0.46 uM, Cal27 =0.56 uM,
Cal27 CisR = 0.66 uM).

27 Verbindung 1j und 1k werden strenggenommen nicht zu den peptoidbasierten HDACi gezihlt, da sie
zusétzliche Substitutienten in Molekiilregion C tragen.
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4.4.2 Untersuchungen zur Inhibition der HDAC-Enyzmaktivitit

Zur Bestimmung der Inhibition der Enzymaktivitdt von Histondeacetylasen wurde ein
zweistufiger, zellbasierter Pan-HDAC-Assay an humanen Tumorzelllinien (A2780 und
Cal27) durchgefiihrt. Das Prinzip beruht dabei auf der Deacetylierungsaktivitit von
HDAC:S, bei der Acetylgruppen eines g-acetylierten Lysinsubstrats entfernt werden (Abb.
4.5). Anschlielend erfolgt bei Spaltung des Substrats durch Trypsin die Freisetzung eines
Fluorophors. Als zellpermeables Substrat wurde Boc-Lys(e-Ac)-AMC verwendet, an das
der Fluorophor AMC?® gekoppelt ist (Abb. 4.5).

OtBu OtBu

H HN/gO ‘o H YHN™ ~0
0. O N \ HDAC )
S L LI WLR "
N o} X o
Boc-Lys(e-Ac)-AMC Boc-Lys-AMC

%Trypsin ‘ Trypsin

0._0 NH, HN/&O
* H
A OTH\/\/\NHZ

AMC o Boc-Lys-OH

Abb. 4.5: Prinzip des zweistufigen, zellbasierten HDAC-Assays.

Nachdem die Zellen zundchst mit steigenden Konzentrationen der Testsubstanzen
inkubiert und darauthin mit dem Substrat versetzt wurden, kommt es zur Deacetylierung
des Substrates durch die HDACs. AnschlieBend erfolgt die Zugabe einer Quenchldsung.?’
Hierbei wird das deacetylierte Substratintermediat mit Hilfe von Trypsin®® gespalten,
wodurch der Fluorophor AMC freigesetzt wird (Abb. 4.5). Durch fluorometrische
Methoden kann dann, anhand der Intensitit der gemessenen Photoemission von AMC
(Anregungswellenldnge bei Aex =390 nm, Emissionswellenldnge bei Aem = 460 nm), die
Inhibierung der HDAC-Enzymaktivitit durch die Testsubstanz bestimmt werden. Es
wurde die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) der Substanzen ermittelt. Dieser
Wert gibt die Konzentration der Testsubstanz an, bei der eine halbmaximale Reduzierung
der HDAC-Aktivitdt zu beobachten ist. Die Ergebnisse des HDAC-Assays sind in Tab.

4.3 zusammengefasst.

28 7-Amino-4-Methylcumarin

2 Die Quenchldsung bestehend aus 25 mM Tris-HCI (pH 8), 137 nM NaCl, 2.7 nM KCI, 1 mM MgCl,, 1%
NP40, 2.0 mg/mL Trypsin und 10 pM Vorinostat.

30 Trypsin ist ein proteolytisches Enzym (Protease), das Peptide nach basischen Aminosiuren spaltet.
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Tab. 4.3: Inhibition der HDAC-Aktivitit (HDAC) der Verbindungen 1a-q.

HDAC ICs [nM]

O 1 2 3 4
Verbindung R R R, RY —12780 A2780CisR Cal27 Cal27CisR
1a /Bu 3-MeN-Ph H,.H __ 9.12 8.52 8.20 9.71
1b 4-Tolyl 3-Me;N-Ph H,H  2.44 2.07 2.16 431
Ic 4-Tolyl 3,5-Me-Ph H,H  3.24 2.13 n. b. n. b.
1d c-Hex 3-MesN-Ph H,H - 4.97 438 4.47 4.45
le c-Hex  2-Me-Ph H, H 12.1 14.5 9.92 12.5
1f c-Hex 3-Me-Ph  H,H  4.17 4.41 3.61 3.34
1g c-Hex 3,4-Me-Ph  H,H  3.54 3.67 3.92 2.93
1h c-Hex 4-Me-Ph  H.H  1.62 1.50 1.67 1.51
1i c-Hex 4-iPr-Ph  H,H 122 1.28 1.12 1.12
1j c-Hex 4-MesN-Ph Me, Me  9.95 7.25 8.68 781
1k c-Hex 4-Me>sN-Ph H,Ph 107 11.8 12.6 8.06
11 n-Bu  3-Me:N-Ph H,H  7.88 6.94 6.56 5.61
Im n-Bu  3,5-Me-Ph  H,H 337 3.43 3.52 312
In n-Bu  4-Me:N-Ph H,H  0.60 0.75 0.58 0.54
1o Bn 3-Me:N-Ph H,H  1.23 1.22 121 1.30
1p Bn  35-Me-Ph  H,H  0.96 1.03 0.91 0.92
1q Bn  4-MeN-Ph H,H 024 0.24 0.17 0.19
Vorinostat 0.97 0.91 0.93 0.99

Die Werte entsprechen dem Durchschnitt aus drei Experimenten. Die Standardabweichung liegt <10% des
Durchschnitts. n. b. = nicht bestimmt.

Die Verbindungen zeigen fiir beide Tumorzelllinien (A2780 und Cal27) eine dhnlich
starke Hemmung der HDAC-Aktivitit, mit ICso-Werten im niedrigen mikromolaren bis
nanomolaren Bereich. Die Testsubstanzen weisen dabei vergleichbare Aktivitdten sowohl
in den unbehandelten Zellen als auch in den cisplatinresistenten Subzelllinien auf.
Weiterhin stiitzen die Ergebnisse des zellbasierten HDAC-Assays die Strukturaktivitats-
abstufungen, die sich bereits im Zytotoxizitdtstest abgezeichnet haben. So fiihren
zusitzliche Substituenten in Position R* und R* (1j und 1k) zu einer Verminderung der
HDAC-Inhibition (1j: A2780=9.95uM, Cal27 =8.68 uM; 1k: A2780 =10.7 uM,
Cal27=12.6 uM). Eine Aktivititsabnahme ist auflerdem bei einem ortho-methyl-
substituierten Phenylrest in Position R? (1e vs. 1f und 1h) zu beobachten. Dahingegen
lasst sich eine gesteigerte HDAC-Inhibition bei Derivaten mit Benzylgruppe in Position
R! (10, 1p und 1q) und/oder para-substituierten Phenylresten an R? (1h, 1i, 1n und 1q)
feststellen. Insbesondere Verbindungen 1n und 1q, die eine 4-Dimethylaminophenyl-
gruppe tragen, sind bemerkenswerte HDA C-Inhibitoren und besitzen niedrige ICso-Werte
(In: A2780 = 0.60 uM, Cal27 = 0.58 uM; 1q: A2780 = 0.24 uM, Cal27 = 0.17 uM), die

vergleichbar oder besser sind als die Referenzwerte von Vorinostat.
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4.4.3 Untersuchungen der potentiellen Isoformselektivitit

In einem HDAC-Enzymassay wurde die inhibierende Wirkung der Verbindungen
gegenliber zwei HDAC-Isoformen untersucht. Fiir die Testungen wurden dazu die
Enzyme HDACI1 und HDAC6 verwendet, um eine potentielle Subtypselektivitit fiir
HDACG feststellen zu konnen. HDACT diente hierbei als Kontrollisoenzym der Klasse 1.
Die rekombinanten Enzyme wurden zundchst mit steigenden Konzentrationen der
Testsubstanzen und mit dem synthetisch hergestellten Substrat Cbz-Lys(e-Ac)-AMC
inkubiert (Abb. 4.6). Nach Deacetylierung des Substrats durch HDACs, erfolgt durch
Zugabe von Trypsin anschliefend die Spaltung des Substratintermediats Cbz-Lys-AMC
unter Freisetzung des Fluorophors AMC (Abb. 4.6). Anhand der gemessenen Intensitit
der Fluoreszenz von AMC, kann darauthin die HDAC-Inhibition der Testsubstanz
(ICso-Wert) ermittelt werden.
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AMC Cbz-Lys-OH
Abb. 4.6: Prinzip des zweistufigen fluoreszenzbasierten HDAC-Enzymassays.

Verbindung 1n, 10 und 1p sowie die HDACi 2f* und 2i", die als Leitstrukturen dienten,
wurden an den rekombinanten Enzymen HDAC1 und HDAC6 auf ihre Enzymhemmung
getestet. Die Testergebnisse sind im Vergleich zu Vorinostat in Tab. 4.4 dargestellt.

Tab. 4.4: Inhibition der Enzymaktivitdt (HDAC) gegeniiber HDAC1 und HDAC6.
HDAC ICso [nM]

Verbindung R! R? R3, R* — .
1n n-Bu 4-Me;N-Ph  H, H 306 £ 32 9+1
1p Bn 3,5-Me-Ph  H,H 423 +£39 121 £ 13
1q Bn 4-Me;N-Ph - H, H 11+£5 11+8
21 c-Hex 3,5-Me-Ph  H, H 346 + 71 32+6
2i" c-Hex 4-Me:N-Ph H, H 43+ 11 16 £4

Vorinostat 56+9 49+ 6

Die Werte entsprechen dem Durchschnitt aus drei Experimenten.3'

31 In Publikation I wurde durch die Firma Reaction Biology Corporation (Malvern, PA, USA) ein abweichender
HDAC-Enzymassay mit dem Substrat (Arg-His-Lys-Lys(Ac)-AMC) durchgefiihrt. Da die ermittelten ICso-
Werte fiir die HDAC-Inhibition vom Assay abhéngig sind, weichen die hier angegebenen HDAC-
Inhibitionswerte von 2f* und 2i* von denen in der Publikation I ab.
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Im HDAC-Enzymassay konnte festgestellt werden, dass die getesteten Verbindungen
eine stiarkere Inhibition von HDAC6 zeigen im Vergleich zur Enzymhemmung von
HDACI. Somit haben die peptoidbasierten Hydroxamséuren eine Priferenz fiir HDAC6.
Eine Ausnahme bildet Verbindung 1q, die vergleichbar hohe Aktivititen gegeniiber
HDACI und HDAC6 aufweist und dhnlich wie die Referenzsubstanz Vorinostat (Pan-

Inhibitor) keine Isoformpriferenz zeigt.

Anhand der Ergebnisse konnen weiterhin Aussagen zur Strukturaktivitdtsbeziehung
getroffen werden. So ist beim Austausch von Rest R? von 4-Dimethylaminophenyl gegen
3,5-Dimethylphenyl eine Reduzierung der Inhibition von HDACI1 zu beobachten
(1p: ICso=423nM vs. 1q:ICso=11 nM; 2f": ICso =346 nM vs. 2i": ICso = 43 nM).
Wihrend sich bei den Benzylderivaten zusétzlich auch eine Minderung der HDAC6-
Aktivitdt zeigte (1p:ICso=121 nM vs. 1q: ICso=11 nM), wurde diese bei den
Cyclohexylderivaten erhalten (2f": ICso = 32 nM vs. 2i*: ICso = 16 nM).

Ein Vergleich der Verbindungen 1n, 1q und 2i" zeigt, dass ein 4-Dimethylamino-
phenylrest in Position R? zu sehr potenten HDAC6-Inhibitoren fiihrt. Wihrend dabei die
HDAC6-Inhibition vergleichbar stark ist (Im: ICso=9 nM; 1q: ICso= 11 nM; 2i":
ICso = 16 nM), wird eine Minderung der HDAC1-Aktivitit in Abhiingigkeit vom Rest R!
beobachtet. Dabei nimmt die HDACI1-Inhibition in der Reihenfolge vom Benzyl- (1q)
tiber den Cyclohexyl- (2i") zum n-Butylrest (In) ab. Folglich steigt in umgekehrter
Reihenfolge auch die Selektivitit fiir HDACS6.

Insgesamt zeigt die peptoidbasierte Hydroxamsdure In die am stirksten ausgeprigte
Subtypselektivitdt fiir HDAC6. Im Vergleich zu HDAC1 weist 1n eine 34fach hohere
Aktivitdt flir HDAC6 auf. Zusétzlich konnte fiir 1n die stirkste HDAC6-Inhibition
(ICs0 =9 nM) beobachtet werden. Verbindung 1n konnte somit als ein potenter und

préferentieller HDAC6-Inhibitor identifiziert werden.

4.5 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse

Basierend auf den Ergebnissen der biologischen Evaluation der peptoidbasierten pri-
ferentiellen HDAC6-Inhibitoren aus Kapitel 3 wurden ausgehend von den Strukturen der
vielversprechendsten Hydroxamséuren (2f°, 2i*) weitere Derivate dieser Substanzklasse
hergestellt. Weiterentwicklung der urspriinglichen zweistufigen Syntheseroute (U-4CR
und Hydroxylaminolyse, Kapitel 3) zu der mikrowellenunterstiitzten 5-Komponenten-1-
Topf-Variante erlaubte die Synthese der Verbindungen 1a-q in erhéhten Ausbeuten und

mit einer verbesserten Gesamteffizienz.
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Bei Untersuchungen der Strukturaktivitdtsbeziehungen der peptoidbasierten Hydroxam-
sduren la-q konnten Verbindungen identifiziert werden, die im Vergleich zu den
Referenzsubstanzen Cisplatin und Vorinostat vergleichbare oder bessere zytotoxische
Eigenschaften aufweisen. Hierbei zeigten die Verbindungen 1a-q liberwiegend bessere
antitumorale Aktivitidten als die Vertreter der vorangegangenen Substanzbibliothek.
Ferner weisen die peptoidbasierten Verbindungen eine starke Hemmung der HDAC-
Aktivitdt im zellbasierten HDAC-Assay auf. 1n und 1q erwiesen sich als die beiden
aktivsten Verbindung (Abb. 4.7).

H
\/\/N\io

T
N
/@(ﬂ N H
o OH /@AO ~OH
~ (0]
N \N

‘ Cisplatin |

1n
HDAC ICs, (A2780): 0.60 uM
HDAC ICs, (Cal27): 0.58 uM
MTT ICsq (A2780): 0.28 uM
MTT IC5, (Cal27): 1.95 uM

MTT ICs (A2780): 2.25 uM
MTT ICs, (Cal27): 1.64 uM

Vorinostat
HDAC ICs, (A2780): 0.97 pM
HDAC ICg, (Cal27): 0.93 pM

1q
HDAC ICg, (A2780): 0.24 pM
HDAC ICg, (Cal27): 0.17 pM
MTT ICs, (A2780): 0.95 uM
MTT ICs, (Cal27): 0.46 uM

MTT ICs, (A2780): 2.42 uM
MTT ICs, (Cal27): 2.64 uM

Abb. 4.7: Die potentesten Verbindungen im MTT-Test und im zellbasierten HDAC-Assay.

Weiterhin stellte sich die peptoidbasierte Hydroxamsdure In als ein potenter und
selektiver HDAC6-Inhibitor heraus (Abb. 4.8). Withrend Verbindung 2f* aus Kapitel 3
mit einem Selektivitdtsindex (SI 1/6) von 11 die stdrkste Priaferenz fiir HDAC6 vorwies
(HDACT: ICso = 346 nM; HDAC®6: ICso = 32 nM), hat 1n einen Selektivititsindex von
34 und eine gesteigerte Aktivitdt gegeniiber HDAC6 (HDACI: ICso = 306 nM; HDACS6:
ICs0 =9 nM).

(o} o
\
2f* Vorinostat n
HDAC1: 346 nM HDAC1: 56 nM HDAC1: 306 nM
HDAC6: 32 nM HDACS6: 49 nM HDAC6: 9nM
Sl 1/6: 11 S11/6: 1 S11/6: 34

Abb. 4.8: Die selektivsten peptoidbasierte Hydroxamséuren 2i" (Kapitel 3) und 1n.

Auflerdem konnten Tendenzen zur Strukturaktivititsbeziehung der hergestellten HDAC-
Inhibitoren ableitet werden. So konnte durch Einfiihrung einer Benzyl- oder n-Butyl-

gruppe in R! eine Aktivititszunahme sowohl bei der Zytotoxizitit als auch bei der HDAC-
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Inhibition beobachtet werden. Der Einsatz einer n-Butylgruppe erwies sich dabei
zusatzlich als selektivititssteigernd fiir die HDAC6-Hemmung. Flexiblere Reste (Bn,
n-Bu) wirken sich an dieser Position positiv auf die zytotoxischen und inhibitorischen
Eigenschaften der Verbindungen aus, wihrend rigidere Reste (#-Bu) sich als weniger
geeignet herausstellten. Bezogen auf den Substituenten an Position R? zeigten para-
substituierte Phenylderivate einen Anstieg bei den Aktivitdten. Insbesondere peptoid-
basierte Hydroxamsduren mit 4-Dimethylaminophenylrest stellen potente Vertreter
dieser Substanzklasse dar. Dahingegen fiihrten zusitzliche Substituenten in Position R?
und R* (1j und 1k) zu einer Verminderung der HDAC-Inhibition und zu einem

verringerten zytotoxischen Effekt.

Zusammenfassend handelt es sich bei den peptoidbasierten Hydroxamsiuren um eine
vielversprechende neue Substanzklasse, die potente HDAC-Inhibitoren darstellen. In
dieser Arbeit stellt insbesondere die peptoidbasierte Hydroxamsdure In einen guten
Ausgangspunkt dar, um weitere Strukturoptimierungen zur Steigerung der HDACG6-
Selektivitdt durchzufithren und die pharmakokinetischen und pharmakodynamischen

Eigenschaften zu verbessern.
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In diesem Kapitel werden die Zielsetzung, Uberlegungen zur Synthese und eine
Zusammenfassung der Publikation II dargestellt. Alle Verbindungen, die aus der
Publikation II stammen, sind analog nummeriert und mit einem * markiert. Kapitel 10.2
beinhaltet die vollstindige Verdffentlichung sowie eine Darlegung der beigetragenen

Anteile des Autors zu der Publikation II.

5.1 Zielsetzung

Wie in Kapitel 1.3 beschrieben, stellen die unzureichende Bioverfiigbarkeit und die
geringe metabolische Stabilitdt wesentliche Nachteile dar, die Peptide zu weniger er-
folgsversprechende Wirkstoftkandidaten machen. Bei der Anwendung von Peptiden als
a-Helixmimetika, z.B. zur spezifischen Adressierung von Proteinen, kann sich
insbesondere die hohe Riickgratflexibilitidt nachteilig auf die Bindungsaffinititen zu
einem biologischen Target auswirken. Bei der Entwicklung von peptidomimetischen
Foldameren ist daher die Wahl einer rigideren Riickgratstruktur mit verbesserter Pro-
teolysestabilitit vorteilhaft. Basierend auf Arbeiten von Yang und Mitarbeiter!!6!-164-167]
wurden in diesem Projekt a-Aminoxypeptide (1*) als Peptidanaloga fiir die Synthese pep-
tidomimetischer Foldamere ausgewéhlt (Abb. 5.1). Homochirale a-Aminoxyoligomere
konnen durch intramolekulare Wasserstoftbriickenbindungen, sogenannte a-NO-Turns,
helikale Konformationen einnehmen, die bereits fiir kurze Dipeptidamide beobachtet
wurden.['®416] Die q-Aminoxypeptide besitzen dariiber hinaus eine bemerkenswerte
Konformationsstabilitit und weisen eine erhohte metabolische Stabilitdt gegentiber
enzymatischen Abbau auf.!®>!63] Diese Eigenschaften machen o-Aminoxypeptide zu
einer vielversprechenden Substanzklasse fiir die Synthese von Foldameren.!'%%1%] Die
helikale Struktur konnte bisher nur fiir kurze Modelpeptide untersucht werden. Grund ist
der eingeschrinkte Zugang zu ldngeren a-Aminoxyoligopeptiden in Losung, der auch

eine mdgliche pharmazeutische Anwendung der a-Aminoxypeptide erschwert.

Ziel dieses Projekts war die Entwicklung einer Synthesestrategie, die die Darstellung
auch ldngerer a-Aminoxyoligopeptide in guter Ausbeute und Reinheit erlaubt. Dazu
sollten Vertreter mit unterschiedlichen Lédngen und verschiedenen Seitenketten-
modifikationen dargestellt werden. Weiterhin sollten zwei verschiedene N-terminale
Caps eingesetzt werden. Diese Strukturmodifikationen sollten erste Einblicke in die

Strukturaktivititsbeziehungen dieser Verbindungsklasse geben (Abb. 5.1).
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Abb. 5.1: Struktur der a-Aminoxypeptide 1* und geplante Modifikationen. Blau: unterschiedliche
Lange der Oligomere; griin: Variationen der N-terminalen Cap; rot: verschiedene Seitenketten-
modifikationen.

Die Sekundirstruktur der a-Aminoxypeptide, die Orientierung der Seitenketten und die
Frage, ob diese Substanzklasse geeignet ist, bestimmte Positionen auf bekannten,
natiirlichen helikalen Strukturen nachzuahmen, sollten durch die Zusammenarbeit mit
kooperierenden Arbeitsgruppen aufgekliart werden. Anhand von Kristallstrukturanalyse
(Dr. Hoppner, Proteinkristallographie und Rontgenstrukturanalyse und Dr. Reifs,
Anorganische Chemie und Strukturchemie, Universitit Diisseldorf) molekular-
dynamischen (MD)-Simulationen (Arbeitskreis Prof. Dr. Gohlke, Pharmazeutische und
Medizinische Chemie, Universitit Diisseldorf) sowie zweidimensionaler NMR-
Spektroskopie und Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie (Arbeitskreis Dr. Liideke,
Pharmazeutische Wissenschaften, Universitét Freiburg) sollten die strukturellen Eigen-

schaften der a-Aminoxyoligopeptide untersucht werden.

Abschliefend sollten die synthetisierten a-Aminoxyoligopeptide im Arbeitskreis von
Prof. Dr. Kassack (Pharmazeutische und Medizinische Chemie, Universitit Diisseldorf)
auf ihre Zytotoxizitit in einem MTT-Assay in vitro untersucht werden. Um Einblicke in
den Wirkmechanismus dieser Substanzklasse zu erhalten, sollten ausgewéhlte
Testverbindungen zusitzlich auf ihrer membranschidigende Wirkung und eine mogliche

Induktion der Apoptose hin untersucht werden.
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5.2 Uberlegungen zur Syntheseplanung

In der Literatur werden zum Aufbau von ldngeren a-Aminoxypeptiden oder a-Aminoxy-
hybridpeptiden? unterschiedliche Methoden beschrieben. Die Synthese erfolgt dabei in

165-167] oder durch Festphasensynthese!'®! (solid phase synthesis, SPS). Daneben

Losung!
sind Synthesestrategien bekannt, bei denen zuvor in Losung synthetisierte Peptidfrag-
mente, anschlieBend in Lsung oder an fester Phase verkniipft werden.!!'7%!71196] Fijr die
Amidkniipfungsreaktion werden verschiedene Kombinationen von Kupplungsreagenzien
wie BOP-HOBt-NEM, HBTU-HOBt-NEM, DIC-HOAL,!!'%3] EDCI-HOBt,!'6%166.19]
EDCI-HOA4,['*71"1] oder HBTU-HOBt-DIPEA,['7% verwendet. Bei den beschriebenen
Methoden sind dabei hiufig lange Reaktionszeiten erforderlich, bei denen die
Oligopeptide nur in geringen bis moderaten Ausbeuten erhalten werden. Durch den
aziden Charakter des alkoxyamidgebundenen Protons der Aminoxygruppe wurde zudem
die Bildung N-iiberacylierten Produkten beobachtet.'*7!1%8] Die N-iiberacetylierten

Produkte treten insbesondere dann auf, wenn im Aktivierungssystem eine stirkere Base

eingesetzt oder die Base im groBeren Uberschuss zugesetzt wird.!%%]

Bei der Synthese von a-Aminoxyoligopetiden in Losung sind viele Reinigungs- und
Isolierungsschritte und verhdltnisméBig lange Reaktionszeiten erforderlich. Die
Auswirkungen einer langsamen Amidkniipfungsreaktion machen sich insbesondere bei
sehr langen Peptidsequenzen bemerkbar, da diese in Losung dazu neigen nur noch in sehr
geringen Ausbeuten zu entstehen. Je ldnger die Peptidsequenzen werden und je
komplexer die einzufiihrenden Seitenkettenreste dabei sind, desto aufwendiger und
schwieriger werden die Synthese und Reinigung der Oligopeptide und es sind sehr lange
Kupplungszeiten und ein erhohter Materialaufwand notwendig. Hierbei kann
insbesondere die Synthese ldngerer Peptidsequenzen mit sich wiederholenden
aliphatischen Resten wie Alanin, Valin, Leucin oder Isoleucin schwierig sein.®®7]
Sogenannte ,Difficult Peptides‘ neigen dazu bei der Peptidsynthese Aggregate zu bilden,
die iiber nichtkovalente Wasserstoftbriickenbindungen innerhalb der Peptidsequenz

stabilisiert werden.!29%-201]

Neben der Synthese in Losung ist die festphasengebundene Peptidsynthese die wichtigste

Methode auf chemischen Wege definierte Peptidsequenzen aufzubauen. Die erste SPS-

32 Hybridpetide bestehen neben a-Aminoxysiduren noch aus weiteren peptidanalogen Synthesebausteinen
und/oder natiirlichen Aminoséuren.
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Methode zur Synthese von a-Aminoxyoligopeptiden wurde von Shin und Mitarbeiter
beschrieben.l'®] Der Aufbau der Oligopeptide erfolgte hierbei iiber Kupplung von
monomeren a-Aminoxysduren. Es wurden dabei a-Aminoxypeptide bis zu einer Linge
von Pentameren in Rohreinheiten von 40-65% synthetisiert. Die SPS-Methode bietet
wesentliche Vorteile gegeniiber der Synthese in Losung. So konnen {iiberschiissige
Reagenzien und nicht gebundene Nebenprodukte einfach durch mehrmals wiederholte
Waschschritte vom Harz gewaschen werden. Eine orthogonale Schutzgruppenchemie der
Seitenkettenfunktionalititen sowie der C- und N-terminalen Enden der Aminoséiure-
analoga erlaubt dabei einen sequentiellen Aufbau des Zielmolekiils durch repetitive
Entschiitzungs-, Wasch- und Kupplungsschritte. Aufwiéndige Isolierungsschritte von
Zwischenstufen sind dabei nicht erforderlich. Die Kupplungsreagenzien werden dazu im
Uberschuss eingesetzt, um eine moglichst quantitativen Umsatz zur gewiinschten
Sequenz zu gewihrleisten. Hierdurch kann die Wahrscheinlichkeit von Fehlsequenzen
reduziert und eine Erhoéhung der Reaktionsgeschwindigkeit erzielt werden. Die
gewiinschte Zielsequenz soll dabei in einer hohen Reinheit und in einer guten Ausbeute
gewonnen werden. Zusétzlich ergibt sich durch die Moglichkeit der Automatisierung der
Festphasenmethode und damit verbundenen eine Senkung des finanziellen Aufwandes

ein weiterer Vorteil gegeniiber der klassischen Synthese in Losung.

Um eine Steigerung der Effizienz des Syntheseprozesses zu erreichen, sollte in diesem
Projekt eine Synthesestrategie aus einer Kombination aus Synthese in Ldsung und
Festphasensynthese verfolgt werden. Dazu sollten zunéchst in Losung o-Aminoxy-
dipeptide hergestellte werden. Im Anschluss sollten die Dimere dann an fester Phase zu
den a-Aminoxyoligopeptide gewiinschter Linge verkniipft werden. Durch die Wahl von
a-Aminoxydipeptiden als Kupplungseinheit wird dabei die Anzahl der Reaktionsschritte
halbiert und damit die Synthesezeit verkiirzt. Um die Wahrscheinlichkeit der
N-Uberacylierung, die mit steigender Basizitit der Reaktionsldsung zunimmt, niedrig zu
halten, sollte auBerdem ein moglichst geringer Anteil an Aktivierungsbase eingesetzt
werden. Diese Maflnahmen sollten die Synthese ldngerer Oligomere in guten Ausbeuten

und hohen Reinheiten ermdglichen.
5.3 Zusammenfassung der Publikation II

In der Publikation II werden die Synthese, das Faltungsverhalten und die biologische

Aktivitdt von a-Aminoxyoligopeptiden vorgestellt. Basierend auf Arbeiten von Yang und
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Mitarbeitern in denen gezeigt werden konnte, dass a-Aminoxypeptide iiber Wasserstoft-
briickenbindungen rigide helikale Sekundarstrukturen ausbilden konnen und eine erh6hte
Stabilitdt gegeniiber enzymatischen Abbau vorweisen, wurden a-Aminoxypeptide als

geeignete Kandidaten fiir die Entwicklung peptidomimetischer Foldamere gewéhlt.

Um einen verbesserten Zugang auch zu ldngeren Oligopeptiden zu erhalten, wurde eine
Synthesestrategie verfolgt, die sowohl Reaktionsschritte in Losung als auch fest-
phasengebundene Peptidsynthese beinhaltete. Ausgehend von L-a-Aminosduren wurden
zunidchst in Losung die korrespondierenden pD-a- Aminoxyséduren nach literaturbekannten
Vorschriften synthetisiert, die daraufhin {iber eine Amidkupplungsreaktion mittels
EDC-HCI/HOBt zu a-Aminoxydipeptidsduren verkniipft wurden. AnschlieBend erfolgte
durch Festphasensynthese mit den Dimeren und den Kupplungsreagenziensystem
BOP/HOBt/NEM die Synthese der Oligopeptide. Anhand dieser Methode, bestehend aus
einer Kombination aus Chemie in Losung und Festphasensynthese, konnten auch ldngere

a-Aminoxyoligopeptide in guter Ausbeute und hoher Reinheit synthetisiert werden.

Untersuchungen der Zytotoxizitit im MTT-Assay gegeniiber Tumorzelllinien und
normalen Zellen zeigten, dass insbesondere die o-Aminoxydecapeptide eine
bemerkenswerte Antitumoraktivitit vorweisen und die potentesten Vertreter dieser
Substanzklasse darstellen. Hierbei konnte eine moderate Selektivitit der Verbindungen

fiir Tumorzellen im Verglich zu gesunden Zellen festgestellt werden.

Anhand der Kristallstruktur eines a-Aminoxyhexapeptids sowie mittels Molekularer
Modellierung, 2D NMR-Spektroskopie, molekulardynamischer (MD) Simulationen und
CD-Spektroskopie konnte die Konformation der a-Aminoxypeptide aufgeklédrt werden.
Bei den a-Aminoxypeptide liegt sowohl im Festkorper als auch in organischen
Losungsmitteln eine rechtshindige 2s-Helix als bevorzugte Konformation vor. Im
wiassrigen Milieu hingegen konnte ein pH-Wert anhidngiges Gleichgewicht zwischen der
2g-Helix im sauren pH-Bereich und einer weiteren Konformation beobachtet werden.
Molekulare Modellierungen zeigten zudem, dass a-Aminoxypeptide die Orientierung

von Seitenketten von kanonischen a-Helices und 319-Helices nachahmen konnen.

Um den Wirkmechanismus der a-Aminoxypeptide zu untersuchen, wurden ausgewéhlte
Verbindungen auf ihre membranschdadigende Wirkung und auf ihre Féhigkeit zur
Apoptoseinduktion getestet. Unterstiitzend dazu wurden CD-spektroskopische Unter-

suchungen in Gegenwart von Liposomen durchgefiihrt. Hierbei konnte gezeigt werden,
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dass a-Aminoxydecapeptide eine hohere Faltungstendenz vorweisen eine 2g-helikale
Konformation anzunehmen. Die Faltung in die 2s-Helix in einer Membranumgebung
kann somit als mogliche Ursache fiir die beobachtete membranolytische Aktivitit dieser

Verbindungen herangezogen werden.

Zusammenfassend wurden Einblicke in die Synthese, Struktureigenschaften und
biologische Aktivitit von o-Aminoxypeptiden gegeben, die eine neuartige Klasse
peptidomimetischer Foldamere darstellen. Die als bevorzugte Konformation
identifizierte rechtsgingige 2g-Helix ist dabei in der Lage die rdumliche Anordnung der
Seitenketten von a-Helices und 310-Helices nachzuahmen. Einige Verbindungen zeigten
bemerkenswerte Zytotoxizititen gegeniiber Tumorzelllinien und einen geringeren
zytotoxischen Effekt auf gesunde Zellen. CD-spektroskopische Untersuchungen in
Gegenwart von Liposomen ergaben, dass ldngere a-Aminoxyoligopeptide ein erhohtes
Faltungsvermégen fiir die 2s-Helix vorweisen und dass diese Konformation membran-
schddigende Effekte hervorrufen konnte, die fiir diese Verbindungen beobachtet wurden.
Aufgrund dieser neuen Erkenntnisse reprdsentieren a-Aminoxyoligopeptide eine
wertvolle Substanzklasse fiir die Entwicklung von Strukturmimetika mit potentieller
Anwendung als Inhibitoren von Protein-Protein-Interaktionen oder als antitumoraktive

Foldamere, die Analoga von ACPs darstellen.
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6 o-Aminoxypeptide als C-terminale HSP90-Inhibitoren

In diesem Kapitel werden die theoretischen Grundlagen, die Zielsetzung und eine
Zusammenfassung der Publikation III dargestellt. Alle Verbindungen, die aus der
Publikation III stammen, sind analog nummeriert und mit einem # markiert. Kapitel 10.3
beinhaltet die vollstindige Verdffentlichung sowie eine Darlegung der beigetragenen

Anteile des Autors zu der Publikation III.

Im vorangegangenen Kapitel 5 (Publikation IT) wurden a-Aminoxyoligopeptide als neue
Klasse peptidomimetischer Foldamere identifiziert. Als bevorzugte Konformation ergab
sich dabei eine rechtsgéngige 23-Helix, die in der Lage ist, die raumliche Orientierung der
Seitenketten von a-Helices und 3io-Helices nachzuahmen. o-Aminoxyoligopeptide
stellen daher eine interessante Substanzklasse fiir die Entwicklung von Strukturmimetika
als PPI-Inhibitoren dar. Ein attraktives Ziel fiir der Entwicklung von Tumortherapeutika
ist die C-terminale Dimerisierungsdoméne des Hitze-Shock-Proteins 90 (HSP90). Daher
sollten a-Aminoxypeptide als potente Helixmimetika herangezogen und deren Einsatz als

Inhibitoren der Dimerisierung von HSP90 untersucht werden.

6.1 Hitze-Shock-Protein 90 (HSP90)

Die Hitze-Schock-Proteine (heat shock proteins, HSPs) gehdren zu einer groflen
Proteinfamilie von evolutiondr hochkonservierten molekularen Chaperonen. Die
Hauptaufgabe der HSPs besteht darin, andere Proteine, sogenannte Klientproteine, bei
der korrekten Faltung zu unterstiitzen und sie in ihre funktionelle Konformation zu

2021 Dadurch sind sie an vielen zelluliren Prozessen wie Proliferation,

iiberfiithren.
Differenzierung und Progression beteiligt. HSPs sind dabei fiir die Stabilisierung der
Klientproteine verantwortlich und verhindern eine Aggregation fehlerhaft gefalteter
Proteine. Sie schiitzen so die Zellen vor dem daraus resultierenden intrazelluldren Stress.
Eine weitere Funktion der Hitze-Schock-Proteine besteht im Transport von Proteinen

203

durch die Zellmembran ins Innere der Zellen.[***! Fiir den Transport miissen die Proteine

als lange, unpolare Peptidketten vorliegen und anschlieBend in ihre native Konformation

zuriickgefaltet werden, um ihre Funktion aufzunehmen.!2%4
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6 a-Aminoxypeptide als C-terminale HSP90-Inhibitoren

In der der Familie der HSPs ist das 90 kDa gro3e Hitze-Schock-Protein (HSP90) eines
der bekanntesten Proteine. Es hat eine wesentliche Funktion bei der Proteinfaltung und
reguliert wie bereits erwdhnt die Struktur, Stabilitdt und Funktion von mehr als 300
Klientproteinen.?®>2%!  Unter diesen Proteinen befinden sich Kinasen, Steroid-
hormonrezeptoren und Transkriptionsfaktoren, die Prozesse wie Proliferation,
Signaltransduktion, Proteintransport, Chromatinremodelling und das Zelliiberleben
steuern.!'"272191 Dijese Klientproteine sind in Tumorzellen hiufig mutiert und/oder
tiberexprimiert. Bis zu 25% der HSP90-abhingigen Klientproteine stellen hierbei
Onkoproteine dar, die in tumorassoziierte Prozesse wie Angiogenese, Metastasierung und
unkontrolliertes Zellwachstum involviert sind.”**!%  Zusitzlich liegt HSP90 in vielen
Tumorarten liberexprimiert vor. Es kann so Onkoproteine stabilisieren und sie vor Stress
schiitzen.['%2%1 HSP9O trigt dadurch zur Proliferation und zum Uberleben von Tumor-

zellen bei. Es ist daher von groBem therapeutischem Interesse und bietet vielver-

[8-11,209,211]

sprechende Strategien zur Behandlung von Tumorerkrankungen.

A « ATP-Hydrolyse
* Bindung Cochaperonen

+ Bindung Klientproteinen
« Aktivierung ATP-Hydrolyse
+ Bindung Cochaperonen

« Dimerisierung
+ Regulierung ATP-Hydrolyse
« Bindung Cochaperonen

Abb. 6.1: HSP90-Aufbau. (A) Einteilung der Doménen und ihre Funktion; (B) Darstellung des
four helix bundle iiber das die Dimerisierung von HSP90 erfolgt (Modifiziert nach '%).

HSP90 ist ein flexibles Homodimer und macht 1-2% der Gesamtproteinmenge in einer
normalen Zelle aus.'»?® Die Monomereinheiten lassen sich in drei funktionelle
Untereinheiten einteilen (Abb. 6.1 A).[213] An der N-terminale Domine (NTD) erfolgt die
Bindung sowie Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP), die fiir die Aktivitdt des
Chaperons erforderlich sind. Die C-terminale Doméne (CTD) vermittelt die
Dimerisierung von HSP90. An der Dimerisierung sind dabei jeweils zwei a-Helices der
beiden Monomere beteiligt, die zusammen ein Biindel aus vier Helices (four helix bundle)
bilden (Abb. 6.1 B).[213214] Zydem werden iiber den C-Terminus die Aktivitit der ATPase
und die Anlagerung von Cochaperonen reguliert. Verbunden sind die beiden

endstindigen Doménen {iber eine Mitteldomédne (M), welche wesentlich an der
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6 a-Aminoxypeptide als C-terminale HSP90-Inhibitoren

Erkennung von Klientproteinen und der ATP-Hydrolyse beteiligt ist. Fiir die Chape-
ronaktivitit von HSP90 ist die Bindung und Hydrolyse von ATP essentiell.?!*) Bei der
Proteinfaltung werden so erforderliche Konformationsdnderungen des Chaperons
ermoglicht. Zunéchst findet dabei die Anlagerung eines ungefalteten Proteins in die
geodffnete Form des Dimers statt (Abb. 6.2). AnschlieBend binden zwei Molekiile ATP an
die ATP-Bindestellen am N-Terminus von HSP90. Es kommt zu einer Konfor-
mationsidnderung, bei der sich die Enden der N-Termini anndhern und das Klientprotein
im Inneren des Chaperons eingeschlossen wird. In der metastabilen, verdrillten
Konformation erfolgt nun im Bereich der Mitteldoméne die Proteinfaltung. Zudem
kommt es zur ATP-Hydrolyse. Durch die Abspaltung des y-Phosphats von ATP zu ADP,
offnet sich HSP90 wieder und das fertig gefaltete Protein wird freigesetzt. Nach
Abspaltung von ADP nimmt das HSP90-Homodimer wieder die urspriingliche, gedffnete
Konformation ein und steht fiir einen weiteren Proteinfaltungszyklus zur Verfiigung.
Zunichst wurde angenommen, dass die CTD permanent dimerisiert vorliegt und der
Mechanismus so vergleichbar ist mit einer sich dffnen und schlieBenden Klammer.!*!3]
Ratzke und Mitarbeiter zeigten jedoch, dass sich die CTD ebenfalls 6ffnet und
schlieBt.?'®! Das Dimer bewegt sich somit in einem Gleichgewicht zwischen C- und N-
terminaler Dimerisierung (Abb. 6.2 links). SchlieBt sich ein Terminus, 6ffnet sich im
Gegenzug der andere. Die Zustinde werden dabei im Wesentlichen durch die
Anwesenheit von ATP und ADP bestimmt. Durch diese Erkenntnisse erdffnen sich neue
mechanistische Aspekte der Chaperonaktivitit, die Strategien zur Inhibierung der HSP90-

Funktion ermdglichen.

Klient Kliant

" Qi e

Abb. 6.2: Schematische Darstellung der HSP90- Protelnfaltung (modzf zzert nach 1219 Die
einzelnen Doménen sind wie folgt dargestellt: NTD (orange), MD (griin) und CTD (blau).
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6 a-Aminoxypeptide als C-terminale HSP90-Inhibitoren

6.2 HSP90-Inhibitoren (HSP90i)

Eine Inhibition von HSP90 kann auf unterschiedliche Weise positiv genutzt werden. So
bietet die HSP90-Uberexpression in Tumorzellen einen mdglichen Ansatzpunkt.
Tumorzellen sind im Vergleich zu normalen Zellen sensitiver gegeniiber HSP9O0-
Inhibitoren und konnen so gezielter angegriffen werden.!*!”! Durch die Inhibition von
HSP90 werden Klientproteine nicht mehr in ihre funktionelle Konformation gefaltet und
es kommt zur Degradierung. Die Aktivitit HSP90-abhingiger Onkoproteine wird
gehemmt und tumorassoziierte Prozesse werden unterbrochen, so dass das
Tumorwachstum nicht aufrechterhalten werden kann und die Apoptose ausgelost wird.
Eine andere Moglichkeit besteht im Nutzen von Synergien von HSP90i und anderen

218291 Dyrch die Behandlung mit Zytostatika werden Tumorzellen

Chemotherapeutika.!
vorsitzlich einem erhohten Mal} an zelluldren Stress ausgesetzt. Um die Zellen vor Stress
zu schiitzten, wird vermehrt HSP90 exprimiert. Dies kann die Wirkung von Zytostatika
verringern und zu Arzneimittelresistenzen fiihren.[*'”) Durch die Inhibition von HSP90,
kann die Wirksamkeit der Zytostatika aufrechterhalten werden. HSP90-Inhibitoren bieten
daher potentielle Ansitze fiir die Tumortherapie. Die Funktion von HSP90 kann dabei

uber die N-terminale oder tiber die C-terminale Domaéne inhibiert werden.

6.2.1 N-terminale HSP90-Inhibitoren (NTD HSP90i)
Zu den ersten HSP90-Inhibitoren zdhlen die Naturstoffe Geldanamycin (GM) und
Radicicol (RD) (Abb. 6.3). Kristallstrukturanalysen zeigten, dass diese Naturstoffe als
kompetitive Inhibitoren der ATP-Bindungstasche der N-terminalen Doméne von HSP90

(2201 Beide Inhibitoren weisen jedoch ein ungiinstiges Nebenwirkungspotential

agieren.
und eine unzureichende Wasserloslichkeit auf und konnten sich aus diesen Griinden nicht
als Arzneimittelkandidaten durchsetzen. Um die pharmakologischen Eigenschaften von
Geldanamycin zu verbessern, wurden weitere Derivate dieses Typs entwickelt (Abb.
6.3 A).[221l 17-N-Allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-AAG) wurde hierbei als
erster HSP90i in der Klinik getestet und wies eine vergleichbare HSP90-Inhibition auf
wie GM.[??2l Die Affinitit von 17-AAG fiir HSP90 war dabei in Tumorzellen 100-fach
hoher als in gesunden Zellen.*'”) Aufgrund starker Hepatotoxizititen benzochinon-
basierter Inhibitoren wurden klinische Studien mit GM und verwandten Derivaten jedoch
eingestellt.[!'3] Basierend auf Cokristallstrukturen von HSP90 mit GM, RD und ADP

wurden Resorcin und Purin als alternative Strukturelemente fiir HSP90i identifiziert und

resorcin- (Abb. 6.3 B) und purinbasierte (Abb. 6.3 C) HSP90i entwickelt.[?24223]
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Abb. 6.3: N-terminale HSP90-Inhibitoren. (A) Geldanamycin und Benzochinonderivate; (B)
Radicicol und Resorcinderivate und (C) PU-3 und purinbasierte Analoga.

Obwohl bislang siebzehn HSP90i in klinischen Studien getestet wurden, hat bisher kein
Inhibitor eine Zulassung durch die FDA oder EMA erhalten.[?°6??6] Die aktuell in Studien
getesteten HSP90i binden alle an die N-terminale ATP-Bindetasche und weisen hohere
Affinititen auf als das natiirliche Nukleotid.”?'3] Da ATP in Zellen weit verbreitet ist,
weisen gegen ATP-Bindungstaschen gerichtete Inhibitoren hédufig unerwiinschte
Wirkungen auf. Zudem l6sen sie einen Resistenzmechanismus in Tumorzellen aus, der
als Hitze-Shock-Antwort (heat shock response, HSR) bezeichnet wird.’®***7] Dieser
Uberlebensmechanismus wird als Antwort auf eine N-terminale HSP90-Inhibition
induziert, wodurch andere Hitze-Schock-Proteine (z.B. HSP70, HSP40 und HSP27)
vermehrt exprimiert werden, um das Uberleben der Zelle zu sichern.[??8?°] Dadurch wird
die Wirksamkeit von HSP90i stark vermindert. Die unzureichende Selektivitéit sowie die
Induktion von HSR sind wesentliche Griinde fiir das Fehlschlagen von NTD HSP90-
Inhibitoren in fortgeschrittenen klinischen Studien.’®! Eine Herausforderung in der
Forschung ist die Entwicklung verbesserter HSP90i. C-terminale HSP90-Inhibitoren sind
hierbei von besonderem Interesse.®22222%230] Anders als NTD HSP90i induzieren sie

keine HSR.[231:232]
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6.2.2 C-terminale HSP90-Inhibitoren (CTD HSP90i)
Im Jahr 2000 entdeckten Neckers und Mitarbeiter mit dem Cumarinantibiotikum
Novobiocin®® (NB, Abb. 6.4) den ersten C-terminalen Inhibitor, der gegeniiber SKBr3-
Zellen* eine schwache antiproliferative Aktivitit (700 uM) durch HSP90-Inhibition
zeigte.[233234 Im Gegensatz zu bisherigen Inhibitoren, bindet Novobiocin an die ATP-
Bindestelle der CTD von HSP90. Zudem konnte gezeigt werden, dass NB an eine
Domidne von HSP90 bindet, die fiir die Dimerisierung und die Bindung von
Cochaperonen entscheidend ist.***! Um die Aktivitit von Novobiocin zu verbessern
wurden die Strukturaktivititsbeziehungen umfangreich untersucht und NB-Derivate mit
erhohter antiproliferative Aktivitit gegeniiber Tumorzellen entwickelt (Abb. 6.4, DHNI1
und DHN2).[5I Neben dem Cumarinkern enthilt Novobiocin als weitere Strukturen den
Zucker Noviose und eine Benzamidseitenkette. SAR-Untersuchungen zu diesen
Strukturelementen ergaben, dass zyklische und azyklische Azaanaloga wie Methyl-
piperidin (NA1) und Dimethylpropylamin (NA2) anstelle der Noviose,'?3¢?*” Biphenyl-
(KU-820), Stilben- (KU-4) und Phenylcyclohexylsurrogate (KU-15a) fiir den
Cumarinkern!>**-2401 ynd 2-Indol- (KU-46) sowie Biarylringsysteme mit Methoxyresten
(KU-33)2*] als alternative Strukturen fiir das Benzamid eingesetzt werden kdnnen. Dabei
konnten wirksame Inhibitoren entwickelt werden (Abb. 6.4). Neben Novobiocin und
verwandten Analoga stellen das Chroman Epigallocatechingallat (EGCG),**? das

12%) und Cisplatin/?#-24] weitere C-terminale

Flavanonol Silybin,[**¥] das Taxan Taxo
HSP90i dar (Abb. 6.5). Einige Derivate dieser Verbindungen sind hierbei potente HSP90-

Inhibitoren,[243-247:248]

33 Novobiocin gehort urspriinglich zur Wirkstoffklasse der Aminocumarin-Antibiotika, die durch Inhibition
der bakteriellen DNA Gyrase die Zellteilung von Bakterien hemmen.

3 (Qstrogenrezeptor negative (estrogen receptor negative, ER-) Brusttumorzelllinie, in der der
Wachstumsfaktor HER2 (human epidermal growth factor receptor positiv, HER2+) iiberexprimiert
vorliegt. Diese Rezeptoren stellen HSP90-anhdngige Klientproteine dar und konnen durch HSP90i
herunterreguliert werden.
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Abb. 6.4: C-terminale HSP90-Inhibitor Novobiocin und Derivate sowie deren antiproliferativen
Aktivititen gegeniiber der Brusttumorzelllinie SKBr3 (ICso).
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Abb. 6.5: Weitere C-terminale HSP90-Inhibitoren.

Anders als NTD HSP90i induzieren C-terminale HSP90-Inhibitoren keine HSR.[**] Sie
stehen somit nicht mit einer erhdhten Expression weiterer Hitze-Schock-Proteine in
Zusammenhang. CTD-Inhibitoren bieten daher einen verbesserten Ansatz um HSP90
selektiv zu inhibieren, ohne dabei Signalwege der HSR-Maschinerie zu beeinflussen.

Bisher konnte jedoch noch kein CTD HSP90i eine klinische Studie erreichen. Zudem
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wurde fiir keinen CTD HSP90i berichtet, dass er die Protein-Protein-Interaktion der
C-terminalen Dimerisierung von HSP90 adressiert. Gohlke und Groth zeigten, dass
Proteininteraktionen innerhalb der four helix bundle im Endbereich der CTD von HSP90
essentiell fir die Dimerisierung des Proteins sind und somit unerldsslich fiir dessen
Chaperonaktivitdt. Die Forscher identifizierten ot spot Aminosauren (1688, Y689, 1692,
L696) in der Interaktionsfliche der CTD, die fiir die Entwicklung von HSP90-
Modulatoren herangezogen werden konnen (Abb. 6.7).2*! Zusammen mit Jose und
Mitarbeitern entwickelten sie Peptide, die in der Lage sind, die Helix HS in der CTD von
HSP90 nachzuahmen.””) Die peptidischen Inhibitoren adressieren dabei HSP90
vermutlich tiber die Protein-Protein-Interaktion der Dimerisierung in der CTD. Anhand
eines Dimerisierungsassays basierend auf der Autodisplaytechnologie konnte eine
HSP90-inhibierende Aktivitit der Peptide in vitro nachgewiesen werden. Durch
MicroScale Thermophorese (MST)-Messungen konnte zudem fiir die peptidischen
Inhibitoren eine Affinitit gegeniiber der CTD von HSP90 im mikromolaren Bereich
beobachtet werden. Wesentliche Nachteile der Peptiden schrinken deren Einsatz als
Arzneimittelkandidaten jedoch stark ein, so dass diese Inhibitoren fiir eine biologische
Anwendung weiter optimiert werden miissen. Die Entwicklung von peptidomimetischen
HSP90-Inhibitoren, die die CTD Dimerisierungsdoméne durch die Nachahmung von Aot
spot Aminosduren adressieren und so auf der Ebene von Protein-Protein-Interaktionen
agieren, bietet einen neuen vielversprechenden Ansatz, um die Chaperonaktivitit von

HSP90 zu hemmen, ohne dabei die HSR-Maschinerie zu beeinflussen.

