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Zusammenfassung der Dissertation

Proteinkinasen stellen ein hochrelevantes Target zur Behandlung vieler Erkrankungen,
darunter Autoimmunerkrankungen und Tumore, dar. Die Januskinasen (JAKs) gehdren zu den
zytosolischen Tyrosinkinasen und sind von groBer Bedeutung fir die Bildung von Blutzellen
und eine geregelte Funktion des Immunsystems. Die JAK3 zeichnet sich gegeniiber den
anderen drei JAKs durch diverse strukturelle Alleinstellungsmerkmale aus, vor allem durch die
auf Immunzellen beschrankte Expression. Sie spielt insbesondere fiir die Entwicklung und
Funktion der Lymphozyten eine tragende Rolle.

Bisher wurden Uberwiegend JAK-Inhibitoren zugelassen, die mehrere JAKs zugleich hemmen.
Es gibt noch keine zugelassenen selektiven JAK3-Hemmer. Von diesen erhofft man sich — durch
die erwahnte Lokalisation in Immunzellen — ein glinstigeres Sicherheitsprofil, da die unselektive
Hemmung der JAKs in anderen Zellen bzw. Geweben zu unerwiinschten und mitunter
schwerwiegenden Nebenwirkungen fihrt. Es ist noch unklar, ob die alleinige Inhibition der
JAK3 flr ausreichende therapeutische Wirksamkeit genligt, da diese als Dimer mit der JAK1
an die Zytokinrezeptoren assoziiert. Die nicht inhibierte JAK1 kdnnte unter Umstanden noch
immer gewisse Aktivitat zeigen.

Im Rahmen der Arbeit von Dr. Michael Forster wurde durch Ausnutzen der JAK3-spezifischen
Strukturmerkmale ein hochselektiver und —potenter niedermolekularer JAK3-Hemmer (FM-
381) dargestellt. Die Substanz adressiert eine zuvor unbekannte induzierbare Tasche und
erzielt dadurch, in Kombination mit einem C909 adressierenden Michael-Akzeptor, hohe
Selektivitat Uber das Kinom hinweg.

FM-381 war fiir den Gebrauch als ,,/n vitro JAK3 probe™ bereits optimiert worden, tber die /n
vivo Wirksamkeit und die Pharmakokinetik (PK) des Stoffes war aber zu Beginn der Arbeit noch
nichts bekannt. Zunachst wurden diese Eigenschaften in Mausen untersucht und parallel dazu
strukturell verwandte Derivate synthetisiert und getestet. Ziel war es, unter Erhalt der
Grundstruktur und des elektrophilen Cyanacrylamid-Warheads die Selektivitat und Aktivitat
beizubehalten, wahrend Modifikationen der Seitenketten die — noch unzuldnglichen - PK-
Eigenschaften des Stoffes optimieren sollten. Zudem wurden die Testsubstanzen weiter
charakterisiert, z. B. deren Aufnahme in Immunzellen und Verteilung innerhalb von Organen
(u. a. Uber Fluoreszenzmikroskopie), metabolische Stabilitét und die Effekte der Stoffe auf
Lipopolysaccharide-basierte Entziindungsreaktionen. Zuletzt wurden die vielversprechendsten
Substanzen in /n vivo Krankheitsmodellen getestet.

Als Ergebnis der Arbeit gelang es flr verschiedene Krankheitsmodelle optimierte Derivate der
Leitsubstanz FM-381 mit hoher anti-inflammatorischer Potenz zu identifizieren:

e Uber die Einfiihrung einer N-methylpiperidin-Seitenkette konnte ein ZNS-gangiger
Wirkstoffkandidat (18) dargestellt werden. Dieser wurde bereits in einem murinen
Krankheitsmodell zur Multiplen Sklerose getestet und zeigte gute Wirksamkeit.

¢ Die Kopplung des elektrophilen JAK-Warheads an Makrolid-basierte Carrier konnte
wiederum genutzt werden, um die /n vivo Stabilitat der Stoffklasse, die Anreicherung
in Organen und Immunzellen sowie die allgemeine anti-inflammatorische Wirksamkeit
zu steigern. Die Stoffe waren unter anderem in LPS-basierten /n vivo Modellen akuter
Entziindung wirksam und steigerten das Verhaltnis an freigesetztem IL-10 zu TNFo im
Plasma.

e Durch Verwendung eines N-methyl,N-ethyl-acetamid-verlinkten Makolid-Konjugats
wurde eine besonders hohe Affinitat fir Darmgewebe erzielt. Ein Vertreter dieser
Klasse (38) zeigte sich als wirksam in Studien der murinen Colitis und Arthritis.
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Summary of the thesis

Protein kinases are a highly relevant pharmacological target for the treatment of several kinds
of disease, including autoimmunity and malignancies. The Janus kinase (JAK) family contains
four isoenzymes, all of which are cytosolic tyrosine kinases, and is of great importance for
hematopoiesis and the regulation of the immune system. Among the JAKs, JAK3 stands out
not only due to several unique structural features, but also due to being restricted to immune
cells. Therefore, it is especially relevant for the development and function of lymphocytes.

As of now, most approved JAK inhibitors target more than one JAK isoenzyme, and none of
them selectively inhibit JAK3. The latter compound class is sought after in the hopes of
attaining an improved safety profile, as the unselective inhibition of JAKs in other cell types or
tissues leads to adverse effects, some of which are severe and potentially life-threatening.
However, it has not been clarified yet whether the inhibition of JAK3 alone leads to sufficient
efficacy; as JAK3 forms dimers with JAK1 when binding to a cytokine receptor, it is possible
that there will be residual signaling activity by the uninhibited JAK1. This question has, to date,
been largely ignored by the scientific community and warrants further investigation.

Within the scope of Dr. Michael Forster’s thesis, a highly selective and potent small-molecule
JAK3 inhibitor (FM-381) was obtained by exploiting unique structural elements of the
isoenzyme. It's covalent-reversible binding mode to the kinase was also demonstrated. The
compound addresses an — as of then — unknown inducible pocket. This, combined with an
electrophilic Michael acceptor interacting with C909, leads to impressive selectivity within the
human kinome.

FM-381 was already optimized for use as an ,,in vitro JAK3 probe” to a great degree. However,
its /n vivo efficacy and pharmacokinetics were yet unknown at the start of this thesis. The first
step was thus to investigate these properties in mice; simultaneously, derivates of the structure
were synthetized and then characterized in the same manner. The aim was to improve
pharmacokinetics — which were found to be unsatisfactory in FM-381 — by modifying
noncritical side chains. Concurrently, the core scaffold and the electrophilic cyanoacrylamide
warhead were kept in order to retain potency and selectivity for JAK3. The compounds were
then further characterized, e.g. their uptake and accumulation in immune cells and distribution
within organs (by fluorescence microscopy), metabolic stability and their efficacy at
attenuating LPS-induced inflammatory reactions. Lastly, the most promising substances were
then tested in /n vivo models of inflammatory disease.

Within this work, we succeeded at identifying derivates of the lead compound FM-381
which were optimized for use in various disease models:

e For example, by introduction of an N-methyl piperidine residue, a candidate with
effective CNS penetration was obtained (18). The compound was already tested in a
murine model of multiple sclerosis, demonstrating good efficacy.

e On the other hand, by coupling the electrophilic JAK warhead to a macrolide based
carrier scaffold, we were able to greatly increase /n vivo stability, accumulation in
organ tissues and within immune cells and general anti-inflammatory potency. They
were effective in LPS based /n vivo models of acute inflammation and caused a
favorable shift in the cytokine response, increasing the ratio of IL-10 to TNFa in
plasma.

e An especially high affinity for gut tissue was achieved by employing an N-methyl,N-
ethyl acetamide linked macrolide conjugate. A representative of that class (38)
demonstrated efficacy in murine models of colitis and arthritis.
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1 Einleitung

1.1 Proteinkinasen

Die Ubertragung von Phosphat auf Proteine zéhlt zu einem der wichtigsten und
haufigsten Schritte bei der Ubertragung und Amplifizerung extrazellulirer Signale in
den Zellkern. Bei dieser sogenannten Phosphorylierung wird der y-Phosphatrest eines
Nukleotids (meist ATP) auf eine spezifische OH-Gruppe des Substrats tbertragen. Die
Reaktion wird durch Proteinkinasen katalysiert, die man — je nach phosphorylierter
Aminosaure — in Tyrosin- sowie Serin/Threoninkinasen unterteilt. Nach
Phosphorylierung des Substrats @ndert sich dessen Konformation, es ist sozusagen
»~angeschaltet" und kann seinerseits seine angedachte Funktion erfillen. Auf diesem
Weg stellen Kinasen eine essentielle regulatorische Einheit flir die Zellen dar. Die
involvierten Signalwege sind in vielen Fallen quervernetzt und kénnen sich gegenseitig
verstarken bzw. hemmen. Durch die kaskadenartige Weitergabe des Signals kommt es
zudem zu dessen Verstarkung mit jeder Stufe. Der genaue Hergang und dessen
Auswirkungen sind dabei auch von der flir den Zelltyp spezifischen Expression der
beteiligten Kinasen und Transkriptionsfaktoren abhangig. Heutzutage stellen
Proteinkinasen, neben den G-Protein gekoppelten Rezeptoren, eine der wichtigsten
Zielgruppen fiir Arzneistoffe dar.1-3

Es existieren verschiedene Mdglichkeiten zur Gegenregulation der Signalpfade, um
eine flr die Zelle sinnvolle Homdostase einzuhalten: So kann es, nach Bindung eines
Transkriptionsfaktors, durch Feedback Loops zu einer verminderten Expression der
beteiligten Kinasen oder bestimmter Substrate kommen. Eine andere Methode ist die
(induzierte) Bildung von Phosphatasen, welche die phosphorylierten Substrate durch
Abspaltung der Uibertragenen Phosphatgruppen wieder inaktivieren.? Auf weitere, fir
die Familie der Januskinasen spezifische Gegenspieler wird in Kapitel 1.4.3 naher
eingegangen.

Das menschliche Kinom umfasst 518 fiir Proteinkinasen codierende Gene. Durch
alternatives Splicing liegt die Zahl an exprimierten Kinasen allerdings noch hoher. Etwa
ein Zehntel dieser Kinasen wird auch als Pseudokinasen bezeichnet, da sie nur liber
schwache oder gar keine katalytische Aktivitat verfligen. Es handelt sich aber nicht
etwa um (mittlerweile funktionslose?) evolutiondre Relikte, sondern v.a. um
regulatorische Proteine, die wichtige physiologische Funktionen ausiiben.*>
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Neben der bereits erwahnten Einteilung nach dem Substrat lassen sie sich zudem auch
auf Basis ihrer genetischen Gemeinsamkeiten (bzw. Sequenzhomologien der
katalytischen Domane) unterteilen. Man unterscheidet dabei zwischen sieben
Superfamilien typischer Proteinkinasen sowie der Familie der atypischen
Proteinkinasen:

e Tyrosin-Kinasen (TK)
e Tyrosin-Kinase-like (TKL)

e cyclin-dependent kinases, MAP kinases, glycogen synthase kinases, casein
kinases 2 (CMGC)

e Proteinkinase A, Proteinkinase G und Proteinkinase C Familien (ACG)
¢ Calcium/Calmodulin-dependent kinases (CAMK)

e Homologues of yeast sterile 7, sterile 11 and sterile 20 kinases (STE)
e Casein Kinase 1 Familie (CK1)

e Atypische Proteine ohne strukturelle Ahnlichkeit zu obigen Familien, die
ebenfalls Kinase-Aktivitat zeigen

Man unterteilt die Tyrosinkinasen ferner noch in Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK, z.B.
der EGFR oder PDGFR) und nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen (nRTK, meist cytosolische
Kinasen, z.B. die Januskinasen oder p38 MAP-Kinasen).*®

Die RTKs sind membranstandig und verfigen sowohl Uber eine (N-terminale)
extrazellulére, als auch (C-terminale) intrazelluldre Domdnen. Erstere ist Bindestelle
fur Signalmolekile, typischerweise Zytokine oder (Peptid-)Hormone. Auf cytosolischer
Seite befinden sich sowohl die Kinasedomane, die fuir die katalytische Phosphorylierung
zustandig ist, als auch Domanen mit regulatorischen und unterstiitzenden Funktionen.
Eine transmembranare Helix verbindet beide Teile der RTKs und dient der Verankerung
in der Zellmembran.’

Die nRTKs verfligen Uber keine eigene als Rezeptor agierende Domane. Stattdessen
binden sie, meist auf cytosolischer Seite, an zugehdrige Rezeptoren ohne eigene
katalytische Aktivitat und geben deren Signale entsprechend weiter. Manche Kinasen
kénnen dabei an mehrere unterschiedliche Rezeptoren binden, deren jeweilige
Expression vom Zelltyp abhangt. Strukturell verfiigen die nRTKs zusatzlich zu den
katalytischen und regulativen Domanen noch Uber eine weitere Domane, die die
Rezeptorbindung ermdglicht.®

1.2 Aufbau der Proteinkinasen

Die Proteinkinasen weisen generell hohe Ahnlichkeiten im allgemeinen Aufbau auf,
gerade innerhalb der jeweiligen Familien. Insbesondere Teile der katalytischen
Domane sind i. d. R. stark konserviert — dies ist nicht weiter verwunderlich, da zur
Ubertragung der Phosphatgruppe auf ein Substrat erst ATP (seltener GTP) gebunden
werden muss. Strukturelle Unterschiede zwischen den Kinasen existieren dennoch, sie
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sind u.a. flr die Differenzierung bzw. Bindung der jeweiligen Substrate von Bedeutung.
Auch regulatorisch agierende Domanen, z.B. die Pseudokinase-Domanen der JAK-
Familie (s. 1.3), konnen ein weiteres Alleinstellungsmerkmal mancher Kinasen sein.®?

N-lobe {

C-lobe {

Abbildung 1.1: Rontgenkristallstruktur der JAK3, einer nRTK (PDB: 1YVJ).\° Typisch fiir eine Proteinkinase ist der
Aufbau aus zwei lobes, die lber die rot eingeférbte hinge-region verbunden sind. Weitere fiir die Funktion der
Kinase wichtige Elemente sind u.a. die activation loop (orange), Mg?*-binding loop (griin), catalytic loop (violett)
und die glycin-rich loop (blau). Zentral ist ein komplexiertes Derivat des promiskuitiven Kinaseinhibitors Staurosporin
dargestellt. Verwendet mit freundlicher Genehmigung von Michael Forster.

Als Beispiel ist der Aufbau der JAK3 in Abbildung 1.1 dargestellt. Grob lasst diese
sich, wie die meisten Kinasen, in zwei Abschnitte (,lobes") aufteilen: Der
verhdltnismaBig groBere C-terminale lobe sowie der kleinere N-terminale lobe. Beide
sind Uber die flexible hinge region verbunden. Die fir die Phosphorylierung des
Substrats wichtige katalytische Tasche, in der auch ATP gebunden wird (Abbildung
1.2), befindet sich zwischen den lobes.1%t Der C-lobe beinhaltet viele Elemente die
zur regulativen oder katalytischen Funktion beitragen. Die wichtigsten Motive sollen
nun in Kiirze zusammengefasst werden:
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Abbildung 1.2: Bindemodus des natdrlichen Substrats ATP in der ATP-Bindungstasche der JAKS. Der Adenin-Ring
kommt in der Adenin-Region zum liegen und geht zwei Wasserstoffbriicken mit Aminosauren der Hinge-Region
(blau) ein. Der Ribose-Rest wird in der hydrophilen Zuckertasche positioniert. In der Phosphatbindenden Region
wird der Triphosphat-Rest liber Wechselwirkungen mit zwei Mg?*-Ionen und einem konservierten Lysin, K855 der
aC-Helix (griin), koordiniert. Das dem HRD-Motiv (rot) zugehdrige D949 dient bei der Phosphorylierung des
Substrats als Base und fangt das abgespaltene Proton des STAT-Tyrosins (orange) ab. Adaptiert nach Forster.*

Die sogenannte Mg?*-binding loop befindet sich auf der dem Solvens fernen Seite
der ATP-Bindetasche. Ihr wichtigstes Element ist das konservierte DFG-Motiv, dessen
Konformation sich in Abhangigkeit vom Zustand der Kinase dndert. In der ,DFG-out®
Konformation ist die aromatische Seitenkette des FO68 in die ATP-Bindetasche hinein
orientiert. Dadurch ist die Bindung von ATP nicht mdglich, die Kinase ist inaktiv. Wird
die Kinase aktiviert, tritt dagegen der ,,DFG-in“ Zustand ein: Wahrend der Phenylrest
nun eher nach auBen verschoben wird, ragt nun der zu D967 zugehdrige Rest in die
Bindetasche hinein. Dies ermdglicht die Komplexierung eines Mg2*-Ions, welches
seinerseits mit den B- und y-Phosphatresten von ATP wechselwirkt und sie an die
richtige Stelle platziert. Der im DFG-in Zustand verschobene Phenylrest ist nun
auBerdem in der Lage, die nétigen Wechselwirkungen zur Ausbildung der R-spine (s.u.)
einzugehen.*1213

Die catalytic loop befindet sich unterhalb der ATP-Bindetasche. Ihr ebenfalls
hochkonserviertes HRD-Motiv (H947, R948, D949) st wichtig flr den
Phosphorylierungsschritt: Das abgespaltene Proton des zu phosphorylierenden
Tyrosin-Rests wird vom hier als Base agierenden Aspartat aufgenommen.%14 Die
Histidin-Seitenkette wiederum geht aromatische Wechselwirkungen mit der
Phenylalanin-Seitenkette des DFG-Motivs ein, was fur die Konformation der
Bindetasche bzw. die Ausbildung der R-spine (s.u.) von Bedeutung ist.13

Die activation loop liegt, am Proteinstrang betrachtet, hinter dem DFG-Motiv. Sie ist
zwischen den verschiedenen Kinasen weniger konserviert. Ein gemeinsames Element
ist das Vorhandensein von ,Schalter*-Aminosauren, die im aktiven Zustand der Kinase
phosphoryliert vorliegen. Bei der JAK3 sind dies die benachbarten Aminosduren Y980
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und Y981. Werden diese phosphoryliert andert sich die Konformation der katalytischen
Domane insofern, dass sich die ATP-Bindetasche 6ffnet und die Bindung von ATP sowie
dem Substrat erlaubt. Stabilisiert wird dieser Zustand durch Wechselwirkungen von
pY981 zur basischen Seitenkette von K972 sowie Uber eine ,indirekte" (Uber ein
zwischengeschaltetes Wassermolekiil vermittelte) Wasserstoffbriicke von pY981 zu
R870.10.11

Die bereits erwahnte hinge region verbindet C- und N-lobe. Hier baut das Substrat
ATP (bzw. ein niedermolekularer Inhibitor) Wasserstoffbriicken zu deren Aminosauren
(bei der JAK3 E903 und L905) auf. Im Falle von ATP gehen die Wasserstoffbriicken
vom N1 und N6 des Adenin-Rings aus.!?

N-terminale Strukturelemente von Interesse sind u.a. die aC-Helix und die glycine
rich loop. Erstere andert ihre Konformation nach Aktivierung der Kinase (durch
Interaktion von pTyr981 der activation loop mit R866 und R870)!° und nahert sich dem
C-lobe an, ein Zustand der als ,,aC-in" bezeichnet wird. In diesem Zustand wird Uber
einen in der Helix befindlichen hochkonservierten Glutamat-Rest eine Salzbriicke zu
einem (ebenfalls konservierten) Lysin (K855) aufgebaut. Dieses wird dadurch so
positioniert, dass seine Aminogruppe mit den a- und B-Phosphaten von ATP interagiert
und die Phosphatkette optimal fir die Phosphorylierungsreaktion koordiniert. Fiir eine
katalytische Aktivitat sind sowohl die DFG-in (s.0.) als auch die oC-in Konformation
notig, der DFG-in Zustand alleine ist noch nicht ausreichend.%1!

Die glycine rich loop ist duBerst flexibel, da aufgrund des hohen Anteils an Glycin
weniger sterisch hinderliche Seitenketten vorliegen. Sie ist in der Literatur auch als P-
loop bekannt und verleiht der Kinase die hier nétige Beweglichkeit, um optimal das
gebundene ATP zu koordinieren. Ein konserviertes Phenylalanin schirmt die
Phosphatkette in eine Richtung ab.*1!

Auch der sogenannte , Gatekeeper" befindet sich im N-terminalen lobe. Die dahinter
befindliche Tasche wird von ATP nicht adressiert und ist damit flr dessen Bindung
wenig bedeutsam. Da die relevante Gatekeeper-Aminosaure aber weniger konserviert
ist, hat sie durchaus Relevanz fiir die Entwicklung von Kinaseinhibitoren. Ist die
Seitenkette des Gatekeepers klein (z.B. Threonin beim EGFR), kann die Tasche von
Inhibitoren belegt werden, wodurch Selektivitdit gegeniiber anderen Kinasen
gewonnen wird. Hier kann es aber auch — v.a. im onkologischen Bereich — zur Bildung
von Resistenzen kommen, indem die Gatekeeper-Aminosdure per Punktmutation durch
eine groBere ausgetauscht wird. Bei EGFR-abhangigen Tumoren kommt es so z.B. nach
langerer Behandlung mit EGFR-Inhibitoren der ersten Generation zum Auftreten der
T790M-Mutante. Durch die nun groBere Seitenkette des Gatekeepers kann die
Bindetasche nicht mehr adressiert werden, die Positionierung der Inhibitoren wird
gestort und es kommt zu einem Verlust der Wirksamkeit.161’ Bei der JAK3 ist der
Gatekeeper das relativ sperrige M902.

Ein allen Kinasen eigenes, aus Aminosduren beider lobes zusammengesetztes
Strukturelement sind zwei hydrophobe, regulatorisch wichtige ,spines". Diese
existieren nur in der aktiven Konformation der Kinase durch spezifische
Wechselwirkungen von zueinander ausgerichteten Aminosaure-Resten. Die erste, auch
R-spine (fur ,regulatory™) genannt, wird im aktiven Zustand ausgebildet und besteht
aus je zwei hydrophoben Resten der N- und C-lobes. Es handelt sich im Falle der JAK3
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um das H947 des HRD-Motivs, F968 des DFG-Motivs sowie L877 und Y886 aus
Abschnitten des N-lobes. Diese gehen jeweils in der genannten Reihenfolge
hydrophobe Wechselwirkungen miteinander ein und bilden gemeinsam ein Rickgrat,
dessen Existenz kritisch fiir die katalytische Aktivitat der Kinase ist. Die C-spine (fur
»catalytic") wurde spater entdeckt und wird erst durch die Bindung von ATP vollsténdig
ausgebildet. Bei der JAK3 wird dessen Adenin-Ring von V836, A853 und L956
umschlossen, was die beiden lobes einander naherbringt und die Kinase in eine
geschlossene Konformation versetzt, die die Phosphatiibertragung auf das Substrat
beglinstigt. Beide spines sind mit einer ebenfalls hydrophoben, im C-lobe lokalisierten
F-Helix verbunden. 1213

1.3. Aufbau der Januskinasen

Die Familie der Januskinasen (JAKs) besteht aus vier Isoenzymen mit hoher
struktureller Homologie, die Januskinasen 1 bis 3 sowie die Tyrosinkinase 2 (TYK2).
Die JAKs gehdren zu den nRTKs (s.0.) und sind im Cytosol angesiedelt. Sie verfligen
Uber keine eigene Bindestelle flir extrazelluldre Liganden, sondern binden an
membranstandige Rezeptoren. Deren Signale werden Uber die JAKs und weiter
downstream befindliche Transkriptionsfaktoren in den Zellkern weitergegeben.

Die Januskinasen lassen sich strukturell in sieben JH (JAK Homologie) Domanen
unterteilen:

Die JH1 Domane ist C-terminal lokalisiert und stellt die katalytisch aktive Kinase-
Domane dar, auf deren Beschaffenheit bereits an anderer Stelle ndher eingegangen
wird.

Bei der benachbarten JH2 handelt es sich um eine Pseudokinase-Domane. Sie ist von
ahnlicher Sequenz und Struktur wie die JH1, besitzt selbst aber keine katalytische
Aktivitat. Grund hierfur ist vermutlich das Fehlen dazu nétiger (in der JH1 dagegen
vorhandener) Aminosauren, insbesondere des katalytisch wichtigen Aspartats des
HRD-Motivs.1® Nur fiir die JAK2 wurde schwache Aktivitat und die Fahigkeit zur
Autophosphorylierung gezeigt. Diskutiert wird, dass sich die Bindung von Nukleotiden
in der JH2 stabilisierend auf die Konformation der gesamten Kinase auswirkt.® Generell
wirkt sich die Pseudokinase-Domdne regulatorisch auf die JH1 aus, sowohl auf
inhibierende als auch (seltener) auf aktivierende Art. Dies ist auch anhand diverser,
auf veranderter JAK-Aktivitat basierender Krankheitsbilder ersichtlich (s. Kapitel
1.4.4), denen z.B. eine Mutation in der fir die JH2 codierenden Sequenz zugrunde
liegen kann. Aufgrund ihrer groBen Ahnlichkeit zur JH1 ist die Pseudokinase-Doméne
zudem namensgebend fiir die Familie der Januskinasen.®

JH3 und JH4 befinden sich weiter in Richtung N-Terminus gelegen und bilden
zusammen die SH2-like (Src Homologie 2 like) Domane. SH2 Domdanen zeigen hohe
Affinitat zu Phosphotyrosinen und dienen Ublicherweise (nicht bei den Januskinasen)
der Erkennung anderer Proteine oder Peptide, wie es z.B. auch beim
Transkriptionsfaktor STAT1 der Fall ist. Die genaue Funktion der SH2-/ike Domane der
JAKs ist aber noch nicht eindeutig geklart.10:20
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N-Terminal befinden sich JH5, JH6 und JHZ7, die zusammen die ,band 4.1, ezrin,
radixin, moesin® (FERM) Domane bilden. Die FERM Domdne hat vermutlich
regulatorischen Einfluss auf die Kinase-Domane, was bei FAK, einer weiteren
Tyrosinkinase, gezeigt wurde.?! Sie dient auBerdem der Bindung an die cytosolisch
gelegenen Abschnitte der JAK-abhangigen Rezeptoren.20

Tabelle 1.1: Einteilung der JAKS in sieben JAK Homologie Doménen.

No. Bezeichnung Rolle

JH1 Kinase-Domane katalytisch aktiv

JH2  Pseudokinase regulatorisch

JH3 .

JH4 SH2 Domane Erkennung von pTyr (?)

JH5

JH6 FERM Domdne  Rezeptorbindung, regulatorisch
JH7

1.4 JAK: Biologische Funktionen und der JAK-STAT Signalweg

1.4.1 Rezeptorassoziation der JAKs

Die Januskinasen erflillen wichtige Funktionen fiir Reifung, Wachstum, Differenzierung
und Uberleben bzw. Apoptose von Zellen, insbesondere bei der Erythropoese und bei
Zellen des Immunsystems. Dabei binden an die meisten Rezeptoren verschiedene JAKs
als Heterodimere oder —trimere, weswegen es lange Zeit schwer war, die Effekte
einzelner Isoenzyme zu identifizieren. Die Kombination der JAKs ist jeweils vom
Rezeptor abhangig. Interessanterweise gibt es Anhaltspunkte flr eine hierarchische
Anordnung innerhalb der JAKs, bei denen je eine der Kinasen als Aktivator flir eine
andere dient, welche dann den eigentlichen Effektor darstellt und den Rezeptor
phosphoryliert. Gezeigt wurde dies z.B. beim IL-3 Rezeptor, der in JAK1-/~ Zellen noch
(geschwéchte) IL-3 Signale weitergibt, wéahrend bei JAK2-/~ Zellen keine
entsprechende Antwort mehr festzustellen war. Auch flir die JAK1/JAK3-Paarung
wurde ahnliches Verhalten beobachtet, in diesem Fall nahm JAK1 eine dominante Rolle
ein.9,22

Allein die JAK2 bildet auch Homodimere, die z.B. an die Rezeptoren flir EPO, TPO und
GM-CSF assoziiert sind. Hierbei handelt es sich um Wachstumsfaktoren, die jeweils flr
die Blutbildung, Plattchenbildung und das Wachstum myeloischer Immunzellen von
Bedeutung sind. Eine andere Gruppe von Signalmolekiilen sind die Interferone, deren
Rezeptoren meist von Dimeren aus JAK1/TYK2 (Typ I Interferone), bzw. flir INFy von
JAK1/JAK2 (Typ II Interferon) gebunden werden. Die Interferone sind wichtig fir die
Bekampfung intrazellularer Erreger (z.B. Viren, Staphylokokken, Mykobakterien) und
haben entziindungsférdernde Eigenschaften. Die groBte Gruppe der lber JAK-
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abhangige Rezeptoren signalisierenden Botenstoffe stellen die Interleukine dar. Die
Signalpfade der Interleukine sind sehr heterogen und lassen sich keiner pradominanten
JAK-Kombination zuordnen. Interessant sind die common y chain Interleukine (IL-2,
IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 und IL-21), an deren Rezeptoren stets ein JAK1/JAK3
Heterodimer bindet. Eine Mutation der diesen Rezeptoren gemeinen y chain fihrt zum
identischen Phanotyp wie ein Defekt der assoziierten JAK3.23:24

IFNa IL-6 IL-11 IL-3 IL-5 IL-12 IL-2 IL-4

IFNB IFNy IL-13 IL-27 GM-CSF IL-23 IL-7 IL-9

IL-10 IL-31 IL-35 EPO TPO IL-15 IL-21
Prolactin

proinflammatorisch
antiinflammatorisch

-

Abbildung 1.3: Di- bzw. Trimere der Januskinasen, ihre zugehdrigen Rezeptoren und die wichtigsten
physiologischen Effekte der jeweiligen Signalwege. Die Signale der Interferone (IFNa, IFNB, IFNy) sowie des
antiinflammatorisch wirksamen IL-10 sind dabei von JAK1 sowie TYK2 oder JAKZ (IFNy) abhédngig. Die JAK2 formt
als einzige Januskinase Homodimere und bindet an Rezeptoren von Wachstumshormonen der Blutzellen (EPO, TPO,
GM-CSF...). Die JAK3 bindet nur an Rezeptoren der y. Zytokine (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, IL-21) und formt
Heterodimere mit der JAK1. Die y. Zytokine sind vor allem fiir Zellen der adaptiven Immunantwort relevant. 2324

TH1-, NK-Zellen
Akute-Phase-Proteine Bildung & Tumorbekampfung
proinflammatorisch Entwicklung von TH17-Funkti
TH17-Priming Blutzellen proinfl natorisch

Intrazell. Erreger
proinflammatorisch

1.4.2 Signaltransduktion des JAK-STAT Wegs

Der JAK-STAT Signalweg (Abbildung 1.4) ist im Vergleich zu den meisten anderen
Signalwegen von Kinasen deutlich kiirzer und beinhaltet weniger Zwischenschritte.
Nach Bindung eines extrazelluldren Botenstoffes an den zugehérigen Rezeptor andert
dieser seine (intrazellulare) Konformation. Die an seine intrazellularen Domadnen
assoziierten JAKs sind nun einander nah genug, um erst sich selbst und dann den
Rezeptor zu phosphorylieren. Von der Transphosphorylierung der JAKs wird
angenommen, dass diese strenggenommen nicht zu deren Aktivierung dient, wohl aber
zur Stabilisierung eben jener aktiven Konformation. An den aktivierten Kinase-
Rezeptorkomplex kénnen nun die ,signal transducers and activators of transcription®
(STAT) Proteine binden; die Erkennung erfolgt dabei Uber die SH2 Domanen. Die
Struktur der SH2 Domanen einzelner STATs ist unterschiedlich genug, um die
spezifische Erkennung verschiedener phosphorylierter Motive zu ermdglichen.?:20.242>
Es sind sieben verschiedene STATs bekannt (STAT1-4, STAT5a, STAT5b, STAT6) die
an verschiedene Kombinationen aus Rezeptor und JAK binden kénnen. Im Falle der
JAK3-abhangigen Rezeptoren binden entweder STAT3, STAT5a/b oder STAT6. Nach
Phosphorylierung der STATs dimerisieren diese, wobei sowohl Homo- als auch
Heterodimere mdglich sind. Die Dimerisierung erfolgt (ber Erkennung des
Phosphotyrosins des jeweiligen Partnerproteins durch die eigene SH2-Domdne und
umgekehrt. Ergebnisse anderer Forschungsgruppen legen wiederum nahe, dass die
STATs auch schon vor ihrer Phosphorylierung als vorgeformte, inaktive Dimere
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vorliegen.?26 Mithilfe von Importinen und Ran werden die STATs zum Zellkern
transportiert: Die Importine ermdglichen die Passage durch die den Zugang
kontrollierenden nuclear pore complexes. AnschlieBend dissoziiert Ran die Importine
wieder von den STATs ab, sodass diese an die entsprechenden Promotorregionen der
DNA binden und die Genexpression modulieren kénnen.?’

Der JAK-STAT Signalweg zeichnet sich auch durch seine hohe Geschwindigkeit aus:
Innerhalb weniger Minuten nach Bindung eines Zytokins kann bereits die Bindung von
STAT an die DNA beobachtet werden.?*

Interleukin, Hormon, ...

*~

- @@ —> @@ —> @)
It 3
kA AJ

Tyrosin- % ﬂ
reste q
. Importine,
STAT-Proteine Translokation E@'a Ran

Nucleus

Transkription @':
Genexpression =0

Zellteilung/-Reifung/Uberleben VO Gene RO Promotor QO
Bildung von SOCS-Proteinen

Abbildung 1.4: Schematischer Ablauf des JAK-STAT Signalwegs. Nach Bindung eines Botenstoffes an der
extrazelluldren Andockstelle eines Rezeptors dndert dieser seine intrazelluldre Konformation. Auf cytosolischer Seite
am Rezeptor assoziierte JAKs bilden nun Di- oder Trimere. Sie sind dadurch in ausreichender Ndhe, um erst sich
gegenseitig und anschlieBend den Rezeptor an spezifischen Tyrosinresten zu phosphorylieren. Nun binden STAT-
Proteine an den Kinase-Rezeptorkomplex, werden phosphoryliert und dimerisieren ebenfalls. Die STAT-Dimere
wandern nun mithilfe von Importinen und Ran in den Zellkern, um dort ihre Funktion als Transkriptionsfaktoren
auszudiiben.

