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1 Einleitung

FK506, Rapamycin und Cyclosporin A (CsA) (Abb.1) sind mikrobielle Naturstoffe mit
potenten immunsuppressiven Eigenschaften. CsA ist ein zyklisches Undecapeptid, das von
dem Pilz Tolypocladium inflatum produziert wird™. Ungewshnlich ist der Einbau der nicht
proteinogenen Aminosauren D-Alanin in Position 8,
(4R)-4-[(E)-butyl]-4-N-dimethyl-L-threonin  (MeBmt) in Positon 1 und von L-a-
Aminobuttersaure in Position 2 (Abb.1). FK506 und Rapamycin sind untereinander
strukturell sehr &hnlich, aber verschieden zu CsA. Sie gehdéren der Klasse der
Makrolidlactone an®® und besitzen ein halbketales o-Keto-pipecolinsaureamid innerhalb
eines 26- bzw. 33-gliedrigen Ringes als gemeinsames Strukturelement (Abb.1). FK506 und
Rapamycin werden von den Bodenbakterien Streptomyces tsukubaensis® bzw.
Streptomyces hygroscopicus'® produziert. Diese drei Naturstoffe kénnen an spezifische

Peptidyl-Prolyl-cis/trans-lsomerasen binden und deren enzymatische Aktivitat inhibieren

HN
HN

kg\

Cyclosporin A FK506 Rapamycin

Abbildung 1: Darstellung der Immunsuppressiva CsA, FK506 und Rapamycin. Rot hervorgehoben ist die halbketalen

a,B-Diketonamid-Funktion des FK506 und des Rapamycins sowie die Aminoséuren MeBmt" und D-Ala® des CsA.

1.1 Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen

1.1.1 Biochemische Funktion der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-lsomerasen

Die Peptidbindung stellt auf Grund ihres partiellen Doppelbindungscharakters eine relativ
starre und planare Struktur dar, welche vorzugsweise Torsionswinkel von o ~ 0° (cis) oder
o~ 180° (trans) einnehmen kann. Die sterische Hinderung der C,-Atome zweier

benachbarter Aminosauren in der cis-Konformation bedingt das tiberwiegende Vorliegen von
1



trans-Peptidbindungen in entfalteten Polypeptiden. Eine Ausnahme bildet die Peptidyl-Prolyl-
Bindung. Bedingt durch die strukturellen Besonderheiten der a-Iminosaure Prolin betragt der

Anteil an Peptidyl-Prolylbindungen, die in globularen Proteinen in der cis-Konformation
vorliegen, ungefahr 4,8 %P7,

Die cis/trans-Isomerisierung von Peptidyl-Prolylbindungen stellt als Folge einer hohen
Rotationsbarriere (ca. 80 kJmol™) eine langsame Reaktion dar®™, die fiir konformationelle
Restrukturierungsprozesse von Proteinen geschwindigkeitsbestimmend sein kann.
Spezifische Enzyme, die die cis/trans-lsomerisierung von Peptidyl-Prolylbindungen
beschleunigen, sind die Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen, EC 5.2.1.8), deren

Existenz erstmals 1984 von FISCHER et al. nachgewiesen werden konnte (Abb.2).

T
P 0
w=90°
syn Ubergangszustand
“““ F 'S U
AG? P2 o
__________ cl , -
Py P4
N— N —
/ O cis O
P © trans AG i AG, w=0°
A (+PPlase)
w =180°

Abbildung 2: Energiediagamm der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerisierung. Die Konformationsanderung verlauft tber den
energetisch hoher liegenden syn-Ubergangszustand der intrinsischen (schwarze Kurve) oder PPlase-katalysierten (rote Kurve)
Reaktion.

Die Enzymklasse der PPlasen unterteilt sich in drei Familien: Cyclophiline (Cyp)*Y,
FK506-bindende Proteine (FKBP)413 ynd parvuline™. Diese unterscheiden sich in
Primarstruktur, Substratspezifitdt und Sensitivitdt gegeniber Inhibitoren. Die PPlase-Aktivitat
der Cyclophiline wird spezifisch durch CsA™M¢ uynd die der FKBP durch FK506 und

[17],[18

Rapamycin I kompetitiv gehemmt. Die PPlasen der Parvulin-Familie sind durch diese

Inhibitoren nicht inhibierbar.

CsA tritt Uber den Sequenzbereich von N-Methyl-Leucin in Position 10 bis L-a-

Aminobuttersaure in Position 2 "% mjt dem aktiven Zentrum von Cyclophilinen in

2



Wechselwirkung (Abb.3 Cyp-Bindestelle). FK506 und das Rapamycin interagieren Uber die
Region des Pyranoseringfragments bis zur Cyclohexylgruppe mit FKBP, wobei dem einer
Prolylpeptidbindung verwandten o-Keto-pipecolinsaureamid eine besondere Rolle bei der
Bindung an das aktive Zentrum der FKBP zuerkannt wird (Abb.3 FKBP-Bindestelle).

Effektor-Bindestelle Effektor-Bindestelle Effektor-Bindestelle

,,,
HN o C(J\
\/A/LI HNI §

HN
Cyp-Bindestelle f )Kgi FKBP-Bindestelle

Cyclosporin A FK506 Rapamycin

Abbildung 3: Darstellung der PPlase- und Effektorbindestellen von CsA, FK506 und Rapamycin. Die PPlase-Bindestelle ist fur
die Interaktion mit dem aktiven Zentrum der PPlasen verantwortlich. Uber die Effektorbindestelle wird die Ausbildung der

ternaren Komplexe mit Calcineurin bzw. mTor vermittelt.

1.1.2 PPlasen und Immunsuppression

Inharente Eigenschaften von FK506, CsA und Rapamycin sind die kompetitive Hemmung
der Aktivitat von PPlasen sowie die Auspragung einer gain-of-function der Komplexe
FKBP12*[FK506], FKBP12*[Rapamycin] sowie CypA*[CsA] Uber die Effektor-Bindestelle der
Inhibitoren (Abb.3). So sind die binaren Komplexe FKBP12*[FK506] und CypA*[CsA] in der
Lage, die Ca?*/Calmodulin-abhangige Ser/Thr-Phosphatase Calcineurin Zu
inhibieren®?223  Dadurch  wird die  Dephosphorylierung des  zytosolischen
Transkriptionsfaktors NFAT (nuclear factor of activated T-cells) verhindert und seine
Translokalisation in den Zellkern kann nicht erfolgen. Dies verhindert die Transkription und
Expression von NFAT-regulierenden Genen, die fiir die T-Zell-Aktivierung essentiell sind®.
Der binare Komplex FKBP12*[Rapamycin]-Komplex bindet an mTor (mammalian Target of
Rapamycin) und greift so in verschiedene Signalwege ein®. Die immunsuppressiven
Eigenschaften aller drei Verbindungen beruhen also auf der Unterbrechung der T-Zell-
gekoppelten Signaltransduktionskaskade, die durch die gain-of-function inhibitorische

Wirkung der Immunophilin*[Wirkstoff]-Komplexe hervorgerufen wird.



1.2 Physiologische Funktion der PPlasen

Die ubiquitare Verbreitung, die phylogenetische Konservierung und die Lokalisation in
unterschiedlichen Zellkompartimenten lassen fur PPlasen Schlisselfunktionen im zellularen
Geschehen vermuten®®811 | vitro konnte in einer Vielzahl von Modellproteinen eine
Beteiligung von Cyclophilinen und FKBP an Protein-Faltungsereignissen gezeigt werden?®.
Obwohl die molekularen Details nur in wenigen Fallen geklart sind, deuten Ergebnisse von
Mutageneseexperimenten und Inhibitionsstudien auf eine entsprechende Funktion auch
invivo hinP9BABIEA - physiologische Bedeutung besitzen die PPlasen neben der
Proteinfaltung in einer Vielzahl weiterer wichtiger zellulare Prozesse. So wurde fir hFKBP12
und seine Isoform hFKBP12.6 Interaktionen mit intrazellularen Calciumkanélen des
sarkoplastischen Retikulums von Skelettmuskel- bzw. Herzmuskelzellen
nachgewiesen®3 3455 weiterhin binden die TPR-Doméanen enthaltenden PPlasen FKBP51,
FKBP52 und Cyp40 an Hitzeschockprotein 90 P®. Dabei wurden sie als Bestandteil von
nichtaktivierten heterooligomeren Steroidhormon-Rezeptorkomplexen identifiziert, wie sie im

Progesteron®®”)-, Glucocorticoid®®- sowie dem Ostrogenrezeptor®*?-Komplex vorliegen.

Sowohl fir FKBP als auch fir Cyclophiline wurde eine Beteiligung an regulatorischen
Mechanismen der Neuronenregeneration und -protektion gezeigt. Fur die Inhibition von
FKBP durch FK506 konnte anhand von Studien an neuronalen Zellkulturen®®! und in
Tiermodellen®?, in Anwesenheit von NGF, ein induziertes Nervenwachstum bzw. eine

beschleunigte Regeneration verzeichnet werdent344,

Weiterhin wurden bis jetzt vier Proteine beschrieben die eine FKBP -sowie eine Cyp-
Doméne enthalten (FK506-and cyclophilin-binding proteins (FCBPSs)). Eines dieser FCBPs
wird in dem Parasiten Toxoplasma gondii gebildet, zwei in dem Bakterium Flavobacterium

johnsonii und eins in dem Bakterium Treponema denticola.

1.3 Nicht-immunsuppressive PPlase-Inhibitoren

FK506, Rapamycin und CsA zeigten Wirksamkeit gegeniiber neurodegenerativen*?,

[46] [48],[49]

viralen!*! und  bakteriellen*” Erkrankungen. Sie sind aufgrund ihrer
immunsuppressiven und toxischen Eigenschaften fir die Behandlung von diesen
Erkrankungen jedoch nicht unmittelbar geeignet. Deshalb wurde bereits eine Vielzahl von
Anstrengungen unternommen, nicht-immunsuppressive und nicht toxische Derivate von
FK506, Rapamycin und CsA herzustellen. Durch gezielte Modifikation der
Effektor-Bindestelle unter Beibehaltung der Strukturelemente der PPlase-Bindestelle wurden
potente PPlase-Inhibitoren wie FK506-C4-carbonsauremethylester™, 1LS-920%" und NIM-
81157 synthetisiert, die weder immunsuppressive noch toxische Eigenschaften besitzen

4



B3B8 piese Substanzen erlauben, zwischen immunsuppressiven und direkt durch die

Inhibition der PPlase-Aktivitat entstehenden biologischen Effekten zu unterscheiden (Abb.4).

FK506-(40)-carbonsauremetylester ILS-920 NIM-811

Abbildung 4: Modifikationen der Immunsuppressiva FK506, Rapamycin und Cyclosporin A, die zu einem Verlust der

immunsuppressiven Eigenschaften fihren (rot).

Neben den Bemuhungen, die Immunsuppressivitat von FK506, Rapamycin und CsA durch
Modifikationen zu unterbinden, wurden synthetische Inhibitoren von PPlasen dargestellt, die
nur noch eine entfernte strukturelle Ahnlichkeit zu FK506, Rapamycin und CsA aufweisen,

bzw. nich mit diesen strukturell verwandt sind (Abb.5) BeH44157,

o
R
: @ - oD,
= o N
O ° °© \/ R3

OMe

GPI-1046 V-10,367 Aryl-1-Indanylketone
Abbildung 5: Darstellung der FKBP-Inhibitoren GPI-1046 und V-10,367 sowie der CypA-inhibierenden Aryl-1-Indanylketone.

So entstanden mit GPI-1046 und V-10,367 potente FKBP-Inhibitoren B85 die im Komplex
mit FKBP12 keine immunsuppressiven  Eigenschaften  besitzen. Mit den
Aryl-1-Indanylketonen erhielt man Cyclophilin-Inhibitoren, welche zwar nicht die hohe
Affinitat des CsA erreichten, dafir jedoch die Mdglichkeit einer Isoform-spezifischen
[57]

Inhibierung der Cyclophiline geben
potenter FKBP-Inhibitor entdeckt®”,

. In einem Screening wurde Cycloheximid (CHX) als



Cycloheximid (CHX) ist der potenteste Vertreter der Gruppe der Glutarimid-Antibiotika®". Es
besteht aus einem Dimethylcyclohexanon- und einem Glutarimidteil, welche Uber eine
1-Hydroxyethylbriicke miteinander verkniipft sind (Abb.6A). Es wurde 1946 von WHYTTEN in
Kulturen des Bakteriums Streptomyces griseus entdeckt’®d. Cycloheximid besitzt, genau wie
die anderen Antibiotika dieser Familie, ein breites Wirkungsspektrum. So wurde es unter
anderem als sehr wirkungsvolles Fungizid oder auch als Nagetier Repellent eingesetzt.
Weiterhin besitzt es eine toxische Wirkung gegeniber Algen, Protozoen, héheren Pflanzen
und Tieren®®®l  Ebenso verfiigt es uber eine hochpotente anti-Tumor-Aktivitat, die
allerdings durch die hohe Toxizitat limitiert wird®l, CHX unterbindet bei Eukaryoten die
Proteinbiosynthese am Ribosomen und fiihrt zu einer Wachstumshemmung, welche zum
Absterben der eukaryotischen Zellen filhrt®®® Beim Menschen wird es auf Grund seiner
Toxizitat nicht mehr als Antibiotikum eingesetzt. Allerdings kann durch gezielte chemische
Manipulation am Glutarimid-Stickstoff die Toxizitat drastisch gesenkt werden® 7] [63].[681.69]
Im Jahr 1999 wurden die PPlase-hemmenden Eigenschaften des Cycloheximid identifiziert.
Durch die NMR-Struktur des CHX-Derivates Cycloheximid-N-ethylethanoats im Komplex mit
dem FKBP Burkholderia pseudomallei Mip-Like Protein 1 (BpML 1), konnte der Bereich des
CHX identifiziert werden, der mit FKBP interagiert. Er umfasst die Carbonylgruppe des
Cyclohexylringes, die Hydroxylgruppe der Ethylbriicke und Teile des Glutarimidylrestes!”
(Abb.6B).

Cycloheximid Cycloheximid-N-ethylethanoat

Abbildung 6: Die Strukturen von Cycloheximid und Cycloheximid-N-ethylethanoat. In B) ist in Rot der Bereich des
Cycloheximids, der am FKBP bindet, dargestellt.

Die NMR-Struktur zeigt fur das Cycloheximid-N-ethylethanoat einen anderen

[70]

Bindemechanismus als fur FK506'". Es kommt zu hydrophoben Wechselwirkungen der

Substanz mit den konservierten Aminosaureresten Ala® und lle®® am Rande des aktiven

Zentrums 772731

. Damit ahmt das Cycloheximid-N-ethylethanoat nicht wie FK506 und
Rapamycin die Bindung eines Prolylrestes an FKBP nach, sondern interagiert ahnlich zu
TGFAR1, der auch an hFKBP12 und BpML 1 binden kann"#3%  Damit stellen

Cycloheximid und seine Derivate neuartige FKBP-Liganden dar. Mit einem ICso-Wert von
6



3,6 UM ist es zwar ein vergleichsweise schlechter FKBP12-Inhibitor, aber sein von FK506
verschiedener Bindungsmodus™ und seine kleine Molmasse machte es fir weitere

Untersuchungen interessant.

1.4 Bifunktionelle Molekile

Friher galt in der Medikamentenentwicklung der Grundsatz: Eine Krankheit - eine Ursache,
eine Ursache - ein Medikament. Dieser Grundsatz hat sich in den letzten Jahren jedoch
gewandelt, da Erkrankungen, wie z.B. HIV-Infektionen, Krebs, neurologische Erkrankungen
oder Infektionen mit multiresistenten Keimen sehr komplexe Vorgange im menschlichen
Korper auslosen. Zu ihrer Behandlung werden Wirkstoffkombinationen eingesetzt, welche
verschiedene Mechanismen der Krankheit oder ihrer Ausléser gleichzeitig blockieren. Im
Moment werden vor allem Multikomponenten-Wirkstoffe eingesetzt, die aus verschiedenen
Einzelkomponenten bestehen, so z.B. Trastuzumab-Emtansin gegen Brustkrebs oder

Tenofovir, Emtricitabin und Efavirenz als Theapeutika gegen HIV.

Eine alternative Strategie zur gleichzeitigen Gabe mehrerer Wirkstoffe besteht in der
Verwendung von bi- und multifunktionellen Wirkstoffen. Dabei werden bereits fir eine
Krankheit zugelassene Medikamente so mit anderen Wirkstoffen verknipft oder modifiziert,
dass sie in komplexen Krankheiten mehr als nur einem Zielmolekil entgegenwirken. So
wurde fur die Behandlung neurologischer  Erkrankungen Dbeispielsweise ein
Monoaminooxidase-Hemmer mit einem Eisenchelator kovalent verknupft™. Gegen Tumore
wurde ein Molekll gerichtet, bei dem Taxoid und Camptothecin miteinander konjugiert
vorliegen. Auch von den PPlase-Inhibitoren gibt es bereits duale Inhibitoren, bei denen
FK506 und CsA kovalent Uber einen chemischen Linker verknipft vorliegen. Allerdings
werden sie nicht in der medizinischen Therapie sondern in der biologischen Forschung zur
chemischen Induzierung von Dimerisierungen artifizieller Fusionsproteine (chemical inducers
of dimerization, (CID)) eingesetzt”. Sie dienen der Untersuchung der Auswirkung von
Protein-Protein-Wechselwirkungen auf die Regulierung von Signaltransduktionsvorgangen
oder postranslationalen Modifikationen, indem sie die Wechselwirkung zweier Proteine
vermitteln. Die Wirkung solcher Inhibitoren bei Krankheiten, an deren Pathogenese FKBP

und Cyclophiline beteiligt sind, wurde jedoch bislang noch nicht untersucht.



1.5 Zielstellung

FKBP und Cyclophiline sind zwei Familien der PPlasen deren Mitglieder an einer Vielzahl
physiologischer Prozesse beteiligt sind. In zahlreichen Studien an neuronalen Zellkulturen
und in Tiermodellen wurde gezeigt, dass Inhibitoren der PPlase-Aktivitat von FKBP und
Cyclophilinen Verbindungen mit potenziell hoher Wirksamkeit flr die Behandlung von
neurodegenerativen Erkrankungen, wie Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, Multiples
Sklerose, sowie von Wirbelsdulen- und traumatischen Hirnverletzungen darstellen. Aus
diesem Grund besteht ein wachsendes wissenschaftliches Interesse an der Entwicklung
neuer differentiell wirksamer PPlase-Inhibitoren.

Vor diesem Hintergrund sollten im Rahmen dieser Arbeit spezifische Inhibitoren mit nicht-
immunsuppressiver und antiapoptotischer Wirkung entwickelt und in relevanten Tiermodellen
der Multiplen Sklerose und des Morbus Parkinson in vivo getestet und validiert werden. Da
fur die bisher bekannten Inhibitoren der Cyclophiline und der FKBP starke neuroprotektive
und neuroregenerative Effekte beschrieben wurden, sollten in Anlehnung an diese
Inhibitoren neue Isoenzym-spezifische Hemmstoffe entwickelt werden.

Ein besonderer Focus dieser Arbeit lag auf der Synthese von dualen Immunophilin-
Liganden, die durch eine kovalente Verknipfung von FKBP- und Cyclophilin-Inhibitoren
dargestellt werden sollten. Duale Inhibitoren sind solche Inhibitoren, die mehrere
Wirkstoffgruppen aufweisen und die spezifisch fur jeweils eine PPlase-Familie sind. Beide
Wirkstoffgruppen sind durch chemische Verbindungselemente unterschiedlicher Lénge
kovalent miteinander verknipft.

In dieser Arbeit sollten zur Inhibition von FKBP, FK506 bzw. Cycloheximid zum Einsatz
kommen, die kovalent mit dem zur Cyclophilin-Inhibition fahigen CsA-Derivat [D-Ser]®-CsA
synthetisch verbunden waren. Von physikalischen Gemischen beider Inhibitoren
unterscheiden sich die dualen Inhibitoren grundsétzlich. Die kovalent verkniipften Wirkstoffe
kénnen mit ihren Targetproteinen sowohl frei (Abb.7A) als auch im Komplex mit je einem
Targetprotein (Abb.7B) und als terndarer Komplex mit zwei Targetproteinen (Abb.7C)
vorliegen. Daher sollte untersucht werden, ob sich die inhibitorischen Eigenschaften der

freien und der mit einem Targetprotein komplexierten dualen Inhibitoren unterscheiden.
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Abbildung 7: Das mdgliche Vorliegen dualer Inhibitoren in Zellen. In der Zelle kénnen sowohl die A) freien Molekdile als auch
die Molekile vorliegen die B) schon ein spezifisches Enzym an einer Seite des dualen Inhibitors tragen oder C) zwei spezifische
Enzyme tragen

AuBerdem sollte analysiert werden, ob sich durch unterschiedliche, targetspezifische
Wirkmechanismen der FKBP- und Cyclophilin-Inhibitoren die synthetisierten dualen

Inhibitoren besonders als neuroprotektive Agenzien eignen.



2 Ergebnisse

2.1 Die dualen Inhibitoren FK506-C40-CO-NH(CH)nNH-[OCCHZ-D-Ser]S-

CsA
2.1.1 Synthese der FK506-C40-carbonséure 1

Die Reaktanden FK506 und Acrylsaure wurden in einer gekreuzten Olefin-Metathese mit
dem HovEYDA-GRUBBS-Katalysator der zweiten Generation unter Mikrowellen-Bedingungen

zur FK506-Cgo-carbonsaure (1) umgesetzt (Schema 1).

oMo N
o
. i O
0) HOJ\/ | N \
nd o)
Hoveyda-Grubbs 2 |—§|
> HO.. )/1,,,,, o o
1,2-DCB, MW irr. gy "\
N e OH
OH O
1

Schema 1: Synthese der FK506-Cy-carbonséaure (1) ausgehend vom FK506. Unter den Bedingungen der gekreuzten
Olefinmetathese gelang im Mikrowellenofen die Umsetzung des ungeschiitzten FK506 mit Acrylsdure unter Verwendung des
Hoveyda-Grubbs Katalysator der 2. Generation.

Das Produkt wurde als weilRer Feststoff in einer Ausbeute von 79,0 mg (75,2 %) erhalten.
2.1.2 Biochemische Untersuchung der FK506-C4-carbonsaure 1

Im Anschluss an die Synthese der Verbindung 1 erfolgte die Untersuchung der
inhibitorischen Eigenschaften der Verbindung 1 gegeniber hFKBP12. Zur weiteren
Charakterisierung der Bindung wurde die Bildung des Komplexes hFKBP12*[1]

fluoreszenzspektroskopisch untersucht.
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Abbildung 8: Inhibition von hFKBP12 durch FK506 und Verbindung 1. A) Die ICs;-Werte wurden in einem Protease-
gekoppelten PPlase-Assay, mit einer Konzentration von 15 nM hFKBP12 gemessen. Als Substrat fur das hFKBP12 wurde suc-
Ala-Phe-Pro-Phe-pNA (45 pM) verwendet. Die Verbindungen wurden in einem Konzentrationsbereich von 0,5-100 nM
eingesetzt. B) Zeitverlauf der Fluoreszenz von hFKBP12 bei Bindung von Verbindung 1 und FK506. Die intrinsische
Fluoreszenz von hFKBP12 wurde bei 20 °C in 35 nM HEPES-Puffer (pH 7,5) aufgenommen. Im MeRansatz waren 4 uM
hFKBP12 und 5 uM Inhibitor. Die Anregung erfolgte bei 295 nm, die Emission wurde bei 340 nm detektiert.

In Abbildung 8A ist die konzentrationsabhéngige Inhibition der PPlase-Aktivitdt von hFKBP12
durch Verbindung 1 und FK506 dargestellt. Mit einem ICs-Wert von 3,8 £ 0,3 nM zeigt
Verbindung 1 eine 1,5-fach schwéchere Inhibition der PPlase-Aktivitat von hFKBP12 als
FK506 (ICso = 2,5 + 0,2 nM, Lit. 2,5 nM®). Da dies nur eine geringfiigige Differenz darstellt,
kann Verbindung 1 hinsichtlich ihrer PPlase-Hemmung als aquipotent zu FK506 betrachtet

werden.

Der Zeitverlauf der Bindung von FK506 und seines Derivates wurde durch die Abnahme des
Fluoreszenzsignales von hFKBP12 als Funktion der Zeit nach Zugabe der FKBP12-Liganden
FK506 bzw. Verbindung 1 zu einer hFKBP12-Losung beobachtet. Das Absinken der
Fluoreszenzemission des Trp®® des hFKBP12 wird durch Lageverdnderung und
Abschirmung dieses Restes am Boden der hydrophoben Tasche im aktiven Zentrum von

hFKBP12 nach Bindung des Liganden verursacht &,

Misst man den zeitlichen Verlauf der Bindung des FK506 an hFKBP12 tber die intrinsische
Fluoreszenz des Trp*® sind zwei klar getrennte kinetische Phasen zu erkennen®®”. Die erste
schnelle Phase ist innerhalb der Totzeit beendet. Die zweite Phase ist durch die langsame
Bindung des FK506 an das hFKBP12 charakterisiert und war bei 20 °C nach zirka 10 min
beendet (Abb.8B). Diese biphasische Inhibition ist auf die cis/trans-Isomerisierung der
a-Keto-Pipecolinyl-Bindung des ungebundenen FK506 zuriickzufiihren®!. Wahrend in
diesem ungebundenen Zustand des FK506 die Imidbindung in cis-Konformation vorliegt,
findet man im hFKBP12*[FK506]-Komplex ausschlieRlich das trans-Konformer®®8. Auch bei
Verbindung 1 war, ahnlich wie bei FK506 selbst, die 2. Phase nach ca. 10 min beendet. Mit
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einem Wert von Kqps von 7,8*10° s bindet Verbindung 1 etwas schneller an das hFKBP12

als es FK506 mit einem Wert fiir kqps von 5,1¥10° s vermochte.

Die Immunsuppression durch FK506 beruht auf der Inhibition der Phosphataseaktivitat von
CaN durch den Komplex hFKBP12*[FK506]. Deshalb wurde der Einfluss von Verbindung 1
auf die CaN-katalysierte Dephosphorylierung des RII-Phosphopeptides vergleichend zu
FK506 untersucht (Abb.9A). Wahrend FK506 im Komplex mit hFKBP12 mit einem ICso-Wert
von 36,9 + 1,7 nM, der dem in der Literatur angegebenen Wert von ICs, = 45,0 = 4,0 nME%
entspricht, eine starke Inhibition von CaN zeigte, war Verbindung 1 bis zu einer
Konzentration von 10 pM inaktiv.
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Abbildung 9: Untersuchung der Inhibition von CaN durch FK506 und Verbindung 1. A) Die Bestimmung des ICso-Wertes der
CaN-Inhibition der Komplexe hFKBP12*1] und hFKBP12*[FK506] erfolgte auf Basis eines in vitro
RIl-Phosphopeptid-Dephosphorylierungs-Assay. Es wurde 15 pM hFKBP12 sowie FK506- bzw. Verbindung 1 in einem
Konzentrationsbereich von 5nM-10 pM eingesetzt. B) Bestimmung des ICs,-Wertes der Inhibition der NFAT-Reportergen-
Aktivitét durch Verbindung 1 und FK506. Jurkat-Zellen wurden mit dem NFAT-Luciferase-Reportergen-Plasmid (1 — 1.5 pg)
durch Elektroporation transfiziert. Die Zellen wurden mit Inhibitor fir 30 min vorinkubiert und mit 10 ng/mL PMA und 1 pg/mi
lonomycin fur 5 h stimuliert. Nach der Zelllyse wurde die Menge an Luciferase durch Messung der Bioluminiszenz bestimmt.

Zur weiteren Charakterisierung der immunsuppressiven Eigenschaften von Verbindung 1
wurde zusatzlich die NFAT-abhangige Expression des Reportergens Luciferase vom
Luciferase-Reportergen-Plasmid in Jurkat-Zellen untersucht. Durch Inhibierung von CaN wird
die Funktion des Transkriptionsfaktors NFAT blockiert und die als Reporter dienende
Luciferase wird vermindert exprimiert*”®. Anders als im CaN-Assay, wies Verbindung 1 eine
deutliche Inhibition der NFAT-Reportergen-Aktivitat auf, was auf eine reduzierte, aber noch
vorhandene CaN-Bindung an den bindren Komplex hFKBP12*[1] hinweist. Mit einem [Cgq-
Wert von 210 + 16,2 nM war Verbindung 1 jedoch im Vergleich zu FK506 (0,26 + 0,05 nM)
800-mal weniger effektiv (Abb.9B). Wahrend bei der in vitro beobachteten Inhibition von CaN
(Abb.9A) 10 nM CaN zugegeben wurden, ist die Konzentration von CaN in Jurkat-Zellen

12



wesentlich geringer®. Daher ist der NFAT-Reportergen-Assay zur Detektion der CaN-

Inhibition wesentlich sensitiver als der direkte Bindungsassay.
2.1.3 Synthese des [O-(Carboxymethyl)-D-Ser]®-CsA 2

Die Synthese des [O-(Carboxymethyl)-D-Ser]®-CsA erfolgte nach EBERLE et al. ®. Im ersten
Schritt der Synthese erfolgte die Alkylierung der primaren Hydroxylgruppe des D-Serin mittels
tert-Butylbromoacetat und 30 %iger Natronlauge. Um die Nebenreaktion der Alkylierung der
sekundaren Hydroxylgruppe der MeBmt'-Aminosaure so gering wie moglich zu halten, wurde
unter den Bedingungen der Phasen-Transfer-Katalyse gearbeitet. Als Phasen-Transfer-
Katalysator wurde Benzyltriethylammoniumchlorid verwendet. Im anschlieRenden Schritt
wurde [O-[(tert-Butoxycarbonyl)methyl]-D-Ser]?-CsA mittels methanolischer Natronlauge zu
[O-(Carboxymethyl)-D-Ser]®-CsA verseift (Schema 2).

N\)L¢ N\)K/d/\

HN o j\ o HN o
Br
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“*&* ’ “*&*’“‘W

Schema 2: Synthese von [O-(Carboxymethyl)-D-Ser]>-CsA (2) aus [D-Ser]’-CsA unter Phasen-Transfer-Katalyse. Im ersten
Schritt erfolgt die Veretherung der Hydroxylgruppe von D-Serin mit tert-Butyloromoacetat. Im zweiten Schritt kommt es zur
Abspaltung der tert-Butylgruppe und zum Erhalt von Verbindung 2.

Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von
750 mg (72,1 %) erhalten.

2.1.4 Biochemische Untersuchung des [O-(Carboxymethyl)-D-Ser]®-CsA 2

Die Verbindung 2 wurde auf ihre Fahigkeit untersucht, hCypA zu inhibieren. Dazu wurde ihre
konzentrationsabhangige Fahigkeit zur Inhibition der PPlase-Aktivitdt von hCypA im

Vergleich zu der der Ausgangsverbindung [D-Ser]>-CsA untersucht.

Verglichen mit [D-Ser]>-CsA weist Verbindung 2 eine &hnlich gute hCypA-Inhibition auf
(Abb.10A). Der ICs-Werte von Verbindung 2 war mit 3,1 + 0,2 nM (Lit.: 0,9 nM®Y) nur
1,3-fach hoher, als der von [D-Ser]®-CsA mit 2,3 + 0,3 nM (Lit.: 2,3 nM®). Somit konnte eine
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funktionelle Gruppe in das Molekil eingefuhrt werden, ohne die PPlase-hemmenden

Eigenschaften des [D-Ser]®-CsA zu verlieren.
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Abbildung 10: Inhibition von hCypA durch [p-Ser]’-CsA und Verbindung 2. A) Die ICs-Werte wurden in einem Protease-
gekoppelten PPlase-Assay mit einer Konzentration von 5 nM hCypA gemessen. Als Substrat fur hCypA wurde suc-Ala-Ala-Pro-
Phe-pNA (45 puM) verwendet. Die Verbindungen wurden in einem Konzentrationsbereich von 0,5-100 nM eingesetzt. B)
Zeitverlauf der Fluoreszens von hCypA bei Bindung von Verbindung 2 und [p-Ser]®-CsA. Die Intrinsische Fluoreszens wurde bei
20 °C in 35 nM HEPES-Puffer (pH 7,5) aufgenommen. Im MeRansatz waren 4 pM hCypA und 5 yM Inhibitor. Die Anregung
erfolgte bei 295 nm, die Emission wurde bei 340 nm detektiert.

Die Bildung des binaren Komplexes hCypA*[2] wurde Uber die intrinsische Fluoreszenz des
Trp**' des hCypA zeitabhéangig bestimmt. Trp*# ist das einzige Tryptophan im Protein und
maRgeblich an der Bindung von CsA beteiligt®?. Wie bereits von ZHANG et al. beschrieben,
nimmt die Fluoreszenzemission des Trp*** des hCypA nach Bindung des Wirkstoffes zu. Fir
die Bildung des hCypA*[CsA]-Komplexes ergaben sich nach ZHANG et al. drei kinetische
Phasen®®. Neben einer finalen sehr langsamen Phase (Phase 3) gibt es eine schnelle
Phase, die innerhalb der Totzeit beendet ist und einem in Lésung vorliegenden hCypA-
aktiven Isomer zuzuordnen ist (Phase 1). Die zweite, langsamere Phase (Phase 2) entspricht
der cis/trans-Isomerisierung der MeLeu®-MeLeu™-Bindung. Im ungebundenen Zustand
befindet sich die Amidbindung zwischen MelLeu® und MeLeu® von CsA in der
cis-Konformation. Im Komplex hCypA*[CsA] liegt ausschlieRlich das trans-Konformer vor,
Es wurde gezeigt, dass diese zweite Phase die langsame Isomerisierungskinetik von hCypA
durch CsA reprasentiert®™. Der ahnliche zeitliche Verlauf der Zunahme der intrinsischen
Fluoreszenz des Trp*?! von hCypA bei der Ausbildung der Komplexe hCypA*[[D-Ser]’-CsA]
und hCypA*[2] zeigt, dass trotz der Modifikation in Position 8 in beiden Substanzen eine
ahnliche Menge hCypA-aktives Isomer vorliegt und sie beide Substanzen hCypA langsam
inhibieren (Abb.10B). [D-Ser]®-CsA bindet an hCypA mit einem kqs-Wert von 3,5%10° s,
wohingegen Verbindung 2 mit einem kqps-Wert von 2,8*10° s™ nur etwas langsamer an
hCypA bindet.
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Im Komplex mit hCypA inhibierte Verbindung 2 die Phosphataseaktivitat von CaN mit einem
ICso-Wert von 344 + 26 nM (Lit.: 220 nM)®Y. Damit ist die Inhibition der CaN-Aktivitat nur um
das 2,5-fache schlechter als im Fall von [D-Ser]’-CsA mit einem ICso-Wert von 142 + 16 (Lit.:
40 nM)®Y. Trotzdem muss Verbindung 2 weiterhin als immunsuppressiv angesehen werden
(Abb.11A).
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Abbildung 11: Untersuchung der Inhibition von CaN durch [D-Ser]g-CsA und Verbindung 2. A) Bestimmung der ICso-Werte der
CaN-Inhibition der Komplexe hCypA*[[p-Ser]’-CsA] und hCypA*[2]. B) Bestimmung des ICs,-Wertes der Inhibition der NFAT-
Reportergen-Aktivitat durch Verbindung 2 und [p-Ser]®-CsA. Fiir die experimentellen Details siehe Abb.9.

Die Abbildung 11B zeigt den Einfluss von [D-Ser]®-CsA und Verbindung 2 auf die NFAT-
Reportergen-Aktivitat. Mit 1Cso-Werten von 1,66 + 0,13 bzw. 2,57 + 0,24 nM unterscheiden
sich die beiden Verbindungen nur unerheblich und weisen daher auf eine nahezu
unveranderte Immunsuppressivitit von Verbindung 2 hin. Somit bestatigt der

NFAT-Reportergen-Assay die Ergebnisse des zuvor durchgefiihrten CaN-Assays.

Fasst man die Ergebnisse der Bausteinsynthese fur die geplanten dualen Inhibtoren

zusammen ergeben sich folgende Merkmale:

(1) Die beiden Verbindungen 1 und 2 zeigten trotz der beschriebenen Modifikationen im
Vergleich mit den Ausgangsverbindungen FK506 bzw. [D-Ser]’-CsA eine &hnlich
potente Inhibition der PPlase-Aktivitat von hFKBP12 bzw. hCypA.