Abb. 6.6: hot spots und cold spots. (A) Homologiemodell von HSP90. (B) Vergroflerung der
CTD; (C) Detailansicht der Interaktion zwischen Helix H5 und H4* und hot spots (griin) auf der
Helix HS; (D) Darstellung der Helix H5 als Helixrad und Position der %ot spots (rot) und cold
spots (blau).
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6.3 Zielsetzung

Nachdem im vorangegangenen Kapitel erfolgreich die Sekundirstruktur und die
Anordnung der Seitenketten von a-Aminoxypeptiden aufgeklart wurden, sollte in diesem
Projekt deren Einsatz als peptidomimetische Inhibitoren der CTD HSP90-Dimerisierung
untersucht werden. Forschungsergebnisse der Arbeitsgruppen Gohlke und Groth zeigten,
dass Proteininteraktionen innerhalb des four helix bundle im Endbereich der CTD von
HSPI0 essentiell fiir die Dimerisierung des Proteins sind.!***! Hierbei konnten %ot spots
Aminoséuren (1688, Y689, 1692, L.696) identifiziert werden, die flir die Entwicklung von
HSP90-Modulatoren herangezogen werden konnen (Abb. 6.7). Zusammen mit Jose und
Mitarbeitern entwickelten sie die ersten peptidischen Inhibitoren, die an die CTD
binden.[?% Peptide weisen jedoch als Arzneimittel wesentliche Nachteile auf. Basierend
auf diesen Erkenntnissen sollten a-Aminoxypeptide entwickelt werden, die die
C-terminale Dimerisierungsdoméne von HSP90 adressieren. Die Helixmimetika sollten
hot spot Aminoséduresurrogate tragen, um die riumliche Orientierung der entsprechenden
hot spots der Helix H5 von HSP90 zu imitieren. Das Ziel war die Entwicklung von zwei
a-Aminoxyhexapeptiden. Fiir eine vereinfachte Synthese sollte zunichst ein Derivat mit
Aminoxysdureanaloga der Aminoséduren Leu, Ile und Phe (anstelle von Tyr) hergestellt
werden. Eine weitere Verbindung sollte an einer Position eine phenolische Gruppe als
Surrogat fiir Tyrosin enthalten, um auch den hot spot Y688 gegebenenfalls besser
nachahmen zu kénnen (Abb. 6.7). Die Verbindungen sollten in der Lage sein, mit der
CTD-Interaktionsfldche des Proteins zu interagieren, die Dimerisierung zu blockieren

und somit die Chaperonfunktion zu inhibieren.
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Abb. 6.7: Hot spots der Helix H5 im four helix bundle der HSP90 CTD und Inhibitordesign.
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Im Anschluss an die Synthese sollte in Zusammenarbeit mit weiteren Arbeitsgruppen die
Sekundérstruktur der synthetisierten a-Aminoxyhexapeptide aufgekliart werden. Um zu
priifen, ob die Verbindungen die erforderliche Sekundarstruktur einnehmen, sollten durch
CD-Spektroskopie (AK Liideke, Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Freiburg)
und NMR-Spektroskopie die strukturellen Eigenschaften der a-Aminoxyhexapeptide
aufgeklart werden. Im Arbeitskreis Gohlke (Medizinische und Pharmazeutische Chemie,
Universitit Diisseldorf) sollte zudem der Bindungsmechanismus untersucht werden.
Durch MD-Simulationen und Berechnungen der effektiven Bindungsenergie sollte eine

mogliche CTD-Bindung ermittelt werden.

Weiterhin sollten die Zielverbindungen in den Arbeitskreisen Hauer und Remke (Klinik
fiir Kinderonkologie, Himatologie und klinische Immunologie, Universitdt Diisseldorf),
Jose (Pharmazeutische und Medizinische Chemie, Uni Miinster), Grez (Institut fiir
Tumorbiologie und Experimentelle Therapie, Georg-Speyer-Haus, Frankfurt) und
Kassack (Pharmazeutische und Medizinische Chemie, Diisseldorf) ausfiihrlich auf ihre
biologischen Eigenschaften hin evaluiert werden. Dazu sollten die a-Aminoxyhexa-
peptide auf ihre Zytotoxizitit und auf ihre Inhibition der HSP90-Aktivitét in vitro und
in vivo untersucht werden. Dariiber hinaus sollten die Verbindungen auf ihre spezifische

Bindung an die CTD hin getestet werden.

6.4 Zusammenfassung der Publikation III

In der Publikation III werden neue, vielversprechende peptidomimetische Inhibitoren
vorgestellt, die die C-terminale Dimerisierungsdomidne (CTD) des Chaperonproteins
HSP90 adressieren. Fiir das rationale Design der Helixmimetika wurden die von Gohlke
und Groth identifizierten hot spot Aminosduren in der Interaktionsfliche der
C-terminalen Dimerisierungsdomine von HSP90 herangezogen.!***! Basierend auf den
Erkenntnissen, dass a-Aminoxyoligopeptide eine 2s-helikale Konformation einnehmen
und in der Lage sind, die rdumliche Orientierung der Seitenketten von a-Helices
nachzuahmen, wurden zwei o-Aminoxyhexapeptide entwickelt, die entsprechende

Seitenkettenreste der wechselwirkenden /ot spot Aminosduren tragen.

Die Synthese der gewiinschten a-Aminoxyhexapeptide erfolgte iiber die zuvor ent-
wickelte Synthesestrategie bestehend aus einer Kombination aus Reaktionsschritten in
Losung und Festphasensynthese. Zundchst wurden dazu in Losung Monomer- und
Dimerbausteine hergestellt. Diese wurden dann durch Festphasensynthese mit den

Kupplungsreagenzien BOP/HOBt/NEM zu den a-Aminoxyhexapeptide verkniipft.
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6 a-Aminoxypeptide als C-terminale HSP90-Inhibitoren

2D NMR- und CD-spektroskopische Untersuchungen ergaben, dass die a-Aminoxy-
hexapeptide in die gewiinschte 2s-helikale Konformation falten. Die Verbindungen
sollten so in der Lage sein, die erforderliche Sekundirstruktur einzunehmen und die

Orientierung der hot spots fiir die Inhibierung der HSP90-Dimerisierung zu imitieren.

Einblicke in den Bindungsmechanismus der Verbindungen wurden durch molekular-
dynamische (MD)-Simulationen und Berechnungen der effektiven Bindungsenergie
erhalten. Hierbei wurde beobachtet, dass die a-Aminoxyhexapeptide an die CTD binden

und dass sie die kot spots der Helix H5 von HSP90 nachahmen konnen.

Weiterhin wurden die biologischen Eigenschaften der a-Aminoxyhexapeptide aus-
fiihrlich untersucht. In einem zellbasierten Luciferase-Riickfaltungs-Assay zeigten die
Verbindungen dabei in vitro eine Inhibition von HSP90. In einem Dimerisierungsassays
basierend auf der Autodisplay-Technologie konnte weiterhin gezeigt werden, dass die
Verbindungen die HSP90-Dimerisierung inhibieren koénnen. Bei MicroScale
Thermophorese (MST)-Messungen mit der CTD von HSP90 konnte zudem eine Bindung
an die C-terminalen Domine beobachtet werden. Tiefergehende biologische
Untersuchungen wurden mit der effizienteren Verbindung (bezeichnet als Aminoxyron)
durchgefiihrt. Aminoxyron zeigte hierbei eine antiproliferative und zytotoxische Aktivitét
gegeniiber humanen myeloischen Leukdmiezelllinien und induzierte einen Zellzyklus-
arrest und eine frithe Differenzierung. Es konnten dabei sowohl in sensitiven als auch in
imatinibresistenten CML-Zelllinien vergleichbare Aktivititen beobachtet werden.
Zusitzlich konnte in einer Luciferase-Xenograft Mausmodellstudie mit der humanen
CML-Zelllinie K562 die in vivo Effizienz der Verbindung bestétigt werden. Aminoxyron

16st dabei in vitro und in vivo keine HSR aus.

Zusammenfassend reprdsentieren die entwickelten oa-Aminoxyhexapeptide die ersten
Peptidomimetika, die die Funktion von HSP90 {iber eine spezifische Bindung an die
C-terminale Domine von HSP90 blockieren und dadurch die Dimerisierung des
Chaperonproteins inhibieren. Der HSP90-CTDi Aminoxyron 18st dabei in vitro und
in vivo keine Hitzeschockantwort aus und zeigt sowohl gegeniiber sensitiven als auch
imatinibresistenten CML-Zellen und in soliden Tumorzelllinen vielversprechende
Aktivitdten. Somit sind a-Aminoxyoligopeptide eine wertvolle Substanzklasse fiir die

Entwicklung von Helixmimetika zur Inhibition von Protein-Protein-Interaktionen.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Trotz enormer Fortschritte im Bereich der Tumortherapie sind Tumorerkrankungen nach
Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithdufigste Todesursache in den industriell
entwickelten Léndern. Der Bedarf an innovativen Strategien zur Behandlung von
Tumorerkrankungen und die Entwicklung neuartiger, selektiver Antitumorwirkstoffe
sind aktuelle Herausforderungen in der pharmazeutischen Forschung. Die Aufklérung
wichtiger biologischer Prozesse eroffnet hierbei neue Therapiemoglichkeiten. So
iibernehmen Histondeacetylasen eine globale Regulationsfunktion bei tumorrelevanten
Prozessen und Inhibitoren von Histondeacetylasen (HDACi) stellen attraktive
Kandidaten zur Behandlung diverser Tumorerkrankungen dar.[%” Ein weiteres Ziel fiir
die Entwicklung von Tumortherapeutika ist das Chaperon Hitze-Schock-Protein 90
(HSP90). Es unterstiitzt Klientproteine, darunter Onkoproteine, bei der korrekten Faltung
und schiitzt Zellen vor Stress.!®) Hierbei ist es an einer Reihe tumorrelevanter Prozesse
beteiligt.”’ HSP90i bieten daher Strategien zur Behandlung von Tumoren.5 !
Interessante Einsatzmoglichkeiten als Antitumorwirkstoffe bieten auflerdem Peptid-

).['214 Dyrch den Einsatz von unnatiirlichen Aminosiuren und

analoga (Peptidomimetika
Aminosdureanaloga konnen die attraktiven Eigenschaften der natiirlichen Peptidvorbilder
nachgeahmt und gleichzeitig Nachteile wie die geringe proteolytische Stabilitdt und die

(16.17) In dieser Arbeit wurden die Synthese

Konformationsflexibilitit umgangen werden.
und die Eigenschaften von zwei neuartigen peptidanalogen Substanzklassen mit

potentieller antitumoraler Aktivitdt untersucht.

Der erste Teil der Arbeit befasste sich mit der Synthese, der biologischen Evaluation und
den Struktureigenschaften einer neuartigen Klasse an HDAC6-Inhibitoren. In Anlehnung
an Arbeiten von Fairlie und Mitarbeiter {iber peptidbasierte HDACi (1), wurden durch
gezielte Strukturmodifikationen peptoidbasierten HDAC6-Inhibitoren (2%) entwickelt
(Abb. 7.1). 1% Die Peptoidriickgratstruktur, die durch Verschiebung der Seitenkette vom
a-Kohlenstoff auf den benachbarten Amidstickstoff erhalten wurde, bietet potentielle
Vorteile wie eine erhohte proteolytische Stabilitdit und die Moglichkeit einer
diversitédtsorientierten Syntheseroute. Eine Selektivititssteigerung fiir HDAC6 wurde
durch den Austausch des klassischen aliphatischen gegen einen benzylischen Linker und

durch eine verzweigte Cap-Struktur angestrebt.
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Abb. 7.1: Peptid- und peptoidbasierte HDAC-Inhibitoren.

Die Synthese der peptoidbasierten HDACi erfolgte iiber eine Ugi-4-Komponenten-
reaktion bei der die Methylester 3a*-1" erhalten wurden (U-4CR, Abb. 7.2). Bei dieser Art
der Multikomponentenreaktion reagieren eine Carbonsdure, ein Amin, eine
Carbonylverbindung und ein Isocyanid miteinander und es kann eine gro3e Vielzahl an
Ausgangssubstanzen eingesetzt werden. AnschlieBend wurden die Methylester durch
Hydroxylaminolyse in die entsprechenden Hydroxamséuren 2a*-1" tiberfiihrt (Abb. 7.2).
Durch diese effiziente und diversitdtsorientierte zweistufige Synthese wurde erfolgreich
eine Substanzbibliothek mit strukturell vielfdltigen Vertretern an peptoidbasierten

HDAC:I hergestellt.

CN-R! R R
Q Q EtN  HN__O HN__O
H)KH ¥ HO)kR2 MeOH \E H,NOH-HCI f
4A MS NaOMe, MeOH
AAMS N NaOMe, MeOR N '
RT 72h o RT 16h .
HoN RZ&O ~ RZ&O OH
HCI o
~N
3a*-I* 2a*-I*
(43-85%) (42-69%)

Abb. 7.2: Synthese der peptoidbasierten HDACi 2a™-1".

Im Anschluss an die Synthese wurden die peptoidbasierten Hydroxamsduren 2a*-1" im
Arbeitskreis von Prof. Dr. Kassack (Pharmazeutische und Medizinische Chemie,
Universitidt Diisseldorf) auf ihre Zytotoxizitit in einem MTT-Assay und auf ihre
Inhibition der HDAC-Enzymaktivitit in einem zelluliren HDAC-Assay untersucht. Es
stellte sich heraus, dass Vertreter mit einem 4-Dimethylaminophenylsubstituenten in
Position R? und/oder einer Cyclohexylgruppe als Rest R! die hdchsten HDAC-
Inhibitionen und Zytotoxizititen aufwiesen. Die Hydroxamsauren 2e*, 2f", 2i* und 21"
konnten als die potentesten HDACi dieser Substanzbibliothek mit ICso-Werten im

niedrigen mikromolaren bis nanomolaren Bereich identifiziert werden (Abb. 7.3).
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HDAC ICso (A2780) 2.72 uM
HDAC ICs (Cal27): 3.31 uM
MTT ICs, (A2780): 6.05 M
MTT ICs, (Cal27): 7.50 M

Vorinostat
HDAC IC5, (A2780): 0.96 uM
HDAC ICs; (Cal27): 0.86 uM

Hgf@

2i"
HDAC IC5q (A2780): 0.90 uM
HDAC ICs, (Cal27): 0.62 uM
MTT ICso (A2780): 0.34 pM
MTT ICs (Cal27): 2.04 uM

Cisplatin
MTT IC5 (A2780): 2.25 uM
MTT IC5 (Cal27): 2.50 uM

21"
HDAC ICs, (A2780): 0.90 uM
HDAC ICs, (Cal27): 0.77 uM
MTT ICsq (A2780): 0.65 pM
MTT ICsq (Cal27): 2.77 uM

MTT ICso (A2780): 2.42 M
MTT ICs, (Cal27): 2.64 uM

Abb. 7.3: Zytotoxizitit (MTT) und HDAC-Inhibition (HDAC) der besten Verbindungen.

Bei tiefergehenden biologischen Untersuchungen mit den Hydroxamsduren 2e*, 2f*, 2i"
und 21" wurde in einem HDAC-Enzymassay an den rekombinanten HDAC 2, 4, 6 und 11
eine Préiferenz flir die Inhibition von HDAC6 gegeniiber anderen HDAC-Isoformen
feststellt (Tab. 7.1). 2i" erwies sich hierbei als potenter HDACi mit einer HDAC6-
Inhibition von 1.59 nM (ICso). AuBerdem zeigte Verbindung 2f" ein vielversprechendes
Selektivitétsprofil.

Tab. 7.1: HDAC-Inhibition an den rekombinanten HDAC-Isoformen 2, 4, 6 und 11.

. ICso [nM] Selektivitatsindices*
Verbindung
HDAC2 HDAC4 HDAC6 HDAC11 SI2/6 SI4/6 SI1l1/6
2e" 799 >10000 6.52 227 123 >1533 35
2f" 4366 >10000 11.2 421 391 >896 38
2i" 200 >10000 1.59 63.2 125 >6250 40
2l 623 4377 2.84 25.0 228 >1563 9
TSA 18.9 nd 3.18 17.8 4 - 4
TMP269 nd 169 nd nd - - -

Die Daten zur Inhibitionen der HDAC-Isoformen wurden durch die Firma Reaction Biology Corporation (Malvern,
PA, USA) ermittelt. “Selektivitdtsindex (SI) fir HDAC6 iiber HDAC2, HDAC4 oder HDACI11 (z.B.SI1/6 =
ICs0(HDAC1)/1C50(HDACS)).

In einem im Arbeitskreis von Prof. Dr. Kassack durchgefiihrten Hyperacetylierungsassay
wurde weiterhin mittels Western Blot eine Uberacetylierung des natiirlichen HDAC6-
Substrats a-Tubulin beobachtet, wodurch die HDACG6-Inhibition zusitzlich bestitigt
wird. Zudem konnte an der Zelllinie Cal27 CisR* in Kombinationsstudien mit Cisplatin

eine Chemosensibilisierung gegeniiber Cisplatin nachgewiesen werden.

35 Cisplatinresistente Zelllinie des Plattenepithelkarzinoms der Zunge
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7 Zusammentfassung und Ausblick

Ferner konnten fiir die peptoidbasierten Hydroxamsiuren 2a*-d*, f-h", j*-k* bei
Raumtemperatur und fiir die Verbindungen 2e*, 2i" und 21" bei -30°C zwei NMR-
Signalsétze mittels Kernresonanzspektroskopie (NMR) beobachtet werden. Die HDACi
2f" und 2i" wurden fiir Untersuchungen dieses Phdnomens herangezogen. Durch variable
Temperatur-NMR (VT-NMR) Experimente im Tief- und Hochtemperaturbereich konnte
festgestellt werden, dass peptoidbasierte Hydroxamsduren in Losung als cis- und trans-
Rotamere vorliegen. Beim Hauptkonformer konnte eine Hochfeldverschiebung der
Methylengruppen beobachtet werden. Diese Verschiebung tritt beim cis-Rotamer
aufgrund einer Abschirmung der Methylengruppen durch den Arylring (R?) auf.[?!
Hierdurch wurde die cis-Amidgeometrie als bevorzugte Konformation identifiziert. Die
von Dr. Reifp (Anorganische Chemie und Strukturchemie, Universitit Diisseldorf)
durchgefiihrte Rontgenstrukturanalyse von 2f° unterstiitzt diese Annahme. Die
Kristallstruktur von 2f* bestitigte das Vorliegen einer cis-Amidgeometrie im festen
Zustand. Im Arbeitskreis von Prof. Dr. Gohlke (Pharmazeutische und Medizinische
Chemie, Universitit Diisseldorf) wurden abschlieBend die Bindungsmodi der
Hydroxamséuren 2f* und 2i" untersucht. In Rahmen von Dockingstudien in HDAC2,
HDAC4 als auch in HDAC6 konnte unabhingig von der Verbindung (2f* oder 2i") und
dem Rotamer (cis oder trans) eine bevorzugte Bindung in HDACG6 festgestellt werden.
Dariiber hinaus konnte fiir Verbindung 2f* eine erhohte Affinitdt fiir die Bindung des
trans-Rotamers in HDAC6 beobachtet werden.

Zusammengefasst konnte in diesem Projekt mit den peptoidbasierten Hydroxamséuren
eine neuartige Substanzklasse von potenten und priferentiellen HDAC6-Inhibitoren
entwickelt werden. Die Verbindungen 2f° und 2i" stellten hierbei die viel-
versprechendsten Vertreter innerhalb dieser Substanzbibliothek dar. Die Strukturen der
peptoidbasierten Hydroxamsauren 2f* und 2i* wurden daher als Ausgangspunkt gewihlt,
um weitere Derivate dieser Substanzklasse herzustellen. Hierzu wurden umfangreiche
Strukturmodifikationen in den Molekiilbereichen A-C vorgenommen (Abb. 7.4). Im
Einzelnen wurden dazu der Rest R! in Molekiilregion A umfassend variiert, eine Reihe
von unterschiedlich alkylierten und N-alkylierten Benzoesduren in Region B (R?)
eingesetzt, sowie einige Derivate mit zusitzliche Substituenten in Region C (R¥/R%)
synthetisiert. Durch diese Variationen sollten Verbindungen mit verbesserter
Antitumoraktivitdt synthetisiert und tiefergehende Einblicke in die Strukturaktivitéts-
beziehungen der peptoidbasierten HDACi ermoglicht werden.
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Abb. 7.4: Leitstrukturen und durchgefiihrte Variationen der Reste R!-R* in den Regionen A-C.
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Die Synthese erfolgte iiber eine mikrowellengestiitzte S-Komponenten-1-Topf-Synthese,
die eine weiterentwickelte Variante der urspriinglichen zweistufigen Syntheseroute
(Kapitel 3) darstellt. Zur Entwicklung dieser 1-Topf-Methode wurden zunéchst die
beiden bekannten Teilreaktionen (Schritt I: U-4CR, Schritt II: Hydroxylaminolyse)
unabhéngige voneinander betrachtet und bei unterschiedlichen Reaktionstemperaturen
und -zeiten unter Mikrowelleneinstrahlung untersucht. Als optimale Bindungen konnten
fiir die U-4CR eine Temperatur von 45°C und eine Reaktionszeit von 60 min. und bei der
Hydroxylaminolyse 55°C und eine Zeit von 30 min. ermittelt werden. Abschlieend
wurden die optimierten Bedingungen beider Syntheseschritte kombiniert. Die in einem
Reaktionsgefall (1-Topf-Verfahren) sequentiell durchgefiihrte U-4CR und Hydroxyl-
aminolyse erfolgten dabei ohne Isolierung und Reinigung des Zwischenprodukts. Diese
erfolgreich optimierte 5-Komponenten-1-Topf-Variante erlaubte eine zeiteffiziente und
ressourcensparende Synthese der HDACi 1a-q in guten Ausbeuten von 59-82% und einer

Gesamtreaktionszeit von unter zwei Stunden (Schema 7.1).

H2N o 1 1
‘HCI e} R R
> R3LLR4 HN__O HN__O
b)

2 O 3a-c a) ;/[ ;/[
+ e R3 e R3
(0] R4 l o R4 l H
HO)kRZ CN-R' R¥ 0 ~ R¥ 0 “OH
4a-h 5a-d 6a-q 0 1a-q

(59-82%)

Schema 7.1: Mikrowellenunterstiitzte 5-Komponenten-1-Topf-Synthese der HDACi 1a-q. a) (i)
2, 3a-c, EtsN, MeOH, 4 A MS, 150 W, 45°C, 20 min; (i) R'-NC 5a-d, R>-COOH 4a-h, 150 W, 45°C,
60 min; (b) H,NOH-HCI, Na, MeOH, 150 W, 55°C, 30 min.
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7 Zusammentfassung und Ausblick

Die Verbindungen 1a-q wurden anschlieend im Arbeitskreis Kassack hinsichtlich ihrer
Zytotoxizitit und ihrer HDAC-inhibierenden Wirkung untersucht. Die meisten
peptoidbasierten Hydroxamsduren la-q wiesen dabei vergleichbare oder bessere
zytotoxische Eigenschaften und HDAC-Inhibitionen auf als die Referenzsubstanzen
Cisplatin und Vorinostat. Zudem zeigten einige der HDACi la-q verbesserte Anti-
tumoraktivititen im Vergleich zu der ersten Substanzbibliothek (2a*-1%). Peptoidbasierte
Hydroxamsiuren mit einem 4-Dimethylaminophenylrest in R? (1m, 1q, Abb. 7.5)
und/oder Benzylsubstituenten in R! (u.a. 1p, 1q, Abb. 7.5) erwiesen sich als besonders
potente Vertreter dieser Substanzklasse. Zusitzliche Substituenten in Position R® und R*
hingegen flihrten zu einer verminderten HDAC-Inhibition und Zytotoxizitét (siehe 1j und
1k, Tab. 4.2 und Tab. 4.3). In Bezug auf die HDAC-Inhibition wurden 1n, 1p und 1q als
sehr potente Verbindungen mit ICso-Werten im submikromolaren Bereich identifiziert

(Abb. 7.5).
\/\/H 0 ©\/H o)
14 ¢

O OH o “OH /©/go “OH
~ (@]
'\Il (e} \N
1p

(6}
|
1n 1q
HDAC ICs, (A2780): 0.60 uM HDAC ICs, (A2780): 0.60 uM HDAC ICs, (A2780): 0.24 uM
HDAC ICs, (Cal27): 0.58 uM HDAC ICs, (Cal27): 0.58 uM HDAC ICs, (Cal27): 0.17 uM
MTT IC5o (A2780): 0.28 uM MTT IC5o (A2780): 0.28 uM MTT IC5q (A2780): 0.95 uM
MTT IC5 (Cal27): 1.95 uM MTT IC5 (Cal27): 1.95 uM MTT ICsq (Cal27): 0.46 uM
Vorinostat Cisplatin

HDAC ICs, (A2780): 0.97 uM MTT ICs, (A2780): 2.25 M
HDAC ICs, (Cal27): 0.93 uM MTT ICs, (Cal27): 1.64 pM
MTT ICs, (A2780): 2.42 uM
MTT ICs, (Cal27): 2.64 uM

Abb. 7.5: HDAC-Inhibition und Zytotoxizitdt der potentesten Verbindungen 1n, 1p und 1q.

Die Verbindungen 1n, 1p und 1q sowie die HDACi 2f* und 2i* wurden zudem in einem
HDAC-Enzymassay hinsichtlich ihrer inhibierenden Aktivitit gegeniiber HDACI und
HDACG6 untersucht (Tab. 7.2). Mit einem Selektivititsindex (SI 1/6) von 34 und einem
ICso-Wert von 9 nM konnte die peptoidbasierte Hydroxamsdure 1n als potenter und
praferentieller HDACG6-Inhibitor identifiziert werden. Der HDACi 1q wies eine
vergleichbar hohe Inhibition von HDAC1 und HDAC6 auf und zeigte somit dhnlich wie
die Referenzsubstanz Vorinostat keine Isoformpriaferenz. Auch die beobachten starken
Zytotoxizitdten von 1q sind im FEinklang mit der unselektiven Inhibition mehrerer

HDACS (Abb. 7.5).
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Tab. 7.2: Inhibition der Enzymaktivitdt von HDAC1 und HDAC6.

HDAC ICso [nM]

Verbindung  R! R? SI 1/6
HDAC1 HDAC6
In n-Bu  4-Me;N-Ph 306 + 32 9+1 34
1p Bn 3,5-Me-Ph 423 + 39 121+ 13 4
1q Bn 4-Me;N-Ph 115 11+8 1
2f" c-Hex 3,5-Me-Ph 346+ 71 32+6 11
2i" c-Hex 4-Me;N-Ph 43 +11 16+4 3
Vorinostat 56+9 49+ 6 1

SI 1/6: Selektivitétsindex fiir HDAC6 iiber HDAC1 (SI 1/6 = ICso(HDAC6)/ ICso(HDAC1)).

Insgesamt erwiesen sich peptoidbasierte Hydroxamsiuren mit einem 4-Dimethylamino-
phenylrest in Position R? (1n, 1q und 2i") als sehr potente HDAC6-Inhibitoren (1n: 9 nM;
1q: 11 nM; 2f*: 16 nM). Bei diesen Verbindungen konnte zudem eine Minderung der
HDAC -Inhibition in Abhéngigkeit von Rest R! (Bn > c-Hex > n-Bu) beobachtet werden
(1q: 11 nM > 2i": 43nM > 1n:306 nM). Der Butylrest erwies sich hierbei als
selektivititsfordernd fir HDAC6 (Im: SI 1/6 = 34). Eine Reduzierung der HDACI-
Inhibition konnte auflerdem beim Austausch von 4-Dimethylaminophenyl gegen
3,5-Dimethylphenyl in Position R? festgestellt werden (1q: 11 nM vs. 1p: 423 nM und
2i": 43 nM vs. 2f": 346 nM). Hier zeigten Benzylderivate zusitzlich eine Minderung der
HDACO6-Inhibition (1q: 11 nM vs. 1p: 121 nM), wihrend diese bei Cyclohexylderivaten
erhalten blieb (2i": 16 nM vs. 2f*: 32 nM).

Zusammenfassend handelt es sich bei den peptoidbasierten Hydroxamsduren um eine
neuartige Substanzklasse an vielversprechenden HDAC-Inhibitoren. Durch geeignete
Variation der einzelnen Substituenten oder durch Austausch von Teilstrukturen ist es
hierbei moglich, die Selektivitét hinsichtlich einer HDAC-Subklasse zu modulieren. Dies
wurde bereits in anderen Arbeiten angewendet. Unter anderen wurden durch den
Austausch der ZBG selektive Inhibitoren der HDAC-Klasse I entwickelt, die keine
HDAC6-Inhibition aufweisen.!*>?! In diesem Projekt stellt insbesondere die peptoid-
basierte Hydroxamsdure 1n einen guten Ausgangspunkt dar, um weitere Struktur-
optimierungen durchzufiihren um die HDACG6-Selektivitit zu steigern und die
pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften dieser Substanzsklasse

zu verbessern.
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Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit a-Aminoxyoligopeptiden als eine neuartige
Klasse peptidomimetischer Foldamere mit zytotoxischen Eigenschaften. Es wurden die
Synthese, die biologische Aktivitit und die Struktureigenschaften dieser Substanzklasse
untersucht. Veroffentlichte Forschungsergebnisse von Yang und Mitarbeiter zeigen, dass
a-Aminoxypeptide stabile helikale Konformationen einnehmen kénnen und eine hohe
Proteolysestabilitit besitzen [161:163-165.168.253.2541 * Ayf Grundlage dieser Erkenntnisse
wurden o-Aminoxyoligopeptide als peptidanaloge Substanzklasse fiir die Synthese

peptidomimetischer Foldamere gewihlt.

Da bekannt ist, dass die Synthese langerer Peptidsequenzen mit sich wiederholenden
aliphatischen Seitenketten wie sec-Butyl schwierig sein kann,!'” wurde nach einem
verbesserten Zugang zu ldngeren Oligopeptiden gesucht. Dabei wurde eine Strategie
verfolgt, die aus einer Kombination aus Synthese in Losung und Festphasensynthese
bestand. Nach literaturbekannten Vorschriften wurden in Losung ausgehend von
L-o-Aminosiuren zunichst Phthaloyl- (Phth, 5a%-d%)!'%! und Benzyloxycarbonyl-
geschiitzte (Cbz, 9a%-¢*)[2°>256] p_g-Aminoxysduren synthetisiert (Schema 7.2). Dann
wurden die N-terminalgeschiitzten D-0-Aminoxysduren (Sa*-d*, 9a*-c*) mittels
EDC-HCI/HOBt mit C-terminalgeschiitzten bD-o-Aminoxyséuren (6a*-d*) verkniipft. Die
a-Aminoxydipeptidsduren 10a*-k* wurden abschliefend durch Entschiitzung mit

TFA/DCM erhalten.
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Schema 7.2: Synthese der a-Aminoxydipeptide 10a*-k*. a) NaNO,, H,SOs, -10°C—RT, 16 h; b)
(i) AcCl, 60°C, 5 h; (ii) BuOH, DCC, DMAP, DCM, RT, 16 h; (iii) K2CO3, MeOH, RT, 12 h; c)
PhthN-OH, PPhs, DIAD, THF, 0°C—RT, 16 h; d) HN-NH»-H,O, MeOH, RT, 1.5 h; (¢) TFA/DCM
(1:1), RT, 1 h; f) (i) 6ai-df, EDC-HCI, HOBt, DCM, RT, 16 h; (ii) TFA/DCM (1:1), RT, 1 h; g)
NaNO,, KBr, H2SO4, -10°C—RT, 16 h; h) CbzZNH-OH, NaH, THF, RT, 16 h.

81



7 Zusammentfassung und Ausblick

Die Synthese der a-Aminoxyoligopeptide (Hexamere und Decamere) erfolgte dann durch
Festphasensynthese mit den Dipeptidbausteinen 10a*-k* (Schema 7.3). Ein Vergleich
verschiedener Kupplungsreagenzien zeigte, dass HOBt/BOP/NEM ein geeignetes
Kupplungssystem fiir die festphasengebundene Amidkupplungsreaktion darstellt.
Anhand dieser Synthesestrategie, bestehend aus einer Kombination aus Synthese in
Losung und Festphasensynthese, konnten neun o-Aminoxyoligopeptide 1la*-i* in
Ausbeuten von 18-42% und Reinheiten von >95% hergestellt werden (Schema 7.3). 1h*

und 1i* sind die bisher lingsten bekannten a-Aminoxyoligopeptide.

mmﬂ@wwo

Rink Amid
EG AM Harz

O/:\ﬂ/ O/\[T o/\n/ o/\[f o/?\([)rn‘o;\g/n\o

n Zyklen (n = 2,4) -n-1

(H)
b)

(H)

: 8oy F§-H Ry B
c) O/\n/ O/\[r O/\([)]/N\O/\[OrN\O/\([)rN\O/\([)]/NHz

-n-1

1at-gt (n=2)
1ht, 1i¥ (n=4)
(18-42% Ausbeute, >95% Reinheit)

Schema 7.3: Festphasensynthese der a-Aminoxypeptide 1a*-i*. a) (i) 20% Piperidin in DMF, RT,
2x 15min; (ii) Phth-Y°Xaa-N°Xaa-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, RT 24 h; b) 5%
Hydrazinhydrat in MeOH, RT, 2 x 15 min; (ii) PG-N°Xaa-N°Xaa-OH, BOP, HOBt, NEM in
DMF, RT, 24 h; ¢) TFA/TES (98:2, v:v), RT, 1.5 h.

Im Anschluss an die Synthese wurden die a-Aminoxypeptide la*-i* im Arbeitskreis
Kassack auf ihre zytotoxische Aktivitit gegeniiber den Tumorzelllinien Kyse5103¢ und
A2780%7 sowie den cisplatinresistenten Zellen Kyse510 CisR und A2780 CisR in einem
MTT-Assay untersucht. Das Hexamer 1e* sowie die Decamere 1it und 1h* konnten
hierbei als vielversprechende Vertreter dieser Substanzklasse identifiziert werden (Abb.
7.6). Die Verbindungen weisen ICso-Werte im niedrigen mikromolaren Bereich auf und
besitzen vergleichbare Zytotoxizititen wie die Referenzsubstanz Cisplatin. Im Vergleich
zu Hexapeptiden wurde eine gesteigerte Zytotoxizitit fiir die Decamere festgestellt.

Weiterhin wurde eine bis zu 10fach erhohte Zytotoxizitit beim Austausch der Phthaloyl-

3¢ Plattenepithelkarzinom der Speiserdhre

37 Epitheliales Ovarialkarzinom
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7 Zusammentfassung und Ausblick

(Phth, 1d%) gegen eine Benzyloxycarbonylgruppe (Cbz, 1e*) beobachtet (1d*:
MTT(Kyse510) = 58.0 uM, MTT(A2780) = 57.5 uM vs. 1e¥: MTT(Kyse510) = 5.7 uM,
MTT(A2780) = 7.5 uM; Publikation II Tab. 3*). Um die Selektivitit der Verbindungen
fiir Tumorzellen im Vergleich zu normalen Zellen zu priifen, wurde die Zytotoxizitit
gegeniliber humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293) untersucht. Die vielverspre-
chendsten Verbindungen 1e*, 1h* und 1i* zeigten einen geringeren zytotoxischen Effekt

auf normale Zellen als gegeniiber den Tumorzelllinien Kyse510 und A2780 (Abb. 7.6).
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B L gty

1et 1ht 1§t Cisplatin
MTT (Kyse510): 57 uM  MTT (Kyse510): 1.4 uM  MTT (Kyse510): 2.7uM  MTT (Kyse510): 2.0 uM
MTT (Kyse510CisR): 7.8 yM  MTT (Kyse510CisR): 2.6 uM  MTT (Kyse510CisR): 6.6 uyM  MTT (Kyse510CisR): 5.7 uM
MTT (A2780): 75uM  MTT (A2780) 3.3uM  MTT (A2780): 8.0uM  MTT (A2780): 1.7 uM
MTT (A2780CisR): 8.9 uyM  MTT (A2780CisR): 1.7 uM  MTT (A2780CisR): 3.9uM  MTT (A2780CisR): 11.1 uyM
MTT (HEK293): 20.2 uM  MTT (HEK293): 9.0 yM  MTT (HEK293): 26.3uM  MTT (HEK293): 3.8 uM

Abb. 7.6: Zytotoxizitdt der a-Aminoxyoligopeptide 1e* (Hexamer), 1h* und 1i* (Dekamere).

Die Sekundirstruktur der a-Aminoxypeptide wurde mittels Rontgenstrukturanalyse,
Molekularer Modellierung, NMR-Spektroskopie, molekulardynamischen (MD) Si-
mulationen und CD-Spektroskopie untersucht. In Zusammenarbeit mit Dr. Hoppner
(Proteinkristallographie und Roéntgenstrukturanalyse, Universitidt Diisseldorf) und
Dr. Reif3 wurde die Kristallstruktur von 1b* aufgeklart. Hierbei konnte eine rechtsgingige
2s-helikale Konformation im Festkorper nachgewiesen werden, bei der pro Windung
genau zwei o-Aminoxysiurereste notwendig sind und die eine Ganghdhe von 5.8 A
ausweist (Abb. 7.7 A und B). Die 2g-Helix ist dabei im Vergleich zu konventionellen
Helices (a-Helix, 310-Helix) verhdltnisméBig flach. In der Kristallpackung wurde eine
durch Wasserstoffbriickenbindungen verursachte Kopf-zu-FuB-Verkniipfung benach-
barter Molekiile beobachtet. Hieraus resultiert eine Zick-Zack-Orientierung der Peptid-

ketten, bei denen die Seitenketten von aneinandergrenzenden Zick-Zack-Peptidketten
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7 Zusammentfassung und Ausblick

miteinander wechselwirken. Die Sekundarstruktur ist stabilisiert durch aufeinander-
folgende achtgliedrige Ringe (multiple a-NO-Turns), die durch intramolekulare Wasser-
stoffbriickenbindungen entstehen. Die Seitenketten von 1b* liegen dabei abwechselnd auf
gegeniiberliegenden Seiten der 2g-Helix. Im Arbeitskreis Gohlke durchgefiihrte
molekulare Modellierungen zeigten, dass die Seitenketten des Hexamers 1b* die Orientie-
rung verschiedener Seitenketten von kanonischen a-Helices und 310-Helices nachahmen

konnen (Abb. 7.7 C).

A Ao

WS S

R
. ea

Abb. 7.7: Kristallstruktur von 1b* (Cbz-N°Ile-N°Ile-N°Ile-NOIle-N°Leu-N°Leu-NH,). (A) Kristall-
packung von 1b*. Die Orientierung der Hexamere (C-Terminus—N-Terminus) ist durch Pfeile
angedeutet; (B) Detailaufnahme von 1b* in der Seitenansicht (oben, C-Terminus ist oben) und
um 90° gedreht (unten, C-Terminus ist dem Betrachter zugewandt); (C) Orientierung der
Seitenketten von 1b* im Vergleich zu einer kanonischen a-Helix (oben: Seitenansicht, unten: um
90° gedreht).

Anhand von NMR-Spektroskopie (ROESY) sowie MD-Simulationen in Chloroform
(Arbeitskreis Gohlke) und CD-spektroskopischen Untersuchungen in Trifluorethanol
(TFE) und Acetonitril (Arbeitsgruppe von Dr. Liideke, Pharmazeutische Wissenschaften,
Universitét Freiburg) konnte in organischen Losungsmitteln ebenfalls eine 2s-Helix als
bevorzugte Konformation identifiziert werden. In Ubereinstimmung mit friiheren
Arbeiten!!'%! wurde in 2D ROESY-Spektren ein charakteristisches ROE-Signalmuster fiir
repetitive a-NO-Turns beobachtet. Hierbei zeigte jedes interne a-Aminoxyproton (NH;)
zum eigenen a-Methinproton (CqH;) ein starkes und zum benachbarten Riickgratmethin-
proton (CyHi.1) ein schwicheres ROE-Signal. Die Konformation einer 2g-Helix mit sich
wiederholenden o-NO-Turns konnte durch MD-Simulationen in Chloroform und

CD-Spektroskopie in Trifluorethanol und Acetonitril bestitigt werden. Im wéssrigen
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7 Zusammentfassung und Ausblick

Milieu hingegen wurde ein pH-anhdngiges Gleichgewicht zwischen der 2g-Helix im
sauren pH-Bereich und einer weiteren Konformation beobachtet. Hierbei konnte fiir den
Ubergang zwischen den beiden Konformationen ein theoretischer pKs von 8.2 ermittelt

werden (Abb. 7.8).
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Abb. 7.8: pH-abhingiges CD-Spektrum (1g*) und CD-Spektren beteiligter Konformationen. (A)
3D-Darstellung der CD-Spektren von 1g* im pH-Bereich 6.5-11.2 (groBes Bild) und im Bereich
pH<6.5 (kleines Bild); (B) Reine Spektren der zwei beteiligten Konformationen; (C)

Korrespondierende Titrationskurven.

Um erste Einblicke in den Wirkmechanismus von a-Aminoxyoligopeptiden zu erhalten,
wurden die Decamere (1h*% 1i*) und ausgewihlte Hexamere (1b*, 1ff, 1g*) in der
Arbeitsgruppe Kassack auf ihre membranschidigende Wirkung und auf ihre Féahigkeit
zur Apoptoseinduktion getestet. Wahrend fiir die Decamere mit steigender Konzentration
(2 uM auf 5 pM) eine erhohte membranschiadigende Wirkung beobachtet wurde, zeigten
die Hexamere (50 pM) keine signifikante Anderung der Membranschidigung. Um zu
klaren, ob die Kettenlinge Auswirkungen auf den Wirkmechanismus und das
Faltungsverhalten der a-Aminoxypeptide hat, wurden CD-Spektren in Gegenwart von
Liposomen als Modellmembran in der Arbeitsgruppe Liideke aufgenommen. Die
a-Aminoxydecapeptide zeigten in Membranumgebung eine erhdhte Tendenz zur Faltung
in die 2g-Helix. Die membranschidigende Wirkung der a-Aminoxydecapeptide konnte
so im Zusammenhang stehen mit der gesteigerten Fihigkeit eine geordnete 2g-helikale

Konformation anzunehmen.

Zusammenfassend handelt es sich bei a-Aminoxypeptiden um eine neuartige Klasse an
peptidomimetischen Foldameren mit bemerkenswerter Zytotoxizitit gegeniiber

Tumorzelllinien. Sie bilden stabile 2g-Helices aus, durch die die Seitenkettenorientierung

&5



7 Zusammentfassung und Ausblick

von a-Helices und 31o-Helices imitiert werden kann. a-Aminoxyoligopeptide sind somit
interessante Kandidaten fiir das Design von Sekundérstrukturmimetika und kénnen fiir
die Entwicklung von Modulatoren fiir Protein-Protein-Interaktionen herangezogen
werden. Ein attraktives Zielprotein in der Tumortherapie stellt HSP90 dar. Als Chaperon
faltet es Klientproteine, darunter Onkoproteine, in ihre korrekte Konformation.’®! Zudem
weist es in Tumorzellen hiufig eine erhohte Expression auf.l!'¥y HSP90 ist so an
tumorassoziierten Prozessen beteiligt und trdgt zur Entartung von Zellen bei. Die in
klinischen Studien getesteten HSP90i adressieren alle die ATP-Bindetasche am
N-Terminus des Proteins und 16sen einen Uberlebensmechanismus in Tumorzellen aus,
der als heat shock response (HSR) bekannt ist.[®2?"] Die Wirksamkeit der Inhibitoren
wird so stark vermindert. HSP90i, die die C-terminale Dimerisierungsdoméne
adressieren, losen keinen HSR aus und stellen Alternativen fiir die Entwicklung von

82221 Gohlke und Groth zeigten, dass Protein-Protein-Inter-

Tumortherapeutika dar.!
aktionen in der CTD von HSP90 essentiell fiir die Dimerisierung sind und identifizierten
hot spot Aminosduren (1688, Y689, 1692, L696, Abb. 7.9) in der Proteininteraktions-
fliche.”*) Zusammen mit der Arbeitsgruppe Jose entwickelten sie erste peptidische
HSP90i, die an die CTD binden.?*%! Peptide weisen als Arzneimittel jedoch wesentliche
Nachteile auf. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden in diesem Projekt peptido-
mimetische Inhibitoren entwickelt, die die C-terminale Dimerisierungsdoméne von

HSP90 adressieren. Fiir das rationale Design der Helixmimetika wurden die Aot spots

herangezogen und zwei a-Aminoxyhexapeptide 1¥ und 2* entworfen, die entsprechende

Surrogate der Aot spot Aminosduren tragen (Abb. 7.9).
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Abb. 7.9: hot spots in der CTD-Interaktionsflaiche von HSP90 und Inhibitordesign.
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7 Zusammentfassung und Ausblick

Die Synthese der a-Aminoxyhexapetide 1 und 2* erfolgte iiber die zuvor entwickelte

Synthesestrategie bestehend aus einer Kombination aus Reaktionsschritten in Losung und

[257]

Festphasensynthese. Hierz7u wurden zundchst anhand von literaturbekannten

Vorschriften in Ldsung Monomer- und Dimerbausteine hergestellt.['%6255-258] Die
Hexapeptide 1# und 2# wurden dann durch Festphasensynthese aus den Monomeren bzw.
Dimeren in Gegenwart von BOP/HOBt/NEM als Kupplungssystem dargestellt. Anders
als bei 1# wurden bei 27 die letzten beiden Aminoxysduren als Monomere eingefligt. Nach
semipriparativer RP-HPLC wurden 1# und 2* in Ausbeuten von 39% (1%) und 30% (2%)

und Reinheiten von >95% erhalten (Schema 7.4).
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Schema 7.4: Festphasensynthese der o-Aminoxyhexapeptide 1# und 2. a) (i) 20% Piperidin in
DMF, RT, 2 x 15 min; (ii) Phth-N°Leu-N°Leu-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, RT, 24 h; b) 5%
Hydrazinhydrat in MeOH, RT, 2 x 15 min; (ii) Phth-NCIle-N°Ile-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, RT,
24 h; ¢) (i) 5% Hydrazinhydrat in MeOH, RT, 2 x 15 min; (ii) Cbz-N°Phe-N°Phe-OH, BOP, HOBt,
NEM in DMF, RT, 24 h; (iii) TFA/TES (98:2, v:v), RT, 1.5 h; d) (i) 5% Hydrazinhydrat in MeOH,
RT, 2 x 15 min; (ii) Phth-N°Phe-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, RT, 24 h; €) 5% Hydrazinhydrat in
MeOH, RT, 2 x 15 min; (i) Cbz- NOTyr(sBu)-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, RT, 24 h; (iii) TFA/TES
(98:2, viv), RT, 1.5 h.

Anhand von CD-Spektroskopie (Arbeitskreis Liideke) und 2D NMR-Spektroskopie
(ROESY) wurde fiir die a-Aminoxyhexapeptide 1# und 2# die gewiinschte 2s-Helix als
bevorzugte Konformation identifiziert. In 2D ROESY-Spektren konnte ein fiir repetitive
0-NO-Turns charakteristisches ROE-Signalmuster beobachtet werden.['®! Interne
a-Aminoxyprotonen (NH;) zeigten dabei zum eigenen a-Methinproton (CqH;) ein starkes
und zum benachbarten Riickgratmethinproton (CqHi.1) ein schwicheres ROE-Signal. Die
Konformation einer 2g-Helix mit sich wiederholenden a-NO-Turns konnte durch
CD-Spektren in Trifluorethanol und Natriumphosphatpuffer (pH 7) bestitigt werden. Die
Zielverbindungen 1# und 2% sind damit in der Lage, die erforderliche Sekundérstruktur
einzunehmen. Sie konnen so die Orientierung der hot spots in der CTD von HSP90

nachahmen und somit die Dimerisierung inhibieren.
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Um Einblicke in den Bindungsmechanismus der a-Aminoxyhexapeptide zu erhalten,
wurden im Arbeitskreis Gohlke molekulardynamische (MD)-Simulationen und
Berechnungen zur effektiven Bindungsenergie durchgefiihrt. Hierbei konnte beobachtet
werden, dass die a-Aminoxyhexapeptide an die CTD binden und hot spot

Aminosdurereste der Helix H5 von HSP90 nachahmen konnen.

Weiterhin wurden die biologischen Eigenschaften der Hexapeptide 1# und 2# ausfiihrlich
untersucht. In einem Autodisplay-Dimerisierungsassay (in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jose, Pharmazeutische und Medizinische Chemie,
Universitit Miinster) konnte hierbei beobachtet werden, dass die Hexapeptide die HSP90-
Dimerisierung inhibieren. Im Arbeitskreis Jose durchgefiihrte MicroScale Thermo-
phorese (MST)-Messungen mit der CTD von HSP90 ergaben zudem, dass 1# und 2* an
die C-terminalen Domidne von HSP90 binden konnen (1% Kp=27.4 uM;
2%: Kp = 44.2 uM). Die Wirksamkeit von 1* und 2* gegeniiber HSP90 konnte weiterhin
in einem zellbasierten Luciferase-Riickfaltungs-Assay (durchgefiihrt in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hauer, Klinik fiir Kinderonkologie, Hdmatologie und
klinische Immunologie, Diisseldorf) an der CML-Zelllinie K562 in vitro bestitigt
werden. Die Zytotoxizitit der Verbindungen wurde in Viabilititsassys gegeniiber
myeloische Leukdmiezellen (Arbeitsgruppe Hauer) und solide Tumorzelllinien
(Arbeitskreis Kassack) getestet (Tab. 7.3). 1# erwies sich als das vielversprechendere
Aminoxyhexapeptid (z.B. 1#: ICs50(K562) = 5.72 uM; 2#: ICs50(K562) = 16.8 pM). Zudem
zeigte 1% (genannt Aminoxyrone) im Autodisplay-Dimerisierungsassay, bei MTS-
Messungen sowie im Luciferase-Riickfaltungs-Assay eine hohere Effizienz als 2%, Im
Arbeitskreis Hauer wurden tiefergehende biologische Untersuchungen daraufhin mit
Aminoxyrone (1¥) durchgefiihrt. 1% zeigte dabei antiproliferative und zytotoxische
Aktivititen gegeniiber humanen myeloischen Leukidmiezelllinien (K562, KCL22, HL60,
Mutz-2) und induzierte Zellzyklusarrest und eine frithe Zelldifferenzierung. Dabei
wurden in sensitiven CML-Zellen (K562, KCL22) als auch in den imatinibresistenten
Subzelllinien (K562r, KCL22r) * vergleichbare Aktivititen beobachtet (Tab. 7.3,
IC50(K562) = 5.72 uM vs. ICso(K562r) =6.24 uM;  ICs50(KCL22) =2.74 uM vs.
ICso(KCL22r) = 2.86 uM). Dariiber hinaus zeigte 1# in imatinibresistenten Ba/F3-Zellen,
in denen klinisch relevante Mutationen des Gens BCR-ABLI1 (T3151, M35IT und

38 Zur Generierung der imatinibresistenten Zelllinien K562r und KCL22r wurden die sensitiven Zellen
K562 und KCL22 zuvor mit Imatinib behandelt.
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E255K) vorliegen, dhnliche Aktivititen (Tab. 7.3).%° Im Arbeitskreis von Dr. Grez
(Institut fiir Tumorbiologie und experimentelle Therapie, Georg-Speyer-Haus, Frankfurt)
konnte zusitzlich in einer Luciferase-Xenograft Mausmodellstudie mit der CML-
Zelllinie K562 die in vivo Effizienz von Aminoxyrone bestétigt werden. Hierbei konnte
nach Gabe von 17 eine signifikante Reduzierung des Tumorwachstums beobachtet

werden. Aminoxyrone 10st zudem in vitro und in vivo keine Hitzeschockantwort aus.

Tab. 7.3: Inhibition des Zellwachstums (ICsy) durch Aminoxyrone (1%).

