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1 

1 Einleitung 

Die Entwicklung innovativer Wirkstoffe zur Behandlung von Tumorerkrankungen, die 

selektiv maligne Zellen adressieren, ist eine der größten 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-

häufigste Todesursache in den industriell entwickelten Ländern. 1  Nach Angaben der 

‚International Agency for Research on Cancer‘ (IARC) der Weltgesundheitsorganisation 

(WHO) wurden im Jahr 2012 weltweit 14.1 Mio. Neuerkrankungen 2  gemeldet und 

ca. 8.2 Mio. Menschen sind aufgrund von Tumoren gestorben.[1] Zu den am häufigsten 

diagnostizierten Tumorarten, die gleichzeitig für die meisten Todesfälle verantwortlich 

sind, gehören Brust-, Prostata-, Darm- und Lungentumoren.3[2] Bis zum Jahr 2030 wird 

erwartet, dass diese Zahlen auf 21.7 Mio. Neuerkrankungen und 13 Mio. Todesfällen 

ansteigen.[1] Neben den Hauptrisikofaktoren, zu denen Mangelernährung (ballaststoff-

arme Ernährung), Übergewicht, Bewegungsmangel, übermäßiger Tabak- sowie Alkohol-

konsum zählen, hat auch die demographische Entwicklung (wachsende Bevölkerungs-

zahl und steigende Lebenserwartung) einen wesentlichen Einfluss auf die zunehmende 

Morbidität.[2] Da mit zunehmendem Alter die Funktionen der körpereigenen Zellre-

paraturmechanismen abnehmen und die Wahrscheinlichkeit fehlerhafter Zellteilung 

zunimmt, steigt das Risiko für die Entstehung von Tumoren. Trotz stetig verbesserter 

Diagnose- und Früherkennungsmöglichkeiten und beachtlichen Fortschritten in der 

Tumortherapie, ist eine Heilung bzw. eine deutliche Verlängerung der Lebenszeit nur bei 

wenigen Tumoren möglich. Oftmals kann nur eine Teilremission, eine Linderung tumor-

bedingter Symptome oder eine begrenzte Lebenszeitverlängerung erzielt werden. Die 

Entwicklung arzneistoffinduzierter Resistenzen und die mangelnde Selektivität vieler 

Pharmaka verdeutlichen zudem den wachsenden Bedarf an innovativen Strategien für die 

Tumortherapie und an nebenwirkungsarmen Antitumorwirkstoffen mit hoher Selektivität 

gegenüber Tumorzellen.   

Durch die Aufklärung wichtiger biologischer Vorgänge, die zur Tumorentstehung 

beitragen, eröffnen sich vielversprechende neue Therapiemöglichkeiten. Neben der 

                                                 

1 In Ländern mit geringem bis mittlerem Einkommen sind die häufigsten Todesursachen Herz-Kreislauf-

Erkrankungen, Infektions- und parasitäre Erkrankungen gefolgt von Tumorerkrankungen.[2] 

2 Nicht-melanozytärer Hauttumore sind bei diesen Zahlen nicht berücksichtigt.[2]   
3 Die drei häufigsten Tumorarten in den Industrieländern sind bei Männern: Prostata, Lunge, Darm und bei 

Frauen: Brust, Darm, Lunge. In den Schwellen- und Entwicklungsländer sind es bei Männern: Lunge, 

Leber, Magen und bei Frauen: Brust, Gebärmutter und Lunge.[2] 
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Akkumulation genetischer DNA-Defekte, finden im Verlauf der Tumorprogression auch 

Veränderungen auf epigenetischer Ebene statt.[3,4] Störungen der epigenetischen 

Regulationsmechanismen können essentielle zelluläre Prozesse wie die Proliferation, 

Differenzierung und Apoptose negativ beeinflussen und so zur Tumorentstehung 

beitragen.[5] Histondeacetylasen (HDAC), eine Enzymfamilie, die in bestimmten 

Tumoren überexprimiert ist, haben eine globale Regulationsfunktion bei vielen dieser 

Zellvorgänge und stellen ein attraktives Target der Wirkstoffentwicklung dar.[6,7] HDAC-

Inhibitoren (HDACi) greifen in die epigenetischen Regulationsmechanismen ein und 

können auf die charakteristischen Eigenschaften der Tumorzellen Einfluss nehmen.  

Ein weiteres Ziel für die Entwicklung von Tumortherapeutika ist das Hitze-Schock-

Protein 90 (HSP90). Als Chaperon unterstützt es Klientproteine bei der korrekten Faltung 

in ihre funktionelle Konformation.[8] Es ist an einer Reihe zellulärer Prozesse beteiligt 

und schützt Zellen vor intrazellulären Stress. Zu den Klientproteinen zählen dabei auch 

tumorassoziierte Proteine.[9] HSP90 nimmt dadurch Einfluss auf die Entartung von Zellen 

und trägt zur Entstehung und zum Überleben von Tumorzellen bei. Zudem weist HSP90 

in Tumorzellen häufig eine erhöhte Expression und Chaperonaktivität auf.[10] HSP90-

Inhibitoren (HSP90i) sind daher von großem therapeutischem Interesse und bieten 

vielversprechende Strategien zur Behandlung von Tumorerkrankungen.[8–11] 

Weiterhin bieten Peptide und ihre Analoga vielversprechende Einsatzmöglichkeiten als 

Antitumorwirkstoffe.[12–14] Peptide besitzen dabei häufig neben einer guten Effektivität 

auch eine hohe Spezifität mit geringem Nebenwirkungspotential. Diese Faktoren machen 

Peptide zu attraktiven Kandidaten für die Wirkstoffentwicklung. Die guten Peptid-

wirkstoffe erweisen sich jedoch, aufgrund der geringen metabolischen Stabilität, der 

unzureichenden Bioverfügbarkeit und ihrer Konformationsflexibilität, häufig als weniger 

erfolgsversprechende Arzneistoffe.[15] Die Entwicklung von Peptidanaloga (Peptido-

mimetika) ist daher von hohem pharmazeutischem Interesse. Beim Design von 

Peptidomimetika können durch den Einsatz von unnatürlichen Aminosäuren und 

Aminosäureanaloga die pharmazeutisch wichtigen Eigenschaften der natürlichen Peptide 

verbessert werden.[16,17] Zusätzlich können essentielle und komplexe Sekundärstrukturen 

der ursprünglichen Peptidvorbilder häufig 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 Aktivität.
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1.1 Tumorerkrankungen 

Tumoren sind Ansammlungen von entarteten Gewebeneubildungen (Neoplasien), die 

durch Störungen der Kontrollmechanismen entstehen, die für die Regulierung des Zell-

wachstums notwendig sind.[21] Die entarteten Zellen sind dabei häufig gekennzeichnet 

durch eine rapide Zellteilung und ein unkontrolliertes Wachstum. Die große Vielzahl an 

Tumorerkrankungen 4  wird in systemische Erkrankungen des Lymphsystems (Lym-

phome), des Blutsystems (Leukämien) und in solide Tumoren eingeteilt.[21] Die soliden 

Tumoren sind dabei nach der Lokalisation im menschlichen Körper benannt. Es wird da-

bei zwischen benignen (gutartigen) und malignen (bösartigen) Neoplasien unterschieden. 

Im Gegensatz zu den benignen Neoplasien sind maligne Tumoren invasiv. Sie wachsen 

in benachbarte Gewebe ein und zerstören dabei gesunde Zellen. Weiterhin neigen 

maligne Neoplasien zur Metastasierung, wobei Tochtertumoren in entfernten Bereichen 

des Körpers gebildet werden.  

Die Entstehung von Tumoren durch ein unkontrolliertes Wachstum entarteter Zellen ist 

ein komplexer Vorgang und das Resultat von Mutationen und Veränderungen, die auf 

genetischer oder epigenetischer Ebene stattfinden.[22,23] Eine wesentliche Rolle spielen 

dabei Veränderungen an tumorrelevanten Genen, insbesondere den Tumorsuppressor-

genen und Onkogenen.[24] Die Tumorsuppressorgene greifen regulierend in den Zell-

zyklus und die Apoptose ein und verhindern die Transformation von gesunden zu 

entarteten Zellen. Onkogene hingegen fördern die Zellteilung und begünstigen den 

Übergang vom normalen Wachstumsverhalten der Zelle zum unkontrollierten malignen 

Zellwachstum. Ungleichgewichte bei der Expression der Gene bewirken Veränderungen 

der zellulären Signalverarbeitung und Störungen 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 können (Abb. 1.1).[25] 

                                                 

4 Die Vielzahl an unterschiedlichen malignen Tumorerkrankungen wird umgangssprachlich auch unter dem 

Sammelbegriff ‚Krebs‘ zusammengefasst. 
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Abb. 1.1: Kennzeichen von Tumorzellen. (adapted with permission from Elsevier: Cell [25], 

copyright 2011) . 

Sie umgehen wachstumshemmende Signale und erhalten gleichzeitig permanent 

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

trolliertes Wachstum. Weiterhin ist die Apoptose sehr stark vermindert, so dass die Zellen 

trotz DNA-Schäden überleben und Defekte repliziert werden. Tumorzellen besitzen dabei 

ein unbegrenztes Replikationspotential. Um eine kontinuierliche Versorgung mit 

ausreichend Nährstoffen zu gewährleisten, kommt es ab einer bestimmten Tumorgröße 

zur Anregung der Gefäßneubildung (Angiogenese). Darüber hinaus sind maligne Zellen 

genetisch sehr instabil und besitzen ein hohes Anpassungsvermögen an die 

Gegebenheiten der Umgebung. Sie wachsen in fremde Gewebe ein und zerstören diese 

(Invasion) und können sich darüber hinaus über den Körper fortbewegen und in fremde 

Gewebe Metastasen ausbilden.[25] Damit aus einer normalen Zelle eine Tumorzelle wird, 

müssen mehrere dieser Eigenschaften gleichzeitig auftreten.[26,27] Kommt es zu einer 

Akkumulation mehrerer Merkmale, können 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, Größe und 

Lokalisation des Tumors, Stadium und Fortschritt der Krankheit sowie dem Patienten 

selbst. Zu den therapeutischen Methoden zählen die chirurgische Entfernung solider 

Tumoren, die lokale Bestrahlung der Tumorzellen mit Röntgen- oder Gammastrahlen und 

die medikamentöse Behandlung (Chemotherapie). Unter den genannten Therapieformen 

hat die Chemotherapie die größte Bedeutung, da sie nicht lokal eingeschränkt ist, sondern 

die Therapeutika auf Tumorzellen im ganzen Körper wirken. Häufig wird die 

Chemotherapie zusätzlich nach einem erfolgreichen chirurgischen Eingriff oder nach 

einer Bestrahlung eingesetzt. Dadurch soll restliches Tumorgewebe vollständig 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 mögliche Therapieform. Die medikamentösen 

Behandlungsmöglichkeiten werden in die klassische Chemotherapie und in die 

zielgerichteten Therapien (Targeted Therapy) unterteilt.  

1.1.1.1 Klassische Chemotherapie 

Konventionelle oder „klassische“ Chemotherapeutika sind zelltoxische Substanzen, 

sogenannte Zytostatika.[28] Diese greifen störend in Stoffwechselprozesse und die 

Zellteilung ein, wodurch das Zellwachstum gehemmt und die betroffenen Zellen zerstört 

werden. Der wesentliche therapeutische Angriffspunkt der Zytostatika nutzt die stärkere 

Proliferation der Tumorzellen im Vergleich zum Zellwachstum normaler Gewebe.[28] Die 

sich rasch teilenden Tumorzellen sind empfindlicher gegenüber den klassischen 

Chemotherapeutika und werden durch diese in ihrem Wachstum stärker 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, während andere Zytostatika Enzyme inhibieren, die bei der Zellteilung eine 

wichtige Rolle spielen.[28] Die Tab. 1.1 gibt einen Überblick über ausgewählte 

Substanzklassen und ihre Wirkmechanismen, die in der klassischen Chemotherapie 

eingesetzt werden.[28–30] 
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Tab. 1.1: Ausgewählte Substanzklassen klassischer Chemotherapeutika. 

Substanzklasse Wirkprinzip 

Antimetabolite Natürliche Stoffwechselbausteinen werden durch ‚falsche‘ 

Substrate verdrängt und ersetzt. Dies beeinträchtigt wichtige 

Stoffwechselprozesse und die DNA-Replikation und stört die 

Synthese von Nucleinsäuren und Nukleotiden. Beispiele sind 

Purin- und Pyrimidinanaloga sowie Folsäureantagonisten. 

DNA-Alkylanzien Kovalente Bindungen an DNA-Basen führen zu Veränderungen 

(Quervernetzung, Strangbrüche und abnormale Basenpaarung). 

Die DNA-Replikation wird beeinträchtigt und somit die Zell-

teilung. Zu den Substanzklassen zählen Alkylsulfonate, Nitroso-

harnstoffe, Platin-, Hydrazin- und N-Lost-Derivate.  

Mitosehemmstoffe Hemmung des Zellteilungsprozesses durch Beeinflussung des 

Spindelapparates über 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-

hemmstoffe 

Die DNA-Replikation bei der Zellteilung wird durch Topo-

isomerasen erleichtert, indem sie DNA-Stränge kurzfristig 

brechen und sie nach der Replikation erneut ligieren. Einzelstrang- 

(Topoisomerase I) und Doppelstrangbrüche (Topoisomerase II) 

werden unterschieden. Hemmung der Enzymaktivitäten führt zu 

vermehrten Strangbrüchen und der Zelltod tritt ein. 

Antibiotikaderivate Mehrere Mechanismen tragen zur zytostatischen Wirkung bei. 

Einige interkalieren mit der DNA und RNA und stören so die 

DNA/RNA-Synthese, andere induzieren durch Radikalbildung 

und Hemmung der Topoisomerase II DNA-Strangbrüche. 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 Toxizität gegenüber gesunden 

Gewebe besteht. Hierbei werden insbesondere Zellen geschädigt, die ein ähnliches 

Zellteilungsvermögen aufweisen wie die entarteten Tumorzellen.[30] Als Folge treten eine 

Reihe schwerer Nebenwirkungen auf.[29] Unter anderen kann es zu Übelkeit, Erbrechen, 

Haarausfall, Schleimhautproblemen und Veränderungen des Blutbilds kommen. Bei 

einigen Zytostatika können Spätfolgen wie Unfruchtbarkeit, Organschäden und die 

Bildung von Zweittumoren auftreten. Die Ausprägung der Nebenwirkungen hängt, neben 

der individuellen Situation und dem Patienten, sehr stark vom Zytostatikum und der 

Dosierung ab. Letzteres lässt sich aufgrund der mangelnden Selektivität nur schwer 
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einstellen. Es werden zudem häufig Kombinationstherapien mehrerer Chemotherapeutika 

eingesetzt, um unerwünschte 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.[31–33]   

1.1.1.2 Zielgerichtete Tumortherapie (Targeted Therapy) 

Anders als klassische Chemotherapeutika, die ihre Wirkung direkt antiproliferativ 

entfalten und so auch schnell wachsende gesunde Zellen beeinträchtigen, greifen 

gerichtete Therapeutika gezielt in molekulare Vorgänge auf Zellebene ein, die eine 

zentrale Rolle bei der Zellteilung und dem Wachstum von Tumoren spielen.[34] Die 

Arzneimittel sollen möglichst spezifisch Tumorzellen adressieren und dadurch eine 

geringere Toxizität gegenüber gesunden Zellen und weniger Nebenwirkungen auf-

weisen.[30] Als molekulare Targets dienen spezifische Angriffspunkte, durch die sich 

entartete Zellen von normalen Gewebe abgrenzen und die für die genetischen Verän-

derungen der Tumorzellen verantwortlich sind. Häufig 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 

gestörten Regulationsvorgänge 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.[35,36] Weiterhin können 

bestimmte Arzneistoffe die Ver- oder Entsorgungsprozesse der Tumorzellen beein-

flussen, wodurch der Stoffwechsel der Zellen beeinträchtigt wird. Zu den bekanntesten 

zielgerichteten Therapeutika zählen monoklonale Antikörper, die an spezifische Zell-

oberflächenstrukturen von Tumorzellen binden und niedermolekulare Verbindungen 

(Small Molecules), die intrazellulär spezifische Signalübertragungswege blockieren.[28,31] 

Zur Therapie von Tumoren mit hormonabhängigem Wachstum sind zudem Hemmstoffe 

der Hormonbiosynthese, Hormone oder Hormonrezeptorantagonisten integrale Bestand-

teile gerichteter Therapien.[28,36] Eine Übersicht ausgewählter Wirkstoffklassen in der 

zielgerichteten Tumortherapie gibt Tab. 1.2.[28,33,35,36]   
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Tab. 1.2: Ausgewählte Wirkstoffklassen zielgerichteter Tumortherapien. 

Wirkstoffklasse Wirkmechanismus 

Monoklonale  

Antikörper 

Binden an spezifische Strukturen auf der Zelloberfläche (Antigene) 

und können auf unterschiedliche Weise wirken. Entweder werden 

Tumorzellen durch sie „markiert“ und es kommt zu einer 

Immunreaktion. Oder das Antigen ist ein Wachstumsfaktorrezeptor 

und wird für den Wachstumsfaktor blockiert, wodurch Zellteilung, 

Wachstum und Angiogenese beeinträchtigt werden. Zudem kann an 

den Antikörper noch ein zytotoxisches Fragment (Zytostatika, 

Radionuklid oder Toxin) gekoppelt sein, das nach der Bindung an 

das Antigen freigesetzt wird.  

Signaltransduktions-

hemmer 

(Small Molecules) 

Unterbrechung wichtiger Signalübertragungswege in der Tumor-

zelle durch Blockade zellinneren Teile der Rezeptoren (Kinasen). 

Wichtigste Vertreter dieser Klasse sind die Tyrosinkinase, mTOR-

Kinase- und Multikinaseinhibitoren.  

Proteasomhemmer 

(Small Molecules) 

Die Funktion des Proteasom-Enzymkomplexes wird gehemmt, 

wodurch wichtige Proteolyse-Prozesse, wie der Abbau fehlerhafter 

Proteine, unterdrückt werden, was zum Zellteilungsstopp und zur 

Apoptose führt. 

Modulatoren der 

Genexpression 

(Small Molecules) 

Modifizieren Proteinfunktionen, die eine Rolle bei der Regulation 

der Genexpression spielen (z.B. Histondeacetylaseinhibitoren) 

Hormontherapien Hemmen das Wachstum hormonempfindlicher Tumorzellen durch 

Blockade der Bildung oder Wirkung der für 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 eingeschränkt. Jeder 

Tumor weist unterschiedliche molekulare Merkmale und andere Eigenschaften auf. 

Dadurch steht nicht für jede Tumorerkrankung eine zielgerichtete Behandlung zur 

Verfügung. Ob ein Tumor die jeweiligen Zielstrukturen, gegen die sich die Wirkstoffe 

richten, vorweist und ob somit eine Targeted Therapy für die Behandlung in Frage 

kommt, muss individuell durch spezielle molekularbiologische Tests geprüft werden. Um 

eine höhere Wirksamkeit zu erzielen und die Behandlung so effizient wie möglich 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 Ausprägung und Art der Nebenwirkungen ist hierbei stark 

vom jeweiligen Arzneistoff abhängig. Die unerwünschten Symptome treten in der Regel 

aber in geringeren Umfang auf, da die Wirkstoffe präziser gegen Tumorzellen gerichtet 

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

Ein großes Problem der medikamentösen Therapieformen ist die Entwicklung von 

Resistenzen der Tumorzellen gegenüber den eingesetzten Arzneimitteln. Trotz der immer 

spezifischeren Chemotherapeutika sprechen viele Tumoren, insbesondere metastasierte 

Tumorarten, auf viele der gängigen Chemotherapien gar nicht oder nach einer bereits 

erfolgten Behandlung nicht mehr an.[29] Eine Ursache dafür sind Resistenzen, die sich 

aufgrund der genetischen Instabilität und der hohen Anpassungsgabe der Tumorzellen an 

die Umgebungsbedingungen entwickeln können.[37] Zusätzlich dazu kann eine 

arzneistoffinduzierte Mehrfachresistenz (Multiple Drug Resistance (MDR)) auftreten, bei 

der Tumoren simultane Resistenzen gegenüber strukturell und funktionell unterschied-

lichen Chemotherapeutika besitzen oder entwickeln.[38] Die Resistenzen schränken die 

Effektivität vieler Arzneimittel stark ein und sind eine der Hauptursachen für Misserfolge 

von Chemotherapien. Es gibt unterschiedliche Mechanismen, die zu einer arzneistoff-

induzierte Mehrfachresistenz beitragen können, darunter der aktive Auswärtstransport 

der Zytostatika aus den Tumorzellen, eine beschleunigte enzymatische Inaktivierung der 

Wirkstoffe in der Zelle, Veränderungen der Genexpression und Aktivität von 

Zielmolekülen sowie eine vermehrte Expression MDR-assoziierter und antiapoptotischer 

Gene.[37,39,40] Die Erschließung neuer, wirksamer Therapiemöglichkeiten ist daher eine 

andauernde Herausforderung der pharmazeutischen Forschung.   
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1.2 Epigenetischer Therapieansatz 

Auf dem Gebiet der Karzinogenese und der Prävention malignen Zellwachstums bieten 

Substanzen, die regulatorisch auf epigenetischer Ebene eingreifen, neue Möglichkeiten 

wirksame Therapien zu entwickeln.[41] Die Epigenetik umfasst Regulationsmechanismen, 

die Veränderungen in der Genexpression bewirken, ohne dabei die DNA-Sequenz selbst 

zu verändern.[41] Die Veränderungen können über 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.[42] Hierzu zählen unter anderem Nukleosomremodelling,[43] DNA-

Methylierung[44], sowie Histonmodifikationen.[45] Von diesen Regulationsmechanismen 

haben die Histonmodifikationen ein besonderes Interesse in der Tumortherapie erlangt.[45] 

Histonmodifikationen sind meist reversible Veränderungen. Durch Hinzufügen oder 

Entfernen chemischer Gruppen an die Aminosäurereste der Histone wird eine Änderung 

der Chromatinstruktur bewirkt, mit dem Ziel, dass die Transkription von Genen aktiviert 

bzw. deaktiviert wird.[45] Störungen dieser Kontrollmechanismen führen zu abnormaler 

Aktivierung und Inhibierung verschiedener Signalwege und zu Fehlregulationen von 

Genen, die in der Differenzierung, Apoptose oder Zellzykluskontrolle involviert 

sind.[41,42] Sie können so Ursache verschiedener Krankheiten sein und sind pathogenetisch 

von großer Bedeutung.[46] Enzyme, die solche Histonmodifikationen katalysieren, stellen 

interessante Ziele bei der Entwicklung neuer Therapieansätze zur Behandlung von 

Tumorerkrankungen und zur Prävention malignem Zellwachstums dar. 

1.2.1 Histone und posttranslationale Histonmodifikationen 

Histonproteine spielen in der Epigenetik eine zentrale Rolle und sind als Bestandteile des 

Chromatins für die Verpackung der DNA zuständig (Abb. 1.2).[47] Histone sind basische 

Proteine, die als Oktamere zusammen mit jeweils ca. 146 DNA-Basenpaaren die kleinste 

Untereinheit des Chromatin, das Nukleosom, bilden. Nukleosome sind über kurze DNA-

Abschnitte miteinander verknüft 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 zugänglich und ablesbar.  
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Abb. 1.2: Aufbau des Chromatins (adapted by permission from Macmillan Publishers Ltd: 

Nature Reviews Drug Discovery [42], copyright © 2012). 

Reguliert wird die Zugänglichkeit der DNA über die aus dem Histonenkomplex 

herausragenden N-terminalen Regionen, die überwiegend aus basischen Aminosäuren 

(Lys, Arg) bestehen. Diese Enden stehen für posttranslationale Modifikationen (PTM) 

zur Verfügung, wodurch die Struktur des Chromatins beeinflusst wird und so zur 

Kontrolle der Transkription, DNA-Reparatur und Replikation beitragen (Abb. 1.3).[48,49] 

Das Chromatin kann in einer offenen als auch in einer geschlossenen Konformation 

vorliegen. Die offene Konformation (Euchromatin) ist mit einer transkriptionellen 

Aktivität assoziiert, wohingegen die kondensierte Form (Heterochromatin) mit einer 

Stilllegung der Genexpression (gene silencing) einhergeht. Zu den posttranslationalen 

Modifikationen an Histonen zählen Methylierung (Arg, Lys), Acetylierung (Lys), 

Phosphorylierung (Ser, Thr), Ubiquinylierung und einige weitere Modifizierungen.[45] 

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

wirkende Enzymgruppen katalysiert werden.     

 
Abb. 1.3: Einfluss der HATs und HDACs auf die Chromationstruktur und die Transkription 

(adapted with permission from Elsevier: Trends in Neuroscience [50], 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.[51] Reguliert wird das dynamische Gleichgewicht des Acetylierungsstatus in den 

Zellen durch zwei antagonistisch wirksame Proteinfamilien: Histonacetyltransferasen 

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

 
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 Phosphatrückgrat der DNA 

einzugehen, wodurch das Chromatin in einer transkriptionell inaktiven und kondensierten 

Form vorliegt (Abb. 1.3). Histonacetyltransferasen (HAT) übertragen Acetylgruppen von 

acetylierten Coenzyms A (Acetyl-CoA) auf die endständige Aminofunktion von 

Lysinresten der Histone.[51] 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 für 

Transkriptionsfaktoren leichter zugänglich und die Genexpression wird aktiviert. 

Histondeacetylasen, die Gegenspieler der HATs, katalysieren die Entfernung von 

Acetylgruppen.[51] Dies resultiert in einer Freisetzung positiver Ladungen und somit zu 

einer Erhöhung der ionischen Wechselwirkungen zwischen den positiven Histonen und 

der negativ geladenen DNA. Es bildet sich eine dicht gepackte Chromatinstruktur aus, 

die für die Transkriptionsmachinerie schwerer zugänglich ist und eine Repression der 

Transkription bewirkt. HATs und HDACs regulieren somit die Genexpression über eine 

Änderung der Chromatinstruktur. Besteht ein Ungleichgewicht zwischen HDACs und 

HATs, wird das zellspezifische Genexpressionsmuster gestört und wichtige zelluläre 

Prozesse werden beeinträchtigt. Durch HDAC-Überexpression kann es zum Beispiel zur 

transkriptionellen Stilllegung von Tumorsuppressorgenen kommen, wodurch eine 

Entartung der Zellen ausgelöst werden kann.[5] Die Überexpression von HDACs konnte 

in einer Reihe verschiedener Tumoren beobachtet werden.[52–57] Durch die Inhibierung 

von HDACs kann eine Reexpression stillgelegter Gene erzielt werden, wodurch HDAC-

Inhibitoren interessante Ansätze für epigenetische Therapien darstellen.    
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1.2.3 Histondeacetylasen (HDAC) 

Zur Familie der HDAC-Proteine zählen 18 humane Enzyme, die aufgrund ihrer 

Domänenstruktur, Größe, zellulärer Lokalisation und ihrer Sequenzähnlichkeit zu den 

homologen Hefeproteinen in vier Klassen unterteilt werden (Abb. 1.5).[57] Es kann hierbei 

zwischen den sogenannten ‘klassischen HDACs’ und den Sirtuinen unterschieden 

werden. Die zur Klasse III zugehörigen Sirtuine 1-7 weisen einen vom Cofaktor 

Nicotinsäureamidadenindinukleotid (NAD+) abhängigen Katalysemechanismus auf und 

unterscheiden sich auch strukturell von den übrigen HDACs.[58] Die elf als klassische 

Histondeacetylasen bekannten Enzyme sind hingegen zinkabhängig und werden weiter 

in die Klassen I, II und IV unterteilt.[57] Zur Klasse I gehören die relativ kleinen Enzyme 

(40- 55 kDa, HDAC1, 2 , 3, 8), die vorwiegend im Nukleus lokalisiert sind und ubiquitär 

in allen Zellen exprimiert werden.[52] In Klasse II sind größere Enzyme (100-130 kDa), 

deren Expression auf bestimmte Zelltypen beschränkt ist und die aufgrund von Sequenz-

abweichungen und Domänenorganisation in zwei Unterklassen eingeteilt werden. Die 

Enzyme der Subklasse IIa (HDAC4, 5, 7, 9) besitzen eine große N-terminale Domäne und 

bewegen sich zwischen Zytoplasma und dem Zellkern.[57] Klasse IIb (HDAC6, 10) sind 

überwiegend zytoplasmisch lokalisiert. HDAC6 besitzt zwei katalytische Domänen und 

HDAC105 eine katalytische Domäne am N-Terminus und eine zweite unvollständige am 

C-Terminus. HDAC116 repräsentiert die Klasse IV. Es weist Sequenzhomologien zu 

Klasse I und II auf und kann daher nicht eindeutig einer Klassen zugewiesen werden.[59]  

Klasse Isoform Domänenstruktur Katalyse Lokalisation 

I 

1   

Zn2+ Nukleus 
2   
3   
8   

IIa 

4   

Zn2+ Nukleus und Zytosol 
5 

  
7   
9   

IIb 
6 

  Zn2+ Zytosol 
10   

III      Sirtuine 1-7 NAD+ variabel 

IV 11   Zn2+ Nukleus und Zytosol 

 katalytische Domäne Klasse I  katalytische Domäne Klasse IV 

 katalytische Domäne Klasse II  coiled-coil Region 

 inaktive katalytische Domäne Klasse II  Zinkfinger 

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

                                                 

5 Hai et al. zeigten, dass HDAC10 als Polyamindeacetalase (PDAC) von Spermidinen agiert und bei der 

Autophagy zum Überleben von Tumorzellen beitragen kann.[259]   
6  Barinka et al. entdeckten, dass HDAC11 Acylgruppen der Lysinreste von Fettsäuren entfernt. Die 

Fettsäuredeacetylase (FDAC) zeigte dabei eine Präferenz für längere Fettsäureketten (C8-C18).[260]  
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Das aktive Zentrum der zinkabhängigen HDACs besteht aus einer zylindrischen Tasche, 

an dessen Ende, neben dem Zinkion, noch ein einzelnes Wassermolekül 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.[60] Im Jahr 2016 konnten 

Hai und Christianson den vorgeschlagenen Mechanismus von Finnin durch die Auf-

klärung der Kristallstruktur von HDAC6 mit verschiedenen Substraten bestätigen.[61] Es 

konnte gezeigt werden, dass die katalytische Domäne 2 (catalytic domain 2, CD2) der 

Zebrafisch-HDAC6 (zCD2) große Ähnlichkeit zur CD2 der humanen HDAC6 (hCD2) 

aufweist. Die Forscher konnten anhand von Momentaufnahmen wichtiger Katalyse-

schritte wesentlich zur Aufklärung des Katalysemechanismus beitragen (Abb. 1.6). 