(2) Die Einfuhrung der Carboxylgruppe am Cs-Atom des FK506 erbrachte eine
Verbindung (1) mit stark reduzierter Immunsuppressivitat im Vergleich zu FK506.

(3) Die immunsuppressiven Eigenschaften der Verbindung 2 blieben trotz der Einflihrung
der Carboxymethyl-Gruppe am Sauerstoffatom der Hydroxylgruppe des D-Ser® von
[D-Ser]®-CsA erhalten.
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Abbildung 12: Darstellung der beiden modifizierten Wirkstoffe FK506 und [D-Ser]’-CsA. In rot sind die fiir die kovalente
Verknupfung notwendigen Carbonsaurefunktionen dargestellt.

2.1.5 Auswahl der Linker

Nach Erhalt der beiden Bausteine fur die kovalente Verkniipfung galt es, den geeignetsten
Linkertyp zu finden. Die Carboxylgruppen der Verbindungen 1 und 2 bieten einfache
Maoglichkeiten der Verknlpfung beider Molekile tber Ester- oder Amidbindungen. Allerdings
sind die sauren Reaktionsbedingungen der Veresterung mit der Saurelabilitat des FK506
nicht vertraglich. Ein weiterer Nachteil der Verknipfung tber Esterbindungen ist, dass Ester
unter zellularen Bedingungen weniger stabil sind als Amide. Des Weiteren kénnen Amide
unter leicht basischen Bedingungen mit Methoden der Peptidchemie dargestellt werden. Zu
Gunsten der Flexibilitdt und einer geringen Hydrophobizitat wurde auf Doppelbindungen und
Ringsysteme innerhalb des Linkers verzichtet, sodass unverzweigte Diaminoalkylketten oder
Diamino-PEG-Ketten zur Wahl standen. Bezlglich der Hydrophobizitat waren PEG-Linker
vorzuziehen, allerdings sind diese immer nur um eine monomere Einheit (-CH,-CH,-O-)
variabel. Deshalb wurden Diaminoalkyllinker unterschiedlicher Lange (3, 5, 7 und 9
Kohlenstoffatome) fur die Synthese herangezogen. Linker mit weniger als drei
Methylengruppen wurden nicht verwendet, da erst Linker mit einer Lange >6 A die simultane
Bindung zweier Proteine sterisch gestatten sollten®. Linker mit mehr als neun C-Atomen

wurden nicht verwendet, da sie zu hydrophob sind.
2.1.6 Synthese der FK506-C4-CO-NH(CH),NH,-Derivate 3-6

Fur die Synthese der Verbindungen 3-6 wurde Verbindung 1 mit Benzotriazol-1-yl-
oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat (PyBOP) und  Diisopropylethylamin
(DIPEA) in DMF fur funf Minuten vorinkubiert, damit sich der Aktivester bilden konnte.
AnschlieBend wurden mit 1,3-Diaminopropan, 1,5-Diaminopentan, 1,7-Diaminoheptan,
1,9-Diaminononan umgesetzt (Schema 3).
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Schema 3: Synthese der Verbindungen 3-6. Verbindung 1 und die entsprechenden Amine wurden mit PyBOP bei
Raumtemperatur zur Reaktion gebracht, um die um die Linker verlangerten FK506-Derivate zu erhalten.

Nach der saulenchromatographischen Reinigung wurden die Verbindungen 3-6 in Ausbeuten
von ca. 50 % erhalten (Tab.1).

Tabelle 1: Chemische Daten der FK506-Derivate 3-6

Verbindung Ausbeute Molmasse Retentionszeit
(%) (g mol™) R¢ (min)
M+H ber. | [M+H]ger
3 55,1 904,5 904,3 8,4
4 49,5 932,6 932,4 8,6
5 54,8 960,6 960,5 8,9
6 57,7 988,6 988,6 9,2

2.1.6 Biochemische Untersuchung der FK506-C4-CO-NH(CH),NH,-Derivate 3-6

Im Protease-gekoppelten PPlase-Assay wurden fur die Verbindungen 3-6 fur die Inhibition
von hFKBP12 ICso-Werte im Bereich von 2,7 bis 3,9 nM ermittelt (Abb.13A). Die Inhibition
war dabei unabhéngig von der Lange der Diaminoalkylketten und lag im gleichen Bereich
wie Verbindung 1 (ICs = 3,8 £ 0,32 nM).
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Abbildung 13: Inhibition von hFKBP12 durch die Verbindungen 3-6. A) Die ICso-Werte wurden in einem Protease-gekoppelten
PPlase-Assay mit einer Konzentration von 15 nM hFKBP12 gemessen. Als Substrat flir hFKBP12 wurde Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-
pNA (45 uM) verwendet. Die Verbindungen 3-6 wurden in einem Konzentrationsbereich von 2-200 nM eingesetzt. B) Zeitverlauf
der Fluoreszenz von hFKBP12 bei Bindung der Verbindungen 3-6. Fir experimentelle Details siehe Abbildung 8.

Um die Interaktionen ndher zu charakterisieren wurde analog Verbindung 1 der zeitliche
Verlauf der Bildung der Komplexe hFKBP12*[3-6] fluoreszenzspektroskopisch untersucht.
Die Bildung der hFKBP12*[3-6]-Komplexe verlief, anders als bei FK506 oder Verbindung 1
sehr schnell, eine zweite, langsame Phase war nicht detektierbar. Das lasst auf auf eine
Strukturdnderung zu Gunsten der trans-Konformation der o-Keto-Pipecolinyl-Bindung der
ungebundenen FKBP-Derivate 3-6 schliel3en (Abb.13B).

Beim Vergleich der Verbindungen 3-6 mit Verbindung 1 zeigte sich keine Verdnderung des
inhibitorischen Potentials im Komplex mit hFKBP12 gegenuber der Phosphatase-Aktivitat
von CaN (Abb.14A). Keine der untersuchten Verbindungen war in der Lage, CaN zu
inhibieren. Allerdings zeigte sich im NFAT-Reportergen-Assay eine Verdnderung. Wéhrend
Verbindung 1 die NFAT-Reportergen-Aktivitat noch im nanomolaren Bereich hemmte (210 *
16 nM), zeigten die Verbindungen 3-6 bis 10 uM keine Inhibition der Reportergen-Aktivitat
(Abb.14B).
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Abbildung 14: Untersuchung der Inhibition von CaN durch die Verbindungen 3-6. A) Bestimmung der CaN-Inhibition der
Komplexe hFKBP12*[3-6] B) Bestimmung der ICso-Werte der Inhibition der NFAT-Reportergen-Aktivitat der Verbindungen 3-6.

Fir die experimentellen Details siehe Abb.9.

2.1.7 Synthese der dualen Inhibitoren FK506-C,-CO-NH(CH),NH-[OCCH,-D-Ser]®-CsA

Die Synthesen der dualen Inhibitoren 7-10 wurden analog zu denen der Verbindungen 3-6

gefuhrt. Zunachst wurde Verbindung 2 mit PyBOP und DIPEA vorinkubiert, um den

entsprechenden Aktivester zu bilden. Danach wurde mit den Verbindungen 3-6 umgesetzt

und 1 h bei Raumtemperatur gerihrt (Schema 4). Die Ausgangstoffe wurden aquimolar

eingesetzt, da es an dieser Stelle der Synthese nicht mehr zu einer Dimerisierung kommen

kann.
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Schema 4: Synthese der dualen Inhibitoren 7-10

Tabelle 2: Chemische Daten der dualen Inhibitoren 7-10

Verbindung Ausbeute Molmasse Retentionszeit
(%) (g mol™) R¢ (min)
M+H ber. | [M+H]ger
7 51,2 2163,4 2163,6 14,1
8 76,6 2190,4 2190,2 14,3
9 64,2 22185 2218,2 14,6
10 56,8 2246,9 2246,8 14,9

2.1.8 Untersuchung der Inhibition der PPlase Aktivitat von hFKBP12 und hCypA der
Verbindungen 7-10

Fur die Verbindungen 7-10 wurde die Inhibition der PPlase-Aktivitat von hFKBP12 als auch
von hCypA im Protease-gekoppelten PPlase-Assay untersucht. Es zeigte sich, dass alle vier
dualen Inhibitoren sowohl hFKBP12 sowie hCypA im unteren nanomolaren Bereich
inhibieren (Abb.15).
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Abbildung 15: Inhibition von hFKBP12 und hCypA durch die Verbindungen 7-10. Die ICso-Werte wurden in einem Protease-
gekoppelten PPlase-Assay mit hFKBP12 (100 nM) und hCypA (8 nM) gemessen. suc-Ala-Lys-Pro-Phe-pNA (45 uM) bzw. suc-
Ala-Gly-Pro-Phe-pNA (45 uM) wurden als Substrat fir hFKBP12 bzw. hCypA verwendet. Die Verbindungen 7-10 wurden in
Konzentrationen von 2-200 nM eingesetzt.

Zu erkennen ist eine Abnahme des ICs-Wertes gegeniber hFKBP12 mit abnehmender
Linkerlange. Die Verbindungen 7 und 8 zeigten unter den verwendeten Assay-Bedingungen
mit ICso-Werten von 24,4 + 1,9 nM und 295 + 7,8 nM ein anndhernd so gutes
Inhibitionspotential wie FK506 (ICs-Wert von 18,1 + 3,0 nM). Demgegeniber stehen die
Verbindungen 9 und 10, welche mit 1Csp-Werten von 60,3 £ 5,1 bzw. 69,6 + 9,3 nM die
Aktivitat von hFKBP12 um das drei- bis vier-fache schlechter inhibierten als FK506. Im
Vergleich dazu lie3 das Inhibitionsverhalten der Verbindungen 7-10 gegentber hCypA nur
eine geringe Abhangigkeit von der Linkerlange erkennen. Verbindung 7 zeigte mit einem
ICso-Wert von 13,6 £ 1,4 nM eine dem [D-Ser]s-CsA (ICs0 = 8,3 £ 0,9 nM) ahnliche Inhibition.
Mit zunehmender Linkerlange nahm die Inhibition leicht ab mit 1Cs-Werten zwischen
18,5 nM fur Verbindung 7 und 21,5 nM fiur Verbindung 10. Die ICso-Werte fir FK506 und
[D-Ser]®-CsA sind héher als die literaturbekannten Werte, da zu ihrer Bestimmung héhere
Konzentrationen an PPlasen verwendet wurden. Das war erforderlich, da als Substrate hier
die Pentapeptide suc-Ala-Lys-Pro-Phe-pNA bzw. suc-Ala-Gly-Pro-Phe-pNA eingesetzt
wurden, die nicht die optimalen Substrate der vermessenen PPlasen darstellen und deshalb
hoéher Konzentrationen an Protein benotigt wurden. Es wurden die oben genannten
Pentapeptide verwendet, um die ICso-Werte der unkomplexierten Inhibitoren spéater mit den

ICso-Werten der vorinkubierten Komplexe vergleichen zu kénnen. Die Pentapedtide wurden
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in den PPlase-Messungen der vorinkubierten Komplexe verwendet, da ihre Isomerisierung

ausschlie3lich von FKBP12 bzw. CypA katalysiert wird.
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Abbildung 16: Zeitverlauf der Fluoreszenz der Verbindungen 7-10 im Komplex mit A) hFKBP12 und B) hCypA. Fur
experimentelle Details siehe Abb.8 und Abb.10.

Bei der Messung der ICso-Werte der hFKBP12-Inhibition der dualen Inhibitoren 7-10 traten
unerwartete Ergebnisse auf. Die ICsp-Werte sollten mit zunehmender Linkerlange abnehmen,
da die Entfernung der beiden Wirkstoffgruppen steigt und die Mdoglichkeit sterischer
Wechselwirkungen so minimiert wird. Tatsdchlich stiegen die ICso-Werte der hFKBP12-
Inhibition mit zunehmender Linkerlange jedoch an (Abb.16A). Zur Analyse des Zeitverlaufs
der Bindung der Verbindungen 7-10 an hFKBP12 wurde die intrinsische Fluoreszenz des
Trp* des hFKBP12 herangezogen. Auch hier verhielten sich die Verbindungen anders, als
nach den Untersuchungen der Verbindung 1 und 3-6 erwartet wurde. Anstatt das die
Fluoreszenzemission nach Bildung der hFKBP12*[7-10]-Komplexe wie bisher abnahm, stieg
sie an. In Abbildung 16A ist zu erkennen, dass die vier Komplexe unterschiedliche
Intensitaten des Fluoreszenzsignals aufweisen. Der Komplex hFKBP12*[10] zeigte die
geringste Fluoreszenzemission. Mit abnehmender Linkerlange stieg die
Fluoreszenzemission an. Interessanterweise zeigten die Messung des zeitlichen Verlaufs der
Bildung der hCypA*[7-10]-Komplexe iber die intrinsischen Fluoreszenz des Trp™' des
hCypA auch eine Abhangigkeit von der Lange des Linkers. Die Verbindungen zeigten einen
unterschiedlichen Verlauf der Bindung an hCypA (Abb.16B). Bei Verbindung 7 und 8 wies
die schnelle erste Phase eine gegeniber der Ausgangsverbindung deutlich reduzierte
Amplitude auf, wahrend Verbindung 9 und 10 eine deutlich vergrof3erte Amplitude der
schnellen Phase zeigten. Bei Verbindung 9 und 10 scheint also ein héherer Anteil der

Molektle bereits in der CypA-aktiven Form vorzuliegen.
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Tabelle 3: koss-Werte der Bindung der dualen Inhibitoren an hCypA.

Verbindung Kobs (NCypA) % schnelle Phase
7 5,2¢107° ™ 83,1 %
8 1,7¢10%s™ 19,7 %
9 7,5%107° ™ 80 %
10 53107 s™ 31,8 %

2.1.9 Untersuchung der hFKBP12-Inhibition durch die hCypA*[7-10]-Komplexe

Als nadchstes wurden die Verbindungen 7-10 zun&chst mit hCypA inkubiert, bevor die
inhibierende Wirkung des hCypA*[7-10]-Komplexes auf die PPlase hFKBP12 untersucht
wurde (Abb.17).
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Abbildung 17: Inhibiton von hFKBP12 durch die hCypA*[7-10]-Komplexe (weiB). In grau sind die ICso-Werte der
unkomplexierten Verbindungen dargestellt. hCypA wurde mit einem Uberschuss der Verbindungen (1 uM) inkubiert um die
Komplexe hCypA*[7-10] zu bilden. AnschlieRend wurden die Uberschussigen Verbindungen mittels Amicon Zentrifugenfilter mit
einem Ausschlussvolumen von 10 kDa entfernt. Nach der Zentrifugation wurden die bindren Komplexe hCypA*[7-10] zur
Bestimmung der ICsp-Werte der hFKBP12-Inhibition eingesetzt. Die Bestimmung erfolgte mittels Protease-gekoppelten
PPlase-Assay in dem 15 nM hFKBP12 und suc-Ala-Lys-Pro-Phe-pNA (45 uM) als Substrat verwendet wurde.

Die Reihenfolge der hFKBP12-Inhibition durch die hCypA*[7-10]-Komplexe ist
entgegengesetzt der hFKBP12-Inhibition durch die unkomplexierten Verbindungen 7-10
(Abb.17).

Der bindre Komplex hCypA*[7] inhibierte die hFKBP12-PPlase-Aktivitat mit einem zehn-fach
schlechteren ICso-Wert als die unkomplexierten Verbindung 7 (254,7 + 19,6 nM vs. 24,4+ 1.9
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nM). Uberraschend war die Verdopplung der Effektivitat der Verbindungen 9 und 10. Die
Komplexe hCypA*[8-9] inhibierten die Enzymaktivitdt von hFKBP12 mit ICso-Werten von 30,3
+ 6,3 nM fur 9 bzw. 35,0 £ 8,6 nM fir 10, wohingegen die unkomplexierten Verbindungen
hFKBP12 nur mit ICso-Werten von 60.3 £ 5,1 bzw. 69,6 + 9,3 nM inhibierten.

2.1.10  Bestimmung der hCypA-Inhibition durch die hFKBP12*[7-10]-Komplexe

Es wurde ebenfalls die hCypA-Inhibition durch die bindren Komplexe hFKBP12*[7-10]
untersucht (Abb.18). Anders als im vorhergehenden Experiment, konnte durchweg eine
Steigerung der Effizienz der hCypA-Inhibition durch den bindren Komplex hFKBP12*[7-10]

beobachtet werden.
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Abbildung 18: Inhibition von hCypA durch die hFKBP12*[7-10]-Komplexe. Die Verbindungen 7-10 wurden mit einem
Uberschuss an hFKBP12 (500 nM) vorinkubiert Die so entstandenen bindren Komplexe hFKBP12*[7-10] werden zur
Bestimmung der ICso-Werte der hCypA-Inhibition eingesetzt. Die Bestimmung erfolgte mittels Protease-gekoppelten
PPlase-Assay in dem 6 nM hCypA und suc-Ala-Gly-Pro-Phe-pNA (45 uM) als Substrat verwendet wurde.

Im Mittel inhibierten die unkomplexierten Verbindungen 7-10 mit einem ICso-Wert von 20 nM,
wohingegen die hFKBP12*[7-10]-Komplex die ICso-Werte auf zirka 10 nM senkten. Das
hFKBP12 hatte keinen signifikanten Effekt auf die Inhibition von hCypA durch [D-Ser]?-CsA.
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2.1.11 Untersuchung der Inhibition der CaN-Aktivitat
Eines der Ziele der kovalenten Fusion von FK506 und [D-Ser]®-CsA war, neben der
gleichzeitigen Inhibition der PPlase-Aktivitat von FKBP und Cyclophilinen, die Beeinflussung
der immunsuppressiven Eigenschaften der beiden Stammverbindungen. Fir die Analyse der
Calcineurin-Inhibition der dualen Inhibitoren sollten drei verschiedene Aspekte untersucht
werden.
1. Inhibition der CaN-Aktivitat durch hFKBP12*[7-10]

2. Inhibition der CaN-Aktivitat durch hCypA*[7-10]

3. Inhibition der CaN-Aktivitat durch hFKBP12*[7-10]*hCypA
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Abbildung 19: Untersuchung der Inhibition von CaN durch die Verbindungen 7-10. Es wurden die bindren Komplexe aus
hFKBP12*[7-10] (orange) und hCypA*[7-10] (cyan) sowie der terndre Komplex aus hFKBP12*[7-10]*hCypA (gruin) untersucht.
Die Bestimmung der ICso-Werte erfolgte mittels eines in vitro CaN-Assays mit dem RII-Phosphopeptid als Substrat. Es wurden
jeweils 15 uM hFKBP12 und hCypA, sowie die Verbindungen 7-10 in einem Konzentrationsbereich von 25 nM-10 uM
eingesetzt.

In Abbildung 19 sind die drei Experimente zusammengefasst. Die Komplexe hFKBP12*[7-10]
inhibierten die enzymatische Aktivitdt von CaN bis zu einer Inhibitorkonzentration von 10 pM
nicht. Anders verhalt es sich mit der CaN-Inhibition durch die Komplexe hCypA*[7-10]. Mit

25



zunehmender Lange des Diaminoalkyllinkers nahm die Effizienz der Hemmung des CaN von

7 zu 9 stetig zu.

Vergleicht man die CaN-Inhibition der Verbindung 7 mit der von [D-Ser]®-CsA, so lieR sich
eine um das 36-fache verminderte Fahigkeit zur Inhibition der Phosphatase-Aktivitat des
CaN feststellen. Verbindung 8 inhibierte die Phosphatase-Aktivitat des CaN nur mit einem
ICso-Wert von 1,8 + 0,5 pM, wahrend Verbindung 9 mit 0,3 £ 0,09 pM inhibierte. Das heil3t,
dass eine Verlangerung um vier Kohlenstoffatome eine Effektivitatssteigerung um das 15-
fache ergab. Die Effektivitat der Inhibition nimmt von 9 zu 10 wieder ab. So inhibierte der
Komplex hCypA*[10] die Phosphatase-Aktivitdt des CaN mit einem ICso-Wert von 0,8 + 0,2
MM und war daher zirka drei-fach weniger effektiv, als Verbindung 9. Die Betrachtung der
CaN-Inhibition der einzelnen bindren Komplexe zeigte, dass die Inhibition des CaN
ausschlielich Uber die Komplexe hCypA*[7-10] vermittelt wurde. Im letzten Experiment
wurden die terndren Komplexe hFKBP12*[7-10]*hCypA untersucht. Es wurden auf Grund
von sterischen Hinderungen zwischen den Enzymen hohere I1Cs-Werte und eine daraus
resultierende verminderte CaN-Inhibition erwartet. Die Effektivitdt der ternaren
hFKBP12*[7-10]*hCypA-Komplexe folgte dem gleichen Verlauf wie die CaN-Inhibition der
bindren Komplexe hCypA*[7-10]. Die Verbindung 7 zeigte im terndren Komplex bis zu einer
Inhibitorkonzentration von 10 UM keinerlei inhibitorische Aktivitdit gegentber CaN.
Dahingegen zeigten die Komplexe hFKBP12*[8-9]*hCypA eine gesteigerte inhibitorische
Aktivitdt gegentber dem CaN. Die beiden Verbindungen inhibierten die Phosphatase-
Aktivitdt mit 1Cso-Werten von 2,7 + 0,9 uM respektive 0,7 £ 0,3 uM. Die Effektivitat der
CaN-Inhibition nahm von Verbindung 9 =zu 10 drastisch ab. So inhibierte
hFKBP12*[10]*hCypA die CaN-Aktivitat nur noch mit einem Achtel der Effektivitat von
hFKBP12*[9]*hCypA. Vergleicht man die Inhibition der hFKBP12*[7-10]*hCypA-Komplexe
mit dem Inhibitionsvermégen der bindren Komplexe hFKBP12*[FK506] und hCypA*[[D-Ser]?-
CsA], so zeigte sich, dass die Verbindungen 7-10 Verbindungen mit stark reduzierter

Immunsuppressivitat darstellen.

Weiterhin wurde zur Bestimmung der immunsuppressiven Eigenschaften der Verbindungen
ein  NFAT-Reportergen-Assay durchgefiihrt. Mittels des Assays lassen sich die
immunsuppressiven Eigenschaften der Verbindungen innerhalb lebender Zellen untersuchen
(Abb.20).
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Abbildung 20: Bestimmung der ICso-Werte der Inhibition der NFAT-Reportergen-Aktivitat durch die Verbindungen 7-10. Fur
experimentelle Details siehe Abbildung 9.

Bei Betrachtung der Ergebnissse des NFAT-Reportergen-Assays in Abb. 20 ist zu erkennen,
dass die vier Verbindungen sehr unterschiedliche Inhibitionsvermégen aufwiesen.
Uberraschend war das unterschiedliche Inhibitionsverhalten der Verbindung 7 im NFAT- und
CaN-Assay. Wahrend Verbindung 7 im CaN-Assay bis zu einer Inhibitorkonzentration von
10 uM keine Inhibition zeigte, zeigte sie mit einem ICs-Wert von 402 = 72 nM im NFAT-
Reportergen-Assay deutliche immunsuppressive Eigenschaften. Die Verbindung 8 besalR mit
einem ICso-Wert von 590 = 122 nM eine anderthalb-fach schlechtere Inhibition der
NFAT-Reportergen-Aktivitat als Verbindung 7. Wird der Linker um weitere zwei C-Atome
verlangert, so erfolgte eine drastische Verbesserung der Inhibition der NFAT-Reportergen-
Aktivitat. Die Verbindung 9 inhibierte mit einem ICs-Wert von 98 + 10 nM die
NFAT-Reportergen-Aktivitat um das sechs-fach besser als Verbindung 8. Sie ist somit die
Verbindung mit den starksten immunsuppressiven Eigenschaften. Eine nochmalige
Verlangerung des Linkers auf neun Kohlenstoffatome bewirkte eine Verschlechterung der
Inhibition der NFAT-Reportergen-Aktivitat. Der 1Cso-Wert von Verbindung 10 &hnelte mit 535
+ 57 nM dem von Verbindung 8 mit 590 £+ 122 nM.
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Tabelle 4: Zusammenfassung der Enzyminhibition durch die dualen Inhibitoren 7-10

_ hFKBP12 | hFKBP12 | hCypA hCypA CaN NFAT
Verbindung
(ICso/nM) (ICso/NM) (ICso/nM) (ICso/NM) (ICso/nM) (ICso/NM)
hCypA* hFKBP12* hFKBP12*[7-
hFKBP12 |  hCypA
[7-10] [7-10] 10]* hCypA

7 244+19 254 +19,6 13,6 1,5 9,3+4,2 >10000 4600 + 1027 >10000 402 £ 72
8 295+78 854+17,4 18,5+4,5 93+1,4 >10000 1840 + 567 2740 £ 907 590 + 122

9 60,3+5,1 30,3+6,3 20,7+5,3 10,6 +1,9 >10000 306 + 87 758 + 312 98 + 10

10 64,6 +9,3 350+8,6 21,520 11,7+25 >10000 841 + 230 5860 + 1127 535+ 57
FK506 18,1+3,0 -- -- -- 126+1,2 -- -- 0,2+0,03

[D-Ser]®-
82+0,9 -- -- 128, +24 -- 3,0£0,6
CsA

2.2 Die dualen Inhibitoren CHX-CH,CO-NH(CH),NH-[OCCH,-D-Ser]-CsA
16-19

Nachdem die  Verbindungen bestehend aus einer FK506- und einer
[D-Ser]®-CsA-Komponente, sich als gute PPlase-Inhibitoren bei verminderter CaN-Inhibition
erwiesen, sollten weitere duale Inhibitioren dargestellt werden. In diesen Derivaten sollten
die bisherigen Wirkstoffe gegen andere PPlase-Inhibitoren ersetzt werden, um mdgliche
Selektivitdten innerhalb der FKBP- bzw. Cyclophilin-Familie zu erzielen. In der folgenden
Synthese wurde FK506 durch Cycloheximid (CHX) ersetzt ®%,

2.2.1 Synthese von N-(Carboxymethyl)-Cycloheximid 11

Bevor das Cycloheximid mit dem [D-Ser]®-CsA verkniipft werden konnte, musste zunachst
eine Funktionalitat fur die Anknipfung des Linkers geschaffen werden. Dazu erfolgte eine
Substitution des Wasserstoffatoms am Glutarimidylstickstoff durch eine
Carboxymethylgruppe. Fir die Darstellung von Verbindung 11 wurde Cycloheximid im ersten
Schritt mit tert-Butyloromoacetat und K,CO; in DMF umgesetzt und man erhielt den
tert-Butylester am Sticktoffatom des Glutarimidyl-Ringes. Im zweiten Schritt erfolgte die

Verseifung des Esters mittels ZnCl,*Etherat in Methylenchlorid.
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Schema 5: Synthese von Verbindung 11 ausgehend von Cycloheximid. Im ersten Schritt erfolgte die Alkylierung mit
tert-Butylbromoacetat gefolgt von der Abspaltung der tert-butyl-Schutzgruppe im zweiten Schritt.

Nach Extraktion mit einer gesaéttigten EDTA-LOsung und folgender
saulenchomatographischer Reinigung wurde die Verbindung N-(Carboxymethyl)-
Cycloheximid (11) erhalten und im Folgenden hinsichtlich ihrer Inhibition der PPlase-Aktivitat
von hFKBP12 und ihres immunsuppressiven Potentials untersucht (Schema 5). Das
Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung fir die anschlieRenden Synthesen
weiterverwendet. Es wurde in einer Ausbeute von 479 mg (79,0% bezogen auf

Cycloheximid) erhalten.
2.2.2 Biochemische Eigenschaften des N-(Carboxymethyl)-Cycloheximid 11

Im Protease-gekoppelten PPlase-Assay inhibierte Verbindung 11 die PPlase-Aktivitdt von
hFKBP12 mit einem ICso-Wert von 9,7 £ 0,6 uM. Dieser lag Gber dem ICso-Wert von CHX mit
4,2 + 0,5 uM (Abb.21A).

Im NFAT-Reportergen-Assay zeigte Verbindung 11 sowie die Ausgangsverbindung CHX
keine inhibitorische Wirkung. Als Positivkontrolle wurde FK506 mitgefiihrt, welches wie
erwartet die NFAT-Reportergen-Aktivitat mit einem 1Cs-Wert von 0,20 + 0,03 nM inhibierte
(Abb.21B).
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Abbildung 21: Inhibition von hFKBP12- und NFAT-Reportergen-Aktivitat durch Verbindung 11, CHX und DM-CHX. A) Die ICso-
Werte der hFKBP12-Inhibition wurden in einem Protease-gekoppelten PPlase-Assay mit 10 nM hFKBP12 bestimmt. Als
Substrat fir das hFKBP12 wurde suc-Ala-Leu-Pro-Phe-pNA (45 pM) verwendet. Die Verbindungen wurden in einem
Konzentrationsbereich von 1-50 uM eingesetzt. B) Fir die Bestimmung der ICso-Werte der NFAT-Reportergen-Inhibition siehe
Abbildung 9. Die Verbindungen wurden in einem Konzentrationsbereich von 0,1-50 uM eingesetzt.
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2.2.3 Synthese der [D-Ser-CO-NH(CH),NH,]*-CsA-Derivate 12-15

Durch kovalente Verknipfung von 1,3-Diaminopropan, 1,5-Diaminopentan, 1,7-
Diaminoheptan und 1,9-Diaminononan an Verbindung 2 wurden die Molekile 12-15
dargestellt. Die Verknipfung erfolgte analog den Synthesen der Verbindungen 3-6. Dazu
wurde Verbindung 2 zunachst mit PyBOP und DIPEA in DMF voraktiviert, um anschlie3end
mit einem Uberschuss des jeweiligen Diaminoalkyllinkers zu den Verbindungen 12-15

umgesetzt zu werden (Schema 6).
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Schema 6: Synthese der Verbindungen 12-15 ausgehend von Verbindung 2. Dazu erfolgt die Kupplung von 2 mit den
entsprechenden Diaminoalkylverbindungen mittels PyBOP und DIPEA als Kupplungsreagenzien.

Tabelle 5: Chemische Daten der [D-Ser]>-CsA-Derivate 12-15

Verbindung Ausbeute Molmasse Retentionszeit
(%) (g mol™) R¢ (min)
M+H ber. | [M+H]ger
12 72,1 1333,9 1333,7 10,3
13 62,7 1360,9 1360,8 10,4
14 72,9 1389,8 1389,8 10,8
15 64,5 1417,7 1417,8 111

2.2.4 Untersuchung der Inhibition der hCypA-PPlase-Aktivitat der
[D-Ser-CO-NH(CH),NH,]®-CsA-Derivate 12-15

Nach erfolgreicher Synthese wurde die Inhibition der Verbindungen 12-15 auf die PPlase-
Aktivitdt von hCypA untersucht. Mit 1Cso-Werten zwischen 3,5 - 4,5 nM sind die Molekile
ahnlich gute hCypA-Inhibitoren wie die Ausgangsverbindung 2, unabhangig von der Lange
der Alkylkette, die in Position 8 angeknupft wurde (Abb.22).
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Abbildung 22: Inhibition von hCypA durch die Verbindungen 12-15. Die ICso-Werte der hCypA-Inhibition wurden in einem
Protease-gekoppelten PPlase-Assay mit 5 nM hCypA bestimmt. Als Substrat fur hCypA wurde suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA (45
UM) verwendet. Die Verbindungen wurden in einem Konzentrationsbereich von 0,5-25 nM eingesetzt.

Die Bestimmung der Inhibition von CaN erfolgte fir die Verbindungen 12-15 nicht. Nur die
Verbindungen 16-19 bei denen CHX und [D-Ser]®-CsA iiber die Linker miteinander verkniipft
sind wurden auf ihre Fahigkeit zur Inhibition von CaN untersucht, da CHX keinen Einfluss auf
die CaN-Aktivitat besitzt und auch nicht-immunsuppressiv wirkt. Aus diesem Grund kann
davon ausgegangen werden, dass die CaN-Inhibition durch die dualen Inhibitoren 16-19

ausschlieBlich durch den [p-Ser]?-CsA-Teil der Inhibitoren hervorgerufen wird.

2.2.5 Synthese der dualen Inhibitoren CHX-CH,CO-NH(CH),NH-[OCCH,-D-Ser]®-CsA
16-19

Die kovalente Verknupfung der Verbindungen 12-15 mit Verbindung 11 zu den neuen dualen
Inhibitoren 16-19 geschah unter den bisher verwendeten Kupplungsbedingungen. Zuerst
wurde mit PyBOP und DIPEA der Aktivester der Verbindungen 12-15 gebildet und im

Anschluss mit Verbindung 11 zu den neuen dualen Inhibitoren umgesetzt (Schema 7).
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Schema 7: Synthese der Verbindungen 16-19, durch Umsetzung der Verbindungen 12-15 mit 11.

Tabelle 6: Chemische Daten der dualen Inhibitoren 16-19

Verbindung Ausbeute Molmasse Retentionszeit
(%) (g mol™) R¢ (min)
M+H ber. | [M+H]ger
16 76,5 1654,1 1654,3 12,1
17 69,1 1689,1 1689,2 12,2
18 68,1 1710,2 1710,2 12,6
19 64,1 1738,1 1738,2 13,1

2.2.6 Untersuchung der Inhibition der hFKBP12 und hCypA-PPlase-Aktivitat durch
Verbindungen 16-19

Die neuen dualen Inhibitoren wurden ebenfalls auf ihre Fahigkeit untersucht, die PPlase-
Aktivitdt von hFKBP12 und hCypA inhibieren zu kdnnen. In Abbildung 23 sind die ICso-Werte
der hCypA-Inhibition der Verbindungen 16-20 dargestellt.
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Abbildung 23: Inhibition von hCypA durch die Verbindungen 16-19. Die ICso-Werte der hCypA-Inhibition wurden in einem
Protease-gekoppelten PPlase-Assay mit 5 nM hCypA bestimmt. Als Substrat fur hCypA wurde suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA (45
UM) verwendet. Die Verbindungen wurden in einem Konzentrationsbereich von 0,5-25 nM eingesetzt.

Mit ICso-Werten von 4,7 £ 0,5 nM und 4,9 £ 0,4 nM inhibierten die Verbindungen 16 bzw.17
die PPlase-Aktivitat von hCypA mit der gleichen Effektivitat wie die Ausgangsverbindung 2.
Bei 18 und 19 kam es zu einer Erhéhung des ICso-Wertes. Die ICso-Werte betragen fir
Verbindung 18 9,7 +1,5 nM bzw. 13,0 + 1,5 nM fur Verbindung 19.

Die ICso-Werte der Inhibition der PPlase-Aktivitat von hFKBP12 konnten nicht bestimmt
werden. Auf Grund des mikromolaren Inhibitionsbereiches der CHX-Komponente mussten
im Protease-gekoppelten PPlase-Assay hohe Inhibitorkonzentrationen eingesetzt werden. In

diesen hohen Konzentrationen waren die Verbindungen 16-19 in walrigen Lésungen nicht
16slich.

2.2.7 Synthese des CHX-CH,CO-NH(CH,),O(CH,),O(CH,),NH-[OCCH,-D-Ser]3-CsA-
Derivates 20

Um die Loslichkeit der dualen CHX/[D-Ser]?-CsA Inhibitoren 16-19 zu erhthen, wurde eine
Verbindung mit einem 2,2'-(Ethylendioxy)-diethylamin (EDO)-Linker synthetisiert (Abb.24).
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Abbildung 24: Darstellung der Verbindung 20. Im Unterschied zu den Verbindungen 16-19 erfolgte die Verknipfung mittels
eines Ethylenglykol-Linkers.

Die kovalente Verkniipfung des Polyethylenglykol-Linkers mit Verbindung 2 erfolgte analog
den Synthesen der Verbindungen 12-15. Die so erhaltene Verbindung wurde anschlieRend

mit PyBOP und DIPEA zu dem neuen dualen Inhibitor 20 umgesetzt.

2.2.8 Untersuchung der Inhibition der PPlase-Aktivitat von hFKBP12 und hCypA
durch Verbindung 20

Als erstes wurde der ICs-Wert der hCypA-Inhibition bestimmt, damit er mit den anderen

dualen Inhibitoren verglichen werden konnte (Abb. 25).
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Abbildung 25: Inhibition der hCypA-PPlase-Aktivitat durch Verbindungen 16-20. Die ICso-Werte der hCypA-Inhibition wurden in
einem Protease-gekoppelten PPlase-Assay mit 5 nM hCypA bestimmt. Als Substrat fir hCypA wurde suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA
(45 pM) verwendet. Die Verbindungen wurden in einem Konzentrationsbereich von 0,5-25 nM eingesetzt.