Zelllinie Ursprung ICso [nM]
K562 & K562r CML (BCR-ABLY) 5.72 & 6.24
HL60 AML (BCR-ABL) 7.17
KCL22 & KCL22r CML (BCR-ABLY) 2.74 & 2.86
Mutz-2 AML (BCR-ABL) 10.10
BA/F3 (T315I) Murine pro B Zellen (BCR-ABL") 3.02
BA/F3 (M351T) Murine pro B Zellen (BCR-ABL") 3.11
BA/F3 (E255K) Murine pro B Zellen (BCR-ABL") 3.02
A2780 & A2780CisR Ovarialkarzinom 7.1 & 5.8
Kyse510 & Kyse510CisR Speiserdhrenkarzinom 29&6.9

Zusammenfassend wurden erste Einblicke in die biologische Anwendung von
a-Aminoxyoligopeptiden als PPI-Inhibitoren gegeben. Die Verbindungen 1% und 2*
repriasentieren die ersten Peptidomimetika, die die Funktion von HSP90 {iiber eine
spezifische Bindung an die C-terminale Doméne von HSP90 blockieren und dadurch die
Dimerisierung des Chaperonproteins inhibieren. Der HSP90-CTDi Aminoxyrone (1%)
16st dabei in vitro und in vivo keine HSR aus und zeigt sowohl in sensitiven Zellen als
auch imatinibresistenten CML-Zelllinien vergleichbar gute Aktivititen. Somit stellen
a-Aminoxypeptide eine wertvolle Substanzklasse fiir die Entwicklung von Helix-

mimetika fiir die Inhibition von Protein-Protein-Interaktionen dar.

Zusammengefasst wurden in dieser Dissertation mit den peptoidbasierten HDAC6-
Inhibitoren (Kapitel 3 und Kapitel 4) und den a-Aminoxyoligopeptiden (Kapitel 5 und
Kapitel 6) zwei neuartige peptidomimetische Substanzklassen entwickelt, die bemerkens-
werte antitumorale Aktivititen aufweisen und potentielle Anwendungen in der Tumor-

therapie ermoglichen.

3% BCR-ABLI ist ein Onkofusionsprotein, das eine wesentliche Rolle bei der CML-Pathogenese spielt. Es
entsteht durch Translokation der Gene ABL1 und BCR. Durch Punktmutationen der ABL1-Kinase kdnnen
Klone entstehen, die gegeniiber Tyrosinkinaseinhibitoren wie Imatinib resistent sind.
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8 Summary and Outlook

Despite enormous advances in the area of tumor therapy, cancer is still the second leading
cause of death in high-income countries, following cardiovascular diseases. Thus,
innovative strategies for the treatment of cancer as well as the development of new cancer
drug candidates, that are selective for cancer cells, are urgently needed to decrease side
effects and overcome drug resistance mechanism of current anticancer agents.
Elucidation of fundamental biological processes that are involved in the development and
progression of cancer enable new approaches and targets for cancer therapies. Histone
deacetylases (HDAC) regulate important cellular functions in cancer-related processes
such as cell proliferation, cell-cycle arrest and apoptosis. Thus, inhibitors of histone
deacetylases (HDACi) are among the most promising candidates for the treatment of
various cancers.[®’! Another target for cancer therapy is heat shock protein 90 (HSP90),
due to its involvement in regulatory processes.l”’ HSP90 acts as a molecular chaperon
and ensuring correct folding of client proteins, among them several oncogenic proteins.®!
HSP90i provide attractive approaches for targeting cancer cells.®!!l Furthermore,
peptide analogues (peptidomimetics) offer interesting applications as antitumor

[12-14]

agents. Peptidomimetics imitate essential elements and/or secondary structures of

natural occurring peptides and therefore are able to mimic their biological properties.[!!7]
Amino acid analogues (peptidomimetics) feature several advantages over native peptides,
such as the synthetic accessibility, amenability to modifications and the predictability and
stability of their folding behaviour. This thesis focused on the synthesis, conformational

analysis and biological properties of novel antitumor active peptidomimetics.

The first project of this work dealt with the synthesis, biological evaluation and structural
properties of a novel class of HDAC6 inhibitors. Based on peptide-based HDACi (1%)
described by Fairlie and co-workers,*!% peptoid-based HDAC6i (2*) were developed by
performing systematic structural modifications (Fig. 8.1). The peptoid backbone, which
is achieved by a side chain shift from the a-carbon to the neighbouring amide nitrogen,
feature several advantages over peptides including proteolytic stability and increased cell
permeability. Additionally, it also allowed a diversity-oriented synthesis of the target
compounds. The selectivity for HDAC6 should be increased by incorporation of a
benzylic instead of the classical aliphatic linker and through the peptoid-based branched

structure of the cap group.
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peptide-based HDACi peptoid-based HDACI
Fig. 8.1: Peptide- and peptoid-based HDAC inhibitors.

The peptoid-based HDACi were synthesized via the Ugi four component reaction
(U-4CR, Fig. 8.2). The methyl esters 3a*-1" obtained by U-4CR were susequently
converted by hydroxylaminolysis into the desired peptoid-based hydroxamic acids 2a*-1"
in 42-69% yield (Fig. 8.2). This two-step multicomponent approach allowed an efficient
and diversity-oriented synthesis of derivatives of peptoid-based HDACi.

CN-R! R’ R’
o Q EtN  HN__O HN__O
AN+ porNRe MeoH f HoNOH-HCI f
4A MS N NaOMe, MeOH N
rt 16h
H,N rt 72h Rz&o (ONQ Rz&o H\OH
“Hel o
~N
3a*-I* 2a*-I*
(43-85%) (42-69%)

Fig. 8.2: Synthesis of peptoid-based HDACi 2a™-1".

Subsequently, all synthesized peptoid-based HDACi 2a*-1" were tested in the group of
Prof. Dr. Kassack (Pharmaceutical and Medical Chemistry, University of Diisseldorf) for
their cytotoxicity in a MTT assay and their HDAC inhibitory effect in a whole cell
HDAC assay. Notably, all HDACi bearing a 4-dimethylaminophenyl substituent in
position R? and/or a cyclohexyl group in position R! displayed remarkable HDAC
inhibition and cytotoxic properties. The hydroxamic acids 2e”, 2f*, 2i* and 21" were
identified as the most promising HDACi of this library with ICso values in the low

micromolar to nanomolar range (Fig. 8.3).

- Ry e Ty

21"

N O N O

@*

HDAC IC5, (A2780) 1.23 uM
HDAC ICs, (Cal27): 1.08 uM
MTT ICso (A2780): 0.94 uM
MTT IC5, (Cal27): 2.92 uM

HDAC ICs, (A2780 ) 2.72 uM
HDAC ICs, (Cal27): 3.31 uM
MTT ICs (A2780): 6.05 uM
MTT IC5, (Cal27): 7.50 uM

vorinostat
HDAC ICsy (A2780): 0.96 uM
HDAC IC5, (Cal27): 0.86 uM
MTT IC5q (A2780): 2.42 pM
MTT IC5q (Cal27): 2.64 yM

HDAC ICs (A2780): 0.90 uM
HDAC ICs, (Cal27): 0.62 uM
MTT ICs, (A2780): 0.34 uM
MTT IC5 (Cal27): 2.04 uM

cisplatin
MTT IC5q (A2780): 2.25 pM
MTT IC5 (Cal27): 2.50 uM

HDAC ICs, (A2780): 0.90 uM
HDAC ICs, (Cal27): 0.77 uM
MTT ICso (A2780): 0.65 uM
MTT ICg (Cal27): 2.77 uM

Fig. 8.3: HDAC inhibition (HDAC) and cytotoxicity (MTT) of the most promising compounds.
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2¢", 2f°, 2i" and 2I" were selected for further biological investigations. In HDAC enzyme
assays against the recombinant HDACs 2, 4, 6 and 11, a preference for the inhibition of
HDAC6 against other HDAC isoforms was observed (Tab. 8.1). 2i" was found to be the
most potent HDAC6 inhibitor (ICso: 1.59 nM). In addition, the peptoid-based HDACi 2f*

showed a promising selectivity profile.

Tab. 8.1: Inhibitory activities of 2¢*, 2f", 2i" and 21" against HDAC isoforms 2, 4, 6 and 11.

compound ICso [nM] selectivity indices*
HDAC2 HDAC4 HDAC6 HDACI11 SI2/6 SIid4/6 SI11/6
2¢" 799 >10000 6.52 227 123 >1533 35
2f 4366 >10000 11.2 421 391 >896 38
2i" 200 >10000 1.59 63.2 125 >6250 40
21" 623 4377 2.84 25.0 228 >1563 9
TSA 18.9 nd 3.18 17.8 4 - 4
TMP269 nd 169 nd nd - -

The inhibition of HDAC isoforms was determined by Reaction Biology Corporation (Malvern, PA, USA). “Selectivity
index (SI) of HDAC6 over HDAC2, HDAC4 or HDACI11 (e.g. SI 1/6 = ICso(HDAC1)/ICs0(HDACS)).

The HDACS6 inhibition of compounds 2e*, 2f*, 2i* and 21" was further validated in the
Kassack lab by investigating the acetylation status of the natural HDACG6-substrate
a-tubulin. The results of a western blot revealed that 2e*, 21", 2i* and 21" caused a-tubulin
hyperacetylation and thus confirmed the HDAC6 inhibitory effect of these compounds in
a cellular environment. Futhermore, the peptoid-based HDACi showed chemosen-
sibilizing properties in combination studies with cisplatin, where the most potent HDACi1
2i* completely reverted the resistence towards cisplatin in the cisplatin-resistent cell line

Cal27% CisR.

NMR spectra of 2a*-d”, f*-h*, j*-k” at room temperature and 2e", 2i* and 2I" at -30°C
displayed the presence of two sets of NMR signals. Thus, 2f* and 2i" were selected to
analyse this phenomenon. Variable temperature NMR studies (VT-NMR) in the low- and
high-temperature range revealed the occurrence of cis/trans amide bond rotamers in
peptoid-based hydroxamic acids. A strong upfield-shift of the methylene resonance
signals was observed in the case of the major conformer. Due to shielding by the aryl ring
(R?), this upfield-shift only is possible for the cis-rotamer, indicating a cis amide bond
preference.!?!! This purpose was supported by a X-ray crystal structure performed by Dr.
Reifs (Inorganic Chemistry and Structural Chemistry, University Diisseldorf). The crystal

40 Tongue squamous cancer cell line
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structure of 2f* confirmed the cis amide bond geometry in the solid state. In cooperation
with the group of Prof. Dr. Gohlke (Pharmaceutical and Medical Chemistry, University
of Duesseldorf), the binding modes of HDACi 2f* and 2i* were analyzed. Both the cis-
and trans-rotamers of 2f* and 2i" were investigated by docking studies with HDAC2,
HDAC4 and HDAC6. Regardless of which compound (2f* or 2i") and rotamer (cis or
trans), a preferred binding in HDAC6 could be observed. Moreover, the trans-rotamer of

2f* showed a higher affinity to bind in HDACS6 than its corresponding cis-rotamer.

In summary, in the first project the peptoid-based hydroxamic acids were developed as a
novel class of potent and preferential HDAC6 inhibitors. Among this library of peptoid-
based HDACH, compounds 2f* and 2i" represent the most promising derivatives. Thus,
HDAC: 2f" and 2i" were selected as lead structures for the preparation of further peptoid-
based hydroxamic acids with improved HDAC activity and cytotoxic properties. For this
purpose, systematic structural modifications were implemented in the regions A-C (Fig.
8.4). In detail, the substituent in position R! (region A) was extensively varied, a number
of different alkylated and N-alkylated benzoic acids were used in region B (R?) and
several derivatives with additional substituents in region C (R*/R*) were synthesized.
These variations should also enable deeper insights into the structure-activity

relationships of this class of peptoid-based HDAC:.

oyt Y
ot
O
-

Cf y
Y 2f*: R" = ¢-Hex, R? = 3,5-Me-Ph; R¥R*=H
2i*: R' = c-Hex, R? = 4-Me,N-Ph; R¥R* =H
0,
g K

“OH

B (0]
H

Fig. 8.4: Lead structures and variations implemented of the residues R'-R* in region A-C.

In order to improve the overall efficiency of the previously described two-step
multicomponent synthesis (chapter 5), a microwave-assisted one-pot five component
approach was developed. For this purpose, several reaction conditions were investigated
independently for both steps (step I: U-4CR, step II: hydroxylaminolysis) under
microwave irradiation. For the U-4CR the best results were achieved at 45 °C and 60 min

and in the case of the hydroxylaminolysis, a temperature of 55 °C and a reaction time of
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30 min could be determined as the most appropriate conditons. Finally, in the last step
the optimized conditions for both steps were combined in a one-pot reaction without
isolation and purification of the Ugi product. This optimized microwave-assisted five
component one-pot approach via a sequential U-4CR and hydroxylaminolysis was then
used for the preparation of the desired pepoid-based HDACi 1a-q, that could be obtained
in 59-82% yield in less than 2 hours (Scheme 8.1). This one-pot mulicomponent synthesis

is a time-efficient and resource-saving approach for preparation of peptoid-based HDACi.

HoN o) ] 4
e o R R
> R3MR“ HN._O HN._O
2 O 3a-c a) b)
+ —_— R3 —_— R3

(0] R* N R* N H
)k —R! 2’& O\ 2’& N,
HO RZ CN-R R e} R (6] OH

4a-h 5a-d 6a-q 0 1a-q

Scheme 8.1: Microwave-assisted five component one-pot synthesis of HDA((?E;I?-)q. a) (1) 2, 3a-c,
Et:;N, MeOH, 4 A MS, 150 W, 45°C, 20 min; (ii) R'-NC 5a-d, R>-COOH 4a-h, 150 W, 45°C,
60 min; (b) H,NOH-HCI, Na, MeOH, 150 W, 55°C, 30 min.

Subsequently, compounds 1a-q were tested in the Kassack lab for their cytotoxicity in a
MTT assay and their HDAC inhibitory activity in a whole cell HDAC assay. Most
peptoid-based hydroxamic acids la-q showed comparable or even better cytotoxic
properties and HDAC inhibition than the reference compounds cisplatin and vorinostat.
In addition, the HDACi 1a-q exhibited improved anticancer activities compared with the
first library of HDAC inhibitors (2a”-1"). Notably, peptoid-based hydroxamic acids with
a 4-dimethylaminophenyl residue in position R? (1m, 1q, Fig. 8.5) and/or benzyl
substituent in position R! (1p, 1q, Fig. 8.5) represent potent HDAC inhibitors. On the
other hand, additional substituents in position R® and R* resulted in decreased HDAC
inhibition and cytotoxicity (see 1k and 1k, Table 6.2 and 6.3). According to the HDAC
inhibition, 1n, 1p and 1q were identified as the most active compounds with ICso values

in the submicromolar range (Fig. 8.5).
\/\/H\EO Q\/HTO
N N

o OH o “OH o “OH
o 0 N o}
1n 1p

Y
' |
1q
HDAC ICsy (A2780): 0.60 uM HDAC ICs, (A2780): 0.60 uM HDAC ICs5 (A2780): 0.24 uM
HDAC IC5; (Cal27): 0.58 uM HDAC ICs, (Cal27): 0.58 uM HDAC IC5q (Cal27): 0.17 uyM
MTT IC5 (A2780): 0.28 uM MTT IC5, (A2780): 0.28 pM MTT IC5q (A2780): 0.95 uM
MTT IC5q (Cal27): 1.95 uyM MTT IC5p (Cal27): 1.95 pM MTT IC5q (Cal27): 0.46 pM
vorinostat cisplatin
HDAC IC5q (A2780): 0.97 pM MTT IC5q (A2780): 2.25 pM
HDAC IC5q (Cal27): 0.93 pM MTT IC5q (Cal27): 1.64 uM

MTT ICso (A2780): 2.42 uM
MTT ICs (Cal27): 2.64 uM

Fig. 8.5: HDAC inhibition and cytotoxicity of the most promising compounds 1n, 1p and 1q.
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In, 1p and 1q as well as HDACi 2f* and 2i" were tested for their inhibition against the
recombinant HDAC1 and HDAC6 in HDAC enzyme assays (Tab. 8.2). 1n could be
identified as a potent and preferential HDAC6 inhibitor with a selectivity index (SI 1/6)
of 34 and an ICso value of 9 nM. Futhermore, HDACi 1q exhibited comparable high
activities against HDAC1 and HDAC6 and showed no isoform-preference similar to the
reference compound vorinostat. Thus, the observed strong cytotoxicities of 1q are in
agreement with an unselective inhibition of several HDACs (Fig. 8.5).

Tab. 8.2: Inhibitory activities of 1n, 1p, 1q, 2f" and 2i* against HDAC1 and HDACS.
HDAC ICso [nM]

compound R! R? SI 1/6
HDAC1 HDACG6
In n-Bu  4-Me;N-Ph 306 + 32 9+1 34
1p Bn 3,5-Me-Ph 423 + 39 121 £13 4
1q Bn 4-Me;N-Ph 11+5 11+8 1
21 c-Hex 3,5-Me-Ph 346+ 71 32+6 11
2i" c-Hex 4-Me,N-Ph 4311 16 + 4 3
vorinostat 569 49+ 6 1

SI 1/6: Selektivity index of HDAC6 over HDACT1 (SI 1/6 = ICso(HDAC6)/ ICso(HDACT1)).

Notably, peptoid-based HDACi with a 4-dimethylaminophenyl residue in position R? (1n,
1q and 2i") displayed very potent HDAC6 activities (1n: 9nM, 1q: 11nM, 2f": 16nM).
Among these compounds, a reduction of the HDACI inhibitory effect could be observed
according to their R residue in the order benzyl > cyclohexyl > n-butyl (1q: 11 nM >
2i": 43 nM > 1n: 306 nM). Notably, a n-butyl moiety achieved a remarkable improvement
of HDACG selectivity (In: SI 1/6 = 34). Replacement of the 4-dimethylaminophenyl by
a 3,5-dimethylphenyl substituent in position R? led to an decreased HDAC] inhibition
(1q: 11 nM vs. 1p: 423 nM and 2i": 43 nM vs. 2f": 346 nM). However, benzyl derivatives
showed a reduction of the HDACS6 inhibition (1q: 11 nM vs. 1p: 121 nM), whereas the
potency could be retained in the case of cyclohexyl HDACi (2i*: 16 nM vs. 2f*: 32 nM).

Taken together, peptoid-based hydroxamic acids represent a novel class of promising
HDAC inhibitors. The selectivity may be modulate with regard to a specific HDAC
subclass by the suitable variation of individual substituents or exchange of structural
moities. This has already been successfully applied in other research projects. Among
others, peptoid-based selective class I HDACi were developed. The replacement of the
hydroxamate moiety by a 2-aminoanilide-based ZBG led to compounds that showed no
significant inhibition of HDAC6.2?] In this thesis, 1n represents a valuable lead structure
for future efforts towards the structure-based design of novel HDACi with increased

selectivity for HDAC6 and optimized pharmacokinetic and pharmacodynamic properties.
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The second part of this thesis focused on a-aminoxy oligopeptides as a novel class of
peptidomimetic foldamers with cytotoxic properties. To this end, the synthesis, biological
and structural properties of a-aminoxy oligopeptides were investigated. Oligopeptides
constructed from a-aminoxy acids adopt remarkable stable helical conformations and are
resistant to enzymatic degradation, which have been demonstrated by Yang and

161,163-165,168,253,254

coworkers.| I Thus, a-aminoxy oligopeptides were chosen as promising

peptide analogs for the synthesis of peptidomimetic foldamers.

The synthesis of longer peptide sequences containing repetitive aliphatic side chains, such
as sec-butyl, can be difficult, which has been shown previously.!'*’! In order to gain an
improved synthetic access to longer o-aminoxy oligopeptides, a straightforward
combination of solution- und solid-phase supported methods were used. First, a series of
phthaloyl- (Phth, Sa-d%)l'®) and carboxybenzyl-protected (Cbz, 9ai-¢¥)125525]
p-0-aminoxy acids were synthesized from their respective L-a-amino acids according to
literature procedures (Scheme 8.2). Dimeric building blocks were then synthesized in
solution by a EDC-HCI/HOBt mediated amide coupling reaction of N-protected
p-a-aminoxy acids (5a*-d*, 9a*-c*) and derivatives with a free aminoxy group (6a*-d?,
H>N-N°Xaa-OrBu). The desired unprotected a-aminoxy dipeptide acids 10a*-k¥ were
subsequently obtained by treatment with TFA/DCM.

R’ R! ° R! o R!
b) c - e Ny~
HO/'\C02H — HO)\COZtBu —9 N-o">co,mBu o, 0" CO,H
0

3at-df dat-d? PhthN-O-Xaa-OtBu 5at-d* 7at-d?
) d)I: H,N-O-Xaa-OtBu 6a¥-d¥ Jf)
o)

R1 81 H BZ
HZN/'\COZH Mo N o coym
2at-d* Y O  10at-gt

(54-86%)
\\g) R’ R’ R’ R?
Foow Oen 5 QOon¥ur

Br” “COH —— 3 o7 coH T g oﬂ( 0" >COo,H
8at-ct O gat.ct o) O  10htk*

(43-86%)
Scheme 8.2: Synthesis of a-aminoxy dipeptides 10a*-k*. a) NaNO,, H,SO4, -10°C—rt, 16 h; b) (i)
AcCl, 60°C, 5 h; (ii) /BuOH, DCC, DMAP, DCM, tt, 16 h; (iii) K2COs, MeOH, 1t, 12 h; c) PhthN-
OH, PPhs, DIAD, THF, 0°C—rt, 16 h; d) H2N-NH,-H20, MeOH, tt, 1.5 h; €) TFA/DCM (1:1), 1t, 1 h;
f) (i) 6at-d*, EDC-HCI, HOBt, DCM, tt, 16 h; (ii) TFA/DCM (1:1), RT, 1 h; g) NaNO,, KBr, H2SOs,
-10°C—RT, 16 h; h) CbzNH-OH, NaH, THF, RT, 16 h.

The a-aminoxy oligopeptides (hexamers and decamers) were then synthesized by solid-
phase synthesis using a-aminoxy dipeptide acids 10a*-k* as building blocks (Scheme

8.3). An investigation of several well-established coupling reagents revealed
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HOBt/BOP/NEM as the most appropriate coupling system for the solid-phase supported
amide coupling reaction. This synthetic strategy consisting of a combination of solution-
und solid-phase-supported methods was then used to prepare nine a-aminoxy oligo-
peptides 1a*-i* in 18-42% isolated yield and purities greater than 95% (Scheme 8.3).

Notably, decamers 1h* and 1i* represent the longest a-aminoxy peptides reported so far.

H o]
g C%j Ry Ry
Fmoc - N N N
A

Rink Amide

PEG AM resin
0 SN Y B B
PG~ \O/\n/ \O/\[r \O/\n/ \O/\[r \O/\n/ \O/\n/ \O
(0] (0] (0] (0] (0] (0]
n cycles (n = 2,4) - -n-1
R KA AR S SR S
C4)> PG~ \O/\n/ \O/\[r \O/\n/ \O/\[r \o/\n/ \O/\n/ 2
(6] O O O (0] (0]
- -n-1
1at-g* (n=2)
1h}, 1it (n = 4)

(18-42% yield, >95% purity)
Scheme 8.3: Solid-phase synthesis of a-aminoxy peptides 1a*-i*. a) (i) 20% piperidine in DMF,
rt, 2 x 15 min; (ii) Phth-N°Xaa-N°Xaa-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, rt 24 h; b) 5% hydrazine
hydrate in MeOH, rt, 2 x 15 min; (ii) PG-N°Xaa-Y°Xaa-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, rt, 24 h;
¢) TEA/TES (98:2, v:v), rt, 1.5 h.

The a-aminoxy peptides 1a*-i* were tested in the Kassack lab for their cytotoxic activity
against the cancer cell lines Kyse510 and A2780 and their cisplatin resistant subclones
Kyse510 CisR*' and A2780 CisR*?. The hexamer 1e* and the decamers 1i* and 1h* were
identified as the most promising compounds with ICso values in the low micromolar
range, which showed similar cytotoxicities than the reference cisplatin (Fig. 8.6).
Interestingly an increased cytotoxicity was observed for the decamers compared to
hexamers. Furthermore, the replacement of the phthaloyl (Phth, 1d*) by a carboxybenzyl
protecting group (Cbz, 1e%) led to a up to tenfold increase in the anticancer activity (1d*:
MTT(Kyse510) = 58.0 uM, MTT(A2780) = 57.5 uM vs. 1e¥: MTT(Kyse510) = 5.7 uM,
MTT(A2780) = 7.5 uM; publication II Tab. 3%). In order to probe the selectivity of
a-aminoxy peptides l1a*-i* for cancer cells, the cytotoxicity of 1a*-i* was investigated
against human embryonic kidney cells (HEK293). Remarkably, the most potent
a-aminoxy peptides 1e*, 1h* and 1i* are less toxic to normal cells than to the cancer cell

lines Kyse510 and A2780 (Fig. 8.6).

41 Esophageal squamous cancer cell line
42 Qvarian cancer cell line
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MTT (Kyse510): 5.7 uyM MTT (Kyse510): 1.4 uyM MTT (Kyse510): 2.7 uyM MTT (Kyse510): 2.0 yM
MTT (Kyse510CisR): 7.8 yM  MTT (Kyse510CisR): 2.6 uM MTT (Kyse510CisR): 6.6 uM MTT (Kyse510CisR): 5.7 uM
MTT (A2780): 7.5 uM MTT (A2780) 3.3 uM MTT (A2780): 8.0 uM MTT (A2780): 1.7 uM
MTT (A2780CisR): 8.9 uM MTT (A2780CisR): 1.7 uM MTT (A2780CisR): 3.9 uM MTT (A2780CisR): 11.1 uM
MTT (HEK293):  20.2 uM MTT (HEK293): 9.0 uM MTT (HEK293):  26.3 uM MTT (HEK293): 3.8 uM

Fig. 8.6: Cytotoxicity of a-aminoxy oligopeptide 1e* (hexamer), 1h* and 1i* (decamers).

In addition, the secondary structure of the a-aminoxy peptides was analyzed via X-ray
crystallography, molecular modeling, NMR spectroscopy, molecular dynamics (MD)
simulations and CD spectroscopy. The X-ray crystal structure of the a-aminoxy peptide
1b* was solved in cooperation with Dr. Hoppner (X-ray facility and crystal farm,
University of Diisseldorf) and Dr. Reifs. It revealed a right-handed 2s-helix with precisely
two residues per turn and a helical pitch of 5.8 A (Fig. 8.7 A and B) in the solid state. The
2s-helix is rather flat compared to conventional helices, such as a-helices or 31o-helices.
In the crystal packing, adjacent molecules are head-to-tail connected by hydrogen bonds
resulting in a zig-zag orientation of peptide chains. The side chains of neighboring zig-
zag chains interlock with each other. The secondary structure is stabilized by the
formation of consecutive eight-membered rings via intramolecular hydrogen bonding,
leading to multiple a-NO-turns. The side chains of the a-aminoxy peptide 1b* alternate
on opposite sides of the 2s-helix. Additionally, molecular dynamic (MD) simulations
conducted by the Gohlke lab showed that side chains of the hexamer 1b* can mimic the

substitution pattern of canonical a-helices and 31¢-helices (Fig. 8.7 C).
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Fig. 8.7: X-ray structure of 1b*. (A) crystal packing of 1b*. Arrows denote the orientation of the
a-aminoxy hexapeptides (C —N-terminus); (B) Close-up view of 1b* in side view (top, C-terminus at
the top) and rotated by 90° (bottom, C-terminus oriented towards the viewer); (C) Orientation of side
chains of 1b* overlaid onto a canonical a-helix in side view (top) and rotated by 90° (bottom).

Furthermore, 2D NMR spectroscopy (ROESY) and MD simulations in chloroform
(Gohlke 1ab) as well as CD spectroscopy in trifluoroethanol (TFE) and acetonitrile
(MeCN) (group of Dr. Liideke, Pharmaceutical science, University of Freiburg) were
performed. The 2s-helix was identified as the predominant conformation in organic
solvents. In agreement with previously published data, a ROE signal pattern characteristic
for repetitive a-NO-turns was observed in 2D ROESY spectra.['®! Each internal o-ami-
noxy proton (NH;) showed a strong ROE to its own a-methine proton (C,H;i) and a weaker
ROE cross-peak to the neighboring backbone methine proton (CyHi1). In organic
solvents, a 2g-helical conformation with repetitive a-NO turns was confirmed by MD
simulations in chloroform and CD spectroscopy in TFE and MeCN. However, in an
aqueous environment, a pH-dependent equilibrium between the 2g-helix and another
conformation was observed. A theoretical transition pKa of 8.2 between the 2g-helix and

a disorderd structure could be determined (Fig. 8.8).
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Fig. 8.8: pH-dependent CD spectra of 1g* and pure CD spectra of involved species. (A) 3D represen-
tation of recorded CD spectra of 1g* from pH 6.5-11.2 (big picture) and pH 2.5-6.0 (inset); (B) pure
spectra of the two involved conformations; (C) corresponding titrationcurves.
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In order to gain insight to the mode of action of a-aminoxy peptides, decamers (1h*, 1i¥)
and selected hexamers (1b*, 1f%, 1g*) were tested in the Kassack lab for their membrane
damaging effects and their ability to induce apoptosis. Whereas the decamers signifi-
cantly increased the membrane damage with increasing concentrations (2 uM to 5 uM),
hexamers (50 uM) showed no change in membrane damage. To determine whether the
chain length of the a-aminoxy peptides contributes to the degree of folding and thereby
correlates with their preferred mode of action, CD measurements in the presence of
liposomes as a model for membranes were performed in the Liideke lab. Notably,
decamers of a-aminoxy peptides showed an increased propensity to fold into the 2g-helix
in a membrane environment. Thus, the membranolytic properties of the decamers 1h* and

1i* may partly be associated with an increased ability to adopt ordered helical structures.

Taken together, this project revealed that a-aminoxy peptides represent a new and
promising class of peptidomimetic foldamers with remarkable cytotoxic properties
against a panel of tumor cell lines. The a-aminoxy peptides can adopt a unique stable 2s-
helical conformation that can mimic the spatial arrangement of the peptide side chains in
a-helices and 3io-helices. a-Aminoxy peptides thus represent valuable compounds that
may enable the development of peptidomimetics with potential applications as
modulators of protein-protein interactions. An attractive protein target for cancer therapy
is heat shock protein 90 (HSP90). The molecular chaperone facilitates the correct folding
of client proteins, among them oncogenic proteins and HSP90 is therefore involved in
cancer-associated processes.’®”! Furthermore, HSP90 expression is highly enriched in
several cancer types and HSP90 can contribute to the malignant transformation of
cells.!'”) The majority of known HSP90 inhibitors (HSP90i) target the ATP binding
pocket in HSP90’s N-terminal domain and thereby initiate a survival mechanism in cancer
cells referred to as heat shock response (HSR).1%22”) This HSR potentially weakens the
efficacy of these HSP90 inhibitors. Compounds that interact with the C-terminal
dimerization domain (CTD) could circumvent this stress response. Thus, inhibition of
HSP90 via its C-terminus is an attractive approach for cancer therapy.’*???! The CTD
dimerization interface is formed by a characteristic four helix bundle. Recently, Gohlke
and Groth resolved hot spots in the HSP90 CTD dimerization interface (1688, Y689, 1692,
L696, Fig. 8.9).2*! Together with the Jose lab they identified the first peptidic inhibitors
shown to bind to the CTD.?°! However, peptides feature several drawbacks as drugs.
Based on this knowledge, a-aminoxy peptides were used for the development of

peptidomimetic HSP90 CTD dimerization inhibitors. The hot spot amino acids were used
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for the structure-based design of the inhibitors and two o-aminoxy hexapeptides 1# and

2% that possess appropriate side chains to mimic the hot spots were designed (Fig. 8.9).
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Fig. 8.9: Hot spot residue located at the CTD-interface of helix HS and inhibitor design.

A combination of solution- and solid-phase supported methods was used for the synthesis
of a-aminoxy hexapeptides 1# and 2#[25] Initially, a series of monomeric and dimeric
building blocks were prepared in solution according to previously described literature
protocols.!166255-238] The target compounds 1 and 2# were then prepared via solid-phase
synthesis using a-aminoxy acids and a-aminoxy dipeptide acids as building blocks in the
presence of BOP/HOBt/NEM as the coupling system. In the case of 2% the final two
a-aminoxy acids were coupled as monomers. The desired hexapeptides were purified by
semipreparative RP-HPLC to >95% purity and were obtained in 39% (1%) and 30% (2%)
isolated yield (Scheme 8.4).

% A N
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Scheme 8.4: Solid-phase synthesis of a-aminoxy hexapeptides 1* and 2. a) (i) 20% piperidine in
DMF, rt, 2 x 15 min; (ii) Phth-N°Leu-N°Leu-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, 1t, 24 h; b) 5% hydrazine
hydrate in MeOH, rt, 2 x 15 min; (ii) Phth-NOIle-N°Ile-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, rt, 24 h; ¢) (i)
5% hydrazine hydrate in MeOH, rt, 2 x 15 min; (ii) Cbz-NOPhe-NOPhe-OH, BOP, HOBt, NEM in
DMF, rt, 24 h; (iii) TFA/TES (98:2, v:v), 1t, 1.5 h; d) (i) 5% hydrazine hydrate in MeOH, rt, 2 x 15
min; (ii) Phth-N°Phe-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, rt, 24 h; ¢) 5% hydrazine hydrate in MeOH, rt,
2 x 15 min; (ii) Cbz-N°Tyr(/Bu)-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, rt, 24 h; (iii) TFA/TES (98:2, v:v),
rt, 1.5 h.
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Investigation of the conformational properties by CD spectroscopy (Liideke lab) and 2D
NMR spectroscopy (ROESY) confirmed that the a-aminoxy hexapeptides 1# and 2* are
able to fold into the desired 2s-helix. In agreement with previously published data, a ROE
signal pattern characteristic for repetitive a-NO-turns was observed in the 2D ROESY
spectra.l'63] Each internal a-aminoxy proton (NH;) showed a strong ROE signal to its own
a-methine proton (CqH;) and a weaker ROE cross-peak to the neighboring backbone
methine proton (CqHi.1). The 2s-helical conformation was also confirmed by CD
spectroscopy in trifluoroethanol and sodium phosphate buffer (pH 7). Thus, the target
compounds 1* and 2 are able to adopt the required secondary structure to mimic the

orientation of the HSP90 CTD dimerization hot spots.

To provide a structural model of the binding mode of the a-aminoxy hexapeptides at the
HSP90 CTD, MD simulations and effective binding energy calculations were performed
in the Gohlke lab. The computational results suggest that the compounds bind to the

HSP90 CTD dimerization interface and can mimic hot spots on helix HS5.

Additionally, the biological properties of 1# and 2# were investigated extensively. A
dimerization assay based on the autodisplay technology (performed in the group of Prof:
Dr. Jose, Pharmaceutical and Medical Chemistry, University Miinster) showed that the
compounds can inhibit HSP90 dimer formation. Furthermore, binding of hexapeptides 1%
and 2* to the C-terminal dimerization domain of HSP90 was confirmed by microscale
thermophoresis measurements (Jose lab) with the CTD of HSP9 (1*: Kp = 27.4 uM,
2%: Kp = 44.2 uM). The efficacy of 1# and 2* to inhibit HSP90 was also analyzed in vitro
in a cell-based luciferase refolding assay using the CML cell line K562 (group of Prof.
Dr. Hauer, Department of Pediatric Oncology, Hematology and Clinical Immunology,
Diisseldorf). The cytotoxicity of the compounds was tested in viability assays against
myeloid leukemia cells (Hauer lab) and solid tumor cell lines (Kassack lab, Tab. 8.3).
Compound 1# (ICs0(K562) =5.72 uM) represent the more promising hexapeptide
compared to 2% (ICs0(K562) = 16.8 uM). In additon, 1# (termed aminoxyrone) showed
higher efficacy in the autodisplay dimerization assay, MST and luciferase refolding assay.
Hence, aminoxyrone was selected for further biological experiments performed in the
Hauer lab. 1% exhibited anti-proliferative and cytotoxic activity in several human myeloid
leukemic cell lines (K562, KCL22, HL60, Mutz-2) and induced cell cycle arrest and early
differentiation. Notably, imatinib-resistant*> CML cell lines (K562r, KCL22r) was equally

43 Sensitive K562 and KCL22 cells were treated with imatinib to generate imatinib-resistent K562r and KCL22r.
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sensitive to 1 as compared to imatinib-sensitive cell lines (K562, KCL22)
(ICs50(K562) =5.72 uM  vs.  1Cs50(K562r) = 6.24 uM; ICs50(KCL22)=2.74 uM  vs.
ICso(KCL22r) = 2.86 uM, Tab. 8.3). In addition, 1# showed comparable activities in
imatinib-resistant Ba/F3 cell lines expressing clinically relevant BCR-ABL1** mutant
isoforms (T3151, M351T and E255K, Tab. 8.3). Furthermore, a luciferase xenograft
tumor model using human CML cell line K562 confirmed the in vivo efficacy of
aminoxyrone (lab of Dr. Grez (Institute for Tumor Biology and Experimental Therapy,
Georg-Speyer-Haus, Frankfurt). Notably, 1# significantly reduced tumor burden with

respect to the tumor weight. Also, aminoxyrone does not induce HSR in vitro and in vivo.

Tab. 8.3: Growth inhibition (ICso) by aminoxyrone (1%).

cell line origin ICso [nM]
K562 & K562r CML (BCR-ABL") 5.72 & 6.24
HL60 AML (BCR-ABL) 7.17
KCL22 & KCL22r CML (BCR-ABLY) 2.74 & 2.86
Mutz-2 AML (BCR-ABL) 10.10
BA/F3 (T3151) murine pro B cells (BCR-ABL™) 3.02
BA/F3 (M351T) murine pro B cells (BCR-ABL™) 3.11
BA/F3 (E255K) murine pro B cells (BCR-ABLY) 3.02
A2780 & A2780CisR ovarian carcinoma 7.1 &5.8
Kyse510 & Kyse510CisR esophageal carcinoma 2.9 & 6.9

Taken together, this study provides initial insights into the biological application of
a-aminoxy peptides as PPI inhibitors. The a-aminoxy hexapeptides 1# and 2# represent
the first peptidomimetic HSP90 inhibitors that target the HSP90 dimerization via specific
binding to its C-terminal domain (CTD). The HSP90 CTDi aminoxyrone (1¥) does not
induce HSR in vitro and in vivo and exhibited comparable high activities against sensitive
CML cells and imatinib-resistant cell lines. Thus, a-aminoxy peptides represent valuable

a-helix mimetics with potential applications as PPI modulators.

In summary, peptoid-based HDACG6 inhibitors (chapter 3 and chapter 4) and a-aminoxy
oligopeptides (chapter 5 and chapter 6) have been discovered as two novel classes of
peptidomimetics with potent antitumor activities. These compounds may ultimately offer

new perspectives and applications in tumor therapy.

4 The BCR-ABLI oncogenic fusion protein plays a critical role in the pathogenesis of CML. It is formed
by translocation of the genes ABL1 and BCR. Mutations of ABL1 kinase can lead to clones that are resistant
to common tyrosine kinase inhibitors such as imatinib.
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9.1 Praparative Arbeitstechniken

Reagenzien, Losungsmittel und Trockenmittel

Die verwendeten Reagenzien stammen von Acros Organics, Fluka, Merck, Alfa Aesar,
Sigma-Aldrich und Carbolution Chemicals. Uber Acros wurde trockenes Methanol
(MeOH) iiber Molekularsieb (4 A) bezogen. Bei Extraktionen wurde als Trockenmittel

fiir organische Phasen wasserfreies Natriumsulfat verwendet.

Diinnschichtchromatographie (DC)

Es wurden fertige DC-Aluminiumplatten, beschichtet mit 0.2 mm Kieselgel 60 und
Fluoreszenzindikator Fas4, der Firma Macherey-Magel verwendet. Die diinnschicht-
chromatographischen Untersuchungen wurden unter Kammerséttigung {liber eine Lauf-
strecke von 6 cm durchgefiihrt. Die Detektion der Substanzen erfolgte durch
Fluoreszenzloschung unter UV-Licht bei einer Wellenldnge von 254 nm oder durch

Anfiarben mit einer wéssrigen Kaliumpermanganatlsung.

Sédulenchromatographie (SC)

Die sdulenchromatographische Reinigung erfolgte manuell oder an einem Flash-
Chromatograhiesystem Combi Flash® Rf 200 der Firma Teledyne Isco mit RediSep™Rf
Fertigkartuschen. Bei der manuellen Durchfiihrung wurden die zu trennenden Substanzen
entweder in wenig Losungsmittel gelost oder nach Aufziehen auf Kieselgel auf die Séule
aufgetragen. Chromatographiert wurde iiber Kieselgel 60 von Macherey-Nagel oder

Fluka bei einem manuell angelegten leichten Uberdruck.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Alle analytischen HPLC-Untersuchungen wurden mittels reversed-phase Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographie RP-HPLC an einem System der Firma Varian
(Autosampler Prostar 410, Pumpe Prostar 210, UV-Detektor Prostar 330) unter
Verwendung einer Phenomenex Luna 5u C-18(2) (250 x 4.6 mm, PartikelgroBBe 1.8 pm)
mit vorgeschalteter Phenomenex Security Guard® C18 (4.0 mm x 3.0 mm) durchgefiihrt.
Die UV-Absorption wurde bei 254 nm bei einem linearen Gradienten von 10% B auf
100% B in 20 min und einer Flussrate von 1 ml/min detektiert mit Eluent A (0.1% TFA
in Wasser) und Eluent B (0.1% TFA in Acetonitril).
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Mikrowellensynthese
Mikrowellunterstiitzte Reaktionen erfolgten in einer Discover Mikrowelle der Firma

CEM. Reaktionen wurde in Mikrowellengefdfe (10 ml) mit Septum durchgefiihrt.

9.2 Charakterisierungsmethoden

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden an Spektrometern der Firma Bruker (Avance 111 300, Avance
DRX 500 oder Avance III 600) aufgenommen. Die chemische Verschiebung der Signale
wurde in Einheiten der 8-Skala registriert (TMS = 0 ppm). Als interner Standard dienten
die Resonanzsignale der Restprotonen der verwendeten deuterierten Losungsmittel:
CDCls: 7.26 ppm ('H-NMR) und 77.16 ppm (*C-NMR) und DMSO-ds: 2.50 ppm
(‘H-NMR) und 39.52 ppm (3C-NMR). Die Multiplettstruktur der 'H-NMR-Signale ist
jeweils angegeben und wurde nach den folgenden Abkiirzungen charakterisiert: Singulett
(s), breites Singulett (sy-), Dublett (d), Triplett (t), Quartett (q) und Multiplett (m).
Ermittelte Kopplungskonstanten (/) wurden in der Einheit Hertz (Hz) angegeben. Bei
3C-NMR-Signalen handelt es sich aufgrund der Breitbandentkopplung um Singuletts.
Die Signalzuordnung erfolgte teilweise mit Hilfe von COSY-, HSQC- und HMBC-
Spektren. 'H-NMR-Signale die von Nebenrotameren stammen, sind mit einem Sternchen

(*) gekennzeichnet.

Elementaranalyse (EA)
Elementaranalysen wurden an Geréten der Firmen Perkin (Elmer PE 2400 CHN
Elemental Analyzer) oder Vario (MICRO Cube Elemental Analyzer) gemessen.

Massenspektroskopie (HRMS-ESI)
Die Aufnahme hochaufgeloster Massenspektren (HRMS) erfolgte an einem Bruker
Daltonics UHR-QTOF maXis 4G Massenspektrometer. Angegeben sind die protonierten

Molekiilionenpeaks [M+H]" im Masse-zu-Ladungsverhéltnis (m/z).

Schmelzpunktbestimmung
Schmelzpunkte (Smp.) wurden an einer Schmelzpunktapparatur Stuart SMP11 bestimmt

und sind unkorrigiert.
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9.3 Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV): Synthese der HDACi 1a-q

Ein Gemisch aus 4-Aminomethylbenzoesduremethylesterhydrochlorid (121 mg,
0.6 mmol, 1.2 Aq.), der entsprechenden Carbonylverbindung (0.6 mmol, 1.2 Aq.),
Triethylamin (83 pl, 0.6 mmol, 1.2 Aq.) und zerstoBenem Molekularsieb 4 A (50 mg) in
trockenem Methanol (1 ml, 0.5 M) wurde in ein Mikrowellengefal3 (10 ml) gegeben und
mit einem Silikonseptum verschlossen. Das Reaktionsgemisch wurde in den
Mikrowellenreaktor gestellt und fiir 20 min bei 45°C (150 W) unter mittlerer
Geschwindigkeit geriihrt. AnschlieBend wurden die entsprechende Carbonsiure
(0.5 mmol, 1.0 Aq.) und das jeweilige Isocyanid (0.5 mmol, 1.0 Aq.) hinzugefiigt und das
Reaktionsgemisch wurde bei 45°C fiir weitere 60 min (150 W) geriihrt. Eine Losung aus
Hydroxylaminhydrochlorid (348 mg, 5.0 mmol. 10 Aq.) und eine aus Methanol (8 ml)
und Natrium (175 mg, 7.5 mmol, 7.5 Aq.) frisch hergestellte Natriummethanolatldsung
wurden hinzugegeben und bei 55°C fir 30 min (150 W) in der Mikrowelle geriihrt.
AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch filtriert und das Losungsmittel unter
verminderten Druck entfernt. Der Riickstand wurde in Wasser (15 ml) suspendiert und
mit 4 M Salzsdure neutralisiert (pH 7-8). Die Losung wurde mit Ethylacetat extrahiert
(3 x 20 ml), vereinigte organische Phasen iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel wurde unter verminderten Druck entfernt. AbschlieBend wurde das
Rohprodukt flashsdulenchromatographisch gereinigt (DCM /DCM:MeOH (70:30),
Gradient: 90:10 = 70:30 in 20 min) und die gewiinschte Zielverbindung aus Ethylacetat

und Hexan ausgefillt.
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9.4 Analytische Daten der

Hydroxamséuren la-q

N-(2-(tert-Butylamino)-2-oxoethyl)-3-(dimethylamino)-/N-(4-(hydroxycarbamoyl)-

benzyl)benzamid (1a)

>r

-

H
N.
Q/g?@\f OH

H
N\EO
N
o

N\ 1a

C23H30N404
[426.52]

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), 3-Dimethylamino-

benzoeséure (82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) und tert-Butylisocyanid (56.2 pl, 0.5 mmol,

1.0 Aq.) nach AAV1.

Analytische Daten:

Ausbeute:
Schmelzpunkt:

TH-NMR (300 MHz, DMSO-dp):

13C-NMR (75 MHz, , DMSO-dj):

HPLC (10—>100% B in 20 min):

HRMS (ESI) m/z:

72% eines farblosen Feststoffs
138°C

0: 11.20 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 7.85-7.64 (m, 2H),
7.52-7.41 (m, 1H), 7.41-7.26 (m, 2H), 7.27-7.15 (m,
1H), 6.85-6.57 (m, 3H), 4.61/4.51* (s, 2H),
3.88%/3.67 (s, 2H), 2.89/2.78* (s, 6H), 1.25%/1.21
(2's, 9H) ppm.

6:171.9, 167.1, 166.6, 164.0, 150.0, 140.55, 136.7,
136.6, 131.7, 129.0, 129.0, 127.7, 127.2, 127.1,
126.7, 114.2, 113.8, 113.2, 110.1, 109.7, 52.9, 51.2,
50.3, 50.2,48.5,47.3, 39.9, 28.6, 28.4 ppm.

tr: 8.68 min, 96.4% Reinheit.

ber. 427.2340, gef. 427.2342 [M+H]".
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3-(Dimethylamino)-/NV-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-NV-(2-0x0-2-(4-tolylamino)-
ethyl)benzamid (1b)

H
ore
(0] “OH
(0]
N

CogH2eN4O4
[460.53]
Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), 3-Dimethylamino-
benzoesidure (82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) und 4-Tolylisocyanid (62.6 ul, 0.5 mmol,
1.0 Aq.) nach AAVI.

Analytische Daten:
Ausbeute: 68% eines farblosen Feststoffs
Schmelzpunkt: 169°C

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): &: 11.18 (s, 1H), 9.94%/9.80 (s, 1H), 9.03 (s, 1H),
7.86-7.67 (m, 2H), 7.57-7.31 (m, 4H), 7.30-7.17 (m,
1H), 7.18-7.03 (m, 2H), 6.85-6.58 (m, 3H),
4.72/4.62%* (s, 2H), 4.12*/3.94 (s, 2H), 3.01 (s, 6H),
2.83*/2.25 (s, 3H) ppm.

I3C-NMR (126 MHz, DMSO-ds): &: 171.9, 166.6, 166.1, 163.9, 149.9, 140.5, 136.5,
136.3, 135.9, 132.35, 132.0, 131.7, 127.6, 127.1,
127.0, 126.6, 119.2, 119.0, 113.9, 113.8, 113.2,
109.7, 53.15, 51.5, 48.6, 48.1, 39.9, 39.5, 20.3 ppm.

HPLC (10—100% B in 20 min): fr: 10.33 min, 96.2% Reinheit.

HRMS (ESI) m/z: ber. 461.2183, gef. 461.2181 [M+H]".
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N-(4-(Hydroxycarbamoyl)benzyl)-3,5-dimethyl-/V-(2-0x0-2-(4-tolylamino)ethyl)-

benzamide (1¢)

1c
CaeH27N304
[445.52]

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0mg, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), 3,5-Methyl-
benzoesdure (75.1 mg, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) und 4-Tolylisocyanid (62.8 ul, 0.5 mmol,
1.0 Aq.) nach AAV1.

Analytische Daten:
Ausbeute: 76% eines farblosen Feststoffs
Schmelzpunkt: 183°C

TH-NMR (600 MHz, DMSO-de): &: 11.21 (s, 1H), 9.93*/9.77 (s, 1H), 9.03 (s, 1H),
7.84-7.67 (m, 2H), 7.55-7.25 (m, 4H), 7.20-6.93 (m,
5H), 4.72/4.58* (s, 2H), 4.10*%/3.92 (s, 2H), 2.24 (s,
9H) ppm.

3C-NMR (151 MHz, DMSO-de): &: 171.7, 166.55, 166.1, 164.0, 140.6, 140.4, 137.7,
137.6, 136.4, 136.0, 135.9, 135.8, 132.5, 132.1,
131.8, 131.7, 130.9, 130.8, 129.15, 127.7, 127.2,
127.1, 126.9, 124.1, 124.1, 119.3, 119.0, 53.2, 51.7,
48.7,48.1,20.8, 20.4 ppm.

HPLC (10—100% B in 20 min): fr: 14.57 min, 99.4% Reinheit.

HRMS (ESI) m/z: ber. 446.2074, gef. 446.2077 [M+H]".
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N-(2-(Cyclohexylamino)-2-oxoethyl)-3-(dimethylamino)-/N-(4-(hydroxycarbamoyl)-
benzyl)benzamide (1d)

O

/N\

1d
C25H32N404
[452.56]

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), 3-Dimethylamino-
benzoeséure (82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) und Cyclohexylisocyanid (62.0 pl, 0.5 mmol,
1.0 Aq.) nach AAV1.

Analytische Daten:
Ausbeute: 66% eines weillen Feststoffs
Schmelzpunkt: 146°C

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): &: 11.20 (s, 1H), 9.03 (s, 1H), 7.86-7.64 (m, 3H),
7.51-7.28 (m, 2H), 7.28-7.12 (m, 1H), 6.89-6.55 (m,
3H), 4.64/4.54* (2 xs, 2H), 3.90*/3.70 (2 x s, 2H),
3.64-3.45 (m, 1H), 2.89/2.79* (2 x s, 6H), 1.81-1.47
(m, 5H), 1.37-0.99 (m, 5H) ppm.

I3C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): 8: 171.9, 166.7, 166.4, 164.0, 163.8, 150.0, 140.5,
136.6, 136.5, 131.7, 129.0, 127.7, 127.2, 127.1,
126.7, 114.1, 113.75, 113.2, 110.05, 109.7, 53.0,
50.9, 48.5, 47.7, 47.15, 39.9, 32.4, 32.3, 25.1, 24.4

HPLC (10>100% B in 20 min): fr: 9.53 min, 98.2% Reinheit.