Auch eine Quervernetzung der JAK-STAT Wege miteinander — im Sinne der
gegenseitigen Beeinflussung, z.B. durch Expression regulativer Proteine (s.u.) — oder
anderen Signalpfaden, z.B. NF-xB, wird diskutiert.28
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1.4.3 Regulation des JAK-STAT Wegs

Um die Aktivitat des JAK-STAT Wegs in physiologisch sinnvollem Rahmen zu halten,
haben sich, zusatzlich zur intrinsischen Regulation durch die Pseudokinase,
verschiedene extrinsische Mittel der Gegenregulation entwickelt. Man teilt diese
negativ regulierenden Proteine in drei groBe Gruppen ein:

Protein Tyrosin Phosphatasen (PTPs) deaktivieren Proteine des JAK-STAT Wegs,
indem sie die Tyrosinreste von STATs, JAKs oder den JAK-abhdngigen Rezeptoren
wieder dephosphorylieren.?

Die Protein inhibitors of activated STATs (PIAS) werden konstitutiv exprimiert und
deaktivieren gezielt STAT Proteine durch Ubertragung von small ubiquitin-related
modifier (SUMO) auf sie. Dadurch werden Phosphorylierung und Translokation der
STATSs verhindert, ebenso wie ihre Fahigkeit als Transkriptionsfaktoren zu wirken. Flr
die PIAS werden auch andere Mechanismen der Hemmung, z.B. direkte Interaktion
mit den STATSs, diskutiert.3031

Suppressors of cytokine signaling (SOCS) kénnen auf zwei Arten negativ
regulierend wirken: Uber ihre SH2 Doméne kénnen sie die Phosphotyrosine aktivierter
JAKs erkennen und direkt an diese binden, wodurch deren katalytische Aktivitat gestort
wird. Des Weiteren kénnen SOCS zur Bildung von Ubiquitin-Ligase Komplexen
beitragen, die den Degradationsmarker Ubiquitin auf Proteine libertragen und so deren
Abbau herbeifiihren. Die Expression der SOCS ist induzierbar und wird durch Binden
von STATSs an den Nukleus gesteigert (z.B. fihrt das STAT3-vermittelte Signal von IL-
10 zu erhohter Bildung von SOCS1 und SOCS3).32 Die wichtige Rolle der SOCS zeigte
sich auch im Tiermodell: SOCS1 Defizienz durch Knockout flihrte zu exzessiver IFN-
v Antwort mit diversen entzlindungsbedingten Gewebeschaden. Der gleiche Phanotyp
resultierte ebenfalls, wenn Wildtyp-Tieren hohe Dosen an IFN-y verabreicht wurden.
Die Symptomatik lieB sich in beiden Fallen durch Verabreichung von anti-IFN-y
Antikérpern behandeln. Doppelter Knockout von sowohl flir SOCS1 als auch ftir IFN-y
codierenden Genen fiihrte zu lebensfahigen Tieren. Zusammengefasst ist eine
funktionierende Expression von SOCS1 essentiell daflir, die Immunantwort auf IFN-y
im physiologischen Rahmen zu halten.33

Auf Ebene der STATSs existiert noch eine weitere, vierte Mdglichkeit der — positiven
oder negativen — Regulation durch gezielte Acetylierung bestimmter Lysin-
Seitenketten. Die Reaktion wird durch Histon-Acetyltransferasen katalysiert, die
hauptsachlich fir die Beeinflussung der Gentranskription durch Acetylierung der
Histone bekannt sind. Ihre biologischen Gegenspieler, die Histon-Deacetylasen,
katalysieren die entsprechende Gegenreaktion und Uiben so ebenfalls einen Einfluss
auf die STAT-AKktivitdt aus. Die detaillierten Geschehnisse, wie auch die Identifizierung
der betroffenen Lysine, sind noch nicht vollstandig aufgeklart und werden weiterhin
beforscht.34

1.4.4 Mit JAK-Mutationen assoziierte Erkrankungen

Die Funktionen der verschiedenen Januskinasen erschlieBen sich auch aus den durch
JAK-Defekte entstehenden Krankheitsbildern. Ein kompletter Mangel an
funktionsfahiger JAK1 oder JAK2 ist in der Wildbahn nicht zu beobachten, und deren
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genetischer Knockout in Mausen flihrt zu nicht lebensfahigen Tieren, die spatestens
innerhalb eines Tages nach der Geburt versterben. Insbesondere bei JAK2-Knockouts
ist dies nicht weiter verbliiffend, da diese eine obligatorische Rolle bei der Erythropoese
spielt. Spaterer, systemischer Knockout verursacht bei Versuchstieren Andmie,
Thrombozytopenie und Knochenmarksinsuffizienz mit eventueller Todesfolge. Bei
JAK1/~ Tieren wird als Todesursache gestorte Signaltransduktion des gp130
Rezeptors vermutet, was zu zahlreichen, insgesamt letalen Defekten flihrt.

JAK3 und TYK2 Knockout-Mduse sind dagegen sowohl lebens- als auch
reproduktionsfahig, verfligen aber Uber eine geschwachte Immunabwehr. Die JAK3
wird hauptsachlich von Lymphozyten exprimiert. Ein kompletter Knockout der JAK3
fuhrt zum SCID (severe combined immune deficiency) Phanotyp, der auch beim
Menschen beobachtet wurde. Es kommt zu einer schweren Beeintrachtigung der B-,
T- und NK-Zellen und infolgedessen zu starker Infektanfalligkeit. Die B-Zellzahlen sind
bei dieser Variante der SCID normal, allerdings ist deren Funktion gestort; dagegen
kommt es zu einem absoluten Mangel an viablen T- und NK-Zellen. Ein weiterer
Gendefekt, der die common y-chain Zytokinrezeptoren (fur IL-2, IL-4, IL-7- IL-9, IL-
15 und IL-21) betrifft, fihrt zu einem identischen Phanotyp. Hier ist die Interaktion der
mutierten Rezeptoren mit der nachgeschalteten Kinase gestdrt. AuBerhalb der
schwerwiegenden Immunschwache weisen SCID-Patienten keine weiteren
Beeintrachtigungen auf. Aufgrund dieser Beobachtungen konnte die Bedeutung der
JAKS fir das Signaling der common y-chain Zytokinrezeptoren erkannt werden. Zudem
wird hieraus die funktionelle Begrenzung der JAK3 auf Immunzellen deutlich. Der
Knockout von TYK2 erhdht vor allem die Anfalligkeit gegeniiber intrazellularen Erregern
aufgrund einer Beeintrachtigung des Interferon-Signalings.®333>

Beim Menschen kénnen Loss-of-Function Mutationen der TYK2 Ursache fiir das Hyper-
IgE-Syndrom (auch als Hiob-Syndrom bekannt) sein, fiir welches hohe Blutspiegel an
IgE Antikdrpern kennzeichnend sind. Das klinische Erscheinungsbild auBert sich durch
Ekzeme, wiederkehrende Staphylokokken-Infekte der Haut und Atemwege und
auffallige, anomale Gesichtsziige.3®

Exzessive oder gar konstitutive Aktivitat der JAKs, z.B. durch aktivierende Mutationen,
fuhrt ebenfalls zu einer Reihe von Krankheitsbildern, die von Autoimmunerkrankungen
zu proliferativen Erkrankungen und Malignitdten reichen. Viele dieser Mutationen
betreffen Aminosauren der Pseudokinase-Domane, was deren regulatorische Funktion
verdeutlicht.3”

Eine die JAK1 betreffende Gain-of-Function Mutation kann zu einem sich durch
Gedeihstérungen, Eosinophilie und diversen weiteren, mit Autoimmunitat assoziierten
Symptomen auszeichnenden Phanotyp fiihren.38

Verstarkte Aktivitat der JAK2 kann zur Polycythemia Vera flihren. Es handelt sich um
eine myeloproliferative Erkrankung, gekennzeichnet durch starke Vermehrung der
Erythrozyten und - in geringerem MaBe - Thrombozyten und Granulozyten. Die
Erythrozytose fuhrt u.a. zu Rétungserscheinungen, Schmerzen und in schwereren
Stadien zu Ischamie (letztere aufgrund der gesteigerten Viskositdt des Bluts). Grund
ist eine konstitutiv aktive, dauersignalisierende JAK2, wodurch die Erythrozytenbildung
von der EPO-Ausschittung entkoppelt wird. Eine hdufige genetische Ursache flr die
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erhohte Aktivitat ist eine Mutation in der Pseudokinase-Domane (V617F), wodurch
deren regulative Funktion gestort ist.3?

Gain-of-function Mutationen der JAK3 wurden in Verbindung mit Formen der
Leukdamie, insbesondere T- und NK-Zell-Lymphomen, in Verbindung gebracht. Der
Einsatz selektiver JAK3-Inhibitoren bei diesen Krebsarten ist Gegenstand aktueller
Forschung.041

1.5 Die Katalyse-Tasche der JAK3

Die JAK3 grenzt sich durch mehrere Alleinstellungsmerkmale von den anderen Kinasen
der Familie ab. So ist ihre Expression fast ausschlieBlich auf (sowohl myeloische als
auch lymphatische, v.a. letztere) Immunzellen begrenzt, fir welche sie eine essentielle
Rolle spielt.®19 Sie bindet dort, stets als Heterodimer mit JAK1, an Rezeptoren der
common vy chain Zytokine (s.0.). Die Paarung mit JAK1 macht die JAK3 zu einem
interessanten pharmakologischen Ziel: Es ist noch nicht hinreichend geklart, ob ihre
alleinige Inhibition zur Behandlung chronisch-entziindlicher Erkrankungen ausreicht,
oder ob Uber die (bei der Signalweitergabe dominante) JAK1 noch immer zu viele
Signale ins Zellinnere weitergeleitet werden.?? Teil dieser Arbeit war der /in vitround in
vivoVergleich selektiver JAK3 Inhibitoren mit Hemmstoffen, die andere oder sogar alle
JAKs potent inhibieren.

Auch in ihrer Proteinstruktur bestehen feine, aber fir die Entwicklung von
Hemmstoffen relevante Unterschiede zwischen der JAK3 und den anderen Mitgliedern
der JAK-Familie. Bevor auf die strukturellen Besonderheiten der JAK3 eingegangen
wird, soll an dieser Stelle zunachst die allgemeine Beschaffenheit der ATP-Bindetasche
erldutert werden. Abbildung 1.5 zeigt die Einteilung der Bindetasche nach Traxler.1>
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Abbildung 1.5: Unterteilung der ATP-Bindetasche der JAK3 nach Traxler> Rot beschriftet ist der Gatekeeper-
Rest von Met902, der den Zugang zur Hydrophoben Region I blockiert. Das der JAK3 eigene Cys909 befindet sich
nahe der Hydrophoben Region II und ist blau gekennzeichnet. Das natirliche Substrat ATP wird in der Adenin-
Region (rotlich), Ribose-Tasche (violett) und Phosphat-bindenden Region (blau) positioniert. Es bildet zwei
Wasserstoffbriicken zu Glu903 und Leu905 der Hinge-Region aus. Adaptiert nach Michael Forster.

Die Adenin-Region ist hydrophober Natur und dem Riickgrat der hinge region
benachbart. Das natlrliche Substrat ATP, dessen Adenin-Core in dieser Region
positioniert wird, baut hier zwei Wasserstoffbriicken zur hinge auf. Ublicherweise
verfligen (in der ATP-Bindetasche bindende) Kinasehemmer Uber ein ,hinge-binding
motif*, das ihnen ebenfalls die Ausbildung von Wasserstoffbriicken ermdoglicht.
Gegebenenfalls wird dabei noch eine dritte Wasserstoffbriicke mit einem in der
Hydrophoben Region II befindlichen Wassermolekiil eingegangen, wie es z.B. bei
Tofacitinib der Fall ist (Kapitel 1.6.4). Die Ribose-Tasche (oder ,Zucker-Tasche") ist
hydrophiler beschaffen und beherbergt den Ribose-Rest des gebundenen Nukleotids.
Dahinter liegt die Phosphat-bindende Region, in der der Triphosphat-Rest zu liegen
kommt. Dieser wird durch die Seitenkette von L855 sowie durch ein (vom D967 des
DFG-Motivs koordinierten) Mg?*-Ion fiir den Phosphorylierungsschritt positioniert. Die
Region ist solvensexponiert, was beim Wirkstoffdesign die Einbringung von Resten
ermdglicht, die der Optimierung von Loslichkeit oder Pharmakokinetik dienen. Aus dem
Schema wird schnell ersichtlich, dass nur drei der flinf von Traxler definierten Regionen
von ATP adressiert werden. Die beiden verbliebenen hydrophoben Regionen sind aber
fur die Wirkstoffentwicklung von hohem Interesse.
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Der Zugang zur Hydrophoben Region I (HRI) wird durch den bereits unter Kapitel 1.2
beschriebenen Gatekeeper kontrolliert. Wie bereits erwdhnt, ermdglicht die
Adressierung der HRI bei Kinasen mit kleinen Gatekeeper-Resten einen
Selektivitatsgewinn gegenliber jenen, bei denen die Seitenkette volumindser ausfallt.
Die HRII wird ebenfalls nicht von ATP belegt und ist, wie die Phosphat-bindende
Region, dem Ldsemittel zugewandt. Auch sie kann deswegen zur Optimierung diverser
Stoffeigenschaften genutzt werden.%1>

Insgesamt ist die Kinase-Domane zwischen den JAKs hochkonserviert; wie bereits
erwahnt bestehen aber kleine Unterschiede zwischen den Isoenzymen, die zum
Selektivitatsgewinn genutzt werden kdénnen. Die der JAK3 dhnlichste Struktur hat die
JAK2, wahrend die Unterschiede zu JAK1 bzw. TYK2 vergleichsweise groBer ausfallen.
Allgemein bestehen deutlichere Unterschiede in den weniger konservierten nicht-
katalytischen Domanen (SH2 bis SH7), was ggf. einen Einfluss auf die Zuganglichkeit
niedermolekularer Inhibitoren zu bestimmten Konformationen haben kann, ansonsten
aber eher fiir die Entwicklung allosterischer Hemmstoffe von Interesse ist.*?

Das wohl wichtigste Alleinstellungsmerkmal der JAK3 ist das in der ATP-Bindetasche
befindliche C909. Die anderen Vertreter der JAKs besitzen an aquivalenter Stelle ein
Serin.® Die Thiol-Seitenkette des Cysteins ist deutlich nukleophiler als Alkohole und
kann durch Einsatz elektrophiler Inhibitoren kovalent gebunden werden. Da das Thiol
auch vergleichsweise ,weicher" nach dem HSAB Konzept ist, eignen sich besonders
weiche Elektrophile wie Michael-Akzeptoren hierfiir.4

Ein weiterer subtiler Unterschied der JAK3 ist die Prasenz eines Alanins an Position
966, nahe dem DFG-Motiv; bei den anderen JAKSs liegt hier ein Glycin vor. Diskutiert
wird, dass im Falle der JAK1/2 und TYK2 im inaktiven Zustand ein Tyrosin der activation
loop in die ATP-Bindungstasche hineinragt und diese blockiert. Bei der JAK3 dagegen
wird durch den — sterisch etwas anspruchsvolleren — Alaninrest die tyrosinhaltige Kette
gestort, wodurch die Bindetasche frei bleibt und ATP auch im inaktiven Zustand der
Kinase bereits gebunden werden kann.18

Eine vor kurzem erst beschriebene strukturelle Eigenheit der JAK3 ist die induzierbare
LArginin-Tasche", die durch Cokristallisation der Kinase mit FM-381 (Kapitel 1.7.1)
entdeckt wurde und einzigartig fur die Stoffklasse der Cyanacrylamide zu sein scheint.
Das Nitril des Inhibitors geht dort Wechselwirkungen mit R911 ein, wodurch sich die
Ausrichtung der Guanidin-Seitenkette drastisch verandert. Diese bildet eine
Wasserstoffbriicke zum Nitril aus und es formiert sich eine neue Einbuchtung, in der
die Seitenkette des Warheads zu liegen kommt. Zu den anderen Seiten hin wird das
Nitril von D912 und R953 umschlossen. Die anderen JAK-Isoenzyme verfligen in
diesem Teil der katalytischen Domane zwar Uber eine weitgehend ahnliche Sequenz,
nicht aber Gber das nukleophile C909. Im Gegensatz dazu existieren zwar weitere
nicht-JAK Kinasen mit einem Cystein in dquivalenter Position; ihnen fehlt aber das flr
die Ausbildung der Tasche nétige R911. Dieser doppelte Selektivitatsfilter tragt einen
wesentlichen Beitrag zur Selektivitat der Cyanacrylamide bei.**
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1.6 Kinase-Inhibitoren

Durch ihre Rollen in diversen Krankheitsbildern stellen viele Kinasen attraktive
pharmazeutische Ziele dar und wurden insbesondere in den letzten Dekaden stark
erforscht. Inzwischen sind eine Vielzahl an Kinasehemmern flir unterschiedliche
Targets im Einsatz oder in verschiedenen Stadien der (pra-)klinischen Entwicklung.
Das Ideal, bei therapeutischen Dosen nur die intendierte Zielstruktur zu inhibieren,
wurde bisher aber nur flir wenige Targets realisiert. Durch die strukturell enge
Verwandtschaft iber das ganze Kinom - insbesondere bezogen auf die katalytischen
Domanen - erfordert die Entwicklung von Proteinkinaseinhibitoren besonderes
Augenmerk auf Selektivitat.

Die diesbeziiglichen Anforderungen an Kinasehemmer sind aber auch an das
Krankheitsbild gebunden: Zur - oft lebenslangen - Behandlung chronischer
Erkrankungen wird vor allem ein gutes Sicherheitsprofii mit minimalen
Nebenwirkungen gewiinscht, was Selektivitat zur Prioritdt macht. Zur Behandlung von
Tumoren dagegen werden auch schwerere Nebenwirkungen in Kauf genommen, wenn
ausreichende Wirksamkeit bzw. Lebenszeitverlangerung gegeben sind; geringere
Selektivitat gegenliber anderen Kinasen kann hier sogar von Vorteil sein, da dies das
Auftreten von Escape-Phdanomenen und die Resistenzbildung mindert. Zudem muss
eine Hemmung von off-Target Kinasen nicht zwingend dem Auftreten nicht
tolerierbarer Nebenwirkungen einhergehen, was sich u.a. an der guten Vertraglichkeit
von Stoffen wie Imatinib% und dem verwandten Dasatinib*’ zeigt.

1.6.1 Klassifizierung der Kinaseinhibitoren

Niedermolekulare Proteinkinaseinhibitoren lassen sich, abhangig von ihrem
Bindemodus und den adressierten Abschnitten der Kinase, in verschiedene Klassen
unterteilen:

Die sogenannten Typ I Inhibitoren binden die Kinase in der DFG-in Konformation,
also im aktiven Zustand. Sie sind dabei ATP-kompetitiv und @hneln strukturell oft dem
Adenin. Gemein ist ihnen die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zur Hinge Region,
doch auch weitere Regionen kdnnen adressiert werden. Der Aufbau der ATP-
Bindetasche ist Uber das Kinom hinweg im Allgemeinen recht konserviert. Um
Selektivitat gegeniber off-target Kinasen zu erzielen ist die Adressierung weniger
konstanter Elemente, z.B. der Gatekeeper-Region, nétig. Typ I Inhibitoren stellen die
gréBte Gruppe der entwickelten Kinasehemmer dar.

Typ II Inhibitoren binden die inaktive, ,DFG-out”, Konformation der Kinase.
Wahrend dieser Konformation ist durch den ,herausgedrehten® Zustand des
Aspartatrests zusatzlich noch die hydrophobe Deep Pocket zugdnglich, wodurch ein
Selektivitatsgewinn erzielbar ist. Der Bindemodus ist wie beim Typ I ATP-kompetitiv,
durch die niedrigere Affinitdt der meisten inaktiven Kinasen zu ATP ist dieses aber
leichter verdrangbar. Ein gerade fiir den onkologischen Bereich relevanter Nachteil der
Typ II Inhibitoren ist die héhere Wahrscheinlichkeit zur Resistenzbildung: Mutationen
in der Deep Pocket flihren im Gegensatz zu jenen in der ATP-Bindungstasche seltener
zum Funktionsverlust der Kinase. Es kann zur Entstehung einer noch immer katalytisch
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aktiven Mutante kommen, die nur schlecht vom bisher eingesetzten Inhibitor
gebunden wird.

Eine Zwischenform stellen Typ 1.5 Inhibitoren dar. Sie binden wie die Inhibitoren
des Typ I in der DFG-in Konformation, allerdings im inaktiven Zustand der Kinase. Im
Gegensatz zu Typ I Inhibitoren wird die vom Gatekeeper-Rest blockierte, hydrophobe
Back Pocket adressiert. Durch Interaktion mit einem Glutamat der oC-Helix wird ein
Konformationswechsel (,,a.C-Helix out™) erzwungen, der mit katalytischer Aktivitat nicht
vereinbar ist.

Typ III Inhibitoren binden ungleich der vorigen Typen nicht ATP-kompetitiv,
sondern allosterisch neben der ATP-Bindungstasche. Dabei kann noch immer die Deep
Pocket von ihnen belegt werden. Sie stabilisieren dabei die inaktive DFG-out
Konformation der Kinase. Ein gezieltes Design allosterischer Inhibitoren ist schwierig
und es handelt sich oft um Zufallsentdeckungen, da die adressierbaren Bereiche
auBerhalb der katalytischen Domadne weniger gut erforscht sind. Von Vorteil ist
dagegen, dass diese Bereiche i. d. R. weniger konserviert sind, was Hemmstoffe dieser
Art sehr selektiv gegenliber anderen Kinasen macht.

Die Unterteilung wurde spater noch um Typ IV-VI erweitert: Dabei werden
allosterische Inhibitoren, die nicht nahe der ATP-Bindungstasche binden, zu den Typ
IV Inhibitoren gezdhlt (im Gegensatz zu den unmittelbar neben dieser Tasche
bindenden Typ III Inhibitoren). Auch sie stabilisieren dabei die inaktive Konformation
der Kinase. Typ V Inhibitoren sind bivalenter Natur, oft mit einem flir den optimalen
Abstand sorgenden Spacer, und adressieren mehrere Regionen der Kinase gleichzeitig.
Sie kdnnen dabei entweder rein allosterisch binden, oder allosterisch mit dem einem,
ATP-kompetitiv mit dem anderen Teil des Liganden. Zu guter Letzt umfasst die Klasse
der Typ VI Inhibitoren grundsatzlich alle kovalent bindenden Substanzen,
ungeachtet der adressierten Region.*®484% Auf diese soll im Folgenden noch
detaillierter eingegangen werden.

1.6.2 Kovalente Inhibitoren

Neben der Unterscheidung zwischen innerhalb und auBerhalb der ATP-Bindetasche
bindenden Inhibitoren lasst sich noch eine Einteilung anhand des Bindemodus treffen:
Man spricht von reversibel bzw. nicht-kovalent, kovalent-irreversibel und kovalent-
reversibel bindenden Inhibitoren.

Nicht-kovalent bindende Inhibitoren (s.0.) gehen rein reversible Wechselwirkungen mit
dem Ziel-Protein ein, z.B. die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zur Hinge-Region
einer Kinase oder hydrophobe Wechselwirkungen mit dem unpolaren Riickgrat einer
Bindetasche. Sie konkurrieren demnach stets mit dem in hoher Konzentration
vorhandenen ATP.

Kovalent bindende Inhibitoren gehen i. d. R. zundchst ebenfalls reversible
Wechselwirkungen mit der Kinase ein. Sie bilden aber zusatzlich feste Bindungen zu
ausreichend reaktiven (nukleophilen) Resten von Aminosduren, z.B. der Thiolgruppe
des Cysteins, aus. Dadurch sind sie nur noch schwer durch ATP aus ihrer Bindung
verdrangbar und hemmen die Kinase langfristig, sodass diese zur Wiederaufnahme der
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Signaltransduktion erst wieder resynthetisiert werden muss.”® Ein Nachteil ist die
Mdglichkeit der Reaktion mit Nukleophilen auBerhalb des Zielproteins.

Ein stark reaktives Molekiil steigert demnach die Chance auf unspezifische
Nebenreaktionen und das Risiko der Haptenisierung. Letztere ist z.B. auch bei der
Klasse der B-Lactame bekannt und fihrt zu mitunter lebensgefahrlichen allergischen
Reaktionen. Auch die Depletion der Glutathion-Vorrate einer Zelle, was zur Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies und oxidativem Stress flihrt, kann Folge zu reaktiver
Gruppierungen sein. Es ist demnach ratsam, eine weniger reaktionsfreudige
Gruppierung zu verwenden, die erst nach Koordination des Inhibitors in die ATP-
Bindetasche eine Bindung zum Ziel-Nukleophil eingeht.**

Die flir die Ausbildung der kovalenten Bindung verantwortlichen (i. d. R. elektrophilen)
Organyle eines Inhibitors werden gelaufig auch als ,,Warheads" bezeichnet, je nach
Kontext auch das gesamte Molekiil. Es stehen verschiedene Elektrophile zur
Verfligung, die sich auch in ihrer Reaktivitat gegenliber nukleophilen Aminosaureresten
unterscheiden. Moégliche Warheads sind u.a. a—Halogencarbonyle, Epoxide und eine
Reihe «,B-ungesattigter Carbonylverbindungen wie Acrylester, Acrylamide,
Cyanacrylamide sowie Vinylsulfonamide.”® Im Falle der o,B-ungesattigten Carbonyle
geht das Nukleophil eine Michael-Addition mit dem ungesattigten p-Kohlenstoff ein:

Ungebunden Reversibel gebunden Kovalent gebunden
lKinas’ llnhibito' —_— X P —— [Kinase—lnhibitor]
Tverdréngt
ATP — —
o O

a,p unges. Ester/Amid  Cys

Abbildung 1.6: Verlauf der Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen Protein und Inhibitor. Zunéchst wird
der Inhibitor durch nicht-kovalente Wechselwirkungen reversibel gebunden und konkurriert dabei mit ATP. Durch
nukleophilen Angriff am elektrophilen Warhead, hier durch das Thiol eines Cysteins, wird eine kovalente Bindung
zum Protein ausgebildet. Im kovalent gebundenen Zustand ist der Inhibitor nicht mehr durch ATP verdréngbar. Im
Falle kovalent-reversibler Inhibitoren kann es aber gegebenenfalls zur Rliickreaktion kommen. Adaptiert nach
Forster.?

Die Reaktivitdt des p-Kohlenstoffes hangt hierbei vom Aufbau der benachbarten
Funktionen ab: Acrylester z.B. weisen im Vergleich zu Acrylamiden eine geringere
Elektronendichte am Carbonylkohlenstoff auf (aufgrund des starkeren +M-Effekts des
Amidstickstoffes), was wiederum die positive Partialladung der B-Position steigert.

Haufig wird Cystein als Nukleophil adressiert, da das Thiol ein gutes Nukleophil flir die
gangigen verwendeten Elektrophile darstellt. In der Regel ist die Bindung nach ihrer
Ausbildung unter zelluldren Bedingungen nicht mehr reversibel.
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Bei der JAK3 handelt es sich um das bereits erwahnte Cys909. Ein weiterer Vorteil in
diesem speziellen Fall ist, dass sich an der dquivalenten Position bei den anderen
Isoenzymen der JAK-Familie ein (weniger nukleophiles) Serin befindet; jedoch gibt es
weitere Kinasen auBerhalb der JAK-Familie, bei denen an vergleichbarer Position ein
Cystein vorkommt.*> Dementsprechend ist auch hier wiinschenswert, dass der
verwendete kovalente Inhibitor auch aufgrund anderer Strukturelemente mdglichst
selektiv und schon durch seinen reversiblen Bindemodus potent ist.

Bei den nicht-kovalent bindenden Inhibitoren liegt lediglich ein Gleichgewicht zwischen
zwei Zustanden, frei und reversibel gebunden, vor. Kovalent bindende Hemmstoffe
durchlaufen dagegen zwei Stufen, da dem Ausbilden der kovalenten Bindung ebenfalls
der reversibel gebundene Zustand vorgelagert ist (Abbildung 1.6). Anders gesagt ist,
wie auch bei den nicht-kovalent bindenden Inhibitoren, zunachst die Verdrangung von
ATP aus der Bindetasche nétig. Ist dieser Schritt einmal erreicht, kann nun die Michael-
Addition an das reaktive Cystein erfolgen. Nach kovalenter Bindung des Inhibitors ist
dieser nicht mehr durch ATP verdrangbar und bleibt, wie bereits erwahnt,
ublicherweise bis zum Abbau des Proteins gebunden.

Kovalent-reversible Inhibitoren sind Stoffe, deren Michael-Akzeptor in a-Position eine
weitere elektronenziehende Gruppe aufweist, z.B. bei den o-Cyanacrylamiden: Das
a-standige Nitril sorgt fiir einen zusatzlichen Elektronenentzug am a-Kohlenstoff.>?
Das dort nach der Michael-Addition befindliche Proton wird dadurch in seiner Aziditat
derart gesteigert (ca. 10-fach im Vergleich zu Elektrophilen mit nur einer solchen
Gruppe),®? dass es unter den gegebenen Bedingungen auch wieder abstrahiert
werden kann. Die Folge ist die Auflésung der Thioetherbindung lber einen Elcb
Mechanismus und somit die Riickreaktion zum ungesattigten Inhibitor (Abbildung
1.7).3

Die kovalente Bindung bleibt aber i. d. R. erhalten, solange das Inhibitormolekiil
durch seine Wechselwirkungen mit der ATP-Bindetasche auch anderweitig
ausreichend stabilisiert wird. Erst nach Verlust der Tertiarstruktur (z.B. Verdau durch
Proteasomen) wird der Hemmstoff wieder frei.>1>2
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Abbildung 1.7: Darstellung der reversiblen Michael-Addition eines Thiols an den elektrophilen p-Kohlenstoff eines
Cyanacrylamids. Nach Ausbildung der kovalenten Bindung kann es durch Deprotonierung am CH-aziden o-
Kohlenstoff zur Riickreaktion (ber einen Ei-Mechanismus kommen.
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Die postulierten Vorteile des kovalent-reversiblen Bindemodus sind u.a. eine
verlangerte Wirksamkeit der Stoffe nach Verabreichung, da die nach Abbau der Kinase
wieder ,regenerierten™ Inhibitoren wieder erneut zur Bindung zur Verfligung stehen.
Zudem ist anzunehmen, dass die Mdglichkeit zur Rickreaktion das Risiko der
Haptenisierung und allergisch bedingter Nebenwirkungen senkt, da bei off-target
Bindung auBerhalb der Ziel-Bindetasche das AusmaB  stabilisierender
Wechselwirkungen deutlich geringer ist.*4

1.6.3 Zugelassene niedermolekulare JAK-Inhibitoren

Die Bedeutung der verschiedenen JAK-STAT Signalwege fiir Zellwachstum, Reifung,
Uberleben und weitere zelluldre Funktionen macht sie zu vielversprechenden Zielen
zur Behandlung einer Vielzahl von Krankheitsbildern. Die lberwiegende Mehrheit
davon liegt im onkologischen oder immunologischen Bereich, was angesichts der den
JAKs zugehdrigen Rezeptoren nicht Uiberraschend ist.

Die Therapie mit JAK-Hemmern zielt darauf ab, die Aktivitat der JAKs nur in solch
einem MaBe (reversibel) zu senken, wie es fiir den therapeutischen Erfolg nétig ist.
Eine komplette Signalblockade ware unerwlinscht und wiirde zu schwerwiegenden
Folgen, u.a. Blutbildveranderungen und Immundefizienz fihren. (s. 1.4) Ein Vorteil
der JAK-Inhibition gegenliber der Blockade eines spezifischen Zytokins durch
Biologicals ist die bessere Steuerbarkeit durch kiirzere biologische Halbwertszeiten und
schnellere ,,on-/off"-Effekte.?3

Inzwischen haben es mehrere JAK-Hemmer aus der klinischen Prifungsphase auf den
Markt geschafft, weitere befinden sich in (pra-)klinischer Entwicklung. Eine Auswahl
an von der EMA oder anderen Agenturen zugelassenen niedermolekularen JAK-
Inhibitoren (Abbildung 1.8) soll nun kurz vorgestellt werden.
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Tofacitinib Ruxolitinib Baricitinib Filgotinib Upadactinib Delgocitinib
pan-JAK JAK1/2 JAK1/2 JAK1 JAK1 pan-JAK

Abbildung 1.8: Strukturen und Selektivitdten diverser von der EMA, FDA oder anderen Agenturen zugelassener
JAK-Hemmer.

Ruxolitinib wurde als erster Stoff seiner Klasse 2012 in Europa zugelassen. Es hemmt
selektiv die JAK1 und JAK2 und wird zur Behandlung der Polycythemia Vera,
Myelofibrose, Graft-versus-Host-Reaktionen sowie topisch bei Atopischer Dermatitis
verwendet.>*>>
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Das ebenfalls JAK1/2-selektive Baricitinib wurde 2017 von der EMA als
Zweitlinientherapie fir Rheumatide Arthritis (RA) zugelassen (entweder als
Monotherapie oder in Kombination mit Methotrexat). Inzwischen erfolgte auch eine
Zulassung bei Atopischer Dermatitis. Sowohl Baricitinib als auch das strukturell eng
verwandte Ruxolitinib werden auch bei Patienten mit schweren COVID-19-Verlaufen,
die oft mit einem Zytokinsturm einhergehen, eingesetzt.>%:>’

Filgotinib gehort zu den fir die JAK1 selektiven Vertretern der Substanzklasse, mit
ca. 30-fach geringerer Inhibition der JAK2. Es zeigte in klinischen Studien zur
Behandlung der RA gute Wirksamkeit und erhielt Ende 2020 in Europa und Japan die
Zulassung fir diesen Einsatzbereich.>8

Das ebenfalls JAK1-selektive Upadacitinib zeigt Wirksamkeit bei RA, Psoriasis-
Arthritis, Atopischer Dermatitis und Morbus Bechterew, die Zulassung wurde Ende
2019 von der EMA erteilt.>® Der Erfolg der Substanz bei diesen Anwendungsgebieten
spricht dafir, dass eine selektive Hemmung der JAK1 zur Behandlung bestimmter
autoinflammatorischer Krankheitsbilder auszureichen scheint.

Delgocitinib ist, ahnlich dem Tofacitinib, als pan-JAK-Inhibitor zu bezeichnen. Es wird
als Topikum gegen Atopische Dermatitis verwendet.®® Bisher erfolgte die Zulassung
erst in Japan.