Der ICs-Wert der hCypA-Inhibition war mit einem ICso-Wert von 4,5 + 0,9 nM sehr &hnlich zu

dem der Ausgangsverbindung 2, welche einen ICso-Wert von 4,3 + 0,3 nM besitzt. Die
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Untersuchung der Inhibition von hFKBP12 war mit Verbindung 20 moglich, wahrend der
Analyse wurde kein Ausfallen der Substanz beobachtet. Es zeigte sich, dass Verbindung 20
hFKBP12 mit einem ICso-Wert 6,9 + 0,7 pM hemmt. Sie bildet damit ein ahnlich potenten
Inhibitor wie die Ausgangsverbindung CHX, die hFKBP12 mit einem I1Cso-Wert von 4,2 £ 0,5
UM inhibiert (Abb.26).

IC55 ) M
B

0 T

[ Verbindung 20 ] CHX

Abbildung 26: Inhibition von hFKBP12 durch Verbindung 20 und DM-CHX. Die ICs-Werte wurden in einem Protease-
gekoppelten PPlase-Assay mit 10 nM hFKBP12 gemessen. Als Substrat wurde suc-Ala-Leu-Pro-Phe-pNA (45 pM) verwendet.
Die Verbindungen wurden in einem Konzentrationsbereich von 0,2-100 uM eingesetzt.

2.2.9 Bestimmung der Inhibition der CaN-Aktivitat der Verbindungen 16-20

Die potentielle Immunsuppressivitdit der Verbindungen wurde an Hand des
NFAT-Reportergen-Assays ermittelt. Im Gegensatz zu den Derivaten 7-10 wies die Fahigkeit
zur Inhibierung der NFAT-Reportergen-Expression fur die Verbindungen 16-19 eine direkte
Abhangigkeit von der Linkerlange auf. Es zeigte sich, dass das inhibitorische Potential der

dualen Inhibitoren mit steigender Lange des Linkers zunimmt (Abb.27A).
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Abbildung 27: A) Inhibition der NFAT-Reportergen-Aktivitat der Verbindungen 16-20. Fir experimentelle Details siehe
Abbildung 9. Die Verbindungen wurden in Konzentrationen von 0,1-25 uM eingesetzt. B) CD-Spektren der Verbindungen 16-20.

Die Spektren wurden bei 37 °C in 5 nM Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) und einer Inhibitorkonzentration von 100 pM
aufgenommen.

Verbindung 16 besitzt einen ICso-Wert von 294 + 70 nM. Damit weist sie im Vergleich zu
Verbindung 2, eine um das 71-fache geringere Inhibition der NFAT-Reportergen-Aktivitat auf.
Mit zunehmender Lange des Alkyllinkers nahmen die immunsuppressiven Eigenschaften zu.
Die Verbindung 19 und 20 inhibierten mit ICso-Werten von 24,5 £ 6,9 nM bzw, 21,5 + 3,6 nM
die NFAT-Reportergen-Aktivitat nur noch um das fiinf-fache schlechter als Verbindung 2. Zur
weiteren Charakterisierung dieser Ergebnisse wurden die Verbindungen 16-20 mittels des
Circulardichroismus (CD) untersucht, um einen etwaigen Zusammenhang zwischen
Inhibition und strukturellen Verdnderungen festzustellen (Abb.27B). Als Referenzsubstanz
diente das [D-Ser]®-CsA. Die Sekundarstruktur des [D-Ser]>-CsA beinhaltet, analog CsA, eine
B-Schleife der Aminosauren Abu?-Val® 312 die im CD-Spektrum durch eine Bande mit
einem Minimum bei zirka 226 nm charakterisiert®" wird. Vergleicht man die CD-Spektren der
Verbindungen 16-20 mit dem des [D-Ser]’-CsA, so ist zu erkennen, dass sich Verbindung 16
und 17 signifikant von [D-Ser]®-CsA unterscheiden. Sie zeigten eine Abnahme der Bande bei
226 nm von bis zu 40 % fur Verbindung 16. Verbindung 19 und 20 besitzen ein CD-
Spektrum, das sehr ahnlich zu [D-Ser]’-CsA ist.

2.3 Synthese wund biochemische Eigenschaften des FK506-Cyo-
CONHC(CHz3)s-Derivates 21 und FK506-Co-COOMe-Derivates 22

Die FK506-Derivate 21 und 22 wurden synthetisiert, um die Mdglichkeit zu erhalten zu
differenzieren, ob die in vivo gefundenen biologischen Aktivititen der eingesetzten

Substanzen auf der Inhibition der PPlase-Aktivitdt von FKBP beruhen oder ihre Ursache in
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der Inhibition von CaN besitzen. Zu diesem Zweck wurde zur Erzeugung von Verbindung 21
FK506 in der CaN-Bindestelle modifiziert, um die CaN-inhibitorischen Eigenschaften zu
reduzieren wobei die Fahigkeit zur Inhibition von FKBP erhalten werden sollte. Die
Modifikation der FKBP-Bindestelle von FK506 in Verbindung 22 sollte dem gegeniiber einen
vollstandigen Verlust der FKBP-Bindung, und damit verbunden auch den Verlust der CaN-
inhibitorischen Eigenschaften zur Folge haben.

A€+.% E. L O
.ﬁ(LE.—x

- C-o-Co-CoP

Abbildung 28: Schematische Darstellung des Verlustes der CaN-inhibitorischen Eigenschaften der Verbindungen 21 und 22.
A) FK506 bindet zunachst mit der PPlase-Bindestelle an das aktive Zentrum von FKBP12. Der FKBP12*[FK506]-Komplex
bindet seinerseits an CaN und bewirkt die immunsuppresiven Eigenschaften von FK506. B) Verbindung 21 bindet analog
FK506 mit der PPlase-Bindestelle an das aktive Zentrum von FKBP12. Aufgrund der Modifikation der CaN-Bindestelle ist es
dem FKBP12*[21]-Komplex nicht mdglich, CaN zu binden. Daraus resultieren die nicht-immunsuppressiven Eigenschaften von
Verbindung 21. C) Die Modifikation der PPlase-Bindestelle im FK506-Derivat 22 verhindert die Ausbildung des FKBP12*[22]-
Komplexes. Ohne den FKBP12*[22]-Komplex ist Verbindung 22 nicht in der Lage, an CaN zu binden, woraus die nicht-
immunsuppressiven Eigenschaften resultieren.

- o —

2.3.1 Synthese des FK506-C4,-CONHC(CH3)s-Derivates 21

Die Synthese von 21 erfolgte unter den bisher verwendeten Kupplungsbedingungen. Zuerst
wurde Verbindung 1 mit PyBOP und DIPEA voraktiviert und im Anschluss mit tert-Butylamin
zu dem gewinschten Produkt 21 umgesetzt (Schema 8). Nach der erfolgten Reinigung

wurde das Produkt als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von 7,2 mg (67,9 %) erhalten.
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Schema 8: Synthese der Verbindungen 21. Sie wird erhalten durch Umsetzung der Verbindungen 1 mit tert-Butylamin.

2.3.2 Synthese des FK506-Cy-COOMe-Derivates 22

Mit dem FK506-Analogon 22 wurde eine Verbindung synthetisiert, deren Grundgertst sich
von dem des FK506 nur in der modifizierten FKBP-Bindungstelle unterschied. Durch eine
BENZILSAURE-UMLAGERUNG wurde das 1,2-Diketon zu einem a-Hydroxycarbonsaureester
umgelagert (Schema 9). Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3e

Feststoffe mit einer Ausbeute von 24,0 mg (46,2 %) erhalten.

FK506 22

Schema 9: Mechanismus der BENzILSAUE-UMLAGERUNG. Unter basischen Bedingungen lagert sich das 1,2-Diketon der PPlase-
Bindestelle zu einem o-Hydroxycarbonséureester um. Dies bedingt einen vélligen Verlust der FKBP-bindenden Eigenschaften.

2.3.3 Bestimmung der Inhibition der hFKBP12-PPlase-Aktivitat der Verbindungen 21
und 22

In Anschluss an die Synthese wurde die Inhibition der hFKBP12-PPlase-Aktivitat durch die
Verbindungen untersucht. Abbildung 29A zeigt die konzentrationsabhangige Inhibition der
hFKBP12-PPlase-Aktivitat durch Verbindung 21, 22 und FK506. Mit einem ICso-Wert von

2,55 + 0,17 nM inhibierte FK506 die hFKBP12-PPlase-Aktivitat nur geringflgig besser als
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Verbindung 21 (ICso = 2,75 + 0,13 nM). Somit stellt Verbindung 21 einen &quipotenten
Inhibitor zu FK506 dar. Im Vergleich dazu vermochte Verbindung 22 die hFKBP12-PPlase-

Aktivitat bis zu einer Inhibitorkonzentration von 100 nM nicht zu inhibieren.
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Abbildung 29: Inhibition von hFKBP12 durch Verbindungen 21, 22 und FK506. Die ICso-Werte wurden in einem Protease-
gekoppelten PPlase-Assay mit einer Konzentration von 15 nM hFKBP12 gemessen. Als Substrat fur hFKBP12 wurde suc-Ala-
Phe-Pro-Phe-pNA (45 uM) verwendet. Die Verbindungen wurden in einem Konzentrationsbereich von 0,5-100 nM eingesetzt.
B) Zeitverlauf der Fluoreszenz der Verbindungen 21, 22 und FK506. Fur Details siehe Abbildung 8.

Da die Modifikation nicht innerhalb der PPlase-Bindestelle des FK506 stattfand, hat sie
keinen Einfluss auf die hFKBP12-inhibitorischen Eigenschaften der Verbindung 21. Dies
zeigte auch die fluoreszenzspektroskopische Untersuchung der intrinsischen Fluoreszenz
des Trp*® des hFKBP12 (Abb.29B). Die Verbindung 21 zeigte wie FK506 eine Abnahme des
Fluoreszenzsignals jedoch war keine langsame cis/trans-lsomerisierung zu beobachten.
Demgegeniber steht Verbindung 22. Durch ihre modifizierte FKBP-Bindestelle war sie nicht

in der Lage, die intrinsische Fluoreszenz des hFKBP12 zu senken.
2.3.4 Bestimmung der Inhibition der CaN-Aktivitat der Verbindungen 21und 22

Zur Bestimmung der Immunsuppressivitat wurde der Einfluf3 der Verbindungen auf die CaN-
Phosphatase-Aktivitat sowie auf die NFAT-Reportergen-Expression untersucht. Die
konzentrationsabhéngige CaN-Inhibition zeigte, dass der Komplex hFKBP12*[21], genau wie
der hFKBP12*[1]-Komplex die Aktivitat des CaN bis zu einer Inhibitorkonzentration von
10 pM nicht zu hemmen vermochte. Als Kontrolle diente der hFKBP12*[FK506]-Komplex der
mit einem ICs-Wert von 36,9 £ 1,7 nM einen ausgesprochen guten Inhibitor der CaN-
Phosphatase-Aktivitat darstellt (Abb.30A). Im Gegensatz zu Verbindung 1 zeigte Verbindung
21 auch im NFAT-Reportergen-Assay bis zu einer Inhibitorkonzentration von 10 uM keine
Inhibition (Abb.30B). Das heil3t, fir Verbindung 21, in der die CaN-Bindestelle modifiziert

vorliegt, ist unter den verwendeten Bedingungen keine Immunsuppression nachweisbar.
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Abbildung 30: CaN-Inhibitorische Eigenschaften der Verbindungen 1, 21 und FK506 im CaN- und NFAT-Assay. A)
Bestimmung der CaN-inhibitorischen Aktivitat. Die Verbindungen wurden in einem Konzentrationsbereich von 5 nM-10 pM
eingesetzt. B) Bestimmung der ICso-Werte der Inhibition der NFAT-Reportergen-Aktivitat durch die Verbindungen 1, 21 und
FK506. Die Verbindungen wurden in einem Konzentrationsbereich von 0,5 nM-25 pM eingesetzt. Fir experimentelle Details
siehe Abbildung 9.

Die Abbildungen 31A und 31B zeigen, dass Verbindung 22 ebenfalls keine

immunsuppressive Aktivitat mehr besitzt.
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Abbildung 31: CaN-Inhibitorische Eigenschaften der Verbindung 22 und FK506 im CaN- und NFAT-Assay. A) Bestimmung der
CaN-inhibitorischen Aktivitat. Die Verbindungen wurden in einem Konzentrationsbereich von 5nM-10 uyM eingesetzt. B)
Bestimmung der ICso-Werte der Inhibition der NFAT-Reportergen-Aktivitat durch die Verbindungen 22 und FK506. Die
Verbindungen wurden in einem Konzentrationsbereich von 0,5 nM-25 pM eingesetzt. Fur experimentelle Details siehe
Abbildung 9.
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2.4 Synthese und biochemische Eigenschaften neuartiger

Cycloheximid-Derivate

Wie bereits im vorangegangenen Kapitel erlautert wurde, ist Cycloheximid ein Inhibitor der
PPlase-Aktivitat der FKBP und besitzt eine Spezifitat gegentiber humanen FKBP38, einer
FKBP-Isoform, die an der Apoptose beteiligt ist. Aus diesem Grund wurden von CHRISTNER

et al. eine Vielzahl von Derivaten synthetisiert, um weitere Spezifititen innerhalb der FKBP-

Familie durch gezielte Modifikationen herauszuarbeiten® (Abb.32).

Abbildung 32: Ausgewdahlte Beispiele der von CHRISTNER et al. synthetisierten Derivate Cycloheximid-1-oxim,
Cycloheximid-N-ethanoat, N-Benzylcycloheximid, und das 7-Acetylcycloheximid (v.l.n.r.).

Dabei zeigte sich, dass die hFKPB12-inhibierenden, wie auch die antibiotischen
Eigenschaften des Molekuls durch die Modifikation der Carbonylgruppe des Cyclohexanons,
sowie der Hydoxylgruppe der verbriickenden Ethyleneinheit, vermindert wurden. Dahingegen

erbrachten die Substitutionen am Glutarimidylstickstoff sowohl eine Verbesserung der

0 | FKBP12-Bindung als auch eine Senkung der

o oH /@/\fN“ Zytotoxizitat®™. Allerdings gelang es bisher nicht,

p /“T/\V o 0 Inhibitionskonstanten von unter 1,0 uM zu erhalten.
Deshalb sollte in der vorliegenden Arbeit versucht
werden, eine Verbesserung der Effektivitdt der
FKBP-Inhbition der CHX-Derivate durch Substitution

am Glutarimidylrest zu erreichen. Bisher wurde nur

' "

Cycloheximid  N,N-Dimethylacetamid . )
y eine sehr begrenzte Anzahl von Carbamidomethyl-

Derivaten untersucht. DM-CHX (Abb.33) besitzt mit
29,3 UM einen weitaus hoheren ICso-Wert der

hFKBP12-Inhibition als CHX, allerdings ist seine
[65]

Abbildung 33: Darstellung des DM-CHX
bestehend aus der Grundstruktur und dem
N,N-Dimethylacetamid-Substituenten am
Glutarimid-Stickstoff

Zytotoxizitat 1000-fach geringer
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2.4.1 Synthese und biochemische Eigenschaften von

N-(N"-Alkylcarboxamidomethyl)-cycloheximid-Derivaten

Um den Einfluss der beiden Methylgruppen am Stickstoffatom des DM-CHX auf die
Inhibitionswirkung der CHX-Derivate zu untersuchen, wurden die Anzahl, die Lange und die
Verzweigung der Alkylgruppen variiert. Es wurden Verbindungen mit einer Methyl-(24), einer
tert-Butyl-(25), einer Diethyl-(26), einer Piperidyl-(27), einer Diisopropyl-(28) und einer
tert-Butylmethylacetamidgruppe (29) synthetisiert (Abb.34).

1,

Abbildung 34: Darstellung der N-alkylsubstituierten Cycloheximid-Derivate 23-29

Die Synthese der Verbindungen 23-29 erfolgte durch Umsetzung der Verbindung 11 mit den
entsprechenden substituierten Aminen, PyBOP und DIPEA (Schema 10). Bei der Synthese
und bei der anschlieRenden Reinigung musste darauf geachtet werden, dass neutrale oder
basische pH-Bedingungen eingehalten wurden, da es ansonsten zu einer Eliminierung der

Hydroxylgruppe kommit.

(¢} o}

o
OH O, N NR,
O OH NN PyBOP o OH NNy HNR, O OH NN
(e] —_— O _— OO
O DIPEA o

Schema 10: Allgemeine Synthese der Cycloheximid-Derivate. Verbindung 11 wird mittels PyBOP/DIPEA und den
entsprechenden Aminen zu den CHX-Derivaten umgesetzt.
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Tabelle 7: Chemische Daten der Cycloheximid-Derivate 23-29

Verbindung Ausbeute Molmasse Retentionszeit
(%) (g mol™) R¢ (min)
M+HT ber. | [M+H]ger
23 62,5 339,4 339,8 55
24 52,4 353,2 353,4 5,6
25 45,7 395,2 395,3 75
26 63,8 395,3 395,5 7,1
27 53,8 407,2 407,1 7.3
28 63,8 4235 423,8 8,3
29 46,7 409,3 409,3 7.8

Im Anschluss an die Synthese wurden die Verbindungen hinsichtlich ihrer inhibitorischen

Eigenschaften gegentber verschiedenen FKBP-Isoformen untersucht. Dabei wurden die
humanen Isoformen hFKBP12, hFKBP12.6, hFKBP13, hFKBP25, hFKBP51 und hFKBP52

untersucht. AuRerdem wurde das Legionella pneumophila Mip-Protein IpFKBP25 und das

Plasmodium falciparum pfFKBP35 in die Untersuchung einbezogen.

Tabelle 8: ICso-Werte der Inhibition verschiedener FKBP durch die Cycloheximid-Derivate 23-29

|C50 / |J.M
23 24 DM-CHX 25 26 27 28 29

hFKBP12 10,7+0,6 143+1,1 29,3+6,3 20+0,1 13,8+2,0 34+04 43+0,8 36,1+4,1
hFKBP12.6 28,1+2,1 31,2+2,6 379+26 20,111 252+27 259+45 23,3+3,2 20,1+3,2
hFKBP13 37,8+6,6 46,8 +£5,5 54,4+6,1 158+1,6 45,4 + 14,7 26,8+ 13,7 28,1+7,4 66,9+17,1
hFKBP25 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
hFKBP51 73,3+8,1 >100 58,0 + 13,3 35,6+6,8 100,0 £ 0,0 49,1+6,9 65,5+17,1 >100
hFKBP52 61,4+4,8 >100 >100 22317 81,4+11,6 28,6 +4,0 56,3+5,3 >100
pfFKBP35 219+43 76,5+ 15,4 64,9+5,2 19,1+27 71,4+10,9 32,6+5,0 34,2+45 57,0+ 11,7
IpFKBP25 446+7,1 26,3+13,8 452+4,1 33,8+8,6 27,7+7,0 48,6 £6,7 25,7+ 6,1 31,7+74

Beim Vergleich der Inhibitionskonstanten der Derivate ist aufféllig, dass bis auf wenige

Ausnahmen die FKBP von den neuen Verbindungen 23-29 effektiver gehemmt wurden, als
von DM-CHX (Tab.8). Das N-tert-butylacetamid-Derivat 25 war in dieser Reihe die
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effizienteste Verbindung gegeniber allen humanen Isoformen. Verbindung 29 inhibiert
dagegen die Mehrzahl der humanen FKBP deutlich schlechter. Weiterhin ist zu erkennen,
dass alle Verbindungen das hFKBP25 bis zu einer Inhibitorkonzentration von 100 pM nicht
zu inhibieren vermochten. Die PPlase-Aktivitat des pfFKBP35 wird durch Verbindung 25 mit
einem ICg-Wert von 19,1 + 2,7 uM am effektivsten gehemmt, wohingegen die PPlase-
Aktivitat des IpFKBP25 durch Verbindung 28 mit einem ICso-Wert von 25,7 + 6,1 uM am
besten inhibiert wird. Die synthetisierten Verbindungen 23-29 zeigten, dass sterisch
anspruchsvolle Gruppierungen in oa-Position zum Acetamid-Stickstoff eine signifikante

Senkung des ICs-Wertes herbeiftihren kénnen.

2.4.2 Synthese und biochemischer Eigenschaften von

N-(N"-Adamantylcarboxamidomethyl)-cycloheximid-Derivaten

Aufbauend auf den vorhergehenden Ergebnissen wurden im Folgenden Verbindungen mit
einem gréReren sterischen Anspruch dargestellt. Die Wahl fiel unter anderem auf das
1-Aminoadamantan, da es groRe Ahnlichkeit mit Verbindung 25 aufweist, aber zusatzliche
madgliche Interaktionsstellen mit dem Protein besitzt (Abb.35). Die Synthese der
Verbindungen 30-35 erfolgte durch Umsetzung der Verbindung 11 mit den entsprechenden
substituierten Aminen, PyBOP und DIPEA.

Der Adamantylrest in Verbindung 30 fihrte zu

O H einer Effektivitatssteigerung der

O OH /JLN/\jl/’N‘“‘ hFKBP12-Inhibiton um das 40-fache im

o, A~ 0 0 Vergleich zu DM-CHX und um das 5-fache im
( Vergleich zu Verbindung 25. Der ICso-Wert der

Verbindung 30 lag mit 400 + 40 nM fur ein
ggg\i/lgtgg92%5:(r\éte;rg$i§hdiesf ’S\lt_fx'éginfqe;ntdy?_SD':;it\f;-ezutgg Cycloheximid-Derivat erstmals im nanomolaren
(rot/schwarz). Bereich (Tabelle 9). Jedoch wurde nicht nur die
hFKBP12-Inhibition verbessert, auch alle anderen FKBP, ausgenommen hFKBP25, wurden
besser inhibiert. Im Gegensatz zu allen bisher synthetisierten Verbindungen vermochte
Verbindung 30 hFKBP52 mit einem ICso-Wert im unteren mikromolaren Bereich zu hemmen.
AulRerdem besitzt die Verbindung noch eine weitere interessante Eigenschaft. Zur weiteren
Charakterisierung der Bindung von Verbindung 30 an hFKBP12 wurde untersucht, ob die
Bindung von Verbindung 30 am hFKBP12 die intrinsische Fluoreszenz des Trp> des
hFKBP12 beeinfluBen kann und ob man ahnlich wie fir FK506 einen zeitlichen Verlauf der

Binudng messen kann.
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Abbildung 36: Zeitverlauf der Fluoreszenz der Verbindungen 11, 30 und FK506 im Komplex mit hFKBP12. Fir Details siehe
Abbildung 8.

Wie in Abbildung 36 zu sehen ist, nahm die Fluoreszenzemission des Trp> nach Zugabe von
FK506 und Verbindung 30 ab, wahrend das N-(Carboxymethyl)-Cycloheximid 11 dagegen
keine Abnahme verursachte. Wahrscheinlich bewirkt also die Modifikation des CHX die
BeeinfluRung der Fluoreszenzeigenschaften des Trp>® von hFKBP12. Im Gegensatz zu
FK506 erfolgt jedoch die Fluoreszenzverringerung schnell, sodass nach der Mischzeit keine

Veranderung des Fluoreszenzsignals mehr zu beobachten war.

Um die Effektivitdt des unsubstituierten Adamantylrestes zu steigern, wurden substituierte
Adamantan-Derivate synthetisiert. So entstanden Substanzen mit einem 3,5-Dimethyl-(31),
einem 3-Hydroxy-(32), einem 3-Ethyl-(33), einem 3,7-Dimethyl-(34) und einem
3,7-Dimethyl-5-Hydroxy-1-Aminoadamantyl-(35) Rest (Abb.37).

Abbildung 37: Darstellung der N-alkylsubstituierten Cycloheximid-Derivate 31-35
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Die Synthese der Derivate 30-35 erfolgte analog zu den Verbindungen 23-29

Tabelle 9: Chemische Daten der Cycloheximid-Derivate 30-35

Verbindung Ausbeute Molmassen Retentionszeit
(%) (g mol™) R; (min)
[M+H]"ber. [M+H]"ger,
30 53,9 473,3 473,3 9,4
31 55,8 501,3 501,1 10,8
32 62,9 489,3 489,5 6,8
33 62,6 501,4 501,3 10,7
34 58,5 501,7 501,9 10,8
35 61,8 517,7 517,6 8,0

Die Verbindungen wurden im Anschluss an die Synthese auf ihre inhibitorischen

Eigenschaften gegenuber verschiedenen Isoformen von FKBP untersucht.

Tabelle 10: ICso-Werte der Inhibition verschiedener FKBP durch die Cycloheximid-Derivate 30-35

1Cs0 / UM
30 31 32 33 34 35 DM-CHX
hFKBP12 0,4+£0,04 0,17+ 0,04 1,2+£01 0,19+ 0,06 0,17 +0,01 0,23+0,01 29,3+6,3
hFKBP12.6 12,7+3,3 68+21 188+1,4 10,0+0,2 51+15 13921 379+2,6
hFKBP13 3,0£09 0,6 £ 0,05 79+0,7 1,7+0,3 0,19 + 0,06 1,4+£0.2 54,4+6,1
hFKBP25 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
hFKBP51 6,6 £3,5 0,43+0,12 85+14 1,1+0,48 0,9+0,08 1,3+£01 58,0+ 13,3
hFKBP52 16+0,12 0,45+ 0,04 45+0,6 1,3+0,1 0,7 £0,05 0,6 £ 0,04 >100
pfFKBP35 33+£16 05+0,17 59+1,1 1,4+0,17 0,8 £0,09 0,7+0,1 64,9+5,2
IpFKBP25 85+21 1,7£0,7 21,8+3,3 56+1,1 2,2+05 49+0,9 452+4,1

Durch Substitution der Wasserstoff-Atome an Position 3 und 5 (31) bzw. 3 und 7 (34) durch
Methylgruppen am Adamantylring konnte der ICso-Wert der hFKBP12-Inhibition auf 170 nM
gesenkt werden. Verglichen mit DM-CHX sind sie um das zirka 160-fache effektivere
hFKBP12-Inhibitoren. Der Ersatz des H-Atoms an Position 3 am Adamanylrest durch eine
Ethylgruppe (33) beeinflusst die Inhibition der hFKBP12-PPlase-Aktivitt nur sehr gering. Die
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anderen untersuchten FKBP-Isoformen wurden von den Verbindungen in ihrer Aktivitat
deutlich schlechter gehemmt. Im Allgemeinen schien das hFKBP12 eine Verlangerung oder
eine Verlagerung der Methylgruppen besser zu tolerieren als die anderen FKBP. Im Fazit
sind Alkylgruppen besonders geeignete Substituenten am Adamantangeriist, wobei sich die

Lage am Ring als unerheblich erwies.

Als nachstes sollte untersucht werden, wie sich eine VergroRerung des Abstandes durch
Einfihrung einer Methylengruppe zwischen dem Acetamid-Sticktoff und dem Adamantanring
auf die Inhibitionskonstanten auswirkte (Abb.38). Insbesondere interessierte, inwieweit die

Selektivitat der Inhibition unter den FKBP-Isoformen beeinflusst wird.

Abbildung 38: Die Substanzen 36 und 37 sind analoge Verbindungen zu 30 und 31 und unterscheiden sich nur durch eine
zuséatzliche eingefuhrte  Methylengruppe zwischen dem Acetamid-Stickstoff und dem Adamantan-bzw. dem
3,5-Dimethyladamantanring.

Auch hier wurde Verbindung 11 mit PyBOP und DIPEA vorinkubiert und mit den

entsprechenden Aminen umgesetzt, um die Verbindungen 36 und 37 zu erhalten.

Tabelle 11: Chemische Daten der Cycloheximid-Derivate 36 und 37

Verbindung Ausbeute Molmassen Retentionszeit
(%) (g mol™) R; (min)
[M+H]+ber.‘ [M+H]+gef.
36 56,6 487,3 487,1 9,9
37 54,3 515,4 515,7 11,1

Im Anschluss erfolgte die Untersuchung der Inhibition der PPlase-Aktivitdt der FKBP-

Isoformen.
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Tabelle 12: 1Cso-Werte der Inhibition verschiedener FKBP durch die
Cycloheximid-Derivate 36 und 37 im Vergleich zu 30 und 31

1Cso / IJM
36 30 37 31
hFKBP12 0,9+0,09 0,4+0,04 6,1+0,8 0,17 +0,04
hFKBP12.6 144+12 12,7+33 21+12 6,8+2,1
hFKBP13 75+0,7 3,0£0,9 31,1+6,8 0,6 +£0,05
hFKBP25 nd n.d n.d nd
hFKBP51 126+15 6,6 £3,5 21,5+6,0 0,43+0,12
hFKBP52 11,1+15 1,6 £0,12 395+59 0,45+ 0,04
pfFKBP35 46+0,6 33+1,6 229+48 0,5+0,17
IpFKBP25 20,7+3,1 85+21 30,7+4,3 1,7+0,7

Es zeigte sich, dass die Einfuhrung einer Methylengruppe zwischen dem Acatamid-Sticktoff
und dem Adamantylring eine Verschlechterung nicht nur der hFKBP12-Inhibition erbrachte,

sondern auch bei den anderen untersuchten FKBP-Isoformen auftrat.
2.4.3 FKBP-Bindestellen-modifizierte Derivate der Verbindung 30

Es wurde bereits beschrieben, dass Variationen der Carbonylgruppe am C; und der
Hydroxylgruppe am C; des CHX zu einem veranderten Bindeverhalten gegentber den
FKBP® fiihrten. Mit diesen Modifikationen sollte versucht werden, die Selektivitat der

Verbindung 30 gegeniiber den FKBP-Isoformen zu erhdhen.

Synthese der N-(N"-Adamantylcarboxamidomethyl)-Anhydrocycloheximid-Derivate

38 (E) und 39 (2)
e ﬁ? ; ﬁpﬁﬁ?
TFA /
0 o
CH,Cl, 1t ¢/H

Schema 11: Synthese der Anhydrocycloheximid-Derivate durch Behandlung von 30 mit TFA in Dichlormethan bei
Raumtemperatur. Das Produkt entsteht als E/Z-Diastereomerengemisch.
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Fur die Synthese der Verbindungen 38(E) und 39(Z) wurde Verbindung 30 mit
Trifluoressigsaure in Methylenchlorid bei Raumtemperatur gerthrt (Schema 11). Das
Rohprodukt wurde als Isomerengemisch aus E- und Z- N-(Adamant-1-yl)-2-
(Anhydrocycloheximid-14-yl)-acetamid erhalten. Durch saulenchomatographische Reinigung
mittels einer praparativen HPLC konnten die Isomere getrennt werden. Nach der erfolgten
Reinigung werden die Produkte als weil3e Feststoffe mit einer Ausbeute von 28,4 %

(E-Isomer) und von 49,6 % (Z-lsomer) erhalten.

Synthese der N-(N-Adamantylcarboxamidomethyl)-Dihydrocycloheximid-Derivate
40(R) und 41(S)

OH OH N/\"/N

Ry©o- (SyMe-cBs O

BH,

Schema 12: Synthese der Dihydrocycloheximid-Derivate 40 und 41 durch Reduktion von 30 mittels Borhydrid und den chiralen
Auxilliaren (R)- bzw. (S)-2-Methyl-CBS-oxazaborolidin zu den enantiomerenreinen Verbindungen.

Fiur die enantioselektive Hydrierung der Verbindung 30 wurde sie mit Borhydrid und dem
chiralen Auxilliar (R)-2-Methyl-CBS-oxazaborolidin in THF zum (R)-N-(Adamant-1-yl)-2-
(Dihydrocycloheximid-14-yl)-acetamid umgesetz (Schema 12). Fur die Synthese des (S)-N-
(Adamant-1-yl)-2-(Dihydrocycloheximid-14-yl)-acetamid wurde das (S)-2-Methyl-CBS-
oxazaborolidin verwendet. Nach der erfolgten Reinigung wurden die Verbindung 40(R) und

41(S) als weil3e Feststoffe mit einer Ausbeute von 58,3 % bzw. 69,1 % erhalten.

Synthese des N-(N-Adamantylcarboxamidomethyl)-Dehydrocycloheximid-Derivates

42
1 N
O O N/\"/
Dess-Martin- / o)
1., o
Periodan

Schema 13: Synthese des Dehydrocycloheximid-Derivates 42 ausgehend von Verbindung 30 mittels des DESS-MARTIN-
Periodans.
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Die Oxidation der Hydroxylgruppe der Verbindung 30 erfolgte mittels des DESS-MARTIN-
Periodinan in Methylenchlorid bei Raumtemperatur in (Schemal3). Nach der erfolgten

Reinigung wird das Produkt als weilRer Feststoff mit einer Ausbeute von 89.9 % erhalten.
2.4.4 Biochemische Eigenschaften der modifizierten Verbindungen 38-42

Die auf diesen unterschiedlichen Wegen erhaltenen Verbindungen 38(E), 39(2), 40(R), 41(S)
und 42 wurden im Folgenden hinsichtlich ihrer FKBP-inhibitorischen Eigenschaften
untersucht (Tab.4). Vergleicht man die Effizienz der Inhibition der modifizierten Derivate mit
ihrer Ursprungsverbindung 30, so fuhrten die Modifikationen generell zu einer Erhéhung der
ICso-Werte gegentber den FKBP-Isoformen. Die durch das Entfernen der Hydroxylgruppe
entstandenen Stereoisomere 38(E) und 39(Z) unterscheiden sich nur gering in ihrer
inhibitorischen Effizienz gegentber den verschiedenen FKBP-Isoformen. Nur das hFKBP13
wurde durch das Z-lsomere etwas besser als durch das E-Isomer gehemmt. Die Oxidation
der Hydroxylgruppe am C; in Verbindung 42 erwiesen ein Ausbleiben der Inhibition der
hFKBP13, hFKBP 51 und hFKBP 52 bis zu einer Inhibitorkonzentration von 100 pM. Einzig
die Verbindungen 40(R) und 41(S) erbrachten ahnlich gute ICs-Werte auf wie die
Ausgangsverbindung 30. So zeigte  sowohl das (1R)-als auch das
(1S)-Dihydrocycloheximid-Derivat eine nur um den Faktor zwei bis drei schlechtere Inhibition

als die Ausgangsverbindung 30.

Tabelle 13: ICso-Werte der Inhibition verschiedener FKBP durch die Cycloheximid-Derivate 38-42

|C50 / HM
38(E) 39(2) 40(R) 41(S) 42 30

hFKBP12 192+24 169+3,4 1,0+£01 0,9 +£ 0,05 7,3+1,0 0,4 +£0,04
hFKBP12.6 19,8+2,0 122+1,9 21,7+4,6 16,6+ 4,2 21,3+28 12,7+3,3
hFKBP13 71,6 + 10,5 357+7,.2 50+0,5 6,9+ 1,0 100,0+0,0 3,0+£0,9
hFKBP25 >100 >100 >100 >100 >100 >100
hFKBP51 34,8+5,6 29,3+28 106 +1,5 88+15 >100 6,6 +3,5
hFKBP52 57,3+22,3 41,1+8,0 6,9+0,5 82+1,6 >100 1,6+0,12
pfFKBP35 10,1+4,3 151+23 88+14 33+0,7 243+38 33+1,6
IpFKBP25 104+1,9 13,4+1,6 126+1,4 16,3+2,6 375+4,6 85+21
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Somit waren die vorgenommenen Modifikationen der FKBP-Bindestelle der Substanz 30
nicht dafir geeignet, eine verbesserte oder spezifischere Inhibition zu erzielen. Die
Modifikationen fihrten zu einer deutlichen Verschlechterung der FKBP-bindenden

Eigenschaften der untersuchten Verbindungen.

2.45 Synthese und biochemische Eigenschaften zyklischer
N-(N"-Alkylcarboxamidomethyl)-cycloheximid-Derivate verschieden Zu
Adamantan

Als Folge der guten inhibitorischen Eigenschaften der Verbindungen 30-35 gegeniiber FKBP
wurden weitere, von Adamantan verschiedene, zyklische Reste mit Verbindung 11 verknUpft.
Dadurch sollte Uberpruft werden, ob die Verbesserung der FKBP-Inhibition nur auf das
Adamantangerist beschrénkt ist. Die neuen Substituenten unterschieden sich hinsichtlich
ihrer Verzweigungen, Art und Anzahl der funktionellen Gruppen sowie in ihrer Gréf3e. In den
ersten vier vorliegenden Verbindungen wurden als zyklische Komponenten das (-)-cis-
Myrtanylamin (43), das (+)-(R)-Bornylamin (44), (+)-(R)-3-Aminoquinucleidin (45), sowie das
(-)-(S)-3-Aminoquinucleidin (46) eingesetzt (Abb.39).