HRMS (ESI) m/z: ber. 453.2496, gef. 453.2502 [M+H]".
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N-(2-(Cyclohexylamino)-2-oxoethyl)-NV-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-2-methyl-

benzamide (1e)

o

o

1e
C24H29N304
[423.51]

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), 2-Metyl-benzoeséure
(68.1 mg, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) und Cyclohexylisocyanid (62.0 pl, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) nach

AAVI.

Analytische Daten:

Ausbeute:
Schmelzpunkt:

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds):

3C-NMR (151 MHz, DMSO-d):

HPLC (10—>100% B in 20 min):

HRMS (ESI) m/z:

69% eines farblosen Feststoffs
142°C

o: 11.19 (s, 1H), 9.03 (s, 1H), 7.85-7.54 (m, 3H),
7.46-7.35 (m, 1H), 7.35-7.12 (m, 5H), 4.68*/4.35 (s,
2H), 3.89*/3.57 (s, 2H), 3.59-3.46 (m, 1H),
2.32%/2.23 (s, 3H), 1.91-1.44 (m, 5H), 1.34-0.91 (m,
5H) ppm.

0: 171.1, 171.05, 166.2, 166.2, 163.95, 163.8, 140.6,
139.8, 136.1, 135.95, 134.3, 134.0, 131.9, 131.8,
130.25, 130.2, 128.75, 127.8, 127.2, 127.1, 127.0,
125.7, 125.65, 125.55, 125.5, 52.0, 50.3, 48.1, 47.7,
47.6, 46.2, 39.5, 32.4, 32.2, 25.2, 25.1, 24.5, 24.4,
18.6, 18.6 ppm.

fr: 12.71 min, 98.8% Reinheit.

ber. 424.223, gef. 424.2228 [M+H]".
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N-(2-(Cyclohexylamino)-2-oxoethyl)-N-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-3-methyl-

benzamide (1f)

%imnm

O

1f
Co4HogN304
[423.51]

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), 3-Methyl-benzoesiure
(68.1 mg, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) und Cyclohexylisocyanid (62.0 pl, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) nach

AAVI.

Analytische Daten:

Ausbeute:
Schmelzpunkt:

TH-NMR (600 MHz, DMSO-ds):

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

HPLC (10—-100% B in 20 min):

HRMS (ESI) m/z:

69% eines farblosen Festostoffs
164°C

o: 11.21 (s, 1H), 9.03 (s, 1H), 7.83-7.66 (m, 3H),
7.42-7.37 (m, 1H), 7.34-7.17 (m, 5H), 4.66/4.52* (s,
2H), 3.90*/3.68 (s, 2H), 3.61-3.48 (m, 1H),
2.32/2.30* (s, 3H), 1.81-1.47 (m, 5H), 1.35-0.97 (m,
5H) ppm.

o: 171.5, 166.6, 166.3, 164.1, 164.0, 140.5, 140.2,
137.85, 137.7, 136.1, 135.9, 131.7, 130.1, 128.25,
127.7, 127.25, 127.1, 127.0, 126.85, 123.65, 53.0,
51.0, 48.7, 47.6, 45.9, 39.5, 32.4, 32.25, 25.1, 24.5,
24.4,20.9 ppm.

tr: 13.00 min, 99.3% Reinheit.

ber. 424.2231, gef. 424.2233 [M+H]".
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9 Experimenteller Teil

N-(2-(Cyclohexylamino)-2-oxoethyl)-NV-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-3,4-di-

methylbenzamide (1g)

19
Cas5H31N304
[437.54]

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), 3,4-Dimethyl-

benzoeséure (75.1 mg, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) und Cyclohexylisocyanid (62.0 pl, 0.5 mmol,

1.0 Aq.) nach AAV1.

Analytische Daten:

Ausbeute:
Schmelzpunkt:

TH-NMR (300 MHz, DMSO-dp):

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds):

EA (%):

HPLC (10—>100% B in 20 min):

HRMS (ESI) m/z:

80% eines farblosen Feststoffs
146°C

o: 11.20 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 7.92-7.63 (m, 3H),
7.51-7.01 (m, 5H), 4.64/4.53* (s, 2H), 3.88%/3.68 (s,
2H), 3.63-3.45 (m, 1H), 2.23%/2.22 (s, 6H), 1.81-1.44
(m, 5H), 1.37-0.98 (m, 5H) ppm.

o: 171.4, 166.6, 163.9, 140.5, 137.8, 136.15, 133.5,
131.65, 129.2, 127.6, 127.0, 126.75, 124.0, 52.9,
51.0,48.7,47.55,47.15, 32.15, 25.1, 24.3, 19.1 ppm.

ber.: C 68.63, H 7.14, N 9.60.
gef.: C 68.62, H 7.43, N 9.64.

tr: 13.67 min, 98.8% Reinheit.

ber. 438.2387, gef. 438.2392 [M+H]".

113



9 Experimenteller Teil

N-(2-(Cyclohexylamino)-2-oxoethyl)-NV-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-4-methyl-

benzamide (1h)

1h
Co4H2gN304
[423.51]

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), 4-Methyl-benzoeséure
(82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) und Cyclohexylisocyanid (62.0 pl, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) nach

AAVI.

Analytische Daten:

Ausbeute:
Schmelzpunkt:

TH-NMR (600 MHz, DMSO-ds):

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d):

HPLC (10—-100% B in 20 min):

HRMS (ESI) m/z:

82% eines farblosen Feststoffs
187°C

o: 11.21 (s, 1H), 9.03 (s, 1H), 7.86-7.67 (m, 3H),
7.46-7.26 (m, 4H), 7.27-7.18 (m, 2H), 4.64/4.54* (s,
2H), 3.89*/3.70 (s, 2H), 3.61-3.48 (m, 1H),
2.33/2.31* (s, 3H), 1.77-1.49 (m, 5H), 1.33-1.00 (m,
5H) ppm.

o: 171.35, 166.5, 163.9, 140.4, 139.1, 133.1, 131.6,
128.7, 127.6, 127.0, 126.6, 52.9, 51.05, 48.7, 47.5,
47.1,32.1, 25.05, 24.3, 20.8 ppm.

fr: 13.00 min, 99.1% Reinheit.

ber. 424.2231, gef. 424.2229 [M+H]".

114



9 Experimenteller Teil

N-(2-(Cyclohexylamino)-2-oxoethyl)- V-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-4-isopropyl-

benzamide (1i)

1i
C2H33N304
[451.57]

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0mg, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), 4-Isopropyl-

benzoesiure (82.1 mg, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) und Cyclohexylisocyanid (62.0 pl, 0.5 mmol,

1.0 Aq.)nach AAV1.

Analytische Daten:

Ausbeute:
Schmelzpunkt:

TH-NMR (300 MHz, DMSO-dj):

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d&):

HPLC (10—-100% B in 20 min):

HRMS (ESI) m/z:

60% eines farblosen Feststoffs
167°C

o: 11.20 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 7.89-7.64 (m, 3H),
7.49-7.16 (m, 6H), 4.63/4.54* (s, 2H), 3.88%/3.70 (s,
2H), 3.61-3.46 (m, 1H), 3.06-2.80 (m, 1H), 1.88-1.45
(m, 5H), 1.37-0.91 (m, 5H), 1.20 (d, 6H) ppm.

o: 171.5, 166.6, 166.4, 164.0, 163.9, 150.0, 140.6,
133.6, 131.7, 127.7, 127.3, 127.1, 126.9, 126.8,
126.7, 126.4, 126.2, 51.2, 48.8, 47.6, 33.3, 32.5,
32.25,25.2,24.5,24.4, 23.7 ppm.

tr: 14.76 min, 96.9% Reinheit.

ber. 452.2544, gef. 452.2544 [M+H]".
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N-(1-(Cyclohexylamino)-2-methyl-1-oxopropan-2-yl)-4-(dimethylamino)-/V-(4-

(hydroxycarbamoyl)benzyl)benzamide (1j)

H
O/N O
(0] “OH
\’\ll O

1
C27H36N404
[480.61]

Synthetisiert aus Aceton (44.1 pl, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), Cyclohexylisocyanid (62.0 pl,

0.5 mmol, 1.0 Aq.) und 4-Dimethylaminobenzoeséure (82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) nach

AAVI.

Analytische Daten:

Ausbeute:
Schmelzpunkt:

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds):

13C-NMR (75 MHz, DMSO-de):

HPLC (10—-100% B in 20 min):

HRMS (ESI) m/z:

70% eines farblosen Feststoffs
200°C

&: 11.18 (s, 1H), 9.01 (s, 1H), 7.79-7.63 (m, 2H),
7.53-7.30 (m, 4H), 7.17-7.01 (m, 1H), 6.76-6.55 (m,
2H), 4.76 (s, 2H), 3.56-3.43 (m, 1H), 2.90 (s, 6H),
1.80-1.46 (m, 5H), 1.28-1.19 (m, SH), 1.22 (s, 6H)
8: 172.9, 172.1, 163.9, 150.9, 143.3, 131.5, 128.2,
127.0, 126.7, 124.2, 111.0, 62.0, 50.1, 47.8, 32.4,
25.4,24.9,24.2 ppm.

tr: 10.32 min., 98.3% Reinheit.

ber. 481.2809, gef. 481.2807 [M+H]".
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9 Experimenteller Teil

N-(2-(Cyclohexylamino)-2-0x0-1-phenylethyl)-4-(dimethylamino)-/V-(4-(hydroxy-
carbamoyl)benzyl)benzamide (1k)

1k
C31H36N404
[528.65]

Synthetisiert aus Benzaldehyd (60.7 ul, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), Cyclohexylisocyanid
(62.0 pl, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) und 4-Dimethylaminobenzoesdure (82.6 mg, 0.5 mmol,
1.0 Ag.) nach AAVI.

Analytische Daten:
Ausbeute: 56% eines farblosen Feststoffs
Schmelzpunkt: 154°C

TH-NMR (500 MHz, DMSO-de): &: 11.05 (s, 1H), 8.91 (s, 1H), 8.07-7.91 (m, 1H),
7.60-7.44 (m, 2H), 7.42-6.93 (m, 9H), 6.83-6.61 (m,
2H), 5.77 (s, 1H), 4.86-4.62 (m, 1H), 4.52-4.23 (m,
1H), 3.75-3.51 (m, 1H), 2.94 (s, 6H), 1.87-1.45 (m,
5H), 1.37-0.97 (m, 5H) ppm.

I3C-NMR (126 MHz, DMSO-dc): &: 172.4, 168.1, 164.0, 151.2, 142.6, 136.5, 130.3,
128.6, 128.4, 128.2, 127.7, 126.4, 126.0, 122.7,
111.1, 64.0, 49.0, 47.6, 40.0, 39.6, 31.95, 25.1, 24.4,
24.3 ppm.

HPLC (10>100% B in 20 min): fr: 12.25 min, 96.5% Reinheit.

HRMS (ESI) m/z: ber. 529.2809, gef. 529.2811 [M+H].
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N-(2-(Butylamino)-2-oxoethyl)-3-(dimethylamino)-VN-(4-(hydroxycarbamoyl)-

benzyl)benzamide (11)

Ca3H30N404
[426.52]

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), 3-Dimethylamino-

benzoesdure (82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) und n-Butylisocyanid (52.0 ul, 0.5 mmol,

1.0 Aq.) nach AAV1.

Analytische Daten:

Ausbeute:
Schmelzpunkt:

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds):

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

HPLC (10—>100% B in 20 min):

HRMS (ESI) m/z:

59% eines farblosen Feststoffs
116°C

o: 11.00 (s, 1H), 9.07 (s, 1H), 7.94-7.82 (m, 1H),
7.82-7.64 (m, 2H), 7.45-7.11 (m, 3H), 6.90-6.54 (m,
3H), 4.64/4.55* (s, 2H), 3.91*/3.71 (s, 2H), 3.18-2.98
(m, 2H), 2.89/2.79* (s, 6H), 1.47-1.16 (m, 4H), 1.00-
0.77 (m, 3H) ppm.

o: 171.9, 167.6, 167.3, 163.9, 163.8, 150.0, 140.5,
136.6, 136.45, 131.7, 129.0, 127.7, 127.2, 127.1,
126.65, 114.0, 113.8, 113.2, 110.0, 109.8, 53.1, 50.9,
48.5,47.35, 39.9, 39.5, 38.25, 31.2, 31.1, 19.5, 13.6

tr: 8.84 min, 96.3% Reinheit.

ber. 427.2340, gef. 427.2337 [M+H]".
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N-(2-(Butylamino)-2-oxoethyl)-V-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-3,5-dimethyl-

benzamide (1m)

1m
Ca3H29N304
[411.50]

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), 3,5-Dimethyl-

benzoesdure (75.1 mg, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) und n-Butylisocyanid (52.0 ul, 0.5 mmol,

1.0 Aq.) nach AAV1.

Analytische Daten:

Ausbeute:
Schmelzpunkt:

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds):

13C-NMR (75 MHz, DMSO-de):

EA (%):

HPLC (10—-100% B in 20 min):

HRMS (ESI) m/z:

68% eines farblosen Feststoffs
181°C

o: 11.20 (s, 1H), 9.03 (s, 1H), 7.94-7.80 (m, 1H),
7.80-7.66 (m, 2H), 7.51-7.19 (m, 2H), 7.16-6.91 (m,
3H), 4.65/4.51* (s, 2H), 3.89*/3.69 (s, 2H), 3.16-2.95
(m, 2H), 2.27/2.24* (s, 6H), 1.50-1.10 (m, 4H), 0.9-
0.75 (m, 3H) ppm.

o: 171.6, 167.6, 167.3, 164.0, 140.5, 140.3, 137.64,
137.6, 136.05, 135.9, 131.85, 131.7, 130.9, 127.7,
127.3, 127.15, 126.9, 124.1, 53.1, 51.0, 48.7, 47.3,
38.25,31.25,20.8, 19.6, 19.5, 13.7 ppm.

ber.: C 67.13, H 7.10, N 10.21.
gef.: C 66.84, H 7.18, N 10.15.

tr: 12.97 min, 98.9% Reinheit.

ber. 412.2231, gef. 412.2230 [M+H]".
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N-(2-(Butylamino)-2-oxoethyl)-4-(dimethylamino)-VN-(4-(hydroxycarbamoyl)-

benzyl)benzamide (1n)

1n
C23H30N404
[426.52]

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), 4-Dimethylamino-

benzoesdure (82.6 mg, 0.5 mmol,

1.0 Aq.) nach AAV1.

Analytische Daten:

Ausbeute:
Schmelzpunkt:

TH-NMR (300 MHz, DMSO-dy):

13C-NMR (126 MHz, DMSO-dj):

HPLC (10—>100% B in 20 min):

HRMS (ESI) m/z:

1.0 Aq.) und n-Butylisocyanid (52.0 ul, 0.5 mmol,

73% eines farblosen Feststoffs
169°C

6: 11.20 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 7.89 (s, 1H), 7.82-7.64
(m, 2H), 7.49-7.19 (m, 4H), 6.81-6.57 (m, 2H), 4.63
(s, 2H), 3.81 (s, 2H), 3.07 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 2.93 (s,
6H), 1.51-1.14 (m, 4H), 0.87 (t, /= 7.1 Hz, 3H) ppm.

o: 171.6, 167.7, 163.9, 151.2, 140.7, 131.6, 128.5,
127.0, 122.05, 110.9, 39.6, 38.1, 31.0, 19.4, 13.5

tr: 9.08 min, 98.7% Reinheit.

ber. 427.2340, gef. 427.2337 [M+H]".
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9 Experimenteller Teil

N-(2-(Benzylamino)-2-oxoethyl)-3-(dimethylamino)-/NV-(4-(hydroxycarbamoyl)-

benzyl)benzamide (10)

N 10
CaeH28N40,4
[460.53]

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), 3-Dimethylamino-

benzoesdure (82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) und Benzylisocyanid (62.0 pl, 0.5 mmol,

1.0 Aq.) nach AAV1.
Analytische Daten:

Ausbeute:
Schmelzpunkt:

TH-NMR (300 MHz, DMSO-dj):

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dj):

EA (%):

HPLC (10—>100% B in 20 min):

HRMS (ESI) m/z:

63% als farbloser Feststoff
149°C

& 11.21 (s, 1H), 9.03 (s, 1H), 8.53-8.31 (m, 1H),
7.85-7.64 (m, 2H), 7.48-7.12 (m, 8H), 6.88-6.58 (m,
3H), 4.68/4.59* (s, 2H), 4.30 (dd, J=13.5, 5.8 Hz,
2H), 4.00%/3.81 (s, 2H), 2.86/2.78* (s, 6H) ppm.

0: 172.05, 172.0, 167.95, 167.7, 164.0, 150.0, 149.9,
140.5, 139.3, 139.0, 136.6, 136.4, 131.7, 129.0,
128.3, 127.7, 127.2, 127.15, 126.9, 126.8, 126.7,
113.9, 113.3, 113.2, 109.9, 109.8, 53.2, 51.0, 48.6,
47.7,42.2,39.9 ppm.

ber.: C 67.81, H6.13, N 12.17.
gef.: C 67.58, H6.21, N 11.96.

fr: 9.43 min, 96.9% Reinheit.

ber. 461.2183, gef. 461.2180 [M+H]".
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9 Experimenteller Teil

N-(2-(Benzylamino)-2-oxoethyl)-V-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-3,5-dimethyl-

benzamide (1p)

1p
Ca6H27N30,
[445.52]

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), 3,5-Dimethyl-

benzoesdure (75.1 mg, 0.5 mmol,

1.0 Ag.) nach AAVI.

Analytische Daten:

Ausbeute:
Schmelzpunkt:

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds):

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d):

EA (%):

HPLC (10—-100% B in 20 min):

HRMS (ESI) m/z:

1.0 Aq.) und Benzylisocyanid (62.0 pl, 0.5 mmol,

77% eines farblosen Feststoffs
194°C

§: 1121 (s, 1H), 9.03 (s, 1H), 8.52-8.33 (m, 1H),
7.87-7.69 (m, 2H), 7.48-7.12 (m, 7H), 7.13-6.96 (m,
3H), 4.68/4.55% (s, 2H), 4.41-421 (m, 2H),
3.99%/3.79 (s, 2H), 2.24 (s, 6H) ppm.

o: 171.5, 167.7, 163.95, 140.4, 139.0, 137.5, 135.9,
131.7,130.7, 128.2, 127.6, 127.1, 126.8, 124.0, 53.1,
51.0,48.6,47.4,42.1, 20.65 ppm.

ber.: C 70.09, H6.11, N 9.43.
gef.: C 69.89,H 6.21, N 9.23.

tr: 13.37 min, 99.3% Reinheit.

ber. 446.2074, gef. 446.2077 [M+H]".
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9 Experimenteller Teil

N-(2-(Benzylamino)-2-oxoethyl)-4-(dimethylamino)-/NV-(4-(hydroxycarbamoyl)-

benzyl)benzamide (1q)

1q
CoeH2sN4O,4
[460.53]

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Aq.), 4-Dimethylamino-

benzoesdure (82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Aq.) und Benzylisocyanid (62.0 pl, 0.5 mmol,

1.0 Ag.) nach AAVI.

Analytische Daten:

Ausbeute:
Schmelzpunkt:

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds):

13C-NMR (75 MHz, DMSO-de):

EA (%):

HPLC (10—-100% B in 20 min):

HRMS (ESI) m/z:

83% eines farblosen Feststoffs
193°C

o: 11.20 (s, 1H), 9.03 (s, 1H), 8.60-8.32 (m, 1H),
7.83-7.66 (m, 2H), 7.46-7.14 (m, 9H), 6.75-6.55 (m,
2H), 4.67 (s, 2H), 4.30 (d, J= 5.8 Hz, 2H), 3.90 (s,
2H), 2.93 (s, 6H) ppm.

8: 171.7, 168.15, 164.0, 151.2, 140.8, 139.2, 131.7,
128.6, 128.3, 127.3, 127.15, 127.0, 126.92, 126.86,
121.9, 110.95, 42.1, 39.7 ppm.

ber.: C 67.81, H6.13, N 12.17.
gef.: C 68.10, H 6.38, N 12.43.

fr: 9.75 min, 98.2% Reinheit.

ber. 461.2183, gef. 461.2182 [M+H]".
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10.1 Publikation I

Die vorliegende Publikation I wurde bereits verdffentlicht in:

,,Chemical Communications*

Impact factor: 6.319 (2016)

D. Diedrich, A. Hamacher, C. G. W. Gertzen, L. A. Alves Avelar, G. J. Reiss,
T. Kurz, H. Gohlke, M. U. Kassack and F. K. Hansen, Rational design and
diversity-oriented synthesis of peptoid-based selective HDAC6 inhibitors, Chem.
Commun. 2016, 52, 3219-3222.

1.ugi-acr N
2. H,N-OH
—_—

(2 steps)

2a*-I*

IC5q (HDACSB) = 1.59 nM
potent anticancer activity
chemosensitizing properties

»Reproduced from Chemical Communications, 2016, 52 (15), 3219-3222, ‘Rational
design and diversity-oriented synthesis of peptoid-based selective HDACG6 inhibitors’,

with permission from The Royal Society of Chemistry.”

Eigener Anteil der Arbeit: 70%, Erstautorin, Optimierung der Synthesevorschrift,

Durchfithrung der organischen Synthesen aller Verbindungen, sowie die analytische
Charakterisierung dieser Verbindungen; Planung und Analyse der NMR-Studien;
Auswertung von Strukturaktivititsbeziechungen; Mitarbeit an der Erstellung des

Manuskriptes fiir die Veroffentlichung.
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A mini library of HDAC inhibitors with peptoid-based cap groups was
synthesized using an efficient multicomponent approach. Four com-
pounds were identified as potent HDAC6 inhibitors with a selectivity
over other HDAC isoforms. The most potent HDACE inhibitor revealed
remarkable chemosensitizing properties and completely reverted the
cisplatin resistance in Cal27 CisR cells.

Histone deacetylases (HDACs) catalyze the cleavage of acetyl groups
from N-acetyl-lysine residues of histones and non-histone proteins.
These posttranslational modifications (PTMs) are important for the
regulation of gene transcription and protein function.! HDAC
classes I (HDACs 1-3,8), Ila (HDACs 4,5,7,9), 1Ib (HDACs 6,10),
and IV (HDAC 11) contain zine-dependent deacetylase domains
and are considered “classical’ HDACs.>* The class 1l HDACs
(sirtuins) are structurally different and NAD'-dependent.® Most
inhibitors of “classical” HDACs are characterized by a widely
accepted pharmacophore model comprising a zine binding
group (ZBG) chelating the zinc atom in the active site, a linker
accommodating the tubular access of the active site, and a cap group
interacting with the external surface (Fig. 14).* Currently, four HDAC
inhibitors (HDACi) have been approved by the FDA for the treatment
of cancer (vorinostat, romidepsin, belinostat and panobinostat).
Furthermore, HDACi have attracted attention as potential therapeutic
drugs for treating a variety of diseases beyond cancer including
inflammation, diabetes, HIV, neurodegenerative diseases (e.g.
Alzheimer, Huntington), and parasitic diseases (e.g. malaria).”
All approved HDACI target multiple HDAC isoforms. Their
clinical use may therefore cause serious unwanted side effects.’

@ mstitur fiir Pharmazeurische und Medizinische Chemie, Heinrich-Heine-Universisdt
Diisseldorf, Universitiftsstr. 1, 10225 Diisseldorf, Germany.
E-mail: finn. hansen@hhu.de
¥ Institut fiir Anorganische Chemie und Strukturchemie, Heinrich-Heine-Universitéit
Diisseldorf, Universitdtsstr. 1, 40225 Diisseldorf, Germany
+ Electronic supplementary information (ESI) available: Experimental details
(synthetic protocols, bioassays, Xray crystallography, computational methods),
characterization data of new compounds, and copies of NMR spectra. CCDC
1434499, For ESI and crystallographic data in CIF or other electronic format see
DOL: 10.1039/c5cc10301k
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Fig. 1 (A} Selected HDACG-selective HDACI; (B) design of peptoid-based
HDACI.

Thus, the development of isoform-selective HDACi has been
hypothesized to afford inhibitors with an improved safety profile.*"
HDACS, a class ITb enzyme, is structurally and functionally unigque
among the eleven human zine-dependent HDACs. It is the only
HDAC with two independent funetional catalytic domaing and a
C-terminal zine finger motif responsible for binding ubiquitinated
proteins.™ Interestingly, it has been demonstrated that the second
catalytic site is the major functional domain of HDAC6.” The
enzyme was initially described as tubulin deacetylase; however,
it also modulates the function of other non-histone proteins
implicated in regulatory processes, including cortactin, peroxire-
doxins, and HspQO.Sb Due to the large number of substrates,
HDAG6 is involved in numerous diseases such as autoimmune
disorders, inflammation, neurodegenerative diseases, and cancer. b
Notably, the first selective HDAC6 inhibitor, rocilinostat (ACY-1215,
Fig. 1A), has recently entered phase II clinical trials for the
treatment of multiple myeloma and lympheid malignancies.*
Consequently, HDAC6 has emerged as an attractive therapeutic
target, and the search for novel potent and selective HDAC6
inhibitors is of high importance.

We report here on the rational design and diversity-oriented
synthesis of a series of selective HDAC6 inhibitors utilizing peptoid-
based cap groups. The biological evaluation of the target compounds
includes whole cell HDAC and MTT assays on sensitive and
chemoresistant cancer cell lines. The most active peptoid-based

Cnem. Cormrnun, 2016, 52, 3219-3227 | 3219
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HDACI were investigated for their activity against selected HDAC
isoforms and their enhancement of cisplatin-induced cytotoxicity.
NMR spectroscopy and X-ray crystallography were employed to
study the peptoid amide bond geometry. Molecular modelling,
MD simulations, and docking studies allowed rationalization of the
observed selectivity profile.

Recently, it has been identified via homology modelling that
the catalytic domain II (CDII) of HDACG possesses a significantly
wider channel rim in comparison with HDAC1.* This feature
has been used to develop selective HDACG inhibitors utilizing
bulky or branched cap groups.® Tubastatin A and nexturastat A
(Fig. 1A) are important examples that occupy this unique rim
region of HDAC6.® Fairlie and co-workers previously described
peptide-based HDACH utilizing 2-aminosuberic acid as key building
block.” These HDACI of type 1 (Fig. 1B) revealed remarkable
anticancer activity. Notably, some compounds of this type showed
a preference for HDACG.'” However, peptides are intrinsically labile
to enzymatic degradation, and the large scale synthesis of enantio-
merically pure unnatural amino acids is often a challenging task.
Peptoids, N-alkyl glycine derivatives, feature several advantages
over peptides including proteolytic stability and increased cell
permeability.”” We hypothesized that peptoid analogues 2 of the
a-amino suberic acid-containing HDACI (1) having the linker
attached to the nitrogen rather than to the s-carbon are promising
scaffolds for the development of selective HDAC6 inhibitors.
The peptoid-based cap group is intended to accommodate the
significantly wider catalytic channel rim identified in human
HDACS. Furthermore, we decided to incorporate a benzyl linker,
which is known to increase the selectivity for HDACG (Fig. 1B).*
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Scheme 1 Synthesis of peptoid-based HDACI 2a-L.
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We aimed at the development of a multicomponent approach
in order to allow a rapid and diversity-oriented synthesis of the
target compounds. Our retrosynthetic analysis led to an Ugi four-
component reaction (U-4CR) as the key step followed by hydroxyl-
aminolysis as a suitable synthetic pathway. Although the U-4CR has
been used previously for the preparation of HDACI,'” no synthesis
of peptoid-based HDACI vig the U-4CR has been reported so far.
Preparative conditions for the U-4CR were first optimized using
intermediate 3a (R': #Buy; R* 3,4-Me-Ph) as model compound
(Table $1, ESI+). Different solvents, stoichiometries, concentrations,
and reaction times were studied. Best results were achieved at room
temperature using dry methanol as solvent in the presence of 4 A
molecular sieves. This optimized protocol was then used for the
synthesis of the intermediates 3a-1. In all cases, the crude products
were purified by flash column chromatography and isolated in
43-85% yield. The subsequent hydroxylaminolysis afforded the
desired HDACi 2a-1 in 42-69% yield (Scheme 1).

All synthesized peptoid-based HDACi 2a-1 were first assessed
in a whole cell HDAC inhibition assay and a MTT assay for
cytotoxicity using the human ovarian cancer cell line A2780 and its
cisplatin resistant subclone A2780 CisR. The results of both assays
are summarized in Table 1. The whole cell HDAC assay provided
valuable structure-activity relationships. Notably, all HDACI with a
4-dimethylamino-substituted cap group (2e, i, I} displayed remark-
able activity in the whole cell HDAC assay and showed similar
or better potency than the FDA-approved reference compound
vorinostat. The most active compound from this series, 2i, showed
IC5, values of 0.90 pM (A2780) and 0.79 uM (A2780 CisR).
Interestingly, the nature of the isocyanide component (R) used
in U-4CR is important for the activity. The potency of the
compounds decreased according to their R' substituent in
the order cyclohexyl > 4-tolyl > tert-butyl. All compounds
(2a-1) showed cytotoxic activities against the ovarian cancer cell
lines A2780/A2780 CisR. In good agreement with the data from
the whole cell HDAC assay, 2e, i, | exhibited remarkable
anticancer activity and displayed higher cytotoxicity than the
reference compound cisplatin. Notably, 2i was the most potent

Table 1 HDAC inhibition and cytotoxic activity (MTT) of 2a—1 against the human cvarian cancer cell lines A2780 and the human tongue squamous cell
carcinoma cell line Cal27 and their cisplatin resistant sublines A2780 CisR and Cal27 CisR

HDAC 1C;, [uM] MTT ICs, [uM] HDAC 1C;5, [uM] MTT ICs [pM]
Entry R* R? A2780  A2780 CisR  A2780 A2780 CisR Cal27  Cal27 CisR  Cal27 Cal27 CisR
2a t-Bu 3,4-Me-Ph 5H.14 4.97 3.59 9.39 2.05 3.22 14.7 10.7
2h t-Bu 3,5-Me-Ph 5.99 6.16 1.86 10.7 2.89 3.83 25.3 11.7
2c t-Bu Ph 7.82 1.82 32.1 53.6 7.83 10.6 37.1 36.7
2d -Bu 1-Naphthyl 15.0 15.5 8.33 3L.0 13.9 18.1 27.7 34.7
2e #Bu 4-Me,N-Ph 1.23 1.03 0.94 1.62 1.08 0.76 2.92 3.83
2f ¢-Hex 3,5-Me-Ph 272 2.00 6.05 19.3 3.31 2.50 7.50 12.8
2g c-Hex Ph 3.88 3.56 20.0 32.8 5.45 3.18 16.9 14.2
zh ¢c-Hex 1-Naphthyl 6.03 1.47 31.2 36.5 5.23 7.51 3.1 18.0
2i e-Hex 4-Me,N-Ph 0.90 0.79 0.34 1.45 0.62 0.48 2.04 2.70
2j 4-Tolyl Ph 5.51 5.03 5.87 24.3 5.00 2.99 15.8 11.8
2k A-Tolyl 1-Naphthyl 8.51 8.91 6.31 25.4 3.93 3.76 19.8 12.3
21 4-Talyl 4-Me,;N-Ph 0.90 1.05 0.65 3.88 0.77 0.57 2.77 3.44
Vorinostat 0.96 0.97 2.427 3.127 0.86 0.73 2.647 2.087
Cisplatin — — 2.25 17.2 — — 2,50 16.1

“ Data from ref. 5d.
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compound with IC;, values of 0.34 uM (A2780) and 1.45 uM
(A2780 CisR).

To extend the investigation of this novel class of HDACI to
another pair of solid cancer cell lines, compounds 2a-1 were tested
for HDAC inhibitory and cytotoxic activity in the human tongue
squamous cell carcinoma cell line Cal27 and its cisplatin resistant
subline Cal27 CisR. We observed similar structure-activity relation-
ships as seen against A2780/A2780 CisR. Again, 2i was the most
potent HDACI (Table 1). Interestingly, the compounds showed
almost equipotent cellular HDAC inhibition in the respective cancer
cell pairs. However, cytotoxic activity (MTT assay) was higher in
A2780 than in A2780 CisR whereas the compounds displayed about
similar cytotoxicity in Cal27 and Cal27 CisR cells. Thus, resistance
mechanisms induced by cisplatin may (A2780 CisR) or may not
(Cal27 CisR) modulate cytotoxic effects of these novel HDAGI.

Based on their noteworthy activity in the whole cell HDAC assay,
compounds 2e, f, i, | were selected for a detailed biological evalua-
tion. First, they were assessed for their inhibitory activity against
recombinant HDACG. Strikingly, all four compounds were found to
be potent HDACS6 inhibitors with ICs, values ranging from 1.59 nM
to 11.2 nM (Table 2). In order to investigate the selectivity against
other HDAC isozymes, we screened compounds 2e, f, i, | against
representative examples of all other zinc dependent HDAC classes
(class T: HDAC2; class Tla: HDAC4; and class TV: HDAC11). The
results are presented in Table 2. Compound 2f and 2i demonstrated
the highest overall selectivity for HDAC6. 2f revealed selectivity
indices of 390 against HDAC2, > 893 against HDAC4 and 38 against
HDAC11. The most potent HDAC6 inhibitor 2i (HDAC6 1Cs
1.59 nM) exhibited selectivity indices of 126 against HDAC2,
> 6289 against HDAC4, and 40 against HDAC11, The HDAC6
inhibitory activity of these compounds was further validated by
investigation of the acetylation status of x-tubulin in Cal27 and
Cal27 CisR cells. As expected, the peptoid-based HDACi 2e, f, i, 1 and
HDAC6-selective tubastatin A are causing -tubulin hyperacetyl-
ation whereas class I HDAC-selective entinostat had no effect.
These data confirm the inhibition of HDACGE in a more complex
cellular environment (Fig. 51, ESI¥).

The 1D NMR spectra of compounds 2a-d, f-h, j-k at room
temperature and of 2e, i, lat 30 °C (Fig. $2-54, ESI7) revealed
the presence of two sets of NMR signals. The occurrence of
cis/trans amide bond rotamers in peptoids is a well-known pheno-
menon.'* Accordingly, we assumed that the two sets of NMR signals
arise from the restricted rotation around the tertiary amide bond.

Table 2 Inhibitory activities of compounds 2e, f, i, | against HDAC
isoforms 2, 4, 6 and 11

HDAC2 1C;, HDAC4 1C., HDACE IC;, HDACI1 IC,

Compound  [nM] [nM] [nM] [nM]

2e 799 =10000 6.52 227

2f 4366 =10000 11.2 421

2i 200 =>10000 1.59 63.2

21 637 4377 2.84 25.0

TSA 18.9 nd 3.8 17.8
TMP269 nd 169 nd nd

“ The inhibition of HDAC isoforms was determined by Reaction Biology
Corporation (Malvern, PA, USA).

Thig journal is © Tre Royal Society of Chemsty 2016
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Indeed, variable temperature NMR studies (VI-NMR, Fig. S5 and S6,
ESIT) using 2f and 2i as representative examples confirmed the
presence of two Totamers. A careful inspection of the 'H NMR spectra
revealed a strongly upfield-shifted position of the glycine methylene
resonance signals in the case of the major conformers. This upfield
shift of the major species might be attributed to shielding by the aryl
ring (R, which is only possible for the cis rotamer indicating a cis
amide bond preference.™* This was further supported by single crystal
X-ray crystallography. Diffraction quality crystals of 2fwere obtained by
vapor diffusion (see ESI*). The X-ray crystal structure of 2f confirmed
the ¢is amide bond geometry in the solid state (Fig. S7 and S8, ESIf).

A docking study with HDAC2, HDAC4, and HDAC6 was per-
formed to rationalize the selectivity profiles of 2f and 2i. 2f and 2i
show the highest selectivity for binding to HDAC6 over HDAC2 and
HDAC4 (Table 2) but are less selective with respect to HDAC11.
Hence, docking to HDACI1 was omitted as the differences to
HDACS6 are expected to be less pronounced. Due to the presence
of cis/trans rotamers, it is important to consider both amide bond
geometries when investigating the binding modes of 2f and 2i
Thus, both the ¢is- and trans-rotamers were docked into crystal
structures of HDAC2 and HDAC4 and, due to the Jack of a crystal
structure, homology models of HDAC6 CDII using AutoDock3 in
combination with DrugScore™ as successfully applied previously.™
Class Tla HDACs possess a highly conserved histidine residue in the
catalytic domain that is rotated away from the binding site.'” In class
Tisoforms, this histidine is replaced by a tyrosine accommodating an
“inward” orientation. Since the conformation of the corresponding
tyrosine in HDACG6 is unknown, we generated homology models of
HDAC6 CDII with Y301 (numbering based on the homology model)
flipped-in and -out and subjected them to allatom molecular
dynamics (MD) simulations of 1 ps length (see ESI). After clustering
the generated protein conformations, the cluster-representative of
the largest cluster was chosen for molecular docking. Comparing the
docking results between the respective HDAC structures, a clear
trend is apparent. Regardless of which compound and rotamer was
docked, the docking energy of the ligands in HDAC6, considering
the Y301 flipped-in structure, was on average 1.67 keal mol™" more
favorable than in other HDAC isoforms (Table S2, ESIY), in qualita-
tive agreement with the exhibited isoform selectivity (Table 2). As a
reason, in the wider channel rim of HDACS lined with hydrophobic
amino acids, the hydrophobic R' groups of 2f and 2i become more
buried than in the other isoforms (see Fig. 2B-D versus Fig. 2A). In
the Y301 flipped-in structure of HDAC6, hydrogen bonding between
Y301 and the hydroxamic acid moiety of 2f and 2i occurs (Fig. 2B-D),
leading to more favorable docking energies than in the flipped-out
structure (Fig. 59 and Table S2, ESIT). 2f and 2i are not able to bind
to the HDAC4 isoform, which is also reflected in the docking where
only <5% of the docking poses chelated the zinc ion irrespective of
the rotamer. Thus, no converged docking solution could be identi-
fied in HDACA4, Comparing the two HDACI docked to HDAC6 with
Y301 flipped-in, 2i shows on average a by 1 kcal mol™" more
favorable docking energy than 2f, in semi-quantitative agreement
with observed inhibition activities (Table S2, ESIT). First, the channel
rim can better accommocdate the two methyl groups when attached
to the aniline nitrogen of 2i (Fig. 2B) than when attached in meta
positions to the phenyl ring of 2f (Fig. 2D). Second, as a result, the
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A

Fig. 2 Docking poses of 2i as a trans-rotamer (A and B} and cis-rotamer (C),
and 2f (D), to HDAC2 {A} and HDACE with Y301 flipped-in (B-D). Zinc is shown
as a sphere.

hydrophobic groups of 2f are less buried than those of 2i, resulting
in a lower energetic contribution. The trans-rotamer of 2i (Fig. 2A
and B) has on average 1 keal mol™' more favorable docking energies
than its cis-rotamer (Fig. 2C), as it can form m-stacking interactions
with F139 (Fig. 2B). 2f however does not show an energy difference
regarding its two rotamers, in agreement with a less buried binding
pose. In summary, the predicted binding modes are in line with and
provide structural explanations for the observed selectivity profiles
and inhibition activities.

To further study their anticancer properties, compounds 2e, £, i, [
were selected for subsequent drug combination experiments,
HDACi might find broad utility as epigenetic primers resensitizing
tumours to a primary agent after the tumour has developed
resistance.'® Thus, we tested compounds 2e, f, i, | in combination
with cisplatin using the cell lines Cal27 and the platinum-resistant
subline Cal27 CisR. The cells were pretreated with the respective
HDACI at a fixed concentration of 1 uM for 48 h followed by a
treatment with cisplatin for 72 h. All four compounds markedly
enhanced the cisplatin-induced cytotoxicity towards Cal27 and
Cal27 CisR (Table 3). The strongest chemosensitizing effect was
observed for 2i showing better shift factors compared with the
reference compound tubastatin A. Strikingly, the combination of 2i
and cisplatin led to a complete resensitization of the platinum-
resistant Cal27 CisR cell line towards cisplatin (shift factor (SEF): 5.57)
with an ICs, of cisplatin similar to the IC;, in the native cell line
Cal27. Thus, 2i possesses remarkable chemosensitizing properties
leading to full reversal of cisplatin resistance in Cal27 CisR.

In conclusion, we have developed a highly etficient multi-
component approach for the diversity-oriented synthesis of
peptoid-based HDACI. Our data demonstrate that the peptoid-
based HDACI of type 2 are a new class of potent and selective
HDAC6 inhibitors with remarkable activity against a panel of
cancer cells of different chemosensitivity and tissue origin. Most
notably, compound 2i enhanced cisplatin-induced cytotoxicity
and completely resensitized the platinum-resistant Cal27 CisR cell

3222 | Chem Commun., 2076, 52, 5219-3252
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Table 3 |Csy values (uM) after treatment of Cal27 and Cal27 CisR with
cisplatin alone or in combination with 1 uM 2e, 2f, 2i, and 2L, respectively.
The HDACS selective inhibitor tubastatin A (tub A} was included as control.
The shift factor (SF) was calculated by dividing the 1Csq of cisplatin alone
and the ICsp of the corresponding drug combinations®

Cell line

Cal27 Cal27 CisR
Compound ICs, SF ICs, SF
Cisplatin 3.69 — 15.7 —
Cigplatin  2e 1.28 2.88 4.09 3.84
Cisplatin — 2f 217 1.70 7.72 2.03
Cisplatin — 2i 0.80 4.61 2.82 5.57
Cisplatin - 21 1.15 3.21 1.10 3.57
Cisplatin - tub A 2.96 1.24 6.16 2.54

“ Values are the mean of three experiments each performed in triplicate.
The standard deviations are <10% of the mean,

line towards cisplatin. Taken together, compound 2i represents a
valuable lead structure for future efforts towards developing novel
HDACI with optimized anticancer properties.
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1. Supplemental Figures
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Fig. 51. Hyperacetylation of u-tu
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Fig. $2. 'H-NMR spectra of compound 2e in methanol-d, at -30°C and 25°C.
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Fig. $3. 'H-NMR spectra of compound 2i in methanol-ds at -30°C and 25°C.
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Fig. S4. 'H-NMR spectra of compound 21 in methanol-d, at -30°C and 25°C.
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Fig. S6. VT-NMR spectra of compound 2i in methanol-da.
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cis-2f

Fig. §7. X-ray structure of compound 2f.

L
Fig. $8. The asymmetric unit of the title structure 2f contains one complete melecule. The ellipsoids are drawn at the 45%
probability level. Hydrogen bonds are indicated by dashed lines.!

A B

Fig. §9. Docking poses of 2i as a cis-rotamer (A) and trans-rotamer (B) to HDAC6 with Y301 flipped-out. Zinc is shown as a

sphere.
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2. Chemistry

General information

All chemicals and solvents were obtained from commercial suppliers {Sigma-Aldrich, Acros Organics, Carbolution Chemicals)
and used as purchased without further purification. The progress of all reactions was monitored by thin layer chromatography
(TLC) using Merck precoated silica gel plates (with fluorescence indicator UVzss). Components were visualized by irradiation
with ultraviolet light (254 nm) or staining in potassium permanganate solution following heating. Flash column
chromatography was performed using prepacked silica cartridge with the solvent mixtures specified in the corresponding
experiment. Melting points {mp) were taken in open capillaries on a Mettler FP 5 melting-point apparatus and are
uncorrected. Proton {*H) and carbon {13C) NMR spectra were recorded on a Bruker Avance 300, 500 or 600 using DMSQ-ds or
CDCl; as solvents. Chemical shifts are given in parts per million (ppm), relative to residual solvent peak for 1H and 13C. *H NMR
signals marked with an asterisk {*) correspond to peaks assigned to the minor rotamer conformation. Elemental analysis was
performed on a Perkin EImer PE 2400 CHN elemental analyzer. High reseclution mass spectra (HRMS) analysis was performed
on a UHR-TOF maxXis 4G, Bruker Daltonics, Bremen by electrospray ionization (ESI). Analytical HPLC analysis were carried out
on a Varian Prostar system equipped with a Prostar 410 (autosampler), 210 {pumps) and 330 (UV-detector) using a
Phenomenex Luna Su C18{2) 1.8 um particle {250 mm x 4.6 mm) column, supported by Phenomenex Security Guard Cartridge
Kit C18 (4.0 mm x 3.0 mm). UV absorption was detected at 254 nm with a linear gradient of 10% B to 100% B in 20 min using
HPLC-grade water +0.1% TFA (solvent A) and HPLC-grade acetonitrile +0.1% TFA (solvent B) for elution at a flow rate of

1 mL/min. The purity of all final compounds was 95% or higher.

Optimization of the Ugi four-component reaction {U-4CR) conditions

Table §1: Optimization of the Ugi-4CR.

H
N._.O
0
HN ,?L OH EtgN >r \fN
HC NS T N %z?u% _— N
o rt (o]
0
3a

entry solvent additive time stoichiometries Concentration? yield {%)°
1 Ether - 72h 1.2:1.2:1:1 0.5 29
2 THF - 72 h 1.2:1.2:1:1 0.5 38
3 DCM - 72h 1.2:1.2:1:1 0.5 61
4 THF/MeQH 2:1 - 72h 1.2:1.2:1:1 0.5 68
5 MeOH - 72 h 1.2:1.2:1:1 0.5 78
6 MeOH? MS (4 A) 72 h 1.2:1.2:11 0.5 86
7 MeQH? MS (4 A} 24 h 1.2:1.2:1:1 0.5 57
8 MeQH? MS (4 A) 72h 1:1:1:1 0.5 82
9 MeQOH? MS (4 A) 72h 2:2:1:1 0.5 41
10 MeOH? MS (4 A) 72h 1.2:1.2:1:1 0.25 74

ayse of dry methanel
beoncentration is calculated based on the amount of carboxylic acid
cisolated yield after flash column chromatography

A series of experiments were carried out to determine the optimal conditions for the U-4CR using intermediate 3a as model
compound. For all reactions a pre-formation of the imine intermediate was performed, using 4-aminomethyl benzoic acid
methyl ester hydrochloride and paraformaldehyde in presence of triethylamine as base. After 30 min 3,4-dimethyl benzoic
acid and tert-butyl isocyanide were added sequentially and the reaction mixture was stirred at room temperature for the
time stated. The results are summarized in Table S1. First, a range of solvents {analytical grade) were screened for the

synthesis of 3a {entry 1-5). Among these solvents, MeOH gave favorable results (entry 5). Addition of crushed molecular
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sieves (MS 4 A) and the use of dry methanol increased the yield from 78% (entry 5) to 86% (entry 6). Hence, further
optimization was performed by carrying out the reaction in dry MeOH using molecular sieves as additive. Shortening of the
reaction time from 72 h (entry 6) to 24 h {entry 7) led to a lower yield. Finally, investigation of different stoichiometries and
concentrations revealed that the best yield was obtained by using 1.2 eq. of 4-aminomethyl benzoic acid methyl ester

hydrochloride and paraformaldehyde and a concentration of 0.5 M (entry 6).

General procedure for the synthesis of 3a-1

3a-l
A mixture of 4-aminomethyl benzoic acid methyl ester hydrochloride (484 mg, 2.4 mmol, 1.2 eq), paraformaldehyde (72 mg,
2.4 mmol, 1.2 eq), triethylamine {333 pl, 2.4 mmol, 1.2 eq), and 200 mg of crushed moleculare sieves (MS) 4 A was stirred in
dry methanol {4 mL, 0.5 M} at room temperature for 30 min. Next, the appropriate carboxylic acid (2.0 mmol, 1.0 eq) and
isocyanide (2.0 mmol, 1.0 eq) were added sequentially. The reaction mixture was stirred at room temperature for 72 h. After
completion of the reaction, the reaction mixture was filtered and the solvent was removed under reduced pressure. Water
(15 mL) was added and the pH was adjusted to a pH 4 using 4 M HCl. The mixture was extracted with dichloromethane
(3 x 20 mL), the combined organic layers were dried over anhydrous sodium sulfate, filtered, and concentrated in vacuum.
The crude products were purified by flash column chromatography (prepacked silica cartridge, hexane-ethylacetate, gradient:

90:10 > 50:50 in 30 min) to yield the desired products 3a-1.

Methyl 4-((N-(2-(tert-butylamino)-2-oxoethyl}-3,4-dimethylbenzamido)methyl)benzoate (3a)

H o Colorless solid; yield: 700 mg (1.70 mmol, 85%); mp: 195°C; tg: 17.86 min, purity: 99.1%;
>( T H NMR (600 MHz, CDCls) § 8.11-7.96 {m, 2H), 7.51-7.22 {m, 3H), 7.21-7.07 (m, 2H), 6.22/5.32*
N (2xs, 1H), 4.84%/4.72 (2x 5, 2H), 3.94/3.73* (2 x 5, 2H), 3.91 (s, 3H), 2.26 (s, 3H), 2.23 (s, 3H),
?Q’O\ 1.32 (s, 9H); °C NMR (75 MHz, CDCls) § 173.2, 167.9, 166.8, 141.8, 139.35, 137.3, 132.5, 130.3,

o 129.8,128.2, 127.2,124.3,54.1,52.3, 51.6, 50.5, 49.8, 28.8, 19.85; Anal. calcd. for C2aH30N:0.:

€70.22,H7.37, N 6.82, found: C 69.99, H 7.46, N 6.66.

Methyl 4-{(N-(2-(tert-butylamino)-2-oxoethyl)-3,5-dimethylbenzamido)methyl)benzoate (3b)

H Colorless solid; yield: 665 mg (1.62 mmol, 81%); mp: 157°C; tg: 18.09 min, purity: 97.0%;
X”fo 1H NMR (600 MHz, CDCls) & 8.05-8.00 (m, 2H), 7.45-7.41%/7.28-7.23 (2 x m, 2H), 7.07-7.03
N (m, 3H), 6.15/ 5.27* (2 x 5, 1H), 4.86*/4.69 (2 x 5, 2H), 3.95/3.71* (2 x 5, 2H), 3.92 (s, 3H), 2.28
;\Q\ro\ (s, 6H), 1.35/1.30* (2 x 5, 9H); 13C NMR (151 MHz, CDCls) § 173.4, 167.8, 166.8, 141.7, 138.5,

0 135.1, 131.9, 130.3, 129.8, 128.6, 127.3, 124.4, 54.1, 52.9, 52.3, 51.5, 50.3, 49.8, 28.8, 21.3;

Anal. calcd. for CasH3gN204: C 70.22, H 7.37, N 6.82, found: C 70.20, H 7.56, N 6.64.

Methyl 4-({N-(2-(tert-butylamino)-2-oxoethyl}benzamido)methyl)benzoate (3c)

H o Colorless solid; yield: 650 mg (1.70 mmol, 85%); mp: 144°C; tg: 16.18 min, purity: 98.6%;
X T IH NMR (600 MHz, CDCls) 6 8.08-7.96 {m, 2H), 7.46-7.34 (m, 6H), 7.29-7.20 (m, 1H}, 6.17/5.26*
N (2x s, 1H), 4.86*/4.70 (2 x 5, 2H), 3.96/3.68* (2 x5, 2H), 3.91 (s, 3H), 1.34/1.28* (2 x 5, 3H);
@A:Q\,(O\ 13C NMR (151 MHz, CDCl3) & 173.0, 167.64 166.8, 142.1, 141.5, 135.5, 135.1, 130.4, 130.3,
o 129.9, 128.8, 128.5, 127.1, 126.9, 54.0, 52.8, 52.3, 51.5, 50.4, 49.8, 28.8; Anal. calcd. for

C22Hz6N204: C 69.09, H 6.85, N 7.32, found: € 69.27, H 6.80, N 7.29.
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Methyl 4-({N-(2-(tert-butylamino)-2-oxoethyl)-1-naphthamido)methyl)benzoate (3d)

H o Colorless solid; yield: 700 mg (1.62 mmol, 81%); mp: 143°C; t: 18.07 min, purity: 96.9%;
>r f H NMR (600 MHz, CDCls) & 8.11-7.82 (m, 5H), 7.63-7.13 {m, 6H), 6.23/4.97* (2 x5, 1H),
N 5.29*/4.79*/4.51 (3 x5, 2H), 4.44*/3.70%/3.54 (3 x 5, 2H), 3.94*/3.89 {2 x 5, 3H), 1.42/1.17*
O ;Q(O\ {2 x5, 9H); 3C NMR (151 MHz, CDCl3) 6 172.3, 171.8, 167.6, 166.9, 166.7, 166.7, 142.25,141.1,
© 133.7, 133.6, 133.3, 133.2, 1304, 130.2, 129.9, 128.8, 129.8, 129.6, 128.8, 128.7, 127.6,
O 127.55, 126.8, 126.8, 125.2, 125.1, 124.8, 124.7, 124.2, 123.8, 77.2, 53.7, 52.35, 52.3, 52.2,
51.7, 51.7, 49.9, 49.4, 28.9, 28.6; Anal. calcd. for CasH2eN204: € 72,20, H 6.53, N 6.48, found:

C72.19,H6.64, N 6.31.