 

Abb. 1.6: Schritte des Katalysemechanismus von HDAC6 zCD2 nach Hai und Christianson.[61]  

Neben einem Serin (S531) und einem Glycin (G582), die Wasserstoffbrücken zu den 

Stickstoffatomen des Substrats ausbilden, koordiniert der Carbonylsauerstoff des 

Acetyllysins an eine freie Koordinationsstelle am Zinkion. Außerdem interagiert die 

Carbonylfunktion mit dem Tyrosinrest (Y745). Diese Koordinationen erhöhen die 

Elektrophilie des Substrats für einen nukleophilen Angriff und verhindern zusätzlich, 

dass das Wasser im aktiven Zentrum des Enzyms verdrängt wird. Das Histidin (H573) 
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fungiert als Base und aktiviert das Wassermolekül 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 Wasserstoffbrücke zu Y745 und durch das Zinkion komplexiert, während die 

Hydroxygruppe etwas weiter vom Zinkion entfernt ist und lediglich mit H573 interagiert. 

Durch Spaltung des Intermediats wird Lysin in seiner protonierten Form freigegeben, 

während das Acetat anschließend als symmetrischer zweizähniger Ligand das Zinkion 

koordiniert. 

1.2.4 Histondeacetylaseinhibitoren (HDACi) 

Die Möglichkeit auf epigenetischer Ebene regulatorisch auf die Genexpressions-

machinerie einzugreifen, macht HDAC-inhibierende Substanzen zu potentiellen Wirk-

stoffkandidaten zur Bekämpfung von Tumorerkrankungen. In den letzten Jahrzenten 

wurde eine Vielzahl von HDACi identifiziert und entwickelt, von denen die meisten bei 

Tumorerkrankungen Anwendung finden.[62–64] Die Aktivität dieser Substanzen beruht 

vorwiegend auf der Bindung des Zinkions im aktiven Zentrum der Enzyme. Die 

Hemmung von HDACs führt 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.[64,65] Neben dem Acetylierungsgleichgewicht von Histonen 

wird auch das von Nicht-Histonproteinen reguliert, die unter anderem auch direkten 

Einfluss auf apoptotische Signalwege haben können.[66–69] Durch Reacetylierung von 

Nicht-Histonproteinen kann die Expression antiapoptotisch wirkender Gene gehemmt 

werden.[68,70] Es kommt zum Zellzyklusarrest und die Apoptose wird induziert. Das aktive 

Zentrum der HDACs ist stark konserviert und weist grundlegende strukturelle 

Gemeinsamkeiten auf, die für das Inhibitordesign zu beachten sind. Das daraus 

resultierende Pharmakophormodell besteht im Wesentlichen aus drei Hauptstruktur-

elementen, die für die effektive Bindung des Inhibitors im Enzym verantwortlich sind 

(Abb. 1.7).[51,71] Um das Zinkion zu chelatisieren, wird eine zinkbindende Gruppe (ZBG) 

benötigt. Anhand der chemischen Struktur dieser Gruppe werden die Inhibitoren in 

unterschiedliche Klassen eingeteilt. Zu den Inhibitorklassen zählen Hydroxamsäuren, 

kurzkettige aliphatische Carbonsäuren, 2-Aminoanilide, elektrophile Ketone und Thiol-

derivate.[51,72] Zusätzlich sind zyklische Peptide eine weitere Inhibitorklasse, bei der die 
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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. 

 
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 hydroxamsäurebasierte Inhibitor wird zur 

Behandlung des kutanen T-Zell-Lymphoms (CTCL) eingesetzt.[73] Romidepsin wurde 

2009 für dieselbe Indikation zugelassen und erhielt 2011 zusätzlich die Zulassung zur 

Behandlung des peripheren T-Zell-Lymphoms (PTCL).[74] Romidepsin ist ein natürlich 

vorkommendes zyklisches Tetrapeptid, das aus dem Bakterium Chromobacterium 

violaceum isoliert wird. Es wird in vivo durch die Spaltung einer intramolekularen 

Disulfidbrücke in seine aktive Thiolform überführt. Mit Belinostat (2014, PTCL) und 

Panobinostat (2015) erhielten noch zwei weitere hydroxamsäurebasierte Inhibitoren die 

Zulassung.[75,76] 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.[77] Die Vertreter der Hydroxam-

säuren befinden sich zusätzlich in klinischen Studien zur Therapie unterschiedlicher 

Tumorarten.[78] In China wurde 2015 außerdem der benzamidbasierte Inhibitor Chidamid 

zur Behandlung des peripheren T-Zell-Lymphoms zugelassen.[79] 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 parasitären Infektionskrankheiten (z. B. HIV, 

Malaria und Schistosomiasis) untersucht.[80–84] 
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Bei den bisher bekannten HDAC-Inhibitoren handelt es sich überwiegend um Pan-

Inhibitoren, die unspezifisch auf mehrere Mitglieder der Enzymklasse wirken.[85] Es wird 

vermutet, dass die mangelnde Selektivität im Zusammenhang mit einem erhöhten Neben-

wirkungspotential steht.[86] Durch gleichzeitige Inhibition mehrerer HDACs kommt es zu 

Nebenwirkungen wie Herzrhythmusstörungen, Magen-Darm-Beschwerden, Müdigkeit 

oder Appetitlosigkeit.[87] Ein Grund hierfür könnte der pleiotropischer Effekt der HDACs 

sein.[88,89] So können durch die HDAC-Hemmung und dessen Einfluss auf posttrans-

lationale Modifikation, neben Tumorzellen auch andere essentielle Proteine in gesunden 

Zellen beeinflusst und verändert werden.[90] Bislang zeigen nur wenige HDACi klassen- 

oder isoformspezifische Inhibitorwirkungen.[91,92] Um die allgemeine Toxizität auf den 

Körper zu verringern und das Nutzen-Risiko-Profil dieser Wirkstoffklasse zu verbessern, 

ist es von Bedeutung isoformselektive Hemmstoffe zu entwickeln.[72] Die Aufklärung der 

Beiträge der einzelnen Isoformen zur Tumorgenese kann dabei helfen neue Therapie-

ansätze zu ermöglichen. Die Entwicklung selektiver HDAC6-Inhibitoren ist dabei von 

besonders großem Interesse.[88] 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.[69] 

1.2.5 HDAC6 

Im Vergleich zu den anderen Isoenzymen weist HDAC6 strukturelle Besonderheiten auf 

(Abb. 1.8).[93,94] HDAC6 ist die einzige Histondeacetylase, die zwei katalytisch aktive 

Deacetylasedomänen besitzt, welche unabhängig voneinander zur Gesamtaktivität des 

Proteins beitragen. Die Deacetylasedomäne 1 (CD1) ist hierbei hoch spezifisch für 

Substrate, die C-terminale Acetyllysinreste vorweisen, wohingegen die katalytische 

Domäne 2 (CD2) eine weite Substratspezifität besitzt.[61] Zudem liegt am C-terminalen 

Ende eine Zinkfingerbindungsdomäne (ZnF-UBP), welche das Enzym zur Ubiquitin-

bindung befähigt.[95] Zusätzlich dazu existieren zwei weitere Domänen NES (Nukleares 

Export Signal) und SE14 (bestehend aus acht aufeinander folgenden Ser-Glu-enthaltenen 

Tetradecapeptiden), die zur Lokalisation im Zytoplasma beitragen.[96,97] Das kurze 

leucinreiche Motiv NES ist für den Transport aus dem Nukleus verantwortlich und 

befindet sich am N-terminalen Ende und die SE14-Domäne dient als zytoplasmischer 

Anker. SE14 kommt nur in der humanen HDAC6 vor und liegt zwischen der zweiten 

katalytischen Domäne und dem Zinkfingermotiv.  
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Abb. 1.8: Domänenstruktur von HDAC6. 

Viele HDACs liegen in Multiproteinkomplexen vor, da für die Aktivität der HDAC-

Enzyme mehr als eine HDAC-Domäne benötigt wird.[98] Anders verhält sich HDAC6, 

das, aufgrund der zwei unabhängigen Domänen, nicht zwingend in einem Protein-

komplex vorliegen muss, um seine Funktion auszuüben. Neben den Histonen besitzt 

HDAC6 zusätzlich eine Reihe von Nicht-Histonsubstraten, die im Zytoplasma lokalisiert 

sind, als Zielproteine.[94,97] 

1.2.5.1 Funktionen von HDAC6 und Relevanz für die Tumorgenese  

Zu den Substraten von HDAC6 zählen unter anderen α-Tubulin,[99,100] Cortactin[101,102]  

und HSP90.[103,104] Diese Proteine sind an vielen zellulären Funktionen wie Zellmotilität, 

Zellmigration und Angiogenese sowie an Chaperonfunktionen beteiligt, wodurch 

HDAC6 einen wichtigen Schlüsselregulator darstellt.[93,105] Die Regulation des 

Acetylierungsstatus von α-Tubulin ist eine der Hauptfunktion von HDAC6.[99,106] 

Zusammen mit β-Tubulin bildet α-Tubulin ein Heterodimer, das die Grundeinheit der 

Mikrotubuli bildet. Die Mikrotubuli bilden eine Art bewegliches Transportsystem, das 

eine wichtige Funktion bei intrazellulären Signalkaskaden, der Zellteilung und der 

Zellmotilität übernimmt. Die Stabilität der Mikrotubuli wird über den Acetylierungsgrad 

an Lysin40 bestimmt, wobei eine Deacetylierung mit einer erhöhten Zellmotilität 

einhergeht.[99] Durch die Inhibition von HDAC6 kommt es zu einer Hyperacetylierung 

von α-Tubulin und damit zu einer verringerten Zellmotilität. Dieser Effekt zeigt sich auch 

bei Cortactin, einem weiteren HDAC6-Substrat, dessen Acetylierungsgrad ebenfalls die 

Zellmotilität beeinflusst.[102] Im deacetylierten Zustand bewirkt Cortactin durch die 

Anlagerung von F-Aktin eine Verlängerung der Aktinfilamente. Diese sind neben der 

Zellmobilität auch für Ausbildung und Stabilisierung einer Zellform sowie den 

intrazellulären Transport von Bedeutung.[107] Neben diesen Substraten wurde HDAC6 

auch gebunden an das molekulare Chaperon HSP90 vorgefunden.[103,104] Das Chaperon 

unterstützt Klientproteine bei der korrekten Faltung und verhindert deren Degradation 

durch das Proteasom.[8] Die Chaperonaktivität wird durch Acetylierung von Lys294 in 

der Untereinheit HSP90α reguliert.[104] HDAC6 deacetyliert HSP90 und überführt es in 
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seine aktive Form, in der es Cochaperone bindet und so die korrekte Faltung von 

Klientproteinen ermöglicht. Inhibierung von HDAC6 führt 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.[103] Zu den 

Klientproteinen von HSP90 zählen unter anderen eine Reihe von tumorassoziierten 

Signalproteinen, die für das Wachstum und Überleben von Tumorzellen von Bedeutung 

sind.[9] Inhibierung von HDAC6 führt zum Verlust der Chaperonaktivität von HSP90 und 

hat somit indirekten Einfluss auf Signalproteine der Tumorprogression, die über HSP90 

modifiziert werden. 

Eine weitere Funktion von HDAC6 ist die Verminderung von intrazellulären Stress, der 

durch Akkumulation fehlgefalteter Proteine im Zytoplasma entsteht und in der Zelle 

apoptotische Signalwege auslöst.[108,109] Durch das Ubiquitin-Proteasom-System werden 

fehlgefaltete Proteine erkannt und abgebaut, wodurch intrazellulärer Stress vermieden 

wird.[110] Ist eine angemessene Proteindegradation ubiquitinierter Proteine durch das 

Proteasom nicht mehr möglich, kann der Abbau auch über das Aggresom, das eine 

Ansammlung fehlerhafter Proteine darstellt, erfolgen.[111] Über die Zinkfingerdomäne 

bindet HDAC6 ubiquitinierter Proteine und geht gleichzeitig eine Bindung mit dem 

Motorprotein Dynein ein, welches mit den Mikrotubuli assoziiert ist.[108,112] Entlang der 

Mikrotubuli werden die Proteine zum Aggresom transportiert, wo sie von Autophago-

somen aufgenommen und anschließend als Lysosom fusioniert, abgebaut werden.[113] In 

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

Induktion apoptotischer Signalwege führen.  

Zusammengefasst ist HDAC6 in einer Vielzahl zellulärer Prozesse involviert. Es 

reduziert zellulären Stress, beeinflusst die Adhäsion von Zellen, trägt zur Zellmotilität bei 

und unterstützt Abläufe die bei der Angiogenese und der Proliferation von Zellen von 

Bedeutung sind. In Tumorzellen, die eine erhöhte Proliferation und die Fähigkeit zur 

Metastasierung vorweisen, sind diese Eigenschaften stark erhöht. In einigen Tumorarten 

konnte so eine Überexpression von HDAC6 nachgewiesen werden.[57,93] HDAC6 liegt 

unter anderen in bestimmten Brusttumoren, beim multiplen Myelom und bei der akuten 

myeloischen Leukämie (AML) überexprimiert vor.[57,93] 

Tierversuche mit HDAC6-Knockout-Mäusen zeigen, dass die Säugetiere auch ohne 

HDAC6 lebensfähig sind.[57,98] Die Abwesenheit von HDAC6 führt zu einer leicht 
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erhöhten Knochendichte und zu Hyperacetylierung von α-Tubulin und HSP90.[98] Dies 

lässt darauf schließen, dass eine Inhibierung dieses Enzym mit einer geringeren Toxizität 

assoziiert ist 7  und die Vitalität normaler Zellen nur wenig beeinflusst wird, da die 

Hauptwirkung bei malignen Zellen mit gesteigertem Stoffwechsel zur Geltung kommt. 

Die Hemmung von HDAC6 stellt somit ein attraktives Ziel für neue Therapieansätze dar, 

so dass die Entwicklung von HDAC6i Gegenstand intensiver Forschung ist.[80,88,114]  

1.2.5.2 HDAC6-Inhibitoren und ihre Entwicklung 

Obwohl die HDAC6-Kristallstruktur erst kürzlich aufgeklärt wurde, konnten in den 

letzten Jahren einige selektive HDAC6-Inhibitoren entwickelt werden (Abb. 1.9). 

 
Abb. 1.9: Übersicht 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, IC50(HDAC6): 4 nM).[80,115] Tubacin (tubulin acetylation inducer) bewirkt die 

Acetylierung von α-Tubulin, ohne dabei den Acetylierungsgrad der Histone, das Genex-

pressionsmuster oder die Zellzyklusprogression zu beeinflussen.[115] Die Tubulindeacety-

laseaktivität von HDAC6 wird als Selektivitätsindiz verstanden. Des Weiteren wurden 

bei der Behandlung des Multiplen Myeloms ein synergistischer Effekt in Kombination 

mit Bortezomib beobachtet.[116] Dabei war eine Hemmung der Zellmobilität und eine 

Akkumulation ubiquitinierter Proteine zu beobachten, die zur Steigerung der Apoptose-

induktion führt. Tubacin zeigte dabei keine zytotoxischen Effekte auf gesunde 

hämatologische Zellen.[116]    

                                                 

7HDAC1-Knockout-Mäuse sind im Gegensatz zu den Tieren in denen HDAC6 fehlt, nicht lebensfähig.  
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Tubastatin A (IC50(HDAC6): 15 nM) ist ein weiterer HDAC6i.[80,117] Tubastatin A besitzt 

eine Hydroxamsäure als ZBG, eine trizyklische Cap-Gruppe und einen Benzyllinker 

(Abb. 1.9). Der HDAC6i wurde anhand eines strukturbasierten Designs ausgehend von 

Homologiemodellen (HDAC6, HDAC1) entwickelt.[117] Im Vergleich zu HDAC1 weißt 

HDAC6 einen flacheren Eingangsbereich der Bindungstasche und einen breiteren Tunnel 

auf. Diese strukturellen Erkenntnisse wurden zur Selektivitätssteigerung genutzt, in dem 

Substanzen mit großen Cap-Gruppen synthetisiert wurden. Eine zusätzliche Betrachtung 

verschiedener Linker ergab, dass durch den Einsatz eines Benzyllinkers ebenfalls die 

Präferenz für HDAC6 als Target gefördert wird.[117]  

Neben großen Caps können auch Verzweigungen innerhalb der Cap-Gruppe eine 

Steigerung der Aktivität und Selektivität für HDAC6 bewirken. Nexturastat A (Next A; 

IC50(HDAC6): 5 nM ) und HPOB8 (IC50(HDAC6): 56 nM) sind zwei weitere potente und 

selektive HDAC6-Hemmstoffe (Abb. 1.9).[80,114,118] Beide Verbindungen haben eine 

verzweigte Cap-Gruppe, einen Benzyllinker und gehören zu den hydroxamsäurebasierten 

Inhibitoren. Next A besitzt eine verweigte harnstoffbasierte 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 Inhibitorselektivität beeinflussen (Abb. 1.10).[119] HDAC6 hat eine einzigartige 

Position der Helix H25 und eine spezifische Konformation der darauffolgenden Loop. 

Dadurch besitzt nur HDAC6 eine große, offene Seitentasche (Basin, ~14 Å). Zudem weist 

HDAC6 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 dafür, dass der benzylische Linker 

ausreichend tief in den Tunnel hineinragen kann, um das Zinkion im aktiven Zentrum zu 

komplexieren (Abb. 1.10 C).[119] In anderen Isoformen ist die Inhibitorbindung durch 

sperrige Aminosäureseitenketten, die die Seitentasche belegen oder durch einen erhöhten 

Eingangsbereich, eingeschränkt (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 genügend Platz in diesen Regionen und 

erlaubt eine ausreichend feste Bindung von Next A und anderen selektiven HDAC6i.[119]  

                                                 

8 N-Hydroxy-4-(2-((2-hydroxyethyl)(phenyl)amino)-2-oxoethyl)benzamid (HPOB) 
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Abb. 1.10: HDAC6-spezifische Inhibitorbindung. Überlagerung der HDAC-Isoformen mit der 

Zebrafisch DrHDAC6_CD2 (dunkelrot) und dem Homologiemodell der humanen HsHDAC6_CD2 

(grau). HsHDAC6_CD2 ist dabei als 3D-Oberfläche, alle anderen Isoformen als Cartoonmodell 

dargestellt. (A) Die Pfeile zeigen die Größe der Basin in HDAC6 (schwarz) und HDAC7 (violett) an. 

Die HDAC6 Helix H25 ist markiert. Der Rim, der eine selektive Bindung des Inhibitors erlaubt, ist 

mit einem Stern markiert. (B) Überlagerung der Isoformen als 3D-Oberflächenmodelle. (C) 

Querschnitt des Lysinbindungskanals. Der abgesenkte Rim für HDAC6 und 8 ist durch eine weiß-

gestichelte Linie dargestellt. (Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature 

Chemical Biology [119], copyright © 2016) 

Eine andere Erklärung, die für eine HDAC6-Selektivität verantwortlich sein könnte, wird 

durch den Inhibitor HPOB verdeutlicht. Anders als bei unspezifischen Hydroxamsäure-

inhibitoren (z.B. Vorinostat), die dazu tendieren das Zinkion als zweizähnigen Liganden9 

zu koordinieren und das an Zink gebundene Wasser verdrängen, wird bei HPOB eine 

alternative Bindungskoordination beobachtet (Abb. 1.11).[61] Aufgrund des sterischen 

Anspruchs des kürzeren Linkers wird eine Annäherung der Hydroxamatgruppe an das 

Zink verhindert, so dass HPOB nur über die Hydroxygruppe der Hydroxamsäure bindet 

(Abb. 1.11 C). Dadurch wird das an Zink gebundene Wasser im aktiven Zentrum nicht 

verdrängt, sondern durch den Carbonylsauerstoff der Hydroxamsäure über eine Wasser-

stoffbrücke gebunden (Abb. 1.11 C). Zusätzlich ist durch den kurzen Linker von HPOB 

möglicherweise eine Interaktion der Cap mit den Hotspots von Loop L1 (D460-P484) 

gehindert (Abb. 1.11 A). Diese Interaktion scheint für die Bindung zu HDACs der Klasse 

I (HDAC1-3) wesentlich bedeutender zu sein und könnte eine mögliche Erklärung für die 

Selektivität für HDAC6 darstellen.[61]   

                                                 

9 Die Koordination des Zn-Ions erfolgt über die C=O- und die OH-Gruppe der Hydroxamsäure 
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Abb. 1.11: Inhibitorbindungen mit der zCD2. (A) Überlagerung 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 (hellgrün) gezeigt. Die Metallkoordination (rot) und 

Wasserstoffbrückenbindungen (schwarz) sind als gestrichelte Linien dargestellt. (Reprinted by 

permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature Chemical Biology [61], copyright © 2016) 

Der bisher erfolgversprechendste präferenzielle HDAC6-Inhibitor ist Ricolinostat (Abb. 

1.9, IC50(HDAC6): 5 nM), der eine große trizyklische Cap-Gruppe besitzt.[80,120] Neben 

einer Präferenz für HDAC6 zeigt der Hemmstoff auch eine Aktivität gegenüber HDACs 

der Klasse I10. Dies könnte auf den Einsatz eines aliphatischen Linkers anstelle des 

HDAC6-selektivitätsfördernden Benzyllinkers zurückzuführen sein. Im Vergleich zu 

unselektiven Inhibitoren zeigt Ricolinostat ein gutes Nebenwirkungsprofil, da bei der 

Behandlung mit diesem Inhibitor eine geringere allgemeine Toxizität auf Zellen auftritt. 

Derzeit befindet sich Ricolinostat in klinischen Studien in Kombination mit Bortezomib 

und Dexamethason[121] bzw. Lenalidomid und Dexamethason[122]  zur Behandlung des 

Multiplen Myeloms. Zusätzlich wird die Wirksamkeit von Ricolinostat gegenüber 

Lymphomen in klinischen Studien untersucht.[123] 

Zusammenfassend können diese strukturellen Besonderheiten, die HDAC6 vorweist, als 

Basis für das Design von HDAC6-spezifischen Inhibitor herangezogen werden. Durch 

Einsatz von benzylischen Linkern, Verzweigungen in der Cap-Gruppe, sowie großen 

sperrigen Cap-Gruppen, kann eine Selektivitätssteigerung für HDAC6 erzielt werden. 

Dies bietet interessante Ansätze für die Synthese von selektiven HDAC6-Inhibitoren. 

                                                 

10 Die Aktivität gegenüber HDAC1,2,3 ist um >10fach geringer als gegenüber HDAC6 
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1.3 Peptide und Peptidomimetika in der Tumortherapie 

Natürliche Proteine11 sind im menschlichen Körper an zahlreichen biologischen Pro-

zessen beteiligt. Obwohl sie lediglich aus den 23 proteinogen Aminosäuren12 aufgebaut 

sind,[124] weisen Peptide eine hohe strukturelle Diversität auf. Sie besitzen dabei sehr 

unterschiedliche Eigenschaften und übernehmen vielfältige Funktionen, wodurch sie ein 

breites Anwendungsspektrum in verschiedenen Forschungsbereichen finden. Ihre hohe 

Effektivität und Spezifität, sowie eine geringe Immunogenität und Toxizität machen 

Peptide zu attraktiven Kandidaten für neuartige Wirkstoffe zur Behandlung sehr 

unterschiedlicher Krankheiten, darunter Tumorerkrankungen.[125–127] Die Eigenschaften 

der Peptide werden dabei durch charakteristische Faltung in eine definierte räumliche 

Struktur bestimmt. Die globale Peptidstruktur kann hierbei in die Primär-, Sekundär-, 

Tertiär- und Quartärstruktur unterteilt werden (Abb. 1.12). Die Primärstruktur beschreibt 

die lineare Abfolge der Aminosäuren, aus denen sich das Peptid zusammensetzt. Durch 

intramolekulare Wasserstoffbrückenbindungen zwischen Resten der Aminosäuresequenz 

bilden sich definierte Sekundärstrukturen aus, zu denen α-Helices und β-Faltblätter 

zählen.[128] Die übergeordnete räumliche Anordnung einzelner Polypeptidketten wird 

durch die Tertiärstruktur beschrieben, welche aus aufeinanderfolgenden Sekundär-

strukturelementen besteht. Die Tertiärstruktur wird durch kovalente Disulfidbrücken 

sowie nichtkovalente Ionenbindungen, Wasserstoffbrücken und hydrophobe Wechsel-

wirkungen stabilisiert.[129] Besteht ein Proteinkomplex dabei aus mehreren Proteinunter-

einheiten (Tertiärstrukturen) handelt es sich hierbei um die Quartärstruktur des Proteins.  

 
Abb. 1.12: Vier Strukturebenen aus denen Proteine aufgebaut sind. (Modifiziert nach [130]). 

  

                                                 

11 Peptide bestehen aus ca. 30-50 Aminosäuren, längere Sequenzen werden als Proteinen bezeichnet. 
12 Dazu zählen die 20 kanonischen Aminosäuren und 3 nichtkanonische Aminosäuren. 
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Spezifische räumliche 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.[131,132] PLIs und PPIs sind hierbei 

essentiell für viele zelluläre Regulationsprozesse, bei denen die biologischen Funktionen 

durch Veränderung der Proteineigenschaften (z.B. Enzymaktivität oder Bindungseigen-

schaften) beeinflusst werden.[16] Als PPIs werden nichtkovalente Wechselwirkungen 

zwischen zwei oder mehreren Proteinen bezeichnet, die durch Wasserstoffbrücken-

bindungen, elektrostatische Interaktionen oder van-der-Waals-Kräfte zustande kommen. 

Die Wechselwirkungen erstrecken sich dabei meist über sehr ausgedehnte und flache Pro-

teininteraktionsflächen.[133] Diese weisen nur selten definierte Bindungstaschen auf, 

wodurch eine gezielte Adressierung von PPIs erschwert wird. Untersuchungen zeigen 

jedoch, dass sich die essentiellen Interaktionsbereiche häufig auf einige wenige aus der 

Oberfläche herausragende Aminosäurereste, sogenannte hot spots, beschränken.[134,135] 

Die hot spots befinden sich häufig in strukturell konservierten Regionen, in denen 

α-Helices und β-Faltblätter einen wesentlichen Anteil ausmachen.[135,136] Die Identifizie-

rung essentieller funktioneller Gruppen von natürlichen Peptiden/Proteinen und die 

Entwicklung synthetischer bioaktiver Peptide, die diese hot spots gezielt adressieren und 

wesentliche Sekundärstrukturelemente der Peptidvorbilder nachbilden, ermöglichen es, 

PPIs mit hoher Spezifität und Affinität zu inhibieren.[135,137] Peptide können als 

Modulatoren von PPIs zur Aufklärung zellulärer Prozesse beitragen und gelten somit als 

vielversprechende therapeutische Ansatzpunkte in der Wirkstoffforschung.[134,138] Sie 

weisen jedoch einige wesentliche Nachteile auf. Der Einsatz der Peptide wird durch ihre 

geringe metabolische Stabilität, unzureichende Bioverfügbarkeiten, eine schlechte 

Membranpermeabilität und ihre Konformationsflexibilität stark eingeschränkt.[139] Die 

ausgeprägte Konformationsflexibilität, vor allem bei linearen Peptiden, kann mitunter zu 

einem Selektivitätsverlust führen, wodurch Interaktionen mit anderen als der ge-

wünschten Zielstruktur erfolgen und Nebeneffekte auftreten.[139] Ein Bereich der 

medizinisch-chemischen Forschung befasst sich mit systematischen Modifikationen der 

natürlichen Peptidstruktur. Die Peptidstruktur soll dabei so abgewandelt werden, dass 

zwar die räumliche Struktur und die molekularen Erkennungseigenschaften des 

natürlichen Peptidvorbildes erhalten bleiben, die Nachteile jedoch reduziert werden. 