Abbildung 39: Darstellung der N-alkylsubstituierten Cycloheximid-Derivate 43-46

Die Kupplung der Amine und Verbindung 11 erfolgte ebenfalls mit PyBOP und DIPEA. Die

chemischen Daten sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 14: Chemische Daten der Cycloheximid-Derivate 43-46

Verbindung Ausbeute Molmassen Retentionszeit
(%) (g mol™) R¢ (min)
M+H ber. | [M+H]ger
43 56,1 475,3 475,2 9,9
44 67,9 475,3 4755 9,6
45 67,9 448,3 448,4 53
46 58,0 448,3 448,4 4,2
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AnschlieRend wurde die Fahigkeit der Substanzen 43-46 untersucht, die PPlase-Aktivitat

verschiedener Isoformen der FKBP zu inhibieren.

Tabelle 15: ICso-Werte der Inhibition verschiedener FKBP durch die
Cycloheximid-Derivate 43-46

|C50 / |J.M
43 44 45 46 31

hFKBP12 0,4 +£0,05 0,15+ 0,04 56+0,8 14+01 0,17 + 0,04
hFKBP12.6 1,7+0,1 87+11 45,7+5,8 96+29 6,8+21
hFKBP13 0,75+ 0,07 18+0,3 32,349 169+1,2 0,6 £ 0,05
hFKBP25 >100 >100 >100 >100 >100
pfFKBP35 0,69 +0,09 1,7+0,1 3304 86+17 0,5+0,17
hFKBP51 0,76 +0,1 34+0.1 18,8 +3,6 >100 0,43+0,12
hFKBP52 0,61+0,1 1,8+0,3 6,0+0,6 151+1,2 0,45 + 0,04
pfFKBP35 0,69 +0,09 1,7+0,1 3304 86+17 0,5+0,17
IpFKBP25 0,97 + 0,08 59+0,6 >100 >100 1,7+0,7

Die Substanz 43 zeigte mit zwei Ausnahmen ein &hnliches Inhibitionsverhalten wie die
Verbindung 31 (Tab.15). Im Gegensatz zu Verbindung 31 inhibierte Verbindung 43 die
PPlase-Aktivitat von hFKBP12 nicht mit 170 £ 40 nM sondern zirka 2,5-mal schlechter mit
400 = 50 nM. Die hFKBP12.6-PPlase-Aktivitat wurde von Verbindung 43 mit 1,7 £ 0,1 uM um
den Faktor vier besser hemmt. Verbindung 44 inhibierte die hFKBP12-PPlase-Aktivitat mit
150 = 40 nm. Allerdings wurden die anderen FKBP von Verbindung 44 nur im unteren
mikromolaren Bereich inhibiert, genau wie bei Verbindung 30. Damit stellt Verbindung 44
einen relativ spezifischen Inhibitor fir hFKBP12 dar, der hFKBP12 mit einer mehr als 10-fach
hoheren Affinitat als die anderen untersuchten FKBP-Isoformen hemmt. Mit der Einfihrung
des (+)-(R)-3-Aminoquinucleidin (46) sank die Effizienz der PPlase-AktivitAtshemmung
erheblich. Neben hFKBP12 war eine deutliche Bevorzugung von pfFKBP35 und hFKBP51 zu
erkennen. Diese drei FKBP wurden als einzige von Verbindung 45 im einstelligen
mikromolaren Bereich gehemmt. LpFKBP25 blieb in seiner PPlase-Aktivitat bis 100 uM von
45 und 46 unbeeinflusst. Durch die Verknipfung der Verbindung 11 mit dem (-)-(S)-3-
Aminoquinucleidin sanken der ICso-Werte der Inhibition von hFKBP12, 12.6 und 13,

wahrenddessen der ICs-Wert der pfFKBP35- und der hFKBP52-Inhibition stieg. Im
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Unterschied zu Verbindung 45 zeigte Verbindung 46 keine Beeinflussung der hFKBP51

Isomerase-Aktivitat bis zu einer Inhibitorkonzentration von 100 pM.

FiUr die folgenden Derivate 47-50 wurde Verbindung 11 mit Diphenylamin, 7-N-(N"-(2-
aminoethyl)-acetamidyl-Theophylin, N-(2-aminoethyl)-(1S)-10,2-Camphersultam und
N-(2-aminoethyl)-(1R)-10,2-Camphersultam umgesetzt (Abb.40)

1,

1,

Abbildung 40: Darstellung der N-alkylsubstituierten Cycloheximid-Derivate 47-50

Tabelle 16: Chemische Daten der Cycloheximid-Derivate 47-50

Verbindung Ausbeute Molmassen Retentionszeit
(%) (g mol™) R¢ (min)
M+H ber. | [M+H]ger
47 57,0 503,3 503,4 7.8
48 74,0 602,3 602,8 58
49 52,9 580,7 580,8 8,6
50 62,3 580,7 580,8 8,5

Die Analyse der inhibitorischen Eigenschaften der Verbindungen gegeniiber den FKBP
ergab, dass mit Verbindung 47 erstmals ein CHX-Derivat synthetisiert wurde, welches
hFKBP12.6 und pfFKBP35 gegeniiber hFKBP12 bevorzugte (Tab.16). Im Gegensatz dazu
inhibierte Verbindung 48 hFKBP12 am effektivsten. Es war zirka 9-mal effektiver als
Verbindung 47. Allerdings waren alle 1Cs,-Werte deutlich hoher als bei den initial

untersuchten Adamantyl-Derivaten.
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Tabelle 17: ICso-Werte der Inhibition verschiedener FKBP durch die

Cycloheximid-Derivate 47-50

1Cso / IJM
47 48 49 50

hFKBP12 44,7+7,0 52+05 2,4+£0.2 1,8+0,15
hFKBP12.6 26,6+1,1 20,125 21,7+3,3 14,0+ 2,0
hFKBP13 29,9+6,6 31,1+48 18,1+ 3,8 14,417
hFKBP25 >100 >100 >100 >100
hFKBP51 91,1+24,6 nd 28,7+7,0 351+5,6
hFKBP52 80,6 + 10,8 30,1+4,0 27,2+3,2 382+19
pfFKBP35 10,8+3,1 8,8+0,9 98+23 10,5+ 3,6
IpFKBP25 33,6+4,1 28,1+53 15,7 +4,7 17,6 £ 3,6

Auch hier war eine deutliche Praferenz der Verbindung 48 gegenliber dem pfFKBP35, im

Vergleich zu den anderen FKBP zu erkennen. Auffallig war die verloren gegangene
inhibitorische Aktivitat der Verbindung 48 gegentiber hFKBP51, die schon bei Verbindung 46

beobachtet wurde. Die Verbindungen 49 und 50 unterschieden sich nur durch ihre

Stereochemie (Abb.40). Sie weisen, anders als die Stereoisomere der Verbindungen 45 und

46, annahernd identische 1Cs-Werte gegentber den untersuchten FKBP auf. Wie schon bei
Verbindung 48 zu sehen war, ist pfFKBP35 nach hFKBP12 das bevorzugte FKBP. In diesem

Punkt stimmen sie mit den Stereoisomeren 45 und 46 Uberein. Mit diesen vier Verbindungen

konnten die ICs-Werte zwar nicht weiter gesenkt werden, jedoch war eine deutlichere

Differenzierung zwischen bestimmten FKBP erkennbar.

54



3 Diskussion der Ergebnisse der Synthese und
biochemischen Untersuchungen

Synthetische duale Inhibitoren der FKBP und Cyclophiline sind bereits in der Literatur
bekannt (Abb.41). Sie werden in der Forschung jedoch nicht als Inhibitoren der PPlase-
Aktivitdit endogener FKBP und Cyclophiline eingesetzt. Sie dienen zur chemischen
Induzierung der Dimerisierung (CID) von rekombinant exprimierten Fusionsproteinen aus
dem jeweiligen Untersuchungsobjekt und FKBP12 bzw CypA. Der erste synthetisierte CID
war das 1993 entwickelte FK1012%M%l ein Dimer des FK506, welches zur
Homodimerisierung des FKBP12 dient. Neben dem FK1012, wurde ebenfalls ein Homodimer
des CsA, das (CsA),®”, sowie ein Heterodimer aus FK506 und CsA, das FKCsAP”,

hergestellt und fir die Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen verwendet.

Abbildung 41: Strukturen der bifunktionellen Molekule FK1012, (CsA), und FKCsA.

Allerdings sind die synthetischen Vorarbeiten am FK506 und am CsA fiur die CID-Synthese
sehr aufwendig. So missem am FK506 u.a. Schutzgruppen eingefiihrt, eine asymmetrische
Dihydroxylierung mit OsO, durchgefithrt und die Schutzgruppen mit Fluorwasserstoff®!
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entfernt werden. Bei der Modifikation des CsA sind vier Stufen zur Einfihrung der

Carboxylgruppe an der MeBmt-Seitenkette notwendig®”

. Die kovalente Verknupfung der
Wirkstoffgruppen mit den Linkern tGber Carbamate und Ester sind innerhalb von zelluléaren
Systemen nicht sehr stabil. Aus diesen Grinden wurde nach alternativen Reaktionen

gesucht um duale Inhibitoren zu synthetisieren.

3.1 Die dualen Inhibitoren FK506-C4-CO-NH(CH),NH-[OCCH,-D-Ser]®-
CsA 7-10

3.1.1 Synthese der FK506-Cy-carbonséaure 1

Um stabile duale Inhibitoren der PPlase-Aktivitdit von FKBP und Cyclophilinen mit einem
variablen Abstand der beiden Wirkstoffgruppen zu erzeugen, wurden FK506 und CsA Uber
flexible Alkyllinker kovalent verbunden. Fir die Verknipfung sollten Positionen in den beiden
Molekilen verwendet werden, die die Bindung zu den aktiven Zentren der FKBP bzw.
Cyclophiline nicht behindern. Eine Unterbindung der Interaktion der Substanzen mit dem

gain-of-function-Ziel CaN war jedoch erwtinscht.

FK506 tritt mit CaN 0Uber drei Regionen innerhalb der Effektor-Bindestelle direkt in
Wechselwirkung. Das ist zum einen der Cyclohexylrest von C,5-Cs4, zum anderen die Region
der Allylseitenkette am Cz3-Cyo Sowie die Region von Cys5-Cig. Modifikationen innerhalb der
Cyclohexylregion sind bekannt dafir, dass sie weiterhin potente CaN-Inhibitoren generieren.
Zudem verursachen sterisch anspruchsvolle Substituenten in dieser Region eine verringerte
Aktivitdt zu FKBP12, was durch die Nahe dieser Region zur FKBP-Bindestelle des FK506
erklart wird®®® Daher wurde diese Region nicht zur Modifikation herangezogen. Der Cs-
Cis Bereich der Effektor-Bindestelle wurde fir das FK520-Derivat L-685,81817
herangezogen. Diese Synthesestrategie musste ebenfalls verworfen werden, da die
Allylseitenkette des FK506 die Bedingungen der Synthese des L-685,818 nicht toleriert.
Daher bildet die vielversprechendste Position fir eine Modifikation die aufRerhalb des
Makrozyklus gelegene Allylseitenkette am C,;. FK520 und FK523, die anstelle der
Allylseitenkette eine Ethyl- bzw. eine Methylseitenkette aufweisen, zeigten im T-Zell-
Proliferations-Assay eine deutlich abgeschwachte Aktivitat im Vergleich zu FK506"%!
(Abb.42). Dies deutet darauf hin, dass diese Position sensibel fur die CaN-Inhibition und die

damit verbundene Immunsuppressivitat ist.
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IC5-Wert der T-Zell-Proliferation
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Abbildung 42: Darstellung der Alkylseitenketten der Fermentationsprodukte von Streptomyces tsukubaensis. Es ist zu
erkennen, dass mit zunehmender Kettenlange die Effektivitat der Inhibition der T-Zell-Prolieferation und damit die
immunsuppressiven Eigenschaften ansteigen. Dies ist zuriickzufiihren auf die zunehmenden hydrophoben Wechselwirkungen
mit dem CaN.

Mit der Oxidation der Doppelbindung der Allylgruppe zum Aldehyd via JOHNSON-LEMIEUX
erhielten ORGAN et al. eine Basis fur weiterfihrende Modifikationen des FK506 an der
Allylseitenkette!® (Schema 14).

(iy TBDMSOTF, 2,6-Lutidin
CH,Cl,, 0°C, 82 %

(il OSO4, NMO, THF-H,0
(iiiy NalO,, 48 %

Schema 14: Synthese des von ORGAN et al. dargestellten FK506-Aldehyds nach JOHNSON-LEMIEUX®?. Im ersten Schritt erfolgt
die Schutzung der freien Hydroxylgruppen mit anschlieRender Dihydroxylierung der Doppelbindung. Im dritten Schritt wird das
Diol zum Aldehyd oxidiert.

Ausgehend von dem Aldehyd synthetisierten ORGAN et al. eine Reihe von C,;-modifizierten
Derivaten des FK506, welche reduzierte immunsuppressive Eigenschaften aufwiesen®.. Die

Verbindungen mit der geringsten Immunsuppressivitat sind die Vinylester.

N
. PPh
O : \
CooMe O Y
TBDMSO//,,C (ify HF, MeCN, rt Ho/,.,b )/ﬂ,,.
gy iy

Schema 15: Synthese des FK506-C4o-carbonsauremethylesters ausgehend von dem FK506-Aldehyd via WITTIG-Reaktion®™,
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Die Synthese erfolgte bei ORGAN et al. aus dem Aldehyd und den entsprechenden
Phosphor-Yliden (Schema 15).

Fur die in der vorliegenden Arbeit geplante Kupplung wurde jedoch die freie Sdure und nicht
der Ester bendtigt. Da es bei der alkalischen Esterspaltung zu einer Benzilsaure-Umlagerung
an der Diketo-Gruppe kommt, konnte die WITTIG-Reaktion nicht angewendet werden. Eine

Alternativroute erdffnet die gekreuzte Olefin-Metathese.

Die Olefin-Metathese ist eine Kohlenstoff-Kohlenstoff-Verknipfungsreaktion, in der die
Alkylidengruppen zweier Olefine mittels Katalysator des GRUBBS- oder SCHROCK-Typs

%21 |m Gegensatz zu klassischen C-C-Verkniipfungsreaktionen wie

verknlpft werden
beispielsweise die HECK,- STILLE,- oder Suzuki-Kupplung, ist die Olefin-Metathese nicht auf
polarisierte Heteroatom-Kohlenstoffbindungen angewiesen. Sie verlauft mit nichtaktivierten,
ungesattigten Kohlenstoff-Doppelbindungen, die sich unter einer grof3en Zahl von
Reaktionsbedingungen inert verhalten™®. Infolge dessen miissen keine Schutzgruppen
eingefuihrt werden, da die Kohlenstoff-Doppelbindungen gezielt an der gewiinschten Stelle

der Reaktion Ubergangsmetall-katalysiert aktiviert werden kénnen.

Dass das FKb506 die Reaktionsbedingungen der Kreuzmetathese toleriert, zeigen die

Arbeiten von SCHREIBER et al., die sowohl ein Dimer des FK506 mittels Metathese

n® als auch unter den Bedingungen der Olefin-Metathese Styrol mit FK506

pl105

herstellte
verknuipften®*®. Mit der Olefin-Methathese kann nun direkt Acrylséure eingesetzt werden, um

die Allylseitenkette um eine Carbonsaurefunktion zu verlangern.

Produkt- und Stereoselektivititen koénnen durch gezielte Kombination zweier Olefine
unterschiedlicher Typisierung erhalten werden. Die Einteilung der Olefine erfolgt nach ihrer
Fahigkeit zur Homodimerenbildung™® (Abb.43).

= Typ | schnelle Homodimerisierung (¢-B- terminale Olefine, Allylverbindungen)

% Typ Il langsame Homodimerisierung (2-B- Styrene, Vinylverbindungeny

(]

£ Typ Il keine Homodimerisierung (2-B- 1,1-disubstituierte Olefine, trisubstiuierte, nicht sterisch gehinderte Olefine )
&

[¢)

Typ IV Olefine inert in Kreuzmetathese (Z.B. trisubstiuierte, sterisch gehinderte Olefine, Nitro-vinyl-verbindungen)

Abbildung 43: Einteilung der Olefine nach ihrer Reaktivitat. (nach GRuBss et al."*%)

Nach dieser Einteilung Gibernimmt das FK506 mit seiner terminalen Doppelbindung die Rolle
des Typ-I-Olefins und die Acrylsdure dementsprechend die des elektronenarmen

Typ-11-Olefins.
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Der verwendete Katalysator muss in der Lage sein, Doppelbindungen mit einem
Elektronendefizit zur Reaktion zu bringen. Des Weiteren muss er eine hohe
Diastereomerenselektivitat aufweisen und am Ende der Reaktion leicht wieder entfernt
werden kénnen. Zudem sollte er eine hohe Vertraglichkeit gegentber Luft und Feuchtigkeit
aufweisen. Die Ruthenium-Katalysatoren des GRUBBS-Typs wurden den Molybd&n-
Katalysatoren des SCHROCK-Typs vorgezogen, da erstere luft- und feuchtigkeitsstabil sind
und eine Vielzahl funktioneller Gruppen tolerieren ', Die GRuBBs-Katalysatoren der ersten
und zweiten Generation waren flr das Vorhaben ungeeignet, da eine gekreuzte Metathese
mit o,B-ungesattigten Carbonylverbindungen nicht katalysiert wird und es zur Bildung des
FK506-Dimers als Hauptprodukt kommt. Als geeignet erwiesen sich die von HOVEYDA
[L08L109110] eanpyickelten GRUBBS-Katalysatoren (Abb.44).

Mes_—N N—-Mes Mes—N N—-Mes
PC PC Me
Clag, v3 clud, cl, B C'/.,Y
= = ‘Ru Ru
Clv | Clv | cva clva Mes = Me
PCys PCys (I) L
i-Pri i-Pr M
Grubbs Katalysator Grubbs Katalysator Hoveyda-Grubbs Hoveyda-Grubbs Cy= {>
1. Generation 2. Generatjon Katalysator 1. Generation Katalysator 2. Generation

Abbildung 44: Gegenuberstellung der GRuBBs und HOVEDA-GRUBBS Katalysatoren. Sie unterscheiden sich in dem
Tricyclohexylphosphin-Liganden, welcher in den Hoveyda-Katalysatoren durch eine Isopropoxy-Gruppe in ortho-Stellung am
Phenylring ersetzt wurde.

Diese Katalysatoren sind in der Lage, o.p—ungesattigte Carbonylverbindungen
umzusetzen™  und  kénnen nach  erfolgter  Reaktion  durch  einfache
saulenchromatoraphische Reinigung aus dem Reaktionsgemisch entfernt werden™21*3 Ein
weiterer Vorteil der HOVEYDA-GRuUBBS-Katalysatoren der 2. Generation ist die bevorzugte
88 des  Produktes. Die

physikalischen Bedingungen wie Temperatur, Losungsmittel und Dauer der Reaktion wurden

Bildung des thermodynamisch stabileren E-Isomers!*

nach GEsTwicki et al. optimiert™*”. Auf diese Weise wurde Verbindung 1 erzeugt, bei der
eine Carbonséaurefunktion an die Doppelbindung der Allylseitenkette angeknupft ist. Um zu
analysieren, inwieweit diese Verbindung in der Lage ist, mit dem aktiven Zentrum von
hFKBP12 zu interagieren, wurde die Inhibition der PPlase-Aktivitat dieses Enzyms durch die
Verbindung 1 untersucht (Abb.8A). Eine nur um das 1,5-fache schwéachere Inhibition von
hFKBP12 im Vergleichzu FK506 zeigt, dass die Modifikation am C4-Atom bei der Bindung
der Substanz an hFKBP12 toleriert wird.
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FK506 bildet mit hFKBP12 einen reversiblen und stochiometrischen Komplex in einem
Verhaltnis von 1:1%Y. Dazu binden der Pipecolinylring, die Diketo-Gruppe sowie Teile des
Pyranoseringes des FK506 in eine hydrophobe Tasche, welche hauptsachlich von den
aromatischen Aminosauren Tyr®®, Phe*®, Trp* und Phe®® gebildet wird®?. Das Trp™® ist das
einzige Tryptophan im hFKBP12 und eine Vielzahl an Studien belegen, dass die

Indolseitenkette maRgeblich an der Bindung des FK506 beteiligt ist®3B485]

, kann seine
intrinsische Fluoreszenz kann zur Charakterisierung der Bindung von FK506 an FKBP12
herangezogen werden®!. Durch die Bindung des FK506 kommt es zur Lageverénderung

und Abschirmung des Tryptophans am Boden der hydrophoben Tasche und zu einem
[801,[71]

Absinken der Fluoreszenzemission”

Das Absinken der intrinsischen Fluoreszenz des
Trp* im hFKBP12*[1]-Komplex zeigte, dass die
Einfuhrung der Carbonsédure an der Cy-Allylkette
keinen grofRen Einfluss auf den Verlauf der Bindung
austbte (Abb.8B). Verbindung 1 weist wie FK506
einen biphasischen Verlauf der Bindung auf. Die
zweite Phase besitzt eine etwas geringere Amplitude
als im Fall des FK506, was darauf hindeutet, dass
das Derivat 1 einen groReren Anteil einer
Konformation &hnlich dem gebundenen FK506
besitzt oder Uber eine flexiblere Struktur verfugt, die

sich im schnellen Gleichgewicht zwischen den

Abbildung 45: Darstellung der Bindung der C,- Verschiedenen Konformeren befindet. Die

Allylseitenkette in die hydrophobe Tasche der FK506- . . . .
Binderegion (weiRes Netz) des CaN (weiBer Pfeil), Verbindung 1 war in der Lage, ein Komplex mit

\fvzﬁsoei Klvg;jz gggiiﬁﬁt.?é%??ﬁiﬁ?é)des can als hFKBP12 einzugehen, dieser Komplex erwies sich

aber als nicht inhibitorische gegenldber der
Phosphatase-Aktivitat von CaN. Eine mdogliche Erklarung fur die geringe CaN-Inhibition der
Verbindung 1 ergibt sich aus der Kristallstruktur des terndaren Komplexes
hFKBP12*[FK506]*CaN (PDB ID: 1TCO)™®. Der Hauptkontakt zwischen dem
hFKBP12*[FK506]-Komplex und CaN erfolgt tGiber eine hydrophobe Region am CaN. Diese
Region umfasst die Aminosauren Leu'®, Met™®, val'’®, Leu'®, Leu®*®, Pro®*, Trp**®, Ser®?
und Phe*° des CaN. Die Mehrzahl der Wechselwirkungen von FK506 mit dieser Region
kommt durch die Atome Ci5-Cy7 und die C,;-Allylgruppe zustande. Die Allylgruppe ragt in
eine zirka 5 A tiefe Tasche der hydrophoben Region des CaN (Abb.45). Es ist daher

wabhrscheinlich, dass die Tiefe dieser Tasche die Verlangerung um die Carbonsaurefunktion
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nicht toleriert, sodass keine Inhibierung der Phosphatase-Aktivitdt von CaN bis zu einer
Inhibitorkonzentration von 10 pM beobachtet werden konnte. Allerdings zeigte die Analyse
der NFAT-Funktion im NFAT-Reportergen-Assay fir Verbindung 1 eine immunsuppressive
Wirkung. Da dieser Assay aufgrund der geringeren zellularen CaN-Konzentration sensitiver
als der in vitro CaN-Assay ist'"?, zeigen diese Daten, dass der hFKBP12*[1]-Komplex CaN
prinzipiell zu inhibieren vermag. Die Reaktion der Acrylsdure mit der Doppelbindung an der
C,o-Position des FK506 mittels Olefin Metathese war nicht ausreichend um eine nicht-

immunsuppressive Substanz zu erhalten.

Zur Etablierung der zweiten Kopfgruppe der dualen PPlase-Inhibitoren wurde die OH-
Seitenkette von Ser® des [D-Ser]®-CsA carboxymethyliert, um Verbindung 2 zu erhalten. Das
mikrobiell gewonnene [D-Ser]®-CsA, bei dem das D-Alanin durch D-Serin ersetzt ist, bietet
einen hervorragenden Ausgangsstoff fir Modifikationen am CsA-Grundgeriist, die zu nicht-

[L19L220] 5_Ser® Jiegt in einer Position, die sich in

immunsuppressiven CsA-Derivaten fuhren
der mit CaN in Wechselwirkung tretenden Region der Aminosauren 3-9% von CsA befindet.
Fir [D-Serin]®-CsA sind dhnliche immunsuppressive und Cyp-inhibitorische Eigenschaften

121054 - Auf Grund der hohen Stabilitat des CsA-Ringes gegeniiber

wie fir CsA beschrieben
verschiedenen Reaktionsbedingungen, bietet die Hydroxylgruppe des D-Serin eine ideale
Basis fur eine kovalente Verknipfung mit dem FK506. Die Analyse der inhibitorischen
Eigenschaften zeigte, dass Verbindung 2 hCypA nur um 1,3-fach schwacher inhibiert als

[D-Ser]®-CsA.

Die Ausbildung der Komplexe hCypA*[[D-Ser]’-CsA] und hCypA*[2] verlief sehr &hnlich. Die
Die Ahnlichkeiten in der Amplitude der schnellen Phase und der zweiten Phase sowie der
Geschwindigkeit der zweiten Phase, die die cis/trans-Isomerisierung der MelLeu®-MelLeu®-
Bindung des CsA reprasentiert, weisen darauf hin, dass die Modifikation die Konformation
und die Flexibilitat des [D-Ser]®-CsA nicht wesentlich verandert (Abb.10B).

Sowohl der CaN-Assay als auch der NFAT-Reportergen-Assay bestatigten, dass
Verbindung 2 weiterhin immunsuppressive Eigenschaften aufweist. Eine mogliche Erklarung
dafiir wird aus Kristallstruktur (PDB ID:1MF8)?% des humanen CaN im Komplex mit CsA und
hCypA ersichtlich. Die Aminosauren MeGly® bis Ala’ des CsA wechselwirkenéhnlich wie
FK506 mit der hydrophoben Region des CaN, die aus den Aminosauren Leu'*®, Met'®,
Vval'®®, Leu®®, Leu®®, Pro®**, Trp®?, Ser*®® und Phe®* des CaN besteht. Zusétzlich interagiert
CsA mit der Region MeGly® bis Ala’ mit der Aminosdure Asn'?* des CaN. Dabei bindet die
Seitenkette des MeLeu* des CsA in dieselbe Tasche der hydrophoben Region, wie die
C,1-Allgruppe des FK506 (Abb.46, weil3er Pfeil).
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Abbildung 46: Darstellung der Interaktion des CsA mit den Aminosauren Leu™®, Met'*®, val'®®, Asn'®?, Leu®, Leu®®, Pro**,

Trp*?, Ser® und Phe®® des CaN (weiRes Netz). Der weille Pfeil zeigt die Wechselwirkung des MeLeu® des CsA mit den
Aminosauren des CaN Met™®, val'®, Trp**?, Ser®® und Phe®*® des CaN. Es sind die gleichen Aminosaure, welche mit der Cz-
Allylkette des FK506 wechselwirkt. Der orangene Pfeil zeigt die Interaktion der Aminosauren Leu®? und Val®™ des CaN mit
MeLeu® des CsA. Zwischen diesen beiden Interaktionsstellen befindet sich ein Hohlraum, in dem die Ala® des CsA liegt (griiner
Pfeil).PDB ID: 1MF8 (Kristallstruktur von CaN im Komplex mit CsA und hCypA). CsA wird als sticks, die Oberflache des CaN als
weilles Netz dargestellt.

Weiterhin kommt es zu van-der-Waals-Wechselwirkungen des MeLeu® des CsA mit den
Aminosauren Leu®? und Val*** des CaN (Abb.46, orangener Pfeil)?”. Zwischen den beiden
Interaktionsstellen MeGly® bis Ala’ und MeLeu® des CsA ist ein Hohlraum in der
Kristallstruktur zu erkennen (Abb.46, griner Pfeil). In diesem Hohlraum befindet sich beim

8 20 Djes macht

CsA die Aminosaure D-Ala® und im [D-Ser]®-CsA die Aminoséure D-Ser
verstandlich, weshalb die bisher untersuchten Modifikationen an dieser Position weder einen
Einfluss auf die hCypA-noch auf die CaN-inhibitorischen Eigenschaften der CsA-Derivate

haben.

Um die beiden Wirkstoffgruppen zu dualen Inhibitoren zusammenfiigen zu kénnen, wurde
das FK506-Derivat 1 mit Linkern verschiedener Lange versehen. Dazu wurden 1,3-
Diaminopropan, 1,5-Diaminopentan, 1,7-Diaminoheptan und 1,9-Diaminononan zunachst mit
Verbindung 1 unter den Bedingungen der Peptidsynthese gekuppelt, um die Verbindungen
3-6 zu erhalten. Die Diaminoalkylverbindungen wurden im doppelten Uberschuss eingesetzt,
um damit der Homodimerisierung vorzubeugen. Als Kupplungsreagenz wurde PyBOP
verwendet, da der sich bildende Aktivester langsam mit dem Amin zum Amid reagiert und so

die Tendenz zur Homodimerisierung mindert.

Der ICso-Wert der Verbindungen 3-6 sinkt nicht unter den von FK506 (Abb.13A), sodass
davon ausgegangen werden kann, dass Modifikationen an der Allylgruppe am C,;-Atoms des
FK506 keinen Einfluss auf die Ausbildung der hFKBP12*[3-6]-Komplexe besitzt. Trotz der
Ausbildung hochaffiner binarer hFKBP12*[3-6]-Komplexe zeigten die Verbindungen 3-6

sowohl im CaN- als auch im NFAT-Reportergen-Assay keinerlei CaN-inhibitorische Aktivitat
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bis zu einer Inhibitorkonzentration von 10 uM. Mdglicherweise verhindern die Linker die
Bildung der terndren Komplexe hFKBP12*[3-6]*CaN, da die um die Linker verlangerte
Seitenkette am C,; sich nicht mehr in die 5 A tiefe Tasche der hydrophoben Region
erstrecken kann. Dadurch waren keine Wechselwirkungen zwischen der Effektor-Bindestelle
am FK506 und CaN mehr moglich, sodass Verbindungen mit stark reduzierten

immunsuppressiven Eigenschaften entstehen.

3.1.2 Biochemische Eigenschaften der dualen Inhibitoren FK506-C4,-CO-NH(CH),NH-
[OCCH,-D-Ser]®-CsA 7-10

Inhibition der hFKBP12- und hCypA-PPlase-Aktivitat durch die Verbindungen 7-10

Die Verbindungen 3-6, die FK506 mit einem zusatzlichen Linker reprasentieren, konnten nun
zur Erzeugung der dualen Inhibitoren 7-10 mit Verbindung 2 umgesetzt werden.
Interessanterweise wies die Affinitdt der Verbindungen 7-10 zu hFKBP12 eine deutliche
Abhangigkeit von der Lange des Linkers zwischen den Wirkstoffgruppen auf, wobei die
Abnahme der Affinitdt mit der Zunahme der Lange des Linkers einhergeht. Da solche
Abhangigkeiten fur die Verbindungen 3-6 nicht beobachtet wurden, kann man davon
ausgehen, dass die Ankniipfung des relativ groRen [D-Ser]®-CsA-Molekiils entscheidend zur
Veranderung der inhibitorischen Eigenschaften beitrdgt. Mdglicherweise erlaubt eine grol3ere
Lange des Linkers zwischen den beiden Wirkstoffgruppen eine stérkere sterische
Abschirmung des FKBP-bindenden Bereichs von Fk506 durch das angekniipfte [D-Ser]®-
CsA-Molekdl.

Zusatzlich zu der Inhibition der PPlase-Aktivitat der einzelnen PPlasen durch die dualen
Inhibitoren wurde untersucht, ob die Ausbildung des PPlase-Inhibitor-Komplexes an einer
Seite des dualen Inhibitors die Bindung der zweiten Ziel-PPlase beeinflusst. Dazu wurde die
Inhibition der hFKBP12-PPlase-Aktivitat durch die hCypA*[7-10]-Komplexe bzw. die
Inhibition der hCypA-PPlase-Aktivitat durch die hFKBP12*[7-10]-Komplexe untersucht.

Interessanterweise zeigte die Inhibition der hFKBP12-PPlase-Aktivitat durch die hCypA*[7-
10]-Komplexe ein  vollkommen entgegengesetztes Inhibitionsverhalten zu den
unkomplexierten Verbindungen 7-10 (Abb.17). Mit steigender Lange des Linkers stieg auch
die Affinitat der hCypA*[7-10]-Komplexe zu hFKBP12. Die Komplexe hCypA*[7-8] zeigten
einen um das 3-bzw. 10-fache erhohten ICso-Wert der hFKBP12-Inhibition im Vergleich zu
den unkomplexierten Verbindungen 7 und 8. Diese Verschlechterung kann auf eine sterische

Hinderung der hFKBP12-Bindung durch das bereits gebundene hCypA auf Grund des
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kleinen Abstandes der beiden Wirkstoffe in Folge der kurzen Linker basieren. Unerwartet
waren die Ergebnisse der hFKBP12-Inhibition durch die hCypA*[9-10]-Komplexe. Die ICgq-
Werte der Komplexe hCypA*[9-10] sanken unter die der unkomplexierten Verbindungen.
Moglicherweise  wird hier eine  Abschirmung der FKBP-Bindestelle  der
FK506-Wirkstoffgruppe durch den [D-Ser]?-CsA-Teil der dualen Inhibitoren 8 und 9 durch die
hCypA-Bindung verringert.

Die 1Cso-Werte der hCypA-Inhibition durch die hFKBP12*[7-10]-Komplexe sind durchweg
niedriger als die der unkomplexierten Verbindungen (Abb.18). Auch hier lasst sich nur
vermuten, dass es intramolekularen Wechselwirkungen sind, welche die niedrigen
ICso-Werte der hFKBP12*[7-10]-Komplexe bedingen.

Inhibition der CaN-Aktivitat durch die Verbindungen 7-10

Analog zu den Verbindungen 3-6 zeigten die hFKBP12*[7-10]-Komplexe bis zu einer
Inhibitorkonzentration von 10 uM keine CaN-inhibitorischen Eigenschaften. Die Modifikation
des FK506 mit den Linkern in Position 40, die sich innerhalb der CaN-Bindestelle des FK506
befindet, war zur Verhinderung der Immunsuppressivitat ausreichend. Die Uber FKBP12
vermittelte Immunsuppression konnte auch durch die Anknipfung der zweiten

Wirkstoffgruppe nicht wiederhergestellt werden.

Im Unterschied zu den hFKBP12*[7-10]-Komplexen zeigten die hCypA*[7-10]-Komplexe eine

von der Linkerlange abhangige CaN-Inhibition.