Methyl 4-({N-{2-(tert-butylamino)-2-oxoethyl)-4-(dimethylamino)benzamido)methyl)benzoate {3e)

ﬁ o Colorless solid; yield: 683 mg (1.60 mmol, 80%); mp: 187°C; tp: 13.04 min, purity: 96.2%;

>r \E *H NMR (600 MHz, CDClz) 6 8.09-7.96 (m, 2H), 7.47-7.37 (m, 2H), 7.38-7.29 (m, 2H), 6.68-6.55

N/\©\’(0 (m, 2H), 4.81 (s, 2H}, 3.91 (s, 5H), 2.97 {s, 6H}), 1.32 (s, 9H); *3C NMR (151 MHz, CDCls) & 173.4,

/Ej% ™ 168.2,166.9,152.0, 142.3, 130.3,129.7, 129.2, 127.4, 121.3, 111.3,77.2, 52.3, 51.4, 40.3, 31.7,

\T 28.8, 22.8, 14.2; Anal. calcd. for CzaH3iNsOa: C 67.74, H 7.34, N 9.88, found: C 67.75, H 7.52,
N 9.60.

Methyl 4-({N-{2-(cyclohexylamino)-2-oxoethyl)-3,5-dimethylbenzamido)methyl}benzoate (3f)

y Colorless solid; yield: 698 mg (1.60 mmol, 80%); mp: 196°C; tp: 18.76 min, purity: 98.8%;
O/NTO H NMR (600 MHz, CDCls) 6 8.09-7.96 {m, 2H), 7.46-7.35*/7.31-7.19 (2 x m, 2H), 7.10-6.97
N (m, 3H), 6.33/5.62* (2 xs, 1H), 4.83*/4.68 (2xs, 2H), 4.01/3.76* (2 x5, 2H), 3.91 (s, 3H),
\Q/&;\Q\mo\ 3.84-3.69 (m, 1H), 2.29*%/2.27 (2 xs, 6H), 1.95-1.80 (m, 2H), 1.75-1.68 (m, 2H), 1.66-1.55
0 (m, 1H), 1.43-1.29 (m, 2H), 1.25-1.12 (m, 2H), 1.13-0.98 (m, 1H); 23C NMR {151 MHz, CDCls) &
173.6, 167.7, 166.8, 141.6, 138.6, 134.9, 132.0, 130.3, 129.85, 128.5, 127.2, 124.45,54.1,52.3,
49.7, 49.5, 48.55, 48.4, 33.1, 33.0, 25.6, 25.5, 24.9, 24.8, 21.35; Anal. calcd. for CasH32N204:

C71.53,H 7.39, N 6.42, found: C 71.26, H 7.46, N 6.22.

Methyl 4-({N-{2-(cyclohexylamino)-2-oxoethyl)benzamido)methyl)benzoate (3g)

" Colorless solid; yield: 637 mg (1.56 mmol, 78%); mp: 137°C; tz: 16.87 min, purity: 87.3%,;
N_0 *H NMR (600 MHz, CDCls) 6 8.09-7.98 (m, 2H), 7.58-7.35 (m, 6H), 7.32-7.20 (m, 1H), 6.37/5.54*
O TN (2xs, 2H), 4.87%/4.72 (2 x 5, 2H), 4.06/3.77* (2 x 5, 2H), 3.94 (s, 3H), 3.87-3.70 (m, 1H), 1.89
j L:@ro\ (s, 2H), 1.77-1.67 (m, 2H), 1.67-1.57 (m, 1H}, 1.45-1.32 (m, 2H), 1.27-1.00 (m, 3H); 3C NMR
o (151 MHz, CDCls} 6 173.1, 167.5, 166.8, 141.4, 135.0, 130.5, 130.3, 129.9, 128.8, 128.45, 127.1,
126.9, 54.0, 52.3, 49.8, 49.5, 48.6, 48.3, 33.0, 25.6, 24.8; Anal. calcd. for C4H2sN204: € 70.57,

H 6.91, N 6.86, found: € 70.47, H 7.12, N 6.60.

Methyl 4-({N-{2-(cyclohexylamino)-2-oxoethyl)-1-naphthamido)methyl)benzoate (3h)

H o Colorless solid; yield: 580 mg (1.26 mmol, 63%); mp: 153°C; tg: 18.75 min, purity: 98.7%;
O, f H NMR (600 MHz, CDCls) 6 8.21-7.77 {m, 5H), 7.70-7.36 (m, 6H}, 6.43-6.08/5.26-5.08*
”\Q( o (2XM,1H), 5.31°/4.75%/4.50 (3, 2H), 4.53/3.75%/3.59 (3x5, 2H), 3.94*/3.90 (2 x5, 3H),

O o X = 3.88-3.80/3.69-3.61* {2 xm, 1H), 1.87-0.75 {m, 10H); *C NMR (151 MHz, CDCl3) § 172.4,
O 171.9,167.4, 166.9, 166.7, 166.5,142.1, 141.2, 1337, 133.6, 133.3, 133.2, 130.4, 130.2, 129.9,

129.8, 125.8, 129.6, 128.75, 128.7, 128.6, 127.6, 127.5, 127.5, 126.85, 126.8, 125.2, 124.9,
124.6, 124.2, 123.9, 77.2, 53.65, 52.34, 52.31, 51.6, 49.2, 48.9, 48.55, 48.5, 33.2, 33.0, 25.6,
25.4, 24.9, 24.85; Anal. calcd. for CasH3pN204: C 73.34, H 6,59, N 6.11, found: C 73.17, H 6.55,
N 5.91.
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Methyl 4-({N-{2-(cyclohexylamino)-2-oxoethyl)-4-(dimethylamino)benzamido)methyl)benzoate (3i)

n 5 Colorless solid; yield: 409 mg (0.90 mmol, 45%); mp: 189°C; tg: 13.96 min, purity: 96.5%;
O’ f H NMR (600 MHz, CDCls) 5 8.10-7.96 (m, 2H), 7.47-7.37 (m, 2H), 7.38-7.29 (m, 2H}, 6.67-6.54
N“@wo (m, 2H), 4.80 (s, 2H), 3.98 (s, 2H}, 3.91 (s, 3H), 3.82-3.71 {m, 1H), 1.94-1.82 (m, 2H), 1.77-1.64
R )@AO i ™ (m, 2H), 1.63-1.54 (m, 1H), 1.45-1.30 (m, 2H), 1.25-1.06 {m, 3H); 13C NMR {151 MHz, CDCls) &
) 173.5, 168.1, 166.9, 152.0, 142.2, 130.3, 129.7, 129.2, 127.3, 121.1, 111.3, 52.3, 48.2, 40.2,
33.0, 25.6, 24.8; Anal. calcd. for CagH3sN=04: C 69.16, H 7.37, N 9.31, found: C 69.16, H 7.59,

N 9.05.

Methyl 4-({N-{2-ox0-2-(p-tolylamino)ethyl)benzamido)methyl)benzoate (3j)

N oo Colorless solid; yield: 593 mg {1.42 mmol, 71%); mp: 153°C; tz: 17.53 min, purity: 98.8%;
@’ \t IH NMR (600 MHz, CDCls) &6 8.61 (s, LH), 8.13-7.92 (m, 2H)}, 7.59-7.22 (m, 9H), 7.18-7.02
N (m, 2H), 4.91*/4.76 (2 x5, 2H), 4.22/3.92* (2xs, 2H), 3.92 (s, 3H), 2.31 (s, 3H); 13C NMR
@fgj@\go“ (151 MHz, CDCls) 6 173.6, 166.7, 166.6, 141.15, 135.2, 134.6, 134.1, 130.8, 130.4, 130.0, 129.6,

128.9, 128.45, 127.1, 126.9, 120.1, 54.2, 52.35, 50.9, 21.0; HRMS (ESI) Anal. Calcd. for
C25H2sN204 417.1804 [M+H]*, Found 417.1809.

Methyl 4-({N-{2-oxo-2-(p-tolylamino)ethyl)-1-naphthamido)methyl)benzoate (3k)

Colorless solid; yield: 710 mg (1.52 mmol, 76%); mp: 147°C; ta: 19.31 min, purity: 99.4%;

/@ﬁf‘j H NMR (600 MHz, CDCls) 6 8.51/7.20* (2 xs, 1H), 8.10-7.83 (m, 5H}, 7.59-7.36 (m, 6H),
N 7.21-6.99 (m, 4H), 5.41/4.70/4.56/3.96/3.72 (5 x 5, 2 x 2H), 3.94*/3.90 {2 x 5, 3H), 2.33/2.28*
O o\©ﬁ(°\ (2 x5, 3H); 13C NMIR (151 MHz, CDCls) § 172.9, 172.0, 166.7, 166.5, 165.7, 142.0, 140.9, 135.2,
O e 134.65, 134.35, 134.2, 133.7, 133.6, 133.1, 132.9, 130.4, 130.3, 130.0, 130.0, 129.85, 129.8,

129.6, 129.6, 128.8, 128.7, 128.6, 127.8, 127.5, 126.9, 126.8, 125.3, 125.1, 124.9, 124.6, 124.3,
124.0, 120.2, 120.1, 77.2, 53.9, 52.3, 51.95, 49.7, 49.1, 21.03, 20.98; Anal. calcd. for
CaoHagN204: C 74.66, H 5.62, N 6.00, found: C 74.48, H 5.64, N 5.87.

Methyl 4-({4-(dimethylamino}-N-{2-ox0-2-{p-tolylamino)ethyl}benzamido)methyl)benzoate (31)

N o Colorless solid; yield: 395 mg (0.86 mmol, 43%); mp: 174°C; tz: 14.84 min, purity: 98.6%;
/@’ f 14 NMR (300 MHz, CDCl3) § 8.91 (s, LH), 8.16-7.97 {m, 2H), 7.54-7.42 (m, 2H), 7.40-7.30 {m, 4H),
N/\©ﬁ(o 7.19-7.03 (m, 2H), 6.81-6.50 (m, 2H), 4.86 (s, 2H), 4.16 {s, 2H), 3.93 (s, 3H), 2.98 (s, 6H), 2.31

R @ 0 I ™ (s, 3H); 3C NMR (75 MHz, CDCl3) & 173.9, 167.15, 166.8, 151.8, 141.8, 135.4, 134.0, 130.4,
N 129.8, 129.6, 129.5, 127.1, 121.1, 120.0, 111.7, 54.0, 52.3, 52.2, 40.5, 21.0; Anal. calcd. for

Cz7H29N304: C 70.57, H 6.36, N 9.14, found: C 70.82, H 6,58, N 9.00.

General procedure for the synthesis of 2a-1

R R
HN._O HN._O
f H,NOH-HCI \f
N NaOMe, MeOH N H
RQJ%O O r.t. 16h RZJ“O Noon
a1 © 221 ©

Hydroxylamine hydrochloride (348 mg, 5.0 mmol, 10 eq) was added to a sodium methanolate solution freshly prepared from
dry methanol (8 mL) and sodium (175 mg, 7.5 mmol, 7.5 eq). The mixture was stirred for 10 min before the respective ester
3a-1{0.5 mmol, 1.0 eq) was added. The reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h. The solvent was removed
under reduced pressure, water (15 mL) was added, and the pH was adjusted to pH 7-8 was using 4 M HCl. The mixture was
extracted with ethyl acetate {3 x 20 mL), the combined organic layers were dried over anhydrous sodium sulfate, filtered, and
concentrated in vacuum. The crude products were purified by flash column chromatography (prepacked silica cartridge,
dichloromethane-dichloromethane/methanol {70:30), gradient: 90:10 - 70:30 in 20 min) to yield the desired hydroxamic

acids 2a-l.
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N-{2-(tert-Butylamino)-2-oxoethyl)-N-{4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-3,4-dimethylbenzamide (2a)

H o Colorless solid; yield: 116 mg (0.28 mmol, 56%]); mp: 127°C; tg: 12.92 min, purity: 98.2%;

ﬁ’ f H NMR (600 MHz, DMS0-ds) & 11.20 (s, 1H), 9.03 (s, 1H), 7.85-7.66 (m, 2H), 7.52-7.08 (m, 6H),

N/\@\WH 4.64/4.51% (2xs, 2H), 3.86%/3.65 (2 xs, 2H), 2.24%/2.22 {2 x5, 6H), 1.25%/1.21 (2x s, 9H);

o} "OH  13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 171.5, 171.4, 167.1, 166.6, 164.0, 163.8, 140.7, 138.0, 137.9,

136.2, 133.65, 133.4, 131.8, 131.6, 129.3, 127.7, 127.6, 127.25, 127.1, 126.8, 124.15, 123.8,

52.9, 51.3, 50.3, 50.2, 48.85, 47.2, 39.5, 28.6, 28.4, 19.3, 19.25; HRMS (ESI) Anal. Calcd. for
CasHsoN3O4 412.2231 [M+H]*, found 412.2232.

o]

N-(2-(tert-Butylamino)-2-oxoethyl)-N-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-3,5-dimethylbenzamide (2b)

H Colorless solid; yield: 142 mg {0.35 mmol, 69%); mp: 164°C; tz: 13.08 min, purity: 98.0%; *H NMR
Xu\ﬁo (600 MHz, DMSO-ds) 6 11.20 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 7.80-7.70 (m, 2H), 7.48*/7.39 (2 x5, 1H),
N H 7.40-7.32/7.30-7.21 (2xm, 2H), 7.11-7.04 (m, 1H), 7.05-6.94 (m, 2H), 4.64/4.48* {2 x 5, 2H),
/OQMN“QH 3.86*/3.62 (2 x5, 2H), 2.27/2.25% {2 x 5, 6H), 1.25%/1.21 (2 x 5, 9H); 3 CNMR (75 MHz, DMSO-dg)

o 6 171.5, 167.1, 166.55, 164.0, 140.6, 140.3, 137.65, 137.5, 136.15, 136.0, 131.8, 131.7, 130.8,

127.7,127.1, 126.9, 124.1, 52.9, 51.2, 50.2, 48.8, 47.1, 28.6, 28.4, 20.8; HRMS (ESI) Anal. calcd.
for C23H30N304 412.2231 [M+H]*, found 412.2229.

N-(2-(tert-Butylamino)-2-oxoethyl)-N-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)benzamide (2c)

H o Colorless solid; yield: 117 mg (0.31 mmol, 61%); mp: 116°C; tg: 11.35 min, purity: 96.1%; 'H NMR
> f (600 MHz, DMSO-ds) 6 11.19 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 7.89-7.67 (m, 2H), 7.62-7.15 (m, &H),
NI@W“ 4.64/4.49% (2x 5, 2H), 3.88*/3.65 (2 x 5, 2H), 1.25*/1.19 (2 x 5, 9H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-d)
@0 [ OM 5171416685, 163.8, 140.5, 136.2, 1316, 1294, 128.2, 127.55, 127.0, 1268, 126.5, 52.8, 51.3,
50.2, 48.8, 47.25, 28.5, 28.3; HRMS (ESI) Anal. Calcd. for Co1H2sN304 384.1918 [M+H]*, found

384.1916.

N-(2-(tert-Butylamino)-2-oxoethyl)-N-{4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-1-naphthamide (2d)

H o Colorless solid; yield: 92 mg (0.21 mmal, 42%); mp: 149°C; tg: 13.03 min, purity: 98.2%; 1H NMR
>( f (600 MHz, DMSO-dg) & 11.20 (s, 1H), 9.04/9.02* {2 x 5, 1H), 8.43-7.75 (m, 4H), 7.72-7.43 {m, 6H),
N H 7.28-7.16 (m, 2H), 5.12/4.68-4.37/4.29/3.73-3.42 (2xm, 2xs, 2 x 2H), 1.31/1.10* (2 x 5, 9H);

O :©\yr”‘on 13¢ NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 170.5, 170.4, 166.6, 166.5, 163.85, 163., 140.5, 139.55, 134.2,
O ° 133.8, 133.0, 132.8, 131.9, 131.8, 129.2, 129.0, 128.8, 128.8, 128.2, 128.1, 127.8, 127.1, 127 .1,

127.0,126.9, 126.8, 126.5, 126.3, 125.2, 125.2, 125.0, 124.6, 123.7, 123.5, 52.3, 50.8, 50.2, 50.1,
48.7, 46.8, 39.5, 28.5, 28.2; HRMS (ESI) Anal. Calcd. for CzsHzsNsOs 434.2074 [M+H]", found
434.2070.

N-{2-(tert-Butylamino)-2-oxoethyl)-4-{dimethylamino}-N-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl}benzamide (2e)

H oo Colorless solid; yield: 120 mg (0.28 mmol, 56%); mp: 162°C; t: 8.84 min, purity: 96.6%; H NMR
>|/ \EN (600 MHz, DMSOQ-dg) & 11.18 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 7.92-7.62 (m, 2H), 7.47 {s, 1H), 7.42-7.14

/O\QWH‘OH (m, 4H), 6.85-6.53 {m, 2H), 4.61 (s, 2H), 3.77 (s, 2H), 2.93 (s, 6H), 1.24 (s, OH); 13C NMR (126 MHz,
- @A I DMSO-ds) 6 171.6, 167.2, 163.9, 151.2, 140.8, 131.6, 128.5, 127.0, 122.2, 110.9, 50.2, 28.4;
N
| HRMS (ESI) Anal. Calcd. for CzsHs1N.O5 427.2340 [M+H]*, found 427.2341.

N-{2-(Cyclohexylamino)-2-oxoethyl)-N-(4-(hydroxycarbamoyl}benzyl}-3,5-dimethylbenzamide (2f)

N Colorless solid; yield: 127 mg (0.29 mmol, 58%); mp: 179°C; tg: 13.77 min, purity: 96.0%; 'H NMR
O’ f (600 MHz, DMSO-ds) & 11.20 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 7.82-7.65 (m, 3H), 7.46-7.34/7.30-7.21*
Nm@ﬁ(” (2 xm, 2H), 7.10-7.04 {m, 1H), 7.04-6.96 (m, 2H), 4.65/4.50* (2 x s, 2H), 3.88*/3.66 (2 x5, 2H),
\QKO I OH  361-3.43 (m, 1H), 2.27/2.24* (2xs, 6H), 1.79-1.47 (m, 5H), 1.34-0.99 {m, 5H); 13C NMR
(126 MHz, DMSO-ds) & 171.4, 166.6, 163.9, 140.45, 137.4, 136.0, 131.6, 130.6, 127.6, 127.0,

124.0, 50.9, 47.0, 48.65, 52.9, 47.55, 32.2, 25.05, 24.3, 20.65; HRMS (ESI} Anal. Calcd. for
CasH3:N304 438.2387 [M+H]*, found 438.2392,
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N-(2-(Cyclohexylamino)-2-oxoethyl)-N-(4-{hydroxycarbamoyl)benzyl)benzamide (2g)

ot

o

Colorless solid; yield: 87 mg {0.21 mmol, 42%); mp: 148°C; ts: 12.15 min, purity: 97.8%; *H NMR
{500 MHz, DMSO-dg) & 11.18 (s, 1H), 8.99 (s, 1H), 7.85-7.62 (m, 3H), 7.56-7.13 (m, 7H),
4.66/4.52* (2xs, 2H), 3.91%/3.69 {2 x s, 2H), 3.62-3.45 (m, 1H), 1.90-1.47 (m, 5H), 1.36-1.00
{m, 5H); *C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 171.3, 166.4, 163.9, 140.4, 136.1, 131.65, 129.4, 128.2,
127.6, 127.0, 126.7, 126.5, 52.9, 51.0, 48.7, 47.55, 47.1, 32.1, 25.05, 24.3. HRMS (ESI) Anal.
Calcd. for CasH2sN3Q4 410.2074 [M+H]Y, found 410.2071.

N-(2-(Cyclohexylamino)-2-oxoethyl)-N-{4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-1-naphthamide (2h)

"

Shd

O 0 “OH
o

Colorless solid; yield: 98 mg (0.22 mmeol, 43%); mp: 165°C; tz: 13.75 min, purity: 96.5%; 'H NMR
(600 MHz, DMSO-dg) 6 11.22 (s, 1H), 9.06*/9.03 (2 x s, 1H}, 8.54-7.85 (m, 3H), 7.86-7.36 (m, 8H},
7.39-7.06 {m, 1H), 5.24-4.99*/3.80-3.39 (2xm, 2H + 1H), 4.55*/4.30 (2 xs, 2H), 1.89-1.43
(m, 5H), 1.41-0.84 {m, 5H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-dg} 5 170.5, 170.4, 166.25, 163.9, 163.7,
140.5, 139.6, 134.2, 133.7, 133.0, 132.8, 131.9, 131.8, 129.2, 129.0, 128.9, 128.8, 128.2, 128.1,
127.9,127.2,127.1, 127.0, 126.9, 126.8, 126.5, 126.3, 125.3, 125.2, 125.0, 124.6, 123.8, 123.4,
52.35, 50.5, 48.6, 47.7, 47.4, 46.5, 32.4, 32.0, 25.1, 25.0, 24.4, 24.2; HRMS (ESI) Anal. Calcd. for
Ca7H30N504 460.2231 [M+H]*, found 460.2230.

N-(2-(Cyclohexylamino}-2-oxoethyl)-4-(dimethylamino)-V-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl}benzamide (2i}

o'

Colorless solid; yield: 153 mg {0.34 mmol, 68%); mp: 151°C; ta: 9.77 min, purity: 96.9%; *H NMR
(600 MHz, DMSO-dg) § 11.19 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 7.88-7.65 (m, 3H), 7.50-7.19 (m, 4H), 6.77-6.59
(m, 2H), 4.62 (s, 2H), 3.79 (s, 2H), 3.64-3.48 (m, 1H), 2.93 (s, 6H), 1.82-1.49 {m, 5H), 1.35-1.04
(m, 5H); 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 171.6, 166.9, 164.0, 151.2, 140.8, 131.6, 128.6, 127.6,
127.2, 122.1, 111.0, 47.6, 39.8, 39.7, 32.3, 25.2, 24.5; HRMS (ESI) Anal. Calcd. for CosHasN4Os
453,2496 [M+H]*, found 453.2499.

N-(4-(Hydroxycarbamoyl)benzyl)-N-(2-0xo-2-(p-tolylamino)ethyl)benzamide (2j)

Colorless solid; yield: 134 mg {0.32 mmol, 64%); mp: 158°C; tz: 13.03 min, purity: 97.3%; *H NMR
(300 MHz, DMSO-ds) & 11.21 (s, 1H), 9.94*/9.80 (2 x5, 1H), 9.03 (s, 1H), 7.86-7.67 (m, 2H),
7.61-7.27 (m, 9H), 7.20-7.01 {m, 2H), 4.72/4.60* (2 x s, 2H), 4.12%/3.95 (2 x 5, 2H), 2.24 (s, 3H);
B3C NMR (151 MHz, DMSO-dg) § 171.7, 171.5, 166.3, 166.1, 163.9, 136.4, 136.0, 135.95, 135.7,
132.55,132.2,131.9, 131.7,129.8, 129.6, 129.2, 128.6, 128.5, 127.7, 127.3, 127.1, 126.8, 126.6,
126.5, 119.3, 119.05, 53.2, 51.7, 48.7, 48.2, 20.45; HRMS (ESI} Anal. Caled. for CosH2aN30s
418.1761 [M+H]*, found 418.1760.

N-(4-(Hydroxycarbamoyl}benzyl)-N-(2-0xo-2-(p-tolylamino)ethyl)-1-naphthamide (2k)

o
O ﬁj{“‘m
J

Colorless solid; yield: 129 mg (0.28 mmol, 55%); mp: 196°C; tg: 14.57 min, purity: 99.2%; 'H NMR
(600 MHz, DMSO-ds) 6 11.21 (s, 1H), 10.05/9.58* {2 x s, 1H) 9.06*/9.02 (2 x 5, 1H), 8.47-7.77
(m, 4H), 7.79-7.44 (m, 7H), 7.39-6.96 (m, 4H), 5.17*/4.40 (2 xs, 2H), 4.84-4.51/4.06-3.63
(2 xm, 2H), 2.28/2.23* (s, 3H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 170.6, 166.1, 163.7, 140.5,
139.7, 136.3, 135.7, 133.95, 133.6, 133.0, 132.8, 132.4, 132.15, 131.9, 129.2, 129.1, 129.0,
1289, 128.3,128.2, 127.9,127.2, 127.1, 127.0, 126.9, 126.5, 126.4, 125.1, 125.1, 124.5, 123.7,
123.5, 119.2, 119.1, 52.6, 51.1, 48.6, 47.5, 20.35; HRMS (ESI) Anal. Calcd. for CasHasN304
468.1918 [M+H]*, found 468.1917.

4-(Dimethylamino)-N-{4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-N-(2-oxo-2-(p-tolylamino)ethyl)benzamide (21)

o
. )@A/O\@\N'“‘OH

ITI Q

Pale yellow saolid; yield: 125 mg (0.27 mmol, 54%); mp: 167°C; tz: 10.60 min, purity: 96.6%;
1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.21 {s, 1H), 9.88 (s, 1H}, 9.03 (s, 1H), 7.89-7.67 {m, 2H),
7.56-7.25 {m, 6H), 7.22-7.02 (m, 2H), 6.80-6.59 (m, 2H), 4.70 (s, 2H), 4.05 (s, 2H), 2.92 (s, 6H),
2.25 (s, 3H); 13C NMR {75 MHz, DMSO-ds) & 171.8, 166.7, 164.0, 151.3, 140.9, 131.7, 129.1,
128.6, 127.2, 119.1, 111.0, 53.6, 48.9, 39.7, 20.4; HRMS (ESI) Anal. Caled. for CieH2gNaOs
461.2183 [M+H]*, found 461.2188.
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3. X-ray crystallography
Diffraction quality crystals were obtained by vapor diffusion. 1.0 mg of purified 2f was added to 0.5 mL of DMSO in a small

vial. This vail was then placed within a 20 mL vial containing 3 mL of water. The sample was capped and then left undisturbed

for eight weeks to obtain crystals of X-ray quality.

General: All bond lengths are in the expected ranges. Packing: N-H--O and O-H--O hydrogen bonds connect adjacent

molecules to form a layered network in the ab plane.

Data collection and reduction generally followed the routine procedure?? with an increase of the exposure time. Crystal data
of CzsH31N304: space group Pbca, Z = 8, a = 9.3020 (4) A, b = 15.8206 (5) A, c=32.7189 (11) A, v = 4815.0 (3) A2, u=0.08
mm-L, crystal size: 0.22 x 0.20 x <0.01 mm, 55144 measured reflections, 4237 unigue reflections, 297 parameters, wR2(all

reflections) = 0.167, R1 (I > 261) = 0.115, APmax/min: 0.22/-0.21 A3,

CCDC 1434499 contains the supplementary crystallographic data for this paper. The data can be obtained free of charge from

The Cambridge Crystallographic Data Centre via www.ccde.cam.ac.uk/getstructures.

4. Biological evaluation

Reagents
Cisplatin was purchased from Sigma-Aldrich (Germany), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl}-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) was purchased from Serva (Germany). All other reagents were supplied by PAN Biotech {Germany)

unless otherwise stated.

Cell lines and cell culture

The human epithelial ovarian cancer cell line A2780 was obtained from the European Collection of Cell Cultures
(ECACC, UK). The human tongue cell line Cal27 was obtained from the German Collection of Microorganisms and
Cell Cultures (DSMZ, Germany). The cisplatin resistant CisR sublines were generated by exposing the parental cell
lines to weekly cycles of cisplatin in an ICsp concentration over a period of 24-30 weeks as described in Gosepath et
al® and Eckstein et al.®

All cell lines were grown at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO- in RPMI 1640 (A2780) or DMEM
(Cal27) containing 10% fetal calf serum, 120 IU/mL penicillin, and 120 pg/mL streptomycin. The cells were grown to

80% confluency before using them for the appropriate assays.

MTT cell viability assay

Cell viability was evaluated by an improved MTT assay as previously described.® In brief, A2780 or Cal27 and their
cisplatin resistant sublines were seeded at a density of 5,000 and 2,000 cells/well in 96well plates {Corning,
Germany). After 24 h, cells were exposed to test compounds. Incubation was ended after 72 h by addition of MTT
solution (5 mg/mL in phosphate buffered saline). The formazan precipitate was dissolved in DMSO (VWR, Germany).

Absorbance was measured at 544 nm and 690 nm in a FLUOstar microplate-reader (BMG LabTech, Germany).

Combination experiments
To investigation the effect of 2e, 2f, 2i, and 2l on cisplatin-induced cytotoxicity, compounds were added 48 h prior

to the addition of cisplatin. After 72 h, cell viability was determined by MTT assay.
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Whole-cell HDAC inhibition assay

The cellular HDAC assay was based on an assay published by Ciossek et al.? and Bonfils et al.® with minor
modifications. Briefly, A2780, A2780 CisR, Cal27, and Cal27 CisR were seeded in 96-well tissue culture plates
{Corning, Germany) at a density of 1.5 x 10¢ cells/well in a total volume of 90 pL medium. After 24 h, cells were
incubated for 18 h with increasing concentrations of test compounds. HDAC assay was started by adding 10 uL of
3 mM Boc-Lys(e-Ac)-AMC (Bachem, Germany) and incubated for 3 h under cell culture conditions. Then, 100 pl/well
stop solution (25 mM Tris-HCI (pH 8), 137 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 1 mM MgCl;, 1% NP40, 2.0 mg/mL trypsin, 10 pM
vorinostat) were added, and incubated for 3 h under cell culture conditions. Fluorescence intensity was then
measured at an excitation wavelength of 320 nm and emission wavelength of 520 nm in a NOVOstar microplate-

reader (BMG LabTech, Offenburg, Germany).

Immunoblotting

Cells were treated with 1 pM of test compounds (2e, 2f, 2i, 2I, tubastatin A, entinostat} or vehicle for 24 h. Cell
pellets were dissolved with lysis buffer 6 (bio-techne, Germany) and centrifuged at 14.000 g. Protein amount was
estimated by bicinchoninic acid assay according to the manufacturer’s instructions (Pierce, Thermo Fisher). Equal
amounts of total protein (10 pg) were resolved by SDS-PAGE and transferred to polyvinylidene fluoride membranes.
Blots were incubated with primary antibodies against acetylated a-tubulin and a-tubulin (Santa Cruz Biotechnology,
Germany). Immunoreactive proteins were visualized using luminol reagent (Santa Cruz, Heidelberg, Germany) with

an Intas Imager (Intas, Germany).

Data Analysis
Concentration-effect curves were constructed with Prism 4.0 (GraphPad, San Diego, CA) by fitting the pooled data

of at least three experiments performed in triplicates to the four parameter logistic equation.

HDAC ICsp Profiling

The in vitro inhibitory activity of compounds 2e, 2f, 2i, and 2] against four human HDAC isoforms {2, 4, 6 and 11)
were performed at Reaction Biology Corp. (Malvern, PA) with a fluorescent based assay according to the company’s
standard operating procedure. The ICso values were determined using 10 different concentrations with 3-fold serial

dilution starting at 10 pM. TSA and TMP269 were used as reference compounds.

5. Computational details

Homology modeling

The CD Il amino acid sequence of HDACG (Gly482-Gly800)° was used to search crystal structures of homologues in the Protein
Data Bank {PDB) using BLAST.® The results showed that HDAC4 is the closest homologue with 48% sequence identity. For the
model with Y301 (numbering based on the homology model) in a flipped-out conformation, the protein structure of PDB ID
ACBYM was used as a template as it has the best resolution (2.7 A) among HDAC4 flipped-out crystal structures. For the
flipped-in model, the protein structure of PDB ID 2VQW, a H976Y gain of function mutated HDAC4cd crystal structure with
¥976 in a flipped-in conformation and a resolution of 3.0 A,'2 was used as a template for similar reasons described above.
The alignment of the sequences of HDAC6 and HDAC4 was calculated using the Align2D routine from the software
Modellers.14.12 With the alignment, comparative modeling was performed using the standard automodel class from the
same software package. In detail, 20 models with a high level of refinement were created and subsequently evaluated
depending on their DOPE scores. The respective models with the lowest score were further refined by MD simulations as

described next.
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Molecular dynamics simulations and clustering

For molecular dynamics simulations of HDACE in the Y301 flipped-in and —out conformations, the termini were capped with
ACE and NME groups for the N- and C-terminus, respectively. The system was hydrated with TIP3P# water in an octahedral
box such that the distance between the protein and the box edges is at least 12 A. lons were added to neutralize the charge
of the system. MD simulations were performed with Amber14° using the ff145SB force field and 12-6-4 Lennard-Jones type
potentials for divalent ions.?® The Particle Mesh Ewald?” method was used to treat long-range electrostatic interactions. Bond
lengths involving bonds to hydrogen atoms were constrained using SHAKE.*® The time step for all MD simulations was 2 fs
with a direct-space, non-bonded cutoff of 8 A. Initially, 12500 steps of steepest descent and conjugate gradient minimization
were performed. Harmonic restraints with a force constant of 5 kcal molt A2 were applied to all solute atoms; the force
constant was reduced to 1 kcal molt A-2 after 2500 steps. Then, NVT-MD (MD simulations with a constant number of particles,
volume, and temperature) was carried out for 50 ps during which the system was heated from 100 K to 300 K. Subsequent
NPT-MD (MD simulations with a constant number of particles, pressure, and temperature) was used for 100 ps to adjust the
solvent density. In both steps, harmonic restraints with a force constant of 1 kcal mol! A2 were applied to all solute atoms.
A final unrestrained NVT-MD was performed for 200 ps. In the following 1000 ns of unrestrained NVT-MD, conformations
were extracted every 40 ps for analysis. Afterwards, the trajectories of the respective HDACG in flipped-in and -out
conformation were clustered with the protein as a reference. A hierarchical agglomerative clustering algorithm was applied
asimplemented in cpptraj,'® with a minimum distance of 1 A between the clusters in combination with a symmetry-corrected
root mean-square deviation (RMSD) between the structures as a distance measure. The cluster means of the biggest cluster

for the respective HDACE flipped-in and -out structures were used in subsequent docking studies.

Molecular docking

For the molecular docking, the ¢is- and trans-rotamers of 2f and 2i were drawn with ChemDraw Ultra,?® converted into a 3D
structure, and energy minimized with Moloc using the MAB force field.?! The HDACi were then docked into HDAC2 (PDB ID:
4LY122) and HDAC4 (PDB ID: 4CBT%), and into HDAC6E models with Y301 flipped-in and -out conformations using
AutoDock3%21 35 a docking engine and the DrugScore?2¢ distance-dependent pair-potentials as an objective function as
described in ref.2’ Because of the flexibly connected saturated and unsaturated carbon cycles, a clustering RMSD cutoff of
2.0 A was chosen; for all other docking parameters default values were used. Dacking solutions with mare than 20% of all
configurations in the largest cluster were considered sufficiently converged, and the configuration with the lowest docking
energy of that cluster, binding to the zinc ion in the binding pocket with a distance < 3 A to the hydroxamic acid oxygen, was

used for further evaluation.

Supplemental Table
Table S2. Docking results of HDACI's into HDAC isoforms.

HDAC6 HDAC6
Compound HDAC2® HDAC4¢ flipped-out® flipped-in®
2f cis -13.61 n/at -13.91 -15.42
2f trans -13.97 n/a® -13.86 -15.26
2i cis -13.77 n/a® -14.46 -15.58
2i trans -15.5 nfat -15.53 -16.27

2 Docking energy of the energetically most favorable configuration in the largest cluster; in kcal molL.
b No docking canfiguration fulfilling the criteria given in the section above could be identified.
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10.2 Publikation II

Die Publikation II wurde bereits verdffentlicht in:

,»Chemistry — A European Journal*

Impact factor: 5.317 (2016)

D. Diedrich, A. J. Moita, A. Riither, B. Frieg, G. J. Reiss, A. Hoeppner, T. Kurz,
H. Gohlke, S. Liideke, M. U. Kassack, and F. K. Hansen, Aminoxy Oligopeptides:
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Foldamers, Chem. Eur. J. 2016, 22, 17600-17611.
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»Reprinted from Chemistry — A European Journal, 2016, 22 (49), 17600-17611, ‘a-Aminoxy
oligopeptides: synthesis, secondary structure and cytotoxicity of a novel class of anticancer

foldamers’ Copyright © 2016, with permission by John Wiley Son, Inc.”

Eigener Anteil der Arbeit: 65%, Erstautorin, Durchfiihrung aller organischen Synthesen

und analytische Charakterisierung aller Synthesebausteine; Entwicklung und
Optimierung der Festphasensynthesemethode; Planung und Durchfiihrung der Synthese,
Reinigung und analytische Charakterisierung aller Oligomere; Planung und Analyse der
2D-NMR-Studien; Auswertung von Strukturaktivitdtsbeziehungen; Mitarbeit an der

Erstellung des Manuskripts fiir die Verdffentlichung.
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Abstract: a-Aminoxy peptides are peptidomimetic folda-
mers with high proteolytic and conformational stability. To
gain an improved synthetic access to a-aminoxy oligopep-
tides we used a straightforward combination of solution-
and solid-phase-supported methods and obtained oligomers
that showed a remarkable anticancer activity against a panel
of cancer cell lines. We solved the first X-ray crystal structure
of an a-aminoxy peptide with multiple turns around the
helical axis. The crystal structure revealed a right-handed 2.-
helical conformation with precisely two residues per turn
and a helical pitch of 5.8 A. By 2D ROESY experiments, mo-
lecular dynamics simulations, and CD spectroscopy we were

able to identify the 2.-helix as the predominant conforma—\
tion in organic solvents. In aqueous solution, the a-aminoxy
peptides exist in the 2g-helical conformation at acidic pH,
but exhibit remarkable changes in the secondary structure
with increasing pH. The most cytotoxic a-aminoxy peptides
have an increased propensity to take up a 24-helical confor-
mation in the presence of a model membrane. This indicates
a correlation between the 2;-helical conformation and the
membranolytic activity observed in mode of action studies,
thereby providing novel insights in the folding properties
and the biological activity of a-aminoxy peptides.

Introduction

The use of unnatural amino acids to control secondary struc-
tures is a promising strategy to overcome drawbacks of pep-
tide drugs, such as conformational flexibility and poor bioavail-
ability” In recent years, significant efforts have been devoted
to the investigation of peptidomimetic foldamers. i-Peptides
are the most thoroughly studied class of foldamers, and pio-
neering research by the groups of Seebach and Gellman re-
vealed that oligopeptides constructed from [-amino acids can
adopt helical conformations that are structurally similar to the
a-helix.*¥

a-Aminoxy peptides, the oxa-analogs of f-peptides, were
also found to be promising candidates for foldamers!” The
aminoxy amide bond is resistant to enzymatic degradation,
and peptide analogs constructed from a-aminoxy acids show
remarkable conformational stability, which has been demon-
strated by Yang and coworkers through quantum chemical cal-
culations, NMR, FT-IR, and CD spectroscopy*® The preferred
secondary structure of homochiral ci-aminoxy peptides is stabi-
lized by strong intramolecular hydrogen bonds between the
=0, oxygen and the N—H; , proton leading to so-called
o N-O turns” It has been hypothesized that oligomers can
adopt a conformation consisting of consecutive ¢ N O turns
resulting in a 1.8,-helix™ Presumably, in such a 1.8s-helix, the
spatial arrangement of the side chains is similar as in an
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a-helix in canonical peptides, thereby highlighting the poten-
tial of a-aminoxy peptides as mimics for bioactive peptides.
However, until now, this helical conformation has only been
studied for short oligomers {mainly «-aminoxy dipeptide
amides).'” This is partly due to the limited access to long-
chained oligomers. The synthesis of longer «-aminoxy peptide
sequences under solution-phase conditions is generally chal-
lenging, which also hampers the applicability of a-aminoxy
peptides as foldamers for biomedical applications. Even
though the field of anticancer peptides (ACPs) is rapidly
emerging,” no anticancer properties have been reported for
w-aminoxy peptides thus far.

Here we present an improved synthesis of a-aminoxy oligo-
peptides based on a straightforward combination of solution-
phase and solid-phase supported methods, We report a remark-
able cytotoxic activity, particularly of long-chained oligomers,
against a panel of cancer cell lines of different chemosensitivi-
ties and tissue origins. X-ray crystallography and circular di-
chroism (CD) spectroscopy were applied to identify a 24-helix
as the prevalent fold of the a-aminoxy oligopeptides. We com-
pared the results from membrane integrity assays as well as
apoptotic assays with the CD data in the presence of lipo-
somes as a membrane model. The CD experiments suggest
that the membranolytic properties of the most cytotoxic
a-aminoxy peptides are associated with an increased propensi-
ty for a 2;-helix formation in the membrane environment.

Results and Discussion
Chemistry

Synthesis of the building blocks: In order to synthesize
a mini library of a-aminoxy oligopeptides (1), we first prepared
a series of p-c-aminoxy acids (p-"“Xaa-OH) using literature pro-
cedures (Scheme 1).” Briefly, phthaloyl-protected monomers
5a-d were synthesized from their respective L-a-amino acids
by conversion into the L-c-hydroxy acids 2a-d followed by
acetylation, esterification, and deprotection of the acetyl group
to yield the tert-butyl protected L-v-hydroxy acids 3a-d. The
desired phthaloyl-protected p-u-aminoxy acids 5a-d were ob-
tained through a Mitsunobu reaction with N-hydroxyphthal-
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Table 1, Solution-phase synthesis of c-aminoxy dipeptides.
a) NH;NH; H;0, MeOH
o RT.1.5h
R! b)5or7.EDGHCI HOBt  (H) R”* . R
N-o ™ cogey —SHCRRLI8h | peNo Mo cosu
© 44 O Bak
Entry PG-N{H) R' R? Product Yield [%6]
1 Phth-N iBu iBu Ba 86
2 Phth-N sBu sBu 8b 71
3 Phth-N Bn Bn 8¢ 75
4 Phth-N iBu Me 8d 54
5 Phth-N sBu Me 8e 59
6 Phth-N Bn iBu 8f 63
7 Phth-N sBu Bn 8g 78
8 Chz-NH Bn Me 8h 86
9 Cbz-NH sBu Me 8i 76
10 Chz-NH iBu fBu 8j 64
1 Cbz-NH sBu sBu 8k 43
[a] Protecting group on the N-terminus of the «-aminoxy dipeptides.

da: R =Me 6a:R =Ma
4b: R =sBu 5b: R = sBu
d4¢. R =/Bu 5c:R=iBu
4d R=Bn 5d: R=Bn

Scheme 1. Synthesis of «-aminoxy acids.

imide, followed by deprotection of the tert-butyl ester. The car-
boxybenzyl-protected a-aminoxy acids 7a-c were prepared
from the respective L-a-amino acids by their corresponding -
a-bromo acids 6a-c. The subsequent reaction with benzyl N-
hydroxycarbamate (CbzNH-OH) in the presence of sodium hy-
dride as a base afforded the desired Cbz-protected monomers
7a-c.

To the best of our knowledge only one solid-phase-support-
ed protocol for the synthesis of a-aminoxy oligopeptides has
been published thus far® The method reported by Shin and
coworkers allowed the preparation of a series of pentamers.”
In the initial phase of this project, we attempted to prepare
the hexamer 1a (Phth-*lle-*?lle-"“lle-*lle-"°Leu-"Leu-NH,)
utilizing this published protocol. However, the desired product
was only obtained in low crude yield {20%) and purity (33%),
which is in line with previous reports about difficulties in the
synthesis of peptide sequences containing repetitive aliphatic
side chains, such as sec-butyl.” We therefore aimed at the de-
velopment of a more efficient approach that allows the prepa-
ration of longer a-aminoxy oligopeptides. For this purpose, we
decided to use a combination of solution- and solid-phase
peptide synthesis. We synthesized a panel of dimeric building
blocks in solution by deprotection of the phthaloyl groups of
4b-d using hydrazine hydrate to provide the free aminoxy
groups followed by an EDC/HOBt mediated amide coupling re-
action with the phthaloyl- or Cbz-protected a-aminoxy acids 5
or 7 to afford the a-aminoxy dipeptides 8a-k (Table 1).

Solid-phase synthesis of u-aminoxy oligopeptides: The re-
quired N-protected «-aminoxy dipeptide acids (PG-"“Xaa-
"oXaa-OH) were obtained from the corresponding tert-butyl
protected derivatives 8a-k directly before use.” Preparative
conditions for the synthesis of the model hexamer 1a were
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optimized by investigating several well-established coupling
reagents {see Table S1 in the Supporting Information for de-
tails). The results from this screening showed significant differ-
ences between the investigated coupling reagents. The BOP/
HOBt/NEM coupling system gave the highest crude vyield
(67 %) and purity {57 %) compared with EDCI/HOBt, DIC, DIC/
HOBt, HBTU/HOBt/NEM, and PyBOP/HOBt/NEM. Thus, BOP/
HOBt/NEM was chosen as the coupling system for all subse-
quent solid-phase supported reactions.

We next prepared a series of hexamers and decamers
(Scheme 2). In all cases, the resin was loaded by the reaction

FmocHN—)

Rink Amide PEG AM resin
a) 20% piperidine in DMF
RT. 2 x 15 min
b) Phih-"°Xaa-"“Xaa-OH, BOP
HOBt, NEM, DMF, RT, 24 h

C@’os § By
N. __~ N, .~ N
o’ﬁg o’ﬁo(\o

o]

a) 5% hydrazine hydrate in MeOH
RT, 2 x 15 min

b) PG-"Cxaa-"OXaa-OH, BOP
HOBt, NEM, DMF, RT. 24 h

neycles (n=24)

RT.15h

1a-g (1=2)
1ni(n=4)

Scheme 2. Sclid-phase synthesis of w-aminoxy oligopeptides.

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

148



10 Publikationen

CHEMISTRY

'@—* ChemPubSoc A European Journal
P Europe Full Paper
Table 2. Yields, purities, and HRMS data of the c-aminoxy peptides 1a-i prepared by solid-phase synthesis,
Entry  Peptide® Crude purity  Purity™  Isolated yield”  m/z" miz"
(%] [%] [%5) [calcd] [abs]
1 Phth-"lle-"le-Mle-"Ole-*“Leu-"Leu-NH, 1a 57 96 30 9225132 922.5135
2 Chz-""lle-"lle-"“lle-*lle-""Leu-""Leu-NH, 1b 62 96 32 926.5445 926.5447
3 Chz-"Ala-"lle-"°Ala-*lle-*°Ala-""Leu-NH, 1¢ 61 96 24 800.4036 800.4028
4 Phth-""Leu-""Leu-"?lle-*®lle-*°Phe-*"Phe-NH, 1d 64 96 24 990.4819 990.4819
5 Cbz-""Leu-"Leu-"lle-"lle-""Phe-""Phe-NH, 1e 36 97 18 994,5132 994.5131
6 Chz-"“Ala-""Phe-""Ala-"Leu-""lle-*lle-NH, 1 f 66 98 28 876.4349 876.4354
7 Chz-*“Ala-"'Phe-*"Phe-"“lle-""Ala-""Leu-NH, 1 g 75 97 42 910.4193 910.4200
8 Chz-*“Ala-"“lle-"“Leu-"*Phe-"Ala-"Leu-"*Phe-*lle-**Leu-""Phe-NH, 1Th 54 96 21 14607195  1460.7202
9 Chz-""Ala-"Phe-""Leu-""Phe-""Ala-"Leu-""Phe-"lle-*Leu-*"Phe-NH, 1i 49 97 22 14947039 1494.7029
[a] All abbreviations refer to o-configured «-aminoxy acids. [b] Purity after purification by RP-HPLC. [¢] Yields are calculated based on the loading capacity
of the resin. [d] Based on HRMS.

of the deprotected Fmoc Rink Amide PEG AM resin with three
equivalents of the respective phthaloyl-protected a-aminoxy
dipeptide acid (Phth-"°Xaa-""Xaa-OH) in the presence of the
BOP/HOBt/NEM coupling system for 24 h. Iterative cycles of
the phthaloyl deprotection (5% hydrazine hydrate in metha-
nol, 2x 15 min) and the amide coupling (3 equiv of the respec-
tive dimer and coupling agents, 24 h) were performed to syn-
thesize the resin-bound oligopeptides. In the case of the final
coupling step, we used both phthaloyl- and Chz-protected
dimers to afford oligomers with two different cap groups.
After the desired chain length was reached, all products were
cleaved from the resin and precipitated with cold diethyl ether
to give the crude products (Scheme 2, Table 2). The crude a-
aminoxy peptides 1a-i were subsequently purified by semipre-
parative RP-HPLC to a purity greater than 95%, lyophilized,
and characterized by HRMS (Table 2). To the best of our knowl-
edge, the decamers 1h and 1i are the longest a-aminoxy pep-
tides reported so far.

Biological evaluation

Anticancer activity: While no anticancer activities have been
reported for a-aminoxy peptides, recent reports regarding the
cytotoxic activities of various ACPs® and ACP mimetics (anti-
cancer foldamers)®®' prompted us to investigate the anticancer
activity of the a-aminaxy peptides 1a-i. All compounds were
first tested for their cytotoxic properties against the human
esophageal squamous cancer cell line Kyse510 and its cisplatin
resistant subclone Kyse510 CisR. Several compounds exhibited
remarkable anticancer activities (Table 3). It is worth noting
that the most potent a-aminoxy peptide Th (IC, =14 um) ex-
ceeded the potency of the reference compound cisplatin
(IC5o=2.0 nm) against Kyse510 cells and also showed the high-
est activity against Kyse510 CisR cells (/C;,=2.6 um). All com-
pounds were subsequently tested for their anticancer activity
against the human ovarian cancer cell lines A2780 and
A2780 CisR (Table 3). Remarkably, the most potent a-aminoxy
peptides Th and 1i showed an up to twofold higher activity
against the cisplatin resistant subclone A2780 CisR than against
the native cell line A2780. Again, the decamer 1h showed the
highest activity with /Cy, values of 3.3 um (A2780) and 1.7 um
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Table 3. Cytotoxic activity (MTT} of 1a-i against cancer cell lines and
HEK293 cells, !
Compound 1C,, [pM)

Kyse510 Kyse510CisR  A2780 A2780CisR HEK293
cisplatin 20-002 57402 1.7=01 1401 3810
hexamers
la =100 66.0 L4.0 =100 =100 =100
1b 558=14 658=6S5 91.6=65 =100 17.5+1.
1c =100 =100 =100 =100 >100
1d 580=13 546=+1.2 57.5=3.0 70.0+24 =100
1e 5701 7801 75-02 89406 202408
1f 638=16 773=x17 81.1=14 =100 =100
1g 402=08 524=x1.2 55.0=25 609+15 840+28
decamers
1h 1.4=0. 2601 33=01 1.7£01 90106
1i 27-01 66+0.5 80—04 39+01 263+13
[a] CisR =cisplatin resistant. [b]) Data shown are the mean =+ SE of at least
3 experiments,

(A2780 CisR). From the data summarized in Table 3 some pre-
liminary structure-activity relationships can be drawn: 1) Re-
placement of the phthaloyl by a Cbz protecting group leads to
a up to tenfold increase in the anticancer potency (see 1d vs.
1e), 2) decamers are more potent than hexamers (see 1a-g vs.
1h,i), and 3) aromatic side chains increase the anticancer activ-
ity (see 1b vs. 1e; and 1a vs. 1d). To probe the selectivity of
our c-aminoxy peptides against cancer cells, we investigated
the cytotoxicity of 1a-i against human embryonic kidney 293
(HEK293) cells (Table 3). The results showed that the most
potent a-aminoxy peptides 1e,h,i are less toxic to normal
cells than to cancer cells. In summary, even though the prefer-
ence for cancer cells still needs to be improved for an in-
creased therapeutic index, a-aminoxy peptides can be consid-
ered a new class of anticancer foldamers.