Dieser Ansatz erlaubt die Entwicklung klinisch nutzbarer, peptidanaloger Wirkstoffe 

(Peptidomimetika), die natürliche 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 Sekundärstruktur 

und die Wirkungsweise von natürlichen Peptidvorbildern imitieren.[17] 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 für die biologische Aktivität des natürlichen Peptids 

verantwortlich sind und dieses zur Wechselwirkung mit seinem Interaktionspartner 

befähigen.[140] Dadurch sind Peptidomimetika als Liganden in der Lage die biologische 

Aktivität auf Rezeptorebene nachzuahmen (Agonist) oder zu blockieren (Antagonist) und 

als Modulatoren von PPIs zu agieren. Die Peptidomimetika besitzen meist eine fixierte 

räumliche Konformation und tragen diverse Seitenketten- und Rückgratmodifika-

tionen.[16,139] Eine Einteilung der Peptidomimetika in unterschiedliche Klassen erfolgt 

nach Grossmann und Mitarbeiter anhand der Ähnlichkeit zur natürlichen Peptidstruktur 

(Tab. 1.3).[16]  

                   Tab. 1.3: Klassifizierung von Peptidomimetika nach Grossmann.  

Peptidomimetika 

Peptide 

natürliche Peptidsequenzen, die von Proteinen und (nicht)ribosomalen 

Peptiden abgeleitet sind 

Klasse A – modifizierte Peptide 

Peptide, die hauptsächlich aus α-Aminosäuren bestehen und nur 

wenige Modifikationen vorweisen 

p
ep

ti
d

a
rt

ig
 

Klasse B – modifizierte Peptide / Foldamere 

Peptide mit vielen Rückgrat- und Seitenkettenmodifikationen, 

einschließlich Foldamere 

Klasse C – Strukturmimetika 

niedermolekulare Verbindungen, deren Substituenten in Analogie 

zu Peptidseitenketten ausgerichtet sind 

n
ie

d
er

m
o
le

k
u

la
r 

Klasse D – mechanistische Mimetika 

niedermolekulare Verbindungen, die die Wirkungsweise eines 

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) Rückgrat- und Seitenkettenmodifikationen auszeichnen 

und große Analogien zur natürlichen Peptidstruktur vorweisen. Dahingegen besitzen 

Peptidomimetika der Klassen C und D nur noch eine geringe Ähnlichkeit zur natürlichen 

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 

α-helikale Foldamere, können unter anderen genutzt werden um wichtige PPI zu 

modulieren.[18,19] Zusätzlich finden sie Anwendung als Analoga von antimikrobiellen 

Peptiden (AMPs)[141] oder antitumoraktiven Peptiden (ACPs),[142] die mit biologischen 

Membranen interagieren. Peptidomimetika bieten so ein breites Anwendungsspektrum 

für 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.[126,142–144] ACPs stellen Peptide dar, die eine 

biologische Aktivität gegenüber Tumorzellen vorweisen. Sie finden ihren Ursprung in 

der Erforschung antimikrobieller Peptide (AMPs).13 Als Bestandteil des angeborenen 

Immunsystems stellen AMPs eine natürliche Schutzbarriere gegenüber 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.[145] 

Neben der antimikrobiellen Aktivität gegenüber gramnegativen und grampositiven 

Bakterien erstreckt sich das breite Wirkspektrum der AMPs auch auf Pilze, Viren und 

Parasiten.[146,147] Einige AMPs zeigen darüber hinaus eine biologische Aktivität 

gegenüber Tumorzellen und werden dementsprechend als Anticancer Peptides (ACPs) 

bezeichnet.[143] Im Allgemeinen handelt es sich bei ACPs zumeist um kurze, 

unmodifizierte Oligopeptide mit einer positiven Nettoladung, die aus 12-50 Amino-

säureresten aufgebaut sind.[144] Neben vielen basischen Aminosäuren wie Lysin, Arginin 

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

auf. Aufgrund ihrer geringen Länge 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 übernehmen. Darunter konnte eine 

immunregulierende Wirkung sowie eine antiinflammatorische Wirksamkeit beobachtet werden.[147]   
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wässriger Umgebung überwiegend unstrukturiert vor. Bei der Interaktion mit einer 

biologischen Membran bilden sie amphiphile Konformationen aus, die definierte 

hydrophile und hydrophobe Bereiche aufweisen.[148,149] Die biologische Aktivität der 

Peptide beruht hierbei im Wesentlichen auf der amphiphilen Struktur. Darüber hinaus 

spielen peptidbasierte Parameter wie Sequenzlänge, Nettoladung, Konformation und 

Hydrophobizität eine entscheidende Rolle für die biologischen Eigenschaften und die 

Aktivität der ACPs.[145] So machen insbesondere kationische α-helikale Peptide einen 

Großteil der Anticancer Peptides aus.[150] Aufgrund der hohen Sequenz- und Struktur-

variabilität 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 Sekundärstrukturen, wobei die Unterteilung in vier Gruppen 

erfolgt.[151] Hierzu zählen lineare α-helikale Peptide, ACPs mit ausgedehnten Sekundär-

strukturen wie β-Faltblätter, gemischten Peptidstrukturen und undefinierten Strukturen.  

Der exakte Mechanismus, nach denen ACPs ihre Wirkung entfalten, ist bisher nicht 

vollständig aufgeklärt. Prinzipiell kann jedoch zwischen zwei Wirkmechanismen 

unterschieden werden. Demnach zeigen Anticancer Peptides entweder einen direkten 

membranschädigenden Effekt oder entfalten ihre Aktivität durch die Adressierung 

intrazellulärer Ziele.[144,148] Einen wesentlichen Schlüsselschritt beider Mechanismen 

stellt hierbei die initiale elektrostatische Anziehung zwischen kationischen Bereichen der 

ACPs und anionischen Komponenten auf der Zelloberfläche dar. Nach Anlagerung der 

Peptide an die Membran kommt es zu Änderung der räumlichen Anordnung. Hierdurch 

bilden sich amphiphile Sekundärstrukturen aus, die es den Peptiden ermöglichen weitere 

Wechselwirkung mit der Membran einzugehen. Die meisten ACPs zeigen vorrangig eine 

membranolytische Aktivität. Hierbei insertieren die Peptide in die Lipiddoppelschicht 

und es kommt ab einer bestimmten Konzentration zu einer Membranschädigung.[152] Der 

Prozess der Membranpermeabilisierung kann durch mehrere Interaktionsmodelle 

beschreiben werden (Abb. 1.13).[148,153] Im barrel-stave Modell durchspannen aggregierte 

Peptide die Membran vollständig und formen transmembrane Poren (Abb. 1.13 A). Die 

hydrophilen Bereiche der Peptide zeigen hierbei ins Lumen der Pore, während 

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 repräsentiert, bei dem sich ACPs flächendeckend 

‚teppichartig‘ parallel an die Membranoberfläche anlagern (Abb. 1.13 C). Beim 

Überschreiten einer bestimmten Peptidkonzentration wird die Membranintegrität 

detergensartig destabilisiert und die Lipiddoppelschicht löst sich auf.  

 

Abb. 1.13: Modelle der Membranpermeabilisierung durch Anticancer Peptides. Nach initialer 

Bindung können 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 [153], copyright (2005)). 

Neben membranolytischen Effekten können ACPs den Zelltod auch durch die Adres-

sierung intrazellulärer Prozesse auslösen. Unter anderen werden dabei die Inhibition der 

Protein-, Nucleinsäure- und Zellwandsynthese, Bindungen an Rezeptormoleküle, 

Modulation von PPIs und eine Reduktion der Membranfluidität als potentielle 

intrazelluläre Ziele diskutiert.[148,154] Weiterhin sind kombinierte Wirkmechanismen aus 

Permeabilisierung und Inhibition zellulärer Prozesse denkbar. Über welchen 

Mechanismus ACPs mit Membranen interagieren, hängt stark von den Eigenschaften des 

Peptids als auch von der Zusammensetzung der Biomembran ab.   
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Die selektive Toxizität der ACPs gegenüber Tumorzellen ist auf die unterschiedliche 

Membranzusammensetzung von normalen und Tumorzellen zurückzuführen. So 

bestehen normale Zellen überwiegend aus zwitterionischen Phospholipiden 14  und 

Sterolen und besitzen eine neutrale Membranoberfläche.[143] Dahingegen tragen die 

Membranen einiger Tumorzelllinien eine negative Nettoladung aufgrund erhöhter 

Expressionen von anionischen Membranmolekülen wie O-glykosylierte Mucine15 und 

Phosphatidylserine.[155,156] Die negative Membranoberfläche ermöglicht hierbei eine 

elektrostatische Interaktion mit den meist positiv geladenen ACPs und stellt einen 

wesentlichen Faktor für die selektive Toxizität gegenüber Tumorzellen dar. Darüber 

hinaus führt eine größere Anzahl an Mikrovilli (fadenförmige Zellfortsätze) zu einer 

Oberflächenvergrößerung der Tumorzellmembran, wodurch die Bindungsaffinität für 

ACPs erhöht und deren Tumorselektivität unterstützt wird.[143,157] Weitere Faktoren, die 

zur Adressierung von Tumorzellen durch ACPs beitragen, umfassen die erhöhte 

Membranfluidität und das negative Membranpotential von Tumorzellen.[143,158,159] Zell-

membranen normaler Zellen enthalten meist einen hohen Anteil an Cholesterol, welches 

die Membranfluidität reguliert.[160] Tumorzellmembranen weisen hingegen einen 

geringeren Cholesterolgehalt auf, wodurch diese anfälliger für eine Insertion von ACPs 

sind und eine Membrandestabilisierung begünstigt wird.[158,159] Durch die selektive 

Adressierung von Tumorzellmembranen und die einzigartigen Wirkmechanismen stellen 

ACPs potentielle Wirkstoffkandidaten für Tumortherapieansätze dar. 

1.3.3 Foldamere  

Foldamere stellen interessante Vertreter unter den Peptidomimetika dar und werden 

gemäß Grossmann in die Klasse B eingeteilt. Sie sind unnatürliche, synthetische 

Oligomere, die eine starke Tendenz für rigide und wohldefinierte Konformationen 

vorweisen und so die Struktur und Funktion natürlicher Peptidvorbilder imitieren 

können.[18,20] Stabilisiert wird die Sekundärstruktur durch nichtkovalente Wechsel-

wirkungen wie Wasserstoffbrückenbindungen zwischen räumlich nahen Resten. Die 

Hauptvorteile der Foldamere sind dabei ihre synthetische Zugänglichkeit, die eine 

Vielzahl an diversen Modifikationen erlaubt, sowie ihre vorhersagbaren und stabilen 

                                                 

14  Membrankomponenten normaler Zellen sind überwiegend zwitterionische Phosphatidylcholine, 

Phophatidylethanolamine und Spingomyeline.[143] 
15  Mucine sind Glykoproteine mit hohen Molekulargewichten, an deren Ser- und Thr-Seitenketten 

Oligosaccharide gebunden sind. Durch Sialyl- oder Sulfatgruppen tragen sie oft negative Ladungen.[156]     
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Faltungseigenschaften.[18,20] Hierbei reichen meist schon wenige Monomereinheiten um 

eine definierte Sekundarstruktur auszubilden.16 Zusätzlich sind die künstlichen Rückgrat-

strukturen im Vergleich zur Peptidstruktur meist sehr protolysebeständig. Dadurch sind 

Foldamere interessante Kandidaten, um die biologische Aktivität natürlicher Peptide zu 

reproduzieren und als Modulatoren von PPIs zu agieren.  

1.3.3.1 α-Aminoxypeptide 

Die α-Aminoxypeptide stellen eine vielversprechende Verbindungsklasse unter den 

Foldameren dar und gehören gemäß der Einteilung nach Grossmann zur Klasse B der 

Peptidomimetika. Hierbei handelt es sich um Oxa-Analoga von β-Peptiden, bei denen die 

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

 
Abb. 1.14: Struktur nativer α-Peptide, β-Peptide und α-Aminoxypeptide sowie α-NO-Turns. 

α-Aminoxypeptide wurden erstmals durch Yang und Mitarbeiter beschrieben.[161] Die 

Wissenschaftler konnten zeigen, dass α-Aminoxypeptide eine erhöhte metabolische 

Stabilität gegenüber Proteolyse besitzen und sich durch ein rigides Peptidrückgrat 

auszeichnen.[162,163] Die Rigidität resultiert aus der Abstoßung freier Elektronenpaare von 

Stickstoff- und Sauerstoffatomen, durch die α-Aminoxypeptide eine bemerkenswerte 

Konformationsstabilität aufweisen. Die Sekundärstruktur homochiraler α-Aminoxy-

oligopeptide wird dabei durch intramolekulare achtgliedrige Wasserstoffbrücken-

bindungen, sogenannten α-NO-Turns, stabilisiert, die sich zwischen dem Carbonylsauer-

stoff (C=Oi) und dem Aminoxyamidproton (NHi+2) des räumlich benachbarten Restes 

ausbilden (Abb. 1.14). Durch computergestützte Simulationen wurde eine rechtsgängige 

1.88-helikale Konformation vorhergesagt, die sich aus aufeinanderfolgenden α-NO-Turns 

zusammensetzt.[164,165] Hierbei konnten bereits für kurze Oligomere wie Dipeptidamide 

stabile Konformationen beobachtet werden. Darüber hinaus ist die Sekundärstruktur der 

α-Aminoxypeptide unabhängig von der Art der Seitenketten innerhalb der Peptid-

sequenz.[166] Durch Circulardichroismus (CD)-spektroskopischen Untersuchungen 

                                                 

16 Bei nativen α-Peptide werden meist mehr als zehn Aminosäurereste für eine definierte Sekundärstruktur 

benötigt.[168]   
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konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Konformation sowohl in organischen 

Lösungsmitteln als auch in saurer bis neutraler wässriger Umgebung stabil bleibt.[167] 

α-Aminoxysäuren stellen daher wichtige peptidomimetische Bausteine für biologische 

Applikationen dar.[168,169] So entwickelten Zhang und Mitarbeiter guanidinreiche 

zellpenetrierende Peptide (cell-penetrating peptides, CPPs) basierend auf 

α-Aminoxysäuren (Abb. 1.15).[170] Die aus ʟ-α-Aminosäuren und ᴅ-α-Aminoxysäuren 

bestehenden Hybride wiesen eine geringe Toxizität und eine hohe Serumresistenz auf. 

Zellpenetrierende α-Aminoxypeptidanaloga stellen potentielle Trägerpeptide für 

membranimpermeable Moleküle ins Zytosol dar und können als Werkzeuge für in vivo 

Applikationen genutzt werden. 

 
Abb. 1.15: Guanidinreiches zellpenetrierendes Peptid basierend auf α-Aminoxysäuren. 

Yang und Wu entdeckten zudem, dass α-Aminoxysäureamide azider sind als übliche 

Amidgruppen und effiziente Wasserstoffbrückendonatoren bei Interaktionen mit 

Anionen darstellen. Die Wissenschaftler entwickelten synthetische Systeme, die in der 

Lage sind biologische Funktionen von Chloridionenkanälen nachzuahmen.[171–174] Im 

Organismus vermitteln Chloridionenkanäle 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 intrazellulären pH-

Wertes.[175] Fehlfunktionen von Ionenkanälen können zu schweren Erkrankungen führen, 

darunter Mukoviszidose, Nierensteine, Myotonie und Epilepsie.[176] Die hohe Spezifität 

der Chloridionenkanäle im Organismus beruht darauf, dass Chloridionen vollständig 

desolvatisiert vorliegen und ausschließlich über Wasserstoffbrücken gebunden sind.[177] 

Wu und Yang entwickelten sowohl zyklische als auch azyklische Anionenrezeptoren, die 

starke Affinitäten und hohe (Enantio-)Selektivitäten für Chloridionen und chirale 

Carboxylationen zeigen. Die zyklischen Chloridionenrezeptoren bestehen dabei aus 

ᴅ- und ʟ-α-Aminoxysäuren, die eine gebogene Konformation aus heterochiralen α-NO-

Turns einnehmen (Abb. 1.16 A, links), oder stellen Hybride aus ᴅ-α-Aminoxysäuren und 

ᴅ-α-Aminosäuren dar, welche aus alternierenden Siebenringen (γ-Turns) und Achtringen 
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(α-NO-Turns) aufgebaut sind (Abb. 1.16 A, rechts). Bei Zyklisierung bilden sich 

Konformationen aus, die im Inneren zylindrische Hohlräume aufweisen, welche 

Gastmoleküle aufnehmen können. Die azyklische Anionenrezeptoren enthalten dabei 

eine Isophthalamideinheit, an die beidseitig zwei α-Aminoxysäurereste gebunden sind 

(Abb. 1.16 B, links).[173] Beim Austausch des Isophthalamids gegen ein Pyridinanalogon 

wurde eine Selektivität für chirale Carboxylationen anstelle von Chloridionen beobachtet 

(Abb. 1.16 B, rechts).[174] Der Vorteil der Chloridselektivität wurde zudem genutzt um 

künstliche Ionenkanäle zu konstruieren, die den Transport von Chloridionen entlang der 

Lipiddoppelschicht ermöglichen. So bieten α-Aminoxysäuren Anwendungsmöglich-

keiten bei der Ionenerkennung und bei Transportprozessen in lebenden Organismen.  

 
Abb. 1.16: Zyklische und azyklische Anionenrezeptoren bestehend aus α-Aminoxysäuren. 

1.3.3.2 α-Peptoide 

Eine weitere wichtige Gruppe peptidomimetischer Foldamere der Klasse B stellen 

α-Peptoide dar, die auch als N-substituierte Oligoglycine bezeichnet werden. Sie leiten 

sich von den natürlich vorkommenden α-Peptiden ab, bei denen die Seitenkette vom 

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

 
Abb. 1.17: Struktur nativer α-Peptide sowie daraus abgeleitete α-Peptoide. 
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Im Gegensatz zu den α-Peptiden stellen α-Peptoide achirale Verbindungen dar. Sie sind 

hierdurch relativ einfach zugänglich17 und erlauben eine hohe chemische Variabilität an 

Seitenkettenmodifikationen.[178,179] Peptoide besitzen als potentielle bioaktive Ver-

bindungen wesentliche Vorteile gegenüber nativen Peptiden. So wurde gezeigt, dass sie 

eine erhöhte Zellpermeabilität sowie eine proteolytische Stabilität vorweisen.[180,181] Sie 

erfahren aufgrund des fehlenden Amidprotons jedoch keine Konformationsstabilisierung 

durch interne Wasserstoffbrückenbindungen. Tertiäre Amide weisen zudem einen relativ 

geringen Energieunterschied zwischen den zwei möglichen Isomeren auf, wodurch 

Peptoide sowohl in der cis- als auch trans-Amidkonfiguration vorliegen. Dies führt zur 

hohen konformationellen Flexibilität der Peptoide und erschwert gleichzeitig die Bildung 

stabiler Peptoidfoldamere. Stabile helikale Strukturen konnten jedoch bereits bei 

Peptoidpentameren beobachtet werden. Die Stabilität der Sekundärstruktur hängt dabei 

stark von den jeweiligen Seitenketten ab.[182] Durch die Wahl geeigneter Seitenketten 

können über sterische und elektronische Wechselwirkungen stabile Sekundarstrukturen 

induziert werden. Es existieren sowohl cis-induzierende Seitenketten, zu denen sperrige 

N-1-Naphthylethyl-[183] und tert-Butyl-[184] sowie Triazolium-Substituenten[185] zählen, 

als auch Seitenketten mit N-Aryl-[186] und N-Alkoxyamidresten,[187] die bevorzugt eine 

trans-Konfiguration hervorrufen. Ausschließlich aus cis-Amidbindungen aufgebaute 

Peptoidoligomere weisen eine rechtsgängige Helix auf, die der Polyprolin-Typ I Helix 

ähnelt, während Vertreter, die aus trans-Amidbindungen bestehen, linksgängige Helices 

des Polyprolin-Typ II ausbilden.[184] Peptoide wurde bereits in verschiedenen Bereichen 

eingesetzt, unter denen sich auch einige Applikationen befinden, die tumorassoziierte 

Prozesse adressieren.[188–191] So entwickelten Appella und Mitarbeiter peptoidbasierte 

Inhibitoren der p53-HDM2-Interaktion.[190] Das Tumorsuppressorprotein p53 reguliert in 

seiner aktiven Form den Zellzyklus sowie die Apoptose und verhindert so die Entstehung 

von Tumoren. Inaktivierung von p53 führt entsprechend zu unkontrolliertem Zellwachs-

tum und zur Proliferation. Die Überexpression des human double minute 2 (HDM2) 

Proteins, das an p53 bindet und dieses inaktiviert, steht in Verbindung mit aggressivem 

Tumorwachstum und Zytostatikaresistenzen.[192] HDM2-Inhibitoren stellen wichtige 

Ansatzpunkte in der Tumortherapie dar, wodurch die Reaktivierung der p53-Funktion 

erzielt werden kann, was zur Tumorprävention beigeträgt. Anhand eines strukturbasierten 

                                                 

17 Die Submonomermethode ermöglicht die Synthese von Peptoiden in zwei Schritten an fester Phase. 

Zunächst erfolgt mit Bromessigsäure die Acylierung eines Amins, der eine nukleophile Substitution mit 

einem weiteren Amin folgt. Prinzipiell kann jedes beliebige primäre Amin eingesetzt werden.    
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Designs entwickelten Appella und Mitarbeiter helikale Peptoide, die eine ähnliche 

Anordnung der hot 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 Aminosäureresten. 

Zudem weisen die Peptoidseitenketten einen abweichenden Winkel auf. Um die relative 

Orientierung der drei hot spots der p53-Helix zu reproduzieren, wurde daher die Sequenz 

um einen Rest verkürzt und die Seitenketten um eine Methyleneinheit verlängert. Durch 

weitere Modifikationen konnte die Wasserlöslichkeit (Phophonat- und Sulfonamidreste), 

Hydrophobizität (p-Nitrobenzylsubstituent) sowie Bindungsaffinität (6-Chlorindolseiten-

ketten) der Peptoide erhöht werden. Mit Peptoid PS 13 wurde so ein potenter p53-HDM2-

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

 
Abb. 1.18: Peptoidbasierter p53-HDM2-Inhibitor mit hot spot Aminosäureresten (blau). 

Weiterhin identifizierten Kodadek und Mitarbeiter in einem Screening von 300.000 

Peptoidnonameren, Peptoide die in vivo selektiv an den vaskulären endothelialen Wachs-

tumsfaktor Rezeptor 2 (VEGFR2) mit Affinitäten im niedrigen mikromolaren Bereich 

binden.[189] Die Bindung des Wachstumsfaktors VEGF an den Rezeptor VEGFR2 spielt 

eine entscheidende Rolle bei der Angiogenese und die Inhibition der Hormon-Rezeptor-

Interaktion repräsentiert eine Strategie in der Tumortherapie (insbesondere solider 

Tumoren).[193] Die durch Kodadek entdeckten Peptoide, die zumeist N-Lys-, N-Leu- 

sowie aromatische Seitenketten enthalten, erwiesen sich in einem zellbasierten Assay zur 

VEGFR2-Autophosphorylierung18 jedoch als nur schwache VEGFR2-Antagonisten. Die 

Autoren entwickelten auf der Grundlage, dass VEGFR2 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 Aktivität in vivo.[189] Durch den Inhibitor reduzierte 

sich das Tumorwachstum um ein Fünffaches.  

                                                 

18 Autophoshorylierung der Kinasedomäne von VEGFR2 stellt einen frühen Schritt der Angiogenese dar 

und erfolgt nach Bindung von VEGF.[193]  
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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 Aktivität (Abb. 1.20).[142,191] Die Peptoide zeigten dabei eine anti-

mikrobielle Aktivität gegenüber grampositiven (Bacillus subtilis) und gramnegativen 

(Escherichia coli) Bakterien.[191] Zusätzlich konnten zytotoxische Aktivitäten im 

niedrigen mikromolaren Bereich gegenüber humanen Tumorzelllinien beobachtet 

werden.[142] Einige Peptoide zeigten dabei eine moderate Selektivität gegenüber 

Tumorzellen. Die kationische, amphiphile Natur und eine bestimmte Kettenlänge waren 

hierbei entscheidend für die antitumorale Aktivität der Peptoide. Zusätzlich konnte in 

einer Xenograft Mausmodellstudie mit humanen Brusttumoren die in vivo Effizienz der 

Peptoide bestätigt werden.  

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

Die aufgeführten Beispiele zeigen den erfolgreichen Einsatz von α-Aminoxypeptiden und 

α-Peptoiden und verdeutlichen das Potential dieser Substanzen für biomedizinische und 

tumortherapeutische Applikationen, wo sie Anwendung als Inhibitoren von PPIs oder als 

antitumoraktive Peptidomimetika finden können.
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2 Zielsetzung 

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung und die Synthese neuer peptidanaloger 

Substanzklassen mit antitumoraler Aktivität, sowie die Untersuchung ihrer Eigenschaften 

und die Aufstellung von Strukturaktivitätsbeziehungen. Hierzu sollen natürliche 

Bausteine peptidischer Vorbilder und Leitstrukturen gezielt durch α-Peptoide oder 

α-Aminoxypeptide (Abb. 2.1) ausgetauscht werden. Sie sollen als Peptidanaloga dienen 

und so die Entwicklung neuer bioaktiver Substanzklassen ermöglichen, mit potentiell 

verbesserten pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften als die 

peptidischen Vorbilder. Zwei Ansätze sollen dazu verfolgt werden.  

 
Abb. 2.1: Peptidanaloga. Links: natives α-Peptid; rechts: in der Arbeit verwendete peptidomimetische 

Analoga und schematische Darstellung des Rückgrats mit Seitenkettenorientierung. 

Im ersten Teil der Dissertation stehen die Synthese und die biologische Evaluation 

peptoidbasierter HDAC-Inhibitoren im Vordergrund. Diese sollen präferentiell für 

HDAC6 wirken, das ein attraktives Ziel für die Tumortherapie darstellt.[93,105] Hierzu soll 

eine Synthesestrategie entwickelt werden, die den diversitätsorientierten Zugang zu einer 

kleinen Substanzbibliothek ermöglicht (Kapitel 3, Publikation I). Basierend auf den 

Ergebnissen der biologischen Evaluation dieser Verbindungen sollen die Struktur-

aktivitätsbeziehungen der peptoidbasierten HDAC-Inhibitoren tiefergehend untersucht 

werden. Dazu sollen weitere Derivate dieser Substanzklasse synthetisiert und Inhibitoren 

mit verbesserter Antitumoraktivität entwickelt werden (Kapitel 4). Zudem steht 

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

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit der Entwicklung einer Synthesestrategie zur 

Darstellung von α-Aminoxyoligopeptiden (Kapitel 5, Publikation II). Durch Festphasen-

synthese sollen Oligopeptide synthetisiert werden, die anschließend auf ihre Faltungs-

eigenschaften und ihren Nutzen als bioaktive, peptidomimetische Foldamere hin 

untersucht werden sollen. Basierend auf diesen Ergebnissen sollen α-Aminoxypeptide 

zudem als Strukturmimetika herangezogen werden. Dabei soll deren Einsatz als 

Inhibitoren für 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, Überlegungen 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 vollständige Veröffentlichung sowie eine Darlegung der beigetragenen 

Anteile des Autors zu der Publikation I.   

3.1 Zielsetzung  

In Anlehnung an Arbeiten von Fairlie und Mitarbeitern über peptidbasierte HDACi 1* 

sollten peptidomimetische Analoga 2* entwickelt werden (Abb. 3.1).[194] Hierfür dienten 

die dort beschriebenen linearen Tripeptidmimetika 1* als Leitstruktur, die von dem 

natürlich vorkommen zyklischen Tetrapeptid Trapoxin B abgeleitet sind und in einer 

mehrstufigen stereoselektiven Synthese hergestellt wurden. Die peptidbasierten HDACi 

1* zeigten eine hohe Aktivität gegenüber Tumorzelllinen. Dabei wiesen einige der 

Verbindungen eine Präferenz für die Inhibierung von HDAC6 auf, das als attraktives 

Target für die Entwicklung von Wirkstoffen zur Tumortherapie gilt.[195] Auf Grundlage 

dieser Erkenntnisse sollten peptoidbasierte HDAC6i 2* über eine diversitätsorientierte 

Synthesestrategie dargestellt werden.  

 
Abb. 3.1: Design der peptoidbasierten HDAC-Inhibitoren 2* durch Modifikation der durch 

Fairlie 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 α-Kohlenstoff auf den benachbarten Stickstoff 

beinhalten. Dadurch besitzen die Verbindungen keine Stereozentren mehr und eine damit 

verbundene aufwendige stereoselektive Synthesestrategie kann vermieden werden. 

Außerdem erfolgt hierdurch der Wechsel von der peptidischen hin zur peptoidischen 

Struktur. Diese Peptoidrückgratstruktur weist im Vergleich zu den peptischen Analoga 

eine potentiell höhere Stabilität gegenüber Proteolyse auf.[180] In einer zweiten 
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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 erhöhten Präferenz für HDAC6 als Target.[80,117] In 

einem Homologiemodell, in dem die katalytische Domäne II (CDII) von HDAC6 mit 

HDAC1 verglichen wurde, konnte gezeigt werden, dass HDAC6 einen wesentlich 

breiteren Bindungskanal und eine größere und offenere Erkennungsregion aufweist als 

HDAC1.[117] Die größere und offenere Erkennungsregion erlaubt bei dem Design von 

HDAC6i außerdem den Einsatz von verzweigten und sperrigen hydrophoben Caps. 19 Die 

Verwendung eines Benzyllinkers sollte zudem eine gezieltere Adressierung des breiteren 

Bindungskanals von HDAC6 ermöglichen. 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 

(Universität Düsseldorf) auf ihre Zytotoxizität und zusätzlich auf ihre Inhibition der 

HDAC-Enzymaktivität in einem zellbasierten HDAC-Assay in vitro untersucht werden. 