K508

=% -3

Abbildung 47: Darstellung der moglichen Ursachen fur den Einfluss der Linkerlange auf die CaN-Inhibition des binéaren

Komplexes hCypA*[7-10]. A) die sterische Abschrimung der CaN-Bindestelle durch FK506 erschwert die Bindung des CaN an
den bindren Komplex; B) die Verlangerung des Linkers ermdglicht eine ungehindertere Bindung des CaN an den binaren
Komplex; die fortschreitende Verlangerung C) fuhrt zur Selbstorganisation der Alkylkette und bewirkt so wieder die Abschirmung
der CaN-Bindestelle durch FK506.
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Die dualen Inhibitoren 7-9 im Komplex mit hCypA wiesen mit steigender Linkerlange eine
steigende Affinitéat zu CaN auf. Die Ausnahme bildet Verbindung 10. Im Komplex mit hCypA
wies sie eine deutlich geringere Affinitdt zu CaN auf als Verbindung 9. Eine mdgliche
Ursache fur diese Ergebnisse sind die sterischen Gegebenheiten in den hCypA*[7-10]-
Komplexen (Abb.47). Im Komplex hCypA*[7] ist eine starke Abschirmung der CaN-
Bindestelle des hCypA*[[D-Ser]®-CsA]-Komplexes durch den FK506-Rest und eine damit
verbundene Erschwerung der Bindung des CaN wahrscheinlich (Abb.47A). Mit
fortschreitender Verldngerung des Linkers stieg die Effektivitat der CaN-Bindung der
hCypA*[8-9]-Komplexe, was auf eine Abnahme der abschirmenden sterischen Effekte des
FK506 mit zunehmender Entfernung hinweist (Abb.47B). Die weiteren Verlangerungen der
Alkylketten (Verbindung 10) kann intramolekularen Wechselwirkungen zwischen den beiden
Wirkstoffteilen ermdglichen, wodurch der freie Zugang des CaN abgeschirmt wirde und die
Effektivitat der CaN-Hemmung sinkt (Abb.47C). Die Abschirmung konnte durch eine neue
Orientierung der Alkylkette bedingt werden, wodurch sich die beiden Wirkstoffenden
annahern. Diese Effekte wurden bereits in der Affinitatschromatographie beschrieben, sobald

die Alkylkette eine bestimmte Lange iiberschreitet™??,

Die CaN-Inhibition der Komplexe hFKBP12*[7-10]*hCypA folgte dem Muster der
hCypA*[7-10]-Komplexe. Auch hier war eine Zunahme der inhibitorischen Effektivitat mit
steigender L&nge des Linkers bis zu n=9 zu beobachten. Die Verbindung 10 bildete auch
wieder eine Ausnahme. Das ist verstandlich da die CaN-inhibitorischen Eigenschaften der
ternaren Komplexe ausschlieRlich tber den hCypA*[[D-Ser]®-CsA]-Komplex erfolgten.
Deshalb ist zu vermuten, dass die bereits oben beschriebenen sterischen Effekte die CaN-

Inhibition der ternaren Komplexe bestimmen (Abb.48A-C).
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Abbildung 48: Darstellung der méglichen Ursachen fur den Einfluss der Linkerlange auf die CaN-Inhibition des terndren
Komplexes hFKBP12*[7-10]*hCypA. A) die sterische Abschrimung der CaN-Bindestelle durch hFKBP12*[7-10] ist groRer als die
von FK506 allein und erschwert die Bindung des CaN an den binaren Komplex hCypA*[[D-Ser]®-CsA]; B) die Verlangerung des

FKBP12,

Linkers ermdglicht eine leichtere Zugénglichkeit des CaN an den bindren Komplex; eine weitere Verlangerung C) fuhrt zu einer
Wechselwirkung der binaren Komplexe und bewirkt so die Abschirmung der CaN-Bindestelle.

Mit diesen drei Experimenten konnte zum einen gezeigt werden, dass die
CaN-inhibitorischen  Eigenschaften  der dualen Inhibitoren nur  durch die
hCypA*[[D-Ser]’-CsA]-Komplexe hervorgerufen werden. Des Weiteren wurde gezeigt, dass
die Verbindungen in den ternaren Komplexen hFKBP12*[7-10]*hCypA, obwohl nicht
vollkommen inert gegeniber CaN, dennoch als Verbindungen mit reduzierten
CaN-inhibitorischen  Eigenschaften angesehen werden koénnen. Zur genaueren
Charakterisierung der immunsuppressiven Eigenschaften der dualen Inhibitoren 7-10 wurden
sie im NFAT-Reportergen-Assay untersucht. Der Einfluss der Lange des Linkers der
Verbindungen 7-10 trat bei der Inhibition der Expression des Reportergens Luciferase in
ahnlicher Weise zutage, wie bei der in vitro Inhibierung des CaN. Auch hier war Verbindung
9 der effizienteste Inhibitor. Die Verbindungen 7 und 10 inhibierten die Expression der
Luciferase deutlich schlechter als Verbindung 9. Dieses Verhalten reflektiert die
Gegebenheiten im CaN-Inhibitionsassay fur die hFKBP12*[7-10]*hCypA-Komplexe. Das
spricht daflr, dass sich in den Jurkat-Zellen tatsédchlich die hFKBP12*[7-10]*hCypA-
Komplexe ausbilden und dann intrazellular CaN inhibieren kénnen. Verbindung 8 verhielt
sich im NFAT-Reportergen-Assay jedoch anders, als die direkte Bestimmung der CaN-
Inhibition vermuten lasst. Wahrend Verbindung 8 im Komplex mit hCypA und im Komplex mit
hFKBP12 und hCypA CaN relativ gut zu inhibieren vermochte, erwiest sie sich im NFAT-
Reportergen-Assay als die schlechteste inhibitorische Verbindung. Mogliche Ursachen dafur
konnen im komplexem System liegen, das auf der Verwendung von lebenden humanen
Zellen im NFAT-Reportergen-Assay beruht. Hier spielen im Gegensatz zu der direkten CaN-
Inhibition in vitro z.B. auch Transportvorgénge der Substanzen in die Zellen, subzelluléare
Lokalisation und Interaktionen der Substanzen mit anderen Proteinen eine Rolle, die so die

beobachtete Inhibition der Reportergen Expression beeinflussen kénnen.
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Obwohl die Verbindungen hFKBP12 und hCypA im nanomolaren Bereich inhibierten, sind
sie verglichen mit FK506 zwischen 500 und 3000 mal weniger immunsuppressiv. Auch der
Vergleich mit [D-Ser]’-CsA zeigte, dass die Verbindungen 7-10 die Aktivitit des NFAT-
Reportergens um den Faktor 30-200 schlechter inhibierten. Entsprechend diesen
Ergebnissen kann man die Substanzen 7-10 zwar nicht als vollstandig nicht-
immunsuppressiv, aber dennoch als Substanzen mit reduzierten immunsuppressiven

Eigenschaften ansehen.

3.2 Die dualen Inhibitoren CHX-CH,CO-NH(CH),NH-[OCCH,-D-Ser]®-CsA
16-20
Nachdem die Verbindungen, bei denen FK506 und [D-Ser]®-CsA kovalent verkniipft
vorlagen, sich als gute PPlase-Inhibitoren bei verminderter CaN-Inhibition erwiesen hatten,
sollten weitere duale Inhibitioren dargestellt werden. In diesen Derivaten sollte der Wirkstoff
FK506 gegen einen anderen FKBP-gerichteten PPlase-Inhibitor ersetzt werden, um
magliche Selektivitdten innerhalb der FKBP-Familie zu erzielen. Die Cyclophilin-Inhibition der
so erhaltenen neuen Inhibitoren sollte davon nicht beeinflusst werden. Das FK506
ersetzende Wirkstoffmolekiil war das Cycloheximid (CHX)®®. Es inhibiert hFKBP12 mit
4,2 + 0,5 uM. Cycloheximid ist ein Antibiotikum, welches die ribosomale Proteinbiosynthese
bei Eukaryoten hemmt®M®! Auf Grund der erheblichen DNS-schadigenden, carcinogenen
und teratogenen Nebenwirkungen ist Cycloheximid nicht als Therapeutikum fir den
Menschen vorgesehen. Jedoch konnten durch gezielte chemische Manipulation am
Glutarimidylsticktoff die Toxizitat drastisch gesenkt und Spezifitdten fur bestimmte Isoformen

innerhalb der FKBP-Familie erzielt werden!®*23],

Um CHX mittels eines Alkyllinkers mit Verbindung 2 verknlUpfen zu kénnen, wurde zuerst
eine Carboxymethylgruppe in CHX eingefiihrt. Die Synthese des N-(Carboxymethyl)-
Cycloheximid (11) erfolgte im ersten Schritt mit tert-Butyloromoacetat und K,COs. Die
Spaltung des Esters erfolgte mit ZnCl,*Etherat anstatt mit S&ure, da unter diesen milden
Bedingungen die Eliminierung der Hydroxylgruppe der 1-Hydroxyethylbriicke vermieden
wird. Fir diese Hydoxylgruppe wurde bereits gezeigt, dass sie wichtig fur die Bindung des
CHX an FKBP ist"®,

AnschlieBend wurden die [D-Ser]®-CsA-Linker-Verbindungen 12-15 mit Verbindung 11
umgesetzt, sodass duale Inhibitoren mit verschiedenen Linkerldngen entstanden, die als
Wirkstoffgruppen CHX und [D-Ser]®-CsA besaRen. Die ICsp-Werte der hCypA-Inhibition der
Verbindungen 16-19 stiegen mit zunehmender Linkerlange (Abb.23). Interessanterweise
hatten die verschiedenen Linker in den Verbindungen 12-15 alleine nur einen geringen
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Einfluss auf die Fahigkeit des [D-Ser]®-CsA, hCypA zu inhibieren. Eine mégliche Erklarung
kénnte die hohe Hydrophobizitat der dualen Inhibitoren sein. In wéssrigem Milieu, wie es im
PPlase-Assay vorliegt, kbnnten sich die Linker so orientieren, dass das CHX in die hCypA-
Bindestelle des [D-Ser]’-CsA hineinreicht und die Bindung von CsA behindert. Die Linker mit
drei- und funf-C-Atomen besitzen eine geringere Hydrophobizitat, was die niedrigen 1Cs,-
Werte der hCypA-Inhibition erklart. Mit zunehmender Lange der Linker steigt die
Hydophobizitdt und somit auch die mégliche Interaktion der beiden Wirksstoffgruppen im
wassrigen Milieu. Die hohe Hydrophobizitat der Verbindungen bewirkte auch, dass sie nicht
in den zur hFKBP12-Inhibition notigen Konzentrationen in wassriger Losung eingesetzt
werden konnten, da sie schlecht l6slich waren. Somit konnte ihr inhibitorisches Potential
gegenuber hFKBP12 nicht untersucht werden. Wurden die hydrophoben Alkyllinker durch
den hydrophileren EDO-Linker in Verbindung 20 ersetzt, stieg die Effektivitdt der hCypA-
Inhibition im Vergleich zu Alkyllinkern ahnlicher Lange. Einen ahnlichen Einfluss hydrophober
Substituentenam CsA auf die Inhibition von CypA beschrieb bereits ZHANG 2001 in seiner
Dissertation™”¥. Die hydrophoben Verbindungen [O-(Bromobutyl)-D-Ser]’-CsA und [O-(Boc-
NH-(CH,)s-C(O)-CH,-)-D-Ser]’-CsA zeigten eine um das 10-fach geringer hCypA-Inhibition
als die Referenzsubstanz [D-Ser]’-CsA. Die Verbindung 20 konnte hinsichtlich ihrer
Bindefahigkeit an das aktive Zentrum von hFKBP12 untersucht werden. Es zeigte sich, dass
sie mit einem ICso-Wert von 6,9 uM ahnlich wie CHX aber deutlich besser als DM-CHX
hFKBP12 inhibiert.

Vergleicht man die ICs-Werte der hCypA-Inhibition der Verbindungen 16-20 mit der der
Inhibition der NFAT-Reportergen-Aktivitat, so ist ein gegenlaufiges Verhalten erkennbar, mit
Ausnahme von Verbindung 20 (Abb.25). Je kirzer der Linker ist, desto besser wurde hCypA
inhibiert und desto schlechter inhibierte der hCypA*[16-19]-Komplex CaN im NFAT-
Reportergen-Assay. Die Starke der Inhibition der NFAT-Reportergen-Aktivitat hing hier also
nicht von der Effektivitdt der hCypA-Bindung der Verbindungen ab. Méglicherweise beruht
der beobachtete Effekt auf strukturellen Veranderungen des [D-Ser]*CsA-Ringes durch die
Modifikationen. Um strukturelle Anderungen zu untersuchen, wurden die Verbindungen 16-
20 mittels CD-Spektroskopie analysiert. Typischerweise zeigt das CD-Spektrum von CsA ein
Minimum bei 226 nm, dass eine B-Turn-Struktur refektiert, die von den Aminoséauren 3, 4 und
5 gebildet wird®. Anderungen in der Intensitét dieser Bande weisen auf Anderungen in der
Turn-Struktur  hin®. Besonders deutlich war die Abnahme der Bande bei 226 nm
Verbindungen 16 und 17 zu beobachten. Obwohl sich die Konformation, die CsSA im ternéren
Komplex mit hCypA und CaN einnimmt, von der in ungebundener Form unterscheidet

unterscheidet, kann aus diesen Daten vermutet werden, dass sich die durch die
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Modifikationen induzierten strukturellen Verédnderung des B-Turns direkt auf die CaN-
Inhibierung auswirken. Die an der Ausbildung des B-Turn in CsA beteiligten Aminosauren
Sar®, MeLeu* und Val® sind essentiell fiir die Bindung des CsA an das CaN"?!. Dies wiirde
die erhebliche Verschlechterung der Inhibition der NFAT-Reportergen-Aktivitat der
Verbindung 16 und 17 erklaren.

3.3 Synthese und biochemische Eigenschaften des FK506-C,o-
CONHC(CHz3)s-Derivates 21 und FK506-Co-COOMe-Derivates 22

Um FK506-Derivate zu erzeugen, die entweder FKBP12 nicht inhibieren, oder FKBP12
inhibieren, aber nicht-immunsuppressiv sind, wurde in FK506 die PPlase-Bindesstelle
(Verbindung 22) bzw. die CaN-Bindestelle (Verbindung 21) modifiziert (Abb.28). Um
Verbindung 21 zu erzeugen, erfolgte die Reaktion der Carboxylgruppe der FK506-C,0-
carbonsaure mit dem tert-Butylamin.Dadurch erfolgte die Modifikation der CaN-Bindestelle
von FK506, nicht aber der PPlase-Bindeseite des FK506. Wie erwartet inhibierte Verbindung
21 hFKBP12 vergleichbar zu FK506. Eine Bindung von Verbindung 21 an hFKBP12 zeigte
auch die fluoreszenzspektroskopische Untersuchung der intrinsischen Fluoreszenz des Trp®°
des hFKBP12. Die Verbindung 21 induzierte &ahnlich FK506 eine Abnahme des
Fluoreszenzsignals, nur mit dem Unterschied, dass keine langsame cis/trans-Isomerisierung
nach der Bindung nachweisbar war (Abb.29B). Demgegeniber steht Verbindung 22. Durch
ihre modifizierte PPlase-Bindestelle, ist sie nicht in der Lage hFKBP12 bis zu einer
Inhibitorkonzentration von 100 nM zu inhibieren (Abb.29B), da keine Bindung an das
hFKBP12 mehr erfolgen konnte.

Beide Verbindungen vermochten nicht, die Phosphatase-Aktivitdt von CaN zu inhibieren und
die Expression des NFAT-Reportergens zu unterdriicken. Verbindung 21 konnte zwar einen
Komplex mit hFKBP12 bilden, aber durch die Modifizierung der CaN-Bindestelle des
Makrolids war eine effektive Bildung des ternaren hFKBP12*[21]*CaN-Komplexes nicht
maoglich. Da Verbindung 22 nicht in der Lage war, hFKBP12 im aktiven Zentrum zu binden,
war dadurch eine Ausbildung des ternaren Komplexes hFKBP12*[22]*CaN unmdglich. Beide

Verbindungen sind daher nicht-immunsuppressiv.
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3.4 Synthese und biochemische Eigenschaften neuartiger
Cycloheximid-Derivate

Cycloheximid und seine Derivate besitzen neben anderen biologischen Aktivitdaten die
Fahigkeit, die PPlase-Aktivitdt von FKBP zu inhibieren. Durch verschiedene Substituenten
am Acetamid-Stickstoff sollten die FKBP-inhibitorischen Eigenschaften verbessert werden. In
der Kiristallstruktur des Cycloheximid-N-ethanoat (PDB ID:2KO7) im Komplex mit dem MIP-
homologen FKBP aus Burkholderia pseudomallei (BpML1)®®, ist zu erkennen, dass das
Derivat nicht in gleicher Weise wie FK506 in das aktive Zentrum bindet**!l. FK506 bindet mit
dem Pipecolinylring in die hydrophobe Tasche des aktiven Zentrums des Enzyms,
wohingegen das Cycloheximid-N-ethanoat aulRerhalb der hydrophoben Tasche im aktiven
Zentrum bindet. Es bildet keine signifikanten Interaktionen mit den Resten des aktiven
Zentrums Tyr*® und Phe® aus, wéhrend es mit Ala® und Ille® interagiert. Aus der
Kristallstruktur wird ebenfalls ersichtlich, dass der Ethylester tber dem Trp® der
hydrophoben Tasche des aktiven Zentrums des BpML1 liegt (Abb.49A).
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Abbildung 49: A) Kristallstruktur (PDB ID:2KO7) des Cycloheximid-N-ethanoat (gelb) im Komplex mit BpML1 (Oberflache als
weilRes Netz dargestellt). Der Ethylester des Derivates liegt oberhalb des Trp™ (griin) der hydrophoben Tasche des BpML1. B)
Kristallstruktur (PDB ID:4MGV) fur das Adamantan-Derivat Supradamal (gelb) im Komplex mit dem pvFKBP35 (weiles Netz).
Der Adamantylrest wechselwirkt, analog dem Pipecolinylring des FK506 im hFKBP12, mit den Aminosauren der hydrophobe
Tasche des pvFKBP35, unter anderem auch mit dem Trp’” (griin) am Boden der hydrophoben Tasche. C) Kristallstruktur des
FK506 (gelb) im Komplex mit hFKBP12 (weies Netz). Der Pipecolinylring des FK506 wechselwirkt mit dem Trp*® am Boden
der hydrophoben Tasche des aktiven Zentrums.

Vergleicht man die Sequenz des BpML1 mit der des hFKBP12 zeigt sich, dass sich beide
Proteine mit einer Identitat von 56 % sehr &hnlich sind. Wesentliche Aminosauren des
aktiven Zentrums (Abb.50) sind konserviert. Daraus lasst sich ein dhnlicher Bindungsmodus

fur das Cycloheximid-Derivat im hFKBP12 vermuten.
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hFKB12 e MGVQVET I SPGDGRTFPKRGQTCVVHYTGMLEDGKKFDSSRDR 43

BpML1 MTVVTTESGLKYEDLTEGSG-AEARAGQTVSVHYTGWLTDGQKFDSSKDR 49
* - - * - - *_* - o E *hkkhk X **:*****:**
hFKB12 NKPFKFMLGKQEVIRGWEEGVAQMSVGQRAKLT ISPDYAYGATGHPGIIP 93
BpML1 NDPFAFVLGGGMVIKGWDEGVQGMKVGGVRRLT IPPQLGYGARGAGGVIIP 99
*_** *:** **:**:*** *_** :***_*: _*** * *:**
hFKB12 PHATLVFDVELLKLE 108
BpML1 PNATLVFEVELLDV- 113

*=khkkkhkkhk-kkhkkkhk -

Abbildung 50: Sequenzalignment der PPlasen hFKBP12 und BpML1. In gelb sind die konservierten Aminoséauren der
hydrophoben Tasche gekennzeichnet und in griin die restlichen Aminoséuren des aktiven Zentrums des hFKBP12 und die
entsprechenden konservierten Aminosaurereste in BpML1.

Es sollte nun untersucht werden, ob die Effektivitat der FKBP-Bindung von Cycloheximid-
Derivaten erhéht werden kann, wenn man das CHX mit einer Substanz kovalent verknipft,
die in die hydrophobe Tasche des hFKBP12 bhindet. Eine fir die Verknipfung in Frage

kommende Substanz war das Adamantan.

Es existiert bereits eine Kristallstruktur fir das Adamantan-Derivat Supradamal im Komplex
mit dem pvFKBP35 aus Plasmodium vivax (PDB ID:4MGV)"?®! (Abb.49B). Sie zeigt, dass der
Adamantylrest analog dem Pipecolinylrest des FK506 in die hydrophobe Tasche des
pvFKBP35 bindet und mit den konservierten Aminosauren dieser Tasche, u.a. mit dem Trp”’
(Trp>® in hFKBP12), hydophobe Wechselwirkungen eingeht. Weiterhin identifizierten BABINE
et al. durch Docking-Studien Adamantan und seine Derivate als potenzielle hFKBP12-

Inhibitoren2®!,

Durch die Verknupfung des N-(Carboxymethyl)-Cycloheximid (11) mit dem
1-Aminoadamantan zum N-(N"-Adamantylcarboxyamidomethyl)-Cycloheximid (30) gelang
die Synthese eines Cycloheximid-Derivates, welches das hFKBP12 erstmals im
nanomolaren Bereich inhibierte. Mittels Fluoreszenzspektroskopie wurde die Bindung der
Verbindung 30 an das hFKBP12 untersucht. Dazu wurde die intrinsische Fluoreszenz des
einzigen Trp>® des hFKBP12 am Boden der hydrophoben Tasche genutzt (Abb.36). Die
Abnahme des Signals der Fluoreszenzemission nach Zugabe von Verbindung 30 zu
hFKBP12 weist auf Wechselwirkungen des Adamanylrestes mit den Aminosauren der
hydrophobe Tasche der aktiven Seite des hFKBP12 hin, die den Grund fiir die hohe Affinitat
der Verbindung zu hFKBP12 darstellen kdnnte. Hydrophobe Substituenten am Adamantan in
den Verbindung 31, 33 und 34, fihren zu sinkenden ICso-Werten, wohingegen hydrophile
Substituenten, wie in Verbindung 32 und 35, zu steigenden ICso-Werten fiihrten. Das zeigt
die groRe Bedeutung von hydrophoben Wechselwirkungen des Adamantylrestes fir die

Starke der Interaktion.

Durch den Austausch des Adamantangerustes durch kleinere, hydrophobe Ringsysteme in

den Verbindungen 43-46 wurde versucht, den ICs-Wert der Inhibition der hFKBP12-PPlase-
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Aktivitdt weiter zu senken. Dies gelang nur mit Verbindung 44, die ein Bornylringsystem
tragt. Offensichtlich war diese Gruppierung am besten in der Lage, mit den Aminosauren der

hydrophoben Tasche des hFKBP12 zu wechselwirken.
3.4.1 Verbindungen mit modifizierten FKBP-Bindestellen

Neben der Verknlipfung mit Liganden einer alternativen Bindestelle im aktiven Zentrum von
hFKBP12 wurde versucht, direkt den Bereich des CHX, mit dem es mit FKBP interagiert, zu
modifizieren. Dazu wurde die Hydroxylgruppe der Ethylbriicke durch Dehydratation entfernt
um die Anhydrocycloheximid-Derivate 38 (E) und 39 (Z) zu erhalten. Cycloheximid und seine
Derivate sind g-Hydroxy-Ketoverbindungen und dehydratisieren im sauren Milieu leicht, unter
P-Eliminierung, zu den Anhydrocycloheximid-Derivaten. Die Triebkraft der Reaktion ist die
Bildung einer auf Grund von Hyperkonjugation stabilisierten und damit energiedrmeren
a, p~ungesattigten Carbonylverbindung. Der der Reaktion zugrunde liegende Mechanismus
ist der einer Eliminierungsreaktion erster Ordnung (E1). Nach Abspaltung der
Hydroxylgruppe und Abstraktion des o-stédndig Wasserstoffatoms bildet sich eine
Doppelbindung. Welches der beiden o-standig Protonen abstrahiert wird, kann mit der
SAYTZEFF- und HOFMANN-Regel sowie mit elektronischen Effekten vorhergesagt werden. Von
einem SAYTzEFF-Produkt spricht man, wenn das Proton an der Alkylgruppe mit der
geringsten Anzahl an Wasserstoffatomen abstrahiert wird, im Gegensatz zum
HoFMANN- Produkt, bei dem die Deprotonierung an der Alkylgruppe mit der grol3ten Anzahl
an Wasserstoffatome erfolgt. Betrachtet man die elektronische Umgebung des
Carbeniumions, so befindet sich links in g-Paosition eine Carbonylgruppe und rechts eine
Alkylgruppe. Die Alkylgruppe erhoéht auf Grund ihres +I-Effektes die Elektronendichte der
rechten a—C-H-Bindung und erschwert die Abstraktion des Protons. Im Gegensatz dazu
verringert die Carbonylgruppe durch ihren -I-Effekt, die Elektronendichte am linken
a—C-H-Bindung, was zu einer leichteren Deprotonierung fuhrt. Somit ist das sich bevorzugt

bildende Regioisomer das SAYTzEFF-Produkt (Schemalo6).

(0] (0] o

(@] NH (0] NH (0] NH

i, ~ o Hofmann-produkt 7., o Saytzeff-Produkt 7., 7 o
-~ _—

Schema 16: Darstellung des HOFMAN- oder SAYTzEFF-Produktes nach der B-Eleminierung. Nach Entstehen des intermediaren
Carbenium-lons kdénnen sich zwei Regioisomere bilden, die sich einzig durch die Lage der Doppelbindung unterscheiden.

73



Das sich nach dem Verlassen der Hydoxylgruppe intermediar bildende, planare
Carbeniumion ermoglicht eine freie Rotation um die C—C- Bindungsachse wodurch eine
Isomerisierung eintritt. Normalerweise entstehen so cis- und trans-lsomere (bzw. Z- und
E-Isomere) mit gleicher Wahrscheinlichkeit, es sei denn, sterische- und/oder elektronische
Effekte  bewirken  eine Destabilisierung eines der Diastereomeren. Das
Diastereomerengleichgewicht des Anhydrocycloheximid liegt auf Seiten des Z-Isomers. Beim
Betrachten des Cycloheximid ist zu erkennen, dass die verbriickende Alkylkette trans zur
Carbonylgruppe des Cyclohexanons angeordnet ist. In dieser Konformation kommt es zu
sterischen Hinderungen zwischen den Wasserstoffatomen der Kohlenstoffatome Cs und Cs.
Allerdings ist in dieser Konformation die Bildung einer Wasserstoffbriickenbindung zwischen
der Carbonylgruppe an C; und dem Wasserstoffatom der Hydroxylgruppe an C; beglnstigt.
Der daraus resultierende sechs-gliedrige Ring stabilisiert diese Konformation. Dieser, die

trans-Konformation stabilisierende, Effekt fehlt nach der Dehydratisierung. Diese nachteilige

Wechselwirkung im E-Anhydrocycloheximid fahrt zur Verschiebung des
[127]

Isomerengleichgewichtes zu Gunsten des Z-Isomers (Schemal7)

=

H
Cycloheximid

E-Anhydrocycloheximid Z-Anhydrocycloheximid

38 (E) 39 (2)

Schema 17: Schematische Darstellung der bevorzugten Stereochemie des Anhydrocycloheximid. Im Cycloheximid kommt es
zu einer ungunstigen sterischen Wechselwirkung zwischen den Wasserstoffatomen am Cs und am C;, die jedoch durch die
begiinstige Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Hydroxylgruppe und der Carbonylgruppe toleriert wird (oben). Durch das
Fehlen der Hydroxylgruppe in den Anhydrocycloheximid-Derivaten wird der ungiinstigen sterischen Wechselwirkung durch die
Favorisierung des Z-Isomers entgegengewirkt.
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Der einfachste Weg der Synthese von Dihydrocycloheximid-Derivaten ist die Hydrierung mit
Wasserstoff unter Palladiumkatalyse. Diese Reaktion birgt allerdings zwei Nachteile. Zum
einem ist sie nicht enantioselektiv, sodass immer ein racemisches Gemisch entsteht. Zum
anderen lauft sie nur unter Katalyse durch ein Schwermetall ab, welches nach erfolgter
Reaktion wieder entfernt werden muss. Es ist wichtig, aber oft sehr umstandlich, die
Schwermetallkatalysatoren sorgfaltig zu entfernen, da sie ansonsten in folgenden
biochemischen Untersuchungen falsche Ergebnisse verursachen kénnen. So erfolgte die
Synthese der Dihydrocycloheximid-Derivate 40(R) und 41(S) auf einer im Jahre 1987 von
COREY, BAKSHI und SHIBATA (CBS)™® entwickelten und auf Arbeiten von ITsunoM?
aufbauende enantioselektive Reduktionsmethode. Diese Reaktion erméglicht, unter Katalyse
eines chiralen Oxazaborolidin, die Reduktion achiraler und prochiraler Carbonylverbindungen

in Gegenwart eines Borans (Schemal8).

R-Dihydrocycloheximid

R-Methyloxazaborolidin S-Dihydrocycloheximid

Schema 18: Reaktionsmechanismus der entaniomerenreinen Reduktion mit Boran unter Zuhilfenahme der chiralen Auxilliare
(R)- bzw. (S)-2-Methyl-CBS-oxazaborolidin (Deteils siehe Text).

Um das Dehydrocycloheximid-Derivat 42 zu erzeugen, erfolgte die Oxidation der
Hydroxylgruppe an Position sieben zur Ketogruppe laut Literatur™® mittels Chrom(V1)-oxid in
Eisessig. Diese Methode fuhrte zwar zu dem gewilnschten Produkt, doch birgt sie einige
Nachteile. Die hohe Toxizitat des Chrom(VI)-oxid, die harten Reaktionsbedingungen, die
lange Reaktionszeit, sowie die umstandliche Aufarbeitung, bei der immer Spuren des

Schwermetalls zuriickbleiben, waren der Grund fir einen neuen Syntheseansatz. Dieser

75



fand sich in der DESsS-MARTIN-Oxidation. Diese Reaktion verlauft in zwei
aufeinanderfolgenden Schritten. Im ersten Schritt greift der Alkohol nucleophil am lodatom
des Periodinans unter Abspaltung eines Molekils Essigsaure an, wobei sich intermediar ein
Diacetoxyalkoxyperiodinan bildet. Im zweiten Schritt kommt es nun zu einer oH-
Eliminierung am Alkohol, wobei dieser oxidiert wird und das Molekil zusammen mit einem
weiteren Molekil Essigsaure, verlasst (Schemal9). Durch die DEsSs-MARTIN-Oxidation war

es auf einfachen Weg moglich, das Dehydrocycloheximid zu erzeugen.
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Schema 19: Reaktionsmechanismus der Oxidation der Hydroxylgruppe des Cycloheximids zum Dehydro-Derivat.

Betrachtet man das Cycloheximid-N-ethanoat im
Komplex mit BpML1, erkennt man

Wechselwirkungen zwischen der Carbonylgruppe

4 sowie  zwischen  der

89 [70]

und dem  Asp
Hydroxylgruppe der Ethylbricke und dem Tyr
(Abb.51). Wahrend in allen untersuchten FKBP
das Tyr® in BpML1 entsprechende Tyr konserviert
vorliegt, ist bei IpFKBP25 an Stelle des Asp™ im
BpML1 ein GIn-Rest vorhanden (Abb.52). Alle
anderen untersuchten FKBP tragen an dieser

Stelle ein Asp. Allerdings scheint dieser

Abbildung 51 Kristallstruktur (PDB ID:2K07) des UNterschied  nicht  verantwortlich  far  die

Cycloheximid-N-ethanoat elb) im Komplex mit o . .
BoMLL  (arin).  In L gelb) im Komplex Ml schlechtere Inhibition zu sein. Eher scheint es,

Aminosaurereste  Asp® und Tyr® des BpML1 . . . e
dargestellt. Asp™ Wecﬁsawi,kt mit é’er OH_Gmpp'Z der dass die FKBP sensibler auf die Modifikation der

Ethylbriicke wahrend Tyr® mit der Carbonylgruppe des .
Cyclohexanonringes interagiert. Hydroxylgruppe, als auf die der Carbonylgruppe

reagieren.
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hFEKB12 ETISP--———-—————- GDGRTFPERGQTCVVHYTGMLE-DGKKFDSSR 41

hFKB12.6 ETISP-————"""""—~ GDGRTFPKKGQTCVVHYTGMLO-NGKKEDSSR 41
hFKB13 AEGKRELQIG---VKKRVDHCPIKSRKGDVLHMHYTGKLE-DGTEFDSSL 70
hFEKEBZ5 EETLDEGPPKYTKSVLEKKGDKTNFPKKGDVVHCWYTGTLQ-DGTVEDTNI 149
hFEB51 EDITSKKDRGVLKIVKRVGNGEETPMIGDKVYVHYKGKLS-NGKKFDSSH 71
hFKB52 VDISPEQDEGVLEKVIKREGTGTEMPMIGDRVEVHYTGWLL-DGTKEDSSL 71
pIFKB35 GVIKTILKKG-—-—-——--— DEGEENIPKKGNEVIVHYVGKLESTGKVEDSSE 59
BpML1 EDLTE--————-———-—— GSGAEAR-AGQTVSVHYTGWLT-DGQKFDSSK 47
IpFKB25 IDVNP-————————— EAMAKGMQDAMSGAQLALTEQOMKED-VLNKFQKDL 64
* * .
hFEB12 DRNK--—----— PFKFMLGKQEVIRGWEEGVAQMSVGQRAKLTISPDYAYG 84
hFEB12.6 DERNK------- PFKFRIGKQEVIKGFEEGARQMSLGQRAKLTCTPDVAYG 84
hFEKB13 PONQ--———-—- PEVESLGTGQVIKGWDQGLLGMCEGEKRKLVIPSELGYG 113
hFEB25 QTSAKKKKNAKPLSFKVGVGKVIRGWDEALLTMSKGEKARLEIEPEWAYG 199
hFEB51 DRNE--—---— PEVESLGKGQVIKAWDIGVATMKKGEICHLLCKPEYAYG 114
hFEB52 DRKD--—----- KFSFDLGKGEVIKAWDTIATATMKVGEVCHITCKPEYAYG 114
pfFKB35 DRNV--——-—--— PFKFHLEQGEVIKGWDICVSSMREKNEKCLVRIESMYGYG 102
BpML1 DRND--—---— PFAFVLGGGMVIKGWDEGVQGMEVGGVRRLTIPPQLGYG 90
IpFKB25 MAKR------- TAEFNK-KADENKVEGEAFLTENKNKPGVVVLPSGLQYK 106
+* . *

Abbildung 52: Sequenzalignment der untersuchten PPlasen hFKBP12, hFKBP12.6, hFKBP13, hFKBP25, hFKBP51,
hFKBP52, pfFKBP35, IpFKBP25 und BpML1. In gelb sich die Aminosauren Asp* und Tyr®® des BpML1 dargestellt, welche mit
der Carbonylgruppe des Cyclohexylringes und der Hydroxylgruppe der Ethylbriicke wechselwirken. Sie sind in den anderen
dargestellten FKBP konserviert.
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4 Untersuchung der Substanzen 7, 20, 21 und 22 im
Tiermodell der Multiplen Sklerose und dem

Morbus Parkinson

Eine Vielzahl von Studien sowohl an neuronalen Zellkulturen als auch in Tiermodellen der
Multiple Sklerose (MS) und des Morbus Parkinson zeigten, das Liganden der FK506-
bindenden Proteine als auch der der Cyclophiline einen neuartigen therapeutischen Ansatz
zur Behandlung der Krankheit darstellen kénnten, indem sie nicht nur die Symptome lindern,
sondern durch Protektion vor dem neuronalen Zelltod direkt in die Pathogenese der

Erkrankung eingreifen!t311132}(133][42], [134],1135]

4.1 Die Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis als Tiermodell

der Multiplen Sklerose

Multiple Sklerose ist eine chronisch entziindliche, T-Zell-vermittelte

13137 des  Zentralnervensystems  (ZNS)™,  die mit einer

Autoimmunerkrankung
Demyelinisierung (Entmarkung) von Axonen der Nervenzellen im Gehirn und Rickenmark
verbunden ist und zu neurologischen Ausfallerscheinungen fuhrt. Fokale, scharf abgegrenzte
Entmarkungsherde, die mit Inflammationen, Infiltration und Aktivierung von Immunzellen
(Mikroglia/Makrophagen), reaktiver Gliose und Axon- sowie Neurodegeneration assoziiert

sind, sind die wesentlichen pathologischen Merkmale der MS.