Conformational analysis

The activity of ACPs and anticancer foldamers is generally asso-
ciated with a specifically folded biocactive conformation.®' As
the folding behavior of long-chained a-aminoxy peptides is
still elusive, we analyzed the conformations of representative
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members of this novel class of anticancer foldamers by X-ray
crystallography, molecular modeling, NMR spectroscopy, mo-
lecular dynamics (MD) simulations, and CD spectroscopy.

X-ray crystallography: We obtained diffraction-quality crystals
of the u-aminoxy hexapeptide 1b by crystallization from ace-
tonitrile/water. The packing of the molecules in the crystal
structure (Figure 1A) is dominated by two types of interac-
tions: 1) Each molecule is head-to-tail connected to neighbor-
ing ones by hydrogen bonds resulting in a zig-zag chain; the
characteristic angle of this zig-zag chain seems to depend on
the steric demand of the terminal side chains (Figure 1A).
2) The side chains of adjacent zig-zag chains interlock with
each other (Figure TA).

The conformation observed in the crystal structure of 1h
(Figure 1B} is in several aspects in good agreement with the
folding pattern previously predicted for a-aminoxy peptides!*!
1) The secondary structure is stabilized by the formation of
eight-membered hydrogen-bonded rings leading to multiple
highly conserved a N—O turns. 2) The side chains alternate on
opposite sides of the helix. This results in the interlocking of

C
i+8
1?“;,5\,44
RMSD[A] 050 0.50 1.28
[’ 24.26 20.27 44.88
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neighboring side chains, which possibly contributes to the sta-
hility of the molecule (Figure 1A). As a consequence of all
these interactions, the backbone of the all-o-configured
a-aminoxy hexapeptide forms a right-handed helix. 3) The -
aminoxy peptide helix is rather flat (Figure 1B, bottom) com-
pared to other helices of conventional spiral shape, such as -
helices or 3,,-helices.

In comparison to previous conformational studies on c-ami-
noxy peptides, we observed some subtle but important differ-
ences. By quantum mechanical calculations, the amide carbon-
yl at the i+ 2 position had been predicted to be twisted by
—30-50" relative to the corresponding carbonyl at the i posi-
tion, thereby leading to a 1.84-helical conformation.” However,
the crystal structure of 1b reveals that precisely two residues
are necessary to complete a full turn around the helical axis,
which demonstrates that a-aminoxy peptides adopt a 2;-helix.
The observed helical pitch of 5.8 A {1 0.1 &) (Figure 1B) lies in
between the helical pitches observed in typical protein secon-
dary structures, such as a-helices (5.4 A) or 3,-helices (6.0 A),
in contrast to the computationally predicted helical pitch of
6.5 Al

B

5
[#)
¥

6.0 N +7
'W«; ’*% i+6 it@{?\[/

! \,,.j;\i-v-z#

i

£

0.15 0.67
4.05 30.04

0.68
27.16

Figure 1. X-ray crystal structure of the a-aminexy hexapeptide 1b. A) Crystal packing of 1b. Arrows denote the orientation of the a-aminoxy hexapeptides
{C-terminus —N-terminus}. B} Close-up view of 1b in side view (top, C-terminus at the top} and rotated by 90" {bottom, C-terminus oriented towards the
viewer). Intramolecular hydrogen bonds are depicted as dashed lines. Overlay of C, and C; atoms of the crystal structure of 1b onto (C) C, and C;; atoms of

a canonical «-helix and (D} C, and C, atoms of a 3,,-helix, resulting in a i,/ + pattern (in which j ranges from one to eight). The Cbz protecting group is ori-
ented towards the helical C-terminus. In the lower panel, the overlays are rotated by 90°, such that the helical C-terminus is oriented towards the viewer. The
carbon atoms of the crystal structure of 1b are depicted in green (A-D}. The helical structures are depicted as black sticks with transparent cartoon represen-
tations (C+ D). The magenta spheres highlight the helical reference atoms addressed by the side chains of 1b. The root mean square deviation (RMSD} and
average angle deviation 3 (see text for definition) were used to evaluate the quality of the superimpesition.
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Molecular modeling: To probe if a-aminoxy peptides can
mimic specific features of protein secondary structures, we
overlaid the C, and C; atoms of the crystal structure of 1b
(Figure 1B) onto respective atoms of a canonical c-helix (back-
bone dihedrals ¢ =-48.0" and = -57.0"; Figure 1C), and
a 3y-helix (¢=-74.0° and 3 =—-4.0°; Figure 1D). The root
mean square deviation (RMSD) of the C, and C; atoms of 1b
with respect to equivalent atoms of the secondary structures
and the average angle deviation (3) of the respective C,—C;
bond vectors were used to evaluate the quality of the superim-
position (Figure 1C,D).

For the a-helix, amino acid side chains in the /,i+f,i+k posi-
tions (with j and k in the range of two to eight) of two helix
turns are well addressed by w«-aminoxy oligopeptides when
their N-terminus is oriented towards the C-terminus of the a-
helix. For the substitution pattern i,i+4,i+8 (side chains on
one helical face, Figure 1), we determined a RMSD of roughly
0.5 A and a  smaller than 25% indicating similar positions of
the C, and C; atoms and similar side chain orientations. Similar
RMSD and i values were found for the substitution patterns
i,i+2,i+6 (Figure 1C), ii+2,i+4, and i,i+2,i+4,i+8 (side
chains on both helical faces, Figure S1A in the Supporting In-
formation). In contrast, other helical substitution patterns,
which have been described for protein-protein interfaces™
(i,i+4,i+7, Figure 1C; i,i+3,i+7 and i,i+4,i+6, Figure S1A),
reveal larger positional and/or angle deviations (up to 1.41 A
or 48.32°).

The substitution pattern i,i+3,i+6 of a 3,,-helix is perfectly
addressed by the side chains of the c«-aminoxy oligopeptides
(RMSD =0.15 A, 57=4.05") when the Cbz protecting group is
oriented towards the helical C-terminus (Figure 1D). In addi-
tion, the side chains of the a-aminoxy peptides can also mimic
a great variety of other 3,-helical side chains patterns (i,i+j
with 1 <j< 8), resulting in a RMSD smaller than 0.7 A and a 5
of roughly 30° (Figure 1D). For both secondary structures,
larger positional and/or angle deviations are found if the Cbz
protecting group of 1b is oriented towards the helical N-termi-
nus (Figure S1B,C).

Taken together, u-aminoxy oligopeptides represent a new
class of helix mimetics that can mimic several substitution pat-
terns of u-helices and 3,-helices. Although there is an increas-
ing number of synthetic scaffolds for the mimicry of side
chains on a single face of an a-helix, there are very few exam-
ples that can reproduce the side chain projection of two heli-
cal faces!"” Therefore, these findings may enable the structure-
based design of a-aminoxy peptide-based one-sided and
double-sided helix mimetics with potential applications as in-
hibitors of protein-protein interactions or as analogs of a-heli-
cal ACPs.

Conformational properties in solution: As shown above, the
similarity in the fold and helical pitch of the 24-helix and the
secondary structures of canonical peptides, namely «- and 3,,-
helices, is intriguing and highlights the particular importance
of this structural element. Yet to understand its role for biologi-
cal activity it is indispensable to know the conditions that sup-
port the existence of the 24-helix in solution.

Chem, Eur. J. 2016, 22, 1760017611 www.chemeurj.org
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To study the conformational properties of 1b and 1¢ in solu-
tion, we performed 2D rotating frame nuclear Overhauser
effect spectroscopy (ROESY) experiments in CDCl; at room
temperature. The "H NMR spectra of 1b and 1¢ revealed no
evidence for the presence of multiple conformations. In agree-
ment with previously published data! all internal aminoxy
protons of 1b and 1c¢ were custered in the range of 11.5-
12.5 ppm, whereas the N-terminal aminoxy and the C-terminal
NH, protons were shifted upfield (see the Supporting Informa-
tion). Key ROE cross-peaks observed in the 2D ROESY spectra
of 1b and 1c¢ are illustrated in Figure S2 and S3 (see the Sup-
porting Information). Previously, Yang and coworkers found
a characteristic ROE pattern for the typical « N—O turn of a ho-
mochiral a-aminoxy peptide with each internal aminoxy
proton (NH), showing a strong ROE to its own a-methine
proton (C,H) and a weaker ROE cross-peak to the neighboring
backbone methine proton (C H.,)*" The same ROE pattern
was observed in our 2D ROESY analysis of 1c (Figure S2),
which indicates the presence of repetitive « N-O turns. While
the overlap of some signals in the 'H NMR spectrum of 1b
hampered the assignment of some of the weaker ROE cross-
peaks, the key ROE pattern (Figure 53) was also observed for
1b. Furthermore, the interatomic distances reflected by these
ROE signals are in good agreement with the distances ob-
served in the crystal structure of 1b (Figure 54).

To corroborate this observation and to gain insights regard-
ing the preferred conformation of 1b in solution, we per-
formed molecular dynamics (MD) simulations of 1.5 ps length
of 1b in CHCl,. The conformational ensemble was clustered ac-
cording to the structural similarity of the backbone. In general,
for all clusters |-X, the distances measured between the re-
spective hydrogen atoms are in agreement with the occur-
rence of an ROE pattern that is indicative for repetitive « N-O
turns, in particular for ROEs observed in the N-terminal part of
the molecule (Figure S4). Representative structures of 1b ex-
tracted from the clusters | and I, which contain more than
73% of all conformations (Figure S5), show pronounced move-
ments of the N-terminal Chz group and the C-terminal a-ami-
noxy acid only. For the core region, however, a conformation
very similar to the crystal structure is found, with characteristic
repetitive o N—Q turns forming a rather flat helix with the side
chains alternating on the opposite sides of the helix {Figure 2).
Based on these observations, we conclude that the 2.-helix
consisting of repetitive « N—O turns is retained in a hydropho-
bic environment such as CDCls.

CD spectroscopy: In proteins and peptides, a conformation
can be identified from their CD spectra by the assignment of
characteristic motifs that correspond to a particular secondary
structure. For molecules in which such characteristic CD motifs
are not known, CD spectra can be correlated with molecular
geometries through the comparison of experimental spectra
to spectra obtained from quantum chemical calculations. The
recent development of simplified theoretical models allows the
simulation of accurate CD spectra of large molecules at com-
parably low computational cost.""*" We calculated a CD spec-
trum for the crystal structure geometry of 1b at the simplified
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Figure 2. Representative conformations of 1h in CHCl,. Overlays of 10 repre-
sentative structures extracted from the two largest clusters | (A) and Il (B)
(Figure S5 in the Supporting Information); the clustering was performed on
a conformational ensemble of 1b in CHCI; generated by MD {molecular dy-
namics) simulations of 1.5 us length. The N-terminus is oriented towards the
bottom {top panels} or te the viewer {lower panels}. For clarity, hydrogens at
carbon atoms are omitted and only the backbone and C, atoms are shown
in the lower panels.

time-dependent density functional theory (sTD-DFT) level
(0BY7X/TZVPP)"™ and compared it to experimental CD spectra
of solutions of 1b and 1f-i in 2.22-trifluoroethancl (TFE)
(Figure 3). The good agreement between the calculated and
experimental spectrum of 1b suggests that the 2g-helix is re-
tained in TFE. The spectral patterns of 1f-i look very similar
and are in good agreement with previously reported data on
short-chained a-aminoxy peptides.” Furthermore, this €D pat-
tern is also reminiscent of a fi-turn secondary structure in ca-
nonical peptides, which agrees with the fact that the 2;-helix
can be interpreted as a motif of consecutive turns. In proteins
and peptides, prototypic CD patterns indicate a particular sec-
ondary structure, more or less irrespective of the individual
amino acid sequence. This is due to the fact that the spectral
patterns arise from the dipolar coupling of electronic transi-
tions in the peptidic carbonyls of the backbone, while the con-
tributions from the side chains are often negligible."* Obvious-
ly, the same also holds true for c-aminoxy peptides. Except for
a slight additional positive intensity around 210 nm in 1i that
is possibly due to the unique arrangement of the aromatic
side chains in this compound (Figure 3, inset), the same overall
band pattern is observed in all spectra. This suggests that not
only compound 1b, but also a-aminoxy peptides 1 f-i, take up
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Figure 3. CD and UV/Vis absorbance spectra of 1b and 1 f-i in comparison
with theoretical spectra calculated for 1b at the sTD-DFT level. Inset: Differ-
ence of the normalized CD spectra {1b subtracted from 1 f-i). Deviations are
most obvious around 210 nm, in particular for the phenyl-rich oligomer 1i.

a 25-helical structure in TFE. The corresponding CD spectra re-
corded in acetonitrile look very similar, which indicates that
the secondary structure is also retained in this solvent (Fig-
ure S6). Furthermore, we did not observe significant tempera-
ture-dependent changes in the CD spectra of 1 f-i recorded in
TFE (1-20°C) and acetonitrile (—2-35"C), which highlights the
conformational stability of these «-aminoxy peptides (Fig-
ure S7).

To study the conformational properties in an aqueous envi-
ronment, we recorded CD spectra of the hexamer 1g, an a-
aminoxy peptide with satisfactory solubility in water in the
range from pH 2.5-11.2 (Figure 4). Below pH 6.5, the water sol-
ubility of 1g decreases significantly. The CD spectrum at acidic
pH values remains basically unchanged and exhibits the spec-
tral features of a 2,-helix (Figure 4 A, inset). However, similar to
previous studies on «-aminoxy dipeptides,”® significant
changes occur at higher pH values. This suggests the existence
of at least one additional conformation that is in a pH-depen-
dent equilibrium with the 2¢-helix in aqueous solutions. Every
pH-dependent spectrum can be viewed as the linear combina-
tion of the spectral contributions that correspond to individual
pH-dependent species. To determine the number of pH-depen-
dent species, their individual CD spectra, and the pK, value(s)
associated with the pH-dependent conformational transition(s)
in the pH range from 6.5-11.2, we performed a matrix least-
squares (MLS) global fitting"® a method that we have previ-
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Figure 4. A) pH-dependent CD spectra of 1g in the range frem pH 6.5-11.2
(3D representation). Inset: pH 2.5-6.0 2D representation. The low pH values
have been omitted from the MLS (matrix least-squares) analysis due to the
low solubility below pH 6.5. The colars are chosen according to litmus paper
color coding from blue (basic) to red (acidic). B) Pure spectra from MLS
global fitting that correspond to spectral contributions from the 2g-helical
structure and another conformer (left) and the corresponding titration
curves {right). The dots represent the coefficient with which the pure spectra
contribute to each pH-dependent spectrum. The curves are the theoretical
Henderson-Hasselbalch curves assuming a transition at a pK, of 8.2.

ously used for the analysis of pH-dependent spectral data."”
The MLS fitting procedure delivered a transition pK, of 8.2 be-
tween two conformational species, the pure CD spectra of two
involved conformational species, and the corresponding titra-
tion curves (Figure 4B). The pure spectrum of the low pH spe-
cies closely resembles the CD spectra of a-aminoxy peptides in
a 2-helical conformation (Figure 3). Different from the CD
spectra recorded below pH 6.5, there is a small negative fea-
ture around 220 nm, which suggests the existence of two dis-
tinct species with predominant 2-helical conformations, a spe-
cies with low solubility in water that exists at acidic pH, and
a species with higher solubility around neutral pH. The high
pH species that is represented by the second pure spectrum
presumably has a disordered conformation. Therefore, taken
together, 1g undergoes two pH-dependent transitions; one
with a transition pK, of 8.2 that is associated with a conforma-
tional transition from a disordered structure to a predominantly
2g-helical conformation, and a second transition at a pK, small-
er than 6.5 related to a dramatic decrease in solubility. Such
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a behavior could be explained by a lower pK, of the terminal
aminoxy groups in comparison to the pK, of the internal ami-
noxy groups in which the protons are involved in strong intra-
molecular hydrogen bonding (Figure 1). Deprotonation of a ter-
minal aminoxy group at around neutral pH would have only
little impact on the conformational stability, but would in-
crease the solubility in water. Deprotonation at higher pH, on
the other hand, disrupts the intramolecular hydrogen bonds
and invokes a conformational change, thereby eventually lead-
ing to the loss of the helical secondary structure.

Mode of action studies and CD spectroscopy
in a membrane environment

Most known ACPs act through membranolytic and/or apoptot-
ic modes of action.” As a first step to elucidate the role of the
conformational folding in the cytotoxic activity of c-aminoxy
peptides {(Table 3), we studied the membrane damage and
apoptosis induction of the two decamers Th and 1i, and the
hexamers 1b, 1f, and 1g that are at least 20-fold less cytotoxic
than 1h and 1i. Both membranolysis and late apoptosis even-
tually result in membrane damage that allows nuclear DNA
staining with propidium iodide (Pl). However, membranolytic
compounds lead to a much earlier cellular uptake of Pl than
late apoptosis. Early apoptosis does not lead to membrane
damage, but instead DNA fragmentation can be detected after
cell lysis and Pl staining. Flow cytometry was, thus, used to
easily distinguish between membranolysis (direct Pl uptake)
and apoptosis induction (Pl uptake only after cell lysis and
DNA fragmentation). Figure 5 shows significant differences in
the membrane damage and apoptosis induction for the deca-
mers 1h and 1i compared to the hexamers 1b, 1f, and 1q.
Whereas 2 um 1h (approx. 2xIC, by MTT) do not show signifi-
cant differences compared to the untreated control, 5 um 1h
(roughly 3.5%ICs) significantly increased the membrane
damage but did not change the number of apoptotic cells
(Figure 5 A). The second most potent peptide 1i behaved simi-
larly; the membrane damage was significantly increased at 5
and 10 um without affecting the apoptosis. In contrast, 50 pm
of the hexamers 1b, 1f, or 1g (roughly iCs,) increased the
apoptosis significantly, whereas the membrane damage was
not significantly affected. Concerning the membrane damage
and apoptosis induction, 1b resembles the DNA damaging
agent cisplatin (cDDP, Figure 5A) more than the structurally re-
lated peptides 1h and 1i. Figure 5B summarizes the ratios of
the membrane damage and apoptosis induction. The deca-
mers 1h and 1i have significantly increased ratios over the un-
treated control, cisplatin was in the range of the untreated
control, and the hexamers 1b, 1f, and 1g displayed reduced
ratios (1f and 1g significantly). The membrane damage in-
duced by the decamers 1h and 1i only leads to an increase in
apoptosis at incubation times longer than 24 h, while the hex-
amers 1b, 1f, and 1g, similar to cisplatin, directly increase
apoptosis. Hence, the decamers 1h and 1i act through a differ-
ent mechanism of action compared to the hexamers. This indi-
cates that the chain length contributes to the preferred mode
of action of the a-aminoxy peptides.
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Figure 5. Analysis of the membrane damage (MD) and apoptosis induction
(AP) in Kyse510 cells after 24 h incubation with peptides 1b, 1f-i, and cis-
platin {cDDP). A) MD and AP as percentage of the positive control {0.2% Tri-
ton X-100 for MD, 5% DMSO for AP). B} Ratio of MD to AP. Data shown are
the mean + SEM of at least 3 experiments. * Shows a significant difference
{p -2 0.05) compared to the untreated control.

Many ACPs are unordered in agueous solution but adopt
a bioactive folded conformation upon interaction with hydro-
phobic surfaces such as cellular membranes.™ Conversely,
ACPs that have a higher propensity for ordered secondary
structures also have a higher membrane binding affinity and
might therefore act by a membranolytic mechanism of action.
To study the putative correlation between the conformational
folding and membrane binding, we performed CD measure-
ments of the hexamers 1f and 1g and the decamers 1h and
1i in the presence of liposomes (POPC/POPS 50:50, 80 nm di-
ameter) as a model for membranes (Figure 6). The experiments
were performed at pH 9, a pH value in which most of the «-
aminoxy peptides exhibit a good solubility in water and are
predominantly present in a disordered conformation. To esti-
mate the relative proportions of the secondary structure in the
absence and presence of liposomes from these CD spectra, we
performed a spectral fitting using spectra obtained from the
CD analysis of 1g as spectral standards. As a standard for the
disordered conformation we used the high-pH-species pure
spectrum from the MLS global fitting (Figure 4B); for the 24
helical conformation we used the low-pH-species pure spec-
trum (Figure 4B) and an average spectrum of 1g recorded at
low pH values (Figure 4 A, inset). Addition of liposomes induces
only marginal changes for the hexamers 1f and 1g compared
to the corresponding CD spectra in the absence of lipids. The
coefficients from the linear combination of the spectral stand-
ards suggest a ratio of around 30% 2g-helix and 70% disor-
dered structure both in the absence and presence of lipo-
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Figure 6. CD spectra recorded at pH 9 for compounds 1 f-i in the absence
and presence of liposomes (POPC/POPS 50:50). The dashed curves are con-
structed by a linear combinaticn of the pure spectra from Figure 4B and the
low pH spectra from Figure 4 A (inset), which allows for a rough quantifica-
tion of the amount of 2-helices being present at the given conditions, As it
contains spectral features that are different for 1f-i {Figure 3, inset}, the
region between 205-223 nm (grey} was omitted from the spectral fitting.

somes. In contrast, the decamers Th and 1i exhibit significant
spectral changes upon addition of liposomes. In 1h, the
amount of 24-helix increases from around 20 to 60%. For 1i
the liposome-induced disappearance of the positive intensity
around 235 nm, which indicates a disordered conformation,
suggests a virtually full transition {ca. 90%) to a 2-helical struc-
ture when 1i binds to lipid membranes. The cytotoxicity of the
decamers 1h and 1i is, in contrast to 1b, 1f, and 1g, at least
in parts related to membranolysis (Figure 5). Together with the
findings from the CD experiments in the presence of lipo-
somes, this suggests that the membranolytic properties of 1h
and 1i are associated with an increased propensity for a 24-he-
lical conformation in a membrane environment.

Conclusion

In this study, we have developed an improved synthesis for
long-chained @-aminoxy oligopeptides through a combined
solution- and solid-phase approach. Several of the novel hex-
amers and decamers showed promising anticancer activities
against the cancer cell lines Kyse510 and A2780, as well as
their cisplatin resistant subclones. Decamer 1h, the most
potent oligomer (Kyse510 1C;,=1.4 um), was less toxic to
normal HEK293 cells than to the cancer cell lines, indicating
a moderate preference for cancer cells.

We obtained the first X-ray structure of an a-aminoxy pep-
tide consisting of multiple turns around the helical axis and
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identified a right-handed 2,-helical conformation with precisely
two residues per turn and a helical pitch of 5.8 A. This 2;-helix
can mimic the spatial arrangement of the peptide side chains
in a-helices and 3,;-helices. By 2D ROESY experiments, MD sim-
ulations, and CD spectroscopy we identified a 2.-helix as the
predominant conformation in organic solvents. However, in
aqueous solutions, we observed a pH-dependent equilibrium
between the 24-helix and another conformation. As CD spec-
troscopy in the presence of liposomes revealed that long-
chained «-aminoxy peptides have an increased propensity to
take up a 2,-helical conformation in a membrane environment,
we conclude that this conformation is responsible for the
membranolytic activity of the decameric a-aminoxy peptides
observed in our mode of action studies.

In summary, the improved access to a-aminoxy peptide hex-
amers and decamers allowed for a thorough analysis of their
anticancer activity, conformational fold, and modes of action of
this novel class of bioactive compounds. These findings should
improve the understanding of c-aminoxy peptides as folda-
mers and enable the structure-based design of peptide ana-
logs that mimic helical structures such as a-helices and 3,,-
helices in the future.

Experimental Section
Chemistry

Materials and general methods, synthetic protocols for the prepa-
ration of the dimeric building blocks, and the compound character-
ization data for all novel compounds are given in the Supporting
Information.

Solid-phase synthesis of «-aminoxy oligopeptides 1a-i: The
manual peptide synthesis was conducted in fritted PE syringes on
a 0.2 mmol scale. After the resin swelling for 60 min in DMF, the
Fmoc deprotection of the Rink Amide PEG resin (loading
0.56 mmolg ') was accomplished with 20% piperidine in DMF (2x
15 min, 2mL/100 mg of resin) before the resin was sequentially
washed with DMF, CH,Cl,, and DMF (3x2 mL/100 mg resin, agita-
tion for 15 s and then drained). A solution of the free acid” of the
respective phthaloyl-protected a-aminoxy dipeptide (0.6 mmol,
3.0 equiv), BOP (2654mg, 0.6 mmol, 3.0equiv), and HOBt
(81.1 mg, 0.6 mmol, 3.0equiv}) in DMF (5mL) was agitated for
1 min, NEM (101 pL, 0.8 mmol, 4.0 equiv) was added, and this solu-
tion was then added to the resin. The amide coupling was per-
formed for 24 h at room temperature. Afterwards, the resin was se-
guentially washed with DMF, CH.Cl, and DMF. Then, the phthaloyl
group was removed by treatment with 5% hydrazine monohydrate
in methanol for 15 min (2x) and the resin was sequentially washed
with DMF, MeOH, CH,Cl,, and DMF. After the assembly of the «-
aminoxy hexamer or decamer by iterative cycles of the phthaloyl
deprotection, the amide coupling reaction, and several washing
cycles (final washing with CH,Cl,), the crude product was cleaved
from the support with TFA/TES (98:2, w/v, 5ml) for 1.5 h. The fil-
trate was concentrated in a stream of nitrogen to a volume of
smaller than 1 mL. The crude product was precipitated with cold
diethyl ether, centrifuged, and the diethyl ether was discarded.
This procedure was repeated twice to obtain the crude w-aminoxy
peptide. For the semipreparative purification, the crude a-aminoxy
peptides were redissolved in acetonitrile and purified on a Macher-
ey-Nagel Nucleosil C8 RP-HPLC column (VP 250/10 Nucleosil 100-5
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C8ec) at a flow rate of 4 mLmin '. Fractions containing only the
desired r-aminoxy peptide were collected and lyophilized from
the HPLC solvents, yielding the purified c-aminoxy peptides
(>95% purity in all cases, for details see Table 2 and the Support-
ing Information).

Biological evaluation

Cell lines and cell culture: The human esophagus cell line
Kyse510 and human embryonic kidney cells HEK293 were obtained
from the German Collection of Microorganism and Cell Cultures
{DSMZ, Braunschweig, Germany). The human ovarian carcinoma
cell line A2780 was obtained from the European Collection of Cell
Cultures (ECACC, Salisbury, United Kingdom). The cisplatin resistant
CisR cell lines were generated by exposing the parental cell lines
to weekly cycles of cisplatin at an inhibitory concentration of 50%
according to Gosepath et al. and Eckstein et al.”®'” The cell lines
were grown at 37°C under humidified air supplemented with 5%
CO, in RPMI 1640 (A2780, Kyse510) or DMEM (HEK293) media con-
taining 10% fetal calf serum, penicillin (120 IlUmL™"), and strepto-
mycin (120 pgmL™").

MTT cell viability assay: MTT assays were performed as previously
described * MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoli-
um bromide) was purchased from Applichem (Darmstadt, Germa-
nyl. In brief, A2780, Kyse510, and HEK293 cell lines were seeded in
96-well plates. After 24 h, the cells were exposed to increased con-
centrations of the test compounds. Incubation was ended after ad-
ditional 72 h, and the cell survival was determined by adding the
MTT solution {5 mgmL ' in PBS buffer). The formazan precipitate
was dissolved in DMSO and the absorbance was measured at 544
and 690 nm in a FLUOstar microplate reader (BMG LabTech, Offen-
burg, Germany).

Analysis of the cell membrane integrity and apoptosis: To mea-
sure the membrane integrity, Kyse510 cells were grown in &-well
plates and treated with the indicated concentrations of the com-
pounds for 24 h. Treatment with 0.2% Triton X-100 for 20 min
served as a positive control. After harvesting and washing with
PBS, the cells were stained with 20 pgmL™" propidium iodide (PI,
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) dissolved in 0.9%
NaCl for 15 min in the dark at 37°C. Then, the cells were analyzed
by flow cytometry {Partec, Miinster, Germany). To determine apop-
tosis, Kyse510 cells were treated in 24-well plates with the indicat-
ed concentrations of the compounds for 24 h. 5% DMSO was used
as a positive control. After incubation, the cells were lysed over-
night in hypotonic staining buffer (0.1% Triton X-100, 0.1%
sodium citrate in sterile filtrated water) containing 100 pgmL ' PI
and analyzed by flow cytometry.

Data analysis: Concentration-effect curves were obtained using
Prism 4.0 from GraphPad (San Diego, CA, USA] by fitting the
pooled data to the four-parameter logistic equation. Flow cytome-
try data were analyzed using FloMax 2.82 (Partec, Munster, Germa-
nyl.

Crystal structure analysis

Long rod shaped crystals of the hexamer 1b with an average size
of 15x15x 600 um?* were obtained after one day from acetonitrile/
water (60:40). After overlaying the crystal containing the mother
liguid with mineral oil for cryoprotection, the crystals were harvest-
ed with litho loops and flash frozen in liquid nitrogen. A dataset of
the hexamer 1b was collected at 100 K at the European Synchro-
tron Radiation Facility (ESRF, Grenoble, France) on beamline
ID30A-3. According to the instrumentation at the beamline, the
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resolution was limited to 1.02 A in the comers of the detector. On
the other hand, each hydrogen atom of the structure could be lo-
cated from the AF map. The A alerts in the checkcif procedure are
solely caused by the low resolution of the experiment at the syn-
chrotron.  Crystallographic  data: space group P2,2,2,, a=
5.1627(1} A, b—23.5630(5) A, ¢—41.5043(10) A, 24874 measured
reflections, synchrotron radiation (4 — 0.9677 A), 3489 unique reflec-
tions used for the refinement, wR,(all)=0.0836, R.(all)=0.0359,
CCDC 1420774 contains the supplementary crystallographic data
for this paper. These data are provided free of charge by The Cam-
bridge Crystallographic Data Centre.

Computational methods

The polyalanine reference a-helix and 3,-helix were generated
using the Maestro suite of programs.?" Therefore, the backbone
dihedrals phi (@) and psi () were set to ¢=-48.0" and
iP=—57.0" for the u-helix and to ¢ =—74.0" and v = —4.0" for the
3,,-helix.” Superimposition of the crystal structure of 1b on C,
and C, atoms of the reference structure was performed manually
using the pair-fitting option in PyMOL"” The average angle devia-
tion (i) of the respective C,—C; bond vectors was calculated using
vector_angle.py by Robert L. Campkell with PyMOL. Details regard-
ing the MD simulations of 1b in chloroform are given in the Sup-
porting Information.

CD analysis

CD experiments: Circular dichroism (CD) spectra of the c-aminoxy
oligopeptides were recorded on a J-180 spectropolarimeter (Jasco,
Tokyo, Japan) equipped with a PFD-4255 Peltier temperature cell
(Jasco) at 20 °C. Solutions of 1b (100 um), 1f (123 pm), 1g (57 um),
Th (41 pm), and 1i (38 um) in TFE (2,2, 2-trifluoroethanol) were
placed in a T mm quartz cell (Hellma, Mullheim, Germany). The ini-
tial concentration for the pH titration of 1g was 50 um in sodium
hydroxide solution (pH 11.24). Lower pH values were established
by addition of 100 mm hydrochloric acid solution, except for the
pH range from 8-3.5, in which 10 mm hydrochloric acid was used,
and determined with a pH meter (Metrohm, Herisau, Switzerland).
CD spectra were recorded subsequently at pH 11.24, 11.00, 10.42,
10.00, 9.48, 9.01, 8.23, 8.02, 7.48, 6.99, 6,51, 6.49, 5.95, 548, 4.96,
449, 400, 3.52, 3.02, and 2.51 in a 2 mm cell (Hellma). For the lipo-
some-binding analysis we prepared liposomes with an average di-
ameter of 80 nm according to a method described previously.”
Slow evaporation of the solvent from a chloroform solution of
equimolar amounts of 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-
choline (POPC) and 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-1-
serine (POPS) under nitrogen led to a thin lipid film that was redis-
persed in water. The aqueous lipid dispersion was extruded 21
times through an 80 nm Nucleopore polycarbonate membrane
(Whatman, Dassel, GE, USA) with a LiposoFast extruder (Avestin,
Ottawa, Canada), CD spectra of the solutions of 1f (142 um), 1g
(56 M), 1h (46 pm), and 11 (33 pm) in ammonium chloride buffer
(pH 9) and of 6:1 (v/v) mixtures of the a-aminoxy peptide solutions
and a suspension of POPC/POPS liposomes in ammonium chloride
buffer (1.64 pum in respect to POPC) were recorded in a 1 mm cell.
All spectra were corrected for the solvent background (TFE, water,
ammonium chloride buffer, liposome suspension in ammonium
chloride buffer). Spectra recorded in aqueous solvents are shown
after smoothing by Fourier filtering (resolution: 4 nm).

Fitting analyses: Prior to the matrix-least-squares (MLS) Hender-
son-Hasselbalch global fitting of the pH-dependent CD spectra of
1g, all spectra were normalized with respect to their correspond-
ing UV/Vis absorbance spectra to correct for concentration errors
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arising from the addition of the acid solution and from the pH-de-
pendent solubility. The MLS procedure was performed in MATLAB
(MathWorks, Natick, MA, USA) in analogy to what has been de-
scribed elsewhere.'? In brief, the pH-dependent data set was re-
duced by singular-value decomposition to obtain a matrix in which
common spectral features throughout all pH values were clustered
together, and another matrix containing the coefficients with
which the features in the first matrix contribute to each observed
spectrum. The pK value for the transition from the disordered to
the 2;-helical conformation was determined by least-squares fitting
of the coefficient matrix with an algebraic equivalent of the Hen-
derson-Hasselbalch equation. The pure spectra of the conforma-
tional species were obtained after matrix inversion and mathemati-
cal transformation as described elsewhere.""” The semi-quantitative
analysis of the CD spectra of the w-aminoxy oligopeptides 1 f-i in
the absence and in the presence of liposomes was done by least-
squares fitting of the pure spectra from the MLS global fitting and
an average of the (normalized) spectra recorded between pH 6.0-
2.5 in the spectral range from 200-204 nm and from 223-300 nm
in MATLAB. The relative proportions given in Figure 6 represent
the linear coefficients from the spectral fitting normalized to 100 %.
Coefficients associated with the low pH species from the MLS
global fitting and with the spectra recorded at pH values smaller
than 6 were combined and attributed to the 2g-helical structure.
Quantum chemical calculation: A single-point energy calculation
of the crystal structure of 1b was performed at the density func-
tional theory (DFT) level in Gaussian 097 using the »B97X func-
tional and TZVPP'® [TZVPP basis with discarded f-functions and
TZVP basis on hydrogen atoms) as a basis set. CD and absorbance
intensities (velocity representation) were calculated at the simpli-
fied time-dependent DFT (sTD-DFT) level with the sTDA program
by Grimme and co-workers."¥! The spectra shown in Figure 3 were
constructed with a Gaussian line shape with a half width at the
half maximum of 0.3 eV and an energy shift of —0.6 eV.
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1. Supplemental figures
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Figure S1. Overlay of Cy and Cp atoms of the crystal structure of 1b onto Cq and C atoms of a canonical a-helix
(A, B) and of a 310-helix (C), resulting in i, i+j (where j ranges from one to eight) patterns. In (A) The Cbz-protection
group is oriented towards the helix C-terminus, in (B, C) towards the helix N-terminus. In the lower panel, the
overlays are rotated by 90° such that the helix C-terminus is oriented towards the viewer. In (A—C) carbon atoms of
the crystal structure of 1b are depicted in green. The helix structure is depicted as black sticks with transparent
cartoon representation. The magenta spheres highlight the helix reference atoms addressed by the side chains of
1b. The root mean square deviation (RMSD) and average angle deviation r; (see main text for definition) were used
to evaluate the quality of the superimposition.
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Figure S2. (A) Key ROEs observed in the 2D ROESY spectrum of 1¢

peaks (see page S17 for full 2D ROESY spectrum of 1c).
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Figure $3. (A) Key ROEs observed in the 2D-ROESY spectrum of 1b. (B) Expansions of important ROE cross

peaks (see page 519 for full 2D ROESY spectrum of 1b).

s4

161



10 Publikationen

f\ strong ROE

“N mediumROE

Signal Distances!# [A] in cluster(! Distances [A] in
| ] i \Y) \Y Vi VI Vil IX X  crystal structure 1b
1 29 29 28 29 26 30 28 32 27 27 2.4
2 28 25 30 26 33 24 3.0 25 33 23 2.4
3 25 27 27 29 26 27 3.0 26 27 27 2.4
4 29 27 28 31 28 31 26 30 31 33 2.4
5 31 30 28 29 32 28 32 20 28 29 2.4
8 29 32 30 28 30 39 4.0 3.7 37 27 2.4
7 27 26 33 31 27 3.0 2.6 29 3.0 36 3.0
8lel 38 31 31 32 31 35 34 39 34 34 2.8

[a] Determined for the representative conformation of each cluster.
[b] Cluster range from | to X, where | is the largest and X the smallest cluster.
[c] Distances were averaged over both Hg12 hydrogen atoms.

Figure S4. Distances between hydrogens of 1b for which experimental ROEs are available. The structure of
a-aminoxy peptide 1b; strong ROEs are indicated with red arrows and medium ROEs with blue arrows, respectively.
Signals are numbers from 1 to 8. The table below shows distances between the hydrogens for which ROEs are
available, found during 1.5 ps of MD simulations and in the crystal structure of 1b.
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Figure $5. Cluster analysis of the conformational ensemble from MD simulations. Left plot: Association of
conformations generated during 1.5 ps of unbiased MD simulations to clusters | to X. Right plot: Number of
conformations per cluster and relative cluster size with respect to the total number of conformations. In total, 75000
conformations were considered for clustering based on structural similarity of the backbone (see Supplementary
computaticnal methods for details).
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Figure 86. CD and UV-visible absorbance spectra of 1f, 1g, 1h, and 1i recorded in acetonitrile (50 mM, path: 1mm).
As the spectra closely resemble the cerresponding spectra recorded in TFE (Figure 3), these a-aminoxy
oligopeptides most probably acquire the same conformational fold in both solvents.
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Figure $7. CD and UV-visible absorbance spectra of 1f, 1g, 1h, and 1i recorded at different temperatures (1, 5,
and 20 °C) in TFE, coded with brighter colors for lower, and darker colors for higher temperatures. Neither of the
compounds exhibits any significant spectral changes in the observed temperature range. Temperature control was
established by the use of a PFD-425S Peltier temperature cell (Jasco).
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2. Chemistry

Materials and Methods

All chemicals and solvents were obtained from commercial suppliers (Sigma-Aldrich, Acros Organics,
Carbolution Chemicals) and used as purchased without further purification. Fmoc-Rink-Amide PEG AM
Resin (200-400 mesh, 0.56 mmol g') was purchased from Iris Biotech, Germany. Solution phase
reactions were monitored by thin layer chromatography (TLC) on Merck silica gel plates, precoated with
fluorescence indicator UVzsa, using ethyl acetate/n-hexane as the mobile phase. Components were
visualized by irradiation with ultraviolet light (254 nm) or staining with potassium permanganate solution
followed by heating. Flash column chromatography was performed with prepacked silica cartridges or
Fluka silica gel 60 (230-400 mesh ASTM) with the solvent mixtures specified in the corresponding
experiment. Melting points (m.p.) were taken in open capillaries on a Stuart SMP11 melting-point
apparatus and are uncorrected. Proten ('H) and carbon (*C) NMR spectra were recorded on a Bruker
Avance 300, 500 or 600 using CDClIs: as solvent. Chemical shifts are given in parts per million (ppm),
relative to the residual solvent peak for TH and 3C. 2D NMR data were collected on a Bruker Avance
600 instrument operating at 600 MHz. ROESY acquisitions were performed at 298 K with the following
parameters: spectral window = 8474.58 Hz in both dimensions; mixing time = 0.05 ms; number of
transients = 16; number of increaments = 256; number of points = 1024. Square cosine window functions
were applied in both dimensions. Elemental analysis was performed on a Perkin EImer PE 2400 CHN
elemental analyzer. HRMS analysis was performed on a UHR-TOF maXis 4G, Bruker Daltonics,
Bremen. All HPLC analyses and purifications were carried out on a Varian Prostar system equipped
with a Prostar 410 (autosampler), 210 (pumps) and 330 (UV-detector). HPLC-grade water +0.1% TFA
(solvent A) and HPLC-grade acetonitril +0.1% TFA (solvent B) were used as solvents. Analytical
analyses were performed on a Macherey-Nagel Nucleosii C8 RP-HPLC column (EC 250/4 Nucleosil
100-5 C8) using a linear gradient from 50% B to 100% B in 40 min at a flow rate of 1 mL min-'. For
semipreparative purification a MN Nucleosil C8 RP-HPLC column (VP 250/10 Nucleosil 100-5 C8ec)
was used at a flow rate of 4 mL min-'. Phthaloyl-protected monomers 4a—d and carboxybenzyl-protected

monomers 7a—c¢ were synthesized as described elsewhere.[']

Solution phase synthesis of a-aminoxy dipeptides 8a-k

Hydrazine monohydrate (0.44 mL, 9.0 mmol, 3.0 eq.) was added to a solution of the respective phthaloyl-
protected monomer 4 (3.0 mmol, 1.0 eq.) in methanol (15 mL). The reaction was stirred for 1.5 h and
the solvent was subsequently removed under reduced pressure. The residue was dissolved in 5%
aqueous sodium carbonate solution (15 mL) and extracted with diethyl ether (3 x 20 mL). The organic
layer was dried over anhydrous sodium sulfate and concentrated under reduced pressure to afford the
phthaloyl-deprotected monomer as colorless oil which was immediately used in the next step without
further purification. The phthaloyl-deprotected monomer was dissolved in CHz2Clz (5 mL) and added to
a stirred solution of the corresponding free carboxylic acid 5* or 7 (3.0 mmol, 1.0 eq.), HOBt (486.4 mg,
3.6 mmol, 1.2 eq.) and EDC-HCI (690.1 mg, 3.6 mmol, 1.2 eq.) in dry CH2Clz (20 mL) and the reaction

¥ The free carboxylic acids 5a-d were prepared immediately before use from their respective tert-butyl protected a-aminoxy acids 4a-d by
treatment with TFA/CH:Cl: (1:1, v/v, 10 mL/mmol} for 1 h at room temperature. The solvent was removed under reduced pressure and the
residue was azeotroped with toluene twice to give the corresponding free carboxylic acid in quantitative yields
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was stirred at room temperature overnight. The solvent was removed under reduced pressure and the
crude product was purified by flash column chromatography using hexane-ethyl acetate as eluent
(gradient: from 80:10 to 60:40 over 20 min} to afford a-aminoxy dipeptides 8a—k.

Characterization data of compounds 8a-k
Phth-"°Leu-N°Leu-OtBu (8a)
Colorless solid; yield: 1.20g (2.59 mmol, 86%); m.p. 88°C; 'H NMR

Q{’ : (600 MHz, CDCls, 25°C): 8= 10.33 (s, 1H), 8.16-7.65 (m, 4H), 4.72 (dd,

O/Y OW < J=9.2 41 Hz 1H), 4.36 (dd, J = 9.3, 4.2 Hz, 1H), 2.21-2.08 (m, 1H), 2.07-
1.95 (m, 1H), 1 .94—1.85 (m, 1H), 1.85-1.71 (m, 2H), 1.80-1.54 (m, 1H), 1.50 (s, 9H), 1.06 (d, J = 6.5 Hz,
3H), 0.99 (2 x d, J=6.6 Hz, 6H), 0.95 (d, J=6.7 Hz, 3H); "*C NMR (126 MHz, CDCls, 25°C): 5 =171.1,
167.7, 163.95, 135.1, 128.8, 124.1, 87.2, 82.7, 82.2, 42,0, 40.0, 28.2, 24.7, 23.26, 23.23, 21.92, 21.90;
elemental analysis calcd (%) for C2aHzaN207: C 62.32, H 7.41, N 6.06; found: C 62.07, H 7.16, N 5.93.

Phth-N|le-NC|le-OtBu {8b)
Colorless solid; yield: 0.98g (2.12mmol, 71%); m.p. 98°C; H NMR
\) \) (500 MHz, CDCls, 25°C): 5= 10.16 (s, 1H), 7.77-7.69 (m, 4H), 4.54 (d,
O/\W O/\ﬂ’ K J=36Hz 1H), 421 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 2.11-2.00 (m, 1H), 1.93-1.84 (m,
1H), 1.82-1.72{m, 1H), 1.72-1.62 (m, 1H), 1.43 (s, 9H), 1.42-1.28 (m, 2H), 1.08-0.86 {m, 12H); 'C NMR
(126 MHz, CDCls, 25°C): 8 = 170.4, 166.4, 163.9, 135.0, 128.8, 124.0,91.2, 86.9, 82.1, 38.5, 37.6, 28.2,
25.9, 25.8, 14.2, 13.9, 12.0, 11.9; elemental analysis calcd (%) for C24sHa:N207; C 62.32, H 7.41, N 6.06;
found: C 62.33, H 7.35, N 5.95.

Phth-NoPhe-N°Phe-OtBu (8c)
Colorless solid; yield: 1.19g (2.25 mmol, 75%); m.p. 158°C; 'H NMR
Qf /© /© (500 MHz, CDCls, 25°C): & = 10.29 (s, 1H), 7.83-7.70 (m, 4H), 7.39-7.16
O/\ﬂ’ D/Y j< (m, 10H), 4.94-4.88 (m, 1H), 4.57-4.50 (m, 1H), 3.52 (dd, J = 14.7, 4.4 Hz,
1H), 3.29 (dd, J= 14.7‘ 6.5 Hz, 1H), 3.12 (dd, J= 14.5, 6.3 Hz, 1H), 3.03 (dd, J= 14.5, 6.4 Hz, 1H), 1.33
(s, 9H); *C NMR (126 MHz, CDCl;, 25°C): & = 169.35, 166.1, 163.7, 134.0, 135.2, 135.1, 130.0, 129.7,
128.7, 1285, 128.4, 127.2, 126.9, 124.05, 88.3, 84.4, 82.5, 38.2, 37.1, 28.0; elemental analysis calcd
(%) for CaoHsoN207: C 67.91, H 5.70, N 5.28; found: C 67.63, H5.71, N5.12,

Phth-"°Ala-N°Leu-OtBu (8d)

Colorless oil: yield: 0.68 g (1.63 mmol, 54% yield): 'H NMR (500 MHz,
Q{O A CDCls, 25°C): 5 = 10.40 (s, 1H), 7.89-7.74 (m, 4H), 4.73 (q, J = 7.0 Hz, 1H),
C’AT O’YK 4.40 (dd, J = 9.3, 4.1 Hz, 1H), 2.08-1.95 (m, 1H), 1.81-1.72 (m, 1H), 1.70
(d, J=7.0 Hz, 3H), 1.61-1.53 (m, 1H), 1.51 (s, OH), 1.02 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.96 (d, J = 6.7 Hz, 3H):
13C NMR (151 MHz, CDCls, 26°C): & = 171.1, 167.1, 163.9, 135.1, 128.8, 124.1, 84.9, 82.8, 82.3, 40.1,
28.2, 24.7, 23.25, 21.9, 17.6; elemental analysis calcd (%) for Cz1H2sN207. C 59.99, H 6.71, N 6.66;

found: C 60.06, H 6.66, N 6.59.
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Phth-N9Ala-N%|le-OtBu (8e)
° \) Colorless solid; yield: 0.75g (1.78 mmol, 59%); m.p. 76°C; 'H NMR
”“ofﬁrn“o’\ro\ﬁ (600 MHz, CDCls, 25°C): 6 =10.30 (s, 1H), 8.01-7.66 (m, 4H), 471 (q,
0 o J=7.0Hz, 1H), 4.30 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 2.01-1.90 (m, 1H), 1.80-1.70 (m,
1H), 1.69 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 1.52 (s, 9H), 1.47-1.35 (m, 1H), 1.07-0.93 (m, 6H); *C NMR (151 MHz,
CDCls, 25°C). 6=170.4, 166.7, 163.8, 135.1, 128.8, 124.1, 86.8, 84.8, 82.3, 37.55, 28.2, 25.9, 17.6,
14.2, 11.9; elemental analysis calcd (%) for C21H2sN207: C 59.99, H 6.71, N 6.66; found: C 59.77,

H6.75 N 6.55.

Phth-N°Leu-"°Phe-OtBu (8f)

Colorless solid; yield: 0.94 g (1.90 mmol, 63%); m.p. 136°C; 'H NMR
o /© (600 MHz, CDCls, 25°C): & = 10.38 (s, 1H), 7.95-7.71 (m, 4H), 7.36-7.28
C%;ioé'\n/“\oi\nﬂ\ﬂ (m, 4H), 7.26-7.22 (m, 1H), 4.75 (dd, J = 9.4, 3.9 Hz, 1H), 4.63 (t
© © J=6.3 Hz, 1H), 3.32-3.13 (m, 2H), 2.27-2.09 (m, 1H), 2.00-1.87 (m, 1H),
1.86-1.76 (m, 1H), 1.40 (s, 9H), 1.09 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.02 (d, J = 6.7 Hz, 3H); 13C NMR (151 MHz,
CDClIs, 25°C): & = 169.5, 167.8, 164.0, 136.1, 135.1, 129.7, 128.8, 128.4, 126.9, 124.1, 87.2, 84.4, 82.5,
41.9, 37.3, 28.05, 24.7, 23.3, 21.9; elemental analysis calcd (%) for Cz7H32N207: C 65.31, H 6.50,

N 6.64; found: C 65.23, H6.59, N 5.57.

Phth-N°Phe-NClle-OtBu (8g)
Colorless solid; yield: 1.17 g (2.35 mmol, 78%); m.p. 65°C; 'H NMR
/Q\) (300 MHz, CDCls, 25°C): 6 = 10.10 (s, 1H), 7.85-7.67 (m, 4H), 7.39-7.19
%O/\f 0’\rr \K (m, 5H), 4.88 (dd, J = 6.7, 46 Hz, 1H), 4.19 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 3.51
(dd, J=14.7, 4.6 Hz, 1H), 3.28 (dd, J=14.7, 6.7 Hz, 1H), 2.00-1.80 (m,
1H), 1.81-1.58 (m, 1H), 1.49 (s, 9H), 1.45-1.22 (m, 1H), 1.09-0.88 (m, 6H); '3C NMR (75 MHz, CDCls,
25°C). 6 =170.2, 165.5, 163.5, 135.35, 135.0, 129.9, 128.7, 128.4, 127.1, 124.0, 88.2, 87.0, 82.2, 38.2,
37.4,28.2,625.8,14.2, 11.9; elemental analysis calcd (%) for C27Hs2N207: C 65.31, H6.50, N 5.64; found:

C65.04, H6.38, N 5.51.