Nach Identifizierung potenter HDAC-Inhibitoren sollten die besten Vertreter der 

Substanzklasse weiterführenden biologischen Untersuchungen unterzogen werden. Dazu 

sollten ihre Aktivitäten gegenüber ausgewählten HDAC-Isoformen getestet und 

Kombinationsstudien mit Cisplatin durchgeführt werden. Ferner sollten im Arbeitskreis 

von Prof. Dr. Gohlke (Universität Düsseldorf) die Bindungsmodi ausgewählter 

Verbindungen in Dockingstudien analysiert werden.   

3.2 Überlegungen zur Syntheseplanung 

In Hinblick auf die geplanten Strukturmodifikationen sollte eine geeignete Synthese-

strategie entwickelt werden, die eine hohe struktureller Vielfalt der darzustellenden 

Verbindungen ermöglicht. Eine retrosynthetische Analyse des Zielmoleküls ergab vier 

mögliche Schnittstellen. Basierend auf in der Literatur beschriebene Synthesen von 

Peptoiden, kommen daher grundsätzlich zwei mögliche Synthesewege für Darstellung 

der gewünschten Zielverbindungen in Betracht (Abb. 3.2). 

                                                 

19  Die Röntgenstrukturanalysen der hCDII der humanen HDAC6 und die der zCDI und zCDII der 

Zebrafisch HDAC6 von Hai und Christiansen aus dem Jahr 2016 bestätigen diese Annahmen.[61] Zum 

Zeitpunkt dieser Arbeit standen diese Erkenntnisse jedoch noch nicht fest.  



3 Synthese peptoidbasierter HDAC6-Inhibitoren 

  

40 

 

Abb. 3.2: Mögliche Synthesemethoden zur Darstellung der geplanten Zielmoleküle. 

Eine Möglichkeit stellt die durch Zuckermann[178] beschriebene Submonomermethode20 

dar. Diese Syntheseoption bietet den Vorteil, dass nahezu jedes beliebige primäre Amin 

als Baustein verwendet werden kann. Zusätzlich bietet sich die Möglichkeit zur Variation 

des Restes R2. Jedoch weist diese Methode auch Nachteile auf. Bei dieser Strategie ist 

bereits zu Beginn der Synthese der Rest R1 festgelegt und kann während 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 Molekülen zu einem Produkt und der Aufbau der Zielverbindung erfolgt 

über eine Reihe stufenweise ablaufender Reaktionen, an die sich Reinigungs- und 

Isolierungsschritte anschließen. Im Gegensatz dazu bietet die zweite Methode über 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 Reaktionsgefäß 

miteinander und das gebildete Produkt enthält wesentliche Teile eines jeden Edukts. Die 

Ugi-4-Komponentenreaktion (Ugi-4-Component Reaction, U-4CR), bei der ein Amin, 

eine Carbonsäure, eine Carbonylverbindung und ein Isocyanid miteinander reagieren, ist 

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

                                                 

20 Die Submonomermethode besteht aus zwei Schritten. Schritt 1 umfasst eine Acylierung bei der meist 

eine durch Diisopropylcarbodiimid (DIC) aktivierte Halogenessigsäure 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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U-4CR für die Synthese der gewünschten Zielverbindungen in Betracht. Die vier 

Reaktanden regieren in einer Kondensationsreaktion über eine Sequenz von 

Teilschritten21 zu einem einzigen peptidähnlichen Produkt. Hierbei werden insgesamt 

vier neue chemische Bindungen geformt, die zur Bildung des Produktes führen und 

lediglich nur ein Molekül Wasser eliminiert. Außerdem treten durch die festgelegte 

Teilreaktionssequenz kaum Nebenprodukte auf. Dies macht die U-4CR zu einer sehr 

atomökonomischen 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 für die 

Umsetzung zum Produkt nötig, wodurch einerseits deutlich Ressourcen eingespart 

werden können und andererseits meist auch höhere Ausbeuten resultieren. Ein weiterer 

wichtiger Vorteil der U-4CR ist die sehr große Eduktvielfalt. Die Reste an den einzelnen 

Komponenten können vielfältig variiert werden und auch sterisch stark anspruchsvolle 

Edukte können reagieren. Dadurch lässt sich mit geringen Material- und Zeitaufwand eine 

hochdiverse Anzahl von pharmakologisch interessanten Produkten synthetisieren. 

Aufgrund der beschriebenen Vorteile der U-4CR gegenüber der Submonomermethode, 

sollte die Synthesestrategie über eine Ugi-4-Komponentenreaktion erfolgen. Diese sollte 

einen effizienten Zugang zu einer Substanzbibliothek mit großer struktureller Diversität 

ermöglichen. 

3.3 Zusammenfassung der Publikation I 

In der Pubkikation I werden die Synthese und die biologische Aktivität einer neuartigen 

Klasse an HDAC6-Inhibitoren vorgestellt. In Anlehnung an Arbeiten von Fairlie über 

peptidbasierte HDACi wurden durch einen Transfer der Seitenketten vom α-Kohlenstoff 

auf den benachbarten Amidstickstoff und durch den Austausch des aliphatischen gegen 

einen benzylischen Linkers peptoidbasierte HDACi mit erhöhter Selektivität für HDAC6 

entwickelt. Die zweistufige Synthese erfolgte über eine Ugi-4-Komponentenreaktion mit 

anschließender Hydroxylaminolyse der Zwischenstufen zu den entsprechenden 

Hydroxamsäuren. Diese effiziente und diversitätsorientierte Syntheseroute erlaubte die 

Darstellung einer kleinen Substanzbibliothek an strukturell vielfältigen Vertretern dieser 

Verbindungsklasse. Untersuchungen der Zytotoxizität im MTT-Assay sowie der HDAC-

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

                                                 

21  Die Teilreaktionsschritte befinden sich in einem chemischen Gleichgewicht, wobei irreversible 

Teilreaktionen besonders günstig sind. 
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mit 4-Dimethylaminophenylsubstituenten aktive Vertreter dieser Substanzklasse sind. 

Tiefergehende biologische Untersuchungen der vielversprechendsten Verbindungen 

ergaben im HDAC-Enzymassay eine Präferenz für die Inhibition von HDAC6 gegenüber 

anderen HDAC-Isoformen. Die HDAC6-Inhibition konnte zusätzlich durch 

Hyperacetylierung des natürlichen HDAC6-Substrates α-Tubulin mittels Western Blot 

bestätigt 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 

unabhängig von der Verbindung und dem Rotamer HDAC6 bevorzugt gebunden. Im Fall 

des 4-Dimethylaminophenylderivats konnte eine präferierte Bindung des trans-Rotamers 

für HDAC6 festgestellt werden.   

Zusammenfassend werden Einblicke in die Synthese, Strukturaktivitätsbeziehungen und 

Struktureigenschaften von peptoidbasierten Hydroxamsäuren gegeben, die eine neuartige 

Substanzklasse an potenten und selektiven HDAC6-Inhibitoren darstellen. Die HDACi 

zeigen eine bemerkenswerte Zytotoxizität gegenüber Tumorzellen und repräsentieren 

daher einen wertvollen Ausgangspunkt für die Entwicklung weiterer HDAC-Inhibitoren 

mit verbesserter Antitumoraktivität.  
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4 5-Komponenten-1-Topf-Reaktion peptoidbasierter HDACi  

4.1 Ausgangspunkt und Zielsetzung 

In Kapitel 3 (Publikation I) wurden peptoidbasierte Hydroxamsäuren als potente 

HDAC6-Inhibitoren identifiziert. Basierend auf den Ergebnissen zur Untersuchung der 

Zytotoxizität 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 Strukturaktivitäts-

beziehungen 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 aktivitätsfördernd 

erwiesen hat. Zusätzlich tragen die Verbindungen entweder einen 4-Dimethylamino-

benzoyl- (die bisher potenteste Verbindung 2i*) oder einen 3,5-Dimethylbenzoyl-

substituenten (die bisher selektivste Verbindung 2f*).22 Beide Inhibitoren zeigten sowohl 

im Zytotoxizitätsassay, als auch bei der Inhibition der Enzymaktivität im zellbasierten 

HDAC-Assay gute Aktivitäten und sind präferenzielle HDAC6-Inhibitoren.   

 

Abb. 4.1: HDAC-Inhibition und Zytotoxizität der HDAC-Inhibitoren 2f* und 2i*. 

                                                 

22 Im Bezug zur HDAC6-Inhibition ergaben sich für Verbindung 2f* Selektivitätsindices (SI) von 390 

gegenüber HDAC2, >893 gegenüber HDAC4 und 38 gegenüber HDAC11. Die SI von 2i* lagen im bei 126 

(HDAC2), >6289 (HDAC4) und 40 (HDAC11). SI = IC50(HDAC2/4/11)/IC50(HDAC6). 
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Abb. 4.2: Leitstrukturen und geplante Modifikationen in den Molekülregionen A, B und C. 

Es sollten umfangreiche Strukturmodifikationen in den drei Molekülregionen A, B und 

C erfolgen (Abb. 4.2). Dazu sollten im Einzelnen folgende Veränderungen vorgenommen 

werden: 

 Molekülregion A: Die Substituenten in Molekülregion A sollten umfangreich variiert 

werden, um die Strukturaktivitätsbeziehungen der Reste in dieser Molekülregion 

eingehend zu untersuchen. Dazu sollten insgesamt die fünf Isocyanide t-Butyl-, 

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

 Molekülregion B: Es sollten unterschiedlich alkylsubstituierte Benzoesäuren 

eingesetzt werden, um zu untersuchen, wie sich Alkylresten an verschiedenen 

Positionen auf die Aktivität der Verbindungen auswirken. Zusätzlich sollte der 

Einfluss des Dimethylaminorestes untersucht werden. Dazu sollten Derivaten mit 

meta- und para-Dimethylaminobenzoylsubstituenten synthetisiert werden. 

 Molekülregion C: Es sollten außerdem einige Derivate durch Variation der 

Carbonylverbindung hergestellt werden. Die so erhaltenen Derivate sind in der 

Molekülregion C zusätzlich substituiert und sollten auf ihre Aktivitätsauswirkungen 

untersucht werden. 
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Im vorangegangenen Kapitel wurde zur Gewinnung der peptoidbasierten HDAC-

Inhibitoren eine zweistufige Syntheseroute herangezogen. Diese Strategie erfolgte 

zunächst über eine Ugi-4-Komponentenreaktion, bei der nach flashsäulenchromato-

graphischer Reinigung ein Methylesterderivat als Vorstufe erhalten wurde. Dieser 

Methylester wurde in einer Folgereaktion über eine Hydroxylaminolyse zur gewünschten 

Hydroxamsäure umgesetzt. Beide Schritte erforderten hierbei relativ lange Reaktions-

zeiten.23 Durch Modifikationen der ursprünglichen Methode sollte ein zeiteffizienterer 

und ressourcensparender Syntheseweg entwickelt werden, der die Darstellung der Ziel-

verbindung mit einer verbesserten Gesamteffizienz und erhöhten Ausbeuten ermöglicht. 

Zur weiteren Optimierung sollte dazu eine mikrowellenunterstützte 5-Komponenten-

1-Topf-Synthesevariante entwickelt werden.24 Abschließend sollten alle Verbindungen 

im Arbeitskreis von Prof. Kassack auf ihre Zytotoxizität im MTT-Assay und ihre HDAC-

Inhibition in einem zellbasierten HDAC-Assay untersucht werden. Ferner sollte die 

Inhibition gegenüber den Isoformen HDAC1 und HDAC6 in einem HDAC-Enzymassay 

untersucht werden.  

4.2 Optimierung der Multikomponentensynthese 

Um die Synthesestrategie weiter zu optimieren, wurden zunächst die beiden bekannten 

Syntheseschritte des zweistufigen Verfahrens aus Kapitel 3 unabhängig voneinander 

betrachtet und untersucht. Ausgehend von Testverbindung 1a wurden dazu unter-

schiedliche Reaktionsbedingungen untersucht (Tab. 4.1). Als Ausgangsbedingungen für 

die U-4CR (Schritt I) wurden die optimierten Reaktionsbedingungen aus Kapitel 3 

gewählt, sodass alle mikrowellenunterstützten Reaktionen in wasserfreiem Methanol und 

unter Zugabe von zerstoßenem Molekularsieb 4 Å (MS 4 Å) erfolgten. Hierzu wurde ein 

geringer Überschuss an 4-Aminomethylbenzoesäuremethylester Hydrochlorid (1.2 Äq.) 

und Paraformaldehyd (1.2 Äq.) eingesetzt und die Reaktion wurde bei einer 

Konzentration der Carbonsäure 4a und des Isocyanid 5a von 0.5 м durchgeführt. Die 

Ergebnisse sind in Tab. 4.1 zusammengefasst.  

                                                 

23 Die Ugi-4-Komponentenreaktion aus dem vorangegangen Kapitel erfolgte bei einer Reaktionszeit von 

72 h, während die Reaktionszeit der Hydroxylaminolyse 16 h betrug. 

24 Der wesentliche Vorteil der Mikrowelle besteht in der gleichmäßigeren Energieverteilung. Dies führt zu 

verringerten Reaktionszeiten und zu einem reduzierten Energiebedarf. 
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Tab. 4.1: Reaktionsoptimierung der mikrowellenunterstützten Multikomponentenreaktion. 

 
 Exp. Leistung 

[W] 

Temperatur 

[°C] 

Zeit 

[min] 

Ausbeuteb 

[%] 

Schritt I  1c 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 Dünnschichtchromatographie verfolgt. [b] Die angegebe-

nen Ausbeute wurde nach säulenchromatographischer Reinigung ermittelt. [c] Alle vier Komponenten 

wurden zeitgleich zur Reaktion zugesetzt. 

In einer ersten mikrowellengestützten Synthese wurden alle vier Komponenten und 

Triethylamin zeitgleich dem Reaktionsansatz hinzugefügt und die Reaktion wurde bei 

45°C für 60 min. unter Mikrowelleneinstrahlung gerührt (150 W). Das gewünschte 

Produkt konnte in einer moderaten Ausbeute von 63% isoliert werden (Tab. 4.1, Exp. 1). 

Da der vollständige Umsatz zum Produkt der U-4CR für eine erfolgreiche 1-Topf-

Variante entscheidend ist, wurde die 4-Komponentenreaktion weiter optimiert. Bei der 

U-4CR ist die Bildung eines Imins25 als Zwischenstufe ein wesentlicher Schlüsselschritt. 

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

                                                 

25 Ein nicht kompletter Umsatz der Carbonylkomponente würde bei der Zugabe von Hydroxylamin zu 

Nebenprodukten wie z.B. dem Oximderivat führen. 
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vollständig zum Imin umzusetzen. Das Aminhydrochlorid 2, Paraformaldehyd, Triethyl-

amin und zerstoßenes Molekularsieb wurden dazu in wasserfreiem Methanol suspendiert 

und bei 45°C in der Mikrowelle (150 W) gerührt. Der Fortschritt der Iminbildung wurde 

nach unterschiedlichen Zeiten (2, 5, 10 und 20 min.) mittels Dünnschichtchro-

matographie verfolgt. Nach einer Reaktionszeit von 20 min. war die Umsetzung zum 

Imin vollständig. Entsprechend erfolgte bei allen weiteren Reaktionen zunächst eine 

Voraktivierung zum Imin bei 45°C für 20 min., bevor die Carbonsäure- und Isocyanid-

komponente hinzugefügt wurden. Anschließend 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.  

Anschließend wurden die Reaktionsbedingungen der Hydroxylaminolyse (Schritt II) 

unabhängig von der U-4CR untersucht. Hierzu wurde der zuvor säulenchromatographisch 

gereinigte Methylester 6a bei unterschiedlichen Reaktionszeiten und -temperaturen unter 

Mikrowelleneinstrahlung (150 W) mit einer frisch hergestellten Hydroxylaminlösung 

umgesetzt. Die Hydroxylaminolyse bei 45°C und einer Reaktionszeit von 20 min. lieferte 

die Hydroxamsäure 1a in einer Ausbeute von 63% (Exp.7). Eine geringe Erhöhung der 

Temperatur von 45°C (Exp. 7, 63%) auf 55°C (Exp. 10, 75%) und eine Verlängerung 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-

erhöhung auf 70°C eine Verschlechterung der Ausbeute (Exp. 9, 48%) zur Folge. Die 

optimalen Bedingungen für 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).  

Abschließend wurden die unabhängig voneinander optimierten Bedingungen für 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 Durchführung beider Schritte in einem 

Reaktionsgefäß und unter Mikrowelleneinstrahlung lieferte das gewünschte Zielmolekül 

nach säulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 72% und in einer 

Reaktionszeit von unter zwei Stunden. Damit konnte eine zeiteffektivere Variante der 

diversitätsorientierte 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 über eine sequentielle Ugi-

4CR und Hydroxylaminolyse, konnte nun für die Synthese der Zielverbindungen genutzt 

werden. Die HDACi 1a-q konnten alle nach säulenchromatographischer Reinigung in 

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

 

Schema 4.1: Mikrowellengestützte sequentielle 5-Komponenten-1-Topf-Reaktion der HDACi 

1a-q. a) (i) 2, 3a-c, Et3N, MeOH, 4 Å MS, 150 W, 45°C, 20 min; (ii) R1-NC 5a-d, R2-COOH 4a-

h, 150 W, 45°C, 60 min; (b) H2NOH·HCl, Na, MeOH, 150 W, 55°C, 30 min. 

Zusammenfassend erlaubte diese Methode eine kosten- und zeiteffiziente Variante zur 

Synthese einer Reihe von peptoidbasierten Hydroxamsäurederivaten mit unterschied-

lichsten Strukturmodifikationen (Abb. 4.3).     

 

 

Abb. 4.3: Durchgeführte Variation der Reste R1-R4 in den Molekülregionen 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 für Medizinische und Pharmazeutische 

Chemie, Universität Düsseldorf) hinsichtlich ihrer Zytotoxizität in einem MTT-Assay 

und ihre HDAC-Inhibition in einem zellbasierten HDAC-Assay untersucht. Zusätzlich 
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wurden Untersuchungen zur Inhibierung der Enzymaktivitäten in einem HDAC-

Enzymassay an den rekombinanten Enzymen HDAC1 und HDAC6 von Dr. Katharina 

Stenzel (Institut für Medizinische und Pharmazeutische Chemie, Universität Düsseldorf) 

durchgeführt.  

4.4.1 Aktivitätsuntersuchung mittels MTT-Assay 

Zur Bestimmung der Zytotoxizität wurde ein MTT-Assay an humanen Tumorzelllinien 

durchgeführt. Benannt ist der Test nach dem wasserlöslichen gelben Farbstoff 3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT), der in den Mitochondrien 

der Zellen zu einem blauvioletten, wasserunlöslichen Formazanderivat reduziert wird 

(Abb. 4.4). 

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

Die Reaktion wird nur in stoffwechselaktiven Zellen katalysiert, bei geschädigten Zellen 

kommt es nicht zur Reduktion. So kann durch kolorimetrischer Methoden, anhand der 

Intensität des blauvioletten Farbstoffs, die Viabilität der Zellen bzw. das Ausmaß der 

Zellschädigung durch die Testsubstanz bestimmt werden. Der MTT-Test wurde an den 

humanen Tumorzelllinien A2780 und Cal27 26  und den entsprechenden cisplatin-

resistenten Subzelllinien A2780 CisR und Cal27 CisR durchgeführt. Dazu wurden die 

Zellen zunächst in vitro mit den potentiell zytotoxischen Testsubstanzen inkubiert und 

anschließend mit MTT behandelt, bevor die Zellviabilität in Abhängigkeit von der 

Intensität des Farbstoffes bestimmt wurde. Ermittelt wurde hierbei die mittlere 

inhibitorische Konzentration (IC50) der Substanzen. Dieser Wert gibt die Konzentration 

der Testsubstanz wieder, bei der die Viabilität 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.  

                                                 

26  A2780: Zelllinie des humanen epithelialen Ovarialkarzinom; Cal27: Zelllinie des humanen 

Plattenepithelkarzinoms der Zunge.   
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Tab. 4.2: Zytotoxische Aktivität (MTT) der Verbindungen 1a-q. 

Verbindung R1 R2 R3, R4 
MTT IC50 [µM] 

A2780 A2780CisR Cal27 Cal27CisR 

1a t-Bu 3-Me2N-Ph H, H 6.60 36.4 15.3 32.2 

1b 4-Tolyl 3-Me2N-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-Me2N-Ph H, H 3.50 18.2 10.2 23.7 

1e 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 0.57 4.21 4.84 4.56 

1j c-Hex 4-Me2N-Ph Me, Me 23.8 54.6 48.4 30.8 

1k c-Hex 4-Me2N-Ph H, Ph 37.0 64.8 41.1 34.0 

1l n-Bu 3-Me2N-Ph H, H 3.97 37.5 12.6 5.63 

1m n-Bu 3,5-Me-Ph H, H 2.35 8.09 6.85 10.7 

1n n-Bu 4-Me2N-Ph H, H 0.28 3.74 1.95 4.86 

1o Bn 3-Me2N-Ph H, H 0.96 7.02 6.54 8.54 

1p Bn 3,5-Me-Ph H, H 0.30 3.86 3.43 158 

1q Bn 4-Me2N-Ph H, H 0.95 0.46 0.56 0.66 

Vorinostata 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. a Daten für Vorinostat stammen aus der Publikation I.  

Im MTT-Assay konnte gezeigt werden, dass alle peptoidbasierten Verbindungen27 die 

Viabilität der getesteten Tumorzellen beeinträchtigen und die IC50-Werte im niedrigen 

mikro- bis nanomolaren Bereich liegen. Die Testsubstanzen weisen in der Zelllinie 

A2780 im Vergleich zur Zelllinie Cal27 eine stärkere Zytotoxizität auf. Dabei ist bei den 

cisplatinresistenten Subzelllinien (CisR) tendenziell ein schwächerer Einfluss auf die 

Zellviabilität zu beobachten. Verbindungen mit zusätzlichen Substituenten in Position R3 

und R4 (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 R1 (1o, 1p und 1q) und/oder einem para-

substituierten Phenylrest in Position R2 (1h, 1i, 1n und 1q) einen starken Einfluss auf die 

Zellviabilität haben. Insbesondere Verbindung 1q zeigt einen starken zytotoxischen 

Effekt und weist in allen Zelllinien niedrigere IC50-Werte auf als die beiden 

Referenzsubstanzen (1q: A2780 = 0.60 µM, A2780 CisR = 0.46 µM, Cal27 = 0.56 µM, 

Cal27 CisR = 0.66 µM). 

                                                 

27 Verbindung 1j und 1k werden strenggenommen nicht zu den peptoidbasierten HDACi gezählt, da sie 

zusätzliche Substitutienten in Molekülregion C tragen. 
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4.4.2 Untersuchungen zur Inhibition der HDAC-Enyzmaktivität 

Zur Bestimmung der Inhibition der Enzymaktivität von Histondeacetylasen wurde ein 

zweistufiger, zellbasierter Pan-HDAC-Assay an humanen Tumorzelllinien (A2780 und 

Cal27) durchgeführt. Das Prinzip beruht dabei auf der Deacetylierungsaktivität von 

HDACs, bei der Acetylgruppen eines ε-acetylierten Lysinsubstrats entfernt werden (Abb. 

4.5). Anschließend erfolgt bei Spaltung des Substrats durch Trypsin die Freisetzung eines 

Fluorophors. Als zellpermeables Substrat wurde Boc-Lys(ε-Ac)-AMC verwendet, an das 

der Fluorophor AMC28 gekoppelt ist (Abb. 4.5). 

 

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

Nachdem die Zellen zunächst mit steigenden Konzentrationen der Testsubstanzen 

inkubiert und daraufhin mit dem Substrat versetzt wurden, kommt es zur Deacetylierung 

des Substrates durch die HDACs. Anschließend erfolgt die Zugabe einer Quenchlösung.29 

Hierbei wird das deacetylierte Substratintermediat mit Hilfe von Trypsin30 gespalten, 

wodurch der Fluorophor AMC freigesetzt wird (Abb. 4.5). Durch fluorometrische 

Methoden kann dann, anhand der Intensität der gemessenen Photoemission von AMC 

(Anregungswellenlänge bei λex = 390 nm, Emissionswellenlänge bei λem = 460 nm), die 

Inhibierung der HDAC-Enzymaktivität durch die Testsubstanz bestimmt werden. Es 

wurde die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) der Substanzen ermittelt. Dieser 

Wert gibt die Konzentration der Testsubstanz an, bei der eine halbmaximale Reduzierung 

der HDAC-Aktivität zu beobachten ist. Die Ergebnisse des HDAC-Assays sind in Tab. 

4.3 zusammengefasst.  

                                                 

28 7-Amino-4-Methylcumarin 
29 Die Quenchlösung bestehend aus 25 mM Tris-HCl (pH 8), 137 nM NaCl, 2.7 nM KCl, 1 mM MgCl2, 1% 

NP40, 2.0 mg/mL Trypsin und 10 µM Vorinostat. 
30 Trypsin ist ein proteolytisches Enzym (Protease), das Peptide nach basischen Aminosäuren spaltet.  
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Tab. 4.3: Inhibition der HDAC-Aktivität (HDAC) der Verbindungen 1a-q. 

Verbindung R1 R2 R3, R4 
HDAC IC50 [µM] 

A2780 A2780CisR Cal27 Cal27CisR 

1a t-Bu 3-Me2N-Ph H, H 9.12 8.52 8.20 9.71 

1b 4-Tolyl 3-Me2N-Ph H, H 2.44 2.07 2.16 4.31 

1c 4-Tolyl 3,5-Me-Ph H, H 3.24 2.13 n. b. n. b. 

1d c-Hex 3-Me2N-Ph H, H 4.97 4.38 4.47 4.45 

1e 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 1.22 1.28 1.12 1.12 

1j c-Hex 4-Me2N-Ph Me, Me 9.95 7.25 8.68 7.81 

1k c-Hex 4-Me2N-Ph H, Ph 10.7 11.8 12.6 8.06 

1l n-Bu 3-Me2N-Ph H, H 7.88 6.94 6.56 5.61 

1m n-Bu 3,5-Me-Ph H, H 3.37 3.43 3.52 3.12 

1n n-Bu 4-Me2N-Ph H, H 0.60 0.75 0.58 0.54 

1o Bn 3-Me2N-Ph H, H 1.23 1.22 1.21 1.30 

1p Bn 3,5-Me-Ph H, H 0.96 1.03 0.91 0.92 

1q Bn 4-Me2N-Ph H, H 0.24 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 für beide Tumorzelllinien (A2780 und Cal27) eine ähnlich 

starke Hemmung der HDAC-Aktivität, mit IC50-Werten im niedrigen mikromolaren bis 

nanomolaren Bereich. Die Testsubstanzen weisen dabei vergleichbare Aktivitäten sowohl 

in den unbehandelten Zellen als auch in den cisplatinresistenten Subzelllinien auf. 

Weiterhin stützen die Ergebnisse des zellbasierten HDAC-Assays die Strukturaktivitäts-

abstufungen, die sich bereits im Zytotoxizitätstest abgezeichnet haben. So führen 

zusätzliche Substituenten in Position R3 und R4 (1j und 1k) zu einer Verminderung der 

HDAC-Inhibition (1j: A2780 = 9.95 µM, Cal27 = 8.68 µM; 1k: A2780 = 10.7 µM, 

Cal27 = 12.6 µM). Eine Aktivitätsabnahme ist außerdem bei einem ortho-methyl-

substituierten Phenylrest in Position R2 (1e vs. 1f und 1h) zu beobachten. Dahingegen 

lässt sich eine gesteigerte HDAC-Inhibition bei Derivaten mit Benzylgruppe in Position 

R1 (1o, 1p und 1q) und/oder para-substituierten Phenylresten an R2 (1h, 1i, 1n und 1q) 

feststellen. Insbesondere Verbindungen 1n und 1q, die eine 4-Dimethylaminophenyl-

gruppe tragen, sind bemerkenswerte HDAC-Inhibitoren und besitzen niedrige IC50-Werte 

(1n: A2780 = 0.60 µM, Cal27 = 0.58 µM; 1q: A2780 = 0.24 µM, Cal27 = 0.17 µM), die 

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

In einem HDAC-Enzymassay wurde die inhibierende Wirkung der Verbindungen 

gegenüber zwei HDAC-Isoformen untersucht. Für die Testungen wurden dazu die 

Enzyme HDAC1 und HDAC6 verwendet, um eine potentielle Subtypselektivität für 

HDAC6 feststellen zu können. HDAC1 diente hierbei als Kontrollisoenzym der Klasse I. 

Die rekombinanten Enzyme wurden zunächst mit steigenden Konzentrationen der 

Testsubstanzen und mit dem synthetisch hergestellten Substrat Cbz-Lys(ε-Ac)-AMC 

inkubiert (Abb. 4.6). Nach Deacetylierung des Substrats durch HDACs, erfolgt durch 

Zugabe von Trypsin anschließend die Spaltung des Substratintermediats Cbz-Lys-AMC 

unter Freisetzung des Fluorophors AMC (Abb. 4.6). Anhand der gemessenen Intensität 

der Fluoreszenz von AMC, kann daraufhin die HDAC-Inhibition der Testsubstanz 

(IC50-Wert) ermittelt werden.  

 
Abb. 4.6: Prinzip des zweistufigen fluoreszenzbasierten HDAC-Enzymassays. 

Verbindung 1n, 1o 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 Enzymaktivität (HDAC) gegenüber HDAC1 und HDAC6. 