Die EXPERIMENTELLE AUTOIMMUNE ENZEPHALOMYELITIS (EAE) ist eine der humanen MS
ahnelnde Erkrankung des zentralen Nervensystems und wird als Tiermodell der MS
verwendet™. In ihr wird durch eine Antigen-induzierte Autoimmunreaktion gegen
Oligodendrocyten, die zellularen Bestandteile der axonalen Myelinscheide, durch Injektion
verschiedener Proteine ausgeldst. Dies fuhrt zur Entmarkung (Demyelinisierung) der Axone
(Abb.53) und zum Verlust von Nervenzellen und Nervenfasern™®. Die Antigen-induzierte
Entmarkung dominiert das friihe, schubférmige Krankheitsstadium der EAE. Als Reaktion auf
die Demyelinisierung kommt es innerhalb der Axone zum starken und langanhalten Anstieg
des oxidativen Stresses, der die Apoptose der Zellen zur Folge hat. Diese beherrscht den
weiteren Krankheitsverlauf und ist verantwortlich fir die sekundar chronisch-progrediente

Verschlechterung der Erkrankung.
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In dem in dieser Arbeit verwendeten EAE-Modell wurde die Antigen-induzierte
Autoimmunreaktion durch subkutane Gabe des Proteolipid Protein PLP39.15; in weiblichen
SJL/J Mausen ausgelost. Die Verbindungen (10 mg/kg/d) oder die Vehikel (DMSO/0.1 M
PBS, pH 7.2 (30:70 w/w) wurden durch miniosmotische Pumpen kontinuierlich fir 28 Tage
nach Auslésen der EAE intraperitoneal appliziert. Der klinische EAE-Score der Mause wurde
taglich tber 33 Tage an Hand einer standardisierten EAE-Skala, von unaufféllig bis Tod,
ausgewertet. Die histopathologischen und immunhistochemischen Analysen von Corona-
Gewebsschnitten des zervikalen Rickenmarks erolgte durch Anfarben unterschiedlicher
Zellen und Strukturen, die spezifisch eine Degeneration im Verlauf einer EAE anzeigen.
Dazu wurden die axonalen Myelinscheiden einer Black-Gold-Myelin-Farbung unterzogen,
hier manifestieren sich MS-Symptome durch Verringerung der intakten Myelinscheiden. Die
Perikarya der o-Motoneuronen wurden durch eine Nissl-Farbung sichtbar gemacht, in
erkranktem Gewebe sind diese verringert. Fir die Farbung der fir MS typischen aktivierten
Hirn-residierender Mikroglia und Makrophagen wurde der Antikorper Ibal verwendet,
wohingegen die eingewanderten Makrophagen und Leukozyten durch einen CDA45-
Antikorper gefarbt wurden. Die axonalen Neurofilamente der a-Motoneuronen wurden mit
dem Antikdérper NF200 und deren axonaler Zellkérper mittels NeuN-Antikérper gefarbt, im

erkrankten Gewebe nehmen diese ab.
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Abbildung 53: Darstellung des Verlaufs des neuronalen Sterbens bei der Multiplen Sklerose. Eine Entziindungsreaktion der
intakten Neuronen (Abb.53-1) fuhrt zur Entmarkung (Demyelinisierung), welche in den friihen, schubférmigen Krankheitsstadien
dominiert (Abb.53-2). Bereits zu diesem Zeitpunkt tritt durch die Demyelinisierung eine axonale Schadigung auf, der neuronale
Zelltod kann jedoch noch kompensiert werden (Abb.53-3). Wird jedoch eine kritische Schwelle Uberschritten, bei der endogene
Kompensationsmechanismen erschdpft sind, kommt es unabhéngig von inflammatorischen Ereignissen zu einem Anschwellen
des Axons (Abb.53-4) und im weiteren Verlauf zu einer fortschreitenden Neurodegeneration in Form von Apoptose der
Neuronen (Abb.53-5). Modifiziert nach TRAPP et al.**%.,
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4.2 Das 6-Hydroxydopamin-Modell als Tiermodell des Morbus
Parkinson

Der Morbus Parkinson ist eine progressive neurodegenerative Erkrankung, welche durch
klinische Symptome wie Brady- bzw. Akinese, Rigiditat und Tremor gekennzeichnet ist™**.
Die Mehrheit der motorischen Stérungen werden durch den Verlust dopaminerger Neuronen
innerhalb der Substantia nigra pars compacta (SNpc) hervorgerufen, welche ein Absinken
des Dopaminspiegels im Striatium zur Folge hat'**?. Zum Zeitpunkt des Auftretens der ersten
Symptome sind bereits 80-85 % der Dopamin produzierenden Zellen der SNpc degeneriert

sowie nahezu 80 % des striatialen Dopaminlevels verloren®*344],

Als Tiermodell fur die Parkinson’'sche Erkrankung dient das 6-Hydroxydopamin (6-OHDA)-
Modell. In diesem Modell erzeugt eine unilaterale 6-OHDA-Injektion in das mittlere
Vorhirnbindel von SPRAQUE-DAWLEY-Ratten eine unilaterale Degeneration dopaminerger
Neuronen in der SNpc der ipsilateralen Hemisphére. Die Degeneration wird ausgeldst durch
einen sprunghaften Anstieg des oxidativen Stresses nach Injektion des 6-OHDA. Auf Grund
seiner strukturellen Ahnlichkeit zum Dopamin besitzt 6-OHDA eine hohe Affinitat zu dem
transmembranen Dopamintransporter, welcher es in die dopaminergen Zellen transportiert.
Dort wird es zu hochreaktiven und sehr toxischen Sauerstoffspezies abgebaut und wirkt
gleichzeitig als Inhibitor der mitochondrialen Komplexe | und IV der Atmungskette*5+46]
Beide Ereignisse fihren zu mitochondrialer Dysfunktion, oxidativem Stress und zu einer
Stérung der Calcium-Homoostase, in deren Folge die Zelle in Apoptose Ubergeht. Diese

Stérungen sind eng mit der Pathogenese der PD assoziiert!*48]

, weshalb das
6-OHDA-Modell das am weitesten verbreitete Tiermodell fir Untersuchungen des Morbus

Parkinson darstellt.

Es wurden zwei verschiedene Parameter fir die Bestimmung des neuroprotektive Potentials
der Verbindungen wuntersucht: 1) die Anzahl der durch Apomorphin ausgeltsten
kontralateralen Rotationen innerhalb eines definierten Zeitintervalls und 2) der Verlust
andopaminerger neuronaler Zellen in der ipsilateralen SNpc. Die kontinuierliche
intraperitoneale Gabe der Wirkstoffe (1 mg/kg/d) oder der Vehikel begann unverziiglich nach
Induktion der Lasion und wurde fiir 10 Tage fortgefiihrt. Die durch Apomorphin ausgeldste
kontralaterale Rotation wurde am Tag 7 und 14 nach Erzeugen der Lasionen ausgewertet.
Unmittelbar im Anschluss an den letzten Rotationstest wurde das Ausmalfd des Verlustes an

dopaminergen Zellen mittels immunhistochemischer Detektion und Quantifizierung der
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Uberlebenden Tyrosinhydroxylase(TH)-positiven dopaminergen Neuronen in der SNpc

bestimmt.

Fur die Untersuchung der dualen Inhibitoren in dem EAE-Tiermodell der Multiplen Sklerose
und dem 6-Hydroxydopamin-Tiermodell des Morbus Parkinson wurden die Verbindungen 7
und 20 ausgewahlt. Die Auswahl erfolgte anhand ihrer Féhigkeit zur Inhibition der PPlase-
Aktivitat. Verbindung 7 reprasentiert dabei den dualen Inhibitor mit FK506 und [D-Ser]®-CsA
als Wirkstoffgruppen, der unter den untersuchten Derivaten hCypA und hFKBP12 am
effizientesten inhibierte. Verbindung 20 reprasentiert den dualen Inhibitor mit den
Wirkstoffgruppen CHX und [D-Ser]®-CsA, der hFKBP12 und hCypA am effizientesten
inhibierte. Verbindung 21 und 22 als nicht-immunsuppressive FK506-Derivate dienen als
Kontrollsubstanzen, wobei Verbindung 21 die PPlase-Aktivitat von hFKBP12 gut inhibierte,
wahrend Verbindung 22 hFKBP12 nicht inhibieren konnte.

4.3 Ergebnisse der Verbindungen 7, 20, 21, 22 in den EAE- und
6-OHDA-Tiermodellen

4.3.1 Die Verbindung 7 im EAE-Tiermodell der Multiplen Sklerose

Die Untersuchung hinsichtlich der neuroprotektiven Eigenschaften der dualen Inhibitoren mit
FK506 und [D-Ser]®-CsA als Wirkstoffgruppen erfolgte fiir Verbindung 7 in dem Tiermodell
EAE.

-7

-#-FK506 +CsA

—A-vehikel

klinischer EAE-Score

0 5 10 15 20 25 30 35

Tage nach Immunisierung

Abbildung 54: Auswirkung der Verbindung 7 auf den klinischen Score im EAE-Modell. Verbindung 7, oder die kombinierten
Gabe von FK506 und [D-Ser]®-CsA bewirken einen lang anhaltenden positiven Effekt auf den EAE-Score nach Immunisierung
mittels PLP139-151. Verbindung 7 (5 mg/kg/d), FK506 + CsA (jeweils 5 mg/kg/d) oder Vehikel wurden mittels implantierter mini-

81



osmotischer Pumpen appliziert. Der klinische Score wurde téglich bestimmt und als Durchschnitt + SEM dargestellt. n = 10
Tiere pro Gruppe. (Durchfuhrung und Auswertung durch Dr. Werner Schmidt und Dr. Frank Striggow von der Arbeitsgruppe
Neurodegeneration und Interventionsstrategien am Deutschen Zentrum fir Neurodegenerative Erkrankungen e.V. (DZNE)).

Die Analyse des EAE-Scores ergab, dass die untersuchten Mause EAE-Symptome 12-14
Tage nach der Immunisierung mit PLP;39.15; entwickelten (Abb.54). Die mit Verbindung 7 und
der Kombination aus FK506 und CsA behandelten Tiere zeigten eine leichte Verzégerung
beim Einsetzen der Symptome. Die klinischen Symptome der EAE sind charakterisiert durch
einen scharfen Anfangspeak (Tag 12-20 nach der Immunisierung) und eine Plateauphase
(Tag 21-32 nach der Immunisierung). Die intraperitoneale Infusion von Verbindung 7
erbrachte eine Reduktion der EAE-Symptome wahrend der Peak- und Plateauphase. Im
Vergleich zur Vehikel-behandelten Kontrollgruppe, wurde der EAE-Score um 40,4 + 9,5 % an
Tag 14 und 29,9 + 10,9 % Tag 17 reduziert. Das Plateau zwischen dem Tag 23 und 32
wurde ebenfalls deutlich herabgesetzt. Verbindung 7 zeigte nur eine geringere
Verschlechterung im Vergleich zur kombinierten Gabe von FK506 und CsA in ihrem nicht
verbundenen und im Gegensatz zu Verbindung 7 vollkommen immunsuppressiven Zustand.
Dies wurde durch histopathologische und immunhistochemische Analysen von Corona-
Gewebsschnitten des zervikalen Riuckenmarks nach dem 32. Tag der Immunisierung
bestétigt. Im Gegensatz zur mit Vehikel behandelten Kontrollgruppe bewirkten Verbindung 7
oder die Kombination aus FK506 und CsA intakte axonale Myelinscheiden und schiitzten die
o—Motoneuronen vor axonaler ,Waller-ahnlicher Degeneration” in der weifRen und grauen
Substanz des Rlckenmarks, wie die Back-Gold-Myelin- und die Neurofilamentfarbung
zeigten (Abb.55a-d, i-l). Die mit Vehikel behandelten M&ause wiesen submeningeale
Entzindungsherde in der weiRen und grauen Substanz des zervikalen Rickenmarks,
ausgeldst durch Infiltration peripherer CDA45-positiver Leukozyten und Makrophagen
(Abb.55f-g, weilRe Pfeilkdpfe) sowie durch aktivierte, im Hirn residente, Mikrogliazellen und
Makrophagen auf (Abb.55f, weiRe Pfeile).
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Abbildung 55: Reprasentative Schnitte des zervikalen Rickenmarks von M&usen im EAE-Modell der Multiplen Sklerose.
Reprasentative Schnitte des zervikalen Rickenmarks von nicht-immunisierten Kontrollméausen (a, e, i) und EAE-M&usen,
welche mit Vehikeln (b, f, j), Verbindung 7 (c, g, k) oder FK506+CsA (d, h, I) behandelt wurden. Die Ansicht des dorsalen Teils
des zervikalen Riickenmarks zeigte die weiRe Materie (WM) und die graue Materie (GM), welche mit Black-Gold-Myelin-Nissl|
(a—d) gefarbt wurden. Intakte axonale Myelinscheiden der a-Motoneuronen (weil3e Pfeile) fehlten in den mit Vehikeln
behandelten Mausen (b), waren aber bestandig in den mit Verbindung 7 (c), oder in den mit FK506 und CsA simultan
behandelten Tieren (d). Des Weiteren waren die Perikarya der a-Motoneuronen (schwarze Pfeilkdpfe) nach Vehikel-
Behandlung nicht mehr detektierbar (b), obwohl noch vorhanden nach Behandlung mit Verbindung 7 oder FK506/CsA (c, d).
Zusétzlich wurden die Rickenmarkschnitte auf aktivierte, Hirn-residierender Mikroglia und Makrophagen (Ibal, wei3e Pfeile) als
auch auf eingewanderte Leukozyten und Makrophagen (CD45, weilRe Pfeilkdpfe) gefarbt (e-h). Verbindung 7 bewirkte eine
starke Verminderung des Ibal Signales, aber ein starke CD45 Farbung (g). Beide Zellmarker, Ibal und CD45, wurden bei der
Behandlung mit FK506/CsA nicht beobachtet (h). Weiterhin wurden die axonalen Neurofilamente (NF, weil3e Pfeile) und die
Zellkorper (NeuN, weil3e Pfeilkdpfe) der a-Motoneuronen angeférbt (i—I). Der Grund der a-Motoneuronen-Degeneration wurde
deutlich in denjenigen Riuckenmarkschnitten der EAE-Mause reduziert, welche mit Verbindung 7 (k) oder FK506/CsA (I)
behandelt wurden. Skalierungsbalken: a-d = 100 um, e-I = 50 um. Durchfiihrung und Auswertung durch Dr. Werner Schmidt und
Dr. Frank Striggow von der Arbeitsgruppe Neurodegeneration und Interventionsstrategien am Deutschen Zentrum fir
Neurodegenerative Erkrankungen e.V. (DZNE)).

Beide die Entziindung auslésenden Prozesse wurden durch die simultane Gabe von FK506
und CsA unterbunden (Abb.55h). Die mit Verbindung 7 behandelten Tiere wiesen eine starke
Reduktion aktivierter, Hirn-residenter Mikroglia und Makrophagen auf, wohingegen die
Infiltration CD45-positiver Zellen &hnlich wie bei den mit Vehikel behandelten Tieren auftrat.
Es zeigte sich, dass das zervikale Rickenmark bei Behandlung mit Verbindung 7 genau wie
bei Behandlung mit einem Gemisch aus FK506 und CsA eine ahnliche Anzahl von intakten
Neurofilamenten aufwies wie die Kontrolltiere (Abb.55k-I, weiRe Pfeile). Im Gegensatz dazu
besalR die nur mit Vehikel behandelte Gruppe von Mausen mit EAE nur noch eine sehr
geringe Anzahl intakter Neurofilamente. Eine starke NeuN-Farbung, welche das

Vorhandensein intakter neuronaler Zellkdrper anzeigt (Abb.55k-I, weil3e Pfeilkdpfe), deutete
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auf eine effiziente neuronale Protektion in mit Verbindung 7 oder FK506/CsA behandelten

Mausen hin.

Auch die Verbindung 20 wurde im EAE-Tiermodell hinsichtlich ihres neuroprotektiven
Potentials untersucht (Abb.56). Die mit Vehikel behandelten Tiere entwickelten die
schwersten EAE-Symptome. Im Unterschied dazu wiesen die Tiere, welche mit Verbindung
20 oder DM-CHX behandelt wurden, eine klare Verbesserung des EAE-Scores auf. So
senkte die Gabe von Verbindung 20 den EAE-Symptome anzeigenden Peak an Tag 17 um

19,9 + 3,3 %, verglichen mit den mit Vehikel behandelten Tieren.
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Abbildung 56: Auswirkung der Verbindung 20 auf den klinischen Score im EAE-Modell. Die EAE wurde in SJL/J-Mausen durch
Immunisierung mittels PLP13s-151 am Tag O induziert. Verbindung 20 (5 mg/kg/day) oder Vehikel wurden mittels implantierter
miniosmotischer Pumpen appliziert. Verbindung 20 und DM-CHX als Kontrolle senkten den die Schwere der klinischen
Symptome anzeigenden EAE-Score, verglichen zu den mit Vehikel behandelten Mausen. Der klinische Score wurde téglich
bestimmt und als Durchshcnitt + SEM dargestellt. n = 10 Tiere pro Gruppe. (Durchfihrung und Auswertung durch Dr. Werner
Schmidt und Dr. Frank Striggow von der Arbeitsgruppe Neurodegeneration und Interventionsstrategien am Deutschen Zentrum
fur Neurodegenerative Erkrankungen e.V. (DZNE)).

DM-CHX dagegen erreichte eine Reduktion des EAE-Scores am 17. Tag um 28,6 £ 6,4 %,
im Vergleich zur Vehikel behandelten Kontrollgruppe. Eine deutliche Reduktion der EAE-
Symptome gelang sowohl mit 20 als auch DM-CHX wéhrend der Plateau-Phase von Tag 18-
31. Im Mittel senkte 20 die klinischen Symptome um 33,4 + 8,1 %, DM-CHX sogar um
41,7 + 9,4 %. Bei allen Tieren setzten die ersten Symptome der EAE nach 12 Tagen nach

der Immunisierung mit PLP139_15; €in.

Zur Analyse der Rolle der Inhibition der PPlase-Aktivitat von FKBP im Vergleich zur Inhibition
des CaN bei der Behandlung von EAE durch FK506, wurden je ein FK506-Derivat
angewandt, das entweder eine gestdrte Inhibierung der PPlase-Aktivitdt und CaN-

Inhibierung aufwies (22), oder bei dem nur die CaN-Inhibition gestort war, das jedoch noch
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hFKBP12 inhibieren konnte (21). Wahrend die mit Vehikeln-behandelten Tiere eine schwere
EAE entwickelten, welche sich 12-14 Tage nach Induktion zeigte (Abb.57), wiesen die
Mause, die Verbindung 21 erhielten, eine klare Verbesserung hinsichtlich der Schwere der
EAE auf.

® Vehikel
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Abbildung 57: Auswirkung der Verbindungen 21 und 22 auf den klinischen Score im EAE-Modell. EAE wurde ausgelést durch
die Applikation von PLP139151 am Tag 0. Die Wirkstoffe (5 mg/kg/d) oder die Vehikel wurden kontinuierlich (ip) mittels einer
implantierten mini-osmotischen Pumpe verabreicht. Die EAE-Scores wurden taglich aufgenommen. Im Vergleich zu den
Vehikeln, zeigte 21 eine Reduktion der Schwere der EAE Symptome, wohingegen Verbindung 22 ineffektiv war. Die Daten sind
dargestellt als Durchschnitt + SEM. (Durchfiihrung und Auswertung durch Dr. Werner Schmidt und Dr. Frank Striggow von der
Arbeitsgruppe Neurodegeneration und Interventionsstrategien am Deutschen Zentrum fur Neurodegenerative Erkrankungen
e.V. (DZNE)).

Verglichen mit den Vehikeln-behandelten Kontrolltieren wurde der den Beginn der EAE-
Symptome anzeigende Peak an Tag 17 nach der Immunisierung durch Verbindung 21 um
42,4 + 3,4 % gesenkt. Ausserdem verbessert Verbindung 21 signifikant den EAE-Score
wahrend der Plateauphase ab dem 17ten Tag nach der Immunisierung. Das Ausbleiben
eines Ruickfalls deutete auf ein Vorhandensein eines neuroregenerativen Potentials der
Verbindung 21 hin. Um dieses Vermutung jedoch bestatigen zu konnen, wére ein Fortfuhren
des Experimentes fur weitere 15 Tage notig gewesen. Anders als Verbindung 21, vermochte
Verbindung 22 die EAE-Symptome zu keinem Zeitpunkt des Experiments zu beeinflussen.
Nach Tag 33 wurde eine zervikale Rickenmarkssektion aller Tiere durchgefiihrt und

detaillierte immunhistochemische und histopathologische Analysen durchgefuhrt (Abb.58).
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Abbildung 58: Reprasentative Schnitte des zervikalen Rickenmarks von Mausen im EAE-Modell der Multiplen Sklerose.
Reprasentative Schnitte des zervikalen Rickenmarks von nicht-immunisierten Kontrollmausen (a, g, m) und EAE-Mausen
welche mit Vehikeln (b, h, n), Verbindung 21 (c, i, 0) oder Verbindung 22 (e, k, q) behandelt wurden. Die Ansicht des dorsalen
Teils des zervikalen Rickenmarks zeigte die weiRe Materie (WM) und die graue Materie (GM), welche mit Black-Gold-Myelin-
Nissl (a — e) gefarbt wurden. Intakte axonale Myelinscheiden der a-Motoneuronen (gelbe Pfeile) waren in den mit Vehikeln
behandelten Mausen degeneriert (b), waren aber besténdig in den mit Verbindung 21 (c) behandelten Tieren. Des Weiteren war
die Perikarya der a-Motoneuronen (schwarze Pfeilképfe) nach Vehikel-Behandlung nur noch in geringer Zahl detektierbar (b),
obwohl reichlich vorhanden nach Behandlung mit Verbindung 21 (c) und nur zu einem geringen Maf3 in den mit Verbindung 22
behandelten Tieren (e). Im Gegensatz zu Verbindung 21 (c) schitzte Verbindung 22 nicht vor einer massiven Entziindung in der
WM (b, e, grine Pfeile). Zusétzlich wurden die Rickenmarkschnitte auf aktivierte, Hirn-residierender Mikroglia und
Makrophagen (Ibal, gelbe Pfeile) als auch auf eingewanderte Leukozyten und Makrophagen (CD45, weil3e Pfeile) gefarbt (g-k).
Im Unterschied zu Vehikel und Verbindung 22 behandelten Tieren bewirkte Verbindung 21 eine starke Verminderung des Ibal
und CD45 Signales (g-k). Weiterhin wurden die axonalen Neurofilamente (NF, grine Fluoreszenz) und die Perikaya (NeuN,
weil3e Pfeile) der a-Motoneuronen angefarbt (m—q). Das Ausmall der EAE-abhéngigen a-Motoneuronen-Degeneration wurde
durch Verbindung 21 deutlich reduziert, wohingegen die mit Verbindung 22 (0) behandelten Tiere eine vdllige Degeneration
aufwiesen (q). Skalierungsbalken: a-e = 100 um, g-q = 50 um. (Durchfiihrung und Auswertung durch Dr. Werner Schmidt und
Dr. Frank Striggow von der Arbeitsgruppe Neurodegeneration und Interventionsstrategien am Deutschen Zentrum fur
Neurodegenerative Erkrankungen e.V. (DZNE)).

Im Einklang mit dem Effekt auf den EAE-Score reduzierte Verbindung 21 den Grad der
Neurodegeneration innerhalb der grauen Substanz, als auch die Entzindungsherde

grauer und weilRer Substanz des zervikalen Rickenmarks (Abb.58a-e). Intakte axonale
o-Motoneuronen der grauen Substanz (Abb.58a, gelbe Pfeile) degenerierten nach Induktion
der EAE (Abb.58b, e, griine Pfeile), blieben aber durch Gabe von Verbindung 21 erhalten. Im
Vergleich zu Verbindung 22 oder den mit Vehikel behandelten Mausen, erhéhte Verbindung
21 das Uberleben der Perikarya von o-Motoneuronen in der grauen Substanz (Abb.58a-e,
schwarze Pfeile). MS st eine entzindliche Erkrankung des Nervensystems.
Dementsprechend findet man schwere perivasculare und submeningeale Entziindungsherde

im zervikalen Rickenmark der grauen und weiRen Substanz bei den mit Vehikeln oder
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Verbindung 22 behandelten Tieren, ausgeldst durch eingewanderte Leukozyten und
Makrophagen (Abb.58h,k, gelbe Pfeile) sowie durch aktivierte, hirneigene Mikroglia
(Abb.58h,k, weile Pfeile). Dem gegeniuber stehen die Tiere, welche mit Verbindung 21
behandelt wurden. Sie zeigten nur wenige Entzindungsherde auf der meningealen
Oberflache des Ruckenmarks (Abb.58i). Die Neurofilament-Farbung zeigte (Abb.58m-q,
grine Fluoreszenz) ausgepragte Waller-ahnliche Degeneration in der weil3en Substanz, in
den mit Verbindung 22 und Vehikel behandelten EAE-Mausen, sowie das Fehlen intakter
Perikarya (Abb.58n,q). Verbindung 21 reduzierte die Degeneration der o-Motoneuronen
erheblich (Abb.580), wahrend Verbindung 22 bzw. Vehikel keine solche Reduktion

hervorriefen.

4.3.2 Die Verbindungen 7, 20, 21 und 22 im 6-OHDA-Tiermodell des Morbus
Parkinson

Nachdem die neuroprotektive Wirkung der Verbindungen 7, 20, 21 und 22 im EAE-Modell
der MS gezeigt werden konnte, sollte mit einem weiteren ZNS-Erkrankungsmodell die
Wirksamkeit der Verbindungen analysiert werden. Hierzu wurde das 6-OHDA-Modell der
Parkinsonschen Krankheit gewahlt. Die durch Apomorphin ausgeltste kontralaterale
Rotation wurde am Tag 7 und 14 nach erzeugten Lasionen ausgewertet. Fur jeden Zeitpunkt
wurde die Anzahl der kontralateralen Rotationen der mit Vehikel behandelten Kontrolltiere
auf 100 % gesetzt (Abb.59).
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Abbildung 59: Effekt der Verbindungen 7, 20, 21 und 22 auf die kontralaterale Rotation 6-OHDA-behandelter Ratten. Die
Rotation wurde mittels Apomorphingabe (s.c.) zu verschiedenen Zeitpunkten nach 6-OHDA-Injektion quantifiziert. Dabei
entspricht das Ausmalf3 der Rotation dem Schadigungsgrad dopaminerger Neurone in der Substantia nigra. Die Verbindungen
7, 20, 21 bewirken im Gegensatz zu Vehikeln und Verbindung 22 eine Reduzierung Apomorphin-abhéngiger
Rotationsbewegungen der untersuchten Tiere. (Durchfihrung und Auswertung durch Dr. Werner Schmidt und Dr. Frank
Striggow von der Arbeitsgruppe Neurodegeneration und Interventionsstrategien am Deutschen Zentrum fir Neurodegenerative
Erkrankungen e.V. (DZNE)).
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Die Ratten, welche die Wirkstoffe erhielten, zeigten eine deutliche Reduktion an
kontralateralen Rotationen. Sieben Tage nach 6-OHDA-Gabe nahm die kontralaterale
Rotation signifikant ab. Verglichen mit den mit Vehikel behandelten Ratten betrug die
Abnahme flr Verbindung 7 25,0 + 9,1 % und fur Verbindung 20 93,7 + 1,3 %. Vierzehn Tage
nach Induktion der Lasionen (4 Tage nach Ende der Wirkstoffgabe) vermochte Verbindung 7
die kontralaterale Rotation nur noch mit einer Effektivitat von 20,0 £ 5,2 % zu vermindern,
wohingegen Verbindung 20 die kontralaterale Rotation unverdndert mit 958 + 1,8 %
unterband. Mit einer Effektivitat von 44,2 + 12,5 % nach sieben Tagen und von 51,6 + 13,9 %
nach 14 Tagen liegt Verbindung 21 zwischen den Verbindungen 7 und 20. Im Gegensatz
dazu beeinflusst der Wirkstoff Verbindung 22 das kontralaterale Rotationsverhalten der

Versuchstiere zu keinem Zeitpunkt der Untersuchung.

Im Anschluss wurde das Ausmal3 des durch 6-OHDA-Injektion hervorgerufenen Verlustes an
dopaminergen neuronalen Zellen mittels immunhistochemischer Detektion und
Quantifizierung der Uberlebenden  Tyrosinhydroxylase(TH)-positiven  dopaminergen
Neuronen (Abb.60) der SNpc unmittelbar nach dem letzten Rotationstest bestimmt. Unter
allen experimentellen Bedingungen korrelierte die Apomorphin-abhangige kontralaterale
Rotation mit der Degeneration dopaminerger Neuronen in der ipsilateralen SNpc. Die
6-OHDA-Injektion fihrt zu einem massiven Absterben dopaminerger Neuronen in der

ipsilateralen SNpc in den mit Vehikeln behandelten Ratten.
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Abbildung 60: Immunhistochemische Markierung dopaminerger Neurone in der Substantia nigra pars compacta 14 Tage nach
unilateraler Injektion von 6-OHDA in das mediale Vorderhirnbiindel. Tyrosin-Hydroxylase-positive dopaminerge Neurone (rot fir
Verbindungen 21 und 22, grin fir 7 und 20) und Zellkerne (DAPI Fluoreszenz, blau) in der geschadigten (ipsilateral) und der
nichtgeschadigten (kontralateral) Hemisphare sind oben bzw. unten dargestellt. Die Verbindungen 7, 20 und 21 wirkten im
Gegensatz zu Vehikel und Verbindung 22 neuroprotektiv. Dadurch war die Anzahl tberlebender dopaminerger Neurone in der
Substantia nigra pars compacta erhoht (rote und griine Fluoreszenz). Die Wirkstoffe (1 mg/kg/24 h) oder Vehikel wurden mittels
miniosmotischer Pumpen uber 8 Tage kontinuierlich intraperitonial (i.p.) injiziert. (Durchfihrung und Auswertung durch Dr.
Werner Schmidt und Dr. Frank Striggow von der Arbeitsgruppe Neurodegeneration und Interventionsstrategien am Deutschen
Zentrum fur Neurodegenerative Erkrankungen e.V. (DZNE)).
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Nach 6-OHDA-Injektion und Vehikelbehandlung Uberlebten nur 14,9 £ 3,9 % TH-positiver
Perikarya in der ipsilateralen SNpc. Demgegeniiber standen 100 % intakter dopaminerger
Zellen in der kontralateralen Snpc (Abb.61).
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Abbildung 61: Immunomorphometrische Auswertung der in Abb. 58 dargestellten Experimente. Verbindung 20 und 21
bewirkten eine signifikante Erhdhung Tyrosin-Hydroxylase-positiver Neurone in der ipsilateralen Substantia nigra pars
compacta. Effekt > 30 %, n = 8 Tiere je Kondition, ***p < 0.01, Student’s t-test.

Im Einklang mit dem Ergebnis des Rotationstests fihrten Verbindung 20 und Verbindung 21
zu einem deutlichen Anstieg an Uberlebenden dopaminergen Neuronen in der ipsilateralen
SNpc, verglichen mit der kontralateralen Seite. Verbindung 20 erhoht die Uberlebensrate TH-
positiver Zellen auf 68,5 £ 9,0 %, Verbindung 21 sogar auf 72,2 + 4,6 % (Abb.61). Nach
Behandlung mit Verbindung 7 war die Summe der tberlebenden TH-positiver Zellen mit 34,6
+ 6,9 % nur doppelt so hoch wie die Summe der Uberlebenden TH-positiven Zellen bei mit
Vehikeln behandelten Tiere. Die Verbindung 22 fihrte keinerlei Neuroprotektion in der
ipsilateralen SNpc herbei, nur 13,4 £+ 3,7 % Uberlebende TH-positive Perikarya im Vergleich
zu kontralateraler SNpc waren hier feststellbar. Die dopaminergen Neuronen der

kontralateralen SNpc wurden durch die Behandlung mit den Wirkstoffen nicht beeinflusst.
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5 Diskussion der Ergebnisse der Tiermodelle

In fast allen neurodegenerativen Erkrankungen wird die Progredienz des Verlustes
neuronaler Funktionen durch Apoptose von Neuronen herbeigefihrt. Dabei spielt die durch

ER-Stress ausgeldste mitochondriale Apoptose eine entscheidende RolleHiS0Is1 |

m
Zusammenhang mit oxidativen Stress als Initiator des neuronalen Zellsterbens stehen
FKBP12, FKBP38, FKBP52 und FKBP65 sowie Cyclophilin D™, So ist zum Beispiel
FKBP12 mit dem IPs-Rezeptor assoziiert und steuert die Ca?*-Ausschiittung. Diese steigt auf
Grund einer erhéhten Konzentration von IP; und FKBP12 wéhrend der Degeneration an und
hat einen Anstieg des oxidativen Stresses zur Folge***'™4. Der Komplex aus FKBP12 und
IPs-Rezeptor wird durch FKBP-Liganden wie FK506, Rapamycin, als auch durch das nicht-
immunsuppressive GP-11046 gestort™®. Fur GP-11046 wurde gezeigt, dass es ein

dosisabhangiges Absenken der ER-Ca?*-Ausschiittung induziert**>*5¢]

Dem gegeniber steht das FKBP38, welches in die mitochondriale Apoptose ulber die
Regulierung anti-apoptotischer Proteine der Bcl-2-Familie eingreift™”. Bcl-2-Proteine
regulieren die mitochondriale Apoptose Uber die Kontrolle der Permeabilitat der auf3eren
Mitochondrienmembran. In vivo-Studien zeigten, dass die pro-apoptotische Aktivitat des
FKBP38 durch FKBP-Inhibitoren gehemmt werden kann. Dabei war der FKBP-Ligand
GPI-1046 in der Lage, die Co-Lokalisation von Bcl-2/Bad durch die Inhibition der Bildung des
FKBP38*[Ca?'|*CaM-Komplexes zu férdern™®., Somit kann Bcl-2 die pro-apoptotische
Wirkung des Bad wieder aufheben. Ebenfalls war es bereits mdglich, den spezifischen
FKBP38-Inhibitor DM-CHX im Tiermodell der Ischamie zu testen. Hierbei entwickelte DM-
CHX ausgepragte neuroprotektive sowie neuroregenerative Eigenschaften®”. Neben der
Zunahme des oxidativen Stresses im Verlauf von neurodegenerativen Erkrankungen ist auch
ein Riuckgang der protektiven Wirkung des antioxidativen Systems, welches unter anderem
aus Glutathion (GSH), Superoxiddismutase und Katalase besteht, zu beobachten. TANAKA et
al. konnten in ihren Arbeiten bereits zeigen, dass sowohl FK506 als auch GPI-1046 den
striatiale GSH-Gehalt anheben konnte™®®. Nach Angaben der Autoren geschah dies uber
eine Aktivierung der Biosynthese des GSH, indem die mRNA-Expression der
y-Glutamylcystein- Synthetase, des Schlisselenzymes der GSH-Synthese, hochreguliert
wurde. Obwohl die FKBP-Liganden FK506 und GPI-1046 den GSH-Gehalt im Striatium
erhohten, hatten sie keinerlei Einfluss auf die anderen Enzyme des antioxidativen

Systems!™®%.,
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Das einzige an der mitochondrialen Apoptose beteiligte Cyclophilin ist das innerhalb der
mitochondrialen Matrix vorkommende CypD. In Anwesenheit von Ca®** bewirkt CypD, als
Komponente der MITOCHONDRIAL PERMEABILITY TRANSITION PORE (MPTP), eine zur
Kanal6ffnung fuhrende Konformationsanderung. Dieser als mitochondrialer
Permeabilitatsibergang bezeichnete Zustand der Pore wird u.a. bei mitochondrialer
Uberladung mit Ca®*, Mangel an ATP und oxidativem Stress beobachtet, was die Apoptose
einleitet™®. Mit hinlanglicher Evidenz kann davon ausgegangen werden, dass die
Aktivierung Uber das aktive Zentrums des CypD gesteuert wird, da durch die Hemmung
mittels CsA die Pore geschlossen bleibt und sich CypD von der Pore entfernt™%? gq
zeigten CypD knock-out Mause im EAE-Modell der MS zwar die typischen Symptome, aber
anders als bei den Wild-Typ Mausen rekonvaleszierten einige k.-0. Mause™®. Zudem sind
Neuronen von CypD k.-o. Mausen weniger anféllig gegeniber ROS und einem erhdhten

Ca’*-Spiegel.

Im EAE-Modell der MS zeigten GoOLD et al., dass die Immunsuppressiva FK506 und CsA, als
auch das nicht-immunsuppressive FK506-Derivat FK1706, dosisabhangig eine
Verbesserung des neuronalen Uberlebens bewirken!*®3, Wahrend FK506 schon in einer
taglichen Dosis von 5 mg/kg eine signifikante Verbesserung des klinischen EAE-Scores
sowie eine erhéhte Anzahl an Uberlebenden Axonen und axonalen Myelinscheiden bewirkte,
wurde von CsA die zehnfache Dosis (50 mg/kg/d) bendétigt, um anndhernde Effekte zu
erzielen. Die in dieser Arbeit erhaltenen Daten fiir die kombinierte Gabe von FK506 und CsA,
in ihrem nicht verbundenen und vollkommen immunsuppressiven Zustand, zeigten ebenfalls
eine Reduktion des klinischen EAE-Score am Tag der schwersten Symptome (Tag 17) um
zirka 50 % im Vergleich zu den Vehikel-behandelten Kontrolltieren. Des Weiteren zeigten die
behandelten Tiere einen deutlichen Riickgang verschiedener Entzindungsmarker in der
grauen und weilen Substanz des zervikalen Rickenmarkes, sowie eine hohe Anzahl an
Uberlebender Perikarya der a—Motoneuronen, Axonen und axonalen Myelinscheiden. Anders

als bei GoLp et al. 263

, wo FK506 und CsA einzeln verschiedenen Tieren appliziert wurde,
wurden in dieser Arbeit FK506 und CsA in Kombination den gleichen Tieren verabreicht. Es
wurde dazu eine Dosis von je 5 mg/kg/d gegeben, die fur FK506 der von GoOLD et al.
verabreichten Dosis entsprach, fir CsA jedoch 10-mal geringer als die dort gefundene
effektive Dosis lag. Demgegeniiber steht das nicht-immunsuppressive FK1706. In einer
Dosis von 5 mg/kg/d gelang es FK1706 nicht, die klinischen EAE-Symptome der Mause zu
reduzieren. Allerdings reduziert es die axonalen Schaden. Die Autoren erklaren das mit den
nicht vorhandenen immunsuppressiven Eigenschaften des FK1706, da es die Entziindungen

im Hirn, die nach GoLD et al. ein Maf fur die Schwere des EAE-Scores sind, nicht reduzieren
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konnten™®. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von GoLD et al. fur das nicht-
immunsuppressive FK506-Derivat FK1706, beeinflussten die in der Arbeit untersuchten

nicht-immunsuppressiven Verbindungen 7 und 21 den klinischen EAE-Score positiv.