1.6.4 Tofacitinib

Da Tofacitinib im Rahmen dieser Arbeit fiir mehrere Experimente als
Vergleichssubstanz eingesetzt wurde, soll nun ndher darauf eingegangen werden.
Tofacitinib gehoért zur ersten Generation der klinisch eingesetzten JAK-Inhibitoren und
wurde 2017 von der EMA flir die Behandlung von RA und Psoriasis-Arthritis zugelassen.
Spater wurde die Zulassung noch auf die Anwendung bei Colitis Ulcerosa erweitert.
Zunachst wurde der Stoff als selektiver Inhibitor der JAK3 beschrieben, stellte sich aber
inzwischen als pan-JAK Inhibitor mit gewisser Praferenz flir JAK1 (ICso = 15 nM) und
JAK3 (ICsp = 55 nM) heraus. Tofacitinib verfligt Uiber gute Selektivitat gegenliber
Kinasen auBerhalb der JAK-Familie.®'%* Aufgrund der geringen Wasserloslichkeit der
freien Base wird Tofacitinib Ublicherweise als Citratsalz verwendet.

Das Nebenwirkungsprofil von Tofacitinib lasst sich vor allem Uber seinen
Wirkmechanismus begriinden. Unter anderem sind Veranderungen des Blutbildes
typisch: Durch Inhibition der JAK2, die unter anderem am Signalling von GM-CSF,
Thrombopoietin und Erythropoetin beteiligt ist, kann es jeweils zu Neutropenie,
Thrombozytopenie und Andmie kommen. Die JAK1/3-Blockade wiederum flihrt
potentiell zum Abfall der NK-Zellzahlen. Die hdmatologischen Anderungen kénnen
sowohl transient als auch fiir die Dauer der Behandlung auftreten.®> Aus der
Langzeitbeobachtung nach der Zulassung gingen zudem ein erhohtes Auftreten an
malignen Tumoren und kardiovaskuldren Komplikationen hervor.%6-8 Ersteres lasst
sich durch die Immunsuppression erkldaren, da die Abtétung entarteter Zellen durch
zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen eingeschrankt wird. Die kardiovaskuldren
Ereignisse sind schwerer einer einzelnen Ursache zuzuordnen; da diese aber auch bei
Baricitinib und Upadacitinib beobachtet wurden®70 ist anzunehmen, dass die JAK1-
Blockade eine Rolle spielt.
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Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der Interaktionen von Tofacitinib mit der ATP-Bindetasche. Uber den
heteroaromatischen, ATP mimierenden Kern werden zwei H-Briicken zur hinge region (liber GIu903, Leu905) sowie
elne weitere zu einem Wassermolekiil ausgebildet, Die Ribose-Tasche wird von der Piperidin-Seitenkette ausgefiillt
und eine Methylgruppe belegt die JAK-Selektivitdtstasche (griin). Zuletzt wird der P-loop (orange) vom Nitril des
Cyanacetamids adressiert. Adaptiert nach Michael Forster.*

Tofacitinib ist den Typ-I Inhibitoren zuzuordnen. Sein Bindemodus in der ATP-
Bindungstasche ist in Abbildung 1.9 dargestellt. Wie bei vielen niedermolekularen
Kinaseinhibitoren bildet das heteroaromatische Rickgrat von Tofacitinib zwei
Wasserstoffbriicken zur Hinge-Region (zu E903 und L905) aus. Eine weitere
Wasserstoffbriicke geht vom N3 zu einem in der Hydrophoben Region II befindlichen
Wassermolekil aus. Die in der Gegenrichtung befindliche - vom voluminbsen
Gatekeeper-Rest M902 blockierte - Hydrophobe Region I wird nicht adressiert. Die
Uber eine Aminogruppe mit dem Kern verbundene Piperidinyl-Seitenkette ist in der
Ribosetasche lokalisiert, wodurch das Nitril des Cyanacetamids mit dem P-Loop in
Interaktion treten kann. Die Methylgruppe der Seitenkette sorgt zusatzlich noch flr
einen weiteren Selektivitatsgewinn gegenliber anderen Kinasefamilien: Die vier JAK-
Kinasen verfligen Uber eine kleine Vertiefung an dieser Stelle, welche anderweitig im
Kinom nicht vorzufinden ist. Eine Belegung erzielt Selektivitat gegenliber nicht-JAK
Kinasen, nicht aber innerhalb der Familie. Die ,JAK-Selektivitatstasche™ kann nur durch
das 3R-, 4R-Isomer von Tofacitinib adressiert werden, nicht von dessen anderen
Stereoisomeren. %4371
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1.7 FM-381
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Abbildung 1.10: Struktur und JAK3-Hemmkonstante des niedermolekularen JAK3-Inhibitors FM-381, der fiir die
In dieser Arbeit entwickelten Testverbindungen als Leit- und Referenzsubstanz diente.

Wahrend der Doktorarbeit von Dr. Michael Forster wurde im Arbeitskreis Laufer der
niedermolekulare JAK3-Inhibitor FM-381 (Abbildung 1.10) entwickelt. Die
Verbindung zeichnet sich durch exzellente Selektivitdt und /n vitro Aktivitat (s.u.) aus
und diente als Leitsubstanz fiir die im Zuge dieser Doktorarbeit dargestellten Stoffe.

1.7.1 Bindemodus von FM-381 in der JAK3

Bei FM-381 handelt es sich um einen Vertreter der 1,6-Dihydroimidazo[4,5-
dlpyrrolo[2,3-b]pyridine, dessen (nicht-kovalenter) Bindemodus in der JAK3 bereits
durch Réntgenkristallographie erfasst werden konnte. Die rigide trizyklische Struktur
bildet Uber die Stickstoffe des Pyrrolo[2,3b]-pyridins Wasserstoffbriicken zur Hinge
Region (Abbildung 1.11). Am in Position 6 befindlichen Imidazol-Stickstoff befindet
sich ein Cyclohexyl-Rest, der in Richtung der JAK-Selektivitdtstasche ausgerichtet ist.
Der andere Imidazol-Stickstoff (N3) bildet eine Wasserstoffbriicke zu einem
Wassermolekil aus.

Uber einen Furyl-linker wird der Michael-Akzeptor, ein Cyanoacrylamid, nahe dem Ziel-
Nukleophil Cys909 platziert. Die Nitril-Gruppe wechselwirkt mit R911 und R953,
wodurch die bereits erwahnte Arginin-Tasche zuganglich wird. Die eigens hierdurch
induzierte Tasche ,umschlieBt" das Nitril. Da die dortige Sequenz zwar innerhalb der
JAK-Familien recht konserviert ist, nicht aber unter den restlichen Kinasen mit
aquivalent positionierten Cysteinen, flihrt deren Adressierung zu einem weiteren
Selektivitatsgewinn gegentber nicht-JAK Kinasen. Tatsachlich kann hierdurch aber
selbst innerhalb der JAK-Familie an Selektivitat flir JAK3 gewonnen werden, wie durch
Tests verwandter Substanzen im Rahmen von Michael Forsters Arbeit gezeigt wurde.
Es wird postuliert, dass die Offnung und Besetzung der Arginin-Tasche einen positiven
Beitrag zur kovalenten Bindungsbildung zu C909 leistet, da die vorher ndétige
Positionierung bzw. Stabilisierung des Warheads verbessert wird.
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Abbildung 1.11: Schematische Darstellung des reversiblen Bindemodus von FM-381. Wie bei Tofacitinib werden
liber den heteroaromatischen Core zwei H-Briicken zur hinge region aufgebaut (Glu903, Leu905), sowie eine
weitere zu einem gebundenen Wassermolekiil. Uber Wechselwirkungen der Nitrilgruppe am Warhead mit Arg953
und Arg911 wird die Arginin-Tasche (orange) zugénglich. Adaptiert nach Michael Forster.*

Der vermutete kovalente Bindemodus von FM-381 konnte rdntgenkristallographisch
nicht nachgewiesen werden. Dies gelang jedoch flir eine strukturell eng verwandte
Substanz, die in Position 2 der Cyclohexyl-Seitenkette noch einen (die JAK-
Selektivitatstasche besetzenden) Methylrest aufweist. Aufgrund der groBen
strukturellen Ahnlichkeit wird davon ausgegangen, dass der kovalente bzw. kovalent-
reversible Bindemodus an Cys909 auch flir andere Vertreter dieser Substanzklasse
maglich ist.*

1.7.2 Aktivitat und Selektivitat

FM-381 verfligt tUber hohe /in vitro Potenz: Gegen die isolierte JAK3 betragt die ICso
im ELISA 9 £ 1 nM. Auch auf zelluldrer Ebene zeigt FM-381 beachtliche Aktivitat: Im
nanoBRET-Assay, der an anderer Stelle detaillierter beschrieben werden soll, betragt
die JAK3 ECsp in Hela Zellen 168 nM.”2

In einem weiteren Testverfahren wurden zudem menschliche CD4* T-Zellen mit FM-
381 inkubiert, mit den JAK-abhangigen Zytokinen IL2, IL4, IL6 oder IFN-a stimuliert
und anschlieBend die Auswirkungen auf die STAT-Phosphorylierung per Western-Blot
untersucht. Dabei wurde eine potente Inhibition der IL-2 bzw. IL-4 abhdngigen
Signalwege, an deren zugehdrige Rezeptoren JAK1 und JAK3 assoziieren, festgestellt.
Gezeigt wurde hierbei auch, dass auch ein JAK3-selektiver Hemmestoff in der Lage ist,
den JAK1/3-abhdngigen Signalweg ausreichend zu inhibieren.*>72
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Die Selektivitdt von FM-381 wurde sowohl innerhalb der JAK-Familie in einem
radiometrischen Assay untersucht, als auch gegeniiber dem GroBteil des bekannten
Kinoms. In Ersterem zeigte die Substanz eine etwa 400-fach geringere Aktivitat gegen
JAK1 im Vergleich zu JAK3 und noch héheren Abfall der Potenz gegentiber JAK2 und
TYK2. Da die JAK3 eine héhere ATP-Affinitat aufweist als ihre Isoenzyme, wurde der
radiometrische Assay zusatzlich ein weiteres Mal bei einer erhdhten, den reellen
Bedingungen eher entsprechenden ATP-Konzentration von 200 pM (statt 10 uM)
durchgefiihrt. Dies flihrt (aufgrund der unterschiedlichen ATP-Affinitdten der JAKS)
Ublicherweise zu einer Veranderung der Selektivitaten. Auch unter diesen Bedingungen
wurde die Selektivitat gegenliber den anderen Isozymen beibehalten und eine Uber
330-fache Selektivitat gegentiber JAK1 ermittelt.”?

In einem 410 Kinasen umfassenden Assay (Kinase 410-Profiler, ProQinase) zeigte FM-
381 bei einer Konzentration von 100 nM nur gegen JAK3 Aktivitat. Bei 500 nM wurden
lediglich 11 weitere Kinasen in relevantem AusmaB (Restaktivitat < 50 %) inhibiert.
Zudem war keine dieser Kinasen mit einem JAK3 dquivalenten Cysteinrest nahe der
ATP-Bindungstasche ausgestattet.

Auf zellularer Ebene wurde die Selektivitat fir JAK3 Gber andere JAKs im bereits weiter
oben erwahnten CD4* T-Zell Assay gezeigt: Wahrend die JAK1/JAK3-abhangigen
Phosphorylierungen von STATS5 bzw. STAT6 (Stimulus IL-2 bzw. IL-4) schon mit
nanomolaren Konzentrationen unterbunden wurden, wurde dies bei STAT1 bzw.
STAT3 nicht beobachtet. Im Falle des STAT1-Blots wurde mit IFNa stimuliert, dessen
Rezeptor das Signal Uber JAK1/TYK2 transduziert. Der Stimulus fir STAT3 war IL-6,
welches Uber JAK1, JAK2 und TYK2 ins Zellinnere signalisiert. Somit wurden hier durch
FM-381 zwar die JAK3 involvierenden Signalwege gehemmt, nicht aber die JAK3-
unabhangigen.®

Die Stabilitat von FM-381 wurde bereits /in vitro sowohl in menschlichem Vollblut als
auch in murinen Lebermikrosomen (MLM) untersucht. Im Vollblut zeigte der Stoff eine
adaquate Stabilitat: Nach 3 h Inkubation konnten immer noch ca. 50 % der
unveranderten Substanz detektiert werden. Die Stabilitat in MLM war geringfligig
héher, nach 3 h waren noch ca. 58 % des eingesetzten FM-381 intakt. Die per MS
detektierten Massen der Metaboliten lieBen auf Desalkylierung der Amid-Substituenten
oder der Cyclohexylgruppe, Hydroxylierungen sowie Hydrolyse des Nitrils schlieBen.*>

Aufgrund des exzellenten Selektivitatsprofils sowohl in enzymatischen als auch
zelluldren Assays sowie hoher Potenz stellt FM-381 einen ausgezeichneten Stoff zur
Erforschung der biologischen Rolle der JAK3 dar. Er wurde in den Bestand des
Structural Genomics Consortium aufgenommen, einer Organisation zur Erforschung
noch nicht vollstandig erfasster Signalwege und potentieller therapeutischer Targets.
Des Weiteren wurde FM-381 vom Chemical Probe Portal als ,4-Star-Probe" - die
Hdéchstwertung - eingestuft. Die gute /n vitro Stabilitat lasst zudem darauf hoffen, dass
es sich nicht nur um ein hervorragendes /in vitro Werkzeug handelt, sondern dass der
Stoff auch fir /n vivo Wirksamkeitsstudien gut geeignet ist.

Eine Hirde der Substanz fir die praktische Anwendung ist die geringe Loslichkeit: Bei
einem pH von 7,4 16st sich FM-381 gerade einmal zu 24 mg/L.”? Zum einen kann dies
die Verabreichung bei /n vivo Studien erschweren: Wahrend eine p.o. Gabe zwar noch
als Suspension oder in leicht angesauerter Losung denkbar ist, sind die Anforderungen
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an eine i.v. Gabe hdéher. Der Stoff muss geldst vorliegen, weswegen eine Beschrankung
auf niedrige Konzentrationen oder die Beimischung geringer, noch tolerabler Mengen
an organischen Losemitteln notig ist. Zum anderen kann die geringe Loslichkeit auch
die Handhabung bei /n vitro Experimenten verkomplizieren, wenn hohere
Konzentrationen des Stoffes wahrend eines Assays ausfallen.

Zum Zeitpunkt der Themenvergabe waren zudem noch keinerlei /n vivo Studien mit
FM-381 verdffentlicht worden, demnach war auch die Pharmakokinetik noch
unbekannt. Flr gute Wirksamkeit waren allerdings nicht nur eine ausreichende
Stabilitat und Potenz gewilinscht, sondern ebenso eine gute (orale) Bioverfligbarkeit
sowie ein glinstiges Verteilungsprofil im Korper.

Unter diesen Gesichtspunkten wurde FM-381 als Leitsubstanz flir diese Arbeit
ausgewahlt, mit dem Ziel seine /in vivo Eigenschaften zu erforschen und gegebenenfalls
durch Derivatisierung noch weiter zu optimieren. Durch die nachweislich
herausragende Selektivitat und /n vitro Aktivitat eignet es sich zudem bestens als
Vergleichssubstanz fiir alle darauf basierten neuen Stoffe.

1.8 Azithromycin

Azithromycin gehort zur Klasse der Makrolidantibiotika und wurde erstmals 1980 von
Pliva beschrieben. Die Struktur mit der im Folgenden verwendeten Zahlweise ist in
Abbildung 1.12 abgebildet. Azithromycin verfiigt Gber einen flinfzehngliedrigen
Lacton-Ring, an den zwei Zucker glykosidisch gebunden sind: An Position 3 ein
Cladinose-Molekiil, an Position 5 ein Desosamin. Eine Besonderheit gegeniber den
zuvor bekannten Makroliden ist die zwischen C9 und C10 eingeschobene
Aminofunktion. Diese stellt eine semisynthethische Verbesserung des saurelabilen
Vorgangers Erythromycin dar, welches am C9 eine Ketogruppe aufweist.

20\

Abbildung 1.12: Struktur und Zéhlweise des Makrolid-Antibiotikums Azithromycin. Zwei Zuckerreste, Cladinose
und Desosamin, sind jeweils liber die 3- bzw. 5-Position des Lactons glykosidisch verkndpft.
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Wie die anderen Vertreter seiner Klasse wirkt Azithromycin bakteriostatisch liber
Bindung an die 50S-Untereinheit bakterieller Ribosomen. Praziser ausgedrickt wird
ein , Tunnel" der Untereinheit durch das Makrolid blockiert. Die Folge ist eine Stérung
der Proteinbiosynthese, da der Translokationsschritt verhindert wird.”374 Die Bindung
an die Zielstruktur erfolgt durch Wechselwirkungen des Desosamin-Zuckers mit der
ribosomalen RNA: Die 2' OH-Gruppe baut eine Wasserstoffbriickenbindung zum N1
von A2058 aus, der Stickstoff der an 3' Position befindlichen Dimethylaminogruppe
wechselwirkt wiederum mit einem Wassermolekdil, das seinerseits eine
Wasserstoffbriicke zum primaren Amin von A2058 sowie zu einem proximalen
Phosphatrest von G2505 ausubt. Ein vor kurzem erschienener Bericht legt nahe, dass
ein Faktor flr bakterielle Resistenz gegenliber Makrolidantibiotika von der zweifachen
Methylierung der erwahnten Aminogruppe von A2058 herriihrt: Das nun tertidre
Amin kann nicht mehr als Donor fiir H-Briicken fungieren, wodurch die Koordination
des Wassermolekiils gestort ist. Auch aus rein sterischen Griinden wird jenes
verdrangt, wodurch sowohl der Dimethylaminogruppe des Desosamins als auch dem
G2505 zugehdrigen Phosphat der Wasserstoffbriicken-Donor fehlt.”>

Ein Nachteil des ersten entdeckten Makrolidantibiotikums, Erythromycin, ist dessen
Instabilitat gegenliber Magensaure (Abbildung 1.13). Unter aziden Bedingungen
kommt es zundchst zur Ausbildung eine Halbacetals durch intramolekularen Angriff der
12-Hydroxygruppe an den Carbonylkohlenstoff. Durch eine weitere OH-Gruppe
(Position 6) wird dann unter Abspaltung von Wasser ein Acetal ausgebildet, das nicht
mehr ausreichend antibiotisch wirksame Anhydroerythromycin.”® Um diesen Vorgang
bei einer p.o. Behandlung zu vermeiden, sind magensaftresistente Schutzfilme nétig,
die sich erst bei hdherem pH, wie er distaler im GI-Trakt vorliegt, langsam l6sen.
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Erythromycin Erythromycin 9,12-hemiacetal Anhydroerythromycin

Abbildung 1.13: Instabilitét von Erythromycin unter sauren Bedingungen. Es kommt zur sdurekatalysierten
intramolekularen Ausbildung eines Halbacetals, welches anschliefend unter Abspaltung von Wasser vollstandig
acetalisiert. Das entstandene Produkt ist nicht mehr ausreichend antibiotisch wirksam.

Durch chemische Modifikation des Makrolidringes kann diese Problematik auf andere
Art umgangen werden: So ist z.B. bei Clarithromycin (Abbildung 1.14) eine der an
der Acetalbildung beteiligten OH-Gruppen methyliert, was dem Molekil so eine
ausreichende Saurestabilitét fiir eine orale Gabe ohne speziellen Uberzug verleiht.
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Abbildung 1.14: Erythromycin und zwei seiner weniger fiir Magensaure anfélligen Derivate, Clarithromycin und
Azithromycin. Bei Clarithromycin wird die problematische Acetalbildung durch Methylierung der 6-OH-Gruppe
verhindert, bei Azithromycin wurde die Ketogruppe entfernt und ein tertidres Amin in den Makrocyclus eingefiihrt.

Beim Azithromycin dagegen wurde die an der Acetalbildung beteiligte Ketogruppe
entfernt. Schema 1.1 zeigt die partialsynthetische Herstellung aus Erythromycin.

1.Hy, RhonC
2. Formaldehyd,
Ameisensaure

Formaldehyd,
Ameisensaure

Schema 1.1: Semisynthetische Herstellung von Azithromycin aus Erythromycin. Zundchst wird Gber Einsatz von
Hydroxylamin das Keton zum Oxim umgesetzt. Uber p-Tosylchlorid kommt es zu einer Variante der Beckmann-
Umlagerung mit intramolekularem Ringschluss. Als letzte(r) Schritt(e) erfolgt die Reduktion der entstandenen
Funktion mit anschlieSender Eschweiler-Clarke-Methylierung. Schema adaptiert nach Bakheit et al.””

Wahrend der Verlust der Ketogruppe Azithromycin ausreichend resistent gegeniiber
Magensaure macht, um eine Wirksamkeit bei oraler Gabe zu gewahrleisten, kann man
noch nicht von totaler Sdurestabilitdt sprechen: Unter harschen sauren Bedingungen
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kommt es zum Verlust der Cladinose (und der antibiotischen Wirkung) durch Spaltung
der Etherbriicke zum 15-gliedringen Lacton. Im Vergleich zur bei Erythromycin
stattfindenden saurebedingten Dehydrierung ist der Prozess aber deutlich langsamer.
Bei der Acetalbildung liegt auch die Aktivierungsenergie deutlich niedriger (15.6
kcal/mol, fiir die Abspaltung des Zuckers dagegen 25.3 kcal/mol).”®

Ein weiterer Vorteil von Azithromycin gegenliber Erythromycin ist dessen geringere
Affinitat zu hERG-Kanalen, wodurch ein deutlich geringeres Risiko flir die
arzneibedingte Entstehung von Arrhythmien besteht. Dennoch besteht auch unter
Azithromycin-Behandlung eine gewisse Gefahr des Auftretens von Torsade-de-
Pointes Arrhythmien, insbesondere bei Patienten die weitere QT-Intervall
verlangernde Wirkstoffe einnehmen oder andere Risikofaktoren aufweisen.”872

Die pharmakokinetischen Eigenschaften von Azithromycin, wie auch anderer
Makrolide, sind mittlerweile sowohl beim Menschen als auch in diversen Tierspezies
ausfihrlich erforscht. Sie zeichnen sich durch eine gute orale Bioverfiigbarkeit, lange
biologische Halbwertszeiten und eine starke Aufnahme in diverse Organe aus. Selbst
nach Einmalgabe sind noch nach mehreren Tagen hohe Konzentrationen in Leber,
Lunge, Nieren, Mandeln und Prostata messbar. Bedingt durch die hohe Verteilung in
jene Gewebe sind die Plasmaspiegel vergleichsweise gering und fallen schneller ab.
Durch langsame Riickverteilung von der Peripherie ins Plasma bleiben sie aber ber
langere Zeit stabil, was wahrscheinlich einen Beitrag zum beobachteten
postantibiotischen Effekt leistet: Selbst nachdem die Plasmakonzentrationen die
minimale Hemmkonzentration unterschritten haben ist die Vermehrung der Erreger
noch fiir einen betrachtlichen Zeitraum gestort.8%-82 Die lange Verweildauer im Korper
wirkt sich auch glinstig auf die Compliance der Patienten aus, das Einnahmeregime
ist im Vergleich zu vielen anderen typischen Antibiotika recht simpel: Die Ubliche
Dosis fiir unkomplizierte Infekte im ambulanten Bereich betragt einmal taglich 500
mg Uber drei, in schwereren Verlaufen tber sechs Tage.

Ein weiterer Vorteil fiir die ambulante Anwendung ist das gegentiber den Vorgangern
verminderte Potential flir Wechselwirkungen. Azithromycin wird — im Gegensatz zu
Clarithromycin und Erythromycin — nicht (bzw. in klinisch nicht relevantem Maf3) von
CYP3A4 verstoffwechselt, was das Risiko von Arzneimittelinteraktionen mindert.”®
Neben der antibiotischen Wirksamkeit wurden auch immunomodulatorische Effekte
fur Azithromycin festgestellt. Beispiele sind die Hemmung der Produktion bzw.
Ausschittung proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, TNFa. und GM-CSF,
Verminderung des Abbaus von Autophagosomen und eine Stérung der STAT1-
Phosphorylierung. Im Gegensatz dazu sind nach Azithromycin-Gabe erhdhte Spiegel
an IL-10 zu beobachten. Diese zusatzlichen Effekte helfen u.a. im Kontext eines
Infekts dabei, die Gewebeschadigung durch eine UiberschieBende Immunantwort zu
begrenzen, kdnnen aber auch bei anderen Krankheitsbildern von Nutzen sein:
Diskutiert wird z.B. der Einsatz bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen, oder auch
bei schweren Verlaufen von COVID-19, wo der vorliegende Zytokinsturm flr
Gerinnungsstdrungen und Organschaden sorgen kann.83-8>
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1.9 Makrolidbasierte Konjugatwirkstoffe

Die pharmakokinetischen Vorteile der Makrolide lassen sich durch chemische
Konjugation auch auf andere Pharmakophore Ubertragen (Abbildung 1.15). So
wurden makrolidbasierte ,Carrier" bereits erfolgreich mit pharmakologisch aktiven
Warheads verknipft, sodass diese ihre Wirkung - bei gleichzeitiger Verbesserung des
PK-Profils - beibehielten. Von besonderem Nutzen ist diese Methode
verstandlicherweise flir antiinflammatorische Stoffe, da sich die Makrolide vor allem in
entziindeten Geweben anreichern (siehe auch Kapitel 4.2.5). Durch die erwahnten
immunomodulatorischen Eigenschaften der Makrolide ist zudem ein synergistischer
Effekt beider Bestandteile denkbar, gegeben dem Fall, dass pharmakologisch aktive
Metaboliten gebildet werden.8>-20

Cl

2

Modifikation Azithromycin, \\\1 4 -

Konjugatlon mit Wirkstoff

- In vivo Stabilitit/Verweilzeit |

- Distribution saure Kompartimente
- In vivo Wirksamkeit 4

- Antibiotizitét |

oM~
Freier Wirkstoff Azithromycin Makrolid-Wirkstoff-Konjugat
(hier: Diclofenac)

Abbildung 1.15: Schematische Darstellung der Konjugation von pharmakologisch aktiven Wirkstoffen an
makrolidbasierte Trdgergeriiste und die postulierten Vorteile (erhohte Stabilitdt und Verweilzeit in vivo,
Anreicherung in entziindetem, saurem Gewebe und dadurch insgesamt erhdhte antiinflammatorische Wirksamkeit)
am Beispiel von Diclofenac. Die Verbindungen sind (lber die 2'-Position am Desosamin verkniipft worden.
Detailliertere Beispiele sind in Kapitel 3.3 anhand der fiir diese Arbeit dargestellten Konjugate zu finden.

Eine antibiotische Wirkung der Konjugate dirfte aus bereits diskutierten
mechanistischen Griinden nicht erwartet werden. Dies ist insofern auch erforderlich,
damit es nicht zur unerwiinschten Entstehung resistenter Bakterienstamme kommt,
insbesondere  bei der langerfristigen Behandlung chronisch-entziindlicher
Erkrankungen.

Als Nachteil des Konzepts ist anzumerken, dass nur bestimmte Pharmakophore daftir
zuganglich sind. Der sperrige Carrier darf die Bindung an das Zielprotein nicht
behindern. Dementsprechend kénnen nur fir die Wirkung unkritische Gruppen des
Warheads als Anknipfpunkt dienen, und selbst dann ist die Einflihrung eines Spacers
ratsam. Das erhdhte Molekulargewicht erschwert auch die Adressierung bestimmter
Gewebe, insbesondere die Passage durch die Blut-Hirn-Schranke. Zu guter Letzt ist die
Synthese der Konjugatwirkstoffe mit erhéhtem praparativen Aufwand verbunden und
wirkt sich, aufgrund der zusatzlichen Reaktionsschritte, negativ auf die
Gesamtausbeute aus. Dieser Umstand lasst sich aber in gewissem MaBe wieder durch
konvergente Synthese mildern, indem das zu verknlipfende Pharmakophor und der
Carrier erst im letzten Schritt miteinander zur Reaktion gebracht werden.
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2 Aufgabenstellung

Der bereits beschriebene selektive JAK3 Inhibitor FM-381 stellt eine exzellente ,,/n
vitro Probe" dar. Die Eignung des Stoffes flir die /in vivo Anwendung war zu Beginn
dieser Arbeit aber noch weitestgehend unbekannt und unerforscht. Vor allem war FM-
381 bisher noch nicht auf pharmakokinetische Parameter wie Plasmastabilitat,
Verteilung und Bioverfiigbarkeit untersucht worden. Es lagen auch noch keine Daten
zur /n vivo Wirksamkeit vor.

Die Aufgabenstellung war demnach wie folgt (s. auch Abbildung 2.1):

e Zum einen sollten die PK-Parameter von FM-381 und strukturell verwandten
Stoffen in Tiermodellen erfasst werden. Basierend auf den gewonnenen
Erkenntnissen sollten dann die Strukturen zum Erhalt von ,/n vivo Probes"
optimiert werden. Mit diesen sollte die bessere Erforschung der Rolle der JAK3
in diversen entzlindlichen Prozessen und Krankheitsbildern erméglicht werden.

e Zum zweiten war es ebenfalls ein Ziel, einen oder mehrere Kandidaten flir den
Einsatz in praklinischen Krankheitsmodellen zu entwickeln. Dafir sollte zunachst
die allgemeine antiinflammatorische Potenz in vitro, spater /in vivo, in LPS-
basierten Entziindungsmodellen erfasst werden. Anhand der daraus erhaltenen
Daten sollten dann schlieBlich Kandidaten selektiert und in Tiermodellen
entziindlicher Erkrankungen (z.B. Colitis, Multiple Sklerose) getestet werden.

e Und zum dritten bestand die Aufgabenstellung dieser Arbeit in der Etablierung
einer robusten Syntheseroute flir auf dem Makrolid-Antibiotikum Azithromycin
basierte Carrier-Scaffolds. Diese sollten durch Konjugation mit den elektrophilen
JAK-Warheads zur Verbesserung von Wirkstoffaufnahme, -verteilung und
Plasmastabilitat beitragen und ggf. (nach metabolischer Abspaltung) weitere
immunomodulatorische Effekte auslben. Insbesondere sollte durch die
Konjugation auch die Anreicherung in Immunzellen gesteigert werden.
Letzteres sollte durch geeignete analytische Verfahren Uberprift werden.
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Abbildung 2.1: Schematische Zusammenfassung des Entwicklungsprozesses von Derivaten des JAK3-Inhibitors
FM-381 die fiir die in vivo Anwendung im préklinischen Bereich optimiert werden sollten. Zum Erhalt der hohen
JAK3-Aktivitdt und —Selektivitdt wurde das Grundgertist, insbesondere der Cys909 adressierende Michael-Akzeptor,
belassen. Durch Variation der Reste am Cyanoacrylamid bzw. am Imidazol sollten Derivate mit erhohter biologischer
Stabilitat und in vivo Wirksamkeit sowie auf bestimmte Anwendungsgebiete zugeschnittene Verteilungsmustern
erhalten werden.
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3 Chemischer Teil

3.1 Synthese der JAK3-Inhibitoren vom Cyanacrylamid-Typ

Die Synthese von FM-381 und verwandten Stoffen ist bereits im Zuge der Arbeit von
Michael Forster entwickelt und beschrieben worden und wurde hier flir die Darstellung
der Testsubstanzen groBtenteils Ubernommen. Da aber einige Anpassungen
vorgenommen wurden, soll diese im Folgenden kurz erlautert werden:

3.1.1 Synthese von 4-Chlor-5-nitro-1-tosyl-1 H-pyrrolo[2,3-b]pyridin

Als Ausgangsstoff flir die Synthese der Testverbindungen diente 4-Chloro-7-azaindol.
Der Azaindol-Kern ist fiir die Wechselwirkung zur Hinge-Region essentiell und geht
Uber die beiden Stickstoffe Wasserstoffbriicken zu deren Seitenketten ein. Wahrend
der Chlorsubstituent in friiheren Arbeiten noch in einer zweistufigen Synthese
(ausgehend von 7-Azaindol) selbst eingefiihrt werden musste, ist 4-Chloro-7-azaindol
mittlerweile zu akzeptablen Preisen kommerziell erhaltlich.

Davon ausgehend wurde das wichtige Intermediat 4-Chlor-5-nitro-1-tosyl-1A-
pyrrolo[2,3-b]pyridin (2) synthetisiert (Schema 3.1), an dem dann in Folgeschritten
Uber SNar-Reaktionen die Seitenketten fiir die JAK-Selektivitatstasche eingeflihrt
werden sollten.

Cl Cl Cl
O5N
D — O ——"(0
~ — —
NT N N~ N N~ N
Ts Ts
4-chloro-7-azaindol 1 2

Schema 3.1: Synthese von 4-Chlor-5-nitro-1-tosyl-1H-pyrrolof2,3-b]pyridin (2). (a) NaH, pTosylchlorid, THF, 0 °C
2 rt (92 %); (b) MesN "NOs. TFAA, DCM, 0-5 °C (72 %).

Zunachst wurde der Indolstickstoff liber die Tosylgruppe geschiitzt, indem dieser durch
die starke Base NaH deprotoniert und mit p-Tosylchlorid zur Reaktion gebracht wurde.
Der Ansatz sollte unter Eiskiihlung und mit portionsweiser Zugabe der Reagenzien
erfolgen, um eine zu heftige Reaktion zu vermeiden. Ebenso ist die Verwendung von
wasserfreien Losemitteln und Schutzgas nétig, damit das eingesetzte NaH bzw.
Tosylchlorid nicht unter Hydrolyse abreagieren. Die Tosylgruppe ist robust gegeniiber
vielerlei Reaktionsbedingungen und eignet sich durch den starken Elektronenzug auch
dazu, die Elektronendichte des geschitzten Aromaten zu verringern und so die
geplante SNa-Reaktion (s.u., Schema 3.2) zu ermdglichen (ebenso wie die im
nachsten Schritt eingeflihrte, ebenfalls elektronenziehende Nitrogruppe). Gegeniiber
schwach basischen Bedingungen ist sie noch ausreichend stabil, Iasst sich aber durch
starkere Basen wie KOH entschitzen. Zudem ist das verwendete p-Tosylchlorid
duBerst ginstig, da es sich um ein Nebenprodukt der industriellen Saccharin-
Herstellung handelt (flr welche o-Tosylchlorid benétigt wird). Von Nachteil sind das
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allergene Potential des Tosylchlorids sowie dessen unangenehmer, persistenter
Geruch, weswegen Einwaage und Handhabung in einem gut beliifteten Abzug
durchgefihrt werden sollten.