Cbz-NOAla-NOPhe-OtBu (8h)
/@ Colorless oil; yield: 1.18 g (2.57 mmol, 86%); '"H NMR (300 MHz, CDCls,

25°C); 3=10.20 (s, 1H), 7.74 (s, 1H), 7.33-7.10 (m, 10H), 5.09 (d,

0/\[r O/\W \|< J=1.3Hz, 2H), 461 (t, J= 6.5 Hz, 1H), 4.30 (g, /=6.3 Hz, 1H), 3.09

(d,J= 6,1 Hz, 2H), 1.37 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 1.27 (s, 9H); *C NMR (151 MHz, CDCls, 25°C): 8 = 170.0,

168.6, 158.1, 135.75, 135.2, 129.7, 128.7, 128.6, 128.5, 128.4, 126.9, 83.95, 82.6, 82.0, 68.2, 37.2,

28.0, 16.8; elemental analysis calcd (%) for C24H30N207: C 62.87, H 6.60, N 6.11; found: C 62.59,
H6.55, N 6.04.
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Cbz-N°Ala-N°lle-OtBu (8i)
Colorless solid; yield: 0.97 g (2.29 mmol, 76%); m.p. 72°C. "H NMR
@0 N H\) o (600 MHz, CDCla, 25°C): & = 10.01 (s, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.44-7.30 (m,
\[0'/ O/Wc],/ O/T \F 5H), 5.28-5.08 (m, 2H), 4.47-4.26 (m, 2H), 2.03-1.82 (m, 1H), 1.76-1.66
(m, 1H), 1.49 (s, SH), 1.45 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 1.43-1.30 (m, 1H), 1.08-0.80 (m, 6H); '*C NMR (151 MHz,
CDCls, 25°C): 6 =170.9, 168.0, 158.0, 135.2, 128.8, 128.6, 86.3, 82.4, 82.0, 68.3, 37.4, 28.2, 25.9,
16.75, 14.2, 11.9; elemental analysis calcd (%) for C21H22N207: C 59.42, H 7.60, N 6.60; found: C 59.16,
H 7.55, N 6.52.

Cbz-N°Leu-"°Leu-OtBu (8j)
Colorless oil; yield: 0.90 g (1.93 mmol, 64%); '"H NMR (300 MHz, CDCls,
@/D\H/H‘O;f"f\“\o;{nf\o\ﬁ 25°C): 6=10.20 (s, 1H), 7.82 (s, 1H), 7.40-7.27 (m, 5H), 516 (d,
e} 0 0 J=1.2Hz, 2H), 4.46 (dd, /= 9.3, 4.2 Hz, 1H), 4.31 (dd, J = 8.8, 4.8 Hz,
1H), 2.06-1.87 {(m, 1H}, 1.93-1.75 (m, 1H), 1.78-1.46 (m, 4H), 1.46 (s, 9H), 1.07-0.86 (m, 12H); *C NMR
(75 MHz, CDCls, 25°C): 8 =171.85, 168.6, 158.0, 135.2, 128.7, 128.6, 84.6, 82.5, 82.25, 68.2, 40.5,
40.0, 28.1, 24.7, 246, 23.2, 23.2, 21.9, 21.7; elemental analysis calcd (%) for C2aHzsN207: C 61.78,
H 8.21, N 8.00; found: C 61.60, H 7.96, N 6.01.

Cbz-NO|le-N|le-OtBu (8k)

\) Coalorless oil; yield: 0.61 g (1.30 mmol, 43%); '"H NMR (600 MHz, CDCls,
25°C): 8 = 10.04 (s, 1H), 7.94-7.65 (m, 1H), 7.38-7.29 (m, 5H), 5.19-5.10
{m, 2H), 4.40-4.33 (m, 1H), 4.22-4.13 (m, 1H), 1.96-1.88 (m, 2H}, 1.76-
1.66 (m, 1H), 1.54-1.47 (m, 1H), 1.47 (s, 9H), 1.41-1.25 (m, 2H), 1.01-0.88 (m, 12H); °C NMR (75 MHz,
CDCls, 25°C): 5=171.0, 167.4, 157.9, 135.2, 128.7, 128.5, 89.2, 86.25, 82.35, 77.6, 77.2, 76.7, 68.1,
374, 37.3, 28.2, 25.9, 25.8, 14.2, 13.95, 11.9, 11.8; elemental analysis calcd (%) for C24HasN207:
C 61.78, H 8.21, N 6.00; found: C 61.55, H 8.39, N 6.16.
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Optimization of coupling conditions

Preparative conditions for the synthesis of the model hexamer 1a were optimized by investigating
several well-established coupling reagents (Table S1). The required N-protected a-aminoxy dipeptide
acids (PG-"9Xaa-N°Xaa-OH) were obtained from their corresponding fert-butyl protected derivatives
8a-k directly before use. In all cases the loading of the resin was performed by the reaction of the
deprotected Fmoc-Rink-Amide PEG AM resin with three equivalents of the phthaloyl-protected
a-aminoxy dipeptide Phth-NoLeu-N9Leu-OH in the presence of three equivalents of the respective
coupling reagent and 4 equivalents of N-ethyl-morpholine in the case of HBTU, PyPOP and BOP, for
24 h. lterative cycles of phthaloyl deprotection (5% hydrazine hydrate in methanol, 2 x 15 min) and
amide coupling reaction (3 equiv. of the respective dimer and coupling agents, 4 equiv. of base (for
HBTU, PyPOP, BOP), 24 h) were performed to synthesize the resin-bound hexamer 1a. The progress
of the loading and coupling steps were monitored using the 2,4 6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)
test.l? The results from this screening showed significant differences between the investigated coupling
reagents. The coupling agents EDCI/HOBt (entry 1) were unable to achieve a complete loading of the
resin as judged by the TNBS test. Even an attempted double coupling resulted in an incomplete loading
step. The coupling reagents DIC, DIC/HOAt, HBTU/HOBt/NEM, PyBOP/HOBY/NEM and
BOP/HOBY/NEM (entries 2-8) allowed the complete loading of the resin and the preparation of the
desired hexamer 1a. The products were cleaved from the resin by treatment with TFA/TES (98:2) for
1.6 h, precipitated with cold diethyl ether and analyzed by RP-HPLC on a Phenomenex Luna C18
column (250/4.6 Luna 100-1.8 C18). The crude purities and yields are summarized in Table $1. The
BOP/HOBYNEM coupling system (entry 8) gave the highest crude yield (67%) and purity (56%)
compared with DIC, DIC/HOBt, HBTU/HOBYNEM and PyBOP/HOBYNEM (entries 2-5). Thus,
BOP/HOBYNEM was chosen as coupling reagent for all subsequent solid-phase supported reactions.

Table S1. Optimization of Coupling Conditions®

1. Fmoc deprotection Qf /L\ )\ 1. Phth deprotection \) \) /k /L

Fm,ﬁ\o 2. Amide coupling OIW D/ﬁf O 2. Amide coupling 0’\‘“’ ij'r D/\‘ﬂ’ O/W D

Rink Amide
PEG AM resin

1. Phth deprotection \) \.) \J \.) )\ /I\

2 Amide coupling NH.
2 Cleavage °ﬁ1’ 0/\( Oﬁf “/\Ir 0/\[1' Oﬁr :
4. Purification

1a

entry coupling reagents (equivalent) crude yield® crude purity
1 EDCI/HOB (3/3) n.d. n.d.
2 DIC (3) 50% 26%
3 DIC/HOAt (3/3) 49% 38%
4 HBTU/HOBY/NEM (3/3/4) 66% 50%
5 PyBOP/HOBYNEM (3/3/4) 56% 52%
6 BOP/HOBYNEM (3/3/4) 67% 57%

®Yields are calculated based on loading capacity of the resin. n.d., not determined due to
incomplete loading step.

* Free carboxylic acids (PG-""Xaa-"“Xaa-OH) were prepared immediately before use from their respective tert-butyl protected dipeptides
8a-k by treatment with TFA/CH:Cl; {1:1, v/v, 10 mL/mmol) for 1 h at room temperature. The solvent was removed under reduced pressure
and the residue was azeotroped with toluene twice to give the corresponding free carboxylic acid in quantitative yields.
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Characterization data for compounds 1a-i

HRMS analysis was performed on a UHR-TOF maXis 4G, Bruker Daltonics, Bremen. All HPLC analysis
were carried out on a Varian Prostar system equipped with a Prostar 410 (autosampler), 210 (pumps)
and 330 (UV-detector). The solvents used were HPLC-grade water +0.1% TFA (solvent A) and HPLC-
grade acetonitril +0.1% TFA (solvent B). HPLC analysis were performed on a Macherey-Nagel Nucieosil
C8 RP-HPLC column (EC 250/4 Nucleosil 100-5 C8) using a linear gradient of 50% B to 100% B in 40

min at a flow rate of 1 ml min-'.

Phth-NOlle-"O|le-NC|le-NClle-N°Leu-"°Leu-NH; (1a)

A N S - PN
D/\n, Or\n, Of\rr o/\n, o/ﬁ'l/ 0/\’_],NH2
Colorless solid; 30% yield; 96.3% purity as determined by HPLC (50% B — 100% B in 40 min,

1 mL min'), t&z = 19.35 min; HRMS (ESI): m/z calcd. for Ca4H72N7014 [M+H]* 922.5132; found 922.5135.

Cbz-N9lle-"C|le-Clle-"°|le-N°Leu-"°Leu-NH: (1b)

o~ S S A K
©\/ o’ﬁ( o’ﬁf o/ﬁr 0’}( o’ﬁr o’ﬁr"”’

Colorless solid; 32% yield; 96.1% purity as determined by HPLC (50% B — 100% B in 40 min,
1 mL min"), &k = 18.06 min; HRMS (ESI): m/z calcd. for CasH7sN7014 [M+H]* 926.5445; found 926.5447.

Cbz-NOAJa-NOJle-NOA|a-NC|le-NCAJa-NCLeu-NH; (1¢)

@\/ H I H \) H ¢ H \) H I H /J\
O\rrN‘oﬁ'rN‘o/\ﬂ/N‘OWN‘OWN‘OWN‘OWNH?
0 4] o Q o] o] o}

Colorless solid;, 24% yield; 96.3% purity as determined by HPLC (50% B — 100% B in 40 min,
1 mL min'), tr = 20.40 min; HRMS (ESI): m/z calcd. for CasHssN7O14 [M+H]* 800.4036; found 800.4028.

Phth-N°Leu-"°Leu-"°lle-"°lle-N°Phe-N°Phe-NH: (1d)

%/L/L\)\) Joye

of\n/ o’ﬁ( o’ﬁr of\r( o’ﬁr O’WNHE

Colorless solid; 24% yield; 96.1% purity as determined by HPLC (50% B — 100% B in 40 min,
1 mL min"), tr = 20.73 min; HRMS (ESI): m/z calcd. for CsoHssN7O14 [M+H]* 990.4819; found 990.4819.
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Cbz-N°Leu-N°Leu-NClle-NOlle-N°Phe-N°Phe-NH; (1e)

Q\, 0’}( of\rr of\n' 0’\n’ o’\]( o’ﬁ(NH’
Colorless solid; 18% vyield; 97.3% purity as determined by HPLC (60% B — 100% B in 40 min,

1 mL min), tr = 20.01 min; HRMS (ESI): m/z calcd. for CsoH72N7014 [M+H]* 994.5132; found 994.5131.

Chz-NOAla-NoPhe-NCAla-NOLeu-NClle-NOlle-NH; (1f)

@ L

H

0/\n, o/\ﬂ, O/w 0/\n, O/\T O/\rrNHz
Colorless solid; 28% yield; 97.56% purity as determined by HPLC (50% B — 100% B in 40 min,

1 mL min), tr = 25.43 min; HRMS (ESI): m/z calcd. for Ca1tHe2N7014 [M+H]* 876.4349; found 876.4354.

Chz-N°Ala-N°Phe-N°Phe-NOlle-NCAla-N°Leu-NH; (1g)
@\, Ox\n, 0/\[1, 0’\1’ 0/\], OW O/W(NHE
Colorless solid; 42% vyield; 96.8% purity as determined by HPLC (50% B — 100% B in 40 min,

1 mL min), tr = 24.84 min; HRMS (ESI): m/z calcd. for CasHeoN7O14 [M+H]* 910.4193; found 910.4200.

Cbz-NoAla-Nlle-NCLeu-N°Phe-"°Ala-N°Leu- N°Phe-"Clle-N°Leu-N°Phe-NH: (1h)

SN A S AR

Q\’ o:\lr o’\“’ o’\n’ o/\r( o’}]’ o”\n’ o/\nf o/\n' 0’”\ﬂ' o”ﬁr““z

Colorless solid; 21% yield;, 96.3% purity as determined by HPLC (50% B — 100% B in 40 min,
1 mL min1), tr =31.78 min; HRMS (ESI): m/z caled. for C7iH102N11O22 [M+H]* 1460.7195; found
1480.7202.

Chz-"°Ala-N°Phe-N°Leu-"°Phe-"°Ala-"°Leu-"°Phe-"°lle-"°Leu-"°Phe-NH; (1i)

00 P02

©\/ o/-\n’ o’ﬁ( o’ﬁ( 0’\{ o’\n’ o’ﬁ( o’ﬁ( o/\ﬂ’ o"]-r OWNHZ

Colorless solid; 22% vyield; 96.6% purity as determined by HPLC (50% B — 100% B in 40 min,
1 mL min1), fr =32.85 min; HRMS (ESI): m/z calcd. for CraH100N11022 [M+H]* 1494.7039; found
1494.7029.
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3. Supplementary computational methods

In order to investigate the conformational preference of a-aminoxy peptide 1b in solution, we performed
molecular dynamics (MD) simulations of 1.5 us length of 1b in CHCIls. As a starting structure, we used
the crystal structure of 1b, energy-minimized at the HF/6-31G* level of theory with Gaussian 09.[3 The
structure was placed in a truncated octahedral box of CHCls, leaving at least 11 A between the solute
and the edge of the box, using the LEaP program in Amber 14 .14l The obtained system comprised ~3000
atoms. Atomic partial charges for 1b were derived according to the restraint electrostatic potential fit
(RESP) procedure.Fl Force field parameters for 1b were taken from the general amber force field (gaff)l€l
and for CHCIs from Cieplak et al.l”]

We applied the established MD simulation protocol described in Ref.[8]. Thus, to relax the system, we
performed three steps of energy minimization. First, we performed 500 cycles steepest descent (SD)
and 2000 cycles conjugate gradient (CG) minimization applying positional harmonic restraints with a
force constant of 5 kcal-mol-'-A-2 to all atoms of 1b, while all CHCI: atoms were free to move. Second,
we performed 2000 cycles SD and 8000 cycles CG minimization with reduced positional restraints (force
constant of 1 keal-mol-'-A2). Third, we performed 1000 cycles SD and 4000 cycles CG minimization and
removed the positional restraints completely.

The subsequent MD simulation procedure started by heating from 0 to 100 K in a canonical (NVT) MD
simulation of 50 ps length with positional restraints of 1 kcal-mol-'-A-2 applied to all atoms of 1b. Then,
the temperature was increased to 300 K in an isobaric-isothermal (NPT) MD simulation of 50 ps length.
Afterwards, the density was adjusted to 1.4 g-cm= during 200 ps of NPT-MD. Finally, the positional
restraints were gradually lowered from 1 to 0 kcal-mol'-A2 during 6 *x 50 ps NVT-MD simulations.
Production NVT-MD simulations were conducted at 300 K for 1.5 ps. Coordinates were saved in a
trajectory file every 20 ps.

For MD simulations, the particle mesh Ewald (PME) method®'® was applied to treat long-range
electrostatic interactions. We used the SHAKE algorithm(''l for all bonds involving hydrogen atoms. This
allows using a 2 fs time step for integrating Newton's equations of motion. All minimization,
thermalization, and production calculations were performed with the pmemd.cuda modulel'?! in Amber
1414

Subsequent cluster analyses of the MD trajectory were performed using cpptrajl'® of AmberTools 15.14]
The MD ensemble comprised 75000 conformations of 1b, which were clustered according to the
structural similarity (root mean square deviation (RMSD) of the coordinates) of the backbone, stopping
when 10 clusters are reached. The representative conformation of each of the ten clusters, which
showed the highest structural similarity to the cluster centroid, was extracted and used for distance
measurements between the hydrogens for which ROEs (1-8; Figure S4, Supporting Information) are
available. Finally, the ten most representative conformations of clusters | and |l were extracted, overlaid,

and analyzed with respect to structural features found in the crystal structure described in this work.
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10.3 Publikation III
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Abstract
The BCR-ABL1 oncogenic fusion protein is the molecular hallmark of chronic myeloid
leukemia (CML). Tyrosine kinase inhibitors (TKls) have revolutionized the treatment
of CML; however, resistance by various mechanisms is common. Furthermore, TKls
cannot eradicate persisting leukemia stem cells (LSCs) which may repopulate the
bone marrow during or after TKI therapy. Therefore, novel treatment approaches are
needed, and an attractive strategy is the destabilization of the BCR-ABL1 kinase,
resulting in increased sensitivity to TKI treatment. Heat shock protein 90 (HSP90)
stabilizes BCR-ABL1 protein, and several inhibitors targeting the N-terminal domain
(NTD) of HSP90 are under investigation. However, there are still concerns regarding
side effects such as induction of heat shock response (HSR) and toxicity.
We have developed a novel inhibitor (referred to as 1) of HSP90 function by targeting
HSPS0 dimerization via the C-terminal domain (CTD) through structure-based
molecular design, chemical synthesis, and functional pre-clinical validation in vitro
and in vivo using CML cell lines as well as patient-derived CML cells. 1 is a promising
potential candidate for TKI resistant CML, which (i) leads to the destabilization of the
2
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BCR-ABL1 oncoprotein and weakens the related pro-oncogenic cellular response, (ii)
does not induce HSR in vitro and in vivo, (iii) acts in a reasonable therapeutic window

and (iv) is efficient in imatinib-resistant CML, especially in BCR-ABL1T*'3,

Key Points
1) Majority of the HSP90 inhibitors induce a resistance mechanism called HSR.
2) We have developed a first in class HSP90 inhibitor which does not inflict any HSR

and is efficient in imatinib-resistant CML.

Introduction

The presence of Philadelphia (Ph) chromosome (translocation 1(9;22)(q34;911)) and
its molecular oncogenic equivalent, the BCR-ABL1 fusion, is the molecular hallmark
of CML and one of the most recurrent cytogenetic aberrations identified in human
leukemias with an incidence of more than 95% in the case of CML, 20-40% in adult
BCP-ALL, and 2-5% in childhood BCP-ALL."” BCR-ABL1 is an oncogenic fusion
protein (p210-kD) with constitutive tyrosine kinase activity, and sufficient to propagate
and sustain disease.” Most patients with CML are diagnosed in the chronic phase
(>70%), and the disease can be stabilized in a major proportion with frontline TKI
treatment strategies. Though CML can, in most cases be controlled, it cannot be
eradicated because (i) of the rapid development of resistant clones and (ii) TKls only
target proliferating leukemic clones but are unable to eradicate persisting leukemia
stem cells (LSCs).2? This implicates long-term dependence on TKls with an
increased risk of resistance and subsequent disease progression to blast crisis,
which is a disease state that is extremely difficult to treat with current therapies. The
introduction of TKI imatinib (IB) and the second-generation TKI, e.g., dasatinib and
nilotinib have prompted initial clinical response, but in the case of the BCR-ABL1
mutant phenotype, resistance is also common.'®'? Two mechanisms of TKI
resistance are known, primary resistance, which is insufficient protein binding or
aberrant expression of drug transporters, and secondary resistance, which refers to
ABL1 kinase mutations.'>'# In a meta-analysis, which analyzed twelve studies with
1,698 newly diagnosed CML patients, 9.7% developed imatinib resistance, 1.7%
dasatinib and 3.35% nilotinib resistance.® Especially the BCR-ABL173'3! mutation is
common, associated with disease progression, shortened survival rates,'® and only

sensitive against third-generation TKI ponatinib. However, the indication for ponatinib

3
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is limited because of its high risk of inducing cardiovascular side effects.'® Hence, the
introduction of novel therapeutic agents, which specifically target or destabilize the
BCR-ABL1 in combination with specific TKls, can be a major advantage in the
treatment of CML.

Heat shock proteins (HSPs) act as molecular chaperones, thereby ensuring correct
protein folding and translocation of several client proteins. The HSP of 90 kDa
(HSP90) facilitates the correct folding of several oncogenic, newly synthesized and
denatured proteins, among them BCR-ABL1."77 HSP90 expression is highly enriched
in BCR-ABL1 positive leukemia.'”'® Hence, targeting HSP90 would increase the
proportion of misfolded BCR-ABL1, which could serve as a potential therapeutic
strategy against CML in the future, alone or in combination with TKls.2? Several
inhibitors targeting HSP90 have been established but none has been clinically
approved by the FDA. Majority of the HSP90 inhibitors target the ATP binding pocket
in HSP90's N-terminus and thereby induce a resistance mechanism called heat
shock response (HSR).?'?22 HSR is a pro-survival mechanism essentially
characterized by the overexpression of other pro-survival HSPs such as HSP70,
HSP40, and HSP27 (mediated by HSF1) in response to HSP90 inhibition, which
potentially weakens the cytotoxic effect of HSP90 inhibitors.?'-26

In the present study, we have developed a novel HSP90 inhibitor targeting HSP20
dimerization via the C-terminal domain (CTD) (referred to as 1) through structure-
based molecular design and chemical synthesis, which (i) leads to the destabilization
of the BCR-ABL1 oncoprotein and weakens the related pro-oncogenic cellular
response, (ii} acts in a reasonable therapeutic window, (iii) does not induce HSR in

vitro and in vivo, and is (iv) efficient in IB resistant CML, especially in BCR-ABL 1735,

Methods
Chemical synthesis, 2D NMR spectroscopy
See supplemental Note 1 for general methods, synthetic protocols, compound

characterization and spectral data.

Circular dichroism (CD) spectroscopy
CD spectra in trifluoroethanol (TFE) (50 uM, 1 mm path length) and sodium
phosphate buffer (10 yM, 5mm path length) were recorded on a J-810

Spectropolarimeter (Jasco) at 20°C and background corrected by solvent subtraction.

4
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Autodisplay dimerization assay
Surface display of HSP90 on E. coli BL21 (DE3) cells was performed as described

before?’. (See supplemental note 2 for further details)

Microscale Thermophoresis (MST)

The HSP90 CTD was purified as described before?® and labeled with the Monolith
NT™ Protein Labeling Kit RED-NHS (Amine-reactive) of NanoTemper (NanoTemper
Technologies GmbH, Minchen, Germany) according to the manufacturer’s protocol.

(See supplemental note 2 for further details)

Analytical ultracentrifugation

Sedimentation velocity experiments were carried out using a Beckman ProteomelLab
XL-A ultracentrifuge (Beckman Coulter, Inc., Indianapolis, INUS) equipped with an
absorbance detection system and an eight-hole rotor. (See supplemental note 2 for
further details)

Luciferase refolding assay

Luciferase assay was performed with K562 cells, stably expressing luciferase-
transgene, as described in?® with some modifications. (See supplemental note 2 for
further details)

DARTS

Drug Affinity Responsive Target Stability (DARTS) assay was carried to evaluate the
protease protection of 1 from thermolysin, described in?°. (See supplemental note 2
for further details)

WB & Blue-native gels
Cell lysates were generated after 48h treatment of leukemic cells with 1, IB, NB or
AUY922. (See supplemental note 2 for further details)

Blue-native gels

Blue-native gels were performed following manufacturer's instructions (Invitrogen)

and as described in?°. (See supplemental note 2 for further details)
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Molecular dynamics simulations and computation of effective binding energies
To provide a structural model of the binding mode of 1 at the HSP90 CTD, we
performed 60 molecular dynamics (MD) simulations of at least 400 ns length of free
diffusion®® of 1 in the presence of the CTD. During the MD simulations, 1 was not
biased by any guiding force. Resulting MD trajectories were analyzed with respect to
potential binding sites of 1 and its binding mode. Furthermore, effective binding
energy calculations of 1 binding to the CTD were performed®! (See supplemental

note 2 for further details)

Cell culture

K562, KCL22 (BCR-ABL1+), HL60 and Mutz-2 (BCR-ABL1-) leukemic cell lines
(DSMZ, Braunschweig, Germany) were cultured in RPMI1640 supplemented with 10
% FCS and maintained at 37°C with 5 % CO2, except Mutz-2,°? which was cultured in
a-MEM supplemented with 20% FCS and 20% conditioned medium from 5637 cells
(DSMZ). Normal Ba/F3 (murine pro-B cell line) or expressing BCR-ABL 17315l M351T &
E25°K mutants were cultured in RPMI1640 (10% FCS) supplemented with or without
IL-3 (10ng/ml), respectively. Ba/F3 cells expressing BCR-ABL1 mutants were
resistant against IB until ~10 pM. In addition, IB resistant (~1 yM) K562 and KCL22
(referred to as K562r and KCL22r) were generated by the gradual increase in the

concentration of IB (Sigma-Aldrich) over a period of 3-6 months .

Primary Cell culture

Fresh cord blood (CB) samples were obtained from the Institute for Transplantation
Diagnostics and Cell Therapeutics (Heinrich-Heine-University, Duesseldorf) after
informed consent approval of the local ethical committee. Mononuclear cells (MNC)
were isolated by Ficoll density gradient centrifugation using standard procedures and
later cultured in Mononuclear Cell Medium (PromoCell, Heidelberg, Germany).
CD34+ cells were later sorted from these MNC using MACS (Miltenyi, Gladbach,
Germany).*? Five primary CML-patient derived CD34+ cells were obtained from
newly diagnosed patients after informed consent approval of the local ethics
committee and were cultured in Stemline® 1l Hematopoietic Stem Cell Expansion
Medium (Sigma-Aldrich).3?
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Viability, proliferation and cell cycle assay

(See supplemental note 2 for further details)

Annexin V staining and Caspase 3/7 Glo assay

(See supplemental note 2 for further details)

FACS and CFU assay

(See supplemental note 2 for further details)

In vivo Xenograft tumor model

5 x 10° K-562-luciferase expressing (stably transduced) cells mixed with matrigel
matrix (Corning, NY, USA) were injected subcutaneously in the dorsal flank of NSG
(B6 NOD.Cg-Prkdcsed 112rgtm"Wil [SzJ; JAX-Nr.: 005557; Jacksons Laboratory, Bar
Harbor, ME, USA) mice. Engraftment was monitored by measuring luminescence 3-
4 days after i.p. injection of 150 ug per 100 pl D-Luciferin Firefly, sodium salt
monohydrate (Biosynth, Staad, Switzerland) using the Caliper VIS Lumina Il
Multispectral Imaging System (Perkin Elmer, Rodgau, Germany) and the Living
Image Software. Compound 1 (0.5 mg/kg dose) or vehicle (DMSO) was administered
starting from the day after the transplantation by peritumoral injection for 17 days
(n=5 per group). Mice were sacrificed on Day 17 and excised tumors were weighed
and subjected to WB analysis. No blinding experiment was performed. Animal
husbandry and experiments were conducted in accordance with the German Animal
Welfare Act at the Institute for Tumor Bioclogy and Experimental Therapy, Georg-
Speyer-Haus, Frankfurt, Germany.

Results

Design and synthesis of a-aminoxy hexapeptides 1 and 2 as potential HSP90
CTD dimerization inhibitors

HSP90 is a homodimer, with each monomer consisting of three major functional
domains: the N-terminal domain (NTD), the middle (M) domain, and the C-terminal
domain (CTD) which mediates HSPS0 dimerization (Figure 1a). Inhibitors targeting
the NTD trigger a survival mechanism in cancer cells referred to as HSR, whereas
inhibiting the HSP90 CTD dimerization could circumvent this stress response.21-26.34
Thus, the development of inhibitors against HSP90 CTD dimerization might be the

7
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most promising route towards new clinical HSP90 inhibitors.?? The CTD dimerization
interface is formed by a characteristic four-helix bundle (Figure 1b)35. We recently
introduced a strategy to identify small-molecule mimetics of protein-protein
interactions starting from hot spot residues in the interface that account for most of
the binding affinity.?83° Accordingly, we have resolved hot spots in the HSP90 CTD
dimerization interface (1688, Y689, 1692, and L696, Figure 1c¢) and identified the first
peptidic inhibitors shown to bind to the CTD.?"28 However, peptides feature serious
drawbacks as drugs, such as low metabolic stability and poor bioavailability. In this
work we aimed at the development of the first peptidomimetic HSP90 CTD
dimerization inhibitors. We recently demonstrated that a-aminoxy peptides, a novel
class of peptidomimetic foldamers, can fold into a unique 2s-helical conformation.*®
Molecular modeling studies revealed that this 2s-helix can mimic the spatial
arrangement of peptide side chains in a-helices.3® Herein, we found that side chains
of a a-aminoxy hexapeptide can accurately mimic the HSP90 dimerization hot spots
(Figure 1¢). Based on this knowledge, we designed two tailor-made potential HSP90
CTD dimerization inhibitors (a-aminoxy hexapeptides 1 and 2, Figure 1d). A
combination of the solution- and solid-phase supported methods was used to
synthesize 1 and 2. Initially, a series of monomeric and dimeric building blocks were
prepared in solution (see supplemental Note 1). The target compounds 1 and 2
were then prepared via solid-phase synthesis (Figure 1d) and purified by RP-HPLC
to > 95% purity. Investigating the conformational properties by 2D NMR spectroscopy
(supplemental Figure 1 and 2) and circular dichroism (CD) spectroscopy
(supplemental Figure 3) confirmed that 1 and 2 are able to fold into the desired 2s-
helical conformation indicating that they can adopt the required secondary structure
to mimic the HSP90 CTD dimerization hot spots.

1 inhibits HSP90 dimer formation, specifically binds to the CTD of HSP90, and
either dissociates oligomeric species of or suppresses HSP90 CTD
oligomerization

To elucidate the biological properties of 1 and 2, we first showed by means of a
dimerization assay based on the autodisplay technology?” that 1 and 2 inhibit HSP90
dimer formation (Figure 2a, 2b). Furthermore, binding of 1 and 2 to the CTD of

HSP90 was revealed by microscale thermophoresis (MST) measurements with the
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purified, recombinant, NT-647 labeled CTD of HSP90 (1: Kb = 27.4 uM; 2: Kb =
44.2 uyM; Figure 2¢, 2d).

The efficacy of 1 and 2 to HSP90 was also analyzed in vitro by using K562 cells,
stably expressing a luciferase transgene. A cell-based luciferase refolding assay?®
revealed a dose-dependent reduction in the luciferase activity within 180 min after
application of 1 or 2, comparable to (C-terminus HSP90 inhibitor) noveobiocin (NB)
and (intravenous N-terminus HSP9Q inhibitor) NVP-AUY922 / AUY922 / luminespib
(Figure 2e, supplemental figure 4a). Hence, 1 (ICso: 5.72 £0.31 pM - K562;
7.1 1.7 uM - HLB0) was selected for further experiments due to the higher efficacy
in autodisplay, MST and luciferase refolding assay as well as in the viability assay
compared to 2 (ICso: 16.8 £ 0.11 uyM - K562; 17.4 £ 0.4 uM - HL60) (supplemental
Figure 4b). We proved specific binding of 1 to HSP90 complexes by native gel
analysis, resulting in a more potent disruption of HSP90a and HSP20pB (also HSP40
and HSP27) complexes (including their monomers/dimers) at cytotoxic
concentrations (supplemental Figure 5a) than NB and AUY922. In contrast,
treatment with AUY922 resulted in an elevated expression of HSR-associated protein
complexes (including their monomers/dimers) of HSP40 and HSP27 (supplemental
Figure 5a). 1 protected recombinant HSP90a protein from degradation against
thermolysin digestion, an assay commonly used to quantify drug affinity responsive
target stability (DARTS)?® (supplemental Figure 5b). Additionally, immunoblotting
was performed under reducing (+DTT) and non-reducing (-DTT) conditions and it
revealed that 1 acts on HSPS0 oligomers, in contrast to NB but in concordance with
AUY922 (supplemental Figure 5¢). Finally, sedimentation velocity analysis revealed
that 1 influences the size distribution of HSP90 CTD, in that 1 is able to either
dissociate oligomeric species of or suppress HSP90 CTD oligomerization (Figure 2f
and see supplemental Note 2).

In summary, these results reveal the specific binding of 1 to the CTD of HSP90.

1 is predicted to bind to the HSP90 CTD dimerization interface and mimic hot
spot residues on helix H5’

To provide a structural model of the binding mode of 1 at the HSP90 CTD, we
performed 60 molecular dynamics simulations of at least 400 ns length of free
diffusion of 1 at mM concentrations in the presence of the CTD (supplemental

Figure 6 and see supplemental Note 3). In 22 of the MD simulations, 1 binds to a

9
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site between helices H4 and H5 in the dimerization interface (site © in Figure 3a, b
and supplemental Figure 7). In the remaining cases, 1 either binds to a hydrophobic
site occupied by the middle domain in full-length HSPS0 (site @ in Figure 3a, b;
supplemental Figure 7 and 8) or gets interim trapped in locations scattered across
the CTD surface (sites @ in Figure 3b, ¢ and supplemental Figure 7). Extending
the simulation times to 1 ys did not lead to the release of 1 from the site @, but did so
for 1 at the site @ (supplemental Figure 9). These results are corroborated by
effective binding energy calculations that show that the most favorable effective
binding energies are found for 1 at the site @ (Figure 3a; supplemental Figure 10
and 11). Investigation of conformations of 1 at the site @ furthermore revealed that
side chains of 1 partially align with side chains of hot spot residues of helix H5’
(Figure 3d). Taken together, the computational results suggest that 1 binds to the

HSP90 CTD dimerization interface and mimics hot spot residues on helix H5' 28

1 destabilizes BCR-ABL1 oncogenic properties via HSP90 without inducing
HSR

BCR-ABL1 maintains and propagates CML.” First, we evaluated HSP90 expression
in BCR-ABL1+/- cell lines (supplemental Figure 12a). Later the average ICso values
for 1 in selected cell lines were determined (Table 1). Upon 48 h exposure to 1, K562
cells downregulated BCR-ABL1 levels as well as downstream signaling pathways
such as STAT5a and CRKL, evaluated by western blot (WB) analysis (supplemental
Figure 12b). 1 additionally reduced pAKT-S473, pS6 expression and expression of
client proteins associated with HSP90 chaperone activity, involving {-AKT, t-STAT5a,
t-CRKL, cMYC, and BCL2 (supplemental Figure 12b).

The major challenge associated with the HSP90 inhibitors in the pre-clinical and
clinical testing phase is non-selectivity and the induction of HSR, which may provide
resistance to the tumor cells and can cause severe side effects due to higher doses.
1 triggered the degradation of HSP90 client proteins without elevating the expression
of HSPs (HSP70, HSP40 & HSP27) involved in HSR in contrast to AUY922
(Figure 4a and supplemental Figure 5a).

1 inhibited cell proliferation (supplemental Figure 12c¢) and induced apoptosis in
HL60 and K562 as illustrated by Annexin V and Pl staining with ~ 2-6 fold increase in
the apoptotic cells upon 48 h treatment (supplemental Figure 12d). Comparable

results were observed in a caspase 3/7 enzyme-dependent apoptosis assays with an
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induction of ~3-5 fold of apoptotic cells in K562, HL60, Mutz-2 (data not shown) and
KCLZ22, in accordance to NB (Figure 4b). K562 cells were dose-dependent arrested
in G1 phase as well as a reduction in G2/M phase was observed after exposure to 1
{supplemental Figure 12e). Furthermore, 1 facilitated early differentiation in a liquid
medium, measured by expression of differentiation markers involving CD13 and
CD38 in K562 cells, and CD11b in HL60 cells (supplemental Figure 12f). Moreover,
48 h exposure of 1 to K562, HL80, Mutz-2 (data not shown) and KCL22 significantly
reduced their colony forming capacity (Figure 4c). However, 1 was effective at
micromolar (M) concentration, approximately 100 fold below NB in the millimolar
range (mM). In summary, these data confirm a potent anti-BCR-ABL1 effect in the
absence of HSR induction and at low cytotoxic concentrations.

The clinical value of 1 depends on its therapeutic window. In this regard, we first
evaluated cell viability (trypan exclusion) (Figure 5a) and caspase 3/7 activity
(supplemental Figure 13a) in healthy human cord blood (CB) derived mononuclear
cells (hMNC-CB). 1 showed less cytotoxicity on healthy hMNC-CB at ICso
concentrations of leukemic cell lines (Table 1). We also determined the ICso
(13.3 £ 2.3 M) (supplemental Figure 13b) and caspase 3/7 activity (supplemental
Figure 13c) of 1 on CB-derived CD34+ cells from healthy individuals (n=3). Similarly,
the cytotoxic effect of 1 was ~ 2 fold less pronounced on healthy CB-CD34+ than on
leukemia cell line models. In addition, unlike in leukemic cell lines, 1 did not induce
early differentiation of CB-CD34+ cells in liquid medium at 8 and 12 yM, measured
by expression of differentiation markers CD14 and CD19 (supplemental
Figure 13d). These data suggest that 1 acts in a reasonable therapeutic window.
Furthermore, 1 inhibited cell proliferation (Figure 5b) and induced apoptosis
(Figure 5¢) at 6 and 12 pM without inducing any HSR (supplemental Figure 14a, b)
in primary CMLCP34* patient-derived cells. Like in leukemic cell lines, in liquid medium
1 induced early differentiation in CML®P34* which was measured by FACS for the
expression of CD14 and CD19 (supplemental Figure 14c). Moreover, 48 h
exposure of 1 significantly reduced the colony forming capacity of primary CMLCP34*
cells (Figure 5d). We additionally transplanted the BCR-ABL1+ cell line K562-Luc
(stably expressing the luciferase reporter gene) in an in vivo xenograft model and
treated the tumor locally with 1 (0.5 mg/kg - dose) for 17 days. We obtained a
significant reduction in tumor weight (Figure 5e and 5f) at a lower dose, indicating
that 1 has an anti-oncogenic potential in vivo. BCR-ABL1 protein and its downstream
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signaling pathways (STAT5a and CRKL) (Figure 5g) were downregulated, and HSR
was not initiated in the excised tumors (Figure 5h). The lack of HSR response in vivo

makes compound 1 a promising candidate for BCR-ABL1+ CML.

1 is effective in imatinib-resistant CML models

BCR-ABL1T315l. E255K & M351T gre the clinically relevant mutations with severe TKI
resistance profile, and especially in BCR-ABL1T3'3! CML only the TKI ponatinib is
effective, however with severe cardiovascular side effects.'® 1 has a superior effect
over IB in TKI resistant Ba/F3 cell line models encompassing BCR-ABL 17315 E255K &
M3STT mutants (Figure 6a). 1 reduced viability (ICso ~ 3 uM) (Table 1 & Figure 6a)
and proliferation (supplemental Figure 15), and induced apoptosis (Figure 6b)
comparable to NB (0.3 mM) in IB resistant (~10 uM) BCR-ABL1T315!. E255K & M351T
mutants expressing Ba/F3 cells. Additionally, after application of 1, BCR-ABL1
oncoprotein was destabilized, and downstream signaling pathways (AKT, STATSa
and BCL-2) were blocked with increasing concentrations of 1, comparable to the
leukemic cell line models and in vivo experiment (Figure 6¢). To further evaluate the
synergistic effect of 1 along with IB, proliferation and differentiation assays were
performed, where 1 alone or co-administered (at lower doses) with IB significantly
reduced the proliferation (Figure 6d) and colony forming capacity (Figure 6e) of
BCR-ABL1™3"% cells, comparable to NB, AUY922, and ponatinib. Furthermore, we
have generated the human BCR-ABL1+ IB resistant cell lines referred as K562 IBr
and KCL22 IBr (Table 1). 1 did not differentiate between IB resistant vs. sensitive
cells, suggesting a superior effect of 1 in human IB resistant BCR-ABL1+ cell lines
(Table 1). In addition, the cytotoxic effect (ICso) of 1 on solid tumor cell lines,
including cisplatin sensitive/resistant ovarian (A2780) and esophageal carcinoma
(Kyse) cell line, and on a medulloblastoma (D425) cell line is comparable to the

leukemic cell line model (Table 1).

Discussion

One of the major challenges in treating CML is the development of resistant clones,
which can occur due to the activation of kinase mutations in ABL1 kinase.'"'2 Long-
term TKI treatment induces high toxicity such as myelotoxicity and hepatotoxicity,
which is a relevant problem in CML patients with a peak frequency of 75 years and a

significant amount of co-morbidities.®”3 New treatment strategies of CML that
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destabilize the BCR-ABL1 oncoprotein and bear the potential to increase the
sensitivity of LSCs to TKls, thereby reducing TKI concentration and treatment
duration, are needed. Here, we developed the a-aminoxy hexapeptide 1, which
blocks HSP90 function by specifically binding to the CTD of HSP90, that way either
dissaciating oligomeric species of or suppressing HSP90 CTD oligomerization, which
ultimately leads to an inhibition of HSP90 dimer formation. 1 destabilizes the BCR-
ABL1 oncoprotein and weakens the related pro-oncogenic cellular response, (2) acts
in a reasonable therapeutic window, (3) does not induce HSR in vitro and in vivo, and
is (4) efficient in IB resistant CML, especially in BCR-ABL 17315,

The involvement in a plethora of oncogenic pathways has positioned HSP90 as a
prominent therapeutic target. Malignant cells are particularly sensitive to HSPS0
inhibition (reviewed in 2"). Over the last decade, around 15 different inhibitors
targeting the ATP binding pocket in HSP90's N-terminus have been assessed in
more than 40 different clinical trials; however, the entire class of these inhibitors
instigates HSR.20-26344042 |n clinical trial phase |, the maximum tolerated dose of
AUY922 induced night blindness in 20% of the patients, and around 7% of the
patients developed grade 3 or more eye disorder.4*# These reports suggested that
1) non-selectivity and 2) triggering of HSR might be important reasons for the failure
of N-terminal HSP90 inhibitors in advanced clinical trials. Besides that, functional
assays have shown that the silencing of HSF-1, HSP70, and HSP27 in addition to
HSP90 considerably enhances the cytotoxic effect of HSPS0 inhibitors against
malignant cells.232526 Accordingly, HSP90 C-terminal inhibitors have been developed
that appear to induce significantly less HSR; however, they have not yet entered
clinical trials.?22%4547 For none of these inhibitors, it has been reported that they act
as protein-protein interaction inhibitors that interffere with the CTD
dimerization,45:46:48:43

The CTD is essential for the dimerization of HSP90 and therefore crucial for HSPS0
function®®. Previous results have shown that the C-terminal dimer opens and closes
with fast kinetics®°. Together with recently identified hot spot residues in the CTD-
dimerization interface and subsequently designed peptidic inhibitors?”2® these
findings provided the incentive for us to develop the a-aminoxy hexapeptides 1 and 2
(Figure 1d), of which 1 was selected for further analysis due to a higher efficacy. 1 is
the first-in-class peptidomimetic that exerts a novel mode of action for interfering with
HSPO0 function (Figure 2). The absence of HSR upon administration of 1 is in
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agreement with previous reports that the modulation of HSPS0 function via the C-
terminus does not trigger HSR response.?2294547 Compared to the previous C-
terminal HSPS0 inhibitors, 1 shows a superior effect against TKI resistant cells
(Figure 6; Table 1). Furthermore, 1 is efficacious at a concentration 100-fold lower
than NB and has a reasonable therapeutic window. Therefore, we consider 1 a
promising preclinical candidate in the treatment of CML alone or in combination with
TKls to overcome TKI resistance. We thus decided to term this compound
aminoxyrone. In the future, aminoxyrone or analogues might also be applied to
other leukemia entities that still have an intolerably poor prognosis, such as BCR-
ABL1+ B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL), and in other
malignant diseases as HSP90 stabilizes other oncogenic proteins (e.g. AKT, HERZ2,
BRAF, EGFR etc.) with key functions in multiple myelomas and solid carcinomas
(Table 1).
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Table and Figure legends:

Table 1: Imatinib sensitive/resistant (r) human and murine derived pro B cell lines expressing clinically
relevant BCR-ABL1 mutant isoforms (T3151, M351T and E255K) were treated with 1 at different
concentration for 48 h and later the average ICso was determined by Celltitre-Glo assay. In addition to
leukemic cell line models’ the cytotoxicity (ICse) of 1 against solid carcinoma cell line models such as
cisplatin sensitive/resistant ovarian and esophageal carcinoma, and a brain tumor cell line was also
evaluated (n=3). IBr (Imatinib-resistant), CisR (Cisplatin resistant), CML (Chronic Myeloid Leukemia),
AML (Acute Myeloid Leukemia).

Cell lines Origin Growth inhibition (ICse) pM
K562 & K562 IBr CML (BCR-ABL1 +) 572+0.31&6.24+0.52
HL60 AML (BCR-ABL") 7A7T 17
KCL22 & KCL22 I1Br CML (BCR-ABL +) 274+£0528286x063
Mutz-2 AML (BCR-ABL ") 10.10 £ 0.46
Murine pro B cell line
BA/F3 {T315l) (BCR-ABL *) 3.02+0.22
Murine pro B cell line
BAJF3 (M351T) (BCR-ABL *) 3.11+£0.12
Murine pro B cell line
BAJ/F3 (E255K) (BCR-ABL +) 3.02 £ 0.41
Ovarian carcinoma
A2780 sens (cisplation sensitive) 71211
. Ovarian carcinoma
A2780 CisR (cisplatin resistant) 58:08
Esophageal carcinoma
Kyse sens (cisplatin sensitive) 2906
. Esophageal carcinoma
Kyse CisR (cisplatin resistant) 6911
D425 Medulloblastoma 6.3+£0.2
HEK293 Human Embryonic Kidney 293 cells 10.7+£ 2.0
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Figure 1. Design and synthesis towards HSP90 CTD dimerization inhibitors.

{(a) Crystal structure of the HSP90 dimer from S. cerevisiae (PDB code: 2CG95"), shown as a
transparent surface with cartoon representation. One monomer is colored in white and one in red, with
three domains (N-terminal, middle, and C-terminal) colored in different shades of red. (b) Dimeric C-
terminal domain (CTD) from human HSP90 (PDB code: 3Q6MS32). Both subunits are colored
differently. Helices H4, H4' and H5, H5 form the CTD dimerization interface. Dashed lines show
where the middle domains would be located. (c) Overlay of a hexameric a-aminoxy peptide with all-
methyl side chains (blue sticks) onto Cp atoms of hot spot amino acids 1688, Y689, 1692, and L6962
{gray sticks) on helix H5' (sequence P681 — D699), shown in transparent cartoon representation with
backbone atoms shown as black lines. The right panel shows the structures rotated by 80° such that
the helix C-terminus is oriented towards the viewer. Cg reference atoms of hot spot amino acids are
depicted as magenta spheres, Cg atoms of the a-aminoxy peptide as orange spheres, respectively. (d)
Solid-phase synthesis of a-aminoxy hexapeptides 1 and 2. Reagents and conditions: a) (i) 20%
piperidine in DMF, r.t., 2 x 15 min; (i) Phth-N°Leu-N°Leu-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, r.t., 24 h; b)
5% hydrazine hydrate in MeOH, 2 x 15 min; (ii} Phth-NOlle-NClle-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, r.t.,
24 h; ¢) (i) 5% hydrazine hydrate in MeOH, 2 x 15 min; (ii} Cbhz-NOPhe-NOPhe-OH, BOP, HOBt, NEM in
DMF, r.t., 24 h; (i) TFA/TES (98:2, viv), rt, 1.5 h; d) (i) 5% hydrazine hydrate in MeOH, 2 x 15 min;
(i) Phth-N°Phe-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, r.t., 24 h; e) 5% hydrazine hydrate in MeOH, 2 x
15 min; (i) Cbz-N°Tyr(t-Bu)-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, 24 h; (iii) TFA/TES (98:2, viv), r.t., 1.5 h.
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Figure 2. Selective binding of compound 1 and 2 to HSP90 C-terminus.

(a) Scheme of the Hsp90 dimerization assay using Autodisplay. Hsp90 is displayed on the surface of
E. coli cells via the Autodisplay technigue. The motility of the anchoring domain within the outer
membrane of E£. coli facilitates the dimerization of Hsp90. Dimerized Hsp90 on the surface of E. coli is
capable of binding to FITC labeled p53. This leads to an increase of cellular fluorescence which can
then be detected via flow cytometry. Blocking the dimerization of surface displayed Hsp90 inhibits the
binding of FITC labeled p53 to Hsp90 and thus leads to a decrease of cellular fluorescence?’. (b)
Inhibition of dimerization of on E. coli cells displayed Hsp90 measured via flow cytometry. Incubation
of E. coli BL21 (DE3) cells displaying Hsp90 with 1 uM FITC labeled p53 leads to a high cellular
flugrescence indicating dimerization of Hsp90, whereas no cellular fluorescence was detectable in
E. coli cells without displaying HspS0 (control cells). Preincubation of cells with surface displayed
Hsp90 with 50 uM of 1 and 2, respectively, leads to a loss in cellular fluorescence indicating a lowered
binding affinity of FITC labeled p53 to surface displayed Hsp80. Determination of the apparent Ko
value of NT-647 labeled C-terminal domain of Hsp90 and 1 (¢) and 2 (d) via Microscale
Thermophoresis (MST). A constant amount of 50 nM labeled C-terminal domain of HspS0 was used
and three independent measurements were performed. The resulting mean values were determined
and used in the Kp Fit formula. This yielded an apparent Ko of 27.39 uM for 1 and 44.2 uM for 2,
respectively. (e) Cell-based HSP90 dependent luciferase assay was performed on K562-Luciferase
(stable) expressing cells. The extent of thermally denatured luciferase refolding (3 min at 50 °C) in the
presence of 1, NB and AUY922 were monitored after 180 min. (f) Influence of 1 on the size distribution
of HSP90 CTD revealed by sedimentation velocity analysis. 20 yM HSP90 CTD alone {purple), 20 pM
HSPS0 CTD plus 27.4 UM 1 (blue), and 20 uM HSP90 CTD plus 54.8 uM 1 (cyan) were analyzed at

50,000 rpm at 20 °C and the continuous c(s) model was applied to evaluate the data. The s-values
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were standardized to saow-values. Columns depict the mean of 3 independent experiments (n=3).
Significance analyses of normally distributed data with variance similar between groups used paired,
two-tailed Student’s t-test. * p < 0.05, ** p < 0.005, ** p < 0.001.
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Figure 3. Results of MD simulations of free diffusion of 1.

(a) Relative frequencies of ligand pose (see color scale) as a function of the relative distance between
the center of mass of 1 and helix H4 (AD) and computed effective energies of binding (A Gefiective). (k)
Locations of the center of mass of 1 (spheres) after 60 MD simulations of 400 ns length each, with
each simulation result colored differently. The black dashed line highlights all conformations that are
bound to dimerization interface @ with ADmin < 0 A, the green dashed line those with ADmin <4 A. The
protein structure is shown as surface representation with the middle domain (not present during MD
simulations) in orange and the CTD in white. In the left panel, the structure is rotated by 180° around
the y-axis. (¢) Frequency of occupation of binding sites © (yellow), close to @ (green; see definition in
the main text), @ (red), or @ (black) by 1 across 60 MD simulations. (d) Binding mode model cf 1. A
representative conformation of 1 bound to the CTD, extracted from the MD trajectory. (e) An overlay of
1 onto helix H5' (Figure 1b, ¢) extracted from the crystal structure (PDB code: 3Q6M%2). In (d, e) 1 is
depicted as blue sticks, hot spot amino acids 1688, Y689, 1692, and L696%® as gray sticks with Cg
atoms as magenta spheres, helix H5' as white cartoon with black backbene atoms, and the CTD in the
left panel as surface representation, with all residues within 3 A of 1 colored in red. In (a, b, ¢) @, @,

and @ denote the binding sites of 1, where @ represents all binding sites besides @ and @.
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Figure 4. 1 as a potent inhibitor in leukemic cell lines without inducing any HSR

(a) K&62, KCL22 and HL6O were treated with the indicated (cytotoxic) concentration of 1, NB and
AUY922 for 48h and later protein lysates were subjected to immunoblot analysis. 1 and NB (C-
terminal HSPY0 inhibitor) does not induce expression of HSP70, HSP40 and HSP27, whereas
AUY922 (N-terminal HSP90 inhibitor) demonstrates HSR induction by triggering the expression of
HSP70, HSP40 and HSP27. HSP60 (primarily present in mitochondria) and PDI (endoplasmic
reticulum) served as a control for HSR in the cytoplasm, in response to inhibition of HSP20
dimerization via the CTD. (b) K562, KCL22 and HL60 (Mutz-2 - data not shown) were treated with 1
for 48h and later enzymatic activity of caspase 3/7 was examined by caspase 3/7 dependent Glo
assay (absorbance at 405 nm). (¢} K562, HL60 & KCL22 cells were seeded in methylcellulose
medium after treatment with 1 for 48h. Colonies were counted after 14 days. Columns depict the mean
of 3 independent experiments (n=3). Significance analyses of normally distributed data with variance

similar between groups used paired, two-tailed Student's t-test. * p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.001.
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Figure 5. Selective inhibition and in vivo efficacy of 1 by destabilization of BCR-ABL1 without
the induction of HSR.