Dieser wurde nach Behandlung der Tiere mit Verbindung 7 an Tag 17, um zirka 30 % im
Vergleich zu der mit Vehikel behandelten Kontrollgruppe gesenkt. Des Weiteren zeigte
Verbindung 7 einen weniger stark remittierenden Verlauf in der schubférmigen Phase (ab
Tag 19), verglichen mit der Kombination aus FK506/CsA und den mit Vehikeln behandelten
Tieren. Die Verbindung 21 zeigte in dieser Arbeit die besten Ergebnisse im EAE-Tiermodell
der MS. Sie verbesserte am Tag der schwersten EAE-Symptome (Tag 17) den klinischen
EAE-Score um 42 %. Wahrend in der remittierenden/schubférmigen Phase der EAE ein
Ruckfall bei den mit Vehikeln behandelten Mausen zu verzeichnen war, ist bei den mit
Verbindung 21 behandelten Tieren eine stete Verbesserung der klinischen Symptome zu
erkennen gewesen. Dieses Ergebnis deutet auf ein starkes neuroprotektives Potentials der
Verbindung 21 hin und konnte bei den mit der Verbindung 7 behandelten Tieren nicht in

diesem Umfang beobachtet werden.

Da aktivierte Mikroglia eine Vielzahl an Entziindungsmediatoren wie Zytokine sowie reaktive
Sauerstoff und- Sticktoffverbindungen freisetzen, sind sie verantwortlich fir die
Neurodegeneration und den progressiven Verlauf der EAE. Zugleich schadigen sie durch die
ausgeldsten Entziindungen die Integritat der Blut-Hirn-Schranke und machen sie permeabel
fur z.B. periphere Leukozyten, die ihrerseits neue Entziindungsherde im Gehirn entstehen

n® Es wurde beschrieben, dass FK506 aktivierte Mikroglia deaktivieren oder vor

lasse
Aktivierung schitzen kann. Dieser Effekt wurde nur von FK506, nicht aber von CsA
hervorgerufen, weshalb die Autoren einen CaN-unabhangigen Weg postulierten und die
Fahigkeit der Inaktivierung von Mikrogliazellen auf nicht-immunsuppressive FK506-Derivate

ausweiteten%4,

In Analogie zu diesem Effekt wiesen die Gewebeschnitte des zervikalen Rickenmarks der
mit den nicht-immunsuppressiven Verbindungen 7 und 21 behandelten Tiere eine starke
wirkstoffabh&ngige Reduktion aktivierter Hirn-residenter Mikroglia und Makrophagen auf. Die
Anwesenheit intakter neuronaler Zellkérper und Myelinscheiden und die Abwesenheit
aktivierter, Hirn-residenter Mikroglia und Makrophagen bei gleichzeitigem Vorhandensein
von Entziindungsherden durch CD45-positive  Zellen®®®, zeigte die von der
Immunsuppression unabhangigen, neuroprotektiven Eigenschaften der Verbindungen 7 und
21.
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Das die Reduktion des klinischen EAE-Score unabhéngig von der Immunsuppressivitat der
Verbindungen ist, wurde weiterhin durch den Befund der Verbindung 20 gestiitzt. So senkte
Verbindung 20 die Schwere der Symptome am Tag 17 um nur zirka 20 %, obschon die
Verbindung deutliche immunsuppressive Eigenschaften aufwies. Nach dem Ubergang aus
der akuten in die schubférmige Phase der EAE zeigten sich die protektiven Eigenschaften
der Verbindung 20. In der remittierenden/schubférmigen Phase verbesserte Verbindung 20
den klinischen EAE-Score um 33 % im Vergleich zu der mit Vehikeln behandelten
Kontrollgruppe. Verbindung 22 wies keine positiven Effekte im EAE-Tiermodell fir MS auf.
Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse daraufhin, dass die hier beobachtete
Neuroprotektion durch die Inhibition der PPlase-Aktivitat eines FKBP, nicht jedoch durch die

Inhibition von CaN verursacht wird.

Die Verbindungen 7,20,21,22 im 6-OHDA-Tiermodell des Morbus Parkinson

Die mit dem dualen Inhibitor 20 behandelten SPRAQUE-DAWLEY-Ratten zeigten nach 14
Tagen einen sehr deutlichen wirkstoffabhéngigen Rickgang von 958 + 1,8 % der
Apomorphin-induzierten kontralateralen Rotation (gemessen 10 min) im 6-OHDA-Tiermodell
der Parkinson’schen Erkrankung. Damit konnte erstmalig die Wirksamkeit eines CHX-
Derivates gegen Parkinson-Symptome gezeigt werden. Verbindung 20 wirkte effektiver als
die in der Literatur beschriebenen nicht-immunsuppressiven FK506-Derivate GPI-1046
(82%) und V-10,367 (72 %)“2168  vergleichbar zu diesen wirkte das in dieser Arbeit
hergestellte nicht-immunsuppressive FK506-Derivat 21. Es reduzierte die Apomorphin-
induzierten kontralateralen Rotationen um 51,6 + 13,9 %. Verbindung 7 zeigte mit einem
20 %igen Ruckgang der ipsilateralen Rotationen nur eine moderate Verbesserung im

Apomorphin-induzierten Rotationstest.

Die Apomorphin-induzierte kontralaterale Rotation der Tiere korreliert mit der Degeneration
TH-positiver dopaminerger Neuronen in der ipsilateralen SNpc. So entsprach die Zunahme
an kontralateralen Rotationen der mit den Verbindungen 20 und 21 behandelten Tiere einer
hoéheren Anzahl an Uberlebenden dopaminergen Neuronen (Abb.57). Die Verbindung
GPI-1046 erhoht die Anzahl an Uberlebenden TH-positiver Neuronen um 33 % und V-10,367
um 24 %“31%  uynter Vehikel-Behandlung (berleben unter den experimentellen
Bedingungen in dieser Arbeitet nur 14,9 + 3,9 % der TH-positiver Neuronen. Im Gegensatz
dazu erhohten die Verbindungen 20 und 21 die Uberlebensrate der TH-positiver Neuronen
um 68,5 + 9,0 % bzw. 72,2 + 4,6 % (Abb.59). In Analogie zu den Ergebnissen des
Rotationstests erhéhte Verbindung 7 auch die Uberlebensrate der TH-positiver Neuronen nur
gering auf 34,6 = 6,9 %. Wahrend von GPI-1046 und V-10,367 10 mg/kg/d bzw. 15 mg/kg/d

nt2L168l  antfalteten die
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Verbindungen 7, 20 und 21 mit 1 mg/kg/d ihre Wirksamkeit. Ein wichtiger Unterschied
zwischen den bereits publizierten Experimenten und den hier dargestellten Untersuchungen
lag in dem Ort der Injektion des 6-OHDA, das die Parkinson-Symptome auslést. Da das 6-
OHDA die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann, muss es direkt in das Gehirn injiziert
werden. Es gibt zwei wichtige unilaterale 6-OHDA-Modelle bei denen das Toxin entweder in
das Striatum oder das mediale Vorhirnbiindel injiziert wird. Wird das 6-OHDA in das Striatum
injiziert, beginnt der Riickgang der dopaminergen Neuronen langsam innerhalb einer Woche
und erreicht seinen Hohepunkt nach zirka einem Monat*®®. Da sich die Lasion fast
ausschlie3lich auf das Striatum beschrankt, spricht man auch von einer partiellen Lasion.
Dieser Zustand spiegelt die friihe, progressive Phase der Parkinson’schen Erkrankung
wieder und fiihrt zu einem 40-60 %igen Sterben dopaminerger Neuronen in der SNpc™”.
Durch Injektion des 6-OHDA in das mediale Vorhirnblindel kommt es zu einem massiven
Sterben der dopaminergen Neuronen der SNpc, ausgeldst durch oxidativen Stress. Einen
Tag nach Induktion der Lasion durch das Toxin sind 85-95 % der Dopamin-produzierenden

[168],[169]

Zellen in der SNpc abgestorben Dieses Modell spiegelt die spate Phase der

Erkrankung wieder.

In dem fur diese Arbeit verwendetem Modell erfolgte die Induktion der Lasion durch Injektion
des 6-OHDA in das mediale Vorhirnblindel. Trotz des massiven Absterbens der
dopaminergen Zellen vermochten die Verbindungen 20 und 21, mit nur 1 mg/kg/d eine
signifikante Verbesserung herbeizufihren. Verbindung 7 zeigte auch einen protektiven
Effekt, war aber nicht so effektiv wie 20 und 21. Dahingegen zeigten GPI-1046 und V-10,367
Effekte nach striatialer Injektion des 6-OHDA und nur bei einer Konzentration von 10 mg/kg/d
und waren vollkommen ineffektiv, wenn der Gehalt an Uberlebenden Dopamin-

produzierenden Neuronen unter 20 % sank*"%,

In jedem in dieser Arbeit untersuchten Tiermodell besalien die eingesetzten Verbindungen 7,
20, 21 einen positiven Einfluss auf den Verlauf der Erkrankung. Dabei war das
monofunktionelle FK506-Derivat 21 sowohl im EAE-Modell als auch im 6-OHDA- Modell am
effektivsten. Wahrend die Derivate 7 und 20 im EAE-Modell eine annahernd gleiche
Verbesserung des neuronalen Uberlebens bewirkten, zeigte Verbindung 20 im 6-OHDA-
Modell eine deutliche Uberlegenheit gegeniiber Verbindung 7. Es zeigte die gleiche
Wirksamkeit bezlglich des Uberlebens der TH-produzierenden Neuronen wie das
monofunktionale FK506-Derivat 21. Darlber hinaus sind die Substanzen 20 und 21 im
6-OHDA-Modell wirksamer, als das in der Literatur vielfach beschriebene GPI-1046. Alle

untersuchten Substanzen zeigten eine deutlich héhere Effektivitat als CsA allein.
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Interessanterweise lassen sich jedoch die erhaltenen positiven Effekte auf dem Verlauf der
Erkrankungen im Tiermodell nicht mit den inhibitorischen Eigenschaften der untersuchten
Verbindungen direkt korrellieren. So erwies sich Verbindung 7, die sowohl hFKBP12 als
auch hCypA mit ICso-Werten von 24,4 nM bzw. 13,6 nM inhibierte, als ineffektivim 6-OHDA-
Modell, aber zeigte eine erhthte Effektivitat im EAE-Modell. Verbindung 21, welche sehr
effektiv hFKBP12 im nanomolaren Bereich inhibiert, aber nicht hCypA hemmt, war die
effektivste der in den Tiermodellen untersuchten Verbindungen. Verbindung 20, die
hFKBP12 mit 6,9 uM inhibiert, ist trotz ihrer relativ geringen Fahigkeit zur hFKBP12-Inhibition
im EAE-Modell effektiv und weist im Tiermodell des Morbus Parkinson eine sehr deutlich
erhohte Effektivitdt gegentber den anderen Verbindungen auf. Das deutet darauf hin, dass
fur die Aktivitat der Verbindungen in den Tiermodellen neben der Inhibition der untersuchten
PPlasen noch weitere Faktoren eine Rolle spielen. Moglicherweise sind neben oder anstatt
FKBP12 andere FKBP-Isoformen spezifisch bei der Entstehung verschiedener
neurologischer Erkrankungen beteiligt, deren Affinitdt zu den Inhibitoren unterschiedlich ist.
Alternativ dazu kann auch die Lokalisation der Zielproteine der Inhibitoren und ihre
Zuganglichkeit durch die analysierten Verbindungen eine Rolle spielen. So wurde bislang
nicht untersucht, in welchem Ausmal} die Inhibitioren in das Zytosol von Zellen gelangen
kénnen, welche subzellularen Kompartimente sie erreichen und ob sie die Blut-Hirn-
Schranke Uberwinden koénnen. Ein interessanter Aspekt ergibt sich aus der hohen
Wirksamkeit von Verbindung 20 im 6-OHDA-Modell des Morbus Parkinson: diese
Wirksamkeit deutet darauf hin, dass die Verbindung die Blut-Hirn-Schranke durchdrungen
hat, da sie im Hirn vorliegen muss, um wirken zu kénnen. Da Verbindung 20 CsA enthélt,
ware es damit gleichzeitig gelungen, dass ein CsA-Derivat die Blut-Hirn-Schranke zu
durchdringen vermag. Fir CsA ist bekannt, dass es die Blut-Hirn-Schranke nicht
durchdringen kann*™, wobei die Ursache dafiir der aktive Efflux des Molekiils durch P-
Glykoprotein (P-Gp) ist. Allerdings kann auch die gestorte Integritat der Blut-Hirn-Schranke,
wie sie fir den Morbus Parkinson und fiir eine 6-OHDA-Injektion beschrieben ist*"?, dafiir
verantwortlich sein, dass die Substanz in das Gehirn gelangt ist. Wichtig fir die positive
Beeinflussung neurologischer Erkrankungen im Tiermodell war jedoch, dass die Substanzen

in der Lage waren FKBP12 zu binden und seine PPlase-Aktivitat zu inhibieren.

Wahrend nach CosTANTINI et al.’® die nicht FKBP-bindende Verbindung V-13,661
neuroprotektive Eigenschaften aufwiel3, zeigte sich in den hier vorgestellten Ergebnissen
deutlich, dass Verbindung 22, die nicht in der Lage ist, in das aktive Zentrum von FKBP12 zu
binden, in den untersuchten Tiermodellen keine signifikante Wirkung besal3. Sie beeinflusste

zu keinem Zeitpunkt die kontralateralen Rotationen und zeigte auch keine Zunahme der TH'-
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produzierenden dopaminergen Neuronen. Dieser Befund bestatigt die Beteiligung von

PPlasen in neurologischen Erkrankungen.

Es kann davon ausgegangen werden, dass die untersuchten Verbindungen menschliche
PPlasen vergleichbar zu ihren Othologen aus Ratte bzw. Maus inhibieren, da die Enzyme
sehr ahnlich sind. hFKBP12 besitzt 97 % Identitdt zu rattus norvegicus FKBP12 und
ebenfalls 97 % Identitdt zu mus musculus FKBP12. hCypA besitzt sowohl zu dem rattus

norvegicus CypA als auch zu dem mus musculus CypA eine Identitat von 96 %.
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6 Zusammenfassung

Aus zahlreichen Studien gehen die FKBPs und die Cyclophiline als vielversprechende
Wirkstofftargets bei bakteriellen und viralen Infektionen, aber auch bei entzindlichen
degenerativen Erkrankungen des Menschen hervor. Mit den in dieser Arbeit vorgestellten
bifunktionellen Substanzen wird die Mdglichkeit geschaffen, gegenlber ihren generischen
Ausgangstoffen FK506 und Cyclosporin A bei reduzierter Immunsuppression beide PPlase-
Familien gleichzeitig und am gleichen Wirkort zu hemmen. Diese Verbindungen kénnen dazu
dienen, Synergien der von FKBP und Cyclophilin vermittelten Signalwege zu untersuchen

und neue therapeutische Anwendungen zu ermdglichen.

e Fur die Synthese der dualen Inhibitoren wurden FK506 bzw. das Cycloheximid als
Ausgangsstoff fir den FKBP-bindenden Teil und [D-Ser]’-CsA als Ausgangsstoff fiir
den Cyclophilin-bindenden Teil des Molekiils verwendet.

e Fir die Fusion von FK506 und [D-Ser]®-CsA bzw. Cycloheximid und [D-Ser]®-CsA
wurden unverzweigte Diaminoalkyllinker mit einer Kettenldnge von 3, 5, 7, und 9
Kohlenstoffatomen genutzt.

e Um die Einzelkomponenten kovalent zu verknipfen, wurden an ihren
Molektlgertsten reaktive Funktionalitdten eingefiihrt, ohne die PPlase-Inhibition im
Vergleich zu den Grundstrukturen zu verschlechtern.

o Als geeignetste Gruppierung wurde die Carbonséure-Funktion angesehen, da sie
unter milden chemischen Bedingungen in die bestehenden Molekile eingefiihrt und
anschlief3end regioselektiv modifiziert werden konnte.

e Am FK506 wurde sie als Carboxylgruppe durch eine Olefin-Metathese an der
allylischen Doppelbindung des Kohlenstoffatoms 40 am FK506 eingefihrt.

e Durch eine Alkylierungsreaktion am Glutarimid-Stickstoff wurde ein Carboxymethyl-
Rest am Cycloheximid eingeftuhrt.

e Am [D-Ser]’-CsA wurde ebenfalls ein Carboxymethyl-Rest durch Alkylierung der

Hydroxyl-Seitenkette des D-Serins eingeflhrt.

Die Ermittlung der biochemischen Daten der dualen Inhibitoren ergaben sowohl eine von der
Linkerlange abhéngige Hemmung der PPlase-Aktivitat der Zielproteine, als auch ein

Linkerlangen-abhangiges immunsupressives Potential.
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e Die dualen Inhibitoren aus FK506 und [D-Ser]®-CsA zeigen eine starke Abhangigkeit
der hFKBP12-Inhibition von der Linkerlange. Die Effektivitat der Inhibition sinkt mit
zunehmender Linkerlange.

o Dagegen zeigt die Hemmung der hCypA-Aktivitat nur eine geringfligige Abhangigkeit
von der Lange des Linkers.

¢ Die in vitro-Calcineurin-Inhibition der terndren Komplexe hFKBP12*[7-10]*hCypA ist
ebenfalls abhangig von der Linkerlange. Die Verbindung mit dem kirzesten Linker
zeigt im terndren Komplex keine Hemmung der Calcineurin-Phospatase-Aktivitat bis
zu einer Konzentration von 10 uM. Damit ist sie um das zirka 800-fache weniger
Calcineurin-hemmend als FK506 und 80-mal weniger Calcineurin-hemmend als
[D-Ser]®-CsA.

e Im in cellulo-NFAT-Reportergen-Assay wurde eine von der CaN-Inhibition
abweichende Abhangigkeit der Inhibition von der Linkerlange beobachtet. Die am
wenigsten immunsuppressive Verbindung enthalt einen Diaminopentan Linker. Sie ist
im NFAT-Reportergen-Assay 3000-mal weniger aktiv als FK506 und rund 200-mal
weniger aktiv als [D-Ser]®-CsA.

e Die dualen Inhibitoren aus Cycloheximid und [D-Ser]®-CsA zeigen anders als die aus
FK506 und [D-Ser]’-CsA eine deutliche Abhéngigkeit der hCypA-Inhibition von der
Lange des Linkers. Die Verbindung mit dem kirzesten Linker ist der effektivste
Inhibitor.

o Die Bestimmung des immunsuppressiven Potenzials mittels NFAT-Reportergen-
Assay lasst auch hier eine Abhangigkeit von der Lange des Linkers erkennen. Die
Verbindung mit dem Kkirzesten Linker weist die geringsten immunsuppressiven
Eigenschaften auf, wahrend die Verbindung mit dem langsten Linker die hdchste

immunsuppressive Wirkung hervorruft.

Neben den dualen PPlase-Inhibitoren wurden im Verlauf der Arbeit neue monofunktionelle
FKBP-Inhibitoren synthetisiert.

e Mit den Substanzen N-(X)-2-(Cycloheximid-14-yl)-acetamid (X = Adamant-1-yl (30); X
= 3,5-Dimethyladamant-1-yl (31); X = 5-Hydroxyadamant-14-yl (32); X = 3-
Ethyladamant-14-yl (33); X = 3,7-Dimethyladamant-1-yl (34); X = 5-Hydroxy-3,7-
dimethyladamant-14-yl (35); X = Myrtan-2-yl (43); X = Born-1-yl (44)) konnten
erstmals Cycloheximid-Derivate synthetisiert werden, welche verschiedene FKBPs im
Bereich von 150-400 nM hemmen.
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Weiterhin  wurden zwei FK506-Derivate synthetisiert, die bis zu einer
Inhibitorkonzentration von 10 pM keine Inhibition der NFAT-Reportergen-Aktivitat
zeigten. Das FK506-C4o-N-tert-Butylcarbonsédureamid (21) entstand durch Amidierung
der Carbonsaurefunktion der FK506-C4o-carbonsaure mit N-tert-Butylamin. Mit einem
ICso-Wert der hFKBP12-Inhibition von 2,75 + 0,17 nM ist das Derivat 21 dquipotent zu
FK506 mit einem ICso-Wert von 2,55 = 0,17 nM. Das Ausbleiben der Inhibition der
NFAT-Reportergen-Aktivitat ist auf die fehlende Ausbildung des ternaren
hFKBP12*[21]*CaN-Komplexes zurickzufuhren.

Der FK506-Cqe-carbonsauremethylester (22) wurde durch eine Benzilsaure-
Umlagerung in der FKBP-Bindestelle des FK506 hergestellt. Das Derivat 22 vermag
nicht die PPlase-Aktivitdt von hFKBP12, bis zu einer Inhibitorkonzentration von
10 pM zu inhibieren. Somit wird der bindre Komplex hFKBP12*[22] nicht mehr
gebildet. Die NFAT-Reportergen-Aktivitdat bis zu einer Inhibitorkonzentration von
10 pM nicht inhibiert.

Mit diesen beiden Derivaten konnte der Einfluss von PPlasen auf die Neuroprotektion
bzw. -regeneration in den Tiermodellen, bei gleichzeitigem Ausschluss einer CaN-

Beteiligung, nachgewiesen werden.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Materialien und Instrumente

Alle Chemikalien, sofern nicht anders angegeben, wurden von Sigma Aldrich erworben und
waren von Analysequalitat. Trifluoressigsaure (TFA) wurde von Merk und FK506 und
Cyclosporin A von LC Laboratories bezogen. Acetonitril (ACN) wurde als HPLC-Qualitat von

Roth erworben.
Massenspektrometrie

Das praparative HPLC-System von Sykam enthielt zwei S1021 Pumpen, einen Controller
S2001, ein Abimed 118 UV/VIS Detektor und reversed phase (RP)-Saulen vom Typ
Phenomenex Gemini-NX, 250 x 21.2 mm C18, Phenomenex Jupiter Proteo 90A AX, 250 x
21.2 mm und Interchrom Modulo-Cart Strategy 5 250 x 10 mm C18. Laufmittel A: H,O +
0,05 % TFA, Laufmittel B: ACN + 0,05 % TFA. Die Reinheit der Produkte wurde mit einem
analytischen Dionex HPLC-System bestimmt. Dieses war ausgestattet mit einem
Photodiodenarray-Detektor, einer Vydac RP C18 Saule (4.6 x250mm) und einem Surveyor
MSQ Massensproktometer (Thermo Finnigan). Es wurde das gleiche Laufmittelsystem, wie
bei der praparativen HPLC verwandt. Das entionisierte Wasser wurde mittels eines Millipore

Wasserreinigungssystem erhalten
Software

Zur Auswertung und graphischen Darstellung der Messwerte wurden Sigmaplot 11.0 und

12.0 verwendet.
Fluoreszenzmessung

Die Messungen erfolgten an einem Fluoreszenz-Spektrophotometer F-3010 der Firma
Hitachi. Sie wurden in 35 mM HEPES-Puffer (pH 7.5) bei 20°C in einer Quarz-Kuvette mit
einer Schichtdicke von 1 cm durchgefiihrt. Im MeRansatz waren 4 uM hFKBP12 bzw. hCypA,
gestartet wurde mit Zugabe von 5 yM Inhibitor. Die Anregung erfolgte bei 295 nm mit einer
spektralen Bandweite von 2,5 nm, die Emission wurde bei 340 nm mit einer spektralen

Bandweite von 5 nm detektiert.
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CD-Spektroskopie

Fir die Aufnahme der Fern-UV CD-Spektren wurde ein J-710 Spektropolarimeter der Firma
JASCO (Tokyo, Japan) verwendet. Die Messungen wurden in einer temperierten
Quarzkivette mit einer Schichtdicke von 0.1 cm in 5 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7.0) bei
37 °C durchgefihrt. Die Daten wurden in dem Wellenlangenbereich von 185 bis 250 nm
20-mal aufgenommen, gemittelt und mit der vom Hersteller JASCO bereitgestellten Software

analysiert.
Protease gekoppelter PPlase-Assay

Der Protease-gekoppelte PPlase-Assay wurde wie von FISCHER et al. beschrieben

3 Fur die Messung der ICso-Werte der Inhibition der PPlase-Aktivitat wurde 15

durchgefihr
nM hFKBP12 bzw. 5 nM hCypA mit suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA (45 uM) fir hFKBP12 und
suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA (45 uM) fur CypA mit verschiedenen Inhibitorkonzentrationen bei
4 °C fur 10 min in 35 mM HEPES (pH 7,5) vorinkubiert. Danach wurde die Reaktion durch
Zugabe von 100 yg/mL Chymotrypsin gestartet und die Menge an frei gesetzten 4-Nitroanilin

bei einer Wellenlange von 390 nm gemessen.

Fur die Bestimmung der ICso-Werte der Inhibition der hFKBP-bzw. hCypA-PPlase-Aktivitat
durch die Verbindungen 7-10 wurden 100 nM hFKBP12 bzw. 8 nM hCypA eingesetzt. Als
Substrat fir hFKBP12 wurde suc-Ala-Lys-Pro-Phe-pNA (45 puM) und fiur hCypA suc-Ala-Gly-
Pro-Phe-pNA verwendet.

Zur Bestimmung der Inhibition der PPlase-Aktivitdit des FKBP12 durch die Cypl18*[7-10]-
Komplexe wurde 1 pM 7-10 mit Cyp18-Konzentrationen im Konzentrationsbereich von 0 -200
nM fir 15 min inkubiert. Uberschiissiger Inhibitor wurde mittels Amicon Ultra 0.5 mL
centrifugal filters MWCO 10 kDa (Millipore) abgetrennt. Zur vollstandigen Abtrennung des
Inhibitors wurde dieser Vorgang sieben Mal nach Zugabe von 400 pl HEPES pH 7.8,
0.1 mg/ml BSA wiederholt. Anschlielend wird das Volumen der Anséatze auf 520 pl
aufgefillt. Zur Messung der FKBP12-Inhibition wurden 130 pl der gereinigten Cyp18*[7-10]-
Komplexe in einem Gesamtvolumen von 150 ul eingesetzt. Als Substrat diente suc-Ala-Lys-
Pro-Phe-pNA, da dieses Peptid den grofiten Unterschied der ke o/Ky zwischen FKBP12 und
Cyp18 aufwies. Um freies Cyclophilin im Messansatz auszuschlielen wurde die Aktivitat des
Komplexes in Abwesenheit von FKBP12 bestimmt. Zur Bestimmung des nicht-gebundenen
Enzyms wurde die Aktivitat von 3 nM Cypl8 in Anwesenheit der Cypl8*[7-10]-Komplexe
bestimmt. Zur Bestimmung der Inhibition der PPlase-Aktivitdit des Cypl8 durch die

FKBP12*[7-10]-Komplexe wurde eine analoges Protokoll eingesetzt. Als Substrat diente hier
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Suc-Ala-Gly-Pro-Phe-pNA, da FKBP12 gegeniiber diesem Substrat keine PPlase-Aktivitat im

eingesetzten Konzentrationsbereich aufwies.

Calcineurin-Assay

Die Calcineurin-Aktivitat wurde mittels eines Malachitgrin-Assays bestimmt. Dazu wird ein
phosphoryliertes Peptid, dass die Teilsequenz der RIll-Untereinheit des bovinen PKA (RII-
Phosphopeptid) représentiert, als Substrat verwendet. Zur Bestimmung der inhibitorischen
Eigenschaften der Verbindungen gegeniiber Calcineurin, wurden die Derivate (25 nM-10 pM)
entweder mit hCypA (15 pM) oder hFKBP12 (15 pM) oder mit einer 1:1 Mischung aus
hCypA/hFKBP12 (je 7,5 uM), 1 U/ul CaN, 420 nM Calmodulin in einer 384-well Platte bei
30 °C fur 15 min vorinkubiert Die Dephosphorylierung wurde durch Zugabe des RII-
Phosphopeptids gestartet und 30 min bei 30 °C gehalten. AnschlieBend wurde das
Malachitgriin Reagenz zugegeben und die Absorption fir 15 min mit einem PerkinElmer

EnVision 2103 Multilabel reader gemessen. Die Aktivitdt wurde als Mittelwert einer

Dreifachbestimmung + Standardabweichung angegeben, ausgedrickt als Prozentsatz der

Calcineurin-Aktivitat gegenlber einer Kontrolle ohne Inhibitor (100%) und einer Calcineurin-

freien Kontrolle (0%).

NFAT-Reportergen-Assay

Fur die Bestimmung der Inhibition der Expression des NFAT-Reportergens Luciferase
wurden Jurkat-Zellen mit dem NFAT-Luciferase Reportergene Plasmid (1-1,5 pg) nach dem
Amaxa-Protokoll (Amaxa, Koln, Deutschland) elekroporiert. Die transfizierten Zellen wurden
in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS und 2 mM L-Glutamin fir 16 h im Brutschrank bei 5 %
CO; und 37 °C angezogen. Die Zellen wurden mit Inhibitor fir 30 min vorinkubiert und mit
10 ng/ml PMA + 1 pg/ml lonomycin fir 5 h stimuliert. Nach der Zelllyse wurde die Menge an
Luciferase via Bioluminiszenz-Messung bestimmt. Die untersuchten Verbindungen wurden in

einem Konzentrationsbereicht von 0,1-25 uM eingesetzt.
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7.2 Synthese der Verbindungen

Synthese der FK506-C,-Carbonséure 1™

Zu einer Losung von FK506 (100,0 mg; 124,4 umol) in 6 ml 1,2-Dichlorbenzol in einem
Mikrowellengefal? wurden Acrylsaure (177,0 yul; 2,6 mmol) und der Hoveyda-Grubbs
Katalysator der 2. Generation (7,8 mg, 12,4 umol) gegeben. Die Lésung wurde bei 200 W
und 150 °C fur 20 min bestrahlt. Im Anschluss wurde das Lésungsmittel unter vermindertem
Druck destilliert und das Rohprodukt sédulenchromatographisch mittels préaparativer HPLC
getrennt. Zur Abtrennung des Katalysators waren zwei Reinigungsschritte notwendig. Die
erste Reinigung erfolgt tber eine RP C8 Saule (Nucleosil 250 x 25 mm) mit einem linearen
Gradienten von 20-90 % B in 60 min und einer Flussrate von 17 ml/min. Das Produkt wird
lyophilisiert und ein zweites Mal mittels einer RP C18 Saule (Phenomenex Gemini-NX, 250 x
21,2 mm) mit einem linearen Gradienten von 30-80 % B in 40 min und einer Flussrate von
17 ml/min gereinigt. Die Fraktionen wurden vereinigt, lyophilisiert und das Produkt als weiRer
Feststoff in einer Ausbeute von 79,0 mg (75,2 %) erhalten. [M+H]"perechn. = 848,5, [M+H]" gefund.
= 848,6. R=9,5 min
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Synthese des [O-(Carboxymethyl)-D-Ser]®-CsA 2
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Eine Losung aus [D-Ser]’-CsA (1,0 g; 834 umol), tert-Butylbromoacetat (500,0 pl; 3,4 mmol)
und Benzyltriethylammoniumchlorid (31,5 pl; 83 pmol) wurde mit 3 ml einer 30 %igen
wassrigen NaOH-Losung 2 h bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wurde mit Wasser (5 ml)
verdinnt und mit Diethylether extrahiert. Die organische Phase wurde uber Na,SO,
getrocknet und anschlieRend filtriert. Das so erhaltene Rohprodukt, wurde ohne weitere

Aufarbeitung im n&chsten Schritt eingesetzt.

Eine LOsung des tert-Butylesters (800 mg; 600 pumol) in 5 ml Methanol wurde zu 10 ml einer

1 M methanolischen KOH-L&sung gegeben und 2 h bei Raumtemperatur gertihrt. Es wurde
mit Essigsaure auf pH 3 angesauert und % des Methanols unter verminderten Druck

destilliert. AnschlieRend wurde Ethylacetat zugegeben und mit Wasser gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und anschlielend im Vakuum
destilliert. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch via praparativer HPLC gereinigt.
Dazu wurde eine RP C18 Séaule (Phenomenex Gemini-NX, 250 x 21,2 mm) mit einem
linearen Gradienten von 30-80 % B in 40 min und einer Flussrate von 17 ml/min verwendet.
Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von
750 mg (72,1 %, ausgehend von [D-Ser]®-CsA) erhalten. [M+H]"perechn. = 1277,6, [M+H]" getund.
=1277,8. Ri=9,6 min
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Allgemeine Synthesevorschrift 1: Synthese der FK506-C4-CO-NH(CH),NH,-Derivate
3-6

Verbindung 1 (10,0 mg; 11,8 umol), PyBOP (6,0 mg; 11,8 umol) und DIPEA (4,21 pl;
23,6 ymol) wurden in 5ml DMF geldst und fir 5 min gerdhrt. Das jeweilige Diamin
(23,6 pumol) wurde anschlieRend zugegeben und fur 1 h bei Raumtemperatur gerihrt. Nach
beendeter Reaktion wurde das Ldsungsmittel im Vakuum destilliert und das Rohprodukt
saulenchromatographisch durch praparativer HPLC gereinigt. Dazu wurde eine RP C18
Saule (Interchrom 250 x 10 mm) mit einem linearen Gradienten von 30-80 % B in 40 min und

einer Flussrate von 5 ml/min verwendet.

Synthese des FK506-C4,-CO-NH(CH)s;NH»>-Derivates 3

Fur die Synthese der Verbindung 3, wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch 1,3-Diaminopropan (2,0 pl;
23,6 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff
mit einer Ausbeute von 5,8 mg (55,1 %) erhalten. [M+H]"perechn. = 904,5, [M+H]" getuna. = 904,3.
R: = 8,4 min

Synthese des FK506-C4,-CO-NH(CH)sNH»-Derivates 4

Fur die Synthese der Verbindung 4, wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch 1,5-Diaminopentan (2,8 pl;

23,6 pumol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wird das Produkt als weil3er Feststoff mit
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einer Ausbeute von 5,4 mg (49,5 %) erhalten. [M+H] serechn. = 932,6, [M+H]"getuna. = 932,4. Ry

= 8,6 min

Synthese des FK506-C4-CO-NH(CH);NH,-Derivates 5

Fur die Synthese der Verbindung 5, wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch 1,7-Diaminoheptan
(3,0 mg; 23,6 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er
Feststoff mit einer Ausbeute von 6,2 mg (54,8 %) erhalten. [M+H]"perechn. = 960,6, [M+H]" gefund.
=960,5. R;=8,9 min

Synthese des FK506-C4,-CO-NH(CH)gNH,-Derivates 6

Fur die Synthese der Verbindung 6, wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 1
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch 1,9-Diaminononan
(7,0 mg; 23,6 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er
Feststoff mit einer Ausbeute von 7,1 mg (57,7 %) erhalten. [M+H] verechn. = 988,6, [M+H]"gefund.
=988,6. R{=9,2 min
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Allgemeine Synthesevorschrift 2: Synthese der FK506-C,,-CO-NH(CH),NH-[OCCH,-D-
Ser]®-CsA-Derivate 7-10

Verbindung 2 (11,6 mg; 9,2 umol), PyBOP (4,7 mg; 9,2 umol), und DIPEA (5,0 ul; 28,1 umol)
wurden in 5 ml DMF geldst und fur 5 min gerthrt. Die jeweilige Verbindung 2-6 (11,0 umol)
wurde anschlieRend zugegeben und fir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter
Reaktion wurde das Losungsmittel im Vakuum destilliert und das Rohprodukt
saulenchromatographisch via praparativer HPLC gereinigt. Dazu wurde eine RP C18 Saule
(Phenomenex Gemini-NX, 250 x 21,2 mm) mit einem linearen Gradienten von 30-90 % B in

50 min und einer Flussrate von 17 ml/min verwendet.