Die Nitrierung des nun geschuitzten Heteroaromaten zu 2 erfolgte nun im Zuge einer
SEa-Reaktion. Durch den erwahnten Elektronenzug der Schutzgruppe ist die Aktivitat
des aromatischen Systems diesem Reaktionstyp gegentber herabgesetzt, was hier
allerdings erwtinscht ist, da so auch die Entstehung von Nebenprodukten reduziert
wird. Wie zuvor wurde auch hier mit trockenem Losemittel unter Schutzgas und
Kihlung gearbeitet. Die Nitrierung erfolgte Uber frisch /n situ gebildetes
Trifluoracetylnitrat, das durch langsame und portionsweise Zugabe von TFAA zum mit
Tetramethylammoniumnitrat beschickten Ansatz zugegeben wurde.?=3 Nach
vollstéandiger Zugabe der TFAA (ber ca. 8 h wurde i. d. R. iber Nacht gerihrt. Dabei
wurde am Folgetag oft ein Stoppen der Reaktion beobachtet und noch substantielle
Mengen des Edukts 1 detektiert. Ein moglicher Grund hierfiir kdnnte die geringe
Stabilitat des Trifluoracetylnitrats bei Raumtemperatur sein. Gleichzeitig verlauft die
Reaktion unter Kihlung allerdings recht langsam. Um die Ausbeute zu erhéhen wurde
deswegen Ublicherweise nach Stocken der Reaktion unter erneuter Kiihlung weiteres
TFAA zugegeben, bis kein Edukt mehr detektierbar war. Nach unkomplizierter
Aufarbeitung durch Waschen der organischen Phase, Suspension in eiskaltem MeOH
und nachfolgender Filtration konnten auf diese Art saubere Produkte mit noch
zufriedenstellenden Ausbeuten von ca. 70 % erhalten werden.

3.1.2 SNar zur Einfiihrung der Seitenkette, Reduktion zum vicinalen Diamin

Nach der Herstellung des Schlisselintermediats 2 verzweigte sich der Synthesepfad
durch Einflihren der jeweiligen Seitenketten fir die JAK-Selektivitatstasche. Wie bereits
erwahnt ist das aromatische System gegeniber nukleophilen Substitutionsreaktionen
aufgrund der elektronenziehenden Substituenten aktiviert. Die Reaktion gelang mit
einer Vielzahl an Aminen (Schema 3.2), selbst mit (dem aromatischen, weniger
nukleophilen) Anilin unter Einsatz einer Hilfsbase und Refluxbedingungen. Die
Darstellung der nicht kommerziell erhaltlichen Amino-Bausteine ist in Kapitel 3.4

beschrieben.
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Schema 3.2: Einfiihrung der Seitenketten fiir die JAK-Selektivitdtstasche und Reduktion zum vicinalen Diamin. (a)
Et:;N, entsprechendes Amin, iPrOH, reflux (80 - 95 %); (b) Hs, Pd/C oder Pt/C, MeOH/EtOAc oder EtOAc, 60 °C
oder rt (78 % - quant.); (c) Na:S204, EtOH/H20, rt (98 %).
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Als Basenkomponente diente Triethylamin, welches aufgrund seiner sterisch
anspruchsvollen Struktur selbst nicht als Nukleophil reagiert. Die Menge der
eingesetzten Hilfsbase wurde an das jeweilige eingefiihrte Amin angepasst; im Falle
von Hydrochloriden wurde dementsprechend ein weiteres Aquivalent EtsN zugegeben,
damit das Amin als reaktivere, freie Base vorlag.

Die Reaktionen verliefen zligig und glatt, i. d. R. in 30-60 min, im Falle der Reaktion
mit Anilin oder Difluorocyclohexylamin innerhalb von 2-3 h.

Die Aufreinigung der Rohprodukte gelang elegant durch Fallung mit NH4Cl-haltiger
wassriger Losung und nachfolgender Filtration. Die schlecht wasserldslichen
Substitutionsprodukte fielen i. d. R. nahezu quantitativ als feine, intensiv gefarbte
Nadeln oder Plattchen von hoher Reinheit aus. Nur in wenigen Fallen waren noch
weitere Reinigungsschritte wie z.B. Flash-Chromatographie ndétig. Mitunter fiel das
Produkt auch schon wahrend der Reaktion im heiBen iPrOH aus (z.B. bei der Reaktion
mit Cyclopropylmethylamin), was zum Stillstand des Rihrfisches flihren konnte, sich
aber durch Zugabe weiteren Losemittels beheben lie.

Vor der Cyclisierungsreaktion zum Imidazol war es noch nétig, die aromatische
Nitrogruppe zum Amin zu reduzieren. Hier bot sich die katalytische Hydrierung mit
Wasserstoff an, da diese Ublicherweise mit hohen, bis zu quantitativen, Ausbeuten und
geringem Auftreten unerwiinschter Nebenprodukte gelingt. Zudem ist die Aufreinigung
der Produkte einfach, nach Filtration des Katalysators lassen sich diese durch
Verdampfen des Lésemittels in hoher Reinheit gewinnen. Im Gegensatz zur in vorigen
Arbeiten beschriebenen Synthese stand kein Druckreaktor zur Verfiigung, weswegen
auf einen alternativen Aufbau ausgewichen wurde. Das Reaktionsgefal3 wurde Uber
eine Waschflasche mit einer Wassersiule verbunden, wodurch ein milder Uberdruck
erzeugt und ein Reservoir fiir den aufgezogenen Wasserstoff geboten wurde. Uber den
Pegel des Meniskus konnte zudem das Fortschreiten der Reaktion abgeschatzt werden.
Die griindliche Sattigung des Aufbaus mit Argon sowie der gelinde Uberdruck waren
ausreichend, um Luftsauerstoff auszuschlieBen.

Bis auf den Druck wurden vorerst die von Michael Forster beschriebenen Bedingungen
(60 °C, Lésung in MeOH und EtOAc, Verwendung von Palladium auf Kohle als
Katalysator) tGibernommen. Diese flhrten aber unter dem vglw. geringeren Druck zu
langen Reaktionszeiten von 5-9 Tagen, was zu unerwiinschten Verzégerungen in der
Synthese fihrte.

Alternativ wurde der Palladiumkatalysator durch Platin auf Kohle ersetzt und das
Methanol-haltige Losemittelgemisch durch reinen EtOAc (was auch Bedenken bzgl. der
Entflammbarkeit von Methanol in Kontakt mit dem Katalysator behob). Die Hydrierung
erfolgte auf diese Art schon innerhalb eines, gegebenenfalls zwei Tagen und bei
Raumtemperatur. Die hoheren Kosten des verwendeten Platinkatalysators wurden
wieder dadurch ausgeglichen, dass vergleichsweise geringere Aquivalentmengen zur
ziigigen Umsetzung bendtigt wurden.
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Die erhaltenen Reduktionsprodukte sind nicht lange lagerstabil, was schon in vorigen
Arbeiten berichtet wurde.”? Dies machte sich insbesondere an der offenen Luft schon
nach relativ kurzer Zeit durch Verfarbungen bemerkbar. Es ist deshalb sinnvoll, die
Produkte moglichst zligig weiter zu verarbeiten oder, wenn nétig, unter Schutzgas und
bei -20 °C zu lagern.

3.1.3 Alternative Reduktionsmethode (c) mit Natriumdithionit

Im Zuge der Entwicklung der phenylsubstituierten Verbindungen wurde eine weitere
Methode zur Reduktion der Nitrogruppe erprobt. Die Reaktion mit Na>S:04 in
ethanolisch-wassriger Lésung (Schema 3.2, c) erfolgte bereits bei Raumtemperatur,
lieB sich aber durch Erwarmen auf ca. 70 °C beschleunigen, ohne dass dabei
Nebenprodukte oder Zersetzung aufgefallen waren. Die Aufarbeitung gelang durch
Entfernung des EtOH unter reduziertem Druck und Extraktion der wassrigen Phase mit
DCM. Problematisch war die schlechte Trennbarkeit beider Phasen, die eine lange
Standzeit erforderte. Dennoch fiihrte die Methode zu nahezu quantitativen Ausbeuten
und eignet sich somit als Alternative zur katalytischen Hydrierung. Von Vorteil ist auch
der dadurch ermdglichte Verzicht auf das — potentiell explosive — Wasserstoffgas.

3.1.4 Ringschlussreaktion zu 2-(5-hydroxymethylfuryl)imidazolen, Dess-
Martin-Oxidation und Tosyl-Entschiitzung

Flr den Spacer zwischen Hinge-Bindungsmotiv und dem elektrophilen Warhead wurde
ein Furylrest eingefiihrt, da sich dieser bereits als ausgezeichnet geeignet flir diese
Strukturklasse erwiesen hatte.*’2 Zu diesem Zwecke wurde der Spacer Uber 5-
Hydroxymethylfurfural eingefligt, um mithilfe eines Oxidationsmittels mit den zuvor
dargestellten vicinalen Diaminen einen Ringschluss zum Imidazol einzugehen.%*
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Schema 3.3: Ringschlussreaktion zum 2-substituierten Imidazol, Oxidation am furylischen Alkohol und
Entschiitzung. (a) 5-hydroxymethylfurfural, KHSOs, DMF/Hz0, rt (42-85 %); (b) DMP, DCM, 0 °C > rt (70-90 %),
(c) KOH, MeOH, rt (28-88 %),

Diskutiert wird eine Zwischenstufe als (cyclisches) Aminal, welches dann in einem
langsameren zweiten Schritt zum Imidazol weiteroxidiert wird; die bei
Reaktionskontrollen gefundenen m/z Werte unterstiitzen diese Annahme und wurden
als Indiz flr das Fortschreiten der Reaktion genutzt. Im Gegensatz zu
Literaturbeispielen verlief diese allerdings deutlich langsamer, mitunter waren mehrere
Tage bis zur vollstéandigen Umsetzung ndétig. Eine erneute Zugabe des
Oxidationsmittels war dabei nur in begrenztem MaBe hilfreich. Ein Grund fir die
Probleme bei der Umsetzung konnte nicht identifiziert werden, auch der Wechsel
zwischen mehreren Batches und Herstellern des Oxone® fiihrte zu keiner
Verbesserung.

Bei der Reaktion mit dem N-methylpiperidin substituierten 5¢ entstand zunachst nicht
das erwtinschte Produkt, sondern dessen N-Oxid, wie anhand der Masse und der hohen
Polaritat des Stoffes festgestellt wurde. Dieses lieB sich durch Titration mit TiCls-
Lésung wieder reduzieren und das Produkt 5¢ nach Alkalisierung der Lésung organisch
extrahieren. Aufgrund von Nebenreaktionen und des erhdhten Aufwands bei der
Aufarbeitung mussten dadurch jedoch Verluste bei der Ausbeute in Kauf genommen
werden.

Die anschlieBende Oxidation des primdren Alkohols zum Aldehyd war ein ndétiger
Funktionalisierungsschritt, um spater die Knoevenagel-Kondensation zu den fertigen
Testsubstanzen zu ermdglichen. Als Oxidationsmittel diente Dess-Martin-Periodinan,
welches Alkohole selektiv und schon bei Raumtemperatur zu Aldehyden bzw. Ketonen
umsetzt.?> Die Selektivitat fiir Alkohole war insbesondere im Falle des Amino-
substituierten Edukts 5c¢ von Vorteil, um eine (erneute) Oxidation des Seitenketten-
Stickstoffs zu vermeiden.
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Die Dess-Martin-Oxidation wurde nach den von Forster beschriebenen Methoden ohne
weitere Anderungen durchgefiihrt und verlief stets unproblematisch und mit guten
Ausbeuten. Die in seiner Arbeit erwahnten Probleme bei der extraktiven Aufarbeitung
groBerer Ansatze wurden nicht beobachtet.*72

Dennoch wurde eine alternative Aufreinigungsmethode erprobt, unter anderem auch
im Falle chromatographisch schwer trennbarer Ansatze: Das aldehydische Rohprodukt
wird in Toluol gel6ést und mit frischer, gesattigter Natriumbisulfit-Lésung versetzt. Es
kommt zur Bildung einer a-Hydroxysulfonsaure, die in unpolaren Medien ausfallt und
durch Filtration gewonnen werden kann. Die Riickreaktion zum gewiinschten Aldehyd
erfolgt unter basischen Bedingungen, z.B. in heiBer Natriumcarbonat-Lésung, die mit
Toluol Uberschichtet wird. Das Produkt kann so aus der organischen Phase in hoher
Reinheit wiedergewonnen werden.

Die Tosyl-Schutzgruppe wurde nun in methanolischer Kalilauge wieder entfernt. Die
Entschlitzung unter basischen Bedingungen sollte aufgrund des vorliegenden Aldehyds
unter Ausschluss von - groBeren Mengen an - Wasser durchgeflihrt werden, da dieser
sonst Nebenreaktionen, z.B. eine Disproportionierung nach Cannizzaro eingeht und
das Produkt verloren wird.

Die extraktive Aufarbeitung wurde haufig durch sich an den Phasengrenzen
anlagernde, schwerl6sliche Nebenprodukte erschwert, welche sich aber durch
Filtration weitestgehend entfernen lieBen. Weitere Komplikationen ergaben sich bei
der Entschitzung des Methylcylopropan-substituierten 6d: Die Seitenkette erwies sich
als labil gegenliber den Reaktionsbedingungen, es entstand ein schwerlGsliches,
intensiv rot gefarbtes Nebenprodukt welches nicht ndher identifiziert wurde. Die
Ausbeuten fielen dementsprechend gering aus. Auch unter Verwendung anderer Basen
(Cs2CO0s3, K2COs3, Anilin, Piperidin, 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan, 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en, 1,8-Bis(/N,N-dimethylamino)naphthalin) kam es nicht
oder nur in geringem MaBe zur gewlnschten Umsetzung. Alternative
Entschiitzungsmethoden, z.B. die Verwendung feiner — gegebenenfalls zuvor mit
Dibromethan aktivierter — Magnesiumspane und Ultraschall waren ebenfalls ohne
Erfolg. Hier kam es zwar zur erwlinschten Abspaltung der Schutzgruppe, allerdings
zeitgleich auch zur Reduktion des Aldehyds bzw. anderer Gruppen, wie anhand
massenspektrometischer Kontrollen festgestellt wurde.

3.1.5 Knoevenagel-Kondensation zu Cyanacrylamiden

Der Ublicherweise letzte Schritt zum Erhalt der Testverbindungen war die Knoevenagel-
Kondensation der Aldehyde zu Cyanacrylamiden (Schema 3.4). Als Edukte dienten
hierbei diverse Cyanacetamide, deren Synthese — falls nicht kommerziell erhaltlich —in
nachfolgenden Abschnitten (Kapitel 3.2) behandelt wird. Cyanacetamide weisen am
CH-aziden a-Kohlenstoff einen pka von ungefahr 8-13 auf, dementsprechend ist die
Zugabe katalytischer Mengen Piperidin ausreichend fiir eine saubere und glatte
Umsetzung. Auch die volumindsen Makrolid-Konjugate (Kapitel 3.3) reagierten unter
den gleichen Bedingungen problemlos. Die Ausbeuten fielen (berwiegend
zufriedenstellend aus. I. d. R. war es mdglich, das Produkt bereits durch Lagerung bei
— 20 °C oder sogar Raumtemperatur zu fallen und per Filtration sauber zu isolieren.
Wenn nétig lieBen sich angefallene Verunreinigungen ansonsten chromatographisch
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gut entfernen. Bei ersterer Methode der Aufreinigung war es mitunter — beim Verdacht
auf unvollstandige Ausfallung - lohnenswert, das Filtrat einer Saulenchromatographie
zu unterziehen, um die Ausbeute weiter zu steigern.

o
7N 7N F
D Lo vy T A
| b |

“ N “ N
NT N NT TN
V (7a-h) VI (8-49)

NN

Schema 3.4: Knoevenagel-Kondensation der Aldehyde mit Cyanacetamiden zu den Cyanacylamid-Testsubstanzen.
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind die unterschiedlichenb Amidreste nicht dargestellt, diese sind dem
Experimentalteil (Kapitel 6.5) zu entnehmen. (a) korrespondierendes Cyanacetamid, Piperidin, MeOH oder iPrOH,
50-70 °C (32-97 %)

Ublicherweise wurde bei der Reaktion ein Produktgemisch aus den £/ZIsomeren der
Cyanacrylamide erhalten, insbesondere wenn die Aufarbeitung nicht durch Fallung,
sondern saulenchromatographisch erfolgte (und somit das Produkt vor der Trocknung
fur gewisse Zeit in Losung vorlag). Dass die beiden Isomere in Losung ineinander
Ubergehen bzw. im Gleichgewicht stehen, wurde bereits von Michael Forster
beschrieben. Die Struktur des ZIsomers von FM-381 wurde per
Rontgenkristallographie identifiziert und dem in der RP-HPLC friiher eluierenden Peak
zugeordnet. Dementsprechend ist anzunehmen, dass das £Isomer spater eluiert.* Das
in Losung vorliegende Gleichgewicht zeigte sich auch in den aufgenommenen NMR-
Spektren anderer Vertreter dieser Substanzklasse, in denen typischerweise kleinere
~Nebenpeaks" des in geringerem Anteil vorliegenden Isomers zu beobachten waren.

Auch das Carbonsdure-Analogon zu FM-381, 48, wurde per Knoevenagel-
Kondensation von 7a mit Cyanessigsaure mit akzeptabler Ausbeute (69 %) dargestellt.
Die Substanz diente primar als Referenz zur Identifizierung von Metaboliten der
Cyclohexan-Reihe, zeigte selbst aber auch hohe Aktivitat gegen die JAK3 (Kapitel 4.1).

3.1.6 Reduktion des elektrophilen Warheads

Im Rahmen der Arbeit von Michael Forster wurden reduzierte Analoga einer Reihe von
Acrylamiden hergestellt, um die Rolle des elektrophilen Warheads naher zu
untersuchen. Wahrend zwar ein Verlust an JAK3-Aktivitat festgestellt wurde, wurde
dieser als nicht stark genug gewertet um einen kovalenten Bindemodus der
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ungesattigten Derivate zu bestatigen. Vermutet wird, dass erst durch die zusatzlichen
Interaktionen der in den Cyanacrylamiden vorhandenen Nitrilgruppe mit R911 und
R953 (wodurch die Arginin-Tasche zuganglich wird) eine ausreichende Stabilisierung
vorliegt, um eine kovalente Bindung zu C909 auszubilden.%72

Um dies naher zu beleuchten, wurde zunachst ein reduziertes Analogon von FM-381
synthetisiert. Dieses war auch aus pharmakokinetischen Aspekten interessant, da als
ein Grund flir die niedrige scheinbare Bioverfligbarkeit vieler der dargestellten
Testsubstanzen vermutet wurde, dass diese schon vor Aufnahme ins Plasma
unspezifische Reaktionen mit Nukleophilen im Magen-Darm-Trakt eingehen kdnnten.
Eine hdhere orale Bioverfiigbarkeit des reduzierten Derivats ware ein Indiz hierflr.

Das Cyanacetamid 50 war direkt aus FM-381 zuganglich (Schema 3.5). Von einer
katalytischen Hydrierung durch Palladium oder Platin auf Aktivkohle wurde abgesehen,
da auf diese Weise wahrscheinlich auch die Nitrilgruppe mitreduziert werden wiirde.

R = X=
FM-381

8 50 CHs CH,
9

51 CHj o}

. H e}

10 %9 Keine Umsetzung

52 \oM CH,
Vi VIl (50-52)

Schema 3.5: Reduktion am elektrophilen Warhead zu den geséttigten Analoga. (a) NaBH., MeOH, rt (47 % -
quant.).

Stattdessen wurde die Reduktion mithilfe von Natriumborhydrid durchgefiihrt. Das
durch NaBH4 Ubertragene Hydridion gilt nach HSAB-Konzept als ,weich™ und reagiert
daher bereitwillig mit dem weichen elektrophilen Zentrum des Michael-Akzeptors. Die
Reaktion verlief schnell und ohne Komplikationen, andere funktionelle Gruppen wurden
unter den gewahlten Bedingungen nicht angegriffen. Nach simpler wassrig-
organischer Extraktion konnte das Produkt 50 in hoher Reinheit isoliert werden.

Die Reaktion wurde neben FM-381 auch mit den verwandten Stoffen 8-10
durchgefiihrt, um weitere Cyanacetamide in die geplanten Aktivitdtsassays und PK-
Studien aufnehmen zu kénnen. Bei der Reduktion von 9 wurde die extraktive
Aufarbeitung durch die Prasenz eines Tensid-artigen Nebenproduktes erschwert. MS-
Analyse ergab, dass wahrscheinlich die a-N-acyl-Esterfunktion teilweise zum Alkohol
reduziert wurde,®® was auch die vglw. niedrigen (ansonsten (blicherweise
quantitativen) Ausbeuten erklaren wiirde. Bei der versuchten Reduktion von 10 konnte
sogar ausschlieBlich das vermutete alkoholische Nebenprodukt extrahiert werden Die
Struktur der Verbindung konnte aber nicht vollsténdig schliissig aufgeklart werden.
Das den anderen Testsubstanzen @hnliche Verhalten in /n vitro Assays (z.B. dem LPS-
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Stimulus Experiment) spricht aber dafiir, dass es sich wahrscheinlich ebenfalls um
einen selektiven JAK3-Inhibitor handelt.

3.2 Synthese der Cyanacetamid-Bausteine zur Einfithrung des
Michael-Akzeptors

Die Amid-Reste der dargestellten JAK-Inhibitoren sind zum Solvens-exponierten Teil
der katalytischen Domane hin ausgerichtet und damit weniger entscheidend fir die
Aktivitat oder Selektivitat der Substanz.”? Dies erlaubt die Einfiihrung von Gruppen, die
vor allem der Optimierung der pharmakokinetischen Eigenschaften oder der Erhdhung
der Loslichkeit dienen.

Die flir den letzten Reaktionsschritt benétigten Cyanacetamide (Abbildung 3.1)
wurden zum Teil selbst synthetisiert, da nicht alle kommerziell verfligbar waren.

0 0 0 0
NS (AN Aoen L en
| O\)

kommerziell verfiigbar

0 0 0 | 0 0 0
K\NJ\/CN (\NJ\/CN A on N~ AN /OW/\NJ\/CN Ay on
53 54 55 56 57 Makrolid-Carrier

synthetisiert (s-3.3)

Abbildung 3.1: Ubersicht iiber die fiir die Knoevenagel-Reaktion eingesetzten Cyanacetamide. Struktur und
Synthese der an Makrolide gekoppelten Amide sind unter Kapitel 3.3 naher ausgefiihrt.

Die Synthese der diversen Cyanacetamid-Bausteine ist in Schema 3.6 dargestellt.
Dabei wurde direkt von der Cyanessigsaure oder deren Estern ausgegangen. Die
Aminolyse mit Letzteren war dabei zu bevorzugen, da die Ester im Gegensatz zur freien
Sdure ohne Aktivierungsschritte bereits reaktiv genug waren. Zudem konnte durch
deren Vorliegen als Flissigkeit bei Raumtemperatur teilweise ohne Zugabe weiterer
Losemittel gearbeitet werden. Nur 57 wurde nach vorheriger Umsetzung der
Cyanessigsaure zum Saurechlorid und darauffolgender Schotten-Baumann-ahnlicher
Reaktion dargestellt, da unter Verwendung der vorhandenen Ester keine Umsetzung
beobachtet worden war.

Generell verliefen die Reaktionen unter milden Bedingungen, einzig bei der Synthese
von 53 war Uberhaupt das Zuflihren von Warme nétig. Zur Aufreinigung erwies es sich
in vielen Fallen (z.B. 54, 56, 57) als ginstig, das Rohprodukt wiederholt in
Diethylether zu suspendieren, fein zu dispergieren und die Etherphase vorsichtig zu
dekantieren. Dennoch war in der Regel eine Flash-Chromatographie der Rohprodukte
noétig, um ausreichend saubere Produkte zu erhalten.
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Die in-Prozess-Analyse der Stoffe war in einigen Fallen problematisch: So war es z.B.
nicht immer moglich, die Produkte (insbesondere 57) anhand ihrer Molekularmasse zu
identifizieren. Dies wurde durch Probereaktionen umgangen, i. d. R. durch
Knoevenagel-Reaktionen der isolierten Stoffe mit Pyridincarboxaldehyd. Die dadurch
entstandenen Produkte waren gut massenspektrometrisch erfassbar und konnten so
indirekt die Identifikation der Cyanacetamide ermdglichen.

Oft wurde auch die Entstehung zdher, schwer aufzureinigender Ole beobachtet,
womoglich durch Oligomerisierung der Reaktanden. Dies war insbesondere bei der
Synthese von 57 ein Problem und ging zulasten der Ausbeute.

/O\Q/\TJ\/CN (\NJ\/CN

57 53

R=H (X), K\NJ\/CN

0
CH; (Y) oder b
CN 3
ROJ\/ CH,CHj; (Z) N\)

54
d (o
| 0 i
CN
/N\/\N)J\/CN /OJJ\/
| HO
56 55

Schema 3.6: Synthese verschiedener Cyanacetamide als Edukte zur Knoevenagel-Kondensation. (a) Z,
Thiomorpholin, Natriumethoxid, EtOH, 70 °C (56 %); (b) Y, N-methylpiperazin, 0 °C > rt (71 %); (c) Z, 4-
Hydroxypiperidin, Natriumethoxid, EtOH, rt (30 %); (d) Y, N,N,N'-trimethylethylendiamin, rt (80 %); (€) X,
Oxalylchlorid, Sarkosinmethylester, kat. DMF, Et:N, DCM, 0 °C > rt (10 %).

3.3 Synthese von Azithromycin-basierten Tragermolekiilen

Aus bereits in der Einleitung erwahnten Griinden wurden im Rahmen dieser Arbeit eine
Reihe von Makrolid-Carriern synthetisiert, die mit den pharmakologisch aktiven JAK3-
Inhibitor Warheads verknipft werden sollten. Ein zu erwartendes Problem ist ein
Aktivitatsverlust des Inhibitors, da die volumindsen Makrolidreste den korrekten Fit in
die ATP-Bindetasche erschweren. Glinstigerweise ist die beabsichtigte Bindestelle flr
die Konjugation, der Amidrest des Warheads, zum Solvens hin orientiert.”2 Durch
Einflihrung eines geeigneten, flexiblen Linkers sollte ein ausreichender Abstand
zwischen Carrier und Warhead geschaffen werden, um weiterhin hohe Aktivitat zu
gewahrleisten (Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Konzeptueller Aufbau der Makrolid-Konjugate. Uber einen an Position 2' am Desosamin
eingefiihrten Amino-Linker wird der JAK-Inhibitor Warhead (rechts) mit dem auf Azithromycin basierenden
Tragermolekdil (links) verbunden. R = cyclisches Alkan, cyclisches Heteroalkan oder Benzol.

Der generelle Aufbau sieht die Verbindung des Azithromycin-Grundgertists iber einen
»Diamino-Linker" in 2'- oder 3'-Position der Cladinose mit dem Warhead vor. Bevorzugt
wurde dabei die Konjugation Uber die 2'-Position (was in einer OH-Gruppe an 3'
resultieren wirde). Die resultierenden 2'-Konjugate sind der Struktur des Azithromycin,
bei dem sich die OH-Gruppe am 2'-C und der Dimethylamino-Rest am 3'-C befinden,
weniger ahnlich. Dadurch wurde eine geringere (hier unerwiinschte) antibiotische
Aktivitat erhofft. Wie bereits in der Einleitung erwahnt werden Erythromycin und
Azithromycin durch Wechselwirkungen des Desosamin-Zuckers mit dem N1 von A2058
bzw. einem koordinierenden Wassermolekiil gebunden.”> Durch Austausch der beiden
Gruppierungen fallt mindestens eine dieser Wechselwirkungen weg, da die nun am 2'-
C befindliche (tertidre) Aminogruppe keine Wasserstoffbriicke zum N1 aufbauen kann.
Eine antibiotische Aktivitat dirfte aber aufgrund der eingesetzten volumindsen Reste
ohnehin kaum mehr vorhanden sein, da eine Bindung an die ribosomale Untereinheit
dadurch duBerst unwahrscheinlich wird.

Es wurden Linker variabler Kettenldnge synthetisiert, um den idealen Abstand von
Makrolid und Warhead zu ermitteln. Die Abstande zwischen der 2'-Aminogruppe und
dem Amid-Stickstoff des Cyanacrylamid-Warheads wurden zwischen 2 und 5 Atomen
gewahlt.

Als letzter Schritt vor der Verknlipfung mit dem JAK3 Warhead wurde die distale
sekunddre Aminogruppe des Linkers dann mit Cyanessigsaure oder einem geeigneten
ahnlichen Baustein zu Cyanacetamiden umgesetzt. Diese konnten dann analog zur
Synthese der nicht-konjugierten Inhibitoren in einer Knoevenagel-Kondensation zu den
Endprodukten umgesetzt werden.

3.3.1 Synthese von 2'-deoxy-3'-dedimethylamino-2',3'-epoxyazithomycin
(58)

Als Ausgangsmaterial flir die Synthese von Azithromycin-basierten Carriern diente ein
Epoxid-Derivat von  Azithromycin, das 2'-desoxy-3’-dedimethylamino-2’,3'-
epoxyazithromycin (58, Abbildung 3.3). Durch Funktionalisierung der 2'- und 3'-
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Position des Desosamin-Zuckers lassen sich hier eine Vielzahl an Resten durch
nukleophilen Angriff einflihren, worauf spater noch detaillierter eingegangen wird. Das
Epoxid stellt somit einen bedeutsamen Grundstoff flir viele der im Rahmen dieser
Arbeit, aber auch in anderen Projekten synthetisierten Stoffe dar.

2'-deoxy-3'-dedimethylamino-2',3'-epoxyazithomycin (58)

Abbildung 3.3: Struktur des Schliisselintermediats 58, von dem ausgehend die Makrolidcarrier synthetisiert
wurden. Ausgehend von Azithromycin wurden die Reste an 2'- und 3-Position am Desosamin zum Epoxid
umgesetzt, was die Einfiihrung neuer Gruppen ermoglicht,

Eine Methode zur Epoxidierung von Azithromycin ist bereits in einem Patent der Synovo
GmbH beschrieben. Der Reaktionsmechanismus ist nicht belegt, spekuliert wird aber
eine Alkylierung der an 3'-Position befindlichen Dimethylamino-Gruppierung und deren
darauffolgende Verdrangung durch die 2' OH-Gruppe.® Die Ausbeuten fielen in der
Regel recht gering aus. Da sowohl Azithromycin als auch die verwendeten
Epoxidbildner auch in gréBeren Mengen verhaltnismaBig glinstig erhaltlich sind, konnte
dieser Umstand durch groBe Reaktionsansdtze — (blicherweise ca. 20 g - gut
ausgeglichen werden. Zudem wurde, auch wenn die genaueren Ablaufe des
Reaktionsmechanismus nicht nachvollziehbar sind, auf verschiedene Art versucht die
Reaktion fur die routinemaBige Synthese zu optimieren. Da das im Patent verwendete
Epichlorhydrin als eindeutig krebserregend eingestuft wurde, wurde zunachst versucht
einen geeigneten Ersatz zu finden. In einer Reihe von Vorversuchen wurden
verschiedene potentielle Reagenzien flir die Bildung des Epoxides getestet. Eingesetzt
wurden unter anderem Polyethylenglycoldiglycidylether,
v—Glycidoxypropyltrimethoxysilan, Glycidyltrimethylammoniumchlorid und Glycidol
(siehe Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: Potentielle in Frage kommende Reagenzien fiir die Epoxidierung von Azithromycin und ihre Vor-
und Nachteile.

Die Vorversuche zeigten verschiedene Grade der Umsetzung zum Zielprodukt nach
einer festgelegten Zeit: Bei Glycidyltrimethylammoniumchlorid wurde keine Umsetzung
zum Abbruchzeitpunkt festgestellt. Im Falle von y-Glycidoxypropyltrimethoxysilan kam
es nur zu einer geringen Umsetzung zum Produkt und es entstanden in wesentlich
héherem AusmaBe Nebenprodukte. Der Polyethylenglycoldiglycidylether fiihrte zwar
zu einer sauberen Umsetzung, jedoch deutlich langsamer als es beim Glycidol der Fall
war.

Die Wahl fiel demnach auf (racemisches) Glycidol. Dieses gilt zwar immer noch als
wahrscheinlich cancerogen, siedet aber deutlich hdher als Epichlorhydrin und ist gut
handhabbar. Im Gegensatz zu Epichlorhydrin kann es wahrend der Reaktion keine
storende Salzsdure freisetzen, die Zugabe einer Base beim Fallungsschritt durch
Wasser fallt weg. Zudem ist es ausreichend ginstig.

Weitere Parameter, die zur Erforschung bzw. Optimierung der Reaktion verandert
wurden, waren unter anderem das Losemittel, die Konzentration des Ansatzes, die
Reaktionstemperatur sowie die Methode der Aufarbeitung.

Generell lief die Reaktion wie folgt ab: Azithromycin wurde in einen Dreihalskolben
eingewogen und im angegebenen Ldsemittel geldst. Der Ansatz wurde auf die
angegebene Temperatur erhitzt und Uber einen Tropftrichter langsam, Uber ca. 1 h,
eine 1:1 Mischung aus einem Uberschuss (ca. 30 Aquivalente) Glycidol und dem
verwendeten Losemittel zugetropft. Danach wurde flir ca. 30 min in der Hitze
weitergeriihrt und der Ansatz auf die angegebene Art aufgearbeitet.

Tabelle 3.1 zeigt eine Auflistung an erprobten Ansatzen und deren Unterschiede.
Nicht gelistet sind Synthesen, bei denen vor dem Kristallisationsschritt oder der
Sdulenchromatographie mehrere Ansdtze vereint wurden, oder bei denen die
Mutterlauge von vorigen Versuchen zur Kristallisation verwendet wurde (da dann
aufgrund der unbekannten Produktmenge in der Mutterlauge keine Ausbeute mehr
angegeben werden kann). Ebenfalls nicht gezeigt sind Ansdtze mit Einsatz geringerer
Aquivalentmengen an Glycidol — diese wurden bereits vor dieser Arbeit getestet und
fuhrten stets zu niedrigeren Ausbeuten.
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Tabelle 3.1: Unterschiedliche Ansétze fiir die Synthese von 58.