Verbindung R1 R2 R3, R4 
HDAC IC50 [nM] 

HDAC1 HDAC6 

1n n-Bu 4-Me2N-Ph H, H 306 ± 32   9 ± 1 

1p Bn 3,5-Me-Ph H, H 423 ± 39 121 ± 13 

1q Bn 4-Me2N-Ph H, H 11 ± 5  11 ± 8 

2f* c-Hex 3,5-Me-Ph H, H 346 ± 71 32 ± 6 

2i* c-Hex 4-Me2N-Ph H, H 43 ± 11 16 ± 4 

 Vorinostat 56 ± 9 49 ± 6 

                   Die Werte entsprechen dem Durchschnitt aus drei Experimenten.31   

                                                 

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) durchgeführt. Da die ermittelten IC50-

Werte für die HDAC-Inhibition vom Assay abhängig sind, weichen die hier angegebenen HDAC-

Inhibitionswerte von 2f* und 2i* von denen in der Publikation I ab. 



4 5-Komponenten-1-Topf-Reaktion peptoidbasierter HDACi 

 

54 

Im HDAC-Enzymassay konnte festgestellt werden, dass die getesteten Verbindungen 

eine stärkere Inhibition von HDAC6 zeigen im Vergleich zur Enzymhemmung von 

HDAC1. Somit haben die peptoidbasierten Hydroxamsäuren eine Präferenz für HDAC6. 

Eine Ausnahme bildet Verbindung 1q, die vergleichbar hohe Aktivitäten gegenüber 

HDAC1 und HDAC6 aufweist und ähnlich wie die Referenzsubstanz Vorinostat (Pan-

Inhibitor) keine Isoformpräferenz zeigt. 

Anhand der Ergebnisse können weiterhin Aussagen zur Strukturaktivitätsbeziehung 

getroffen werden. So ist beim Austausch von Rest R2 von 4-Dimethylaminophenyl gegen 

3,5-Dimethylphenyl eine Reduzierung der Inhibition von HDAC1 zu beobachten 

(1p: IC50 = 423 nM vs. 1q: IC50 = 11 nM; 2f*: IC50 = 346 nM vs. 2i*: IC50 = 43 nM). 

Während sich bei den Benzylderivaten zusätzlich auch eine Minderung der HDAC6-

Aktivität zeigte (1p: IC50 = 121 nM vs. 1q: IC50 = 11 nM), wurde diese bei den 

Cyclohexylderivaten erhalten (2f*: IC50 = 32 nM vs. 2i*: IC50 = 16 nM).  

Ein Vergleich der Verbindungen 1n, 1q und 2i* zeigt, dass ein 4-Dimethylamino-

phenylrest in Position R2 zu sehr potenten HDAC6-Inhibitoren führt. Während dabei die 

HDAC6-Inhibition vergleichbar stark ist (1n: IC50 = 9 nM; 1q: IC50 = 11 nM; 2i*: 

IC50 = 16 nM), wird eine Minderung der HDAC1-Aktivität in Abhängigkeit vom Rest R1 

beobachtet. Dabei nimmt die HDAC1-Inhibition in der Reihenfolge vom Benzyl- (1q) 

über den Cyclohexyl- (2i*) zum n-Butylrest (1n) ab. Folglich steigt in umgekehrter 

Reihenfolge auch die Selektivität für HDAC6.   

Insgesamt zeigt die peptoidbasierte Hydroxamsäure 1n die am stärksten ausgeprägte 

Subtypselektivität für HDAC6. Im Vergleich zu HDAC1 weist 1n eine 34fach höhere 

Aktivität für HDAC6 auf. Zusätzlich konnte für 1n die stärkste HDAC6-Inhibition 

(IC50 = 9 nM) beobachtet werden. Verbindung 1n konnte somit als ein potenter und 

präferentieller HDAC6-Inhibitor identifiziert werden.  

4.5 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse 

Basierend auf den Ergebnissen der biologischen Evaluation der peptoidbasierten prä-

ferentiellen HDAC6-Inhibitoren aus Kapitel 3 wurden ausgehend von den Strukturen der 

vielversprechendsten Hydroxamsäuren (2f*, 2i*) weitere Derivate dieser Substanzklasse 

hergestellt. Weiterentwicklung der ursprünglichen zweistufigen Syntheseroute (U-4CR 

und Hydroxylaminolyse, Kapitel 3) zu der mikrowellenunterstützten 5-Komponenten-1-

Topf-Variante erlaubte die Synthese der Verbindungen 1a-q in erhöhten Ausbeuten und 

mit einer verbesserten Gesamteffizienz.  
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Bei Untersuchungen der Strukturaktivitätsbeziehungen der peptoidbasierten Hydroxam-

säuren 1a-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 überwiegend bessere 

antitumorale Aktivitäten als die Vertreter der vorangegangenen Substanzbibliothek. 

Ferner weisen die peptoidbasierten Verbindungen eine starke Hemmung der HDAC-

Aktivität im zellbasierten HDAC-Assay auf. 1n und 1q erwiesen sich als die beiden 

aktivsten Verbindung (Abb. 4.7). 

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

Weiterhin stellte sich die peptoidbasierte Hydroxamsäure 1n als ein potenter und 

selektiver HDAC6-Inhibitor heraus (Abb. 4.8). Während Verbindung 2f* aus Kapitel 3 

mit einem Selektivitätsindex (SI 1/6) von 11 die stärkste Präferenz für HDAC6 vorwies 

(HDAC1: IC50 = 346 nM; HDAC6: IC50 = 32 nM), hat 1n einen Selektivitätsindex von 

34 und eine gesteigerte Aktivität gegenüber HDAC6 (HDAC1: IC50 = 306 nM; HDAC6: 

IC50 = 9 nM). 

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

Außerdem konnten Tendenzen zur Strukturaktivitätsbeziehung der hergestellten HDAC-

Inhibitoren ableitet werden. So konnte durch Einführung einer Benzyl- oder n-Butyl-

gruppe in R1 eine Aktivitätszunahme sowohl bei der Zytotoxizität als auch bei der HDAC-



4 5-Komponenten-1-Topf-Reaktion peptoidbasierter HDACi 

 

56 

Inhibition beobachtet werden. Der Einsatz einer n-Butylgruppe erwies sich dabei 

zusätzlich als selektivitätssteigernd für die HDAC6-Hemmung. Flexiblere Reste (Bn, 

n-Bu) wirken sich an dieser Position positiv auf die zytotoxischen und inhibitorischen 

Eigenschaften der Verbindungen aus, während rigidere Reste (t-Bu) sich als weniger 

geeignet herausstellten. Bezogen auf den Substituenten an Position R2 zeigten para-

substituierte Phenylderivate einen Anstieg bei den Aktivitäten. Insbesondere peptoid-

basierte Hydroxamsäuren mit 4-Dimethylaminophenylrest stellen potente Vertreter 

dieser Substanzklasse dar. Dahingegen führten zusätzliche Substituenten in Position R3 

und R4 (1j und 1k) zu einer Verminderung der HDAC-Inhibition und zu einem 

verringerten zytotoxischen Effekt.  

Zusammenfassend handelt es sich bei den peptoidbasierten Hydroxamsäuren um eine 

vielversprechende neue Substanzklasse, die potente HDAC-Inhibitoren darstellen. In 

dieser Arbeit stellt insbesondere die peptoidbasierte Hydroxamsäure 1n einen guten 

Ausgangspunkt dar, um weitere Strukturoptimierungen zur Steigerung der HDAC6-

Selektivität durchzuführen und die pharmakokinetischen und pharmakodynamischen 

Eigenschaften zu verbessern.   
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5 α-Aminoxypeptide als peptidomimetische Foldamere 

In diesem Kapitel werden die Zielsetzung, Überlegungen 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 vollständige Veröffentlichung sowie eine Darlegung der beigetragenen 

Anteile des Autors zu der Publikation II.   

5.1 Zielsetzung  

Wie in Kapitel 1.3 beschrieben, stellen die unzureichende Bioverfügbarkeit und die 

geringe metabolische Stabilität wesentliche Nachteile dar, die Peptide zu weniger er-

folgsversprechende Wirkstoffkandidaten machen. Bei der Anwendung von Peptiden als 

α-Helixmimetika, z.B. zur spezifischen Adressierung von Proteinen, kann sich 

insbesondere die hohe Rückgratflexibilität nachteilig auf die Bindungsaffinitäten zu 

einem biologischen Target auswirken. Bei der Entwicklung von peptidomimetischen 

Foldameren ist daher die Wahl einer rigideren Rückgratstruktur mit verbesserter Pro-

teolysestabilität vorteilhaft. Basierend auf Arbeiten von Yang und Mitarbeiter[161,164–167] 

wurden in diesem Projekt α-Aminoxypeptide (1‡) als Peptidanaloga für die Synthese pep-

tidomimetischer Foldamere ausgewählt (Abb. 5.1). Homochirale α-Aminoxyoligomere 

können durch intramolekulare Wasserstoffbrückenbindungen, sogenannte α-NO-Turns, 

helikale Konformationen einnehmen, die bereits für kurze Dipeptidamide beobachtet 

wurden.[164,165] Die α-Aminoxypeptide besitzen darüber hinaus eine bemerkenswerte 

Konformationsstabilität und weisen eine erhöhte metabolische Stabilität gegenüber 

enzymatischen Abbau auf.[162,163] Diese Eigenschaften machen α-Aminoxypeptide zu 

einer vielversprechenden Substanzklasse für die Synthese von Foldameren.[168,169] Die 

helikale Struktur konnte bisher nur für kurze Modelpeptide untersucht werden. Grund ist 

der eingeschränkte Zugang zu längeren α-Aminoxyoligopeptiden in Lösung, der auch 

eine mögliche pharmazeutische Anwendung der α-Aminoxypeptide erschwert. 

Ziel dieses Projekts war die Entwicklung einer Synthesestrategie, die die Darstellung 

auch längerer α-Aminoxyoligopeptide in guter Ausbeute und Reinheit erlaubt. Dazu 

sollten Vertreter mit unterschiedlichen Längen und verschiedenen Seitenketten-

modifikationen dargestellt werden. Weiterhin sollten zwei verschiedene N-terminale 

Caps eingesetzt werden. Diese Strukturmodifikationen sollten erste Einblicke in die 

Strukturaktivitätsbeziehungen dieser Verbindungsklasse geben (Abb. 5.1). 
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Abb. 5.1: Struktur der α-Aminoxypeptide 1‡ und geplante Modifikationen. Blau: unterschiedliche 

Länge der Oligomere; grün: Variationen der N-terminalen Cap; rot: verschiedene Seitenketten-

modifikationen. 

Die Sekundärstruktur der α-Aminoxypeptide, die Orientierung der Seitenketten und die 

Frage, ob diese Substanzklasse geeignet ist, bestimmte Positionen auf bekannten, 

natürlichen helikalen Strukturen nachzuahmen, sollten durch die Zusammenarbeit mit 

kooperierenden Arbeitsgruppen aufgeklärt werden. Anhand von Kristallstrukturanalyse 

(Dr. Höppner, Proteinkristallographie und Röntgenstrukturanalyse und Dr. Reiß, 

Anorganische Chemie und Strukturchemie, Universität Düsseldorf) molekular-

dynamischen (MD)-Simulationen (Arbeitskreis Prof. Dr. Gohlke, Pharmazeutische und 

Medizinische Chemie, Universität Düsseldorf) sowie zweidimensionaler NMR-

Spektroskopie und Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie (Arbeitskreis Dr. Lüdeke, 

Pharmazeutische Wissenschaften, Universität Freiburg) sollten die strukturellen Eigen-

schaften der α-Aminoxyoligopeptide untersucht werden. 

Abschließend sollten die synthetisierten α-Aminoxyoligopeptide im Arbeitskreis von 

Prof. Dr. Kassack (Pharmazeutische und Medizinische Chemie, Universität Düsseldorf) 

auf ihre Zytotoxizität in einem MTT-Assay in vitro untersucht werden. Um Einblicke in 

den Wirkmechanismus dieser Substanzklasse zu erhalten, sollten ausgewählte 

Testverbindungen zusätzlich auf ihrer membranschädigende Wirkung und eine mögliche 

Induktion der Apoptose hin untersucht werden.   



5 α-Aminoxypeptide als peptidomimetische Foldamere 

 

59 

5.2 Überlegungen zur Syntheseplanung 

In der Literatur werden zum Aufbau von längeren α-Aminoxypeptiden oder α-Aminoxy-

hybridpeptiden32 unterschiedliche Methoden beschrieben. Die Synthese erfolgt dabei in 

Lösung[165–167] oder durch Festphasensynthese[163] (solid phase synthesis, SPS). Daneben 

sind Synthesestrategien bekannt, bei denen zuvor in Lösung synthetisierte Peptidfrag-

mente, anschließend in Lösung oder an fester Phase verknüpft werden.[170,171,196] Für die 

Amidknüpfungsreaktion werden verschiedene Kombinationen von Kupplungsreagenzien 

wie BOP-HOBt-NEM, HBTU-HOBt-NEM, DIC-HOAt,[163] EDCI-HOBt,[165,166,196] 

EDCI-HOAt,[167,171] oder HBTU-HOBt-DIPEA,[170] verwendet. Bei den beschriebenen 

Methoden sind dabei häufig 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-überacylierten Produkten beobachtet.[197,198] Die N-überacetylierten 

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

eingesetzt oder die Base im größeren Überschuss zugesetzt wird.[198] 

Bei der Synthese von α-Aminoxyoligopetiden in Lösung sind viele Reinigungs- und 

Isolierungsschritte und verhältnismäßig lange Reaktionszeiten erforderlich. Die 

Auswirkungen einer langsamen Amidknüpfungsreaktion machen sich insbesondere bei 

sehr langen Peptidsequenzen bemerkbar, da diese in Lösung dazu neigen nur noch in sehr 

geringen Ausbeuten zu entstehen. Je länger die Peptidsequenzen werden und je 

komplexer die einzuführenden Seitenkettenreste dabei sind, desto aufwendiger und 

schwieriger werden die Synthese und Reinigung der Oligopeptide und es sind sehr lange 

Kupplungszeiten und ein erhöhter Materialaufwand notwendig. Hierbei kann 

insbesondere die Synthese längerer Peptidsequenzen mit sich wiederholenden 

aliphatischen Resten wie Alanin, Valin, Leucin oder Isoleucin schwierig sein.[96,97] 

Sogenannte ‚Difficult Peptides‘ neigen dazu bei der Peptidsynthese Aggregate zu bilden, 

die über nichtkovalente Wasserstoffbrückenbindungen innerhalb der Peptidsequenz 

stabilisiert werden.[200,201]  

Neben der Synthese in Lösung ist die festphasengebundene Peptidsynthese die wichtigste 

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

                                                 

32 Hybridpetide bestehen neben α-Aminoxysäuren noch aus weiteren peptidanalogen Synthesebausteinen 

und/oder natürlichen Aminosäuren. 
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Methode zur Synthese von α-Aminoxyoligopeptiden wurde von Shin und Mitarbeiter 

beschrieben.[163] Der Aufbau der Oligopeptide erfolgte hierbei über Kupplung von 

monomeren α-Aminoxysäuren. Es wurden dabei α-Aminoxypeptide bis zu einer Länge 

von Pentameren in Rohreinheiten von 40-65% synthetisiert. Die SPS-Methode bietet 

wesentliche Vorteile gegenüber der Synthese in Lösung. So können überschüssige 

Reagenzien und nicht gebundene Nebenprodukte einfach durch mehrmals wiederholte 

Waschschritte vom Harz gewaschen werden. Eine orthogonale Schutzgruppenchemie der 

Seitenkettenfunktionalitäten sowie der C- und N-terminalen Enden der Aminosäure-

analoga erlaubt dabei einen sequentiellen Aufbau des Zielmoleküls durch repetitive 

Entschützungs-, Wasch- und Kupplungsschritte. Aufwändige Isolierungsschritte von 

Zwischenstufen sind dabei nicht erforderlich. Die Kupplungsreagenzien werden dazu im 

Überschuss eingesetzt, um eine möglichst quantitativen Umsatz zur gewünschten 

Sequenz zu gewährleisten. Hierdurch kann die Wahrscheinlichkeit von Fehlsequenzen 

reduziert und eine Erhöhung der Reaktionsgeschwindigkeit erzielt werden. Die 

gewünschte Zielsequenz soll dabei in einer hohen Reinheit und in einer guten Ausbeute 

gewonnen werden. Zusätzlich ergibt sich durch die Möglichkeit der Automatisierung der 

Festphasenmethode und damit verbundenen eine Senkung des finanziellen Aufwandes 

ein weiterer Vorteil gegenüber der klassischen Synthese in Lösung. 

Um eine Steigerung der Effizienz des Syntheseprozesses zu erreichen, sollte in diesem 

Projekt eine Synthesestrategie aus einer Kombination aus Synthese in Lösung und 

Festphasensynthese verfolgt werden. Dazu sollten zunächst in Lösung α-Aminoxy-

dipeptide hergestellte werden. Im Anschluss sollten die Dimere dann an fester Phase zu 

den α-Aminoxyoligopeptide gewünschter Länge verknüpft werden. Durch die Wahl von 

α-Aminoxydipeptiden als Kupplungseinheit wird dabei die Anzahl der Reaktionsschritte 

halbiert und damit die Synthesezeit verkürzt. Um die Wahrscheinlichkeit der 

N-Überacylierung, die mit steigender Basizität der Reaktionslösung zunimmt, niedrig zu 

halten, sollte außerdem ein möglichst geringer Anteil an Aktivierungsbase eingesetzt 

werden. Diese Maßnahmen sollten die Synthese längerer Oligomere in guten Ausbeuten 

und hohen Reinheiten ermöglichen.   

5.3 Zusammenfassung der Publikation II 

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

Aktivität von α-Aminoxyoligopeptiden vorgestellt. Basierend auf Arbeiten von Yang und 
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Mitarbeitern in denen gezeigt werden konnte, dass α-Aminoxypeptide über Wasserstoff-

brückenbindungen rigide helikale Sekundärstrukturen ausbilden können und eine erhöhte 

Stabilität gegenüber enzymatischen Abbau vorweisen, wurden α-Aminoxypeptide als 

geeignete Kandidaten für die Entwicklung peptidomimetischer Foldamere gewählt.  

Um einen verbesserten Zugang auch zu längeren Oligopeptiden zu erhalten, wurde eine 

Synthesestrategie verfolgt, die sowohl Reaktionsschritte in Lösung als auch fest-

phasengebundene Peptidsynthese beinhaltete. Ausgehend von ʟ-α-Aminosäuren wurden 

zunächst in Lösung die korrespondierenden ᴅ-α-Aminoxysäuren nach literaturbekannten 

Vorschriften synthetisiert, die daraufhin über eine Amidkupplungsreaktion mittels 

EDC·HCl/HOBt zu α-Aminoxydipeptidsäuren verknüpft wurden. Anschließend 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 Lösung und Festphasensynthese, konnten auch längere 

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

Untersuchungen der Zytotoxizität im MTT-Assay gegenüber Tumorzelllinien und 

normalen Zellen zeigten, dass insbesondere die α-Aminoxydecapeptide eine 

bemerkenswerte Antitumoraktivität vorweisen und die potentesten Vertreter dieser 

Substanzklasse darstellen. Hierbei konnte eine moderate Selektivität der Verbindungen 

für Tumorzellen im Verglich zu gesunden Zellen festgestellt werden.  

Anhand der Kristallstruktur eines α-Aminoxyhexapeptids sowie mittels Molekularer 

Modellierung, 2D NMR-Spektroskopie, molekulardynamischer (MD) Simulationen und 

CD-Spektroskopie konnte die Konformation der α-Aminoxypeptide aufgeklärt werden. 

Bei den α-Aminoxypeptide liegt sowohl im Festkörper als auch in organischen 

Lösungsmitteln eine rechtshändige 28-Helix als bevorzugte Konformation vor. Im 

wässrigen Milieu hingegen konnte ein pH-Wert anhängiges Gleichgewicht zwischen der 

28-Helix im sauren pH-Bereich und einer weiteren Konformation beobachtet werden. 

Molekulare Modellierungen zeigten zudem, dass α-Aminoxypeptide die Orientierung 

von Seitenketten von kanonischen α-Helices und 310-Helices nachahmen können.  

Um den Wirkmechanismus der α-Aminoxypeptide zu untersuchen, wurden ausgewählte 

Verbindungen auf ihre membranschädigende Wirkung und auf ihre Fähigkeit zur 

Apoptoseinduktion getestet. Unterstützend dazu wurden CD-spektroskopische Unter-

suchungen in Gegenwart von Liposomen durchgeführt. Hierbei konnte gezeigt werden, 
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dass α-Aminoxydecapeptide eine höhere Faltungstendenz vorweisen eine 28-helikale 

Konformation anzunehmen. Die Faltung in die 28-Helix in einer Membranumgebung 

kann somit als mögliche Ursache für die beobachtete membranolytische Aktivität dieser 

Verbindungen herangezogen werden. 

Zusammenfassend wurden Einblicke in die Synthese, Struktureigenschaften und 

biologische Aktivität von α-Aminoxypeptiden gegeben, die eine neuartige Klasse 

peptidomimetischer Foldamere darstellen. Die als bevorzugte Konformation 

identifizierte rechtsgängige 28-Helix ist dabei in der Lage die räumliche Anordnung der 

Seitenketten von α-Helices und 310-Helices nachzuahmen. Einige Verbindungen zeigten 

bemerkenswerte Zytotoxizitäten gegenüber Tumorzelllinien und einen geringeren 

zytotoxischen Effekt auf gesunde Zellen. CD-spektroskopische Untersuchungen in 

Gegenwart von Liposomen ergaben, dass längere α-Aminoxyoligopeptide ein erhöhtes 

Faltungsvermögen für die 28-Helix vorweisen und dass diese Konformation membran-

schädigende Effekte hervorrufen könnte, die für diese Verbindungen beobachtet wurden. 

Aufgrund dieser neuen Erkenntnisse repräsentieren α-Aminoxyoligopeptide eine 

wertvolle Substanzklasse für 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 α-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 vollständige Veröffentlichung sowie eine Darlegung der beigetragenen 

Anteile des Autors zu der Publikation III.   

Im vorangegangenen Kapitel 5 (Publikation II) wurden α-Aminoxyoligopeptide als neue 

Klasse peptidomimetischer Foldamere identifiziert. Als bevorzugte Konformation ergab 

sich dabei eine rechtsgängige 28-Helix, die in der Lage ist, die räumliche Orientierung der 

Seitenketten von α-Helices und 310-Helices nachzuahmen. α-Aminoxyoligopeptide 

stellen daher eine interessante Substanzklasse für die Entwicklung von Strukturmimetika 

als PPI-Inhibitoren dar. Ein attraktives Ziel für der Entwicklung von Tumortherapeutika 

ist die C-terminale Dimerisierungsdomäne des Hitze-Shock-Proteins 90 (HSP90). Daher 

sollten α-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) gehören zu einer großen 

Proteinfamilie von evolutionär hochkonservierten molekularen Chaperonen. Die 

Hauptaufgabe der HSPs besteht darin, andere Proteine, sogenannte Klientproteine, bei 

der korrekten Faltung zu unterstützen und sie in ihre funktionelle Konformation zu 

überführen.[202] Dadurch sind sie an vielen zellulären Prozessen wie Proliferation, 

Differenzierung und Progression beteiligt. HSPs sind dabei für die Stabilisierung der 

Klientproteine verantwortlich und verhindern eine Aggregation fehlerhaft gefalteter 

Proteine. Sie schützen so die Zellen vor dem daraus resultierenden intrazellulären Stress. 

Eine weitere Funktion der Hitze-Schock-Proteine besteht im Transport von Proteinen 

durch die Zellmembran ins Innere der Zellen.[203] Für den Transport müssen die Proteine 

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

zurückgefaltet werden, um ihre Funktion aufzunehmen.[204]  
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In der der Familie der HSPs ist das 90 kDa große Hitze-Schock-Protein (HSP90) eines 

der bekanntesten Proteine. Es hat eine wesentliche Funktion bei der Proteinfaltung und 

reguliert wie bereits erwähnt die Struktur, Stabilität und Funktion von mehr als 300 

Klientproteinen.[205,206] Unter diesen Proteinen befinden sich Kinasen, Steroid-

hormonrezeptoren und Transkriptionsfaktoren, die Prozesse wie Proliferation, 

Signaltransduktion, Proteintransport, Chromatinremodelling und das Zellüberleben 

steuern.[11,207–210] Diese Klientproteine sind in Tumorzellen häufig mutiert und/oder 

überexprimiert. Bis zu 25% der HSP90-abhängigen Klientproteine stellen hierbei 

Onkoproteine dar, die in tumorassoziierte Prozesse wie Angiogenese, Metastasierung und 

unkontrolliertes Zellwachstum involviert sind.[9,210]  Zusätzlich liegt HSP90 in vielen 

Tumorarten überexprimiert vor. Es kann so Onkoproteine stabilisieren und sie vor Stress 

schützen.[10,209] HSP90 trägt dadurch zur Proliferation und zum Überleben von Tumor-

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

sprechende Strategien zur Behandlung von Tumorerkrankungen.[8–11,209,211]   

 
Abb. 6.1: HSP90-Aufbau. (A) Einteilung der Domänen und ihre Funktion; (B) Darstellung des 

four helix bundle über das die Dimerisierung von HSP90 erfolgt (Modifiziert nach [212]). 

HSP90 ist ein flexibles Homodimer und macht 1-2% der Gesamtproteinmenge in einer 

normalen Zelle aus.[8,208] Die Monomereinheiten lassen sich in drei funktionelle 

Untereinheiten einteilen (Abb. 6.1 A).[213] An der N-terminale Domäne (NTD) erfolgt die 

Bindung sowie Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP), die für die Aktivität des 

Chaperons erforderlich sind. Die C-terminale Domäne (CTD) vermittelt die 

Dimerisierung von HSP90. An der Dimerisierung sind dabei jeweils zwei α-Helices der 

beiden Monomere beteiligt, die zusammen ein Bündel aus vier Helices (four helix bundle) 

bilden (Abb. 6.1 B).[213,214] Zudem werden über den C-Terminus die Aktivität der ATPase 

und die Anlagerung von Cochaperonen reguliert. Verbunden sind die beiden 

endständigen Domänen über eine Mitteldomäne (M), welche wesentlich an der 
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Erkennung von Klientproteinen und der ATP-Hydrolyse beteiligt ist. Für die Chape-

ronaktivität von HSP90 ist die Bindung und Hydrolyse von ATP essentiell.[215] Bei der 

Proteinfaltung werden so erforderliche Konformationsänderungen des Chaperons 

ermöglicht. Zunächst findet dabei die Anlagerung eines ungefalteten Proteins in die 

geöffnete Form des Dimers statt (Abb. 6.2). Anschließend binden zwei Moleküle ATP an 

die ATP-Bindestellen am N-Terminus von HSP90. Es kommt zu einer Konfor-

mationsänderung, bei der sich die Enden der N-Termini annähern und das Klientprotein 

im Inneren des Chaperons eingeschlossen wird. In der metastabilen, verdrillten 

Konformation erfolgt nun im Bereich der Mitteldomäne die Proteinfaltung. Zudem 

kommt es zur ATP-Hydrolyse. Durch die Abspaltung des γ-Phosphats von ATP zu ADP, 

öffnet sich HSP90 wieder und das fertig gefaltete Protein wird freigesetzt. Nach 

Abspaltung von ADP nimmt das HSP90-Homodimer wieder die ursprüngliche, geöffnete 

Konformation ein und steht für einen weiteren Proteinfaltungszyklus zur Verfügung. 

Zunächst wurde angenommen, dass die CTD permanent dimerisiert vorliegt und der 

Mechanismus so vergleichbar ist mit einer sich öffnen und schließenden Klammer.[213] 

Ratzke und Mitarbeiter zeigten jedoch, dass sich die CTD ebenfalls öffnet und 

schließt.[216] Das Dimer bewegt sich somit in einem Gleichgewicht zwischen C- und N-

terminaler Dimerisierung (Abb. 6.2 links). Schließt sich ein Terminus, öffnet sich im 

Gegenzug der andere. Die Zustände werden dabei im Wesentlichen durch die 

Anwesenheit von ATP und ADP bestimmt. Durch diese Erkenntnisse eröffnen sich neue 

mechanistische Aspekte der Chaperonaktivität, die Strategien zur Inhibierung der HSP90-

Funktion ermöglichen. 

 
Abb. 6.2: Schematische Darstellung der HSP90-Proteinfaltung (modifiziert nach [11,216]). Die 

einzelnen Domänen sind wie folgt dargestellt: NTD (orange), MD (grün) und CTD (blau). 
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6.2 HSP90-Inhibitoren (HSP90i) 

Eine Inhibition von HSP90 kann auf unterschiedliche Weise positiv genutzt werden. So 

bietet die HSP90-Überexpression in Tumorzellen einen möglichen Ansatzpunkt. 

Tumorzellen sind im Vergleich zu normalen Zellen sensitiver gegenüber HSP90-

Inhibitoren und können so gezielter angegriffen werden.[217] Durch die Inhibition von 

HSP90 werden Klientproteine nicht mehr in ihre funktionelle Konformation gefaltet und 

es kommt zur Degradierung. Die Aktivität HSP90-abhängiger Onkoproteine wird 

gehemmt und tumorassoziierte Prozesse werden unterbrochen, so dass das 

Tumorwachstum nicht aufrechterhalten werden kann und die Apoptose ausgelöst wird. 