Synthese des FK506-C4-CO-NH(CH);NH-[OCCH,-D-Ser]®-CsA-Derivates 7

Fur die Synthese der Verbindung 7, wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 2
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch Verbindung 3 (9,9 mg;
11,0 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff
mit einer Ausbeute von 10,2 mg (51,2 %) erhalten. [M+H] verechn. = 2163,4 [M+H] gefuna. =
2163,6. R, = 14,1 min
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Synthese des FK506-C,,-CO-NH(CH)sNH-[OCCH,-D-Ser]®-CsA-Derivates 8
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Fur die Synthese der Verbindung 8, wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 2
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch Verbindung 4 (10,2 mg;
11,0 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff
mit einer Ausbeute von 15,4 mg (76,6 %) erhalten. [M+H] berechn. = 2190,4 [M+H] gefuna. =
2190,2. R, = 14,2 min

Synthese des FK506-C4-CO-NH(CH);NH-[OCCH,-D-Ser]s-CsA-Derivates 9
\\\\\
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Fiar die Synthese der Verbindung 9, wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 2

verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch Verbindung 5 (10,5 mg;
11,0 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weiRer Feststoff
mit einer Ausbeute von 13,1 mg (64,2 %) erhalten. [M+H] verechn. = 2218,5 [M+H] gefuna. =
2218,2. R, = 14,6 min
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Synthese des FK506-C,,-CO-NH(CH)sNH-[OCCH,-D-Ser]®-CsA-Derivates 10

Fur die Synthese der Verbindung 10, wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 2
verfahren. Dazu gibt man zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch Verbindung 6 (11,4 mg;
11,0 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff
mit einer Ausbeute von 11,7 mg (56,8 %) erhalten. [M+H] perechn. = 2246,9 [M+H]" getund. =
2246,8. R; = 14,8 min

Synthese von N-(Carboxymethyl)-Cycloheximid 11

Zu einer Lésung aus Cycloheximid (500 mg; 1,78 mmol) in 15 ml DMF wurde wasserfreies
K,COg3 (442 mg; 3,2 mmol) und tert-Butyloromoacetat (369 pl; 2,5 mmol) gegeben und tber
Nacht bei Raumtemperatur riihren gelassen. Anschliel3end wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck destilliert, der Ruckstand in 10 ml Ethylacetat aufgenommen und die
Losung filtriert. Das Ethylacetat wurde im Vakuum destilliert und das Rohprodukt in 10 ml
CH,CI, aufgenommen und 4 ml einer 2,2 M Zink(ll)chlorid-diethyletherat Losung zugegeben.
Es wurde bei Raumtemperatur fur 4 h gertihrt. Die Lésung wurde in einen Scheidetrichter
Uberfuihrt und mit gesattigter EDTA-L6sung (2 x 10 ml) gewaschen. Die Phasen wurden
getrennt und die organische Phase wurde nochmals mit 10 ml einer geséattigten NaCl-Lésung
gewaschen. Die organische Phase wurde abgetrennt, uber Na,SO, getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck destilliert. Das Rohprodukt wurde ohne weitere

Reinigung fur die anschlieenden Synthesen weiterverwendet. Es wurde in einer Ausbeute
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von 479 mg (79,0 % bezogen auf das Cycloheximid) erhalten. [M+H] perechn. = 340.2,
[M+H]" getund. = 340.4.

Allgemeine Synthesevorschrift 3: Synthese der [D-Ser-CO-NH(CH),NH,]®-CsA-Derivate
12-15

Verbindung 2 (10,0 mg; 7,8 pmol), PyBOP (4,0 mg; 7,8 umol), und DIPEA (2,8 pl; 15,6 pmol)
wurden in 5 ml DMF geldst und fir 5 min gerthrt. Das jeweilige Diamin (15,6 pumol) wurde
anschliel3end zugegeben und fir 1 h bei Raumtemperatur gerihrt. Nach beendeter Reaktion
wurde das  Losungsmittel im  Vakuum  destiliert und das  Rohprodukt
saulenchromatographisch via praparativer HPLC gereinigt. Dazu wurde eine RP C18 Saule
(Interchrom 250 x 10 mm) mit einem linearen Gradienten von 30-80 % B in 40 min und einer

Flussrate von 5 ml/min verwendet.

Synthese des [D-Ser-CO-NH(CH);NH,]®-CsA-Derivates 12

Fur die Synthese der Verbindung 12, wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 3
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch 1,3-Diaminopropan
(1,4 pl; 15,6 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er
Feststoff mit einer Ausbeute von 7,5mg (72,1 %) erhalten. [M+H]"erecnn. = 1333,9,
[M+H]" getuna. = 1333,7. Ry = 10,3 min
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Synthese des [D-Ser-CO-NH(CH)sNH,]®-CsA-Derivates 13
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Fur die Synthese der Verbindung 13, wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 3
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch 1,5-Diaminopentan
(1,8 pl; 15,6 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er
Feststoff mit einer Ausbeute von 6,9 mg (62,7 %) erhalten. [M+H]"perecnn. = 1360,9,
[M+H]" getuna. = 1360,8. Ry = 10,4 min

Synthese des [D-Ser-CO-NH(CH);NH,]®-CsA-Derivates 14

Fur die Synthese der Verbindung 14, wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 3
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch 1,7-Diaminopentan
(2,1 mg; 15,6 pmol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er
Feststoff mit einer Ausbeute von 8,2mg (75,9 %) erhalten. [M+H]"erecnn. = 1389,8,
[M+H]" getuna. = 1389,8. Ry = 10,8 min
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Synthese des [D-Ser-CO-NH(CH)sNH,]®-CsA-Derivates 15
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Fur die Synthese der Verbindung 15, wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 3

NH,

verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch 1,9-Diaminopentan
(2,5 mg; 15,6 pmol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er
Feststoff mit einer Ausbeute von 7,1 mg (64,5%) erhalten. [M+H]"perecnn. = 1417,7,
[M+H]" getuna. = 1417,8. Ry = 11,1 min

Allgemeine Synthesevorschrift 4: Synthese der CHX-CH,CO-NH(CH),NH-[OCCH,-D-
Ser]®-CsA-Derivate 16-19

Verbindung 11 (5,0 mg; 14,7 umol), PyBOP (7,5mg; 14,7 umol), und DIPEA (5,4 pl;
29,4 umol) wurden in 5 ml DMF gel6st und fir 5 min gerihrt. Die jeweilige Verbindung 12-15
(14,7 pumol) wurde anschlieRend zugegeben und fir 1 h bei Raumtemperatur gertihrt. Nach
beendeter Reaktion wurde das Ldsungsmittel im Vakuum destilliert und das Rohprodukt
saulenchromatographisch via praparativer HPLC gereinigt. Dazu wurde eine RP C18 Saule
(Phenomenex Gemini-NX, 250 x 21,2 mm) mit einem linearen Gradienten von 30-80 % B

(ohne TFA) in 40 min und einer Flussrate von 17 ml/min verwendet.
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Synthese des CHX-CH,CO-NH(CH);NH-[OCCH,-D-Ser]®-CsA-Derivates 16
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Fur die Synthese der Verbindung 16 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 4
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch Verbindung 12 (19,6 mg;
14,7 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff
mit einer Ausbeute von 18,6 mg (76,5 %) erhalten. [M+H] perechn. = 1654,1 [M+H]" getund. =
1654,3. Ry = 12,1 min

Synthese des CHX-CH,CO-NH(CH)sNH-[OCCH,-D-Ser]®-CsA-Derivates 17
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Fur die Synthese der Verbindung 17 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 4
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch Verbindung 13 (20,0 mg;
14,7 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff
mit einer Ausbeute von 14,1 mg (69,1 %) erhalten. [M+H] verechn. = 1681,1 [M+H] gefuna. =

1681,2. R;= 12,2 min
113



Synthese des CHX-CH,CO-NH(CH);NH-[OCCH,-D-Ser]®-CsA-Derivates 18
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Fur die Synthese der Verbindung 18 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 4
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch Verbindung 14 (20,4 mg;
14,7 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff
mit einer Ausbeute von 17,3 mg (68,7 %) erhalten. [M+H] perechn. = 1710,2 [M+H]" getund. =
1710,2. Ry= 12,6 min

Synthese des CHX-CH,CO-NH(CH)oNH-[OCCH,-D-Ser]®-CsA-Derivates 19
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Fur die Synthese der Verbindung 19 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 4
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch Verbindung 15 (20,8 mg;
14,7 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff
mit einer Ausbeute von 16,4 mg (64,1 %) erhalten. [M+H] perechn. = 1738,2 [M+H]" getund. =

1738,1. R; = 13,1 min
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Synthese des CHX-CH,CO-NH(CH,),0(CH,),0(CH,),NH-[OCCH,-D-Ser]®-CsA-Derivates
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Verbindung 2 (10,0 mg; 7,8 umol), PyBOP (4,0 mg; 7,8 umol), und DIPEA (2,8 ul; 15,6 umol)
wurden in 5 ml DMF geldst und fir 5 min gerthrt. 2,2'-(Ethylendioxy)-diethylamin (2,3 pl;
15,6 umol) wurde anschlieRend zugegeben und fur 2 h bei Raumtemperatur gertihrt. Nach
beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel im Vakuum destilliert und das Rohprodukt
saulenchromatographisch via praparativer HPLC gereinigt. Dazu wurde eine RP C18 Saule
(Interchrom 250 x 10 mm) mit einem linearen Gradienten von 30-80 % in 40 min und einer

Flussrate von 5 ml/min verwendet.

Verbindung 11 (5,0 mg; 14,7 umol), PyBOP (7,5mg; 14,7 umol), und DIPEA (5,4 ul;
29,4 ymol) wurden in 5 ml DMF gel6st und fir 5 min gerihrt. Das Rohprodukt (20,7 mg;
14,7 umol) wurde anschlie3end zugegeben und fir 2 h bei Raumtemperatur gertihrt. Nach
beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel im Vakuum destilliert und das Rohprodukt
saulenchromatographisch via praparativer HPLC gereinigt. Dazu wurde eine RP C18 Saule
(Phenomenex Gemini-NX, 250 x 21,2 mm) mit einem linearen Gradienten von 30-80 % in
40 min und einer Flussrate von 17 ml/min verwendet. Nach der erfolgten Reinigung wurde
das Produkt als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von 15,9mg (62,6 %) erhalten.
[IM+H] berechn. = 1727,2 [M+H] " gefung. = 1727,0. Ry = 11,8 min
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Synthese des FK506-C4-CONHC(CHy)s-Derivates 21

Verbindung 1 (10,0 mg; 11,8 umol), HATU (4,5mg; 11,8 umol) und DIPEA (4,21 pl;
23,6 umol) wurden in 5ml DMF gelést und fir 5 min gerthrt. tert-Butylamin (4,9 mg;
23,6 pumol) wurde anschlieRend zugegeben und fir 1 h bei Raumtemperatur gertihrt. Nach
beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel im Vakuum destilliert und das Rohprodukt
saulenchromatographisch via praparativer HPLC gereinigt. Dazu wurde eine RP C18 Saule
(Interchrom 250 x 10 mm) mit einem linearen Gradienten von 30-80 % B in 40 min und einer
Flussrate von 5 ml/min verwendet. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als
weiRer Feststoff mit einer Ausbeute von 7,2 mg (67,9 %) erhalten. [M+H] yerechn. = 903,6,
[M+H]"gefuna. = 903,7. Ry = 20,6 min

Synthese der FK506-C,-COOMe-Derivates 22
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Zu einer Losung aus FK506 (50,0 mg, 62,2 umol) in 6 ml wasserfreiem Methanol wurden

2ml einer 0,2M wassrigen LiIOH-Lésung gegeben und 4 h unter Ruckfluss erhitzt.
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AnschlieRend wurde das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck destilliert und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch mittels préparativer HPLC gereinigt. Dazu wurde eine
RP C18 Saule (Phenomenex Gemini-NX, 250 x 21,2 mm) mit einem linearen Gradienten von
30-80 % B in 40 min und einer Flussrate von 17 ml/min verwendet. Nach der erfolgten
Reinigung wurde das Produkt als weil3e Feststoffe mit einer Ausbeute von 24,0 mg (46,2 %)
erhalten. [M+H] perechn. = 836,1, [M+H]" gefuna. = 836,4. R, = 10,1 min

Synthese des N-(carboxamidomethyl)-Cycloheximid 23

Zu einer Losung aus Cycloheximid (20 mg; 71,1 umol) in 5 ml DMF wurde wasserfreies
K,CO;3 (17,6 mg; 127,9 umol) und 2-Bromoacetamid (13,7 mg; 99,6 umol) gegeben und tber
Nacht bei Raumtemperatur rihren gelassen. AnschlieRend wurde das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck destilliert, der Rickstand in 10 ml Ethylacetat aufgenommen und die
Losung  filtriert. Das Ethylacetat wurde entfernt und das  Rohprodukt
saulenchromatographisch mittels praparativer HPLC gereinigt. Dazu wurde eine RP C18
Saule (Phenomenex Gemini-NX, 250 x 21,2 mm) mit einem linearen Gradienten von 0-40 %
B in 30 min und einer Flussrate von 17 ml/min verwendet. Nach der erfolgten Reinigung
wurde das Produkt als weiRe Feststoffe mit einer Ausbeute von 15,0 mg (62,5 %) erhalten.
[M+H]"perechn. = 339,4, [M+H]" gerung. = 339,8. Ry = 5,5 min

Allgemeine Synthesevorschrift 5 fur die Synthese der N-(N’-carboxamidomethyl)-
Cycloheximid-Derivate

Verbindung 11 (10,0 mg; 29,5 umol), PyBOP (16,0 mg; 29,5 umol) und DIPEA (10,4 pl;
59,0 pumol) wurden in 5 ml DMF gel6st und fir 5 min gertihrt. Das jeweilige Amin (59,0 pmol)
wurde anschlieRend zugegeben und fir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter
Reaktion wurde das Losungsmittel im Vakuum destilliert und das Rohprodukt
saulenchromatographisch via praparativer HPLC gereinigt. Dazu wurde eine RP C18 Saule
(Phenomenex Gemini-NX, 250 x 21,2 mm) mit einem linearen Gradienten von 30-80 % B

(ohne TFA) in 40 min und einer Flussrate von 17 ml/min verwendet.
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Synthese des N-(N’-Methylcarboxamidomethyl)-Cycloheximid-Derivates 24

Fur die Synthese der Verbindung 24 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch Methylamin Hydrochlorid
(4,0 mg; 59,0 umol) gegeben. Der lineare Gradient betrugt 10-50 % B (ohne TFA) in 30 min.
Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von
5,4 mg (52,4 %) erhalten. [M+H]"erechn. = 353,2, [M+H]" geuna. = 353,4. R, = 5,6 min

Synthese des N-(N’,N’-Dimethylcarboxamidomethyl)-Cycloheximid-Derivates

Fur die Synthese des DM-CHX wurd nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5 verfahren.
Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch Dimethylamin Hydrochlorid (5,0 pl;
59,0 umol) gegeben. Der lineare Gradient betragt 10-50 % B (ohne TFA) in 30 min. Nach der
erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von 6,0 mg
(55,6 %) erhalten. [M+H] verechn. = 367,2, [M+H]" getuna. = 367,5. Ry = 6,0 min

Synthese des N-(N’-tert-Butylcarboxamidomethyl)-Cycloheximid-Derivates 25
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Fur die Synthese der Verbindung 25 wurd nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch tert-Butylamin (6,1 pl mg;
59,0 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff
mit einer Ausbeute von 5,3 mg (45,7 %) erhalten. [M+H]"serechn. = 395,2, [M+H]" getund. = 395,3.
R:=7,5 min

Synthese des N-(N’,N’-Diethylcarboxamidomethyl)-Cycloheximid-Derivates 26

Fur die Synthese der Verbindung 26 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch Diethylamin (5,0 pl;
59,0 umol) gegeben. Der lineare Gradient betrugt 20-60 % B (ohne TFA) in 30 min. Nach der
erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von 7,4 mg
(63,8 %) erhalten. [M+H] verechn. = 395,3, [M+H]" getund. = 395,5. Ry = 7,1 min

Synthese des N-(N’'-Piperidylcarboxamidomethyl)-Cycloheximid-Derivates 27

n,,

Fur die Synthese der Verbindung 27 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch Piperidin (5,8 pl mg;
59,0 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff
mit einer Ausbeute von 6,4 mg (53,8 %) erhalten. [M+H]"serechn. = 407,2, [M+H]" getuna. = 407, 1.
R:=7,3 min
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Synthese des N-(N’,N’-Diisopropylcarboxamidomethyl)-Cycloheximid-Derivates 28

t,,

Fur die Synthese der Verbindung 28 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch Diisopropylamin (8,3 pl;
59,0 umol) gegeben. Der lineare Gradient betrugt 20-60 % B (ohne TFA) in 30 min. Nach der
erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von 7,4 mg
(63,8 %) erhalten. [M+H] " verechn. = 423,5, [M+H]" getuna. = 423,8. R; = 8,3 min

Synthese des N-(N’'-tert-Butyl-N'-Methylcarboxamidomethyl)-Cycloheximid-Derivates
29

//,,'

Fur die Synthese der Verbindung 29 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch tert-Butylmethylamin (7,0
pl mg; 59,0 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er
Feststoff mit einer Ausbeute von 5,6 mg (46,7 %) erhalten. [M+H]"perechn. = 409,3, [M+H]" gefund.
=409,3. R;= 7,8 min

Synthese des N-(N'-Adamantylcarboxamidomethyl)-Cycloheximid-Derivates 30

//,,'
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Fur die Synthese der Verbindung 30 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch 1-Aminoadamantan
(9,0 mg; 59,0 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er
Feststoff mit einer Ausbeute von 7,5 mg (53,9 %) erhalten. [M+H]"perechn. = 473,3, [M+H]" gefund.
=473,3. R;= 9,4 min

Synthese des N-(N’-3,5-Dimethyladamantylcarboxamidomethyl)-Cycloheximid-

Derivates 31

‘v,
///

Fur die Synthese der Verbindung 31 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch Memantin-Hydrochlorid
(12,0 ul mg; 59,0 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als
weiRer Feststoff mit einer Ausbeute von 8,2 mg (55,8 %) erhalten. [M+H] yerechn. = 501,3,
[M+H]"gefuna. = 501,5. Ry = 10,8 min

Synthese des N-(N’-3-Hydroxyadamantylcarboxamidomethyl)-Cycloheximid-Derivates
32

OH

Fur die Synthese der Verbindung 32 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch 3-Amino-1-Adamantol (9,8
pl mg; 59,0 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er
Feststoff mit einer Ausbeute von 9,0 mg (62,9 %) erhalten. [M+H]"perechn. = 489,3, [M+H]" gefund.
=489,5. R; = 6,8 min
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Synthese des N-(N'-3-Ethyladamantylcarboxamidomethyl)-Cycloheximid-Derivates 33

Fur die Synthese der Verbindung 33 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch (3-Ethyl-1-
adamantyl)amin-Hydrochlorid (12,7 plmg; 59,0 umol) gegeben. Nach der erfolgten
Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von 9,2 mg (62,6 %)
erhalten. [M+H] perechn. = 501,4, [M+H]"getuna. = 501,3. Ry = 10,7 min

Synthese des N-(N’-3,7-Dimethyladamantylcarboxamidomethyl)-Cycloheximid-

Derivates 34

Fur die Synthese der Verbindung 34 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zZu dem beschriebenen Reaktionsgemisch
3,5-Dimethyl-1-aminoadamantan-Hydrochlorid (12,0 mg; 59,0 umol) gegeben. Nach der
erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von 8,6 mg
(58,5 %) erhalten. [M+H]"verechn. = 501,7, [M+H]" getuna. = 501,9. R, = 10,8 min
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Synthese des N-(N’-3,7-Dimethyl-5-Hydroxy-adamantylcarboxamidomethyl)-

Cycloheximid-Derivates 35

//,,'

“IOH

Fur die Synthese der Verbindung 35 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde 2zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch 3-Amino-5,7-
dimethyl-adamant-1-ol (11,5 mg; 59,0 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde
das Produkt als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von 9,4 mg (61,8 %) erhalten.
[M+H]"berechn. = 517,7, [M+H]"gefuna. = 517,6. Ry = 8,0 min

Synthese des N-(N'-Adamantanmethylcarboxamidomethyl)-Cycloheximid-Derivates 36

Fur die Synthese der Verbindung 36 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch 1-Adamantanmethylamin
(9,8 mg; 59,0 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er
Feststoff mit einer Ausbeute von 8,1 mg (56,6 %) erhalten. [M+H]"perechn. = 487,3, [M+H]" gefund.
=487,1. R;=9,9 min

123



Synthese des N-(N’-3,5-Dimethyl-Adamantanmethylcarboxamidomethyl)-

Cycloheximid-Derivates 37

Fur die Synthese der Verbindung 37 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch 1-Memantinmethylamin
(12,0 mg; 59,0 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er
Feststoff mit einer Ausbeute von 8,2 mg (54,3 %) erhalten. [M+H]"perechn. = 515,4, [M+H]" geund.
=515,7. R;= 11,1 min

Synthese der N-(N"-Adamantylcarboxamidomethyl)-Anhydrocycloheximid-Dertivate
38 (E) und 39 (2)

Zu einer Ldsung aus Cycloheximid (100 mg; 356,0 umol) in 5 ml DMF wurde wasserfreies
K,CO; (88,4 mg; 640,0 umol) und tert-Butylbromoacetat (73,0 ul; 500 umol) gegeben und
Uber Nacht bei Raumtemperatur rihren gelassen. Anschlielend wurde das Ldsungsmittel
unter vermindertem Druck destilliert, der Rickstand in 10 ml Ethylacetat aufgenommen und
die LOsung filtriert. Das Ethylacetat wurde im Vakuum destilliert und das Rohprodukt in 2 ml
CH,CI, aufgenommen und mit 400 pl versetzt und bei Raumtemperatur 2 h rihren gelassen.
Das Lo6sungsmittel wurde unter vermindertem Druck destilliert und das Rohprodukt
saulenchromatographisch via praparativer HPLC gereinigt. Dazu wurde eine RP C18 Saule
(Phenomenex Gemini-NX, 250 x 21,2 mm) mit einem linearen Gradienten von 40-70 % B in
30 min und einer Flussrate von 17 ml/min verwendet. Nach der erfolgten Reinigung wurde

das Produkt als weiRer Feststoff mit einer Ausbeute von 83,7 mg (73,3 %) erhalten.
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[M+H] berechn. = 322,4, [M+H]" geruna. = 322,7. Das E-und das Z-lsomer wurden nicht separiert.

Dies geschah im néchsten Schritt.

Im Anschluss wurden das erhaltene Produkt (10,0 mg; 31,1 umol), PyBOP (17,0 mg;
31,1 ymol) und DIPEA (11,0 pl; 62,2 umol) in 5 ml DMF gelést und fir 5 min gerthrt.
1-Aminoadamantan (9,5 mg; 62,2 umol) wurde anschlieBend zugegeben und fir 1 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Ldsungsmittel im Vakuum
destilliert und das Rohprodukt sdulenchromatographisch mittels praparativer HPLC gereinigt.
Dazu wurde eine RP C18 Saule (Phenomenex Gemini-NX, 250 x 21,2 mm) mit einem
linearen Gradienten von 40-80 % B in 45 min und einer Flussrate von 17 ml/min verwendet.
Nach der erfolgten Reinigung wurden die Produkte als weil3e Feststoffe mit einer Ausbeute
von 4,0 mg (28,4 %) E und von 7,0 mg (49,6 %) Z erhalten. E/Z [M+H] berechn. = 455,6, E/Z
[M+H]" getuna. = 455,9. E R, = 10,6 min, Z R, = 10,9 min

Synthese des (R)-N-(N"-Adamantylcarboxamidomethyl)-
Dihydrocycloheximid-Dertivates 40(R)

(R)-2-Methyl-CBS-oxazaborolidine (1,2 mg; 21,2 umol) und eine 1M Lésung von BHs in THF
(22,0 ul; 21,2 pmol) wurden in 5 ml wasserfreiem THF gel6st und fur 15 min gerihrt. Diese
Losung wurde langsam zu einer 0 °C kalten Losung aus 30 (10,0 mg; 21,2 pmol) in 10 ml
wasserfreiem THF getropft und fir 40 min rihren gelassen. Die Reaktion wurde danach
durch Zugabe von 10 ml Methanol beendet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
destilliert. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mittels préparativer HPLC
gereinigt. Dazu wurde eine RP C18 Saule (Phenomenex Gemini-NX, 250 x 21,2 mm) mit
einem linearen Gradienten von 30-80 % B in 40 min und einer Flussrate von 17 ml/min
verwendet. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als wei3er Feststoff mit einer
Ausbeute von 5,8 mg (58,3 %) erhalten. [M+H] verecnn. = 475,3, [M+H] geruna. = 475,6. R, =

9,1 min
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Synthese des (S)-N-(N"-Adamantylcarboxamidomethyl)-
Dihydrocycloheximid-Dertivates 41(S)

(S)-2-Methyl-CBS-oxazaborolidine (1,2 mg; 21,2 umol) und eine 1M Lésung von BHz in THF
(22,0 ul; 21,2 pumol) wurden in 5 ml wasserfreiem THF gel6st und fir 15 min gerthrt. Diese
Losung wurde langsam zu einer 0 °C kalten Losung aus 30 (10,0 mg; 21,2 pmol) in 10 ml
wasserfreiem THF getropft und fir 40 min rihren gelassen. Die Reaktion wurde danach
durch Zugabe von 10 ml Methanol beendet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
destilliert. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mittels préparativer HPLC
gereinigt. Dazu wurde eine RP C18 Saule (Phenomenex Gemini-NX, 250 x 21,2 mm) mit
einem linearen Gradienten von 30-80 % B in 40 min und einer Flussrate von 17 ml/min
verwendet. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als wei3er Feststoff mit einer
Ausbeute von 6,9 mg (69,1 %) erhalten. [M+H] verecnn. = 475,3, [M+H] gefuna. = 475,6. R; =

9,2 min

Synthese des N-(N"-Adamantylcarboxamidomethyl)-Dehydrocycloheximid-Dertivates
42

Zu einer Lésung aus 30 (16,0 mg; 33,9 pmol) in 1 ml CH,CI, wurde eine L6sung aus DESS-
MARTEN-Reagenz (22,0 mg; 54,22 pmol) in 3 ml CH,CI, langsam zu getropft und fir 1 h bei
Raumtemperatur gerithrt. Nach Ende der Reaktionszeit wurden 10 ml Diethylether
zugegeben und die Lésung mit 10 ml einer 10 % (NH,4),S,05-LOsung gewaschen. Die
Phasen wurden getrennt, die organische Phase ein weiteres Mal mit 10 ml einer 10 %

NaHCO;-L6sung gewaschen. Die organische Phase wurde abgetrennt, tUber Na,SO,
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getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck destilliert. Das Rohprodukt
wurde saulenchromatoraphisch gereinigt. Dazu wurde eine RP C18 S&ule (Phenomenex
Gemini-NX, 250 x 21,2 mm) mit einem linearen Gradienten von 30-80 % B (ohne TFA) in
30 min und einer Flussrate von 17 ml/min verwendet. Nach der erfolgten Reinigung wurde
das Produkt als weiRer Feststoff mit einer Ausbeute von 14,3 mg (89.9 %) erhalten.
[M+H]"perechn. = 471,3 [M+H] gefuna. = 271,5. Ry = 11,7 min

Synthese des (-)-cis-N-(N"-Myrtanylcarboxamidomethyl)-Cycloheximid-Dertivates 43

Fur die Synthese der Verbindung 43 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch (-)-cis-Myrtanylamin
(9,9 ul; 59,0 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er
Feststoff mit einer Ausbeute von 7,8 mg (56,1 %) erhalten. [M+H]"perechn. = 475,3, [M+H]" gefund.
= 475,2. R;= 9,9 min

Synthese des (+)-(R)-N-(N"-Bornylcarboxamidomethyl)-Cycloheximid-Dertivates 44

//,,'

Fur die Synthese der Verbindung 44 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch (+)-(R)-Bornylamin
(9,0 mg; 59,0 umol) gegeben. Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er
Feststoff mit einer Ausbeute von 8,9 mg (67,9 %) erhalten. [M+H]"perechn. = 475,3, [M+H]" geund.
= 475,5. R;=9,6 min
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Synthese des (+)-(R)-N-(N"-Quinucleidincarboxamidomethyl)-Cycloheximid-Dertivates

Fur die Synthese der Verbindung 45 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch (+)-(R)-3-
Aminoquinucleidin Dihydrochlorid (11,7 mg; 59,0 umol) gegeben. Der lineare Gradient
betragt hier 10-50 % B (ohne TFA) in 30 min. Nach der erfolgten Reinigung wurde das
Produkt als weiRer Feststoff mit einer Ausbeute von 8,9 mg (67,9 %) erhalten. [M+H]"perechn. =
448,3, [M+H]" getuna, = 448,4. R, = 5,3 min

Synthese des (-)-(S)-N-(N"-Quinucleidincarboxamidomethyl)-Cycloheximid-Dertivates
46

H

Fur die Synthese der Verbindung 46 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde 2zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch (-)-(S)-3-
Aminoquinucleidin Dihydrochlorid (11,7 mg; 59,0 umol) gegeben. Der lineare Gradient
betrugt hier 10-50 % B (ohne TFA) in 30 min. Nach der erfolgten Reinigung wurde das
Produkt als weiRer Feststoff mit einer Ausbeute von 7,6 mg (58,0 %) erhalten. [M+H] verechn. =
448,3, [M+H]" getuna. = 448,4. Ry = 4,2 min
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Synthese des N-(N",N"-Diphenylcarboxamidomethyl)-Cycloheximid-Dertivates 47

Fur die Synthese der Verbindung 47 wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift 5
verfahren. Dazu wurde zu dem beschriebenen Reaktionsgemisch Diphenylamin (11,7 pl;
59,0 umol) gegeben. Der lineare Gradient betrugt hier 30-80 % B (ohne TFA) in 40 min.
Nach der erfolgten Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von
8,1 mg (57,0 %) erhalten. [M+H]"perechn. = 503,3, [M+H]"gefuna. = 503,4. R, = 7,8 min

Synthese des N-{N*-[7-N**-(N"**-(2-aminoethyl)-acetamidyl)-
Theophylinyllcarboxamidomethyl}-Cycloheximid-Derivates 48

Theophylin-7-carbonséaure (25,0 mg; 105,0 umol), PyBOP (55,0 mg; 105,0 umol) und DIPEA
(27,0 ul; 157,5 umol) wurden in 5 ml DMF geldst und fur 5 min gertihrt. N-Boc-Ethylendiamin
(25,0 ul; 157,5 umol) wurde anschlieRend zugegeben und fur 1 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Ldsungsmittel im Vakuum destilliert und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch via praparativer HPLC gereinigt. Dazu wurde eine RP
C18 Saule (Phenomenex Gemini-NX, 250 x 21,2 mm) mit einem linearen Gradienten von
10-50 % B in 30 min und einer Flussrate von 17 ml/min verwendet. Nach der erfolgten
Reinigung wurde das Zwischenprodukt | als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von 26,3 mg
(65,9 %) erhalten. [M+H]"perechn. = 381,4, [M+H]"geruna. = 381,7.

Im Anschluss wurde das gereinigte Zwischenprodukt | in 5,0 ml CH,CI, gel6st, 400 pl TFA
zugegeben und 30 min bei Raumtemperatur geschuttelt. Nach Ablauf der Reaktionszeit
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wurde das Losungsmittel im Vakuum destilliert und das entstandene Zwischenprodukt Il

ohne weitere Aufarbeitung weiter umgesetzt.

Verbindung 11 (10,0 mg; 29,5 pmol), PyBOP (16,0 mg; 29,5 umol) und DIPEA (10,4 pl;
59,0 umol) wurden in 5 ml DMF gelost und fir 5 min gertihrt. Das Zwischenprodukt I
(8,0 mg; 59,0 umol) wurde anschlieBend zugegeben und fir 1 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel im Vakuum destilliert und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch via praparativer HPLC gereinigt. Dazu wurde eine RP
C18 Saule (Phenomenex Gemini-NX, 250 x 21,2 mm) mit einem linearen Gradienten von
10-50 % B in 30 min und einer Flussrate von 17 ml/min verwendet. Nach der erfolgten
Reinigung wurde das Produkt als weiRer Feststoff mit einer Ausbeute von 13,1 mg (74,0 %)
erhalten. [M+H] perechn. = 602,3, [M+H]" getung. = 602,8. R; = 5,8 min

Synthese des N-{N"-[N"’-(2-aminoethyl)-(1S)-10,2-Camphersultam]carboxamidomethyl}-

Cycloheximid-Derivates 49

(1S)-10,2-Camphersultam (20,0 mg; 93,0 umol), 60 % Natriumhydrid in Mineraldl (4,5 mg;
186,0 pmol) wurden in 5 ml DMF gel6dst und fir 30 min gertihrt. N-Boc-(2-bromoethyl)amin
(30,4 pl; 135,7 umol) wurde anschlieBend zugegeben und tber Nacht bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Ldsungsmittel im Vakuum destilliert. Das

Zwischenprodukt | wurde ohne weitere Aufarbeitung umgesetzt.

Das Zwischenprodukt | wurde in 5,0 ml CH,ClI, geldst, 400 pl TFA zugegeben und 30 min bei
Raumtemperatur geschiittelt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde das Ldsungsmittel im

Vakuum destilliert und das entstandene Zwischenprodukt Il weiter umgesetzt.

Verbindung 11 (10,0 mg; 29,5 umol), PyBOP (16,0 mg; 29,5 umol) und DIPEA (10,4 pl;
59,0 umol) wurden in 5 ml DMF gelost und fir 5 min gertihrt. Das Zwischenprodukt I
(15,0 mg; 59,0 umol) wurde anschlieRend zugegeben und fir 1 h bei Raumtemperatur

geruhrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Ldsungsmittel im Vakuum destilliert und das
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Rohprodukt sdulenchromatographisch via praparativer HPLC gereinigt. Dazu wurde eine RP
C18 Saule (Phenomenex Gemini-NX, 250 x 21,2 mm) mit einem linearen Gradienten von
30-60 % B in 20 min und einer Flussrate von 17 ml/min verwendet. Nach der erfolgten
Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute von 9,0 mg (52,9 %)
erhalten. [M+H]"perechn. = 580,7, [M+H]" geruna. = 580,8. R; = 8,6 min

Synthese des N-{N"-[N"’-(2-aminoethyl)-(1R)-10,2-Camphersultam]carboxamidomethyl}

-Cycloheximid-Derivates 50

N ~
HN /\/ O//S\\O

(1R)-10,2-Camphersultam (20,0 mg; 93,0 umol), 60 % Natriumhydrid in Mineral6l (4,5 mg;
186,0 umol) wurden in 5 ml DMF geldst und fur 30 min gertihrt. N-Boc-(2-bromoethyl)amin
(30,4 ul; 135,7 umol) wird anschliel3end zugegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur
gerihrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Ldsungsmittel im Vakuum destilliert. Das

Zwischenprodukt | wurde ohne weitere Aufarbeitung umgesetzt.

Das Zwischenprodukt | wurde in 5,0 ml CH,ClI, geldst, 400 pl TFA zugegeben und 30 min bei
Raumtemperatur geschiittelt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde das Ldsungsmittel im

Vakuum destilliert und das Zwischenprodukt Il weiter umgesetzt.

Verbindung 11 (10,0 mg; 29,5 umol), PyBOP (16,0 mg; 29,5 umol) und DIPEA (10,4 pl;
59,0 umol) wurden in 5 ml DMF gelost und fir 5 min gertihrt. Das Zwischenprodukt I
(15,0 mg; 59,0 umol) wurde anschlieRend zugegeben und fir 1 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Ldsungsmittel im Vakuum destilliert und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch via praparativer HPLC gereinigt. Dazu wurde eine RP
C18 Saule (Phenomenex Gemini-NX, 250 x 21,2 mm) mit einem linearen Gradienten von
30-60 % B in 20 min und einer Flussrate von 17 ml/min verwendet. Nach der erfolgten
Reinigung wurde das Produkt als weil3er Feststoff mit einer Ausbeute vonl10,6 mg (62,3 %)
erhalten. [M+H]"perechn. = 580,7, [M+H]" geruna. = 580,8. R, =8,5 min
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