Losemittel Volumen [mli Temperatur [° C] Aufarbeitung? Sonstige Ausbeute
pro g Variation [Y%]
Azithromycin]
iPrOH 5 90 F, SC, U Glycidol 5
komplett
zugefiigt statt
tropfenweise
iPrOH 5 90 F, SC, U / 20
iPrOH 7 90 F, SC, U / 26
iPrOH 10 85 F, U / 20
iPrOH 7 70 F,U ON 21
iPrOH 7 90 F, U ON 21
iPrOH 7 90 F, E, U / 13
Toluol 7 100 F, U Nicht verworfen
kristallisierbar
Toluol 10 Reflux AU ON 18
iBUOH 7 80 E, SC / 31
iBUOH 7 70 F,U / 15
iBUOH 7 75 F, U / 21
iBUOH 7 75 F,U / 20
iBUOH 7 75 F, U Verkiirzte 24
Reaktionsdauer
(1 h inkl.
Zutropfen)
iBUOH 7 75 F,U 1 Woche in H,0 24
gefallt
iBUOH 7 75 F, U / 32
iBUOH 7 85 F, U Kleinerer Ansatz 22
(ca.7g
Azithromycin)
iBUOH 7 90 F, U / 23
iBuOH 2,3 90 F,U / 5
iBUOH 10 90 F, U / 28
iBUOH 7 115 F, U Brauner, zaher Verworfen,

Schlamm, nicht | Aufreinigung
kristallisierbar | problematisch

DMF 7 130 / Schwarzfarbung, Verworfen
kein Produkt

eF = Aufkonzentration des Losemittels, dann Fallung in H-O lber Nacht und anschlieBende Filtration, SC =
Séulenchromatographie; U = Umkristallisation; ON = nach Glycidol-Zugabe iiber Nacht bei Raumtemperatur
geriihrt; A = org. Phase durch Ausschtitteln mit NaHCO3-Ldsung aufgereinigt, dann einrotiert; £ = mit H.Q/Ether
ausgeschiittelt
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Die Ausbeuten konnten trotz vielfaltigen Optimierungsansatzen nur auf etwa 30 %
gesteigert werden, was aber aufgrund der groBen Ansatze ausreichend fiir die
weiterfihrenden Synthesen war. Generell zeigte es sich als vorteilhaft, das Glycidol
Uber den Verlauf einer Stunde langsam zuzutropfen, bei sofortiger Zugabe der
gesamten Menge war die Ausbeute deutlich geringer. Die Reaktionsdauer nach
Beendigung des Zutropfens scheint weniger entscheidend zu sein, sowohl eine kurze
Dauer von ca. 15 min als auch das Rihren iber Nacht (bei langsamer Annahme von
Raumtemperatur) fihrten zu ahnlichen Ausbeuten.

Betreffend der Aufarbeitung wurde mit einer wassrig-organischen Extraktion mit
Diethylether und anschlieBender Saulenchromatographie ein gutes Ergebnis erzielt,
das jedoch unter ahnlichen Bedingungen durch Fallung in Wasser und anschlieBendes
Umkristallisieren des Niederschlags in Methanol ebenfalls erzielt wurde. Fir die
Mehrheit der Versuche wurde demzufolge letztere, weniger aufwandige Methode der
Aufreinigung verwendet. Zur Fallung des Rohprodukts wurde Ublicherweise tber Nacht
in Wasser geriihrt, eine Verlangerung dieser Dauer auf eine Woche hatte keinen
zusatzlichen Nutzen.

Als Losemittel waren sowohl Isopropanol als auch Isobutanol gut geeignet. Die
Reaktionen mit Toluol fihrten zu geringeren Ausbeuten bzw. zahen, schlecht
aufzuarbeitenden Reaktionsansatzen. Als ungeeignet erwies sich ebenfalls — anders als
in der Patentvorschrift — DMF, das zur Bildung schwarzer Nebenprodukte flihrte und
mitunter exotherm reagierte. Ohnehin wdre es aber aufgrund seines hohen
Siedepunktes weniger praktisch flir die gangige Aufarbeitungsmethode gewesen, bei
der vor dem Fallungsschritt zunachst der GroBteil des organischen Losemittels im
Vakuum entfernt wird. In der Hoffnung auf ein geringeres Potential fiir unerwiinschte
Nebenreaktionen wurde filir die meisten Synthesen dem sterisch etwas
anspruchsvolleren Isobutanol der Vorzug lber Isopropanol gegeben. Das Volumen an
Lésemittel durfte zudem nicht zu gering ausfallen, zu stark konzentrierte Losungen
fuhrten ebenfalls zu geringeren Ausbeuten.

Die Reaktionstemperatur sollte im Bereich von 70 bis 90 °C liegen. Schon bei diesen
Temperaturen wurde in gewissem AusmaB die Bildung eines zahen, schlammigen
Nebenprodukts beobachtet, welches die Aufarbeitung mitunter erheblich storte. Dieser
Prozess gewann bei noch héheren Temperaturen zunehmend an Bedeutung und sollte
vermieden werden. Denkbar ist, dass sich unter diesen Bedingungen Polymere aus
dem im Uberschuss eingesetzten Glycidol bilden.
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Azithromycin 58

Schema 3.7: Synthese von 58 aus Azithromycin. Dargestellt ist die am héufigsten verwendete Methode mit
racemischem Glycidol in Isobutanol bei méaBiger Hitze.

Die in Schema 3.7 dargestellte Struktur wurde zunachst durch die Aufnahme von 2D
NMR-Spektren (Anhang, 7.2.1) analysiert. Zusatzlich wurden durch mehrfache
aufeinanderfolgende Umkristallisationsschritte ausreichend groBe und reine Kristalle
gezlichtet, um diese rodntgenkristallographisch untersuchen zu lassen. Wie in
Abbildung 3.5 ersichtlich, konnten die Epoxidierung an der 2'- und 3'-Position sowie
die dortige Stereochemie bestatigt werden.

Abbildung 3.5. Struktur von 58 und einem cokristallisierten Molekil Methanol (mittig) anhand der durch
Réntgenkristallographie erhaltenen Daten. Unten gut sichtbar ist das synthetisch verdnderte Desosamin, das nun
an Position 2' und 3' ein RR-Epoxid aufweist. Die kristallographischen Daten sind (ber
www.ccdc.cam.ac.uk/data request/cif abrufbar (Hinterlegungsnummer 2121076).
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3.3.2 Nukleophiler Angriff am 2'-/3'-Epoxid

OH

RN a-c

o E/j) —
0

OH
58

Schema 3.8: Synthese 2'-substituierter Azithromycin-Derivate aus 58. (a) N, N'-dimethylethylendiamin, 60 °C (66
%); (b) N,N-dimethyl-1,3-diaminopropan, 105 °C (46 %); (c) N,N'-dimethyl-1,3-diaminobutan, iPrOH, 95 °C (10
%)

59a/59b/59¢c 59d/ 59e
n=2 3 4 2 4

Das in der vorigen Reaktion erhaltene Epoxid 58 wurde im nachsten Schritt wieder mit
verschiedenen Nukleophilen gedffnet. Auf diese Art sind nicht nur Makrolid-basierte
Konjugate synthetisch zuganglich, sondern auch z.B. nicht-antibiotische, aber noch
immer immunomodulatorisch wirksame Azithromycin-Derivate oder Tragerstoffe flr
kurzkettige Fettsduren.?0%7

Die Offnung des Epoxids wurde mit sekundédren Aminen verschiedener Kettenlingen
durchgefiihrt; es wurden dabei methylierte Amine verwendet, da langere N-
Substituenten fir unerwiinschte sterische Hinderung und erhdhte Lipophilie des
Produkts gesorgt hatten. Die Reaktion erfolgt im Sinne einer SN» Reaktion unter
Umkehr der Stereochemie an 2' bzw. 3' Position des Desosamin-Zuckers. In
Abhangigkeit der GroBe des angreifenden Nukleophils fallen die beiden mdglichen
Produkte in unterschiedlichen Verhaltnissen an: Der Angriff an der 2' Position ist aus
sterischen Grinden nur flr kleinere Nukleophile glinstig. Diese ist dafir
vergleichsweise reaktiver als die 3'-Position gegentiber nukleophilen Angriffen.

Es wurden Linker verschiedener Kettenlange zwischen Makrolid und JAK-Warhead
eingefihrt. Die verwendeten Diamine wurden — je nach deren Preis — entweder direkt
als Losemittel, oder in geringem Uberschuss in iPrOH verwendet.

Zunachst wurde die Reaktion mit N,N'-dimethylethylendiamin Uber Nacht
durchgefiihrt; dieses war glinstig genug, um gleichzeitig als Lésemittel und Base
verwendet zu werden, und reagierte bereits bei 60 °C. Bei der Reaktion entstanden
sowohl das an Position 2' als auch das an Position 3' N-substituierte Produkt, ersteres
dabei in ca. 4-fach gr6Berer Menge. Die beiden Produkte waren gut
saulenchromatographisch voneinander trennbar und wurden — da sie leider nicht
kristallisierbar waren — durch 2D NMR identifiziert (2D Spektren sind im Anhang,
7.2.1 zu finden). Es wurde hauptsachlich mit dem an 2' Position gedffneten 59a
weitergearbeitet, da dieses dem Azithromycin weniger ahnlich ist und, wie bereits in
der Einleitung erwahnt, nicht mehr antibiotisch wirksam sein diirfte. Das 3'-Aquivalent
59d wurde spater ebenfalls weiter zu einer fertigen Testsubstanz umgesetzt, um die
Auswirkungen beider Offnungsmuster auf Hemmaktivitit und PK zu erméglichen.
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Das homo-Analogon, N,N'-Dimethyl-1,3-diaminopropan, wurde in einer ahnlichen
Reaktion ebenfalls im Uberschuss eingesetzt, allerdings war hier eine hdhere
Reaktionstemperatur von ca. 105 °C nétig. Es wurden ebenfalls zwei Produkte erhalten
und das 2'-Produkt zur weiterflihrenden Synthese isoliert. Der Polaritatsunterschied
der beiden Isomere war hierbei allerdings deutlich geringer, was die Trennung
erschwerte und fir niedrigere Ausbeuten sorgte.

Die Synthese mit N,N'-Dimethyl-1,4-diaminobutan wurde ebenfalls in PrOH unter
Refluxbedingungen durchgefiihrt. Bei der Reaktion kam es zur Bildung substantieller
Mengen eines Nebenproduktes, dessen Masse einem Konjugat aus zwei Molekilen des
Epoxids 58 und einem Molekiil des Diamins entspricht. Eine dhnliche Nebenreaktion
fand bei den vorigen, kiirzerkettigen Analoga vermutlich aufgrund starkerer sterischer
Hinderung nicht statt. Wie zuvor bei der Synthese von 59a konnten sowohl das 2'-
(59¢) als auch das 3'-Offnungsprodukt (59e) isoliert und iiber 2D-NMR identifiziert
werden. Das sterisch weniger anspruchsvolle 3'-substituierte Produkt entstand in
groBerer Menge als das 2' Produkt, ihre Verhaltnisse betrugen ca. 2,5:1.

3.3.3 Amidbildung mit Cyanessigsaure zu Cyanacetamiden

59a/59b / 59c 60a / 60b / 60c
n=2 3 4 n=2 3 4

Schema 3.9: HATU-vermittelte Amidbildung des zuvor erhaltenen Amins mit Cyanessigsdure unter basischen
Bedingungen. (a) Cyanessigsaure, HATU, Et:N, THF, rt (64-90 %)

In einer Folgereaktion wurden die 2' substituierten Azithromycin-Derivate mit
Cyanessigsaure zu den flir die Knoevenagel-Reaktion mit den JAK3-Warheads
benétigten Cyanacetamiden umgesetzt. Zundchst wurde Cyanessigsaure unter
basischen Bedingungen mit HATU aktiviert und dann mit dem entsprechenden
sekundaren Amin zur Reaktion gebracht. Dieser Schritt wurde (blicherweise bei
Raumtemperatur Uber Nacht ausgefihrt. Bei der unter milden Bedingungen
ablaufenden Reaktion sollte mdglichst wasserfrei gearbeitet werden, weswegen
trockene Lésemittel verwendet wurden. Ublicherweise wird fiir HATU-vermittelte
Amidkupplungen DMF als Lésemittel eingesetzt, in diesem Falle wurde aber auf THF
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zurickgegriffen. Zwar wurde hierdurch teilweise in Suspension gearbeitet, aber daftir
eine einfache Aufarbeitung ermdglicht und gute Ausbeuten erzielt.

Die im vorigen Schritt erhaltenen, 3'-substituierten Nebenprodukte 59d und 59e
wurden ebenfalls mit Cyanessigsaure umgesetzt (60d und 60e, sieche 6.5). Im
Gegensatz zu den 2'-Analoga gerieten die Reaktionen aus unbekannten Grinden oft
ins Stocken bzw. liefen auch unter Zugabe mehrerer Aquivalente der aktivierten Siure
nicht vollstandig ab. Dementsprechend niedrig waren die Ausbeuten. Die Produkte
konnten dennoch erfolgreich im nachsten Schritt mit dem JAK-Warhead 7a konjugiert
werden, sodass der Vergleich der 2'-substituierten Inhibitoren 13 und 44 mit den
jeweiligen 3'-Analoga 47 und 46 ermdglicht wurde.

3.3.4 Darstellung des Knoevenagel-Partners 63:

WOH
a
e

59a

| (6]

N CN

TN J
o |

WOH

63

Schema 3.10: Darstellung des Makrolid-Derivats 63 als Edukt fiir die Knoevenagel-Reaktion mit 7a oder 7h. (a)
Z-Sar-OH, HATU, EtsN, THF, rt (73 %), (b) H2, Pd-C, EtOAc, rt (49 %); (c) Cyanessigséure, HATU, EtsN, THF, rt
(80 %).

Die Synthese des Uber ein weiteres Amid mit dem Cyanacetamid verknlpften Carriers
63 erfolgte ausgehend von 59a und ist in Schema 3.10 dargestellt: Zunachst wurde
am Stickstoff geschiitztes Sarkosin nach Aktivierung mit HATU an das sekundare Amin
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von 59a gekoppelt; die Reaktionsbedingungen waren analog zu den oben bereits
erwahnten und fihrten zu ausreichenden Ausbeuten. Die zur Schitzung von Aminen
verwendete Z-Schutzgruppe wird bevorzugt hydrogenolytisch oder unter Einsatz von
Bromwasserstoffsaure und Essigsaure entschitzt. In diesem Falle wurde mit
Wasserstoff und Pd-C als Katalysator analog zum bereits in Kapitel 3.1 beschriebenen
Hydrierungsschritt gearbeitet. Die Verwendung von Palladium ist hier von Bedeutung:
Zunachst wurde die Reaktion mit Platin getestet, welches sich zur Entschiitzung der Z-
Gruppe als ungeeignet herausstellte und zu keiner Umsetzung flihrte. Die Ausbeute
fiel aber auch unter Einsatz von Palladium auf Aktivkohle mit 49 % unerwartet schlecht
fur eine katalytische Hydrierung aus. Ein potentieller Grund hierfir kénnten Probleme
bei der Aufarbeitung, z.B. Riickstande auf dem Celite-Pad (beim Filtrationsschritt) oder
Adsorption an die Kohle sein, jedoch wurden diese griindlich mit EtOAc nachgespililt.
Nebenprodukte oder andere entstandene Verunreinigungen wurden nicht detektiert.
Nach erfolgreicher Entschiitzung erfolgte dann erneut die HATU-vermittelte Bildung
eines Amids aus 62 und Cyanessigsaure unter den bereits etablierten Bedingungen.

3.3.5 Weitere Syntheseansatze fiir Makrolid-Spacer:

(o}
~ )‘K/IL\/\/ILH

N
L
OH 5
" N c,dodere
“o
(0]
AN

=
“0 o
9!
T °

OH
65

Nebenreaktion:
Cyclisierung?

Schema 3.11: Versuchte Synthese eines  N-methyl-2-(methyl(3-(methylamino)propyl)amino-N-3-
(methylamino)propyl)acetamid-Linkers zwischen Desosamin und Cyanacetamid. (a) Chloressigsaurechlorid, EtsN,
DCM, 0 °C zu rt (73 %), (b) N,N*-dimethyl-1,3-diaminopropan, THF, rt (52 %); (c) Cyanessigsaure, HATU, EtsN,
THF, rt (keine Umsetzung), (d) Ethylcyanoacetat, Et:N, THF, 50 °C (keine Umsetzung), (e€) Cyanessigsaure, HATU,
EtsN, MeCN, 50 °C (keine Umsetzung); (f) 2-cyano-N-methyl-N-(3-(methylamino)propyl)acetamid, K-COs oder
DIPEA, MeCN, rt (keine Umsetzung).

Um einen noch langeren Spacer zwischen Makrolid und JAK3-Warhead zu generieren,
wurde die in Schema 3.11 aufgezeigte Synthese unternommen.

Zunachst wurde das sekunddre Amin 59b (s.0.) mit Chloressigsaurechlorid zur
Reaktion gebracht, um das 2-chloracylierte 64 zu erhalten. Problematisch bei der
Synthese von 64 mit Chloressigsaurechlorid war, dass die Reaktion ab einem gewissen
Zeitpunkt ins Stocken geriet und keine weitere Umsetzung mehr detektierbar war. Eine
erneute Zugabe von Chloressigsaurechlorid flihrte zwar zu weiterer Umsetzung des
Edukts, jedoch wurden bei den Reaktionskontrollen per MS auch m/z Verhaltnisse
detektiert, die auf ein doppelt chloracyliertes Produkt hindeuten. Die Reaktion wurde
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deswegen vorzeitig abgebrochen und noch nicht umgesetztes Edukt nach erfolgreicher
Flash-Chromatographie zurlickgewonnen. Ungiinstig am erhaltenen Produkt war
dessen Instabilitat: Vor allem im Zuge der nachfolgenden Reaktionen wurde die
fortschreitende Umsetzung zu einem Nebenprodukt beobachtet, dessen m/z und hohe
Polaritat vermutlich einer Cyclisierung unter Abspaltung von Chlorid (Verlust des
Isotopenmusters) entsprachen. Besagtes Nebenprodukt wurde aber nicht isoliert oder
naher charakterisiert.

Das erhaltene Chloracetamid 64 wurde anschlieBend mit einem Uberschuss N,N'-
dimethyl-1,3-diaminopropan versetzt und in wenig THF bei Raumtemperatur zu 65
umgesetzt. Die Ausbeute fiel hierbei — vermutlich aufgrund der erwahnten
Nebenreaktion — mit 52 % eher gering aus. Aufgrund der nur geringen Unterschiede
in den Retentionszeiten der vorliegenden Stoffe gelang auch keine ausreichend gute
Aufreinigung, um die Struktur per NMR zu bestatigen. Dennoch wurde versucht, das
Rohprodukt im Folgeschritt zu 66 umzusetzen.

Nachdem die Bildung von Amid-Derivaten der Makrolide mit Cyanessigsaure und HATU
bisher gute Erfolge und Ausbeuten gezeigt hatte, wurde auch fiir den letzten
Syntheseschritt zu 66 zu dieser Methode gegriffen. Es wurde aber unter diesen
Bedingungen keine Umsetzung zum gewiinschten Produkt festgestellt. Ein Wechsel
des Losemittels zu Acetonitril und Zufiihren von Warme (50 °C) fiihrten ebenfalls nur
zu sehr schwacher Umsetzung. Letztlich wurde versucht, auf die Aktivierung der als
gelegentlich problematisch bekannten Cyanessigsaure zu verzichten und stattdessen
deren Ethylester zu verwenden. Auch hier wurde - selbst nach einer Woche
Reaktionszeit unter Warmezufuhr — keine Uber Spuren hinausgehende Menge an
Produkt detektiert.

Auch die direkte Umsetzung von 64 mit 2-Cyano-N-methyl-N-(3-
(methylamino)propyl)acetamid fiihrte nicht zum gewilnschten Ziel: In drei
verschiedenen Probeansatzen (Variation der Base von DIPEA zu K>COs bzw. Einsatz
verschiedener Edukt-Batches) wurde vor allem das bereits erwahnte Nebenprodukt
von 64 detektiert und allenfalls schwache Signale von zum Produkt passenden Massen.

Weitere Versuche zur Synthese von 66 waren nicht mehr innerhalb des Rahmens
dieser Arbeit mdglich. Eine Option ware jedoch z.B. die Synthese eines N-(3-(2-cyano-
N-methylacetamido)propyl)-sarkosin Bausteines (bzw. eines Esters hiervon, Schema
3.12), der direkt mit 59b verknupft wird.
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Schema 3.12: Vorschlag zur direkten Synthese von 66 aus 59b unter Einsatz von N-(3-(2-cyano-N-
methylacetamido)propyl)-sarkosin bzw. dessen Ester.

3.4 Synthese neuer Cycloalkylamine zur Einfithrung metabolisch
stabiler Seitenketten

Nachdem durch Pharmakokinetikstudien erfolgreich gezeigt wurde, dass die
Modifikation der Cyclohexyl-Seitenkette (z.B. durch Austausch durch einen Aromaten
oder Einsatz gespannter Ringsysteme wie Cyclopropyl) zu einer verlangerten in vivo
Plasmahalbwertszeit und Stabilitat flihrt (Kapitel 4.1), wurden weitere Seitenketten in
Erwagung gezogen. Problematisch an den Testverbindungen mit Phenyl-Seitenkette
(30-33) als auch jenen mit Cyclopropyl-Seitenkette (29) war der Verlust an Aktivitat
im enzymatischen JAK3-Assay um ca. eine Zehnerpotenz. Grund fliir den Wirkverlust
kénnte im Falle der ersteren Stoffklasse eine verminderte Flexibilitat sein, die das
Adressieren der JAK-Selektivitatstasche erschwert. Im Falle von 29 wiederum ist zu
erwarten, dass das kleinere Ringsystem die Bindetasche nur unzureichend ausfillt und
weniger aktivitatssteigernde Wechselwirkungen vorliegen. Der gleiche Effekt wurde
bereits bei den von Michael Forster synthetisierten Verbindungen beobachtet, wo der
Austausch der Cyclohexylgruppe durch einen Methlyrest zu einem ca. 40-fachen
Aktivitdtsverlust fiihrte.”?

Die Stabilitats-Steigerung durch Einfiihrung der erwdhnten Gruppen ist wahrscheinlich
darauf zurlckzufiihren, dass zur Desalkylierung des Ringsystems zundchst das an dem
zum Imidazol verknipfenden Kohlenstoff befindliche Proton abstrahiert werden muss.
Durch Austausch mit einem sp2-Kohlenstoff (ohne Proton, 30-33) bzw. durch ein stark
gespanntes Ringsystem (29) kann so die Desalkylierung der Seitenkette verhindert
bzw. stark erschwert werden.*®

Zwei Ansatze wurden zur Synthese von Seitenketten verfolgt, die eine gute
Adressierung der JAK-Selektivitatstasche und metabolische Stabilitat vereinen sollten:
Zum einen sollte ein Uberbrickter gesattigter Ring, Bicyclo[3.1.0]hexan eingefiihrt
werden, dessen ,vulnerables® Proton sich in einem System mit hoher Ringspannung
aufhalten sollte. Zum anderen war vorgesehen, das an dieser Stelle befindliche Proton
durch eine Methylgruppe zu ersetzen (und im Gegensatz zum Einsatz eines Aromaten
die Flexibilitat des Ringsystems zu erhalten).
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3.4.1 Synthese von Bicyclo[3.1.0]hexan-6-amin (70)

\ R

0
~_©0 2.® a b ? c Q d
j(\NgN — 2 g — b —° — % HN
o) /

cis/trans HO¢isitrans HaN

cis/trans cis/trans
Ethyldiazoacetat 67 68 ‘ 69 70

e

Schema 3.13: Synthese von 70. (a) Cyclopenten, Rhodium(Il)acetat (kat.), DCM, rt; (b) KOH, EtOH, reflux (91
%), (c) CDI, konz. NH3, DMF, 0 °C 2 rt (35 %), (d) NaOH, NaClO, H.O, 0 °C 2> rt 2 60 °C (31 %); (e) 1.
Chlorameisensduremethylester, NaNs, Et:N, H>O/Aceton, 0 °C; 2: Toluol, 100 °C; 3: HCI, rt (47 %), () NH3, MeOH,
A (keine Umsetzung).

Die Synthese von 70 (Schema 3.13) ausgehend von Ethyldiazoacetat ist Uber
mehrere Schritte mdglich: Zunachst wurde der Bicyclus 67 unter Einsatz von
Cyclopenten und katalytischen Mengen von Rhodium(II)acetat unter Schutzgas
dargestellt.?® Bei der Reaktion ist explizit auf eine langsame Zugabe, idealerweise (iber
mehrere Stunden, des reaktiven Ethyldiazoacetats zu achten. Es erwies sich als
gunstig, im Laufe der Reaktion erneut frischen Katalysator zuzugeben, was auch visuell
anhand der Gasentwicklung durch freigesetzten Stickstoff zu beobachten war. Nach
Filtration des Katalysators wurde das Reaktionsgemisch im Kugelrohr unter
reduziertem Druck bei ca. 150 °C destillativ aufgereinigt. Eine hdhere Temperatur ist
nicht zu empfehlen, da ab ca. 210 °C die Zersetzung zu braun-schwarz gefarbten
Abbauprodukten beobachtet wurde. Leider war das Produkt(gemisch) mit den vor Ort
verfligbaren analytischen Methoden (MS, HPLC) nicht identifizierbar, konnte jedoch
indirekt durch die Charakterisierung der spater erhaltenen Stoffe 70 und insbesondere
3h bestatigt werden (s.u., Abbildung 3.8). So wurde dort vor allem das frans-Produkt
isoliert, wahrend das cis-Produkt in deutlich geringeren Mengen (ca. 5-10 %, geschatzt
anhand der ELSD-Peakverhaltnisse bei der flash-chromatographischen Aufreinigung
von 3h bzw. den hierbei erhaltenen Mengen) anfiel.

Im darauffolgenden Schritt wurde der Ester in ethanolischer KOH unter Reflux zur
freien Sdure 68 hydrolysiert.?>100 Da wie schon bei der Vorstufe eine Detektion bzw.
Charakterisierung mit den vorhandenen technischen Mitteln nicht mdglich war, wurde
das nach der extraktiven Aufarbeitung erhaltene Ol direkt zur néchsten Stufe
genommen.

Von 68 ausgehend war das gewtlinschte Amin 70 Uber zwei Wege zuganglich:
Zunachst wurde die Bildung eines Amids mit darauffolgender Hofmann-Umlagerung
getestet. Hierzu wurde die freie Saure unter milden Bedingungen mit CDI aktiviert und
Uber Nacht mit konzentriertem Ammoniak umgesetzt und anschlieBend extraktiv
wassrig-sauer/organisch aufgereinigt. Die Ausbeute fiel mit 35 % leider gering aus,
was z.B. auf nicht optimierte Aufreinigungsmethoden oder mangelnde Reinheit des
Edukts 68 zurlckflihrbar sein kdnnte. Problematisch waren auch Rickstande des
Lésemittels DMF in der organischen Phase, die nur langsam durch Verdampfen im
Vakuum bei > 50 °C entfernt werden konnten.
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Das Amid 69 war zwar im Gegensatz zu den Vorstufen gut per MS detektierbar, ergab
aber dennoch kein Signal in den UV- bzw. ELSD-Detektoren des genutzten HPLC-
Stacks. Eine NMR-Analyse bestdtigte die Struktur und das Vorhandensein leichter
Verunreinigungen. Das erhaltene Produkt konnte in Wasser und wenig Ethanol durch
einige Tage Lagerung bei RT kristallisiert werden. Eine Rontgenanalyse der farblosen
Nadeln ergab, dass die Substituenten vom Dreiring aus betrachtet frans-standig
zueinander waren (Abbildung 3.6). Allerdings kann dadurch noch keine Aussage
darliber getroffen werden, ob dies auf das gesamte erhaltene Produkt(gemisch) zutraf,
da nicht chromatographisch auf die Anwesenheit bzw. Quantitdt des anderen Isomers
gepriift werden konnte und womdglich nur eines kristallisierbar war.

Abbildung 3.6: Rontgenkristallographisch ermittelte Struktur der aus EtOH/Wasser gewonnenen Kristalle von 70.

Eine direkte Ammonolyse von 67 zu 69 mit methanolischem Ammoniak, was einen
Reaktionsschritt eingespart hatte, flihrte leider nicht zum gewiinschten Produkt. Selbst
unter Reaktion im Druckrohr und Hitzezufuhr konnte keine zu 69 passende Masse
detektiert werden.

Die Hofmann-Umlagerung des Amids zu 70 gelang unter Einsatz von
Natriumhypochlorit und schwacher Hitze. Zur Aufreinigung wurde das Rohprodukt
einer Wasserdampfdestillation unterzogen und, durch Beschicken der Vorlage mit HCI-
Lésung, als Hydrochlorid gewonnen. Die Ausbeute lieB mit 31 % zu wiinschen Ubrig,
die Reaktion wurde aber im Weiteren nicht mehr optimiert.

Als glinstiger erwies sich die Curtius-Reaktion von 68 zu 70, da so eine Reaktion
eingespart wurde und sich so auch die Gesamtausbeute verbesserte.l® Zur
Durchfiihrung der Reaktion wurde die Saure durch Chlorameisensdauremethylester zum
gemischten Anhydrid aktiviert und anschlieBend mit Natriumazid zum Carbonsaureazid
umgesetzt. Dieses Intermediat wurde in Toluol extrahiert, gereinigt und wieder
aufkonzentriert. Durch langsame Zugabe zu einem auf ca. 100 °C erhitzten Kolben
wurde die Umlagerungsreaktion gestartet. Danach wurde das entstandene Isocyanat
mit konzentrierter HClI zum gewilinschten Amin umgesetzt und gleichzeitig als
Hydrochlorid gefallt. Nach einem weiteren Extraktionsschritt mit n-Pentan und 10
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%iger Kalilauge wurde das Rohprodukt im Kugelrohr destilliert. Die wiederholten,
aufwandigen Extraktionsschritte und die Destillation gingen zu Lasten der Ausbeute,
die knapp unter 50 % ausfiel.

Bei den Synthesewegen zu 70 wurden wie bereits erwahnt Isomerengemische
erhalten; eine Aufreinigung auf dieser Stufe ware deutlich aufwendiger gewesen als
nach der SNa-Reaktion mit dem 7-Azaindol-Grundgerist. Das cis/trans-Gemisch wurde
also analog zu den bisher eingesetzten Aminen mit 2 zur Reaktion gebracht und die
dort nach dem Fallungsschritt erhaltenen Produkte isoliert.

Die Auswertung der NMR-Spektren der zwei isolierten Produkte fiihrte zu keinem
klaren Ergebnis bezliglich der Stereochemie an der eingefiihrten Seitenkette: Die
gemessenen 3JuH-Kopplungskonstanten der relevanten Protonen passten — unter
Betrachtung der Karplus-Beziehung — weder zu den erwarteten Winkeln der c¢is-, noch
denen der frans-Konfiguration.

Zur eindeutigen Aufklarung der Struktur von 3h wurden deshalb Kristalle des
Hauptprodukts in Chloroform/Methanol gezlichtet, um diese per
Rontgenkristallographie zu analysieren.

Abbildung 3.7: Struktur von 3h, ermittelt anhand von réntgenkristallographischen Aufnahmen. Der
cyclopentylische Teil der Seitenkette und die zum Azaindol verbindende Aminogruppe sindtrans-standig zueinander.
Die kristallographischen Daten sind (ber www.ccdc.cam.ac.uk/data request/cif abrufbar (Hinterlegungsnummer
2192391).

Wie Abbildung 3.7 zeigt, liegt die Seitenkette trans-konfiguriert vor. Dies war
insofern wiinschenswert, dass von dieser Konfiguration ein besserer Fit flir die JAK-
Selektivitatstasche erwartet wurde.
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3.4.2 Synthese von 1-Methyl-cyclohexylamin und Folgereaktionen

Als alternative ,metabolisch optimierte® Seitenkette wurde ein an Position 1
methylierter Cyclohexylrest angedacht. Wie schon bei den mit Phenylresten
substituierten Inhibitoren war das Ziel die Einflihrung einer Seitenkette ohne das
metabolisch angreifbare Proton. Zu diesem Zwecke musste zunachst das zu
verwendende 1-methyl-cyclohexylamin 71 synthetisiert werden (Schema
3_14):101,102

O,N R N
X \ X \ d X \
Ty —— 1 —X= [
N~ N NT N NT N
2 Ts Ts 74 Ts

72: R = N02
73: R = NH, e

Schema 3.14: Synthese von 71 und Folgereaktionen. (a) NCls, AlCl;, DCM, -5 — 5 °C; dann aq. HC, 0 °C 2> rt (42
%); (b) 72, Et:N, iPrOH, reflux (81 %), (c) Hs, Pt-C EtOAc (96 %), (d) 5-hydroxymethylfurfural, KHSOs, DMF,
H>0, rt (keine Umsetzung).

Das fir die Reaktion bendétigte hochreaktive Trichloramin wurde /n situ aus
Ammoniumchlorid und Calciumhypochlorit in salzsaurer Lésung generiert. Uber ein
Trockeneis-Aceton-Bad wurde dabei eine Innentemperatur von 0-10 °C eingehalten.
Das entstandene NCls wurde als Teil der organischen Phase abgetrennt und war in
dieser Form gut handhabbar. Die gewonnene Lésung in DCM wurde dann in einem
Folgeschritt langsam zu einer auf ca. 0 °C gekihlten Suspension aus Methylcyclohexan
und dem Katalysator AICl3 gegeben. Reaktionskontrollen per MS ergaben hierbei schon
erste Produktpeaks, vermutlich aufgrund intermediar entstandener HCI (s.u.). Durch
GieBen auf eisgekihlte konzentrierte HCI erfolgte dann die vollstandige Umsetzung
zum Produkt.

Als Reaktionsmechanismus diskutiert wird die Entstehung eines Chloronium-Ions durch
Interaktion des verwendeten Trichloramins mit dem Katalysator. Das Cl*-Ion
abstrahiert ein Hydridion vom tertidren Kohlenstoff des Methylcyclohexans. Das daraus
resultierende Carbokation wird dann nukleophil durch NCl>~ angegriffen. Zuletzt folgt
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die rasche Umsetzung zum primaren Amin mithilfe von (zusatzlich zugegebener sowie
bereits gebildeter) HCI.102

Problematisch bei der extraktiven Aufarbeitung war zunachst die Schwarzfarbung
beider Phasen, deren Phasengrenze aber durch starke Beleuchtung identifizierbar war.
Das in der organischen Phase befindliche Produkt wurde durch saure und
darauffolgende basische Extraktion gereinigt, vorsichtig aufkonzentriert und zuletzt
unter reduziertem Druck in eine eisgekiihlte Vorlage destilliert.