Eine andere Möglichkeit besteht im Nutzen von Synergien von HSP90i und anderen 

Chemotherapeutika.[218,219] Durch die Behandlung mit Zytostatika werden Tumorzellen 

vorsätzlich einem erhöhten Maß an zellulären Stress ausgesetzt. Um die Zellen vor Stress 

zu schützten, wird vermehrt HSP90 exprimiert. Dies kann die Wirkung von Zytostatika 

verringern und zu Arzneimittelresistenzen führen.[219] Durch die Inhibition von HSP90, 

kann die Wirksamkeit der Zytostatika aufrechterhalten werden. HSP90-Inhibitoren bieten 

daher potentielle Ansätze für die Tumortherapie. Die Funktion von HSP90 kann dabei 

über die N-terminale oder über die C-terminale Domäne inhibiert werden. 

6.2.1 N-terminale HSP90-Inhibitoren (NTD HSP90i) 

Zu den ersten HSP90-Inhibitoren zählen die Naturstoffe Geldanamycin (GM) und 

Radicicol (RD) (Abb. 6.3). Kristallstrukturanalysen zeigten, dass diese Naturstoffe als 

kompetitive Inhibitoren der ATP-Bindungstasche der N-terminalen Domäne von HSP90 

agieren.[220] Beide Inhibitoren weisen jedoch ein ungünstiges Nebenwirkungspotential 

und eine unzureichende Wasserlöslichkeit auf und konnten sich aus diesen Gründen nicht 

als Arzneimittelkandidaten durchsetzen. Um die pharmakologischen Eigenschaften von 

Geldanamycin zu verbessern, wurden weitere Derivate dieses Typs entwickelt (Abb. 

6.3 A).[221] 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.[222] Die Affinität von 17-AAG für HSP90 war dabei in Tumorzellen 100-fach 

höher als in gesunden Zellen.[217] Aufgrund starker Hepatotoxizitäten benzochinon-

basierter Inhibitoren wurden klinische Studien mit GM und verwandten Derivaten jedoch 

eingestellt.[113] Basierend auf Cokristallstrukturen von HSP90 mit GM, RD und ADP 

wurden Resorcin und Purin als alternative Strukturelemente für HSP90i identifiziert und 

resorcin- (Abb. 6.3 B) und purinbasierte (Abb. 6.3 C) HSP90i entwickelt.[224,225]  
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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.[206,226] Die aktuell in Studien 

getesteten HSP90i binden alle an die N-terminale ATP-Bindetasche und weisen höhere 

Affinitäten auf als das natürliche Nukleotid.[9,218] Da ATP in Zellen weit verbreitet ist, 

weisen gegen ATP-Bindungstaschen gerichtete Inhibitoren häufig unerwünschte 

Wirkungen auf. Zudem lösen sie einen Resistenzmechanismus in Tumorzellen aus, der 

als Hitze-Shock-Antwort (heat shock response, HSR) bezeichnet wird.[8,9,227] Dieser 

Überlebensmechanismus 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 Überleben der Zelle zu sichern.[228,229] Dadurch wird 

die Wirksamkeit von HSP90i stark vermindert. Die unzureichende Selektivität sowie die 

Induktion von HSR sind wesentliche Gründe für das Fehlschlagen von NTD HSP90-

Inhibitoren in fortgeschrittenen klinischen Studien.[8] Eine Herausforderung in der 

Forschung ist die Entwicklung verbesserter HSP90i. C-terminale HSP90-Inhibitoren sind 

hierbei von besonderem Interesse.[8,222,229,230] 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 

Novobiocin33 (NB, Abb. 6.4) den ersten C-terminalen Inhibitor, der gegenüber SKBr3-

Zellen 34  eine schwache antiproliferative Aktivität (700 µM) durch HSP90-Inhibition 

zeigte.[233,234] Im Gegensatz zu bisherigen Inhibitoren, bindet Novobiocin an die ATP-

Bindestelle der CTD von HSP90. Zudem konnte gezeigt werden, dass NB an eine 

Domäne von HSP90 bindet, die für die Dimerisierung und die Bindung von 

Cochaperonen entscheidend ist.[234] Um die Aktivität von Novobiocin zu verbessern 

wurden die Strukturaktivitätsbeziehungen umfangreich untersucht und NB-Derivate mit 

erhöhter antiproliferative Aktivität gegenüber Tumorzellen entwickelt (Abb. 6.4, DHN1 

und DHN2).[235] Neben dem Cumarinkern enthält 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,[236,237] Biphenyl- 

(KU-820), Stilben- (KU-4) und Phenylcyclohexylsurrogate (KU-15a) für den 

Cumarinkern[238–240] und 2-Indol- (KU-46) sowie Biarylringsysteme mit Methoxyresten 

(KU-33)[241] als alternative Strukturen für das Benzamid eingesetzt werden können. Dabei 

konnten wirksame Inhibitoren entwickelt werden (Abb. 6.4). Neben Novobiocin und 

verwandten Analoga stellen das Chroman Epigallocatechingallat (EGCG),[242] das 

Flavanonol Silybin,[243] das Taxan Taxol[244] und Cisplatin[245,246] weitere C-terminale 

HSP90i dar (Abb. 6.5). Einige Derivate dieser Verbindungen sind hierbei potente HSP90-

Inhibitoren.[243,247,248] 

  

                                                 

33 Novobiocin gehört ursprünglich zur Wirkstoffklasse der Aminocumarin-Antibiotika, die durch Inhibition 

der bakteriellen DNA Gyrase die Zellteilung von Bakterien hemmen. 

34  Östrogenrezeptor negative (estrogen receptor negative, ER-) Brusttumorzelllinie, in der der 

Wachstumsfaktor HER2 (human epidermal growth factor receptor positiv, HER2+) überexprimiert 

vorliegt. Diese Rezeptoren stellen HSP90-anhängige Klientproteine dar und können durch HSP90i 

herunterreguliert werden. 
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Abb. 6.4: C-terminale HSP90-Inhibitor Novobiocin und Derivate sowie deren antiproliferativen 

Aktivitäten gegenüber der Brusttumorzelllinie SKBr3 (IC50). 

 
Abb. 6.5: Weitere C-terminale HSP90-Inhibitoren. 

Anders als NTD HSP90i induzieren C-terminale HSP90-Inhibitoren keine HSR.[232] Sie 

stehen somit nicht mit einer erhöhten 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 für 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 für die Dimerisierung des Proteins sind und somit unerlässlich für dessen 

Chaperonaktivität. Die Forscher identifizierten hot spot Aminosäuren (I688, Y689, I692, 

L696) in der Interaktionsfläche der CTD, die für die Entwicklung von HSP90-

Modulatoren herangezogen werden können (Abb. 6.7).[249] Zusammen mit Jose und 

Mitarbeitern entwickelten sie Peptide, die in der Lage sind, die Helix H5 in der CTD von 

HSP90 nachzuahmen.[250] Die peptidischen Inhibitoren adressieren dabei HSP90 

vermutlich über die Protein-Protein-Interaktion der Dimerisierung in der CTD. Anhand 

eines Dimerisierungsassays basierend auf der Autodisplaytechnologie konnte eine 

HSP90-inhibierende Aktivität der Peptide in vitro nachgewiesen werden. Durch 

MicroScale Thermophorese (MST)-Messungen konnte zudem für die peptidischen 

Inhibitoren eine Affinität gegenüber der CTD von HSP90 im mikromolaren Bereich 

beobachtet werden. Wesentliche Nachteile der Peptiden schränken deren Einsatz als 

Arzneimittelkandidaten jedoch stark ein, so dass diese Inhibitoren für eine biologische 

Anwendung weiter optimiert werden müssen. Die Entwicklung von peptidomimetischen 

HSP90-Inhibitoren, die die CTD Dimerisierungsdomäne durch die Nachahmung von hot 

spot Aminosäuren adressieren und so auf der Ebene von Protein-Protein-Interaktionen 

agieren, bietet einen neuen vielversprechenden Ansatz, um die Chaperonaktivität von 

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

 

Abb. 6.6: hot spots und cold spots. (A) Homologiemodell von HSP90. (B) Vergrößerung der 

CTD; (C) Detailansicht der Interaktion zwischen Helix H5 und H4‘ und hot spots (grün) auf der 

Helix H5; (D) Darstellung der Helix H5 als Helixrad und Position der hot spots (rot) und cold 

spots (blau).  



6 α-Aminoxypeptide als C-terminale HSP90-Inhibitoren 

 

71 

6.3 Zielsetzung 

Nachdem im vorangegangenen Kapitel erfolgreich die Sekundärstruktur und die 

Anordnung der Seitenketten von α-Aminoxypeptiden aufgeklärt 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 

HSP90 essentiell für die Dimerisierung des Proteins sind.[249] Hierbei konnten hot spots 

Aminosäuren (I688, Y689, I692, L696) identifiziert werden, die für die Entwicklung von 

HSP90-Modulatoren herangezogen werden können (Abb. 6.7). Zusammen mit Jose und 

Mitarbeitern entwickelten sie die ersten peptidischen Inhibitoren, die an die CTD 

binden.[250] Peptide weisen jedoch als Arzneimittel wesentliche Nachteile auf. Basierend 

auf diesen Erkenntnissen sollten α-Aminoxypeptide entwickelt werden, die die 

C-terminale Dimerisierungsdomäne von HSP90 adressieren. Die Helixmimetika sollten 

hot spot Aminosäuresurrogate tragen, um die räumliche Orientierung der entsprechenden 

hot spots der Helix H5 von HSP90 zu imitieren. Das Ziel war die Entwicklung von zwei 

α-Aminoxyhexapeptiden. Für eine vereinfachte Synthese sollte zunächst ein Derivat mit 

Aminoxysäureanaloga der Aminosäuren Leu, Ile und Phe (anstelle von Tyr) hergestellt 

werden. Eine weitere Verbindung sollte an einer Position eine phenolische Gruppe als 

Surrogat für Tyrosin enthalten, um auch den hot spot Y688 gegebenenfalls besser 

nachahmen zu können (Abb. 6.7). Die Verbindungen sollten in der Lage sein, mit der 

CTD-Interaktionsfläche des Proteins zu interagieren, die Dimerisierung zu blockieren 

und somit die Chaperonfunktion zu inhibieren.  

 
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 

Sekundärstruktur der synthetisierten α-Aminoxyhexapeptide aufgeklärt werden. Um zu 

prüfen, ob die Verbindungen die erforderliche Sekundärstruktur einnehmen, sollten durch 

CD-Spektroskopie (AK Lüdeke, Pharmazeutische Wissenschaften, Universität Freiburg) 

und NMR-Spektroskopie die strukturellen Eigenschaften der α-Aminoxyhexapeptide 

aufgeklärt werden. Im Arbeitskreis Gohlke (Medizinische und Pharmazeutische Chemie, 

Universität Düsseldorf) sollte zudem der Bindungsmechanismus untersucht werden. 

Durch MD-Simulationen und Berechnungen der effektiven Bindungsenergie sollte eine 

mögliche CTD-Bindung ermittelt werden.  

Weiterhin sollten die Zielverbindungen in den Arbeitskreisen Hauer und Remke (Klinik 

für Kinderonkologie, Hämatologie und klinische Immunologie, Universität Düsseldorf), 

Jose (Pharmazeutische und Medizinische Chemie, Uni Münster), Grez (Institut für 

Tumorbiologie und Experimentelle Therapie, Georg-Speyer-Haus, Frankfurt) und 

Kassack (Pharmazeutische und Medizinische Chemie, Düsseldorf) ausführlich auf ihre 

biologischen Eigenschaften hin evaluiert werden. Dazu sollten die α-Aminoxyhexa-

peptide auf ihre Zytotoxizität und auf ihre Inhibition der HSP90-Aktivität in vitro und 

in vivo untersucht werden. Darüber 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 Dimerisierungsdomäne (CTD) des Chaperonproteins 

HSP90 adressieren. Für das rationale Design der Helixmimetika wurden die von Gohlke 

und Groth identifizierten hot spot Aminosäuren in der Interaktionsfläche der 

C-terminalen Dimerisierungsdomäne von HSP90 herangezogen.[249] Basierend auf den 

Erkenntnissen, dass α-Aminoxyoligopeptide eine 28-helikale Konformation einnehmen 

und in der Lage sind, die räumliche Orientierung der Seitenketten von α-Helices 

nachzuahmen, wurden zwei α-Aminoxyhexapeptide entwickelt, die entsprechende 

Seitenkettenreste der wechselwirkenden hot spot Aminosäuren tragen.   

Die Synthese der gewünschten α-Aminoxyhexapeptide erfolgte über die zuvor ent-

wickelte Synthesestrategie bestehend aus einer Kombination aus Reaktionsschritten in 

Lösung und Festphasensynthese. Zunächst wurden dazu in Lösung Monomer- und 

Dimerbausteine hergestellt. Diese wurden dann durch Festphasensynthese mit den 

Kupplungsreagenzien BOP/HOBt/NEM zu den α-Aminoxyhexapeptide verknüpft.  
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2D NMR- und CD-spektroskopische Untersuchungen ergaben, dass die α-Aminoxy-

hexapeptide in die gewünschte 28-helikale Konformation falten. Die Verbindungen 

sollten so in der Lage sein, die erforderliche Sekundärstruktur einzunehmen und die 

Orientierung der hot spots für 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 α-Aminoxyhexapeptide an die CTD binden 

und dass sie die hot spots der Helix H5 von HSP90 nachahmen können.  

Weiterhin wurden die biologischen Eigenschaften der α-Aminoxyhexapeptide aus-

führlich untersucht. In einem zellbasierten Luciferase-Rückfaltungs-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 können. Bei MicroScale 

Thermophorese (MST)-Messungen mit der CTD von HSP90 konnte zudem eine Bindung 

an die C-terminalen Domäne beobachtet werden. Tiefergehende biologische 

Untersuchungen wurden mit der effizienteren Verbindung (bezeichnet als Aminoxyron) 

durchgeführt. Aminoxyron zeigte hierbei eine antiproliferative und zytotoxische Aktivität 

gegenüber humanen myeloischen Leukämiezelllinien und induzierte einen Zellzyklus-

arrest und eine frühe Differenzierung. Es konnten dabei sowohl in sensitiven als auch in 

imatinibresistenten CML-Zelllinien vergleichbare Aktivitäten beobachtet werden. 

Zusätzlich konnte in einer Luciferase-Xenograft Mausmodellstudie mit der humanen 

CML-Zelllinie K562 die in vivo Effizienz der Verbindung bestätigt werden. Aminoxyron 

löst dabei in vitro und in vivo keine HSR aus.  

Zusammenfassend repräsentieren die entwickelten α-Aminoxyhexapeptide die ersten 

Peptidomimetika, die die Funktion von HSP90 über eine spezifische Bindung an die 

C-terminale Domäne von HSP90 blockieren und dadurch die Dimerisierung des 

Chaperonproteins inhibieren. Der HSP90-CTDi Aminoxyron löst dabei in vitro und 

in vivo keine Hitzeschockantwort aus und zeigt sowohl gegenüber sensitiven als auch 

imatinibresistenten CML-Zellen und in soliden Tumorzelllinen vielversprechende 

Aktivitäten. Somit sind α-Aminoxyoligopeptide eine wertvolle Substanzklasse für 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 zweithäufigste Todesursache in den industriell 

entwickelten Ländern. Der Bedarf an innovativen Strategien zur Behandlung von 

Tumorerkrankungen und die Entwicklung neuartiger, selektiver Antitumorwirkstoffe 

sind aktuelle Herausforderungen in der pharmazeutischen Forschung. Die Aufklärung 

wichtiger biologischer Prozesse eröffnet hierbei neue Therapiemöglichkeiten. So 

übernehmen Histondeacetylasen eine globale Regulationsfunktion bei tumorrelevanten 

Prozessen und Inhibitoren von Histondeacetylasen (HDACi) stellen attraktive 

Kandidaten zur Behandlung diverser Tumorerkrankungen dar.[6,7] Ein weiteres Ziel für 

die Entwicklung von Tumortherapeutika ist das Chaperon Hitze-Schock-Protein 90 

(HSP90). Es unterstützt Klientproteine, darunter Onkoproteine, bei der korrekten Faltung 

und schützt Zellen vor Stress.[8] Hierbei ist es an einer Reihe tumorrelevanter Prozesse 

beteiligt.[9] HSP90i bieten daher Strategien zur Behandlung von Tumoren.[8–11] 

Interessante Einsatzmöglichkeiten als Antitumorwirkstoffe bieten außerdem Peptid-

analoga (Peptidomimetika).[12–14] Durch den Einsatz von unnatürlichen Aminosäuren und 

Aminosäureanaloga können die attraktiven Eigenschaften der natürlichen Peptidvorbilder 

nachgeahmt und gleichzeitig Nachteile wie die geringe proteolytische Stabilität und die 

Konformationsflexibilität umgangen werden.[16,17] In dieser Arbeit wurden die Synthese 

und die Eigenschaften von zwei neuartigen peptidanalogen Substanzklassen mit 

potentieller antitumoraler Aktivität 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 über peptidbasierte HDACi (1*), wurden durch 

gezielte Strukturmodifikationen peptoidbasierten HDAC6-Inhibitoren (2*) entwickelt 

(Abb. 7.1). [9,10] Die Peptoidrückgratstruktur, die durch Verschiebung der Seitenkette vom 

α-Kohlenstoff auf den benachbarten Amidstickstoff erhalten wurde, bietet potentielle 

Vorteile wie eine erhöhte proteolytische Stabilität und die Möglichkeit einer 

diversitätsorientierten Syntheseroute. Eine Selektivitätssteigerung für HDAC6 wurde 

durch den Austausch des klassischen aliphatischen gegen einen benzylischen Linker und 

durch eine verzweigte Cap-Struktur angestrebt.  
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CAP Linker ZBG

 
Abb. 7.1: Peptid- und peptoidbasierte HDAC-Inhibitoren. 

Die Synthese der peptoidbasierten HDACi erfolgte über eine Ugi-4-Komponenten-

reaktion bei der die Methylester 3a*-l* erhalten wurden (U-4CR, Abb. 7.2). Bei dieser Art 

der Multikomponentenreaktion reagieren eine Carbonsäure, ein Amin, eine 

Carbonylverbindung und ein Isocyanid miteinander und es kann eine große Vielzahl an 

Ausgangssubstanzen eingesetzt werden. Anschließend wurden die Methylester durch 

Hydroxylaminolyse in die entsprechenden Hydroxamsäuren 2a*-l* überführt (Abb. 7.2). 

Durch diese effiziente und diversitätsorientierte zweistufige Synthese wurde erfolgreich 

eine Substanzbibliothek mit strukturell vielfältigen Vertretern an peptoidbasierten 

HDACi hergestellt. 

 

Abb. 7.2: Synthese der peptoidbasierten HDACi 2a*-l*. 

Im Anschluss an die Synthese wurden die peptoidbasierten Hydroxamsäuren 2a*-l* im 

Arbeitskreis von Prof. Dr. Kassack (Pharmazeutische und Medizinische Chemie, 

Universität Düsseldorf) auf ihre Zytotoxizität in einem MTT-Assay und auf ihre 

Inhibition der HDAC-Enzymaktivität in einem zellulären HDAC-Assay untersucht. Es 

stellte sich heraus, dass Vertreter mit einem 4-Dimethylaminophenylsubstituenten in 

Position R2 und/oder einer Cyclohexylgruppe als Rest R1 die höchsten HDAC-

Inhibitionen und Zytotoxizitäten aufwiesen. Die Hydroxamsäuren 2e*, 2f*, 2i* und 2l* 

konnten als die potentesten HDACi dieser Substanzbibliothek mit IC50-Werten im 

niedrigen mikromolaren bis nanomolaren Bereich identifiziert werden (Abb. 7.3).  
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Abb. 7.3: Zytotoxizität (MTT) und HDAC-Inhibition (HDAC) der besten Verbindungen. 

Bei tiefergehenden biologischen Untersuchungen mit den Hydroxamsäuren 2e*, 2f*, 2i* 

und 2l* wurde in einem HDAC-Enzymassay an den rekombinanten HDAC 2, 4, 6 und 11 

eine Präferenz für die Inhibition von HDAC6 gegenüber anderen HDAC-Isoformen 

feststellt (Tab. 7.1). 2i* erwies sich hierbei als potenter HDACi mit einer HDAC6-

Inhibition von 1.59 nM (IC50). Außerdem zeigte Verbindung 2f* ein vielversprechendes 

Selektivitätsprofil. 

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

Verbindung 
IC50 [nM]  Selektivitätsindicesa 

HDAC2 HDAC4 HDAC6 HDAC11  SI 2/6 SI 4/6 SI 11/6 

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. aSelektivitätsindex (SI) für HDAC6 über HDAC2, HDAC4 oder HDAC11 (z.B. SI 1/6 = 

IC50(HDAC1)/IC50(HDAC6)). 

In einem im Arbeitskreis von Prof. Dr. Kassack durchgeführten Hyperacetylierungsassay 

wurde weiterhin mittels Western Blot eine Überacetylierung des natürlichen HDAC6-

Substrats α-Tubulin beobachtet, wodurch die HDAC6-Inhibition zusätzlich bestätigt 

wird. Zudem konnte an der Zelllinie Cal27 CisR35 in Kombinationsstudien mit Cisplatin 

eine Chemosensibilisierung gegenüber Cisplatin nachgewiesen werden.   

                                                 

35 Cisplatinresistente Zelllinie des Plattenepithelkarzinoms der Zunge 
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Ferner konnten für die peptoidbasierten Hydroxamsäuren 2a*-d*, f*-h*, j*-k* bei 

Raumtemperatur und für die Verbindungen 2e*, 2i* und 2l* bei -30°C zwei NMR-

Signalsätze mittels Kernresonanzspektroskopie (NMR) beobachtet werden. Die HDACi 

2f* und 2i* wurden für Untersuchungen dieses Phänomens herangezogen. Durch variable 

Temperatur-NMR (VT-NMR) Experimente im Tief- und Hochtemperaturbereich konnte 

festgestellt werden, dass peptoidbasierte Hydroxamsäuren in Lösung 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 (R2) auf.[251] 

Hierdurch wurde die cis-Amidgeometrie als bevorzugte Konformation identifiziert. Die 

von Dr. Reiß (Anorganische Chemie und Strukturchemie, Universität Düsseldorf) 

durchgeführte Röntgenstrukturanalyse von 2f* unterstützt diese Annahme. Die 

Kristallstruktur von 2f* bestätigte das Vorliegen einer cis-Amidgeometrie im festen 

Zustand. Im Arbeitskreis von Prof. Dr. Gohlke (Pharmazeutische und Medizinische 

Chemie, Universität Düsseldorf) wurden abschließend die Bindungsmodi der 

Hydroxamsäuren 2f* und 2i* untersucht. In Rahmen von Dockingstudien in HDAC2, 

HDAC4 als auch in HDAC6 konnte unabhängig von der Verbindung (2f* oder 2i*) und 

dem Rotamer (cis oder trans) eine bevorzugte Bindung in HDAC6 festgestellt werden. 

Darüber hinaus konnte für Verbindung 2f* eine erhöhte Affinität für die Bindung des 

trans-Rotamers in HDAC6 beobachtet werden.  

Zusammengefasst konnte in diesem Projekt mit den peptoidbasierten Hydroxamsäuren 

eine neuartige Substanzklasse von potenten und präferentiellen HDAC6-Inhibitoren 

entwickelt werden. Die Verbindungen 2f* und 2i* stellten hierbei die viel-

versprechendsten Vertreter innerhalb dieser Substanzbibliothek dar. Die Strukturen der 

peptoidbasierten Hydroxamsäuren 2f* und 2i* wurden daher als Ausgangspunkt gewählt, 

um weitere Derivate dieser Substanzklasse herzustellen. Hierzu wurden umfangreiche 

Strukturmodifikationen in den Molekülbereichen A-C vorgenommen (Abb. 7.4). Im 

Einzelnen wurden dazu der Rest R1 in Molekülregion A umfassend variiert, eine Reihe 

von unterschiedlich alkylierten und N-alkylierten Benzoesäuren in Region B (R2) 

eingesetzt, sowie einige Derivate mit zusätzliche Substituenten in Region C (R3/R4) 

synthetisiert. Durch diese Variationen sollten Verbindungen mit verbesserter 

Antitumoraktivität synthetisiert und tiefergehende Einblicke in die Strukturaktivitäts-

beziehungen der peptoidbasierten HDACi ermöglicht werden.  
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Abb. 7.4: Leitstrukturen und durchgeführte Variationen der Reste R1-R4 in den Regionen A-C. 

Die Synthese erfolgte über eine mikrowellengestützte 5-Komponenten-1-Topf-Synthese, 

die eine weiterentwickelte Variante der ursprünglichen zweistufigen Syntheseroute 

(Kapitel 3) darstellt. Zur Entwicklung dieser 1-Topf-Methode wurden zunächst die 

beiden bekannten Teilreaktionen (Schritt I: U-4CR, Schritt II: Hydroxylaminolyse) 

unabhängige voneinander betrachtet und bei unterschiedlichen Reaktionstemperaturen 

und -zeiten unter Mikrowelleneinstrahlung untersucht. Als optimale Bindungen konnten 

für 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. Abschließend 

wurden die optimierten Bedingungen beider Syntheseschritte kombiniert. Die in einem 

Reaktionsgefäß (1-Topf-Verfahren) sequentiell durchgeführte 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).   

 
Schema 7.1: Mikrowellenunterstützte 5-Komponenten-1-Topf-Synthese der HDACi 1a-q. a) (i) 

2, 3a-c, Et3N, MeOH, 4 Å MS, 150 W, 45°C, 20 min; (ii) R1-NC 5a-d, R2-COOH 4a-h, 150 W, 45°C, 

60 min; (b) H2NOH·HCl, Na, MeOH, 150 W, 55°C, 30 min. 
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Die Verbindungen 1a-q wurden anschließend im Arbeitskreis Kassack hinsichtlich ihrer 

Zytotoxizität und ihrer HDAC-inhibierenden Wirkung untersucht. Die meisten 

peptoidbasierten Hydroxamsäuren 1a-q wiesen dabei vergleichbare oder bessere 

zytotoxische Eigenschaften und HDAC-Inhibitionen auf als die Referenzsubstanzen 

Cisplatin und Vorinostat. Zudem zeigten einige der HDACi 1a-q verbesserte Anti-

tumoraktivitäten im Vergleich zu der ersten Substanzbibliothek (2a*-l*). Peptoidbasierte 

Hydroxamsäuren mit einem 4-Dimethylaminophenylrest in R2 (1n, 1q, Abb. 7.5) 

und/oder Benzylsubstituenten in R1 (u.a. 1p, 1q, Abb. 7.5) erwiesen sich als besonders 

potente Vertreter dieser Substanzklasse. Zusätzliche Substituenten in Position R3 und R4 

hingegen führten zu einer verminderten HDAC-Inhibition und Zytotoxizität (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 IC50-Werten im submikromolaren Bereich identifiziert 

(Abb. 7.5).  

 
Abb. 7.5: HDAC-Inhibition und Zytotoxizität 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 Aktivität gegenüber HDAC1 und 

HDAC6 untersucht (Tab. 7.2). Mit einem Selektivitätsindex (SI 1/6) von 34 und einem 

IC50-Wert von 9 nM konnte die peptoidbasierte Hydroxamsäure 1n als potenter und 

präferentieller HDAC6-Inhibitor identifiziert werden. Der HDACi 1q wies eine 

vergleichbar hohe Inhibition von HDAC1 und HDAC6 auf und zeigte somit ähnlich wie 

die Referenzsubstanz Vorinostat keine Isoformpräferenz. Auch die beobachten starken 

Zytotoxizitäten von 1q sind im Einklang mit der unselektiven Inhibition mehrerer 

HDACs (Abb. 7.5).   
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Tab. 7.2: Inhibition der Enzymaktivität von HDAC1 und HDAC6. 

Verbindung R1 R2 
HDAC IC50 [nM] 

SI 1/6 
HDAC1 HDAC6 

1n n-Bu 4-Me2N-Ph 306 ± 32   9 ± 1 34 

1p Bn 3,5-Me-Ph 423 ± 39 121 ± 13 4 

1q Bn 4-Me2N-Ph 11 ± 5  11 ± 8 1 

2f* c-Hex 3,5-Me-Ph 346 ± 71 32 ± 6 11 

2i* c-Hex 4-Me2N-Ph 43 ± 11 16 ± 4 3 

Vorinostat   56 ± 9 49 ± 6 1 

              SI 1/6: Selektivitätsindex für HDAC6 über HDAC1 (SI 1/6 = IC50(HDAC6)/ IC50(HDAC1)).   

Insgesamt erwiesen sich peptoidbasierte Hydroxamsäuren mit einem 4-Dimethylamino-

phenylrest in Position R2 (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 

HDAC1-Inhibition in Abhängigkeit von Rest R1 (Bn > c-Hex > n-Bu) beobachtet werden 

(1q: 11 nM > 2i*: 43 nM > 1n: 306 nM). Der Butylrest erwies sich hierbei als 

selektivitätsfördernd für HDAC6 (1n: SI 1/6 = 34). Eine Reduzierung der HDAC1-

Inhibition konnte außerdem beim Austausch von 4-Dimethylaminophenyl gegen 

3,5-Dimethylphenyl in Position R2 festgestellt werden (1q: 11 nM vs. 1p: 423 nM und 

2i*: 43 nM vs. 2f*: 346 nM). Hier zeigten Benzylderivate zusätzlich eine Minderung der 

HDAC6-Inhibition (1q: 11 nM vs. 1p: 121 nM), während diese bei Cyclohexylderivaten 

erhalten blieb (2i*: 16 nM vs. 2f*: 32 nM). 