(a) Healthy human CB-derived MNC were treated for 48 h with increasing concentrations of 1 and
later viability was monitored by trypan exclusion method. 1 did not show any reduction in the viability
even at approx. 3 times (18 uM) more concentration than the 1Cso (3-6uM) for leukemic cells (n=3). (b)
Primary CMLCP34* cells from the patient were treated with the indicated concentration of 1 and viable
cells were counted after every 24 h interval for 5 days (n=3). (c) Primary CMLCP3* cells were treated
with the indicated concentration of 1 (48 h) and later enzymatic activity of caspase 3/7 was examined
by caspase 3/7 dependent Glo assay (absorbance at 405 nm) (n=3). (d) Primary CML-patient derived
CD34+ were seeded in methylcellulose medium after treatment with 1 for 48 h. Colonies were counted
after 14 days (n=3). (e} 5 x 10° luciferase expressing K562 cells were subcutaneously transplanted
into NSG mice. Starting the day after transplantation, animals were treated by peri tumoral injection
{15 pg) of compound 1 (0.5 mg/kg dose) or solvent only (DMSQO). One control DMSO-treated mouse
was sacrificed earlier on day 16 due to large tumor size. Luminescence was monitored every 3-4 days
after i.p. injection of 100 pl luciferin and the final analysis was performed on day 17 {n=5 mice per
group). (f) 1 reduced tumor burden with respect to tumor weight 0.24 + 0.01 g vs. vehicle 1.6 £+ 0.6 g
{p = 0.04 - One-tailed t-test}. (g) Immuncblot analysis of tumor samples derived from mice treated with
1 revealed downregulation of BCR-ABL1 kinase activity and its associated downstream signaling
pathways involving, Statba and Crkl. (h) Immunoblot analysis of tumor samples derived from mice
after treatment with 1, displayed no HSR, which was evaluated by the expression of HSF-1, HSP70
and HSP27, whereas PDI (endoplasmic reticulum) and HSP80 (primarily present in mitochondria)
were employed as a control. Significance analysis of normally distributed data with variance similar

between groups used paired, two-tailed Student’s t-test. * p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.001.
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Figure 6. Efficacy of 1 in imatinib-resistant clinically relevant BCR-ABL1 mutants.

(a) Ba/F3 cells expressing BCR-ABL1T315. M3S1T & E255K mytants were subjected to different
concentrations (4nM-25uM) of either 1 or IB (48 h), found to be resistant to IB (till ~ 10 yM), whereas
sensitive against 1 (at ~ 3 uM). (b) Ba/F3 cells expressing BCR-ABL1T315l. M35SIT & 255K mytants were
treated with the indicated concentration of 1 (48 h) and later enzymatic activity of caspase 3/7 were
examined by caspase 3/7 dependent Glo assay (absocrbance at 405 nm). (c¢) Like in human leukemia
cell lines, 1 causes downregulation of BCR-ABL1 and subsequently its associated downstream
signaling pathways including Statba, Akt & Bcl-2 in Ba/f3 cells expressing BCR-ABL1 mutants (T315l,
M351T & E255K). (d) Ba/F3 cells expressing BCR-ABL1™3'S mutant were treated alone or in
combination with IB and later viable cells were counted at 24, 48 and 72 h. (e) Ba/F3 cells expressing
BCR-ABL 1738 mutant were seeded in methylcellulose medium after treatment with 1 (or NB, AUY922,
Ponatinib) for 48 h. Colonies were counted after 14 days. Columns depict the mean of 3 independent
experiments (n=3). Significance analysis of normally distributed data with variance similar between
groups used paired, two-tailed Student’s t-test. * p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.001.
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1. Chemistry

Materials and Methods

All chemicals and solvents were obtained from commercial suppliers (Sigma-Aldrich, Acros Organics,
Carbolution Chemicals) and used as purchased without further purification. Fmoc-Rink-Amide PEG AM
Resin (200-400 mesh, 0.56 mmol/g) was purchased from Iris Biotech, Germany. Solution-phase
reactions were monitored by thin layer chromatography (TLC) using MN silica gel plates, precoated with
fluorescence indicator UVzss, using ethyl acetate/n-hexane as the mobile phase. Components were
visualized by irradiation with ultraviolet light (254 nm) or staining in potassium permanganate solution
followed by heating. Flash column chromatography was performed with prepacked silica cartridge or
Fluka silica gel 60 (230-400 mesh ASTM) with the solvent mixtures specified in the corresponding
experiment. Proton (H) and carbon (*C) NMR spectra were recorded on a Bruker Avance 600 using
CDClIs as solvent. Chemical shifts are given in parts per million (ppm), relative to residual solvent peak
for TH and '3C. 2D NMR data were collected on a Bruker Avance 600 instrument operating at 600 MHz.
ROESY acquisitions were performed at 298 K with the following parameters: spectral-
window = 8474.58 Hz in both dimensions; mixing time = 0.05 ms; number of transients = 16; number of
increaments = 256; number of points = 1024. Square cosine window functions were applied in both
dimensions. HRMS analysis was performed on a UHR-TOF maXis 4G, Bruker Daltonics, Bremen. All
HPLC analyses and purifications were carried out on a Varian Prostar system equipped with a Prostar
410 (autosampler), 210 (pumps) and 330 (UV-detector). HPLC-grade water +0.1% TFA (solvent A) and
HPLC-grade acetonitril +0.1% TFA (solvent B) were used as solvents. Analytical HPLC analyses were
performed on a Macherey-Nagel Nucleosil C8 RP-HPLC column (EC 250/4 Nucleosil 100-5 C8) using
a linear gradient from 50% B to 100% B in 40 min at a flow rate of 1 ml/min. For semipreparative
purification a MN Nucleosil C8 RP-HPLC column (VP 250/10 Nucleosil 100-5 C8ec) was used at a flow
rate of 4 mL/min. The Phthaloyl-protected monomers! and dimers2 and the carboxybenzyl-protected
monomers3#4 were synthesized according to literature procedures.
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Synthesis of Cbz-N°Leu-N°Leu-OfBu (8)

Cbz-N°Phe-OH (7)
o /@ NHoNH; Hz0, /@ EDC.HCI, HOBt /@ /©
E MeOH, rt. 1.5h DCM, rt., 16 h H =
{ DCM, rt, 16h

: IR Q

. HoN._ - @VO N A N

07 CO.Bu 20" C0o,tBuU g o’ﬁ( 0" ™ COo.Bu
o 04

o 5 B

Hydrazine monohydrate (0.44 mL, 9.0 mmol, 3.0 eq.) was added to a solution of 5 (3.0 mmol, 1.0 eq.)
in methanol (15 mL). The reaction was stirred for 1.5 h and the solvent was subsequently removed
under reduced pressure. The residue was dissolved in 5% aqueous sodium carbonate solution (15 mL)
and extracted with diethyl ether (3 x 20 mL) The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate
and concentrated under reduced pressure to provide the phthaloyl-deprotected monomer 6 as colorless
oil which was immediately used in the next step without further purification. The phthaloyl-deprotected
monomer 6 was dissolved in DCM (5 mL) and added to a stirred solution of Cbz-N°Phe-OH 7 (3.0 mmol,
1.0 eq.), HOBt (486.4 mg, 3.6 mmol, 1.2 eq.) and EDC-HCI (690.1 mg, 3.6 mmol, 1.2 eq.). in dry DCM
(20 mL) and the reaction was stirred overnight at room temperature. The solvent was removed under
reduced pressure and the crude product was purified by flash column chromatography using hexane-
ethyl acetate as eluent (gradient: 90:10 = 60:40 in 20 min) to afford the a-aminoxy dipeptide 8.

Experimental data for compound 8

Colorless oil; yield: 1.43 g (2.68 mmol, 89%). '"H NMR (600 MHz, CDCls) 8 10.51 (s, 1H), 7.43 (s, 1H),
7.39-7.19 (m, 15H), 5.20-5.06 (m, 2H), 4.66-4.57 (m, 1H), 4.50-4.42 (m, 1H), 3.36-3.26 (m, 1H), 3.21-
3.09 (m, 2H), 3.02-2.91 (m, 1H), 1.35 (s, 9H). 3C NMR (75 MHz, CDCls) 5 169.7, 167.3, 158.2, 136.6,
135.9, 135.0, 129.7, 129.5, 128.8, 128.8, 128.7, 128.6, 128.4, 127.1, 126.9, 87.5, 84.1, 82.5, 68.4, 37.6,
37.2, 28.0. Anal. Calcd. for CaoH3sN207 535.2439 [M+H]*; found 535.2438.
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Synthesis of Cbz-N°Tyr(tBu)-OH (11)

/@,OEU /©/Ot8u CbzNH-OH OtBu
NaNO; HBr NaH, THF [ }

E KBr, -10°C-r.t., 18h : rt, 16h Q o

HZNACOZH Br/\COZH OYN\OWOH

] 10 0 O "

Compound 10 and 11 were synthesized according to literature protocols®#* as followed: KBr (9.28 g,
78.0 mmol, 3.7 equiv.) was diluted in 0.75 M aqg. HBrt (125 mL, 92.7 mmol, 4.4 equiv.) and cooled
to -7 °C. NaNO: (2.76 g, 40.0 mmol, 1.9 equiv.) was then added in one portion, followed by the
portionwise addition of L-tyrosin teri-butyl ether (5.0 g, 21.1 mmol, 1.0 equiv.) while maintaining the
temperature of the reaction mixture between -7 and -4 °C. The reaction was stirred for 1.5 h and then
extracted with EtOAc that had been precooled to 0 °C (3 x 200 mL). The organic layers were dried over
NaSO. and the solvent was removed under reduced pressure to afford 10 in 78% yield as a solid

compound which was used without further purification.

NaH (60% in mineral oil, 320.0 mg, 8.0 mmol, 2.0 equiv.) was added in small portions to a stirred solution
of benzyl hydroxycarbamate (668.6 mg, 4.0 mmol, 1.0 equiv.) in THF (20 mL) at -5 °C. The resulting
reaction mixture was stirred for 10 min. A solution of 10 {(1.20 g, 4.0 mmoal, 1.0 equiv.) in THF (3 mL)
was added dropwise and the resulting reaction mixture was stirred for 15 h at room temperature. The
solvent was removed under reduced pressure. The resulting precipitate was dissolved in water and
acidified with 4 M HCI to pH = 2 and extracted with diethyl ether (3 x 30 mL). The organic layer was
dried over NaSQO4 and the solvent was removed under reduced pressure. Next, 30 mL of diethyl ether
and N,N-dicyclohexylamine (725.3 mg, 4.0 mmol, 1.0 equiv.) were added and the resulting precipitate
was collected and washed with diethyl ether (3 x 20 mL). The precipitate was suspended in water (60
mL}, the mixture was acidified with 4 M HCI to pH = 2 and extracted with ether (3 x 30 mL). The organic

layer was dried over NaS0Qa and the solvent was removed under reduced pressure to give 11.

Experimental data for compound 11

Colorless oil; yield: 0.91 g (2.36 mmol, 59%). "H NMR (600 MHz, CDCIs) 8 9.24 (s, 1H), 8.08 (s, 1H),
7.47-7.29 (m, 5H), 7.21-7.00 {m, 2H), 7.01-6.79 {m, 2H), 5.16 (s, 2H), 4.56 (dd, J = 9.3, 3.7 Hz, 1H),
3.22(dd, J=15.0, 3.7 Hz, 1H), 3.00 (dd, J = 15.0, 9.3 Hz, 1H), 1.33 (s, 9H). 1*C NMR (151 MHz, CDClz)
0 173.0, 159.1, 154.4, 134.8, 131.0, 129.9, 128.9, 128.8, 128.6, 124.3, 86.5, 78.7, 77.2, 68.75, 36.7,
29.0. Anal. Calcd. for Cz21H26NOs 388.1755 [M+H]*; found 388.1755.

" Prior to the preparation of the acidic media, the concentrated HBr (48% ag.) was washed with 5% tributyl phosphate in chloroform
(3 x 20 mL) to remove Br,. Disappearance of the brown color indicates the complete removal of Br,.
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Solid-phase synthesis of a-aminoxy hexapeptides 1 and 2
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Peptide synthesis was conducted in fritted PE-syringes on a 0.2 mmol scale. After resin swelling for
60 min in DMF, the Fmoc group of the Fmoc-Rink-Amide PEG resin (loading 0.56 mmol/g) was removed
by treatment with 20% piperidine in DMF (2 x 15 min, 2 ml/100 mg of resin) before the resin was
sequentially washed with DMF, CH2Clz, DMF (3 x 2 ml/100 mg resin, agitating for 15 sec and then
drained). Then a solution of Phth-NCLeu-N°Leu-OH* (243.7 mg, 0.6 mmol, 3.0 equiv.), BOP (265.4 mg,
0.6 mmol, 3.0 equiv.) and HOBt (81.1 mg, 0.6 mmol, 3.0 equiv.) in DMF (5 mL) was agiated for 1 min,
NEM (101 pL, 0.8 mmol, 4.0 equiv.) was added and this solution was added to the resin. The amide
coupling was performed for 24 h at room temperature. Afterwards, the resin was sequentially washed
with DMF, CH2Clz and DMF. Then, the phthaloyl group was removed by treatment with 5% hydrazine
monohydrate in methanol for 15 min (2x) and the resin was sequentially washed with DMF, MeCH,
CHzCl2 and DMF. A subsequent amide coupling reaction with Phth-NClle-NClle-OH*(243.7 mg, 0.6 mmol,
3.0 equiv.) in the presence of the BOP/HOBY/NEM coupling system provided the resin-bound a-aminoxy
tetrapeptide 4. The resin-bound target compound 1 was prepared starting from compound 4 by an
additional cycle of phthaloyl-deprotection and amide coupling reaction with the a-aminoxy dipeptide acid
Cbz-NCPhe-NOPhe-OH* (284.7 mg, 0.6 mmol, 3 equiv.). In the case of compound 2 the final two
a-aminoxy acids Phth-N°Phe-OH (186.8 mg, 0.6 mmol, 3 equiv.) and Cbz-NTyr(tBu)-OH (232.4 mg,
0.6 mmol, 3 equiv.) were coupled as monomeric building blocks to the resin-bound tetrapeptide 4 by
two iterative cycles of phthaloyl deprotection, amide coupling reaction and washing cycles. In both cases
the final washing was achieved with CHzClz before the crude products were cleaved from the resin by
treatment with TFA/TES (98:2, v/v, 2 ml/100 mg of resin) for 1.5 h. The filtrates were concentrated in a
stream of nitrogen to a volume <1 ml, and the crude products were precipitated with cold diethyl ether,
centrifugated and the diethyl ether was discarded. This procedure was repeated twice to obtain the
crude peptides 1 and 2. For semipreparative purification the crude peptides were re-dissolved in
acetonitrile and purified on a MN Nucleosil C8 RP-HPLC column (VP 250/10 Nucleosil 100-5 C8ec) at
a flow rate of 4 mL/min. Fractions containing only the desired peptide were collected and lyophilized
from HPLC solvents yielding the purified peptides in >95% purity in both cases.

* Free carboxylic acids were prepared immediately before use from their respective tBu protected aminoxy acids or dipeptides by
treatment with TFA/DCM (1:1, viv, 10 mL / 0.5 mmol) for 1 h at room temperature. The solvent was removed under reduced
pressure and the residue was azeotroped with toluene twice to give the free acid in quantitative yields.
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Characterization data for compound 1 and 2
Cbz-"°Phe-N°Phe-"°lle-"°lle-N°Leu-"°Leu-NH; (1)

W )5S SRURSUSN
o/ﬁr o’ﬁ]’ o’ﬁr o’\[( o’ﬁ( o’ﬁr“”z

Colorless solid; 39% yield; 96.2% purity as determined by HPLC (50% B — 100% B in 40 min, 1mL/min)
tr = 18.44 min; HRMS (ESI); m/z caled. for CsoH71N7O14 [M+H]* 994.5132, found 994.5140,

Cbz-N°Tyr-NoPhe-N°|le-N%le-N°Leu-N°Leu-NH: (2)

@QQJAA

o”jf o’ﬁr o/\n’ 0’\,( o”ﬁr o”}r""'?

Colorless solid; 30% yield; 897.8% purity as determined by HPLC (50% B — 100% B in 40 min, 1mL/min)
tr = 15.75 min; HRMS (ESI): m/z calcd. for CsoH72N701s [M+H]* 1010.5081, found 1010.5090.
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Supplemental Note 2

Methods

Autodisplay dimerization assay

Surface display of HSP90 cn E. coli BL21 (DE3) cells was performed as described before', Cells
were washed three times and suspended in PBS to a final ODgeo = 0.35 in a final volume of 50 pl.
Cells were incubated for 15 min either with or without addition of the respective compounds. Cells
were then again washed three times with PBS containing 0.1 % Tween-20 to avoid unspecific
binding. Subsequently, FITC labeled p53 was added to the cells in a final concentration of 1 pM.
Cells were incubated for 1 h in the dark at RT, and again were washed three times with filter
sterilized PBS containing 0.1 % Tween-20. E. coli cells without displaying a passenger were used
as control and were treated the same. Cellular mean fluorescence was measured with a FACS Aria
Il (BD, Heidelberg), using 488 nm as excitation wavelength, 530 nm for detection, and filter-
sterilized PBS as sheath fluid as described before.! For each sample, at least 50,000 events were

counted using a flow rate of 1000 events per second.

Microscale Thermophoresis (MST)

The HSP90 CTD was purified as described before? and labeled with the Monolith NT™ Protein
Labeling Kit RED-NHS (Amine reactive) of NanoTemper (NanoTemper Technologies GmbH,
Munchen, Germany) according to the manufacturer’s protocol. The determination of the apparent
Kp values of HSP90 CTD and 1 and 2 were performed by using a constant amount of 50 nM of
labeled HSP90 CTD in PBS including 0.5 % BSA and 0.1 % Tween-20 and addition of 10 pl 1 or 2
in different concentrations ranging from 30 nM to 500 uM. These mixtures were incubated for 15
min at RT in the dark. Subsequently, thermophoresis of each concentration was measured using
the Monolith NT.115 (NanoTemper Technologies GmbH, Minchen, Germany) 3. Each
measurement was performed at 25 °C for 25 s at 90 % LED power and 40 % infrared laser power.
The measurement was repeated three times independently for each sample. Fluorescence of each
measurement was normalized and plotted against the different concentrations of the titrant. KpFit
formulaY=E+(A-E)/2*(T +x+ Kp-sart((T + x + Kp)*2 -4 * T * x)) was used to calculate the
apparent Kp value using the GraphPad Prism software (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA,
USA). The concentration value for the labelled CTD protein was set to 50 nM for determining the
apparent Kp of HSP90 CTD with respect to 1 and 2.

Analytical ultracentrifugation

Sedimentation velocity experiments were carried out using a Beckman ProteomelLab XL-A

ultracentrifuge (Beckman Coulter, Inc., Indianapolis, INUS) equipped with an absorbance detection

system and an eight-hole rotor. HSPS0 CTD and ligand were dissolved in 20 mM NaPi, 50 mM KCI
1
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with 8 % DMSO (pH 8.0) as vehicle. Solutions of 20 pM HSP90 CTD treated with (27.4 uM or 54.8
uM) 1 and the control sample (20 uM HSP90 CTD alone) were loaded into 12-mm double-sector
aluminum cells with quartz glass windows, respectively. All samples were analyzed at 50,000 rpm
at 20°C. Protein samples were monitored by UV absorbance at 280 nm in continuous mode with a
time interval of 360 s and a step size of 0.002 cm. Recorded data were evaluated with Sedfit
(version 15.01b) using the continuous ¢(s) distribution model*. A minimization of the rmsd value
was achieved by alternated and repeated fitting based on either a Simplex algorithm or Marquardt
Levenberg. The resolution in svalue was set to 0.05 S. The chosen F-ratio was 0.95. As a final step
meniscus as well as bottom positions had been floated. The partial specific volume of HSP30 CTD
was calculated using Sednterp (version 20130813BETA)®. The influence of DMSO on the density
and viscosity of the buffer had been experimentally determined in a densitometer and a viscometer,
respectively. The following parameters were used for the fitting procedures: density p = 1.03945
g/cm?; viscosity n = 1.278 cP; partial specific volume v = 0.7302 cm?g®é. Graphical outputs were
generated by GUSSI (version 1.2.1)". The final sedimentation coefficient values (s-values) were

corrected to the s-values in water at 20 °C (s w-values).

The major peak of HSP90 CTD samples in the absence of 1 as well as in the presence of 27.4 yM
and 54.8 uM 1 has an s-value of 3.27 S. This s-value species most probably represents the HSP90
CTD dimer. A monomer cannot sediment with 3.27 S even if it has a near spherical shape, and can
therefore be excluded. Applying the molecular scaling law
(E)zxa s F/f o (E)us
Na 1—vp 41

(M molecular mass, Na Avogadro’s number, s sedimentation coefficient, v partial specific volume,
p density, n viscosity) in order to calculate the mass of the sedimenting species based on an Szow-
value of 3.27 S and a weight-average frictional ratio #f; of 1.30 leads to a mass of 42.196 g/mol,
which is in perfect agreement with the expected mass of a dimer (42.660 g/mol). Aside from this
dimer with 3.27 S, about 60 % of ocligomers with s-values between 4 and 9 S were detected in
samples without 1. Analytical techniques such as PAGE, size exclusion chromatography, and
analytical ultracentrifugation previously indicated that both HSP90%2 and isolated CTD?®'° can exist
as higher oligomers than dimers. Furthermore, recombinant CTD carrying a C-terminal His-tag, as
in our case, was shown to form tetramers''. However, while the dimerization interface of human
HSP90 was mapped to amino acids 660-69628, no study has yet resolved the interaction site for
higher oligomer formation in the CTD. Upon addition of 1, these larger oligomers disappear in a
concentration-dependent manner, while the amount of the 3.27 S species increases. This
demonstrates that the ligand is able to either dissociate oligomeric species of or suppress HSP90

CTD oligomerization.
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Luciferase refolding assay

Luciferase assay was performed with K562 cells, stably expressing (transduced) luciferase-
transgene, as described in'? with some modifications. Briefly, cells were resuspended in pre-
warmed (50°C) media. After optimization, 3 min of heat shock was sufficient to denature the
endogenous luciferase activity, however insufficient to affect the viability of the cells. Later 50000
cells / well were seeded in white plates at 37°C in the presence of 1, 2, NB (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) or AUY922 (Selleckchem.com, Houston, TX, USA) to allow refolding of denatured
luciferase. After 180 min, luciferase activity was measured by additicn of luciferin (Promega) and
read out was performed using a luminometer (integration 0.1 sec/well). Inhibition with the

compounds was calculated using GraphPad Prism software (GraphPad Software).

DARTS

Ligand binding to a target protein can result in conformational changes that lead to a stabilization
against proteolytic lysis by dropping the sensitivity to proteases. Drug Affinity Responsive Target
Stability (DARTS) assay was carried to evaluate the protease protection of 1 from thermolysin,
described in'2. Briefly, 1 ug of recombinant HSP90a was incubated on ice for 15 min with 25 yM of
1, NB, AUY922 and DMSOQ. After incubation, the samples were treated with thermolysin (1:50 of
protein) for 5 min. The reaction was stopped by addition of 50 mM EDTA and later examined by

immunoblot analysis using anti-HSP90a antibody.

Western blotting (WB)

Cell lysates were generated after 48 h treatment of leukemic cells with 1, IB, NB or AUY922.
Immunoblot analysis was performed by following standard protocol using antibodies: anti-Hsp90,
anti-Hsp70, anti-Hsp40, anti-Hsp27, anti-HSF-1, anti-Hsp60, anti-PDI, anti-Hsp90a, anti-Hsp90p,
anti-c-Abl, anti-phospho-c-Abl (T245), antiStatba, anti-pStat5a (T694), anti-pCrkl (T207), anti-Crkl,
anti-Akt, anti-pAkt (S473), anti-pS6, anti-S6, anti-cMyc (Cell Signaling Technology, Danvers, MA),
antipAkt (T308), anti-Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology, TX, USA) & B-actin (Sigma-Aldrich).

Blue-native gels

Blue-native gels were performed following manufacturer's instructions (Invitrogen) and as
described in'2. Briefly, lysates were generated after 48 h treatment with 1 using NativePAGE
Sample Prep kit (Invitrogen)} by 2-3 freezing thawing cycles followed by centrifugation at 20,000 x
g for 25-30 min 4 °C. Protein concentration was determined by Dye reagent (BioRad Laboratories,
Hercules, CA, USA) and subsequently equal amount of protein (25 - 30 ug) was loaded on Native
PAGE 3 12% Bis - tris gel (Invitrogen) and electrophoresed using NativePAGE running buffer

(Invitrogen) following supplier's guidelines.
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Molecular dynamics simulations and computation of effective binding energies
We used molecular dynamics (MD) simulations of free diffusion of 1 in the presence of the
C-terminal domain (CTD) of HSP90 to provide structural insights how 1 binds to this domain. 1 was
designed to mimic hotspot residues? within the dimerization interface of the CTD. We used a
monomeric CTD model (sequence E527 — GB97; extracted from the crystal structure'®) rather than
a full-length HSP90 structure in our MD simulations in order to focus the computational time
available on sampling of 1 configurations around the CTD. We evaluated the structural stability of
this model by, first, calculating the protein backbone root mean square-deviation (RMSD) with
respect to the crystal structure'. Second, we calculated the angle 7 as a measure of helix H5
orientation; H5 is part of the dimerization interface'®. 7 is the average angle between the vector
along H5 during 0.4 ps of MD simulations and the vector along H5 in the crystal structure’. See
next chapter for details. All results are summarized in Supplementary Fig. 1.

Initially, we performed 8 x 400 ns of unbiased MD simulations of 1 diffusion in the presence of the
HSP90 CTD. The backbone RMSD increases up to ~11 A with mean RMSD values >4 A, indicating
distinct structural deviations relative to the crystal structure, in particular in regions where the
adjacent middle domain is missing. Additionally, 7 increases up to 33°, indicating a reorientation of
H5 towards helix H4 in the dimerization interface, that way narrowing the space between the two
helices. A plausible explanation is that the CTD in the crystal structure’® is stabilized by the middle
domain and/or the CTD of the adjacent subunit. This explanation is supported by backbone RMSD
values of the CTD dimer being generally smaller? than the backbone RMSD values found here for

the CTD monomer.

Next, we performed 8 x 400 ns of unbiased MD simulations of 1 diffusion in the presence of the
HSP90 MD/CTD structure (sequence K294 — G697; extracted from the crystal structure?®). Here,
the backbone RMSD of the CTD is < 6 A, indicating a partial stabilization of the CTD. This is in line
with our suggestion that the middle domain likely stabilizes the CTD. However, similar to the CTD

alone, nj increases up to 30°.

Finally, we performed 8 x 400 ns MD simulations of 1 diffusion in the presence of the HSP90 CTD
restraining all backbone atoms by harmonic potentials, that way mimicking the stabilizing influence
of the presence of the MD and another CTD. During 400 ns of MD simulations, the backbone RMSD
ofthe CTDis < 2 A, revealing only small structural changes. Furthermore, r remains < 7°, indicating
that H5 barely moves to H4. This setup was thus used to investigate binding of 1 to the CTD by
free ligand diffusion.

Molecular dynamics simulations
This method was successfully applied to investigate ligand binding by us' 15 and others'®18, As to
HSP90, coordinates are available from the Protein Data Bank'® (PDB entry 3Q6M'®). We extracted

a structure that contains the middle domain and CTD (sequence K294 — D699; using the numbering
4
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of HSPS0 in the crystal structure'®), which we further refer to as the middle domain — CTD structure
(MD/CTD structure). Additionally, we extracted only a CTD from the crystal structure' (sequence
Glus27 — Gly697), which we further refer to as the CTD structure. Both protein structures were
subsequently prepared using the protein preparation wizard® available in the Maestro suite of
programs?'. First, we added amino acids that were not resolved in the crystal structure (sequence
AB15 — A628). Second, we assigned HE633, H684 to the HID state and H640 to the HIE state. Third,
we attached acetyl and N-methyl cap groups to the N- and C-terminal ends of the protein structures.
Finally, hydrogen atoms were added to the protein structure. As to 1, the molecule was generated
according to the structural formula in Fig. 1d. The 3D structure was subjected to a quantum
mechanical geometry optimization at the HF/631G* level. Calculations were conducted with
Gaussian 09%2. HF/6-31G* optimized structure was later used as initial structure for MD simulations.

To provide a structural model of the binding mode of 1 at the HSP90 CTD, we performed 60 MD
simulations of at least 0.4 ps length of free diffusion of 1 in the presence of the CTD. We randomly
placed 1 and the CTD structure, leaving at least 10 A between any atoms in 1 and the protein
structure, by using PACKMOL?3. These structures were solvated by TIP3P water?4, leaving at least
11 A between the solute and the edge of the box, using the LEaP program in Amber 1425, resulting
in concentrations of 1 in the mM range. We added sodium counter ions (Na*) to enforce neutrality
of the systems. Following this procedure, we generated 60 different starting structures in total
(Supplementary Fig. 9a). Analogously, we prepared eight different starting structures that contain
one 1 molecule and one HSP90 MD/CTD structure.

Atomic partial charges for 1 were derived according to the restraint electrostatic potential fit (RESP)
procedure?® using Gaussian 0922, Force field parameters for 1 were taken from the general amber
force field (gaff)?’, as used previously?®. As to Na*, we used ion parameters described by Joung
and Cheatham?®, All other partial charges and force field parameters were taken from the ff14SB
force field®. Both gaff?” and ff14SB*° force fields are available in Amber 1425, For subsequent MD
simulations, we used a slightly modified simulation protocol as described in ref.283!, The overall
minimization, thermalization, and density adaptation scheme is adapted from ref.2%31, Here, we
kept the protein backbone fixed during the whole equilibration procedure (force constant of 5
kcal-mol'-A2), As control, we also performed a free equilibration by gradually removing all posi-
tional restraints. These simulations are explicitly mentioned in the text (see details in Suppl. Notes

“Model validation”). Note that during all MD simulations 1 was not biased by any guiding force.

All production NVT-MD simulations were conducted at 300 K for at least 0.4 ps with positional
restraints (force constant of 5 kcal-mol--A2) applied to all protein backbone atoms, if not reported
differently. Coordinates were saved in a trajectory file every 20 ps. The particle mesh Ewald (PME)
method®*2*® was applied to treat long-range electrostatic interactions. We used the SHAKE
algorithm3* for all bonds involving hydrogen atoms. This allows one using a 2 fs time step for

integrating Newton's equations of motion. All minimization, thermalization, and production
5
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calculations were performed with the pmemd.cuda module® in Amber 142°. We analyzed the MD
trajectories using cpptraf® of AmberTools 14. During the model validation procedure, the
trajectories were analyzed with respect to the protein root mean square-deviation (RMSD) relative
to the crystal structure, as a measure of the structural similarity. Further, we calculated the angle n
as a measure of helix H5 orientation; H5 is part of the dimerization interface’. n is the average
angle between the vector along H5 during 0.4 ps of MD simulations and the vector along H5 in the
crystal structure'® after superimposing conformations of the CTD extracted from the MD simulations
onto the crystal structure. The vector along H5 is defined by the backbone centers of mass (COM)
of the amino acids (Pro681 — His684) and (1le692 — Gly695) located at the termini of H5.

To investigate 1 binding to the CTD, we calculated the distance between the COM of 1 and COM
of the helix H4 backbone, which is part of the CTD dimerization interface'®. As 1 was designed to
mimic hotspots'? on helix H5’ of the adjacent subunit, distances are expressed as relative distances
(AD) with respect to the distance between the backbone COMs of helices H4 and H5’ in the crystal
structure’®. We considered 1 bound to the CTD interface if it is at least as close as or closer to helix
H4 than helix H5' (OD < 0). To elucidate how 1 binds to the CTD, we extracted a representative

conformation from the MD trajectories after superimposing the CTD onto the crystal structure.

Computation of effective binding energies

Effective binding energies (AGefective), i-€., the sum of gas-phase energies plus solvation free
energies, for 1 binding to the CTD structure were calculated by the molecular mechanics
generalized Born surface area (MM-GBSA) approach®. MM-GBSA calculations were performed
employing the “single trajectory approach”, in which snapshots of complex (CTD/M), receptor (CTD),
and ligand (1) are obtained from 60 MD trajectories of free ligand diffusion. 400 snapshots were
extracted in 1 ns intervals from each trajectory. Additionally, we extracted the conformations that
showed the smallest relative distance (ADnin) between 1 and helix H4 during MD simulations. Prior
to the MM-GBSA computations, counter ions and water molecules were stripped from the
snapshots. The computations were performed with the mm_pbsa.pl module available in Amber
1425, Gas phase energies were computed based on the gaffé” (1) and ff14SB3° (CTD) force fields.
Polar contributions to solvation free energy were computed at 100 mM ionic strength using
Onuvfriev's GB model®® for a dielectric constant of 1 (solute) and 80 (solvent), together with Parse
radii*®. To avoid introducing additional uncertainty in the calculations, changes in the configurational

entropy upon 1 binding to the CTD were not considered®"4°,

Proliferation assay

Cell proliferation was examined after treatment using automated cell counter using trypan exclusion
method (Vi-CELL™ XR -Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA), after 24 h interval.
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Viability assay

Cells were seeded in white 96-well plate with increasing concentration (100 nm — 20 uM) of
inhibitors and respective controls for 48 h. Cell viability was monitored using Celltitre Glo
luminescent assay (based on the ATP quantification), following manufacturer's guidelines
(Promega). ICso for compounds were determined by plotting raw data (normalized to controls) using

sigmoid dose curve and non-linear regression (GraphPad).

Cell cycle assay

1 or NB treated cells (48 h) were fixed with chilled (70%) ethanol for 24 h to allow the access of
propidium iodide (PIl) to the DNA. Fixed cells were treated with ribonuclease to digest RNA and
later incubated with 200 pl P1 (50 ug/ml stock) for 10 min at 37 °C and immediately subjected to
FACS analysis.

Annexin V staining

For evaluating apoptosis, 48 h (with 1 or NB) treated cells were stained with Annexin VV and Pl and
later subjected to FACS, following supplier guidelines (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Caspase 3/7 Glo assay

Cells were treated with 1 or NB for 48 h in white 96 well plates. Later enzymatic activity of caspase
3/7 was examined by using caspase 3/7 dependent Glo assay (absorbance at 405 nm), following
manufacturer’s instructions (Promega)

FACS

Fluorescence activated cell sorting (FACS) was performed on FACSCalibur (Becton Dickinson,
Heidelberg, Germany) by using fluorochrome coupled monoclonal antibodies (mAbs) along with
matched isotype controls: anti-CD34 (8G12; BD Biosciences), anti-CD11b (Bear1; Beckman
Coulter), anti-CD14 (RMO52; Beckman Coulter), anti-CD33 (Miltenyi Biotec) & anti-CD13

(Beckman Coulter).

CFU assay

CFU activity was examined by plating 1, NB (Sigma-Aldrich), AUY922 or ponatinib (Selleckchem)
treated cells for 48 h in methylcellulose medium (Methocult H4100 StemCell Technologies,
Vancouver, BC, Canada) supplemented with (Peprotech, Hamburg, Germany) 50 ng/ml SCF, 10
ng/ml IL-3, 10 ng/ml G-CSF, 10 ng/ml GMCSF and 3 U/ml erythropoietin (ebiosciences, San Diego,
CA, USA).%" Colonies were counted after 14 days (n=3).
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Supplemental Figures
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Figure $1: (a) a-Amlnoxy peptlde 1 folds into a 23—hellcal conformation consisting of repetitive a N-O turns. A
typical a N-O turn is characterized by a ROE pattern in which the aminoxy proton shows a strong ROE fo its
own a-methine proton and a weaker ROE cross-peak to the neighboring backbone methine proton. (a) Key
ROEs observed in the 2D-ROESY spectrum of 1. (b) Expansions of important ROE cross peaks (see
Supplementary Note 1 for full 2D ROESY spectrum of 1 in CDCl3).
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Figure $2: (a) a-Aminoxy peptide 2 folds into a 2e-helical conformation consisting of repetitive a N-O turns. A
typical a N-O turn is characterized by a ROE pattern in which the aminoxy proton shows a strong ROE to its
own o-methine proton and a weaker ROE cross-peak to the neighboring backbone methine proton. (a) Key
ROEs observed in the 2D-ROESY spectrum of 2. (b) Expansions of important ROE cross peaks (see
Supplementary Note 1 for full 2D ROESY spectrum of 2 in CDCls).
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Figure S3: Circular dichroism (CD) spectra of 1 (left panel) and 2 (right panel). In the organic solvent

trifluoroethanc! (TFE) a characteristic CD band at 196 nm is present both for 1 {a) and 2 (b) indicating 2s-helix

conformation. In sodium phosphate buffer (1 mM, pH 7) the maximum is slightly red shifted (¢ and d) being

in accordance with previous cbservations for CD spectra of a-aminoxy peptides with similar conformation®,

8

212



10 Publikationen

a 3 150 b 150+ HL60 -1
3
= -+ HL60 -2
=
2 =
g £
o o
g s
5 >
&
[=}
=3
o
1 10 100
Conc [uM]

Figure S4: Selective binding of 1 and 2 to HSP90. (a) Cell based HSP90 dependent luciferase assay was
performed K562-Luciferase (stably) expressing cells. The extent of thermally denatured luciferase refolding
(3 min at 50 ‘C) in the presence of 2, NB and AUY922 was monitored after 180 min. Columns depicts the
mean of 3 independent experiments (n=3). (b) Viability assay of the leukemic cell lines K562 and HL&0 were
carried out using Celltitre Glo assay (promega) and later 1 (ICs0- 5.72 + 0.31 yM - K562; 7.1 + 1.7 uM - HL60)
was selected on the basis of its enhanced potency as compared to 2 (ICso - 16.8 £ 0.11 pM - K562; 17.4 +
0.4 M - HL80). Significance analyses of normally distributed data with variance similar between groups used
paired, two-tailed Student’s t-test. * < P 0.05, ** < P 0.005, *** < P 0.001.
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Figure S5: Functional specificity of 1 to HSP90. (a) Native HSP90 complexes in K562 were identified by
running Blue-Native gels followed by immunoblotting. Application of cytotoxic concentration of 1 to K562 cells
resulted in the potent disruption of HSP90a, HSPA0B, HSP40 and HSP27 complexes and monomers/dimers.
Addition of AUY922 resulted in the elevated expression of HSR associated protein complexes as well as
monomers/dimers (HSP40 & HSP27), whereas HSPB0 served as loading controls showing relative equal
loading. (b) After treating K562 cells with 1, NB or AUY922 for 48 h, lysates were generated with or without
DTT and subjected to immunoblotting using anti-HSP90 antibody. An additional HSP90 oligomer band
appeared in lysates without DTT. (c) DARTS was used to evaluate the specificity of 1 to HSP90. Recombinant
HSP90a (1 pg) was incubated with 25 pM 1, NB and AUY922, respectively, followed by digestion with
thermolysin. Treated samples were electrophoresed (SDS-PAGE) and immunoblotted with anti-HSP90a for
detecting protection of HSP90 protein by 1 (upper band is protected from proteolysis). Digestion of
recombinant HSP90a was not protected by NB. This could have been due to low affinity of NB to HSPS0 at
this concentration (25 uM).
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Figure S6: Validation of the model of the monomeric C-terminal domain. Backbone RMSD of the C-
terminal domain (CTD) relative to the crystal structure (extracted from PDB code 3Q6M™) during eight MD
simulations of 400 ns length. The black lines show results for unbiased MD simulaticns, the blue lines for MD
simulations with positional restraints of 5 kcal mol”' A? applied to all backbone atoms, and the orange lines
for a MD/CTD structure (here only CTD residues were considered for RMSD calculations). The structures in
the respective panels, shown in cartoon representation, were extracted from the trajectories after 400 ns and
superimposed onto the CTD of the crystal structure®. The arrows depict the helix H5 movement, the labels
on these arrows the average angle n (see Methods section for definition), and the red circles those areas,
where distinct structural deviations, relative to the crystal structure', were observed during the MD
simulations.
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Figure S7: Results of MD simulations of free ligand diffusion. (a) The 60 starting configurations of 1 used
for 60 individual MD simulations of free ligand diffusion after superimpaosition of the C-terminal domain (CTD).
The dashed line indicates where the middle domain would be located. (b — e): Locations of 1 after 100 ns (b),
200 ns {(c¢), 300 ns (d), and 400 ns (e) each of 60 MD simulations of free 1 diffusion. @ and @ depict the most
frequently populated binding sites of 1. In (a — e), for clarity reasons, only the center of mass of 1 is shown as
spheres, colored differently for each MD simulation. The protein structure is shown in white cartoon
representation. In (e), a middle domain-CTD part of HSP90 is additionally shown in crange (middle domain)
and white (CTD) surface representation (in the right panel the structure is rotated by 180° around the y-axis;
extracted from PDB code 3Q6M'3).
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Figure S8: Hydrophobic interfaces in HSP90. CTD and one middle domain of HSP90 (extracted from PDB
code 3Q6M™). The CTD used for MD simulations is shown in surface representation colored according to the
hydrophobicity spectrum. The adjacent CTD in the crystal structure is shown in black cartoon, with helices
H4' and H5' as part of the dimerization interface, and the middle domain in orange cartoon representation.
(h1) and (h2) show the identified hydrophobic interfaces on the protein surface.
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Figure S9: Traces of compound 1 movement during MD simulations. Traces of 1 in two MD simulations
of 1 us length in which 1 binds to the dimerization interface of the C-terminal domain (CTD) (binding site @,
(a) or to the interface between the middle domain and the CTD (binding site @, (b). The centers of mass of 1
are depicted as spheres colored according to the elapsed time (see scale on the right). For clarity reasons
only the initial structures of the CTD and conformations of 1 extracted in 1 ns intervals from the MD trajectories
are shown. Arrows depict positions of 1 after 0 us, 0.4 ps, and 1.0 us.
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Figure 510: Correlation between effective binding energy and minimal distance. Effective energies
(AGetective) Were calculated for 1 binding to the HSP90 C-terminal domain, for configurations at the minimal
relative distance (ADmin) between 1 and helix H4 during 60 MD simulations ¢f 400 ns length. Black points
show results for 1 binding to interface @, red for interface @, and blue for @ (see main text and Fig. 2a-c for
definition). The gray background represents the binding funnel that gets narrow close to binding site ©. In the
legend, R? depicts the coefficient of determination including all data points (dark gray line), with p < 0.01 (*).

11

215



10 Publikationen

N B ) - a0 . a0 o —— g
T T w T = =
[ _E™ _E @ E o PN G g o B
1o my £ oy 2 1 £ g £ Ed
I E £ 3 = # g 2 Heoog
i= fl- fie Fiel | :
g "9 . Rl g g w g 100
2 © © o @ ® - @
« T 20 30 40 %0 TR e % T e B % % o . o o . °
N N N Wi H5 fo_to 3 40 %0 T s T 2o % 4 8o W Wr % o T 4 &
N “on 4N aC A b 4014
o0 a0
. . . aw . w0 N P
Z . w T w T - =
£ B L B S E ® % g
g;»m ZNE %AD mé E, 40 i T ol & o]
: B g 3 £
§ o F g L ‘g j e & g sod
I w & wo g 4
4 .. g . E Ea w g w g
@ @|f, @I, @ @
1 - . ° ° .
W5 % % b P T R [ N Yo e » PR
N &N N e RS e QORI RN
0 a0
o o o — 0
s % a0 00 T H
. g &
E R . )
2 2 E
my = oy 2 1
F E 80- = g 80 =
o 7 of -
2) 3.
| 1, @,
2 LEE W HS 10 20 S 40 80 4 HE 10 20 80 AU 50 Ha H5 10 Z0 35 4D 50 H4 b5 10 20 30 40 S50 He W5 10 20 30 40 5
a0 834 a0 4] acp AD Ry A0
00 40 400 400 00
o o J—_— 5 . o]
T 0 Hm % 2o w5 E I E I H oo
2 . = £ 3 e I 3 ~
g o . £ 8 £ 0 £ . £ 3 E
b 7 Heg 5 oy S wy £ wop L & H=t
oo L R L R " ! 50 Fo§ e f L
& wog oo g R w g 100
- @ - @ o ® ® o @ M ®
10, o . s ° . B
o b o % % o AL T o e o to 3 a0 s o o 9 & TS T %o % & w0 [E T SR T T
Pay) An 1 AT 4] AD 1M 04
o a0 w0 0
o B N o p—— o]
Hio % o 20 T 0] H s
T & = L =
E o3 ] z
Haoow 2 40 . 2 I B
E e i £ ] e -
o od w g | 100
1, o 0
PR R A PRI T i T % % . o T 2o % % o (SN T
ADA) AD &) ac Al AD A A0 AI
w00
o . o] . . — N
z 3 00§ .a0d = = =
g 2 B - 20 200 5 20 L
3 3 5 E 3 5 : 5 &
z ER < B oq g w T o Eg
2 2=l L& wg 2 Z < wy S
i § oo . é o1 § a0 § o Ef e
1 100 3 4 H
g € o 8 g0 I w g w g ™
o] B @ @ @ ®
’ — ! 1l K LB |
e 12 do do do s Hads T do b do s < 1o 20 % 41 30 T % b T 76 % % b
i L AD Al &b 4] AD (A
w0
. o o o o
7 5 - i ™ S o G 0 G, am
5 T iy T 5 E i = F B -
S Y } Z % o s, T = ‘P # .
% g % ¥ o & my 240 E 0 i o ; w00y % o 200y
i o & £ o] F e Ela EFia 4
o g ™
€ S o S 0 R G g, 10
. @ 6] [©] @]
LA R LA P 4 Hs 1o 20 3 40 %0 HE 10 20 30 4o s KRNI
ad Al a0 A a0 A
400 @ 400 200 a0
o o 0 o
§ o My WG bl 20 T w G o a0
i 73 5 £ § £ 5 E -
£ wi T L oy &7 wy 3ol fF . wy Lo g
do] | = fo = § e = i § a0 Fé,m £
4 we g o g wo g w & 100 ™
i
90 o0 . e E S a0 C
o] N o] N ® @ @
" . 2 . r- Lk o -1
"5 T 2o B & % W B % % b w Vo To B B y : p:
kN R XN I T R TR T e
0 o
° U kS o o @ .
Z 10 g e . w g w = = -
% 3 AR £ - f Fw g o w a0
1w {5 5w H E Do z » .
-4 2 if E g Lo g oy &0 203
§i e ' E o = < 60 = § 50 é 60 = g -60- é L
& g [P w E £
< 50 < s T pod 9 w0 9 R o
olf, , ® ®
i | »
4 H5' 10 20 30 40 50 H5' 13 20 30 40 50 He HS 10 30 30 40 50 u a0
kR EX JEN Py L A T e
400 noc a0
o . - o] - . a s N
s £ B
£ w0 Lo o Lo Hsoo
5 E S T £ ; -4
I £ .
wy £ o my Lo wy £ Fi | Gy
e G L E
1 W w g e g 100
- - P - 0 A 8o -80-
o] B 2 Y @ @ @ @
| | ] “ .
" T 2B A W Vo T 2 o 0w R A ) B ; E
&R R A LRI LI I

Figure $11: Relative distances and effective energies of 1 binding to HSP90. Calculated effective binding
energies (AGerecaive) for 60 MD trajectories, plotted against the relative distance (AD; see Methods section for
definition) between 1 and helix H4. The plots are colored according to the elapsed time (see scale on the right
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Figure S12: 1 as a potent inhibitor in leukemic cell line models without inducing any HSR. (a)
Expression of HSP20 in leukemic cell line models (HLB80, Kasumi, THP-1, Mutz-2 and K562) and in mobilized
peripheral blood (MPB) derived CD34+ cells. (b) Treatment of K562 & KCL22 with 1, NB & respective controls
(DMSQ) for 48h, resulted in the downregulation of BCR-ABL1 and subsequently downstream signaling
pathways including pStatba, pCrkl, pAkt (Ser473), pS6 (mTOR) and cMyc. (c) K562, KCL22 and HL60 (Mutz-
2 - data not shown) were treated with the indicated concentration of 1 and viable cells were counted at 24h,
48h and 72h (n=3). (d) K562 and HL60 cells (Mutz-2 - data not shown) were treated with the indicated
concentration of 1 for 48h and later dually stained with annexin V/PI and consequently measured by FACS
where viable cells (-ve for annexin V/PI) were compared to necrotic (+ve for Pl) and early (+ve for annexin V)
or late (+ve for both annexin/Pl) apoptotic stage. (e) K562 cells were treated with 1 for 48h and were subjected
to cell cycle analysis using FACS (Pl staining). (f) HL60 & K582 cells were treated with 1 for 72h and were
subjected to FACS after staining with CD11b, CD14 & CD38 CD13 antibodies respectively. Diagrams show
bivariate FACS analysis of CD11b vs. CD14 for HLG0 cells & CD38 vs. CD13 for K562. Columns depicts the
mean of 3 independent experiments (n=3). Significance analyses of normally distributed data with variance
similar between groups used paired, two-tailed Student’s t-test. * p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.001.
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Figure S13: Effect of 1 on normal CB derived MNC or CD34+ cells. (a) Healthy human CB derived MNC

were treated for 48 h with increasing concentrations of 1 and later enzymatic activity of caspase 3/7 was
examined by caspase 3/7 dependent glo assay (absorbance at 405 nm). (b) Primary CB derived CD34+ cells
were treated with 1 to determine the sensitivity using Celltitre glo assay resulting in a higher I1C=o value than
in leukemic cells (13 £ 0.46 UM). (¢) Human CB derived CD34"-HSCs were treated with 1 for 48h and later
apoptosis was examined by using caspase 3/7 glo assay (absorbance at 405 nm). 1 has not induced
apoptosis at 6uM; however, apoptosis was significantly induced at this concentration in leukemic cells (Fig
1B). (d) Effect of 1 on differentiation of CD34+ cells were determined by FACS after staining with CD34 &
CD11b antibodies. Diagrams show bivariate FACS analysis of CD34 versus CD14 for CD34+ cells.
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Figure S14: 1 as a potent inhibitor in primary CML patient derived CD34 + blast cells without inducing
HSR. (a, b) Primary CML®P3** cells from two patients were either treated with the indicated (cytotoxic)
concentration of 1 alone or in combination with 1B (b) or with 1 and AUY922 for 48h. Later the protein lysates
were subjected to immunoblot analysis. As opposed to AUY922 treatment, administration of 1 alone or in
combination with IB does not induce HSR which was evaluated by the expression of HSF-1, HSP70, HSP40
and HSP27, whereas PDI {(endoplasmic reticulum) and HSP&0 (primarily present in mitrochondria) served as
a control for HSR in the cytoplasm. (¢, d) Primary CMLP3** cells were treated with 1 for 5 days in liquid
medium and later subjected to FACS after staining with CD14 and CD19 antibodies (n=2 patients).
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viable cells were counted at 24, 48 and 72 h.
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