Die MS-Analyse des Produkts zeigte geringfligige Verunreinigungen mit einer im
Vergleich zum Produkt um zwei Protonen leichteren Masse, was auf eine ungesattigte
Verbindung hindeuten kénnte. Auch in der Literatur werden Cycloalkene als potentielle
Nebenprodukte aufgefiihrt.19? Dies wurde in Kauf genommen, da die Unsattigung
erwartenswerterweise bei der spater folgenden katalytischen Hydrierung reduziert
werden durfte.

Die SNar-Reaktion des Amins mit 2 verlief problemlos unter den gewohnten
Bedingungen. Auch hier wurden geringfligige Mengen eines Nebenprodukts detektiert,
dessen Masse auf eine Unsattigung hindeutete. Bei der darauffolgenden
Hydrierungsreaktion zu 73 wurde keinerlei solches Nebenprodukt mehr detektiert, was
den Verdacht erhartete.

Die Ringschlussreaktion mit 5-Hydroxymethylfurfural fihrte nicht zum erwarteten
Produkt 74: Im Zuge der Reaktion entstand ein Stoff, dessen detektierte Masse der
des Zielprodukts +16 entsprach, das Zielprodukt selbst wurde jedoch nicht gebildet.
Auch eine Reaktion unter erhdhter Temperatur sorgte nicht flir die erwiinschte
Umsetzung. Denkbar ist, dass es sich bei dem angefallenen Stoff um ein Intermediat
handelte, das aufgrund der sterischen Hinderung durch die zusatzliche Methylgruppe
nicht weiter zum Imidazol umgesetzt werden konnte.

Die Substanz mit der Masse 522 u wurde durch Flash-Chromatographie isoliert, eluierte
aber gemeinsam mit einer Verunreinigung mit fast identischer Retentionszeit. Eine
Charakterisierung des Stoffes Uber NMR war deshalb nicht bzw. nur mit
unverhaltnismaBig hohem Aufreinigungs-Aufwand moglich. Ohnehin waren inzwischen
deutliche Fortschritte bei anderen Ansatzen des Projekts gemacht worden, weswegen
die Entwicklung der 1-Methyl-cyclohexylamin-Reihe vorerst eingestellt wurde.

3.5 Synthese von FITC-Dextran (75)

Im Zuge der IBD-Studien (Kapitel 4.3.5) wurde den Tieren jeweils 2 h vor deren
Euthanasie eine Mischung aus Lactulose, Mannitol und FITC-Dextran (mit dem
Thiocyanat des  Fluoreszenzfarbstoffes  Fluorescein  beladenes  Dextran,
durchschnittliches MW von ca. 6.000) in Wasser oral verabreicht. Es handelt sich um
eine gangige Methode zur Bestimmung der Darmpermeabilitdit. Geschadigtes
Darmgewebe ist durchldssiger flir Dextrane dieser GroBe als gesundes, wodurch
fluorimetrisch erfassbare Mengen des FITC-Konjugats ins Blut gelangen. Bestimmt
wurde die Konzentration im Rahmen dieser Arbeit aus Herzserum. Das
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Absorptionsmaximum des Fluorophors liegt bei 490 nm, wahrend das

Emissionsmaximum bei 520 nm liegt.
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Schema 3.15: Synthese von 75. (a) Dextran (durchschnittliches MW ca. 6.000), Dibutylzinndilaurat, DMSO,
Pyridin, 95 °C (91 %).

Das fir die Tierstudien verwendete 75 wurde selbst synthetisiert (Schema 3.15).103

Die Synthese ist schnell durchfiihrbar. Dextran und FITC werden lediglich fiir ca. 2 h
in DMSO mit katalytischen Mengen an Dibutylzinndilaurat und Pyridin in der Hitze
gerthrt. Die Aufarbeitung ist simpel, da das FITC-Dextran durch Zugabe eines
Uberschusses an Ethanol ausgefallt und per Filtration gewonnen werden kann. Durch
wiederholtes grindliches Waschen mit weiterem Ethanol kann darin l6sliches,
ungebundenes FITC entfernt werden. Da der exakte Beladungsgrad des erhaltenen
Dextrans mit FITC unbekannt ist, ist eine Batch-spezifische Aufnahme von
Standardkurven bei jeder Studie unerlasslich.

3.6 Synthese des Fluorophor-Konjugats 76

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Aufnahme und Verteilung der (fluoreszenzaktiven)
Testsubstanzen in Immunzellen unter anderem durch Fluoreszenzmikroskopie
untersucht (siehe Kapitel 4.2.5). Die Hypothese war, dass sich die mit Makrolid-
Carriern verknipften Stoffe besonders stark in Immunzellen, insbesondere in sauren
Kompartimenten wie Lysosomen, anreichern wirden (Uber ,acid trapping“). Zur
Erforschung dieses Phanomens war geplant, als Vergleichssubstanz ein definiertes
Fluorophor mit einem der in Kapitel 3.3 beschriebenen Carrier zu konjugieren. Dies
war auch insofern nitzlich zur allgemeinen Charakterisierung der Makrolide, als dass
die JAK-Warheads keine optimierten Fluorophore waren und deswegen mit
vergleichsweise schwachen Intensitaten emittierten. Ein optimiertes, kommerziell
erhaltliches Fluorophor sollte dagegen auch noch in geringen Konzentrationen
detektiert werden kdnnen, z.B. bei der histologischen Untersuchung von /in vivo Proben
(Kapitel 4.3.1).
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An die Wahl des zu verknlipfenden Fluorophors wurden mehrere Anforderungen
gestellt:

a) Das unkonjugierte Fluorophor sollte mdglichst schlecht in intakte Zellen
aufgenommen werden, um einen guten Vergleich zum Konjugat zu schaffen.

b) Sowohl das freie Fluorophor als auch das Konjugat sollten auch in héheren
Konzentrationen untoxisch sein, um /n vivo Studien mit Gewebeentnahme und
histologischer Analyse zu ermdglichen.

c) Das Produkt sollte nicht zu polar und bei physiologischem pH nicht geladen sein,
da dies die Membranpassage erschweren wirde.

d) Absorptions- und Emissionsmaxima sollten in einem Bereich liegen, der den
zeitgleichen Einsatz von Farbstoffen flir Lysosomen und Zellkerne erlaubt (siehe
Kapitel 4.2.5. flr Details zu den Farbstoffen). Idealerweise lage die Emission
also im Detektionsbereich des verwendeten ,GFP" Filters (525 + 50 nm) des
Fluoreszenzmikroskops.

e) Das Fluorophor sollte mit méglichst wenig Schritten und ohne Einfluss auf das
farbgebende System mit dem Makrolid-Carrier kovalent verknipft werden
kdénnen.

Die Wahl fiel auf den kommerziell erhaltlichen Stoff Cumarin 343, der die meisten der
Kriterien gut erflillte. Gewisse Bedenken gab es aufgrund der Einstufung als reizende
und potentiell gesundheitsschadliche Substanz. Sowohl der Farbstoff als auch das
Produkt 76 wurden aber vor Ort einem /n vitro Toxizitats-Assay unterzogen und flr
unproblematisch befunden. Auch /n vivo wurden bei den eingesetzten Dosen keinerlei
toxische Effekte festgestellt.

\OH

76
Amax = 438 nm

Schema 3.15: Synthese des Fluorophors 76. (a) Counarin 343, Et:N, HATU, DCM, rt (50 %).

Als Makrolid-Carrier wurde das bereits unter Kapitel 3.3 beschriebene Azithromycin-
Derivat 59a verwendet. Geplant war die Bildung eines Amids aus der Carboxylgruppe
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des Fluorophors und dem gut zugdnglichen sekundaren Amin des Linkers. Die
Amidbildung zu 76 erfolgte unter ahnlichen Bedingungen wie die Reaktion von 59a
mit Cyanessigsaure Uber HATU-vermittelte Kupplung bei Raumtemperatur (Schema
3.15). Das Produkt wurde durch sauer-basische Aufarbeitung extrahiert, wodurch
nicht umgesetztes Cumarin 343 entfernt wurde, und anschlieBend chromatographisch
aufgereinigt.

Der letzte Syntheseschritt wurde von Simon Strass im Rahmen eines anderen Projektes
durchgefihrt, der Stoff wurde freundlicherweise flir die Fluoreszenzmikroskopie-
Experimente zur Verfligung gestellt und im Laufe dieser Arbeit naher charakterisiert.

Absorptionsspektren von 76 und Cumarin 343 Emissionsspektren von 76 und Cumarin343

21 1500004
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Abbildung 3.8: Absorptions- und Emissionsspektren von 76 und dem nicht-konjugierten Edukt Cumarin 343 bei
Raumtemperatur in PBS (pH 7.4) und 0,5 % DMSO. ¢ = 50 uM. Die Spektren wurden auf verschiedenen Geréten
aufgenommen (siehe Experimenteller Teil). Anregungswellenidngen zur Messung der Emission waren 438 nm (76)
bzw. 428 nm (Cumarin 343), Emissionswellenldngen < 475 nm wurden zur Vermeidung von Spiflover-Effekten nicht
erfasst.

Das Absorptions- und Emissionsverhalten des erhaltenen Konjugats wurde mit dem
freien Edukt verglichen (Abbildung 3.8). Es wurde nur eine geringfligige
Verschiebung des Absorptionsmaximums zu hdéheren Wellenldngen (um ca. 10 nm)
festgestellt. Auch die Emissionsspektren waren nahezu identisch und die Maxima lagen
im fir die geplanten Experimente erwtinschten Bereich.

76 wurde wie auch die anderen Testverbindungen in PK-Studien auf seine Stabilitat
und Verteilung in verschiedene Gewebe getestet. Es zeigte dabei das fir
Makrolidkonjugate typische Muster: Hohe Aufnahme in periphere Organe -
insbesondere in Leber-, Nieren- und Darmgebewebe - sowie eine vglw. lange
Plasmahalbwertszeit (Kapitel 4.2.1). Aus diesem Grund wurden in einer Folgestudie
Gewebeproben aus Mausen entnommen, prapariert und fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. Ziel war es, die gewebespezifische Verteilung des gut detektierbaren
Fluorophors 76 stellvertretend flir die strukturell verwandten Makrolidkonjugate
aufzuzeigen.
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4 Biologische Tests und Ergebnisse

4.1 JAK3-Aktivitat und pharmakokinetische Eigenschaften

Die Stammverbindung FM-381 ist beziglich ihrer Potenz als JAK3-Hemmer schon
ausoptimiert worden und erreicht JAK3 ICso-Werte im einstellig nanomolaren
Bereich.%72 Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag daher in der pharmakokinetischen
Untersuchung und Optimierung der FM-381-Derivate. Sowohl eine Verbesserung der
allgemeinen metabolischen Stabilitét als auch die gezielte Adressierung bestimmter
Zielgewebe standen im Fokus. Unter anderem wurden geeignete Kandidaten fir
Krankheitsmodelle gesucht, die z.B. primar das ZNS oder den GI-Trakt betreffen. Bei
der Synthese der neuen Testverbindungen wurde demnach vor allem Wert auf
pharmakokinetische Eigenschaften, insbesondere /in vivo Stabilitdt und ein ginstiges
Verteilungsmuster, gelegt. Gleichzeitig war selbstverstdandlich eine hohe Potenz
gewinscht, um ausreichende Wirksamkeit gewahrleisten zu kénnen. Die Aktivitat der
Testsubstanzen gegen die JAK3 wurde an der Universitat Tlbingen im Arbeitskreis
Laufer getestet. Das ELISA-basierte, zellfreie Verfahren wurde bereits
veroffentlicht.194105 Als Referenz dienten dabei sowohl das selbst synthetisierte FM-
381 (JAK3 ICsp = 12 £+ 3 nM) als auch Tofacitinib (JAK3 ICsop = 8 £ 1 nM).

Alle der dargestellten Testverbindungen wurden in einem standardisierten Verfahren
(Abbildung 4.1) /n vivo auf ihre pharmakokinetischen Eigenschaften untersucht. Die
aus diesen Standard-Studien resultierenden PK-Profile sind flir jede Testsubstanz im
Anhang (7.1) aufgeflihrt. Als Modellorganismus dienten weibliche Balb/c Mduse im
Alter von ca. 8 Wochen. Erfasst wurden die zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Verabreichung vorliegenden  Plasmakonzentrationen und die terminalen
Konzentrationen in diversen Organen. Anstelle von Plasma ware auch die Analyse von
Vollblut denkbar, was bei Stoffen mit hoher Bindung an Blutzellen zu empfehlen ist.
Wie sich aus Vergleichen der Blut- und Plasmakonzentrationen bei einigen der
durchgefiihrten Studien ergeben hat, liegen diese beim GroBteil der verwendeten
Testverbindungen aber in dhnlichen Verhaltnissen vor (Daten nicht aufgefiihrt).

&

»( Behandlung (i.v. oder p.o.) Entnahme von Blut Entnahme von

Herzblut und Organen
@2, e o ¢ X
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BALB/c, weiblich, ~ 8 Wochen

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des typischen Aufbaus der durchgefiihrten PK-Studien. Méduse wurden
entweder durch Injektion in die Schwanzvene oder durch orale Gavage behandelt. Zu definierten Zeitpunkten nach
der Verabreichung wurde Blut entnommen, mit Gerinnungshemmern versetzt, zentrifugiert und das gewonnene
Plasma analysiert. 8 h nach Behandlung wurden die Tiere euthanasiert und Organe sowie Herzblut zur Analyse der
Stoffkonzentrationen entnommen.
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Jeder Stoff wurde sowohl intravends als auch oral verabreicht, was den Vergleich der
AUCs der Plasmakonzentrationen und damit die Berechnung der oralen
Bioverfiigbarkeit erlaubt. Erfasst wird dabei allerdings nur die scheinbare
Bioverfigbarkeit, da ausschlieBlich die im Plasma detektierten Molekile erfasst
werden, nicht aber die ins Organgewebe aufgenommenen. Die Details zur
Durchfiihrung der Studien und Analyse der Proben sind dem Experimentalteil unter
6.3 zu entnehmen. Erwahnenswert ist an dieser Stelle noch, dass Mause u.a. hdhere
Eliminierungsraten und eine andere Zusammensetzung an CYP-Enzymen als der
Mensch aufweisen, was man bei der Interpretation der Ergebnisse berlicksichtigen
sollte, 106,107

Ergebnisse: Da sowohl die JAK3-Aktivitat als auch die PK-Eigenschaften durch die
Struktur der Substanzen beeinflusst werden, sollen diese im folgenden Abschnitt
gemeinsam diskutiert werden. Zunachst wurden die PK-Eigenschaften der Leitsubstanz
FM-381 untersucht. Dargestellt sind die in Plasma und Organen gemessenen
Konzentrationen der intakten, metabolisch unveranderten Substanz:

Plasmakonzentrationen Organkonzentrationen
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Abbildung 4.2: Konzentrationen (Mittelwert £ SD) von FM-381 in Plasma (links) und Organen (rechts) von
BALB/c Mausen in Abhdngigkeit von der Verabreichungsart (schwarz: I.v. Injektion; blau: orale Gavage). Lv. injiziert
verteilt sich die Substanz vor allem ins Lungengewebe. Nach oraler Gabe fiihrt zu ist der Stoff vor allem im GI-Trakt
vorzufinden. Die Organe wurden 8 h nach der Behandlung entnommen. n = 3.

Die Substanz wird relativ schnell eliminiert, die Plasmahalbwertszeit betragt ungefahr
23 min (berechnet aus 6 verschiedenen PK-Studien, in denen der Stoff als Referenz
i.v. verabreicht wurde). Nach oraler Gabe wurden i. d. R. deutlich niedrigere Spiegel
gemessen, die Spitzenkonzentrationen (meist im Bereich 100-200 nM, bei
Verabreichung von 12 pmol/kg) wurden Ublicherweise 15 bis 30 min nach Behandlung
erreicht. FM-381 hat eine niedrige orale Bioverflgbarkeit (BV) von ca. 10 %
(Durchschnitt aus vier Studien). Zum Vergleich: Im gleichen Mausstamm wird die orale
BV von Tofacitinib in der Literatur als 57 % angegeben.!%® Fir FM-381 wurde in
diesem Falle aber nur die sogenannte scheinbare BV bestimmt, die sich rein aus den
Plasmaspiegeln berechnet; die Anreicherung in Organen wird dabei nicht
miteinbezogen. Dies ist vor allem flr die spater noch beschriebenen Makrolide
relevant, die sich besonders stark in periphere Organe verteilen. Die mittlere
Verweilzeit (MRT) des Stoffes im Kdrper betrug 37 min nach i.v. bzw. 125 min nach
p.o. Behandlung, was jeweils der unteren Halfte der MRTs der dargestellten
Testsubstanzen entspricht.
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8 h nach i.v. Injektion wurden die hdéchsten Wirkstoffspiegel im Lungengewebe
detektiert (ca. 2 uM), wahrend in den anderen Organen nur noch niedrige nanomolare
Konzentrationen vorlagen. Die bevorzugte Verteilung in die Lunge ist vermutlich eine
Folge der Lipophilie des Stoffes und macht ihn potentiell zu einem interessanten
Kandidaten fir die intraventse Behandlung schwerer Lungenleiden, z.B. dem durch
ungunstige COVID-Verlaufe hervorgerufenen Acute Respiratory Distress Syndrom.
Orale Verabreichung flihrte hauptsachlich zur Anreicherung im GI-Trakt bzw. der Galle,
was fir eine primar hepatische bzw. bilidare Ausscheidung des Stoffes spricht.

Von FM-381 ausgehend wurde eine Reihe von Derivaten synthetisiert, die sich
entweder an der die JAK-Selektivitatstasche adressierenden Seitenkette, am Amid-Rest
oder an beiden Gruppen unterschieden. Ziel war es, die Stabilitat und Aufnahme des
Stoffes zu optimieren und Derivate mit bevorzugter Verteilung in bestimmte Zielorgane
zu erhalten. Zur besseren Ubersicht werden die getesteten Substanzen im Folgenden
in verschiedenen Serien zusammengefasst:

Die erste dargestellte Serie (Tabelle 4.1) an Testverbindungen behielt die Cyclohexyl-
Seitenkette der Leitverbindungen und die Anderungen beschrénkten sich auf den
Amidrest. Fur die meisten Vertreter der Serie wurden nur vernachldssigbar geringe
Verluste an JAK3-Aktivitat festgestellt, aber ebenso waren die Auswirkungen auf die
biologische Halbwertszeit und Bioverfiigbarkeit gering. Nur fiir 11 wurde eine erhdhte
Plasmahalbwertszeit festgestellt. Durch die Einfiihrung des basischen tertidgren Amins
kommt es vermutlich zur Anreicherung in sauren Kompartimenten oder der Bindung
an saure Proteine, mit anschlieBendem langsamen Freiwerden des Stoffes. Als
metabolisch duBerst instabil erwies sich 9, dessen Methylester wahrscheinlich rasch
durch Plasma-Esterasen u.d. gespalten wird. Es ist allerdings auch von der
resultierenden freien Saure noch inhibitorische Potenz zu erwarten, da der betroffene
Rest nicht flir die Wechselwirkungen mit der Kinase essentiell ist.
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Tabelle 4.1: PK-Parameter und JAK3-Hemmwerte der Cyclohexan-Serie.

(@)
7
RJ\/O/ Q
CN
/N
N
D8

7

N
N©H
No. R = JAK3 ICso MRT Clearance ti2 BV°
[nM]° [min] [ml/min] [min]? [%]
FM-381 HsC }E 12+1 37 (i.v.) 0,87 23d 10¢
N
CHs 125 (p.0.)
9 o }z 21£2 n.b.” n.b.” n.b.” n.b.”
O CH,
11 | }g 133+ 9 70 (i.v.) 0,89 31 11
N
7NN 80 (p.0.)
|
21 ﬁ }E 20+1 42 (i.v.) 0,75 11 4
N
OJ 185 (p.o.)
24 }E 24 +2 15 (i.v.) 1,28 10 5
N
Q 20 (p.o.)
27 }E 68 + 10 23 (i.v.) 0,98 8 1
N
S\) 74 (p.o.)
28 }‘a 41+ 4 26 (i.v.) 0,59 18 10
N
102 (p.o.
H O/Q (p.0.)
48 5% 4+1 90 (i.v.) 1,35 54 0,3
HO
n.b.?(p.o.)

aMijttelwert + SEM (n = 3). ®Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PK-Studien berechnet.
cScheinbare orale BV. Mittelwert aus sechs Studien. €Mittelwert aus vier Studien. fNicht bestimmbar, da die
Stoffkonzentrationen in Plasmaproben unterhalb der Quantifizierungsgrenzen lagen.
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Die Substanzen dieser Serie waren nach p.o. Verabreichung Uberwiegend in Galle und
Ileum vorzufinden, was wie bei FM-381 eine hauptsachlich hepatisch-biliare Exkretion
nahelegt. Gewisse Konzentrationen mancher Stoffe (v.a. jene mit polaren Resten)
wurden aber auch in Nieren detektiert, eine gemischte Eliminierung der Substanzen
erscheint plausibel. Die héchste MRT nach oraler Behandlung ergab sich flir das
Morpholinamid 21, das auch in spateren LPS-Studien (4.3.2) gute Wirksamkeit zeigte.

Spater wurde das Carbonsaure-Analogon von FM-381, 48, synthetisiert um dessen
potentielles Auftreten als aktiver Metabolit der Substanzklasse zu untersuchen. Die
hohe Potenz von FM-381 konnte dabei beibehalten werden (JAK3 ICsp = 4 £ 1 nM).
48 wies eine unerwartet hohe Plasmahalbwertszeit von ca. 54 min auf. In den i.v.
behandelten Tieren wurden die hoéchsten Konzentrationen in Galle, Leber und Milz
detektiert (Abbildung 4.3).

Plasmakonzentrationen nach 2,4 pmol/kg i.v. Organkonzentrationen
1500 100000+ B 2,4 umol/kg i.v.
10000 I 12 pmol/kg p.o.
— 1000 — 1000
s =
=) =) 100+
o (8]
500 10
14 1

0-1 T T T T *
0 100 200 300 400 500

t [min]

Abbildung 4.3: Konzentrationen (Mittelwert £ SD) von 48 in Plasma (links) und Organen (rechts) von BALB/c
Méusen in Abhédngigkeit von der Verabreichungsart (schwarz: i.v. Injektion; blau: orale Gavage). Die Organe
wurden 8 h nach der Behandlung entnommen. n = 3.

Nach p.o. Verabreichung wurden keine Plasmakonzentrationen innerhalb der
Quantifikationsgrenzen gemessen. Wahrscheinlich kommt es durch die freie
Carbonsaure schon bei der ersten Leberpassage zu einem ausgepragten Phase II
Metabolismus (z.B. durch Glucuronidierung). Die verbliebenen in den Organen
vorgefundenen Stoffmengen lassen aber darauf schlieBen, dass zumindest ein
gewisser Anteil der Substanz oral verfligbar ist.

Die Substanz konnte zudem wie erhofft in PK-Studien als Metabolit anderer Stoffe, z.B.
des Makrolidkonjugats 38 (Tabelle 4.9), vorgefunden werden. Dort wurde es vor
allem in Galle, Leber, Lunge sowie in geringerem MaBe im Plasma detektiert.
Zusammen mit der ausgezeichneten inhibitorischen Potenz und der relativ langen
Plasmahalbwertszeit ergibt sich das Profil eines wirksamen, aktiven Metaboliten. Dies
wirde auch die hohe /n vivo Wirksamkeit der Konjugate erklaren, deren in vitro JAK3-
Aktivitat typischerweise niedriger lag als die ihrer unkonjugierten Analoga. Weitere zu
erwartende Metaboliten der Testverbindungen, z.B. durch teilweise oder komplette
Desalkylierung am Cyanoacrylamid, sind vermutlich ebenfalls aktiv, da es sich wie
bereits erwahnt um einen fir die JAK-Hemmung nicht kritischen Rest handelt. Diese
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wurden aber im Rahmen dieser Arbeit nicht dargestellt, da sie nur von untergeordneter
Prioritat waren.

Die nachste Serie (Tabelle 4.2) verfligte Gber einen Tetrahydropyran-Rest in der
Selektivitatstasche. Durch den Heterocyclus sollte auch die Léslichkeit der Stoffe
gesteigert werden (Kapitel 4.2.8), da diese v.a. bei FM-381 problematisch niedrig
war. Die JAK3-Aktivitat der Serie war im Allgemeinen noch immer recht gut und fiir die
meisten Stoffe mit der ihren dargestellten Cyclohexyl-Analoga vergleichbar.

Tabelle 4.2: PK-Parameter und JAK3-Hemmwerte der Tetrahydropyran-Serie.

(0]
= (0]
RJ\/O/ Q
CN
/N
N
DS,

7

N
No. R= JAK3 ICso MRT Clearance ti2 BV©
[nM]° [min] [ml/min] [min]? [%]
8 HSC\N}% 24+ 1 24 (i.v.) 0,39 18 6
CHs 132 (p.0.)
10 o BN 212 n.b.? n.b.? n.b.7 n.b.7
L.
12 | 51+1 23 (i.v.) 4,29 17 11
/N\/\'T‘}\ 90 (p.0.)
19 N)ﬁ‘ 19 +2 12 (i.v.) 1,17 8 12
@ 65 (p.o.)
20 N}“t 251 14 (i.v.) 1,43 10 10
/,\Q 72 (p.o.)
23 }k 25+ 6 11 (i.v.) 3,48 10 4
O\l 35 (p.o.)
25 \ /’E 66 + 4 14 (i.v.) 0,23 6 0

S\) 19 (p.o.)

aMittelwert + SEM (n = 3). ®Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PK-Studien berechnet.
<Scheinbare orale BV. 9Nicht bestimmbar, da die Stoffkonzentrationen in Plasmaproben unterhalb der
Quantifizierungsgrenzen lagen.
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Die Plasmahalbwertszeiten waren verglichen mit der Cyclohexan-Serie geringfligig
niedriger. Denkbar erscheint eine O-Desalkylierung des Tetrahydropyran-Restes tber
CYP-Enzyme als Teil des Phase I Metabolismus. Erwartenswerterweise war
dementsprechend auch die Clearance der meisten Testsubstanzen vergleichsweise
hoch. Auch die Bioverfiigbarkeit der Stoffe lag im Allgemeinen niedriger. Grund dafir
kénnten sowohl ein gesteigerter First-Pass Metabolismus sein, als auch eine
verringerte Membranpassage aufgrund des polareren Rests. Die Verteilungsmuster in
den Organen waren flir die meisten Stoffe ahnlich wie in der vorigen Serie, die
Konzentrationen lagen aber typischerweise niedriger.

Die nachste Serie (Tabelle 4.3) wurde mit dem Ziel synthetisiert, die Verteilung der
Stoffe in bestimmte Organe zu steigern und verfligte Uber einen N-methylpiperidin-
Substituenten. Die durch basische Gruppen gesteigerte Anreicherung in
Zielkompartimenten wird bereits an anderer Stelle diskutiert (Kapitel 4.2.5). Die
Seitenkette wurde im Hinblick auf JAK3-Hemmung weniger gut toleriert, es kam zu
einem Aktivitatsverlust um Faktor 2 (17) bis Faktor 10 (15) im Vergleich zu den
Cyclohexyl-Analoga. Ahnliches wurde bereits fiir andere JAK-Hemmer in der Literatur
beschrieben: Hohere pka-Werte von stickstoffhaltigen Substituenten gingen mit
verminderter Potenz einher. Die Stoffe liegen dann iberwiegend in kationischer Form
vor, wodurch die Interaktion mit der Kinase gestort wird.19?

Tabelle 4.3: PK-Parameter und JAK3-Hemmwerte der 1-Methyipiperidin-Serie.
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DR
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No. R= JAK3 ICso MRT Clearance ti2 BV©
[nM]° [min] [ml/min] [min]? [%]
15 H3C\N>% 1421 n.b.? n.b.? n.b.? n.b.?
CH,
17 | }\ 260 + 26 16 (i.v.) 0,85 20 n.b.?
N
- \/\T n.b.? (p.o.)
18 99 £ 10 n.b.? n.b.? n.b.? n.b.?
N;‘%

O
~
\([)]/\

aMijttelwert + SEM (n = 3). ®Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PK-Studien berechnet.
<Scheinbare orale BV. 9Nicht bestimmbar, da die Stoffkonzentrationen in Plasmaproben unterhalb der
Quantifizierungsgrenzen lagen.
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Die Stoffe erwiesen sich liberwiegend als metabolisch instabil, vor allem im Blut bzw.
Plasma. So wurden von 15 und 18 weder nach i.v. noch nach p.o. Verabreichung
messbare Konzentrationen in Plasmaproben gefunden. 17 konnte nur im Plasma von
i.v. behandelten Tieren nachgewiesen werden. Die fehlenden Plasmaspiegel lassen
sich durch eine Kombination aus rascher Verteilung in periphere Gewebe und
metabolischer Umsetzung (vermutlich durch N-Desalkylierung der Methylgruppe)
erklaren. Interessanter waren die in den Organen vorgefundenen Konzentrationen der
Stoffe: So wurden sowohl 17 als auch 18 in vielen Organen inklusive Hirngewebe in
hohen Spiegeln detektiert. Im Falle von 18 wurden dabei im Hirn, selbst 8 h nach
Verabreichung, noch ca. vierfach (p.o.) bzw. dreiBigfach (i.v.) hdhere Konzentrationen
oberhalb der JAK3 ICso des Stoffes erreicht. Die Passage der Stoffe durch die Blut-Hirn-
Schranke (BHS) erscheint zunachst untypisch und ist flir Kinase-Inhibitoren eher
selten.110:.111 Dje klassischen von Lipinski beschriebenen Voraussetzungen zur guten
oralen Aufnahme eines Wirkstoffes lassen sich in gewissem MaBe auch auf die
Uberwindung der BHS iibertragen. Demnach sollte ein auf Hirngéngigkeit optimierter
Wirkstoff u.a. ein niedriges Molekulargewicht (< 500 u), nicht mehr als flnf
Wasserstoffbriickendonoren bzw. nicht mehr als zehn —Akzeptoren und einen log P
Wert von maximal 5 aufweisen. Letzterer sollte allerdings auch nicht zu niedrig
ausfallen, da eine gewisse Lipophilie férderlich zur Passage der hydrophoben Lipid-
Doppelschichten der Zellen ist. Geladene Substanzen (iberqueren die BHS aufgrund
ihrer hohen Polaritat nur in geringerem AusmaB. Andererseits kann die
Wechselwirkung positiv geladener Wirkstoffe mit der anionischen Zellmembran ggf.
die passive Diffusion fordern,112:113

Die Aufnahme der beiden Substanzen ins Hirn lasst sich trotz ihrer nicht optimalen
Strukturen aber durch aktiven Transport erkldaren: Organische Kationen-Transporter
kdnnen - relativ unspezifisch - die Aufnahme positiv geladener organischer Molekiile
ins ZNS foérdern. Dies wurde bereits flir bekannte hirngangige Arzneistoffe beschrieben,
z.B. fiir Opioide und Hji-Antihistaminika der ersten Generation.114116 Ein typisches
gemeinsames Strukturmerkmal der erwahnten Substanzklassen - wie auch von 17 und
18 - sind tertidre Aminogruppen, die bei physiologischem pH (iberwiegend protoniert
vorliegen.
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Eine experimentelle Uberpriifung dieser Méglichkeit wiirde aber mit einem hohen
Kostenaufwand einhergehen und ist zu diesem Zeitpunkt der Wirkstoffentwicklung
noch nicht gerechtfertigt.

Die in Organen des ZNS gemessenen Stoffkonzentrationen sollten, vor allem bei stark
streuenden Werten, kritisch betrachtet werden: Durch unsaubere Entnahme kann es
ggf. zu einer Verunreinigung mit wirkstoffhaltigem peripherem Blut u.a. kommen. Zur
Sicherstellung der Befunde ist es u.U. ratsam, weiterfiihrende Studien mit den
Substanzen durchzufiihren. Dies wurde z.B. auch flir 18 so umgesetzt (s. 4.3.1) und
der Stoff konnte wiederholt in hohen Konzentrationen in Hirngewebe nachgewiesen
werden. Die gute ZNS-Gangigkeit und JAK3-Aktivitat des Stoffes machen ihn zu einem
bevorzugten  Kandidaten flir den Einsatz in  neuroinflammatorischen
Krankheitsmodellen, z.B. flir die Erforschung der Multiplen Sklerose (Kapitel 4.3.4)
oder Morbus Alzheimer.

Eine weitere Serie bestand aus Testverbindungen mit einer Methylcyclopropan-
Seitenkette (Tabelle 4.4). Durch die relativ zu Cyclohexan kleinere Gruppe sollte die
Lipophilie der Struktur leicht vermindert werden, ohne dabei an JAK3-Aktivitat
einzublBen. Es wurde aber fiir alle der dargestellten Mitglieder dieser Serie ein Verlust
an Potenz festgestellt. Die kleinere Seitenkette scheint die relevante Bindetasche nicht
mehr ausreichend auszufillen, was zu verringerten Wechselwirkungen des Inhibitors
mit der Kinase flihrt. Von Michael Forster wurde bereits ein starker (ca. vierzigfacher)
Aktivitatsverlust beschrieben, als der Cyclohexyl-Substituent durch eine noch kleinere
Methylgruppe ausgetauscht wurde.”?

Die Plasmahalbwertszeiten der Stoffe lagen alle leicht unter der von FM-381, dafir
war die Bioverfligbarkeit des direkten Analogons 26 um das ca. 2,5-fache auf 25 %
gesteigert. Noch hoéher lag sie bei 35 (35 %), allerdings ist dies eher auf die untypisch
geringe AUC der Plasmaspiegel nach i.v.-Gabe zurtickzufiihren. Wie schon in vorigen
Serien stellte der Methylester einen metabolischen Schwachpunkt dar und wurde /n
vivo schnell gespalten. Die Organkonzentrationen der Testsubstanzen dieser Serie
waren im Allgemeinen eher gering; i.v. Injektion flhrte bevorzugt zur Anreicherung in
der Lunge, wahrend die hdchsten Stoffmengen nach oraler Gabe v.a. im GI-Trakt bzw.
der Galle vorlagen.
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Tabelle 4.4: PK-Parameter und JAK3-Hemmwerte der Methylcyclopropan-Serie.