Zusammenfassend handelt es sich bei den peptoidbasierten Hydroxamsäuren um eine 

neuartige Substanzklasse an vielversprechenden HDAC-Inhibitoren. Durch geeignete 

Variation der einzelnen Substituenten oder durch Austausch von Teilstrukturen ist es 

hierbei möglich, die Selektivität 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.[252] In diesem Projekt stellt insbesondere die peptoid-

basierte Hydroxamsäure 1n einen guten Ausgangspunkt dar, um weitere Struktur-

optimierungen durchzuführen um die HDAC6-Selektivität zu steigern und die 

pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften dieser Substanzsklasse 

zu verbessern.   
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Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit α-Aminoxyoligopeptiden als eine neuartige 

Klasse peptidomimetischer Foldamere mit zytotoxischen Eigenschaften. Es wurden die 

Synthese, die biologische Aktivität und die Struktureigenschaften dieser Substanzklasse 

untersucht. Veröffentlichte Forschungsergebnisse von Yang und Mitarbeiter zeigen, dass 

α-Aminoxypeptide stabile helikale Konformationen einnehmen können und eine hohe 

Proteolysestabilität besitzen.[161,163–165,168,253,254] Auf Grundlage dieser Erkenntnisse 

wurden α-Aminoxyoligopeptide als peptidanaloge Substanzklasse für die Synthese 

peptidomimetischer Foldamere gewählt.  

Da bekannt ist, dass die Synthese längerer Peptidsequenzen mit sich wiederholenden 

aliphatischen Seitenketten wie sec-Butyl schwierig sein kann,[199] wurde nach einem 

verbesserten Zugang zu längeren Oligopeptiden gesucht. Dabei wurde eine Strategie 

verfolgt, die aus einer Kombination aus Synthese in Lösung und Festphasensynthese 

bestand. Nach literaturbekannten Vorschriften wurden in Lösung ausgehend von 

ʟ-α-Aminosäuren zunächst Phthaloyl- (Phth, 5a‡-d‡)[166] und Benzyloxycarbonyl-

geschützte (Cbz, 9a‡-c‡)[255,256] ᴅ-α-Aminoxysäuren synthetisiert (Schema 7.2). Dann 

wurden die N-terminalgeschützten ᴅ-α-Aminoxysäuren (5a‡-d‡, 9a‡-c‡) mittels 

EDC·HCl/HOBt mit C-terminalgeschützten ᴅ-α-Aminoxysäuren (6a‡-d‡) verknüpft. Die 

α-Aminoxydipeptidsäuren 10a‡-k‡ wurden abschließend durch Entschützung mit 

TFA/DCM erhalten. 

 

Schema 7.2: Synthese der α-Aminoxydipeptide 10a‡-k‡. a) NaNO2, H2SO4, -10°C→RT, 16 h; b) 

(i) AcCl, 60°C, 5 h; (ii) tBuOH, DCC, DMAP, DCM, RT, 16 h; (iii) K2CO3, MeOH, RT, 12 h; c) 

PhthN-OH, PPh3, DIAD, THF, 0°C→RT, 16 h; d) H2N-NH2·H2O, MeOH, RT, 1.5 h; (e) TFA/DCM 

(1:1), RT, 1 h; f) (i) 6a‡-d‡, EDC·HCl, HOBt, DCM, RT, 16 h; (ii) TFA/DCM (1:1), RT, 1 h; g) 

NaNO2, KBr, H2SO4, -10°C→RT, 16 h; h) CbzNH-OH, NaH, THF, RT, 16 h. 
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Die Synthese der α-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 für die festphasengebundene Amidkupplungsreaktion darstellt. 

Anhand dieser Synthesestrategie, bestehend aus einer Kombination aus Synthese in 

Lösung und Festphasensynthese, konnten neun α-Aminoxyoligopeptide 1a‡-i‡ in 

Ausbeuten von 18-42% und Reinheiten von >95% hergestellt werden (Schema 7.3). 1h‡ 

und 1i‡ sind die bisher längsten bekannten α-Aminoxyoligopeptide.  

 

Schema 7.3: Festphasensynthese der α-Aminoxypeptide 1a‡-i‡. a) (i) 20% Piperidin in DMF, RT, 

2 x 15 min; (ii) Phth-NOXaa-NOXaa-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, RT 24 h; b) 5% 

Hydrazinhydrat in MeOH, RT, 2 x 15 min; (ii) PG-NOXaa-NOXaa-OH, BOP, HOBt, NEM in 

DMF, RT, 24 h; c) TFA/TES (98:2, v:v), RT, 1.5 h. 

Im Anschluss an die Synthese wurden die α-Aminoxypeptide 1a‡-i‡ im Arbeitskreis 

Kassack auf ihre zytotoxische Aktivität gegenüber den Tumorzelllinien Kyse51036 und 

A278037 sowie den cisplatinresistenten Zellen Kyse510 CisR und A2780 CisR in einem 

MTT-Assay untersucht. Das Hexamer 1e‡ sowie die Decamere 1i‡ und 1h‡ konnten 

hierbei als vielversprechende Vertreter dieser Substanzklasse identifiziert werden (Abb. 

7.6). Die Verbindungen weisen IC50-Werte im niedrigen mikromolaren Bereich auf und 

besitzen vergleichbare Zytotoxizitäten wie die Referenzsubstanz Cisplatin. Im Vergleich 

zu Hexapeptiden wurde eine gesteigerte Zytotoxizität für die Decamere festgestellt. 

Weiterhin wurde eine bis zu 10fach erhöhte Zytotoxizität beim Austausch der Phthaloyl- 

                                                 

36 Plattenepithelkarzinom der Speiseröhre 

37 Epitheliales Ovarialkarzinom   
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(Phth, 1d‡) gegen eine Benzyloxycarbonylgruppe (Cbz, 1e‡) beobachtet (1d‡: 

MTT(Kyse510) = 58.0 µM, MTT(A2780) = 57.5 µM vs. 1e‡: MTT(Kyse510) = 5.7 µM, 

MTT(A2780) = 7.5 µM; Publikation II Tab. 3‡). Um die Selektivität der Verbindungen 

für Tumorzellen im Vergleich zu normalen Zellen zu prüfen, wurde die Zytotoxizität 

gegenüber humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293) untersucht. Die vielverspre-

chendsten Verbindungen 1e‡, 1h‡ und 1i‡ zeigten einen geringeren zytotoxischen Effekt 

auf normale Zellen als gegenüber den Tumorzelllinien Kyse510 und A2780 (Abb. 7.6). 

 

Abb. 7.6: Zytotoxizität der α-Aminoxyoligopeptide 1e‡ (Hexamer), 1h‡ und 1i‡ (Dekamere). 

Die Sekundärstruktur der α-Aminoxypeptide wurde mittels Röntgenstrukturanalyse, 

Molekularer Modellierung, NMR-Spektroskopie, molekulardynamischen (MD) Si-

mulationen und CD-Spektroskopie untersucht. In Zusammenarbeit mit Dr. Höppner 

(Proteinkristallographie und Röntgenstrukturanalyse, Universität Düsseldorf) und 

Dr. Reiß wurde die Kristallstruktur von 1b‡ aufgeklärt. Hierbei konnte eine rechtsgängige 

28-helikale Konformation im Festkörper nachgewiesen werden, bei der pro Windung 

genau zwei α-Aminoxysäurereste notwendig sind und die eine Ganghöhe von 5.8 Å 

ausweist (Abb. 7.7 A und B). Die 28-Helix ist dabei im Vergleich zu konventionellen 

Helices (α-Helix, 310-Helix) verhältnismäßig flach. In der Kristallpackung wurde eine 

durch Wasserstoffbrückenbindungen verursachte Kopf-zu-Fuß-Verknüpfung benach-

barter Moleküle beobachtet. Hieraus resultiert eine Zick-Zack-Orientierung der Peptid-

ketten, bei denen die Seitenketten von aneinandergrenzenden Zick-Zack-Peptidketten 
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miteinander wechselwirken. Die Sekundarstruktur ist stabilisiert durch aufeinander-

folgende achtgliedrige Ringe (multiple α-NO-Turns), die durch intramolekulare Wasser-

stoffbrückenbindungen entstehen. Die Seitenketten von 1b‡ liegen dabei abwechselnd auf 

gegenüberliegenden Seiten der 28-Helix. Im Arbeitskreis Gohlke durchgeführte 

molekulare Modellierungen zeigten, dass die Seitenketten des Hexamers 1b‡ die Orientie-

rung verschiedener Seitenketten von kanonischen α-Helices und 310-Helices nachahmen 

können (Abb. 7.7 C).  

 

Abb. 7.7: Kristallstruktur von 1b‡ (Cbz-NOIle-NOIle-NOIle-NOIle-NOLeu-NOLeu-NH2). (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 α-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. Lüdeke, Pharmazeutische Wissenschaften, 

Universität Freiburg) konnte in organischen Lösungsmitteln ebenfalls eine 28-Helix als 

bevorzugte Konformation identifiziert werden. In Übereinstimmung mit früheren 

Arbeiten[165] wurde in 2D ROESY-Spektren ein charakteristisches ROE-Signalmuster für 

repetitive α-NO-Turns beobachtet. Hierbei zeigte jedes interne α-Aminoxyproton (NHi) 

zum eigenen α-Methinproton (CαHi) ein starkes und zum benachbarten Rückgratmethin-

proton (CαHi-1) ein schwächeres ROE-Signal. Die Konformation einer 28-Helix mit sich 

wiederholenden α-NO-Turns konnte durch MD-Simulationen in Chloroform und 

CD-Spektroskopie in Trifluorethanol und Acetonitril bestätigt werden. Im wässrigen 
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Milieu hingegen wurde ein pH-anhängiges Gleichgewicht zwischen der 28-Helix im 

sauren pH-Bereich und einer weiteren Konformation beobachtet. Hierbei konnte für den 

Übergang zwischen den beiden Konformationen ein theoretischer pKs von 8.2 ermittelt 

werden (Abb. 7.8).  

 
Abb. 7.8: pH-abhängiges CD-Spektrum (1g‡) und CD-Spektren beteiligter Konformationen. (A) 

3D-Darstellung der CD-Spektren von 1g‡ im pH-Bereich 6.5-11.2 (großes 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 α-Aminoxyoligopeptiden zu erhalten, 

wurden die Decamere (1h‡, 1i‡) und ausgewählte Hexamere (1b‡, 1f‡, 1g‡) in der 

Arbeitsgruppe Kassack auf ihre membranschädigende Wirkung und auf ihre Fähigkeit 

zur Apoptoseinduktion getestet. Während für die Decamere mit steigender Konzentration 

(2 µM auf 5 µM) eine erhöhte membranschädigende Wirkung beobachtet wurde, zeigten 

die Hexamere (50 µM) keine signifikante Änderung der Membranschädigung. Um zu 

klären, ob die Kettenlänge Auswirkungen auf den Wirkmechanismus und das 

Faltungsverhalten der α-Aminoxypeptide hat, wurden CD-Spektren in Gegenwart von 

Liposomen als Modellmembran in der Arbeitsgruppe Lüdeke aufgenommen. Die 

α-Aminoxydecapeptide zeigten in Membranumgebung eine erhöhte Tendenz zur Faltung 

in die 28-Helix. Die membranschädigende Wirkung der α-Aminoxydecapeptide könnte 

so im Zusammenhang stehen mit der gesteigerten Fähigkeit eine geordnete 28-helikale 

Konformation anzunehmen.  

Zusammenfassend handelt es sich bei α-Aminoxypeptiden um eine neuartige Klasse an 

peptidomimetischen Foldameren mit bemerkenswerter Zytotoxizität gegenüber 

Tumorzelllinien. Sie bilden stabile 28-Helices aus, durch die die Seitenkettenorientierung 
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von α-Helices und 310-Helices imitiert werden kann. α-Aminoxyoligopeptide sind somit 

interessante Kandidaten für das Design von Sekundärstrukturmimetika und können für 

die Entwicklung von Modulatoren für 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.[8,9] Zudem 

weist es in Tumorzellen häufig eine erhöhte Expression auf.[10] HSP90 ist so an 

tumorassoziierten Prozessen beteiligt und trägt zur Entartung von Zellen bei. Die in 

klinischen Studien getesteten HSP90i adressieren alle die ATP-Bindetasche am 

N-Terminus des Proteins und lösen einen Überlebensmechanismus in Tumorzellen aus, 

der als heat shock response (HSR) bekannt ist.[8,9,227] Die Wirksamkeit der Inhibitoren 

wird so stark vermindert. HSP90i, die die C-terminale Dimerisierungsdomäne 

adressieren, lösen keinen HSR aus und stellen Alternativen für die Entwicklung von 

Tumortherapeutika dar.[8,222] Gohlke und Groth zeigten, dass Protein-Protein-Inter-

aktionen in der CTD von HSP90 essentiell für die Dimerisierung sind und identifizierten 

hot spot Aminosäuren (I688, Y689, I692, L696, Abb. 7.9) in der Proteininteraktions-

fläche.[249] Zusammen mit der Arbeitsgruppe Jose entwickelten sie erste peptidische 

HSP90i, die an die CTD binden.[250] Peptide weisen als Arzneimittel jedoch wesentliche 

Nachteile auf. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden in diesem Projekt peptido-

mimetische Inhibitoren entwickelt, die die C-terminale Dimerisierungsdomäne von 

HSP90 adressieren. Für das rationale Design der Helixmimetika wurden die hot spots 

herangezogen und zwei α-Aminoxyhexapeptide 1# und 2# entworfen, die entsprechende 

Surrogate der hot spot Aminosäuren tragen (Abb. 7.9).   

 
Abb. 7.9: hot spots in der CTD-Interaktionsfläche von HSP90 und Inhibitordesign. 
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Die Synthese der α-Aminoxyhexapetide 1# und 2# erfolgte über die zuvor entwickelte 

Synthesestrategie bestehend aus einer Kombination aus Reaktionsschritten in Lösung und 

Festphasensynthese.[257] Hierzu wurden zunächst anhand von literaturbekannten 

Vorschriften in Lösung Monomer- und Dimerbausteine hergestellt.[166,255–258] 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 2# die letzten beiden Aminoxysäuren als Monomere eingefügt. Nach 

semipräparativer RP-HPLC wurden 1# und 2# in Ausbeuten von 39% (1#) und 30% (2#) 

und Reinheiten von >95% erhalten (Schema 7.4). 

 
Schema 7.4: Festphasensynthese der α-Aminoxyhexapeptide 1# und 2#. a) (i) 20% Piperidin in 

DMF, RT, 2 x 15 min; (ii) Phth-NOLeu-NOLeu-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, RT, 24 h; b) 5% 

Hydrazinhydrat in MeOH, RT, 2 x 15 min; (ii) Phth-NOIle-NOIle-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, RT, 

24 h; c) (i) 5% Hydrazinhydrat 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), RT, 1.5 h; d) (i) 5% Hydrazinhydrat in MeOH, 

RT, 2 x 15 min; (ii) Phth-NOPhe-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, RT, 24 h; e) 5% Hydrazinhydrat in 

MeOH, RT, 2 x 15 min; (ii) Cbz- NOTyr(tBu)-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, RT, 24 h; (iii) TFA/TES 

(98:2, v:v), RT, 1.5 h. 

Anhand von CD-Spektroskopie (Arbeitskreis Lüdeke) und 2D NMR-Spektroskopie 

(ROESY) wurde für die α-Aminoxyhexapeptide 1# und 2# die gewünschte 28-Helix als 

bevorzugte Konformation identifiziert. In 2D ROESY-Spektren konnte ein für repetitive 

α-NO-Turns charakteristisches ROE-Signalmuster beobachtet werden.[165] Interne 

α-Aminoxyprotonen (NHi) zeigten dabei zum eigenen α-Methinproton (CαHi) ein starkes 

und zum benachbarten Rückgratmethinproton (CαHi-1) ein schwächeres ROE-Signal. Die 

Konformation einer 28-Helix mit sich wiederholenden α-NO-Turns konnte durch 

CD-Spektren in Trifluorethanol und Natriumphosphatpuffer (pH 7) bestätigt werden. Die 

Zielverbindungen 1# und 2# sind damit in der Lage, die erforderliche Sekundärstruktur 

einzunehmen. Sie können 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 α-Aminoxyhexapeptide zu erhalten, 

wurden im Arbeitskreis Gohlke molekulardynamische (MD)-Simulationen und 

Berechnungen zur effektiven Bindungsenergie durchgeführt. Hierbei konnte beobachtet 

werden, dass die α-Aminoxyhexapeptide an die CTD binden und hot spot 

Aminosäurereste der Helix H5 von HSP90 nachahmen können.  

Weiterhin wurden die biologischen Eigenschaften der Hexapeptide 1# und 2# ausführlich 

untersucht. In einem Autodisplay-Dimerisierungsassay (in Kooperation mit der 

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jose, Pharmazeutische und Medizinische Chemie, 

Universität Münster) konnte hierbei beobachtet werden, dass die Hexapeptide die HSP90-

Dimerisierung inhibieren. Im Arbeitskreis Jose durchgeführte MicroScale Thermo-

phorese (MST)-Messungen mit der CTD von HSP90 ergaben zudem, dass 1# und 2# an 

die C-terminalen Domäne von HSP90 binden können (1#: KD = 27.4 µM; 

2#: KD = 44.2 µM). Die Wirksamkeit von 1# und 2# gegenüber HSP90 konnte weiterhin 

in einem zellbasierten Luciferase-Rückfaltungs-Assay (durchgeführt in der 

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hauer, Klinik für Kinderonkologie, Hämatologie und 

klinische Immunologie, Düsseldorf) an der CML-Zelllinie K562 in vitro bestätigt 

werden. Die Zytotoxizität der Verbindungen wurde in Viabilitätsassys gegenüber 

myeloische Leukämiezellen (Arbeitsgruppe Hauer) und solide Tumorzelllinien 

(Arbeitskreis Kassack) getestet (Tab. 7.3). 1# erwies sich als das vielversprechendere 

Aminoxyhexapeptid (z.B. 1#: IC50(K562) = 5.72 µM; 2#: IC50(K562) = 16.8 µM). Zudem 

zeigte 1# (genannt Aminoxyrone) im Autodisplay-Dimerisierungsassay, bei MTS-

Messungen sowie im Luciferase-Rückfaltungs-Assay eine höhere Effizienz als 2#. Im 

Arbeitskreis Hauer wurden tiefergehende biologische Untersuchungen daraufhin mit 

Aminoxyrone (1#) durchgeführt. 1# zeigte dabei antiproliferative und zytotoxische 

Aktivitäten gegenüber humanen myeloischen Leukämiezelllinien (K562, KCL22, HL60, 

Mutz-2) und induzierte Zellzyklusarrest und eine frühe Zelldifferenzierung. Dabei 

wurden in sensitiven CML-Zellen (K562, KCL22) als auch in den imatinibresistenten 

Subzelllinien (K562r, KCL22r) 38  vergleichbare Aktivitäten beobachtet (Tab. 7.3, 

IC50(K562) = 5.72 µM vs. IC50(K562r) = 6.24 µM;  IC50(KCL22) = 2.74 µM vs. 

IC50(KCL22r) = 2.86 µM). Darüber hinaus zeigte 1# in imatinibresistenten Ba/F3-Zellen, 

in denen klinisch relevante Mutationen des Gens BCR-ABL1 (T315I, M351T 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, ähnliche Aktivitäten (Tab. 7.3). 39  Im Arbeitskreis von Dr. Grez 

(Institut für Tumorbiologie und experimentelle Therapie, Georg-Speyer-Haus, Frankfurt) 

konnte zusätzlich in einer Luciferase-Xenograft Mausmodellstudie mit der CML-

Zelllinie K562 die in vivo Effizienz von Aminoxyrone bestätigt werden. Hierbei konnte 

nach Gabe von 1# eine signifikante Reduzierung des Tumorwachstums beobachtet 

werden. Aminoxyrone löst zudem in vitro und in vivo keine Hitzeschockantwort aus.  

Tab. 7.3: Inhibition des Zellwachstums (IC50) durch Aminoxyrone (1#). 

Zelllinie Ursprung  IC50 [µM] 

K562 & K562r CML (BCR-ABL+) 5.72 & 6.24 

HL60 AML (BCR-ABL-) 7.17 

KCL22 & KCL22r CML (BCR-ABL+) 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 Speiseröhrenkarzinom 2.9 & 6.9 

Zusammenfassend wurden erste Einblicke in die biologische Anwendung von 

α-Aminoxyoligopeptiden als PPI-Inhibitoren gegeben. Die Verbindungen 1# und 2#  

repräsentieren die ersten Peptidomimetika, die die Funktion von HSP90 über eine 

spezifische Bindung an die C-terminale Domäne von HSP90 blockieren und dadurch die 

Dimerisierung des Chaperonproteins inhibieren. Der HSP90-CTDi Aminoxyrone (1#) 

löst dabei in vitro und in vivo keine HSR aus und zeigt sowohl in sensitiven Zellen als 

auch imatinibresistenten CML-Zelllinien vergleichbar gute Aktivitäten. Somit stellen 

α-Aminoxypeptide eine wertvolle Substanzklasse für die Entwicklung von Helix-

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

Zusammengefasst wurden in dieser Dissertation mit den peptoidbasierten HDAC6-

Inhibitoren (Kapitel 3 und Kapitel 4) und den α-Aminoxyoligopeptiden (Kapitel 5 und 

Kapitel 6) zwei neuartige peptidomimetische Substanzklassen entwickelt, die bemerkens-

werte antitumorale Aktivitäten aufweisen und potentielle Anwendungen in der Tumor-

therapie ermöglichen.  

                                                 

39 BCR-ABL1 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 können 

Klone entstehen, die gegenüber 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.[6,7] Another target for cancer therapy is heat shock protein 90 (HSP90), 

due to its involvement in regulatory processes.[9]  HSP90 acts as a molecular chaperon 

and ensuring correct folding of client proteins, among them several oncogenic proteins.[8] 

HSP90i provide attractive approaches for targeting cancer cells.[8–11] Furthermore, 

peptide analogues (peptidomimetics) offer interesting applications as antitumor 

agents.[12–14]  Peptidomimetics imitate essential elements and/or secondary structures of 

natural occurring peptides and therefore are able to mimic their biological properties.[16,17]  

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,[9,10] 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 α-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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CAP Linker ZBG

 
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*-l* obtained by U-4CR were susequently 

converted by hydroxylaminolysis into the desired peptoid-based hydroxamic acids 2a*-l* 

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. 

 
Fig. 8.2: Synthesis of peptoid-based HDACi 2a*-l*. 

Subsequently, all synthesized peptoid-based HDACi 2a*-l* were tested in the group of 

Prof. Dr. Kassack (Pharmaceutical and Medical Chemistry, University of Düsseldorf) 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 R2 and/or a cyclohexyl group in position R1 displayed remarkable HDAC 

inhibition and cytotoxic properties. The hydroxamic acids 2e*, 2f*, 2i* and 2l* were 

identified as the most promising HDACi of this library with IC50 values in the low 

micromolar to nanomolar range (Fig. 8.3). 

 
Fig. 8.3: HDAC inhibition (HDAC) and cytotoxicity (MTT) of the most promising compounds.  
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2e*, 2f*, 2i* and 2l* 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 (IC50: 1.59 nM). In addition, the peptoid-based HDACi 2f* 

showed a promising selectivity profile. 

Tab. 8.1: Inhibitory activities of 2e*, 2f*, 2i* and 2l* against HDAC isoforms 2, 4, 6 and 11. 

compound 
IC50 [nM]  selectivity indicesa 

HDAC2 HDAC4 HDAC6 HDAC11  SI 2/6 SI 4/6 SI 11/6 

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  - - - 

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

index (SI) of HDAC6 over HDAC2, HDAC4 or HDAC11 (e.g. SI 1/6 = IC50(HDAC1)/IC50(HDAC6)). 

The HDAC6 inhibition of compounds 2e*, 2f*, 2i* and 2l* was further validated in the 

Kassack lab by investigating the acetylation status of the natural HDAC6-substrate 

α-tubulin. The results of a western blot revealed that 2e*, 2f*, 2i* and 2l* caused α-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 HDACi 

2i* completely reverted the resistence towards cisplatin in the cisplatin-resistent cell line 

Cal2740 CisR.    

NMR spectra of 2a*-d*, f*-h*, j*-k* at room temperature and 2e*, 2i* and 2l* 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 

(R2), this upfield-shift only is possible for the cis-rotamer, indicating a cis amide bond 

preference.[251] This purpose was supported by a X-ray crystal structure performed by Dr. 

Reiß (Inorganic Chemistry and Structural Chemistry, University Düsseldorf). 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 HDAC6 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 HDACi, compounds 2f* and 2i* represent the most promising derivatives. Thus, 

HDACi 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 R1 (region A) was extensively varied, a number 

of different alkylated and N-alkylated benzoic acids were used in region B (R2) and 

several derivatives with additional substituents in region C (R3/R4) were synthesized. 

These variations should also enable deeper insights into the structure-activity 

relationships of this class of peptoid-based HDACi. 

 
Fig. 8.4: Lead structures and variations implemented of the residues R1-R4 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. 

 
Scheme 8.1: Microwave-assisted five component one-pot synthesis of HDACi 1a-q. a) (i) 2, 3a-c, 

Et3N, MeOH, 4 Å MS, 150 W, 45°C, 20 min; (ii) R1-NC 5a-d, R2-COOH 4a-h, 150 W, 45°C, 

60 min; (b) H2NOH·HCl, 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 1a-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*-l*). Notably, peptoid-based hydroxamic acids with 

a 4-dimethylaminophenyl residue in position R2 (1n, 1q, Fig. 8.5) and/or benzyl 

substituent in position R1 (1p, 1q, Fig. 8.5) represent potent HDAC inhibitors. On the 

other hand, additional substituents in position R3 and R4 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 IC50 values 

in the submicromolar range (Fig. 8.5). 

 
Fig. 8.5: HDAC inhibition and cytotoxicity of the most promising compounds 1n, 1p and 1q. 
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1n, 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 IC50 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 HDAC6. 

compound R1 R2 
HDAC IC50 [nM] 

SI 1/6 
HDAC1 HDAC6 

1n n-Bu 4-Me2N-Ph 306 ± 32   9 ± 1 34 

1p Bn 3,5-Me-Ph 423 ± 39 121 ± 13 4 

1q Bn 4-Me2N-Ph 11 ± 5  11 ± 8 1 

2f* c-Hex 3,5-Me-Ph 346 ± 71 32 ± 6 11 

2i* c-Hex 4-Me2N-Ph 43 ± 11 16 ± 4 3 

vorinostat   56 ± 9 49 ± 6 1 

         SI 1/6: Selektivity index of HDAC6 over HDAC1 (SI 1/6 = IC50(HDAC6)/ IC50(HDAC1)). 

Notably, peptoid-based HDACi with a 4-dimethylaminophenyl residue in position R2 (1n, 

1q and 2i*) displayed very potent HDAC6 activities (1n: 9nM, 1q: 11nM, 2f*: 16nM). 

Among these compounds, a reduction of the HDAC1 inhibitory effect could be observed 

according to their R1 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 HDAC6 selectivity (1n: SI 1/6 = 34). Replacement of the 4-dimethylaminophenyl by 

a 3,5-dimethylphenyl substituent in position R2 led to an decreased HDAC1 inhibition 

(1q: 11 nM vs. 1p: 423 nM and 2i*: 43 nM vs. 2f*: 346 nM). However, benzyl derivatives 

showed a reduction of the HDAC6 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.[252] 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 α-aminoxy oligopeptides as a novel class of 

peptidomimetic foldamers with cytotoxic properties. To this end, the synthesis, biological 

and structural properties of α-aminoxy oligopeptides were investigated. Oligopeptides 

constructed from α-aminoxy acids adopt remarkable stable helical conformations and are 

resistant to enzymatic degradation, which have been demonstrated by Yang and 

coworkers.[161,163–165,168,253,254] Thus, α-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.[199] In order to gain an 

improved synthetic access to longer α-aminoxy oligopeptides, a straightforward 

combination of solution- und solid-phase supported methods were used. First, a series of 

phthaloyl- (Phth, 5a‡-d‡)[166] and carboxybenzyl-protected (Cbz, 9a‡-c‡)[255,256] 

ᴅ-α-aminoxy acids were synthesized from their respective ʟ-α-amino acids according to 

literature procedures (Scheme 8.2). Dimeric building blocks were then synthesized in 

solution by a EDC·HCl/HOBt mediated amide coupling reaction of N-protected 

ᴅ-α-aminoxy acids (5a‡-d‡, 9a‡-c‡) and derivatives with a free aminoxy group (6a‡-d‡, 

H2N-NOXaa-OtBu). The desired unprotected α-aminoxy dipeptide acids 10a‡-k‡ were 

subsequently obtained by treatment with TFA/DCM. 

 
Scheme 8.2: Synthesis of α-aminoxy dipeptides 10a‡-k‡. a) NaNO2, H2SO4, -10°C→rt, 16 h; b) (i) 

AcCl, 60°C, 5 h; (ii) tBuOH, DCC, DMAP, DCM, rt, 16 h; (iii) K2CO3, MeOH, rt, 12 h; c) PhthN-

OH, PPh3, DIAD, THF, 0°C→rt, 16 h; d) H2N-NH2·H2O, MeOH, rt, 1.5 h; e) TFA/DCM (1:1), rt, 1 h; 

f) (i) 6a‡-d‡, EDC·HCl, HOBt, DCM, rt, 16 h; (ii) TFA/DCM (1:1), RT, 1 h; g) NaNO2, KBr, H2SO4, 

-10°C→RT, 16 h; h) CbzNH-OH, NaH, THF, RT, 16 h. 