]
\
N
N H
No. R= JAK3 ICso MRT Clearance ti2 BV©
[nM]° [min] [ml/min] [min]? [%]
26 HsC. }‘a 139 + 16 24 (i.v.) 0,30 16 25
CHs 125 (p.0.)
34 }‘x 150 + 30 29 (i.v.) 1,38 18 6
o
101 (p.o.
/N\) (p.0.)
+ .
35 e N}‘* 114 £ 33 25 (i.v.) 10,85 15 35
o] CI:H3 68 (p.o.)
36 99 + 16 15 (i.v.) 1,62 9 3

i
65 (p.o.)

aMittelwert + SEM (n = 3). ®Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PK-Studien berechnet.
¢Scheinbare orale BV.

Da mit den bisherigen Serien noch keine Durchbriiche hinsichtlich der Steigerung von
Halbwertszeit und Bioverfligbarkeit erreicht worden waren, wurden zwei neue
Substituenten (Tabelle 4.5) fir die JAK-Selektivitatstasche erprobt (und das N,N-
dimethylamid beibehalten). Zum einen wurde ein 4,4-Difluorocyclohexan-Rest
eingefuihrt (22), zum anderen eine kleine, gespannte Cyclopropylgruppe (29). Die
Einfhrung von Fluor ist in der medizinischen Chemie ein beliebter Ansatz zur
Optimierung der pharmakokinetischen Eigenschaften eines Wirkstoffes: Die C-F
Bindung ist metabolisch deutlich stabiler als eine C-H Bindung und kann in gesattigten
Systemen ggf. auch benachbarte Gruppen vor oxidativer Umsetzung schiitzen. Auch
die Passage durch biologische Membranen kann durch Fluorierung gesteigert werden,
was wiederum zu verbesserter Bioverfligbarkeit fihrt. Zudem wurde auch von
spezifischen Interaktionen zwischen eingeflihrten Halogenen und Aminosdaure-Resten
in Zielproteinen berichtet, eine Erkenntnis die den Einsatz von Fluoriden in der
Wirkstoffentwicklung in den letzten Dekaden erneut ausweitete.!1”/118 Dies trifft vor
allem auf aromatische Systeme zu, wo die Einfihrung von Fluor zu einer Steigerung
des logPflihrt. Bei der Fluorierung von Aliphaten ist insgesamt eher eine Senkung der
Lipophilie zu erwarten.11?
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Der 4,4-Difluorocyclohexan-Rest wurde gut toleriert, die JAK3-Aktivitat fiel gegenliber
der Leitsubstanz nur um ca. Faktor 2 ab, was aber durch die verbesserten PK-
Eigenschaften mehr als kompensiert werden dirfte; zudem ist der Stoff noch immer
hochselektiv fur die JAK3 (Kapitel 4.2.1). Halbwertszeit, Clearance und MRT waren
vergleichbar mit denen des nicht fluorierten Analogons FM-381. Die scheinbar
ahnliche metabolische Stabilitdt legt nahe, dass die Substanzen an einer anderen
Position metabolisiert werden. Die orale Bioverfiigbarkeit konnte wie erhofft um das
ca. 4,5-Fache auf 46 % gesteigert werden und es wurden deutlich hdhere
Plasmakonzentrationen erreicht. Selbst zum letzten Blutungszeitpunkt (8 h nach
Verabreichung) waren noch quantifizierbare Mengen der Substanz im Plasma
vorhanden, was fir die bisherigen Testverbindungen nur selten beobachtet wurde. In
Anbetracht der bereits diskutierten anderen Parameter ist davon auszugehen, dass der
erhdhten Bioverfligbarkeit primar eine erhéhte Aufnahme des Stoffes (im Gegensatz
zu vermindertem First-Pass Effekt) zugrunde liegt. Ahnlich zu FM-381 fiihrte die i.v.
Injektion des Stoffes zu einer selektiven Anreicherung im Lungengewebe. Nach oraler
Gabe wurden die héchsten Konzentrationen in Nieren (ca. 7 uM nach 8 h) und Galle
(ca. 8 uM) gemessen, was eine gemischte Elimination nahelegt. Weitere Stoffe dieser
Serie sind geplant um die Befunde zur BV zu bestdtigen bzw. die PK-Eigenschaften
noch weiter zu optimieren, waren aber nicht mehr im Rahmen dieser Arbeit
vorgesehen.

Tabelle 4.5: PK-Parameter und JAK3-Hemmwerte von 22 und 29.
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No. R = JAK3 ICso MRT Clearance ti/2 BV©
[nM]? [min] [ml/min] [min]? [%]
22 F 28+ 4 25 (i.v.) 1,04 22 46

F
137 (p.o.)
29 f 122 £ 18 135 (i.v.) 0,07 128 7
149 (p.o.)
aMittelwert + SEM (n = 3). bBiologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PK-Studien berechnet,

cScheinbare orale BV.

Das Cyclopropyl-substituierte 29 war weniger aktiv gegen die JAK3 als vergleichbare
Stoffe mit groBeren Substituenten. Dies ist in Anbetracht der fur die
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Methylcyclopropan-Serie erhaltenen Werte wenig Uberraschend, da die Seitenkette die
JAK-Selektivitatstasche nicht adaquat ausfillt. Wie in /n vivo Entzlindungsmodellen
gezeigt wurde (Kapitel 4.3.2), konnte dieser Aktivitatsverlust aber durch die deutlich
verbesserten PK-Eigenschaften Uberkompensiert werden: Die Plasmahalbwertszeit
wurde gegeniiber FM-381 um ein lber Fliinffaches (auf 128 min) gesteigert. Auch
nach 8 h konnten im Plasma beider Gruppen (i.v. und p.o. behandelt) noch
Konzentrationen im dreistellig nanomolaren Bereich, oberhalb der JAK3 ICso, gemessen
werden. Mit der hohen Halbwertszeit einhergehend sank die Clearance des Stoffes auf
0,07 ml/min. Die deutliche Verbesserung der /n vivo Stabilitat flihrte zu der Vermutung,
dass die mit dem Imidazol verbundene Position der Seitenkette einen metabolischen
Schwachpunkt darstellt. Dort kdnnte z.B. durch CYP-Enzyme eine oxidative
Umwandlung der Substanz stattfinden. Im Vergleich zu gréBeren Alicyclen ist der
planare Cyclopropyl-Ring aufgrund der spitzen Winkel deutlich gespannter; die Baeyer-
Spannung weicht stark von der idealen Geometrie eines Sechsrings ab. Infolgedessen
ist die Abspaltung von Protonen am Ring erschwert, was das System robuster
gegeniiber oxidativem Metabolismus macht.?® 29 verteilte sich nach i.v. Behandlung
bevorzugt in die Lungen, allerdings in niedrigerer Konzentration als andere N,N-
dimethylamide. Eine p.o. Gabe fihrte v.a. zur Verteilung in Ileum und Galle, allerdings
mit hohen interindividuellen Schwankungen der Messwerte.

Aufgrund der aus der vorigen Serie gewonnenen Erkenntnisse wurde eine weitere Serie
(Tabelle 4.6) synthetisiert, um die Theorie des oben beschriebenen metabolischen
Hotspots zu bekraftigen. Als Substituent wurde nun ein Phenyl-Rest eingeflihrt, da
dieser am zum Imidazol verbundenen Kohlenstoff (iber kein abstrahierbares Proton
verfligt. Dies sollte analog zum Cyclopropyl-Rest den metabolischen Angriff an dieser
Position verhindern und zu erhdhter /n vivo Stabilitat der Substanzklasse fiihren.

Die Serie war, verglichen mit ihren gesattigten Analoga, deutlich weniger aktiv gegen
die JAK3. Die potenteste Verbindung 30, die ein direktes aromatisches Gegenstlick zu
FM-381 darstellt, hatte eine JAK3 ICso von 175 nM. Als plausibel erscheint, dass der
aromatische Rest aufgrund seiner planaren, weniger flexiblen Struktur die Interaktion
mit der Kinase erschwert.
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Tabelle 4.6: PK-Parameter und JAK3-Hemmwerte der Benzol-Serie.

en o
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N©H
No. R= JAK3 ICso MRT Clearance ti2 BV©
[nM]2 [min] [ml/min] [min]? [%]
30 175 + 27 138 (i.v.) 0,17 133 1
H3C\NA
CH3 129 (p.o.)
31 }‘z 671 + 25 75 (i.v.) 0,14 71 2
N

OJ 239 (p.o.)

+ V.
32 e l}l}" 223 + 34 164 (i.v.) 0,23 182 3
e} CHj 135 (p.o.)
33 }H& 394 + 13 48 (i.v.) 0,44 34 1
o

/NJ n.b.?(p.o.)

aMittelwert + SEM (n = 3). ®Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PK-Studien berechnet.
<Scheinbare orale BV. 4Nicht bestimmbar, da die Stoffkonzentrationen in Plasmaproben unterhalb der
Quantifizierungsgrenzen lagen.

Die /n vivo Stabilitat konnte wie erwartet signifikant gesteigert werden: Verglichen mit
ihren Cyclohexyl-Analoga verfiigten die Testsubstanzen um zwischen Faktor 3-6
erhdhte Plasmahalbwertszeiten. Uberraschenderweise erwies sich auch 32, das iiber
einen Methylsarkosin-Rest verfligt, als ausgesprochen stabil. Insbesondere nach i.v.
Gabe wurden Uber einen langen Zeitraum hinweg hohe Plasmakonzentrationen des
Stoffes detektiert, die Halbwertszeit berechnete sich auf ca. 3 h. Dies war insofern
unerwartet, da die Analoga anderer Serien (z.B. 9 und 10) im Plasma auBerst instabil
waren, was v.a. dem Methylester zugeschrieben worden war. Die Serie wurde in
vergleichsweise hdheren Konzentrationen in der Leber detektiert, v.a. nach i.v.
Behandlung. 32 reicherte sich zusatzlich noch stark in der Milz (i.v. Gruppen) und —in
dreistellig mikromolaren Konzentrationen — in Ileum und Galle (p.o. Gruppen) an.
Leider war die orale BV der Substanzklasse im Allgemeinen niedrig (zwischen 0,9 und
2,5 %) und es wurden nur niedrige Spitzenspiegel im Plasma erreicht.

Die nachste synthetisierte Serie sollte die metabolischen Vorteile eines gespannten
Ringsystems und eines die Bindungstasche gut belegenden Sechsrings vereinen. Zu
diesem Zwecke wurde eine Reihe an Verbindungen mit einem (frans-standigen)
Bicyclo[3.1.0]cyclohexan-Rest  dargestellt. Tabelle 4.7 zeigt die beiden
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unkonjugierten Vertreter der Serie. Die verglichen mit Cyclohexan weniger flexible
Seitenkette hat einen negativen Einfluss auf die JAK3-Aktivitat, die Hemmkonstanten
fur 40 und 41 lagen ca. eine Zehnerpotenz héher. Weniger drastisch war der
Unterschied bei dem Makrolidkonjugat 42, bei dem sich die ICso-Werte zum
unverbrickten Analogon 37 nur um Faktor 2 unterschieden. In diesem Falle war auch,
im Gegensatz zu anderen Serien, das Konjugat 42 aktiver als die unverknlpfte
Substanz 40. Interessant ware eine Erfassung der Hemmkonstante von Stoffen mit
der isomeren cis-standigen Seitenkette. Bei der Synthese des Bicyclo[3.1.0]hexylamins
fiel das dafir notwendige Isomer aber nur in duBerst geringen Mengen an, die eine
Synthese bis zur fertigen Endverbindung extrem unwirtschaftlich gemacht hatten.

Tabelle 4.7: PK-Parameter und JAK3-Hemmwerte der Bicyclo/3. 1.0/hexan-substituierten Stoffe 40 und 41.

@]
RS
CN
N, \H
o

—

N
NT R
No. R= JAK3 ICso MRT Clearance ti/2 BV©
[nM]2 [min] [ml/min] [min]? [%]
40 H3C\N>&i 236 = 18 74 (i.v.) 0,25 95 5
C|:H3 77 (p.o.)
41 }k 185+ 9 65 (i.v.) 0,39 85 1
)
0 58 (p.o.)

apMittelwert + SEM (n = 3). PBiologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PK-Studien berechnet.
¢Scheinbare orale BV.

Die Plasmahalbwertszeiten konnten wie schon in der vorigen Serie deutlich gegentber
den Cyclohexyl-Analoga gesteigert werden (um ein Vierfaches fur 40, achtfach fir
41), waren aber etwas geringer als bei 29 bzw. der Phenyl-Serie. Das fir 29
vorgefundene Prinzip der Stabilitatssteigerung durch einen gespannten Ring an der
Seitenkette lieB sich demnach gut Ubertragen. Die orale scheinbare Bioverfligbarkeit
war mit 5 bzw. 1 % eher gering, 40 erreichte aber nach p.o. Gabe dennoch relativ
hohe Plasmakonzentrationen (cmax = 700 nM). Beide Stoffe wurden vermutlich
hauptsachlich renal eliminiert, ihre Konzentrationen waren meistens im Nierengewebe
am hochsten.
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Plasmakonzentrationen, 2,4 umol/kg i.v.

15000+
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Abbildung 4.5: Vergleich der Plasmaspiegel der Leitsubstanz FM-381 mit ihren stabileren Derivaten 29, 30 und
40 nach i.v. Injektion von 2,4 mmol/kg der jeweiligen Substanz. Alle drei Derivate waren noch wesentlich lénger
im Plasma nachweisbar als FM-381, insbesondere das Cyclopropyl-substituierte 29. Konzentrationen sind
dargestellt als Mittelwert £ SD. n = 3.

Von den drei zur Stabilitats-Optimierung erprobten Seitenketten erwies sich der
Cyclopropylrest von 29 als am besten geeignet, da er sowohl die hdchsten
Plasmaspiegel (Abbildung 4.5) als auch die niedrigste Hemmkonstante aufwies. Die
Potenz im JAK3-ELISA war zwar nicht optimal, der Stoff zeigte aber sowohl im JAK-
Selektivitats-Assay (Kapitel 4.2.1) als auch vor allem im /n vivo Entzindungsmodell
(4.2.2) hohe Aktivitat. Er wurde demnach zur ndheren Untersuchung einer
potentiellen Weiterentwicklung als praklinischer Kandidat in eine Reihe weiterer
Studien eingeschlossen.

Die strukturell distinkteste und auch pharmakologisch interessanteste der dargestellten
Serien an Testverbindungen war die der Makrolidkonjugate: Die JAK3-Inhibitor
Warheads wurden tber den Rest am Cyanacrylamid und einen kurzen Linker mit einem
auf Azithromycin basierten Carrier verknlpft (Kapitel 3.3). Dies fihrte vor allem im
Rahmen der PK-Eigenschaften zu deutlichen Unterschieden gegentber den nicht-
konjugierten Substanzen. Die synthetisierten Konjugate lassen sich ferner noch in drei
Subkategorien einteilen: Zunachst wurde der Carrier Uber die 2'-Position am
Desosamin mit den Warheads verknipft. Als Linker dienten dabei kurze Alkyl-Ketten
(Tabelle 4.8).
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Tabelle 4.8: PK-Parameter und JAK3-Hemmwerte der 2*-alkyl-verlinkten Makrolid-Serie.

R
N
X
| \
—
N N
H
No. R= n= JAK3 ICs MRT Clearance ti/2 BV©
[nM]2 [min] [ml/min] [min]? [%]
13 2 192 +12 109 (i.v.) 0,43 98 6
236 (p.o.)
14 0 2 409 + 39 65 (i.v.) 0,37 75 3
153 (p.o.)
16 N/ 2 751 + 92 59 (i.v.) 0,28 55 3
147 (p.o.)
37 3 35+3 23 (i.v.) 0,42 96 4
106 (p.o.)
39 N/ 3 109+ 12 72 (i.v.) 0,06 85 2
142 (p.o.)
42 H 3 69 + 17 84 (i.v.) 0,49 84 2
\QQ 100 (p.o.)
H
44 4 136 + 31 154 (i.v.) 0,08 95 4
183 (p.o.)
45 N/ 4 933 + 202 107 (i.v.) 0,02 99 2
138 (p.o.)

aMittelwert + SEM (n = 3). ®Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PK-Studien berechnet.
¢Scheinbare orale BV.
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Allgemein wurde flir die Konjugate eine gegenliber den unkonjugierten Analoga
verringerte JAK3-Aktivitat im zellfreien Assay festgestellt; vergleicht man sie jeweils
miteinander, war die ,freie® Substanz (das jeweilige N,N-Dimethylcyanacrylamid-
Analogon) stets potenter. Denkbar ist, dass die voluminésen Makrolide — trotz, dass
sie zur Solvens-exponierten Seite der Bindetasche ausgerichtet sind — die Bindung des
Warheads zur Kinase und die Verdrangung von ATP erschweren. Der Aktivitatsverlust
bezog sich aber vor allem auf den rein enzymatischen Assay, der nicht zwingend die
Aktivitat auf zelluldrer Ebene bzw. im lebenden Organismus wiederspiegelt, wo auch
Verteilung, Stabilitat und weitere PK-Parameter eine tragende Rolle spielen. Dies zeigte
sich z.B. auch durch die gute Wirksamkeit der Stoffklasse in den durchgeflihrten
Entziindungsmodellen (Kapitel 4.2.3, 4.3.2). Als optimaler Linker dieser Serie erwies
sich ein Propyl-Linker: Sowohl das Cyclohexyl-substituierte 37 und das N-
methylpiperidin-haltige 39 wiesen die jeweils niedrigste JAK3 ICsg ihrer Reihen auf. 37
war dabei auch insgesamt das potenteste Konjugat, die ICso lag mit 35 £ 3 nM nur
knapp Uber den meisten Hemmwerten der unkonjugierten Cyclohexyl-Serie. Es ist
anzunehmen, dass der vorliegende Linker ausreichend Abstand und Flexibilitat
zwischen Carrier und Warhead erlaubt, um eine gute Bindung zur JAK3 zu erméglichen.
Wurde der Linker um eine weitere Methylengruppe verlangert (44, 45) oder verkiirzt
(13, 14, 16, nahm die Aktivitat wieder ab.

Die Pharmakokinetik der JAK-Hemmer konnte durch die Konjugation mit den
Azithromycin-Derivaten deutlich verbessert werden: Die Plasmahalbwertszeiten der
Stoffe wurden stark gesteigert und lagen fiir die meisten Vertreter der Serie bei
ungefahr 90 min in BALB/c Mdusen. Zudem war der Hauptgrund fiir die (initiale)
Elimination der Makrolide aus dem Plasma nicht etwa metabolische Instabilitat oder
direkte Exkretion, sondern eine

Umverteilung der Stoffe in Organkonzentrationen von 39
periphere Organe. In c!er Tat 1000000+ - 2.4 ymolig iv.
wurden von den Konjugaten 100000 == 12 mollkg po.

typischerweise selbst 8 h nach
Verabreichung noch hohe
Konzentrationen in den meisten
oder gar allen Organproben 100
(ohne ZNS) gefunden. Gerade

10000+

c [nM]

10004

10-

dl.e starke Anreicherung in o Qqqef@«é@zo §m\\®0@ f\ﬁ@
Nieren- und Lebergewebe deckt v I
s

sich gut mit den fir Azithromycin
bekannten
Verteilungsmustern.120-122  Dies
legt nahe, dass der Makrolid-
Carrier einen gegenliber den Warheads dominanten Einfluss auf die PK-Eigenschaften
hat. Um dies zu unterstreichen, wurde die Carrier-Vorstufe 60a ebenfalls in die PK-
Studien eingeschlossen. Auch diese zeigte starke Anreicherung in den peripheren
Organen (s. Anhang, 7.1).

Abbildung 4.6: In Organen 8 h nach Verabreichung gemessene
Konzentrationen (Mittelwert + SD) von 39 in BALB/c Méusen. n = 3

Ebenfalls typisch fiir die Konjugate waren sekunddre Plasmapeaks nach p.o.
Behandlung, meist nach 90 oder 120 min. Die vorgefundenen Muster sprechen dafiir,
dass die Testsubstanzen einem enterohepatischen Kreislauf unterliegen; es kommt
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also zur Redistribution aus dem Plasma in den GI-Trakt, gefolgt von erneuter
Absorption in die Peripherie. Zu dieser Annahme passen auch die erwahnten hohen
Konzentrationen in Ileum und Galle. Besonders stark reicherten sich die N-
methylpiperidin-substituierten Konjugate, z.B. 39 (Abbildung 4.6), in den Organen
an. Wie schon fir die unkonjugierte analoge Serie diskutiert handelt es sich hier vor
allem um einen Effekt der zusatzlichen Base. Auch die Aminogruppen des
Makrolidcarriers tragen deutlich zur Verteilung in Zielgewebe bzw. zum ,acid trapping"
bei, wie bereits an anderer Stelle ausgefiihrt wird (Kapitel 4.2.5). Selbst in Hirngewebe
konnte 39 in recht hoher Konzentration detektiert werden (753 £ 54 nM nach i.v., 441
= 18 nM nach p.o. Behandlung), was fir ein Molekll dieser GrdBe eher
unwahrscheinlich erscheint. Wie auch flir 18 vermutet kdnnte es sich hier um eine
Folge aktiver Transportprozesse handeln.

Die Bioverfligbarkeiten der Serie waren mit 2-6 % auf den ersten Blick ernlichternd
niedrig. Es sollte aber bedacht werden, dass es sich dabei nur um die bereits diskutierte
scheinbare orale BV handelt, die sich rein aus den — relativ niedrigen — Plasmaspiegeln
berechnet und nicht die hohen Konzentrationen in den Organen miteinbezieht. Ein
vermutlich geeigneterer Parameter ware das Verteilungsvolumen unter ,steady-state®
Bedingungen, d.h. nach wiederholter, regelmaBiger Behandlung und Einstellung eines
Gleichgewichts. Hierflir waren aber langerfristige Kinetikstudien und ein entsprechend
hoher Einsatz an Substanz nétig, was erst flir die spatere Weiterentwicklung
ausgewahlter Kandidaten sinnvoll erscheint.

Weitere drei Konjugate wurden Uber einen N-methyl,N-ethyl-acetamid-Linker
verknlipft (Tabelle 4.9). Die Substanzen waren /n vitro weniger aktiv als ihre Uber
eine Propyl-Briicke verknipften Derivate (37, 39, 42). Die ist vermutlich auf die
reduzierte Flexibilitat der Serie zurlickzuflihren, die die Bindung zur JAK3 erschwert:
Die Amidgruppe ist aufgrund mesomerer Effekte planar angeordnet und mindert die
Beweglichkeit des Linkers. Trotz der /n vitro gering erscheinenden Potenz als JAK3-
Inhibitor zeigte 38 aber groBe Wirksamkeit in allgemeinen Entziindungsmodellen
(Kapitel 4.3.2) und im Colitismodell (Kapitel 4.3.5). Die Substanz wurde durch den
Bedarf fur weitere Studien in groBerer Menge nachsynthetisiert und flir den neuen
Batch erneut die Hemmstarke erfasst. Dabei ergab sich eine deutlich héhere Potenz,
die in etwa der von 37 entsprach.

Ein weiterer Grund flr die /in vivo Wirksamkeit von 38 konnte auch die Entstehung
aktiver Metabolite wie z.B. 48 (Tabelle 4.1) sein, die nach Aufnahme in den Korper
frei werden und selber starkere JAK3-Hemmung zeigen als die Konjugate.
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Tabelle 4.9: PK-Parameter und JAK3-Hemmwerte der 2'-N-ethyl, N-methylacetamid-verlinkten Makrolid-Serie.

0]
CN
\Nkﬁ
(0)
=
o
N 0] /
R
7N
N N
‘\\OH / N \
—
N N
H
No. R= JAK3 ICso MRT Clearance ti/2 BV¢
[nM]? [min] [ml/min] [min]? [%]
38 213 + 159, 78 (i.v.) 0,09 97¢ 2
39 + 2d 130 (p.o.)
49 N/ 375 £ 26 85 (i.v.) 0,08 73 0,2
131 (p.o.)
43 H 1051 + 39 71 (i.v.) 0,19 72 2
\J@ 94 (p.o.)

H

aMittelwert + SEM (n = 3). ®Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PK-Studien berechnet.
<Scheinbare orale BV. 9Von 38 wurden zwei Batches angefertigt, fiir die jeweils der Hemmwert bestimmt wurde.
eMittelwert aus zwei Studien.

Die Plasmahalbwertszeiten waren ahnlich hoch wie die der zuvor beschriebenen
Makrolide und gingen mit niedrigen Clearance-Werten einher. Nach i.v. Injektion
reicherten sich die Substanzen in allen entnommenen peripheren Organen an,
insbesondere aber in Leber und Nieren. 49 wurde ebenfalls in zwei- bis dreistellig
nanomolaren Konzentrationen im Hirngewebe nachgewiesen. Orale Verabreichung
fuhrte vor allem zur starken Aufnahme ins Ileum. (z.B. 17 £ 2 uM flir 43). Gleichzeitig
war die orale BV aber fir alle drei Stoffe sehr niedrig (0,2-2 %), denkbar ist eine
Anreicherung im GI-Trakt mit nur geringer nachfolgender Passage ins Plasma. Die
bevorzugte Verteilung in das Darmgewebe bei geringer oraler BV macht die Konjugate
dieser Serie zu vielversprechenden Kandidaten flir Studien zu entziindlichen
Darmerkrankungen (4.3.5), da hierdurch gute lokale Wirkung bei nur geringen
systemischen Effekten zu erwarten ist.
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Um den Einfluss der Linker-Position am Desosamin auf die JAK3-Inhibition zu testen,
wurden zwei Uber die dortige 3'-Position verknilipfte Konjugate synthetisiert:

Tabelle 4.10: PK-Parameter und JAK3-Hemmwerte der 3'-alkyl-verlinkten Makrolide 46 und 47.

0]
J\QCN
=
()
7N
N
=
I[N
S
N N
H
No. n= JAK3 ICso MRT Clearance ti2 BV°
[nM]? [min] [ml/min] [min]? [%]
47 1 191 + 23 151 (i.v.) 0,18 120 4
191 (p.o.)
46 2 152 £ 13 112 (i.v.) 0,11 105 3
224 (p.o.)

apMittelwert + SEM (n = 3). PBiologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PK-Studien berechnet.
¢Scheinbare orale BV.

47 stellt dabei das 3'-Analogon von 13 und 46 das von 44 dar. Aus den jeweils sehr
ahnlichen Hemmwerten der Konstitutionsisomerenpaare 44/46 (136 bzw. 152 nM)
und 13/47 (192 bzw. 191 nM) geht hervor, dass es offenbar keinen Einfluss auf die
JAK3-Inhibition hat, ob die Linker Uber die 2'- oder die 3'-Position des Desosamin-
Zuckers verknupft sind. Dies deckt sich mit der Annahme, dass sich der Makrolid-
Carrier des Konjugats auBerhalb der katalytischen Domdne aufhdlt und keine
relevanten Wechselwirkungen mit der Kinase eingeht. Im zelluldren LPS-Modell (s.
4.2.3) zeigten die 2'-substituierten Konjugate eine geringfiigig starkere Wirkung als
ihre Gegenstiicke. Dies kann aber neben einer hdéheren JAK3-Affinitat ebenso ein
Resultat besserer Aufnahme in die Zellen, héherer Stabilitat oder weiterer Parameter
sein.
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Die beiden Testsubstanzen Organkonzentrationen von 46

waren /n vivo stabil und hatten 100000~ S
Plasmahalbwertszeiten von 120 10000 ' = 12 molikg p.o.
(47) bzw. 105 (46) min. Wie bei : , .

den an Position 2' verbundenen 10009
Analoga reicherten sich die Stoffe
stark in den Organgeweben an, 10-
v.a. in Leber, Nieren und Ileum,
wo noch 8 h nach i.v. Injektion
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Konzentrationen erreicht N

wurden. Beide  Substanzen Abbildung 4.7: In Organen 8 h nach Verabreichung gemessene
wurden auch in unerwartet Aonzentrationen (Mittelwert £ SD) von 46 in BALB/c Méusen. n = 5
hohen Konzentrationen (2,3 +

1,7 uM fir 46 i.v., 2,2 £ 1,7 uM flr 47 i.v.) im Hirn vorgefunden, wenn auch mit
starker Streuung zwischen den Tieren. Auf molekularer Ebene sollte der Wechsel vom
2'- zum 3'-verknlpftem Linker aber keinen nennenswerten Einfluss auf die Passage
der BHS haben. Weiterfuhrende PK-Studien sind anzuraten, um diesen Befund zu
bestdtigen und Kontamination der Hirnproben auszuschlieBen.

Um die Bedeutung des elektrophilen Michael-Akzeptor Warheads fiir die JAK3-Aktivitat
der Substanzen ndher zu erforschen, wurde eine Reihe gesattigter Derivate
verschiedener Testsubstanzen synthetisiert (Tabelle 4.11). Diese kdnnen keine
kovalente Bindung mehr zu C909 eingehen, was zu einem Verlust an Potenz und auch
an Selektivitat fuhren sollte. In der Tat nahm die Aktivitat durch die Reduktion der
relevanten Doppelbindung signifikant ab: Im Falle des aus FM-381 erhaltenen
Derivats war die JAK3-Hemmkonstante um ein Gber 50-Faches hoher. Fir die beiden
Tetrahydropyran-substituierten Stoffe 51 und 52 waren die Unterschiede zu den
ungesattigten Vorstufen mit Faktor 20 bzw. 14 vergleichsweise geringer, aber immer
noch markant.
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Tabelle 4.11: PK-Parameter und JAK3-Hemmwerte der reduzierten Serie.

(0]
= X No. =
R /
cN ©O 50 CH,
N
/ 51 0O
X
DR 52 CH,
N
N"H
No. R? = JAK3 ICso MRT Clearance ti2 BV¢
[nM]2 [min] [ml/min] [min]? [%]
50 657 + 31 23 (i.v.) 0,60 16 45
H3c;\,Tl}zi
CHs 69 (p.o.)
51 HaGo Y 469 + 43 43 (i.v.) 0,85 28 7
CHs 68 (p.0.)
52 286 + 48 n.b.9 n.b.7 n.b.7 n.b.¢

O
O CHs

aMittelwert + SEM (n = 3). ®Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PK-Studien berechnet.
cScheinbare orale BV. 9Nicht bestimmbar, da die Stoffkonzentrationen in Plasmaproben unterhalb der
Quantifizierungsgrenzen lagen.

Der Verlust an Aktivitdt ist deutlich drastischer als bei den von Michael Forster
beschriebenen Acrylamiden (Abbildung 4.8), wo er z.B. bei der strukturell
ahnlichsten Substanz und deren reduziertem Derivat gerade mal das Dreifache
betragt.”? Aufgrund dieser Tatsachen konnte bei den Acrylamiden nicht von kovalenter
Bindung an C909 ausgegangen werden, wahrend der groBere Unterschied von FM-
381 zu 50 dem schon mehr entspricht (und die beiden Bindemodi der Cyanacrylamide
in der JAK3 schon im Rahmen der Forster-Arbeit nachgewiesen wurden).
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Abbildung 4.8: Einfluss des Michael-Akzeptors sowie der a-Nitril-Gruppe auf die JAK3-Aktivitit. Die oberen beiden
Substanzen wurden in einer Publikation von Michael Forster verdffentlicht.”? Die JAK3 ICsy des unten links
abgebildeten FM-381 entspricht der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Charge. Die unten rechts abgebildete
Struktur stellt das reduzierte Analogon 50 dar. Der wesentlich gréBere Aktivitdtsverlust nach Reduktion des
Cyanacrylamids (verglichen mit dem Acrylamid) legt die Bedeutung des kovalenten Bindemodus fiir die JAK3-
Hemmung nahe.

Interessanterweise lag die antiinflammatorische Potenz von 50 im /n vitro LPS-Assay
(Kapitel 4.2.3) nicht hinter denen der ungesattigten Analoga zurlick: Der Stoff war
ebenso wie die anderen Substanzen potent darin, die TNFa-Freisetzung stark zu
reduzieren (s. Anhang, 7.2.4).

Die Plasmahalbwertszeiten der Substanzen wurden durch die Reduktion nicht
wesentlich beeinflusst. Allerdings stieg die orale Bioverfligbarkeit des FM-381-
Derivats 50 bemerkenswert an (von 10 % auf 45 %) und es wurden durch p.o. Gabe
hohe Spitzenkonzentrationen im Plasma erreicht. Eine mdgliche Erklarung ist, dass das
reaktivere FM-381 in der Lage ist, unspezifische Michael-Reaktionen mit Nukleophilen
im GI-Trakt bzw. in dessen Schleimhduten einzugehen, was die verfigbaren Mengen
an unveranderter Substanz mindert. Alternativ kdnnte es nach der Aufnahme in
Darmzellen zu einer Reduktion der Doppelbindung durch Glutathion oder andere
Reduktionsmittel kommen. Fir das Tetrahydropyran-substituierte Paar 8/51 wurde
keine derartige Steigerung der Bioverfligbarkeit beobachtet (wenngleich die
Plasmaspiegel von 51 sowohl nach i.v. als auch nach p.o. Verabreichung héher lagen
als bei gleich dosiertem 8). Mdglicherweise ist der Tetrahydropyran-Rest in dieser
Hinsicht limitierend, weil er relativ schnell metabolisch umgewandelt wird. Die
Substanzen der reduzierten Serie werden wahrscheinlich hauptsachlich hepatisch-biliar
eliminiert, die hdchsten Konzentrationen zum Terminationszeitpunkt lagen in Ileum,
Galle und der Leber vor.
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4.2 Weitere in vitro Testverfahren

4.2.1 Selektivitat innerhalb der JAK-Familie

Die Selektivitat der von Michael Forster entwickelten Leitverbindung FM-381 (iber das
menschliche Kinom hinweg wurde bereits dargelegt und in der Einleitung ausftihrlich
beschrieben (Kapitel 1.7.2).%% Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten
Testsubstanzen sind strukturell verwandte Derivate, die ebenfalls den (zur Selektivitat
beitragenden) Cyanoacrylamid-Warhead aufweisen. Dennoch kbdnnen sich die
eingefiihrten Anderungen, z.B. der Austausch des Cyclohexyl-Rests, auf das
Selektivitatsprofil auswirken. Die Selektivitat von vier Testsubstanzen (drei mit neuer
Seitenkette in der Selektivitdtstasche sowie ein Makrolidkonjugat) innerhalb der JAK-
Familie wurde mit dem radiometrischen Assay der Firma Reaction Biology bestimmt.
Der Assay nutzt ATP, dessen in y-Position befindliche Phosphatgruppe mit 33P markiert
wurde. Die Ubertragung des radioaktiven Phosphatrests auf das Substrat kann so —
nach Fixierung des Substrats und Auswaschen von verbliebenem ATP — szintigrafisch
quantifiziert werden. Uber den Einsatz der Testsubstanzen in einer Verdiinnungsreihe
wird die Aufnahme einer Konzentrations-Wirkungs-Kurve ermdglicht, aus der die ICso-
Werte flr die jeweilige Kinase bestimmbar sind.