The α-aminoxy oligopeptides (hexamers and decamers) were then synthesized by solid-

phase synthesis using α-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 α-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 α-aminoxy peptides reported so far. 

 
Scheme 8.3: Solid-phase synthesis of α-aminoxy peptides 1a‡-i‡. a) (i) 20% piperidine in DMF, 

rt, 2 x 15 min; (ii) Phth-NOXaa-NOXaa-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, rt 24 h; b) 5% hydrazine 

hydrate in MeOH, rt, 2 x 15 min; (ii) PG-NOXaa-NOXaa-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, rt, 24 h; 

c) TFA/TES (98:2, v:v), rt, 1.5 h. 

The α-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 CisR41 and A2780 CisR42. The hexamer 1e‡ and the decamers 1i‡ and 1h‡ were 

identified as the most promising compounds with IC50 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 µM, MTT(A2780) = 57.5 µM vs. 1e‡: MTT(Kyse510) = 5.7 µM, 

MTT(A2780) = 7.5 µM; publication II Tab. 3‡). In order to probe the selectivity of 

α-aminoxy peptides 1a‡-i‡ for cancer cells, the cytotoxicity of 1a‡-i‡ was investigated 

against human embryonic kidney cells (HEK293). Remarkably, the most potent 

α-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 Ovarian cancer cell line 
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Fig. 8.6: Cytotoxicity of α-aminoxy oligopeptide 1e‡ (hexamer), 1h‡ and 1i‡ (decamers). 

In addition, the secondary structure of the α-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 α-aminoxy peptide 

1b‡ was solved in cooperation with Dr. Höppner (X-ray facility and crystal farm, 

University of Düsseldorf) and Dr. Reiß. It revealed a right-handed 28-helix with precisely 

two residues per turn and a helical pitch of 5.8 Å (Fig. 8.7 A and B) in the solid state. The 

28-helix is rather flat compared to conventional helices, such as α-helices or 310-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 α-NO-turns. The side chains of the α-aminoxy peptide 1b‡ alternate 

on opposite sides of the 28-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 α-helices and 310-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 

α-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 α-helix in side view (top) and rotated by 90° (bottom). 

Furthermore, 2D NMR spectroscopy (ROESY) and MD simulations in chloroform 

(Gohlke lab) as well as CD spectroscopy in trifluoroethanol (TFE) and acetonitrile 

(MeCN) (group of Dr. Lüdeke, Pharmaceutical science, University of Freiburg) were 

performed. The 28-helix was identified as the predominant conformation in organic 

solvents. In agreement with previously published data, a ROE signal pattern characteristic 

for repetitive α-NO-turns was observed in 2D ROESY spectra.[165] Each internal α-ami-

noxy proton (NHi) showed a strong ROE to its own α-methine proton (CαHi) and a weaker 

ROE cross-peak to the neighboring backbone methine proton (CαHi-1). In organic 

solvents, a 28-helical conformation with repetitive α-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 28-helix and another 

conformation was observed. A theoretical transition pKa of 8.2 between the 28-helix and 

a disorderd structure could be determined (Fig. 8.8). 

 
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 α-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 μM to 5 μM), 

hexamers (50 μM) showed no change in membrane damage. To determine whether the 

chain length of the α-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 Lüdeke lab. Notably, 

decamers of α-aminoxy peptides showed an increased propensity to fold into the 28-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 α-aminoxy peptides represent a new and 

promising class of peptidomimetic foldamers with remarkable cytotoxic properties 

against a panel of tumor cell lines. The α-aminoxy peptides can adopt a unique stable 28-

helical conformation that can mimic the spatial arrangement of the peptide side chains in 

α-helices and 310-helices. α-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.[8,9] Furthermore, HSP90 expression is highly enriched in 

several cancer types and HSP90 can contribute to the malignant transformation of 

cells.[10] 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).[8,9,227] 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.[8,222] 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 (I688, Y689, I692, 

L696, Fig. 8.9).[249] Together with the Jose lab they identified the first peptidic inhibitors 

shown to bind to the CTD.[250] However, peptides feature several drawbacks as drugs. 

Based on this knowledge, α-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 α-aminoxy hexapeptides 1# and 

2# that possess appropriate side chains to mimic the hot spots were designed (Fig. 8.9). 

 
Fig. 8.9: Hot spot residue located at the CTD-interface of helix H5 and inhibitor design. 

A combination of solution- and solid-phase supported methods was used for the synthesis 

of α-aminoxy hexapeptides 1# and 2#.[257] Initially, a series of monomeric and dimeric 

building blocks were prepared in solution according to previously described literature 

protocols.[166,255–258] The target compounds 1# and 2# were then prepared via solid-phase 

synthesis using α-aminoxy acids and α-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 

α-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). 

 
Scheme 8.4: Solid-phase synthesis of α-aminoxy hexapeptides 1# and 2#. a) (i) 20% piperidine in 

DMF, rt, 2 x 15 min; (ii) Phth-NOLeu-NOLeu-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, rt, 24 h; b) 5% hydrazine 

hydrate in MeOH, rt, 2 x 15 min; (ii) Phth-NOIle-NOIle-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, rt, 24 h; c) (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), rt, 1.5 h; d) (i) 5% hydrazine hydrate in MeOH, rt, 2 x 15 

min; (ii) Phth-NOPhe-OH, BOP, HOBt, NEM in DMF, rt, 24 h; e) 5% hydrazine hydrate in MeOH, rt, 

2 x 15 min; (ii) Cbz-NOTyr(tBu)-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 (Lüdeke lab) and 2D 

NMR spectroscopy (ROESY) confirmed that the α-aminoxy hexapeptides 1# and 2# are 

able to fold into the desired 28-helix. In agreement with previously published data, a ROE 

signal pattern characteristic for repetitive α-NO-turns was observed in the 2D ROESY 

spectra.[165] Each internal α-aminoxy proton (NHi) showed a strong ROE signal to its own 

α-methine proton (CαHi) and a weaker ROE cross-peak to the neighboring backbone 

methine proton (CαHi-1). The 28-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 α-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 H5. 

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 Münster) 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#: KD = 27.4 μM, 

2#: KD = 44.2 μM). 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, 

Düsseldorf). 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# (IC50(K562) = 5.72 μM) represent the more promising hexapeptide 

compared to 2# (IC50(K562) = 16.8 μM). 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-resistant43 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) 

(IC50(K562) = 5.72 μM vs. IC50(K562r) = 6.24 μM; IC50(KCL22) = 2.74 μM vs. 

IC50(KCL22r) = 2.86 μM, Tab. 8.3). In addition, 1# showed comparable activities in 

imatinib-resistant Ba/F3 cell lines expressing clinically relevant BCR-ABL144 mutant 

isoforms (T315I, 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 (IC50) by aminoxyrone (1#). 

cell line origin  IC50 [µM] 

K562 & K562r CML (BCR-ABL+) 5.72 & 6.24 

HL60 AML (BCR-ABL-) 7.17 

KCL22 & KCL22r CML (BCR-ABL+) 2.74 & 2.86 

Mutz-2 AML (BCR-ABL-) 10.10 

BA/F3 (T315I) 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-ABL+) 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 

α-aminoxy peptides as PPI inhibitors. The α-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, α-aminoxy peptides represent valuable 

α-helix mimetics with potential applications as PPI modulators. 

In summary, peptoid-based HDAC6 inhibitors (chapter 3 and chapter 4) and α-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. 

                                                 

44 The BCR-ABL1 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 Experimenteller Teil 

9.1  Präparative Arbeitstechniken 

Reagenzien, Lösungsmittel und Trockenmittel 

Die verwendeten Reagenzien stammen von Acros Organics, Fluka, Merck, Alfa Aesar, 

Sigma-Aldrich und Carbolution Chemicals. Über Acros wurde trockenes Methanol 

(MeOH) über Molekularsieb (4 Å) bezogen. Bei Extraktionen wurde als Trockenmittel 

für organische Phasen wasserfreies Natriumsulfat verwendet. 

Dünnschichtchromatographie (DC) 

Es wurden fertige DC-Aluminiumplatten, beschichtet mit 0.2 mm Kieselgel 60 und 

Fluoreszenzindikator F254, der Firma Macherey-Magel verwendet. Die dünnschicht-

chromatographischen Untersuchungen wurden unter Kammersättigung über eine Lauf-

strecke von 6 cm durchgeführt. Die Detektion der Substanzen erfolgte durch 

Fluoreszenzlöschung unter UV-Licht bei einer Wellenlänge von 254 nm oder durch 

Anfärben mit einer wässrigen Kaliumpermanganatlösung.   

Säulenchromatographie (SC) 

Die säulenchromatographische Reinigung erfolgte manuell oder an einem Flash-

Chromatograhiesystem Combi Flash® Rf 200 der Firma Teledyne Isco mit RediSepTMRf 

Fertigkartuschen. Bei der manuellen Durchführung wurden die zu trennenden Substanzen 

entweder in wenig Lösungsmittel gelöst oder nach Aufziehen auf Kieselgel auf die Säule 

aufgetragen. Chromatographiert wurde über Kieselgel 60 von Macherey-Nagel oder 

Fluka bei einem manuell angelegten leichten Überdruck. 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) 

Alle analytischen HPLC-Untersuchungen wurden mittels reversed-phase Hoch-

leistungsflüssigkeitschromatographie 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, Partikelgröße 1.8 µm) 

mit vorgeschalteter Phenomenex Security Guard® C18 (4.0 mm × 3.0 mm) durchgeführt. 

Die UV-Absorption wurde bei 254 nm bei einem linearen Gradienten von 10% B auf 

100%  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  

Mikrowellunterstützte Reaktionen erfolgten in einer Discover Mikrowelle der Firma 

CEM. Reaktionen wurde in Mikrowellengefäße (10 ml) mit Septum durchgeführt.  

9.2  Charakterisierungsmethoden 

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)  

Die NMR-Spektren wurden an Spektrometern der Firma Bruker (Avance III 300, Avance 

DRX 500 oder Avance III 600) aufgenommen. Die chemische Verschiebung der Signale 

wurde in Einheiten der -Skala registriert (TMS = 0 ppm). Als interner Standard dienten 

die Resonanzsignale der Restprotonen der verwendeten deuterierten Lösungsmittel: 

CDCl3: 7.26 ppm (1H-NMR) und 77.16 ppm (13C-NMR) und DMSO-d6: 2.50 ppm 

(1H-NMR) und 39.52 ppm (13C-NMR). Die Multiplettstruktur der 1H-NMR-Signale ist 

jeweils angegeben und wurde nach den folgenden Abkürzungen charakterisiert: Singulett 

(s), breites Singulett (sbr), Dublett (d), Triplett (t), Quartett (q) und Multiplett (m). 

Ermittelte Kopplungskonstanten (J) wurden in der Einheit Hertz (Hz) angegeben. Bei 

13C-NMR-Signalen handelt es sich aufgrund der Breitbandentkopplung um Singuletts. 

Die Signalzuordnung erfolgte teilweise mit Hilfe von COSY-, HSQC- und HMBC-

Spektren. 1H-NMR-Signale die von Nebenrotameren stammen, sind mit einem Sternchen 

(*) gekennzeichnet.  

Elementaranalyse (EA) 

Elementaranalysen wurden an Geräten der Firmen Perkin (Elmer PE 2400 CHN 

Elemental Analyzer) oder Vario (MICRO Cube Elemental Analyzer) gemessen. 

Massenspektroskopie (HRMS-ESI) 

Die Aufnahme hochaufgelöster Massenspektren (HRMS) erfolgte an einem Bruker 

Daltonics UHR-QTOF maXis 4G Massenspektrometer. Angegeben sind die protonierten 

Molekülionenpeaks [M+H]+ im Masse-zu-Ladungsverhältnis (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-Aminomethylbenzoesäuremethylesterhydrochlorid (121 mg, 

0.6 mmol, 1.2 Äq.), der entsprechenden Carbonylverbindung (0.6 mmol, 1.2 Äq.), 

Triethylamin (83 µl, 0.6 mmol, 1.2 Äq.) und zerstoßenem Molekularsieb 4 Å (50 mg) in 

trockenem Methanol (1 ml, 0.5 M) wurde in ein Mikrowellengefäß (10 ml) gegeben und 

mit einem Silikonseptum verschlossen. Das Reaktionsgemisch wurde in den 

Mikrowellenreaktor gestellt und für 20 min bei 45°C (150 W) unter mittlerer 

Geschwindigkeit gerührt. Anschließend wurden die entsprechende Carbonsäure 

(0.5 mmol, 1.0 Äq.) und das jeweilige Isocyanid (0.5 mmol, 1.0 Äq.) hinzugefügt und das 

Reaktionsgemisch wurde bei 45°C für weitere 60 min (150 W) gerührt. Eine Lösung aus 

Hydroxylaminhydrochlorid (348 mg, 5.0 mmol. 10 Äq.) und eine aus Methanol (8 ml) 

und Natrium (175 mg, 7.5 mmol, 7.5 Äq.) frisch hergestellte Natriummethanolatlösung 

wurden hinzugegeben und bei 55°C für 30 min (150 W) in der Mikrowelle gerührt. 

Anschließend wurde das Reaktionsgemisch filtriert und das Lösungsmittel unter 

verminderten Druck entfernt. Der Rückstand wurde in Wasser (15 ml) suspendiert und 

mit 4 M Salzsäure neutralisiert (pH 7-8). Die Lösung wurde mit Ethylacetat extrahiert 

(3 x 20 ml), vereinigte organische Phasen über Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das 

Lösungsmittel wurde unter verminderten Druck entfernt. Abschließend wurde das 

Rohprodukt flashsäulenchromatographisch gereinigt (DCM / DCM:MeOH (70:30), 

Gradient: 90:10  70:30 in 20 min) und die gewünschte Zielverbindung aus Ethylacetat 

und Hexan ausgefällt. 
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9.4 Analytische Daten der Hydroxamsäuren 1a-q 

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

benzyl)benzamid (1a) 

 

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

benzoesäure (82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) und tert-Butylisocyanid (56.2 µl, 0.5 mmol, 

1.0 Äq.) nach AAV1.  

 

Analytische Daten: 

Ausbeute:         72% eines farblosen Feststoffs 

Schmelzpunkt:       138°C 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

13C-NMR (75 MHz, , DMSO-d6): δ: 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. 

HPLC (10100% B in 20 min): tR: 8.68 min, 96.4% Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z:       ber. 427.2340, gef. 427.2342 [M+H]+.  
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3-(Dimethylamino)-N-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-N-(2-oxo-2-(4-tolylamino)-

ethyl)benzamid (1b) 

 

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

benzoesäure (82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) und 4-Tolylisocyanid (62.6 µl, 0.5 mmol, 

1.0 Äq.) nach AAV1.  

 

Analytische Daten: 

Ausbeute:         68% eines farblosen Feststoffs 

Schmelzpunkt:       169°C 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ: 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 (10100% B in 20 min): tR: 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-N-(2-oxo-2-(4-tolylamino)ethyl)-

benzamide (1c) 

 

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Äq.), 3,5-Methyl-

benzoesäure (75.1 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) und 4-Tolylisocyanid (62.8 µl, 0.5 mmol, 

1.0 Äq.) nach AAV1.   

 

Analytische Daten: 

Ausbeute:         76% eines farblosen Feststoffs 

Schmelzpunkt:       183°C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ: 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 (10100% B in 20 min): tR: 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) 

 

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

benzoesäure (82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) und Cyclohexylisocyanid (62.0 µl, 0.5 mmol, 

1.0 Äq.) nach AAV1.  

 

Analytische Daten: 

Ausbeute:         66% eines weißen Feststoffs 

Schmelzpunkt:       146°C 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ: 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 x s, 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. 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ: 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 

ppm. 

HPLC (10100% B in 20 min): tR: 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)-N-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-2-methyl-

benzamide (1e) 

 

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Äq.), 2-Metyl-benzoesäure 

(68.1 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) und Cyclohexylisocyanid (62.0 µl, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) nach 

AAV1.  

 

Analytische Daten: 

Ausbeute:         69% eines farblosen Feststoffs 

Schmelzpunkt:       142°C 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

13C-NMR (151 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

HPLC (10100% B in 20 min): tR: 12.71 min, 98.8% Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z:      ber. 424.223, gef. 424.2228 [M+H]+.  



9 Experimenteller Teil 

 

112 

N-(2-(Cyclohexylamino)-2-oxoethyl)-N-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-3-methyl-

benzamide (1f) 

 

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Äq.), 3-Methyl-benzoesäure 

(68.1 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) und Cyclohexylisocyanid (62.0 µl, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) nach 

AAV1.  

 

Analytische Daten: 

Ausbeute:         69% eines farblosen Festostoffs 

Schmelzpunkt:       164°C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

HPLC (10100% B in 20 min): tR: 13.00 min, 99.3% Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z:   ber. 424.2231, gef. 424.2233 [M+H]+.  
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N-(2-(Cyclohexylamino)-2-oxoethyl)-N-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-3,4-di-

methylbenzamide (1g) 

 

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

benzoesäure (75.1 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) und Cyclohexylisocyanid (62.0 µl, 0.5 mmol, 

1.0 Äq.) nach AAV1.  

 

Analytische Daten: 

Ausbeute:         80% eines farblosen Feststoffs 

Schmelzpunkt:       146°C 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

EA (%):          ber.: C 68.63, H 7.14, N 9.60.  

gef.: C 68.62, H 7.43, N 9.64. 

HPLC (10100% B in 20 min): tR: 13.67 min, 98.8% Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z:      ber. 438.2387, gef. 438.2392 [M+H]+.  
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N-(2-(Cyclohexylamino)-2-oxoethyl)-N-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-4-methyl-

benzamide (1h) 

 

Synthetisiert aus Paraformaldehyd (18.0 mg, 0.6 mmol, 1.2 Äq.), 4-Methyl-benzoesäure 

(82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) und Cyclohexylisocyanid (62.0 µl, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) nach 

AAV1.  

 

Analytische Daten: 

Ausbeute:         82% eines farblosen Feststoffs 

Schmelzpunkt:       187°C 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

HPLC (10100% B in 20 min): tR: 13.00 min, 99.1% Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z:      ber. 424.2231, gef. 424.2229 [M+H]+. 
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N-(2-(Cyclohexylamino)-2-oxoethyl)-N-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-4-isopropyl-

benzamide (1i) 

 

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

benzoesäure (82.1 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) und Cyclohexylisocyanid (62.0 µl, 0.5 mmol, 

1.0 Äq.)nach AAV1.  

 

Analytische Daten: 

Ausbeute:         60% eines farblosen Feststoffs 

Schmelzpunkt:       167°C 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

HPLC (10100% B in 20 min): tR: 14.76 min, 96.9% Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z:      ber. 452.2544, gef. 452.2544 [M+H]+.  
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N-(1-(Cyclohexylamino)-2-methyl-1-oxopropan-2-yl)-4-(dimethylamino)-N-(4-

(hydroxycarbamoyl)benzyl)benzamide (1j) 

 

Synthetisiert aus Aceton (44.1 µl, 0.6 mmol, 1.2 Äq.), Cyclohexylisocyanid (62.0 µl, 

0.5 mmol, 1.0 Äq.) und 4-Dimethylaminobenzoesäure (82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) nach 

AAV1.  

 

Analytische Daten: 

Ausbeute:         70% eines farblosen Feststoffs 

Schmelzpunkt:       200°C 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ: 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, 5H), 1.22 (s, 6H) 

ppm.  

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

HPLC (10100% B in 20 min): tR: 10.32 min., 98.3% Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z:       ber. 481.2809, gef. 481.2807 [M+H]+. 
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N-(2-(Cyclohexylamino)-2-oxo-1-phenylethyl)-4-(dimethylamino)-N-(4-(hydroxy-

carbamoyl)benzyl)benzamide (1k) 

 

Synthetisiert aus Benzaldehyd (60.7 µl, 0.6 mmol, 1.2 Äq.), Cyclohexylisocyanid 

(62.0 µl, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) und 4-Dimethylaminobenzoesäure (82.6 mg, 0.5 mmol, 

1.0 Äq.) nach AAV1.  

 

Analytische Daten: 

Ausbeute:         56% eines farblosen Feststoffs 

Schmelzpunkt:       154°C 

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ: 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 (10100% B in 20 min): tR: 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)-N-(4-(hydroxycarbamoyl)-

benzyl)benzamide (1l) 

 

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

benzoesäure (82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) und n-Butylisocyanid (52.0 µl, 0.5 mmol, 

1.0 Äq.) nach AAV1.  

 

Analytische Daten: 

Ausbeute:         59% eines farblosen Feststoffs 

Schmelzpunkt:       116°C 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ: 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 

ppm. 

HPLC (10100% B in 20 min): tR: 8.84 min, 96.3% Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z:       ber. 427.2340, gef. 427.2337 [M+H]+. 
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N-(2-(Butylamino)-2-oxoethyl)-N-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-3,5-dimethyl-

benzamide (1m) 

 

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

benzoesäure (75.1 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) und n-Butylisocyanid (52.0 µl, 0.5 mmol, 

1.0 Äq.) nach AAV1.  

 

Analytische Daten: 

Ausbeute:         68% eines farblosen Feststoffs 

Schmelzpunkt:       181°C 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

EA (%):          ber.: C 67.13, H 7.10, N 10.21.  

gef.: C 66.84, H 7.18, N 10.15. 

HPLC (10100% B in 20 min): tR: 12.97 min, 98.9% Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z:       ber. 412.2231, gef. 412.2230 [M+H]+.  
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N-(2-(Butylamino)-2-oxoethyl)-4-(dimethylamino)-N-(4-(hydroxycarbamoyl)-

benzyl)benzamide (1n) 

 

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

benzoesäure (82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) und n-Butylisocyanid (52.0 µl, 0.5 mmol, 

1.0 Äq.) nach AAV1.  

 

Analytische Daten: 

Ausbeute:         73% eines farblosen Feststoffs 

Schmelzpunkt:       169°C 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ: 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, J = 7.1 Hz, 3H) ppm. 

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ: 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 

ppm. 

HPLC (10100% B in 20 min): tR: 9.08 min, 98.7% Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z:      ber. 427.2340, gef. 427.2337 [M+H]+. 
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N-(2-(Benzylamino)-2-oxoethyl)-3-(dimethylamino)-N-(4-(hydroxycarbamoyl)-

benzyl)benzamide (1o) 

 

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

benzoesäure (82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) und Benzylisocyanid (62.0 µl, 0.5 mmol, 

1.0 Äq.) nach AAV1.  

Analytische Daten: 

Ausbeute:         63% als farbloser Feststoff 

Schmelzpunkt:       149°C 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ: 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.  

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

EA (%):          ber.: C 67.81, H 6.13, N 12.17.  

gef.: C 67.58, H 6.21, N 11.96. 

HPLC (10100% B in 20 min): tR: 9.43 min, 96.9% Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z:       ber. 461.2183, gef. 461.2180 [M+H]+. 
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N-(2-(Benzylamino)-2-oxoethyl)-N-(4-(hydroxycarbamoyl)benzyl)-3,5-dimethyl-

benzamide (1p) 

 

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

benzoesäure (75.1 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) und Benzylisocyanid (62.0 µl, 0.5 mmol, 

1.0 Äq.) nach AAV1.  

 

Analytische Daten: 

Ausbeute:         77% eines farblosen Feststoffs 

Schmelzpunkt:       194°C 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ: 11.21 (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), 4.41-4.21 (m, 2H), 

3.99*/3.79 (s, 2H), 2.24 (s, 6H) ppm. 

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

EA (%):          ber.: C 70.09, H 6.11, N 9.43. 

gef.: C 69.89, H 6.21, N 9.23. 

HPLC (10100% B in 20 min): tR: 13.37 min, 99.3% Reinheit.   

HRMS (ESI) m/z:      ber. 446.2074, gef. 446.2077 [M+H]+. 
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N-(2-(Benzylamino)-2-oxoethyl)-4-(dimethylamino)-N-(4-(hydroxycarbamoyl)-

benzyl)benzamide (1q) 

 

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

benzoesäure (82.6 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äq.) und Benzylisocyanid (62.0 µl, 0.5 mmol, 

1.0 Äq.) nach AAV1.  

 

Analytische Daten: 

Ausbeute:         83% eines farblosen Feststoffs 

Schmelzpunkt:       193°C 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ: 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. 

EA (%):          ber.: C 67.81, H 6.13, N 12.17.  

gef.: C 68.10, H 6.38, N 12.43. 

HPLC (10100% B in 20 min): tR: 9.75 min, 98.2% Reinheit. 

HRMS (ESI) m/z:       ber. 461.2183, gef. 461.2182 [M+H]+. 
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10 Publikationen 

10.1 Publikation I 

Die vorliegende Publikation I wurde bereits veröffentlicht 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. 

 

 

„Reproduced from Chemical Communications, 2016, 52 (15), 3219-3222, ‘Rational 

design and diversity-oriented synthesis of peptoid-based selective HDAC6 inhibitors’, 

with permission from The Royal Society of Chemistry.” 

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

Durchführung der organischen Synthesen aller Verbindungen, sowie die analytische 

Charakterisierung dieser Verbindungen; Planung und Analyse der NMR-Studien; 

Auswertung von Strukturaktivitätsbeziehungen; Mitarbeit an der Erstellung des 

Manuskriptes für die Veröffentlichung.  



10 Publikationen 

 

125 

 

  



10 Publikationen 

 

126 

 

  



10 Publikationen 

 

127 

 

  



10 Publikationen 

 

128 

 

 

 

  



10 Publikationen 

 

129 

 

  



10 Publikationen 

 

130 

 

  



10 Publikationen 

 

131 

 

  



10 Publikationen 

 

132 

 

  



10 Publikationen 

 

133 

 

  



10 Publikationen 

 

134 

 

  



10 Publikationen 

 

135 

 

  



10 Publikationen 

 

136 

 

  



10 Publikationen 

 

137 

 

  



10 Publikationen 

 

138 

 

  



10 Publikationen 

 

139 

 

  



10 Publikationen 

 

140 

 

  



10 Publikationen 

 

141 

 

  



10 Publikationen 

 

142 

 

  



10 Publikationen 

 

143 

 

  



10 Publikationen 

 

144 

 

  



10 Publikationen 

 

145 

10.2 Publikation II 

Die Publikation II wurde bereits veröffentlicht in:  

„Chemistry – A European Journal“ 

Impact factor: 5.317 (2016) 

D. Diedrich, A. J. Moita, A. Rüther, B. Frieg, G. J. Reiss, A. Hoeppner, T. Kurz, 

H. Gohlke, S. Lüdeke, M. U. Kassack, and F. K. Hansen, Aminoxy Oligopeptides: 

Synthesis, Secondary Structure, and Cytotoxicity of a New Class of Anticancer 

Foldamers, Chem. Eur. J. 2016, 22, 17600-17611. 

 

 
 

„Reprinted from Chemistry – A European Journal, 2016, 22 (49), 17600-17611, ‘α-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, Durchführung aller organischen Synthesen 

und analytische Charakterisierung aller Synthesebausteine; Entwicklung und 

Optimierung der Festphasensynthesemethode; Planung und Durchführung der Synthese, 

Reinigung und analytische Charakterisierung aller Oligomere; Planung und Analyse der 

2D-NMR-Studien; Auswertung von Strukturaktivitätsbeziehungen; Mitarbeit an der 

Erstellung des Manuskripts für die Veröffentlichung.   
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10.3  Publikation III 

Die vorliegende Arbeit (Publikation III) wurde zur Veröffentlichung angenommen:  

„Blood“ 

Impact factor: 13.164 (2016) 

S. Bhatia, D. Diedrich, B. Frieg, H. Ahlert, S. Stein, B. Bopp, F. Lang, T. Zang, 

T. Kröger, T. Ernst, G. Kögler, A. Krieg, S. Lüdeke, H. Kunkel, A. J. Rodrigues 

Moita, M. U. Kassack, V. Marquardt, F. V. Opitz, M. Oldenburg, M. Remke, 

M. Grez, A. Hochhaus, A. Borkhardt, G. Groth, L. Nagel-Steger, J. Jose, T. Kurz, 

H. Gohlke, F. K. Hansen, J. Hauer, Targeting HSP90 dimerization via the 

C-terminus is effective in imatinib resistant CML and lacks heat shock response, 

Blood. April 2017, zur Veröffentlichung angenommen. 

 

 

„This research was originally published in Blood Online. S. Bhatia, D. Diedrich, B. Frieg, 

H. Ahlert, S. Stein, B. Bopp, F. Lang, T. Zang, T. Kröger, T. Ernst, G. Kögler, A. Krieg, 

S. Lüdeke, H. Kunkel, A. J. Rodrigues Moita, M. U. Kassack, V. Marquardt, F. V. Opitz, 

M. Oldenburg, M. Remke, M. Grez, A. Hochhaus, A. Borkhardt, G. Groth, L. Nagel-

Steger, J. Jose, T. Kurz, H. Gohlke, F. K. Hansen, J. Hauer, Targeting HSP90 

dimerization via the C-terminus is effective in imatinib resistant CML and lacks heat 

shock response. Blood. Prepublished May 3, 2018; doi: 10.1182/blood-2017-10-812086. 

© the American Society of Hematology." 

 

Eigener Anteil der Arbeit: 20%, Coautorin, Durchführung aller organischen Synthesen 

und analytische Charakterisierung aller Synthesebausteine; Planung und Durchführung 

der Festphasensynthese, Reinigung und analytische Charakterisierung der α-Aminoxy-

hexapeptide; Planung und Analyse der 2D-NMR-Studien; Mitarbeit an der Erstellung des 

Manuskripts für die Veröffentlichung.   
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