Tabelle 4.12: ICs-Werte der Verbindungen 18, 22, 29 und 37 fiir die vier JAK-Isoformen.

ICso [NM]°
No. JAK1 JAK2 JAK3 TYK2
18 541 + 101 5116 £ 86 12+0,3 > 10 uM
22 > 10 uM 4128 £+ 197 80 7212 £+ 251
29 > 10 uM 1965 + 30 16 +1,5 9647 £ 0
37 1339 + 36 584 + 48 9+0,8 1059 = 68

a]Csp-Werte aus einem radiometrischen Assay der Firma Reaction Biology mit 10-Punkt Duplikatmessung (Von 10
LM bis 0,3 nM). [ATP] = 1 uM (JAK1), 0,3 uM (JAK2) oder 0,1 uM (JAK3, TYK2).

Generell lagen die JAK3-Hemmwerte der Testsubstanzen im radiometrischen Assay
deutlich niedriger als im JAK3 ELISA (Kapitel 4.1). Die beiden Assays unterscheiden
sich aber in Aspekten wie der eingesetzten Konzentration der Kinasen, ATP und DTT,
sowie im Ablauf (im radiometrischen Assay lagen die Testsubstanzen und ATP
gleichzeitig in Losung vor, bevor Enzym und Substrat zugegeben wurden; im ELISA
werden zunachst Substrat, ATP und Inhibitor vorgelegt, bevor die Kinase zugegeben
wird). Auf einige Unterschiede und deren potentielle Auswirkungen wurde bereits
ausfihrlich in Michael Forsters Arbeit eingegangen.*

Interessant ist unter diesen Gesichtspunkten auch, wie sich die JAK3-Aktivitaten der
Inhibitoren relativ zueinander verhalten. Die Spanne der ermittelten JAK3 ICso-Werte
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im radiometrischen Assay betrug ca. 8-16 nM, somit waren die Hemmwerte fir alle
vier Stoffe recht ahnlich (zum Vergleich: Beim ELISA lagen die Werte zwischen 28 und
122 nM). Die beiden N,N-dimethylcyanoacrylamide 22 und 29, die sich von FM-381
nur Uber die am Imidazol befindliche Seitenkette unterscheiden (4,4-
Difluorocyclohexan bzw. Cyclopropan), zeigten beide ausgezeichnete Selektivitat fir
JAK3: Die Hemmwerte fir JAK3 lagen im ein- bzw. niedrig zweistelligen nhanomolaren
Bereich, wahrend andere Kinasen deutlich schwacher gehemmt wurden (ICso Werte
im mikromolaren Bereich bzw. sogar auBerhalb der Assay-Grenze von 10 uM). Die
Praferenz flr JAK3 der Leitsubstanz konnte also beibehalten werden. 18, das Uber
eine N-methylpiperidin-Seitenkette am Imidazol und einen N-methyl-methylglycinat-
Rest verfligt, hemmte die JAK3 ebenfalls potent (ICso = 12 nM). Auch die JAK1 wurde
in gewissem MaBe inhibiert, allerdings um ca. Faktor 45 geringer als die JAKS.
Mdglicherweise rihrt der Selektivitdtsverlust von der — in der JAK3 weniger gut
tolerierten — basischen Seitenkette her, die die Selektivitatstasche adressieren soll.
Gegen die anderen beiden Isoformen wurde fir 18 kaum Aktivitat festgestellt. Das
sterisch anspruchsvolle Makrolidkonjugat 37 inhibierte die JAK2 im dreistellig
nanomolaren Bereich und JAK1/TYK2 im niedrigen mikromolaren. Auch wenn dabei
immer noch eine starke Praferenz fiir JAK3 vorlag (ca. 65-fach gegeniber JAK2), sollte
dies bei der Interpretation von zelluldren oder /n vivo Daten mit 37 im Gedachtnis
behalten werden. Die Makrolide reichern sich bekanntermaBen stark in bestimmten
Zellkompartimenten bzw. Geweben an (Kapitel 4.1), wodurch — aufgrund der hohen
vorliegenden Konzentrationen — auch eine Inhibierung der off-target Kinasen nicht
vollkommen ausgeschlossen werden kann. In den LPS Challenge Modellen (Kapitel
4.2.3, 4.3.2) zeigen die vier genannten Substanzen ahnlichen Einfluss auf die
Freisetzung von IL-6, IL-10 und TNFa wie FM-381, was nahelegt, dass es sich um
JAK3-abhangige Effekte handelt. Die off-target Hemmung anderer Kinasen scheint bei
den dort eingesetzten Konzentrationen noch keinen relevanten Einfluss auf die
Readouts zu haben.

Zur Interpretation der Daten sollten auch die jeweiligen Michaelis-Menten-Konstanten
(Km-Werte) der Kinasen und die verwendeten Konzentrationen an ATP beachtet
werden. Der Kn-Wert gibt die Affinitat einer Kinase zu einem bestimmten Substrat
wieder und beschreibt die Konzentration an Substrat, bei der die enzymatisch
katalysierte Reaktion mit halbmaximaler Geschwindigkeit stattfindet. 33P-ATP wurde je
nach Kinase in einer Konzentration von 0,1-1 pM eingesetzt, was in etwa den fiir diesen
Assay angegebenen Km-Werten entspricht. Die Konzentrationen lagen somit fir alle
vier Kinasen deutlich niedriger als die intrazelluldre ATP-Konzentration, die
Ublicherweise im niedrigen millimolaren Bereich liegt.123 Im Gegensatz zu den anderen
JAK-Isoformen zeigt die JAK3 eine héhere Affinitat zu ATP. Mit anderen Worten: Es ist
bei hypothetisch gleicher ATP-Konzentration schwieriger flir Hemmstoffe, ATP aus der
JAK3 zu verdrangen und selbst die ATP-Bindetasche zu besetzen, als bei den anderen
JAKs. Demnach ist zu erwarten, dass bei hohen (= physiologischen) ATP-
Konzentrationen die Selektivitat eines Inhibitors flir die JAK3 geringer ausfallt als bei
niedrigen (bzw. dass der Aktivitatsverlust gegeniber der JAK3 starker ist als gegentiber
anderen Isoformen). Vor allem bei rein reversibel bindenden Inhibitoren kann dies
problematisch sein. Bei den hier eingesetzten Testsubstanzen handelt es sich aber
wahrscheinlich wie bei FM-381 um kovalent-reversibel bindende Inhibitoren. Diese
sind nur feilweise ATP-kompetitiv, nach Ausbilden der kovalenten Bindung zur Kinase
ist eine Verdrangung des Hemmstoffs durch ATP nicht mehr mdglich. Bei den von
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Michael Forster dargestellten Cyanoacrylamiden konnte so auch noch bei ATP-
Konzentrationen weit Uiber dem Km-Wert gute JAK3-Selektivitat beobachtet werden.*72

4.2.2 Zelluldare Aktivitat gegen die JAK3

Um die Aktivitat der Testverbindungen gegen die JAK3 auf zellularer Ebene
nachvollziehen zu kdnnen, wurden diese im Rahmen eines nanoBRET Assays getestet.
Im Gegensatz zum zellfreien ELISA an der isolierten Kinase sind die Gegebenheiten
hier komplexer und entsprechen mehr den realen Bedingungen. Unter anderem fallen
nun ebenfalls die Aufnahme, Verteilung und Stabilitat der Testsubstanzen in Zellen ins
Gewicht.

Beim (nano)BRET-Verfahren werden Zellen eingesetzt, die ein Fusionsprotein aus der
zu untersuchenden Kinase — bzw. deren katalytischer Domane — sowie einer fir die
Biolumineszenz verantwortlichen Luciferase exprimieren. Die durch die Luciferase
(NanoLuc) emittierte Energie wird vom Fluorophor eines Tracer-Molekiils
aufgenommen, welches wiederum ein Fluoreszenz-Signal emittiert. Fir diesen
Energielibertragungsvorgang ist die raumliche Nahe von Luciferase und Tracer
notwendig. Werden Tracermolekiile durch die Testsubstanz verdrangt, sinkt die
Intensitat des gemessenen Signals.

Zusatzlich zum ublichen Verfahren mit intakten Zellen wurde auch eine Variante des
Assays durchgefiihrt, bei dem die Zellen mithilfe von Digitonin lysiert wurden. Die Lyse
wurde nach der Inkubationszeit der Zellen mit den Stoffen, aber vor Zugabe des
Tracers durchgefiihrt. Ziel war es, die Potenz der Hemmstoffe auch unabhangig von
Faktoren wie der intrazellularen Anreicherung in Subkompartimenten (wie z.B. in den
Lysosomen) und von der Membranpassage zu evaluieren. Die Ergebnisse beider
Verfahren sind in Tabelle 4.13 dargelegt:
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Tabelle 4.13: Zelluldre Aktivitat gegen JAK3, bestimmt durch nanoBRET-Verfahren.

No. ICso, intakt [uM]72 ICso, lysiert [uM]2€ Verhaltnis
Tofacitinib 089 =04 023 %0 3,9
FM-381 0,35 £0,2 0,10 <0 3,5
13 >45 16,5 *2,6 /
15 1,03 +04 027 0 3,8
18 1,36 £0,2 021 0 6,5
21 088 +0 0,12 0 7,7
22 0,60 0,1 0,13 0 4,6
26 n.b.d 027 0 /
29 3,81 +0,1 0,44 0,1 8,7
30 9,71 +1,5 047 0,1 20,5
37 19,86 +3,8 2,2 +£0,1 9,0
38 >45 953 +£0,7 /
39 12,56 +5,4 0,76 0,1 16,42
40 843 +4,9 1,33 £0,2 6,4

aFrhalten aus den BRET-Signalverhéltnissen bei elf Verdinnungsschritten. ®n = 4. <n = 2. 9Die Verdrdngung des
Tracers konnte fiir diesen Stoff nicht bestimmt werden, da es zu einer Stdrung des BRET-Signales kam.

Die ermittelten Aktivitaten der Testsubstanzen im ersten Assay (intakte Zellen) decken
sich, relativ zueinander betrachtet, im Allgemeinen gut mit jenen aus den zellfreien
Experimenten (4.1). FM-381 zeigte nach wie vor die hdochste Potenz unter den JAK3
Inhibitoren (ICso = 0,35 + 0,2 pM). Der andere Vertreter der Cyclohexyl-Serie, 21,
und das Difluorcyclohexyl-substituierte 22 waren ebenfalls hoch aktiv (ICsp = 0,88 +
0 bzw. 0,60 £ 0,1 pM) und vergleichbar mit Tofacitinib. Das N-methylpiperidin Analog
von FM-381, 15, zeigte die vierthGchste Aktivitat unter den Testsubstanzen (ICso =
1,03 £ 0,4 pM) und war damit unerwarteter Weise deutlich potenter als im zellfreien
Assay, wo der Aktivitatsverlust gegenliber FM-381 starker ausgepragt war (dort ca.
Faktor 12). Als mdglicher Grund ergibt sich die gesteigerte Aufnahme in die Zellen
aufgrund des tertidren Amins; durch die erhdhten Konzentrationen kdnnte der
Potenzverlust durch die - flir die Hemmung weniger ginstige - Base teilweise
ausgeglichen werden.

Die Makrolide (13, 37-39) schnitten im ersten Experiment alle eher schlecht ab, ihre
Hemmwerte lagen alle im zweistellig mikromolaren Bereich bzw. auBerhalb der
Bestimmungsgrenzen. Es bieten sich mehrere Erklarungsansatze: Zum einen kdnnte
eine schlechte Aufnahme der volumindsen Stoffe in die HEK293T-Zellen zu niedrigen
intrazellularen Konzentrationen flihren. Dies wiederspricht allerdings den Befunden der
fluoreszenzmikroskopischen Experimente (Kapitel 4.2.5), bei denen fir die Makrolide
gute intrazelluldare Anreicherung beobachtet wurde. Ein weiterer Grund koénnte die
Struktur des JAK3/nanoLuc-Fusionsproteines sein: Es ist groBer als die natiirliche JAK3
und gegebenenfalls erschwert die zusatzliche nanoLuc-Doméne den Zugang zur ATP-
Bindetasche vor allem flr sterisch anspruchsvolle Inhibitoren. Zuletzt kdnnte die
erwahnte Anreicherung der Stoffe, die vor allem im lysosomalen Kompartiment
stattfindet, einen Nachteil flir die Aktivitat darstellen. Zu hohe Anreicherung dort wiirde
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potentiell die Konzentration im Cytosol mindern, wodurch letztendlich weniger
Molekiile zur Inhibition der (zytosolischen) Kinasen zur Verfligung stehen. In anderen
Experimenten, wie z.B. der Stimulation von Zellen mit Lipopolysacchariden (Kapitel
4.2.3), war die (antiinflammatorische) Wirksamkeit der Makrolide vergleichbar mit der
ihrer unkonjugierten Gegenstiicke, was gegen einen tatsachlichen starken
Aktivitatsverlust spricht.

Im zweiten Experiment (lysierte Zellen) wurden flir alle Stoffe niedrigere ICso-Werte
ermittelt als im Vorigen. Die Aktivitat war tendenziell am meisten erhoht fur Stoffe, flr
die bei den fluoreszenzmikroskopischen Experimenten eine starke intrazellulare bzw.
intralysosomale Anreicherung beobachtet wurde (Kapitel 4.2.5). Dies betrifft z.B. das
N-methylpiperidin-substituierte Makrolidkonjugat 39, dessen Aktivitat sich im lysierten
Assay um ein Sechzehnfaches steigerte (ICso von 12,56 + 5,4 auf 0,76 £ 0,1 pM).
Damit war es sogar noch potenter als 37 (ICsp = 2,2 £ 0,1 uM), das in den zellfreien
Messungen noch das aktivste Makrolid war (Kapitel 4.1). Plausibel erscheint, dass die
Lyse der Zellmembranen auch zum Zusammenbruch der Membranen intrazellularer
Kompartimente, z.B. der Lysosomen, flihrt. Dies wiirde groBe Mengen der dort Uber
»acid trapping" angereicherten Testsubstanzen freisetzen, die dann in hoher
Konzentration vorlagen um die Kinase zu binden.

Ein erwahnenswertes Problem des Assays fiir die verwendeten Stoffe lag in der
Signalerfassung: Das von der nanoLuc-Luciferase ausgestrahlte Licht wird bei einer
Wellenlange von 450 nm quantifiziert, die des Tracermolekils bei 610 nm.
Farbintensive bzw. fluoreszierende Testsubstanzen kdnnten, vor allem bei héheren
Konzentrationen, die Signalerfassung stéren und die Ergebnisse verfdlschen. Zum
Zeitpunkt der Durchflihrung war das Absorptions- und Emissionsverhalten der
dargestellten Stoffe noch nicht bekannt. Durch ihr ausgepragtes n-System absorbiert
bzw. emittiert die Uberwiegende Mehrheit davon aber in fir die Messung relevanten
Bereichen (Kapitel 4.2.5). Sollte die Emission einer durch das Luciferase-Signal
angeregten Testsubstanz sich mit der Emission des Tracers Uberschneiden, wirde dies
eine schwachere Inhibition der Kinase (bzw. weniger gute Verdrangung des Tracers)
vortauschen. Zusammengefasst ist also nicht auszuschlieBen, dass die wahre Aktivitat
der Testsubstanzen hoéher liegt als die Messungen nahelegen. Dies wiirde besonders
auf die Vertreter mit guter intrazelluldarer Anreicherung, z.B. 18 und die
Makrolidkonjugate zutreffen.

4.2.3 Zytokinausschiittung nach LPS-Stimulus

Neben der Bestimmung der spezifischen Potenz als JAK3-Inhibitoren wurden samtliche
Testsubstanzen auch auf ihre allgemeine antiinflammatorische Wirksamkeit
untersucht. Das hierzu eingesetzte Routineverfahren umfasst die Inkubation von
Immunzellen mit den JAK-Hemmern vor Zugabe bakterieller Lipopolysaccharide (LPS),
die fur einen Toll-Like-Rezeptor 4 (TLR4) -basierten Entziindungsreiz sorgen (siehe
auch Kapitel 4.3.2). AnschlieBend werden per ELISA die Konzentrationen der
produzierten Zytokine quantifiziert. Gemessen wurden i. d. R. TNFa als pro- und IL-10
als antiinflammatorischer Marker sowie in einigen Fédllen das ebenfalls
proinflammatorische IL-6.
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Die Auswirkungen der Hemmung verschiedener JAKs /in vitro sind in manchen Fallen
stark von den experimentellen Bedingungen wie Zelltypen, Polarisierung der Zellen,
Stimulus und Konzentration der Inhibitoren abhangig. So wurden beispielsweise fiir
die Hemmung der JAK1 und 3 sowohl pro- als auch antiinflammatorische Effekte
festgestellt.124125

Die Substanzen wurden Ublicherweise in menschlichem Buffy Coat (HBC) getestet,
welcher reich an Granulozyten, Monozyten, aber auch den Zellen der adaptiven
Immunantwort ist. Das Gemisch verschiedener Zelltypen bietet den Vorteil, dass es
realitédtsnaher ist als der Einsatz einer einzelnen, definierten Zelllinie; dafiir konnen die
Ergebnisse aber wiederum nicht auf einen bestimmten verantwortlichen Zelltyp
zurtickgeflihrt werden. Deswegen wurden flir einige Substanzen noch weiterfihrende
Experimente in anderen Systemen, z.B. mit Vollblut, PBMCs und monoklonalen
Zelllinien durchgefihrt. Bei den HBC- und Vollblut-Assays ist zu beachten, dass es sich
um unbekannte und stets verschiedene Spender handelte, was aufgrund individueller
Schwankungen des Blutbilds den quantitativen Vergleich der durchgefiihrten
Experimente erschwert. Eine Auswahl an reprasentativen Datensdatzen werden im
Folgenden diskutiert. Weitere Assay-Ergebnisse sind im Anhang (Kapitel 7.2.4) zu
finden.

4.2.3.1 Selektivitatsvergleich in HBC

Die kommerziell verflgbaren JAK-Inhibitoren Upadacitinib (selektiv fir JAK1),
Ruxolitinib (JAK1/2) und Tofacitinib (pan-JAK) wurden mit dem als JAK3-selektiv
bekannten FM-381 verglichen (Abbildung 4.9). So sollten /n vitro ,,Zytokinprofile®
fur die jeweiligen Selektivitdten unter den vorliegenden Assaybedingungen erfasst
werden.

Generell dhnelten sich die Zytokinmuster der kommerziellen Vergleichsstoffe, was
nahelegt, dass die Effekte aus der (den Stoffen gemeinsamen) Inhibition der JAK1
resultieren. Bei allen dreien kam es zu einem deutlichen Anstieg der TNFo-Freisetzung
(bis zu ca. dem Doppelten der Kontrollzellen), der fir Upadacitinib und Tofacitinib
konzentrationsabhangig verlief. Hohere Konzentrationen (5 pM) an Ruxolitinib flihrten
wiederum zu einer Normalisierung der TNFa-Werte auf Kontrollniveau; dies lasst sich
entweder auf beginnende off-target Effekte (oder zunehmende Auswirkungen der
JAK2-Hemmung) zuriickfiihren, oder aber auf Zytotoxizitat des Stoffs bzw. verminderte
Viabilitat der Immunzellen. Der selektive JAK3-Inhibitor FM-381 erzeugte dagegen
eine konzentrationsabhdngige Senkung der TNFa-Freisetzung, die bei héheren Dosen
sogar nahezu vollends gestoppt wurde. Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit den
anderen in dieser Arbeit dargestellten JAK3-Hemmern erzielt (s.u. bzw. Anhang,
7.2.5).
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Abbildung 4.9: Nach Behandlung von HBC-Zellen mit verschiedenen JAK-Inhibitoren und LPS gemessene
Konzentrationen von TNFa (oben links), IL-10 (oben rechts) und IL-6 (unten links). Die kommerziell erhéltlichen
Inhibitoren Upadacitinib, Ruxolitinib und Tofacitinib, denen die Hemmung der JAK1 gemein ist, hatten &hnliche
Effekte auf die bestimmten Zytokine. Durch sie kam es zu einer gesteigerten Ausschliittung von TNFea, IL-6 und IL-
10 (jeweils bis ca. Faktor 2). Das JAK3 selektive FM-381 fiihrte dagegen zu einer konzentrationsabhangigen
Senkung der TNFa-Produktion (auf < 10 % der Kontrolle bei 2,5 uM FM-381), wéhrend IL-6 und IL-10 relativ
unbeeinflusst blieben. n = 3.

Ahnlich zu TNFa wurde das proinflammatorische Zytokin IL-6 in mit den (u.a.) JAK1-
hemmenden Inhibitoren behandelten Zellen ebenfalls verstarkt produziert bzw.
freigesetzt (bis zu ca. 250 % der LPS-Kontrolle bei 5 uM Upadacitinib). Upadacitinib,
Ruxolitinib und Tofacitinib unterschieden sich dabei nur geringflgig in ihrer Wirkung.
Es ist erneut davon auszugehen, dass der Effekt durch die Inhibition der JAK1 ausgeht.
Im Gegensatz dazu war eine selektive Hemmung der JAK3 mit einer (geringfligigen)
Senkung des detektierten IL-6 verbunden. In den meisten Experimenten waren die
Auswirkungen der dargestellten Testsubstanzen auf IL-6 aber eher gering.
Gelegentlich kam es bei héheren Konzentrationen auch zu gesteigerter Freisetzung
von IL-6 (s.u.); es ist aber anzunehmen, dass es sich hier eher um ein Symptom
beginnender Zytotoxizitat handelt, als um einen JAK3-assoziierten Effekt.

Auch beziglich der Freisetzung des antiinflammatorischen IL-10 verhielten sich die
kommerziellen Inhibitoren a&hnlich, es kam bei den meisten verwendeten
Konzentrationen zu einer Steigerung. Interessanterweise unterschieden sich aber
Ruxolitinib und Tofacitinib bei hdheren Konzentrationen von Upadacitinib: Die
gemessenen IL-10 Konzentrationen naherten sich wieder dem Kontrollniveau, wahrend
sie bei Upadacitinib weiterhin stark erhéht blieben. Dies legt nahe, dass die durch beide
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Stoffe hervorgerufene JAK2-Hemmung bei diesen Konzentrationen potentiell einen IL-
10 senkenden Einfluss haben kdonnte. FM-381 hatte bis ca. 1 uM keine nennenswerten
Auswirkungen auf die IL-10 Spiegel, erst bei héheren Konzentrationen kam es zu einer
Steigerung lber den Kontrollwert. Ahnlich verhielt es sich auch in weiteren Assays mit
verwandten Substanzen, wobei — in Abhangigkeit von Spender bzw. Zelltyp und
Substanz — auch Senkungen der IL-10 Freisetzung beobachtet wurden. Letztere waren
aber meist nur gering ausgepragt (s.u. bzw. Anhang, 7.2.5). Eine Senkung der TNFa.
Produktion bei unbeeinflussten bzw. sogar gesteigerten IL-10 Spiegeln ist zur
Bekampfung akuter oder chronischer Entziindungen besonders potent und
wiinschenswert. Auch /n vivowurden diese Effekte flir die in dieser Arbeit hergestellten
JAK3-Hemmer dargelegt (Kapitel 4.3.2).

4.2.3.2 Vergleich von FM-381 mit verschiedenen Derivaten
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Abbildung 4.10: Nach Behandlung von HBC-Zellen mit verschiedenen JAK3-Inhibitoren und LPS gemessene
Konzentrationen von TINFa (oben links), IL-10 (oben rechts) und IL-6 (unten links). Die Stoffe folgen dem bereits
fiir FM-381 beschriebenen Muster einer konzentrationsabhdngigen Hemmung der TNFa-Produktion und nur
geringfigiger Beeinflussung von IL-6 und IL-10. n = 3.

Abbildung 4.10 zeigt einen typischen Datensatz aus HBC. Verglichen wurde FM-381
mit verschiedenen Derivaten, die sich entweder im Substituenten an der JAK-
Selektivitatstasche (18, 29) unterscheiden, oder an einen Makrolid-Carrier verlinkt
wurden (13, 38). Im Allgemeinen erzeugten die Substanzen sehr &hnliche
Zytokinprofile, was als indirektes Indiz flir deren recht selektive Hemmung der JAK3
gewertet werden kann.

Wie fiir FM-381 bereits beschrieben kam es auch bei Einsatz der anderen Substanzen
zu einer starken Reduktion der TNFa. Freisetzung, die durch die héchste Dosis gegen
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Null gesenkt wurde. FM-381, das unter den Substanzen die héchste Aktivitat gegen
die JAK3 zeigt, hatte dabei auch den starksten Effekt auf die TNFa Werte.

Auf die IL-6 Spiegel hatten die Testsubstanzen Gberwiegend geringen Einfluss; einzig
18 fiihrte bei hdheren Konzentrationen zu einer Senkung (auf ca. die Halfte des
Kontrollwerts bei 5 uM des Wirkstoffs).

Die Freisetzung von IL-10 wurde ebenfalls nur schwach beeinflusst. Flr hoéhere
Konzentrationen einiger Stoffe wurde eine leichte Minderung beobachtet, die aber
aufgrund der starken Streuung nur von geringer Aussagekraft ist. Wie schon im zuvor
gezeigten Experiment fuhrte die hochste Dosis von FM-381 zu einer deutlichen
Steigerung der IL-10 Werte. Potentielle Ursachen werden bereits an anderer Stelle
diskutiert.

4.2.3.3 Vergleich mit Tofacitinib und Ruxolitinib
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Abbildung 4.11: Nach Behandlung von HBC-Zellen mit JAK3-Inhibitoren (FM-381, 13, 37, 30), Tofacitinib oder
Ruxolitinib und LPS gemessene Konzentrationen an TNFa (links) und IL-10 (rechts). Wieder kam es zur TNFa-
Senkung durch die JAK3 Hemmer, wéhrend die (u.a.) JAK1 inhibierenden Vergleichssubstanzen zu einer
konzentrationsabhédngigen Steigerung der TNFa-Ausschiittung fiihrten. Die IL-10 Konzentrationen wurden von
Tofacitinib und Ruxolitinib stark (bis auf das Doppelte), von den JAK3 Hemmern FM-381, 13 und 37 nur malig
(bis zu ca. 20 %) erhéht. n = 3.

Tofacitinib und Ruxolitinib wurden in vielen Assays als Vergleichssubstanzen
miteingeschlossen. Abbildung 4.11 zeigt die Ergebnisse eines solchen Assays, bei
dem FM-381 mit zwei Makrolid-verknipften Derivaten sowie dem phenyl-
substituierten 30 verglichen wurde. Die nicht JAK3-selektiven Inhibitoren hatten die
gleichen Effekte auf die Zytokinfreisetzung wie schon in Abbildung 4.9 dargestellt:
Sowohl die TNFa- als auch die IL-10-Spiegel wurden mit steigenden
Wirkstoffkonzentration deutlich erhdht.

Die JAK3-selektiven Testsubstanzen zeigten das typische Muster aus TNFa-Senkung
und schwach gesteigerter IL-10 Produktion (mit Ausnahme von 30, bei dem die IL-10
Konzentrationen bei hdheren Dosen stattdessen geringfiigig abnahmen). Die TNFa-
Werte spiegeln zudem gut die unterschiedliche Potenz der Stoffe wieder: 37, dessen
JAK3 ICso um ein ungefahr Sechsfaches niedriger liegt als jene von 13, flihrte bei
gleicher Konzentration auch zu starkerer Senkung der TNFa-Werte.
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4.2.3.4 Vergleich unkonjugierter Testsubstanzen mit Makrolid-konjugierten
Derivaten und den Carrier-Vorstufen
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Abbildung 4.12: Nach Behandlung von HBC-Zellen mit LPS sowie JAK3-Inhibitoren oder deren makrolidbasierten

Vorstufen (59a, 63) bzw. Azithromycin gemessene Konzentrationen an TNFa (oben links), IL-10 (oben rechts) und
IL-6 (unten links). Weder Azithromycin noch 59a oder 63 hatten in den eingesetzten Konzentrationen (0,01-5 uM)
einen nennenswerten Einfluss auf die Produktion von TNFa, IL-6 oder IL-10. n = 3.

Aufgrund der fur Makrolide wie Azithromycin und dessen Derivate postulierten
immunomodulatorischen Effekte (Kapitel 1.8) wurden die unkonjugierten
Testsubstanzen FM-381 und 40 mit den konjugierten Analoga 37 und 43 sowie den
Carrier-Vorstufen 59a, 63 und Azithromycin verglichen. Ziel war darzulegen, ob der
Makrolidkern der Konjugate im LPS-Modell ebenfalls einen Einfluss auf die Zellen bzw.
deren Zytokinfreisetzung auslibt, oder ob die Effekte rein auf Hemmung der JAK3
basieren. Wie Abbildung 4.12 zeigt, waren die genannten Vorstufen bzw.
Azithromycin bei den eingesetzten Konzentrationen nahezu inert. Eine schwache
Hemmung der IL-6 Freisetzung konnte flir niedrige Dosen der Stoffe beobachtet
werden, die aber nicht Gber ca. 10 % hinausging.
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4.2.3.5 Vergleich 2'- und 3'-verlinkter Makrolidkonjugate:
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Abbildung 4.13: Nach Behandlung von HBC-Zellen mit JAK3-Inhibitoren und LPS gemessene Konzentrationen an
TNFa (oben links), IL-10 (oben rechts) und IL-6 (unten links). Die Makrolid-Konjugate 13 und 44 sind (iber Position
2'am Desosamin mit den JAK-Warheads verkniipft, die jeweiligen Strukturanaloga 46 und 47 (iber die 3*-Position.
n=_2

Im Zuge der Optimierung des Makrolidcarriers wurden sowohl tiber die 2'- als auch die
3'-Position des Desosamin-Zuckers verlinkte Konjugate dargestellt. Diese waren sich
sowohl in ihren pharmakokinetischen Eigenschaften als auch in ihrer Potenz im
enzymatischen JAK3-Assay (Tabelle 4.8, Tabelle 4.10) duBerst dhnlich. Die Aktivitat
sollte nun auch im zelluldren Kontext verglichen werden, wo u.a. auch die Aufnahme
und (intrazelluldre) Stabilitét der Stoffe und eventuelle off-target Effekte eine Rolle
spielen. Als Surrogatparameter flir die allgemeine antiinflammatorische Wirksamkeit
wurde hier TNFa verwendet, da die Herabsetzung dieses Zytokins Ublicherweise gut
mit der Aktivitdt der Stoffe im JAK3-Assay einherging. Davon ausgehend zeigten sich
die 2'-verknlipften Stoffe (13, 44) als etwas wirksamer als ihre 3'-Gegenstiicke (47,
46). Bei beiden Klassen der Konjugate kam es in der héchsten Konzentration (5 pM)
zu einem sprunghaften Anstieg der IL-6 Freisetzung. Wie bereits diskutiert wurde,
handelt es sich hier vermutlich primar um Folgen beginnender zytotoxischer
Stoffkonzentrationen.

Das Zytokinprofil des ebenfalls im Experiment eingeschlossenen, N-methylpiperidin-
substituierten Konjugats 45 unterscheidet sich deutlich von dem der anderen Stoffe:
Sowohl die Freisetzung von IL-6 als auch die von IL-10 sanken
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konzentrationsabhdngig, bis hin zu einem kompletten Ausfall bei 5 UM des Stoffes. Die
TNFo-Senkung war dagegen mit jener der anderen Stoffe vergleichbar. Eine dhnliche,
ebenfalls konzentrationsabhdngige Senkung der IL-10 Werte wurde auch fir die
phenyl-substituierte Serie (30-33) und zwei Vertreter der Bicyclo[3.1.0]hexyl-Serie
(40, 41) festgestellt (s. Anhang, 7.2.4). Denkbar ist eine Inhibition anderer Kinasen
zusatzlich zur JAK3, die Selektivitat dieser Stoffe wurde aber bisher nicht naher
untersucht.

4.2.3.6 Durchfiihrung in U937-Zellen
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Abbildung 4.14: Nach Behandlung von (Monozyten dhnelnden) U937-Zellen mit JAK3-Inhibitoren und LPS
gemessene Konzentrationen an TNFa (oben links), IL-10 (oben rechts) und IL-10 (unten links). Im Vergleich zu
HBC waren die Effekte der Stoffe bei identischen eingesetzten Konzentrationen geringer ausgepragt. n = 3.

Abbildung 4.14 zeigt einen aus U937-Zellen erhaltenen Datensatz. Die aus einem
Lymphom-Patienten isolierten, immortalisierten U937 Zellen entsprechen in etwa den
menschlichen Monozyten. Letztere sind relativ groBe Fresszellen myeloischen
Ursprungs, die je nach Stimulus zu Makrophagen oder dendritischen Zellen
ausdifferenzieren kdnnen. Tendenziell verhielten sich die Stoffe gleich wie im
komplexeren HBC. Die Auswirkungen auf die Zytokinfreisetzung, insbesondere auf
TNFa bezogen, fielen aber geringer aus: So konnte z.B. die TNFoa-Freisetzung durch
FM-381 erst bei einer Konzentration von 5 uM auf unter 50 % gesenkt werden,
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wahrend dies in HBC (ublicherweise schon mit einem Zehntel dieser Dosis erreicht
wurde.

4.2.3.7 Durchfiihrung in menschlichem Vollblut
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Abbildung 4.15: Nach Behandlung von menschlichem Vollblut mit JAK3-Inhibitoren und LPS gemessene
Konzentrationen an TNFa (links) und IL-10 (rechts). Sowohl durch FM-381, dessen konjugierte Derivate 13 und
37 als auch durch N-methylpiperidin-Analog 18 wurde die Freisetzung von IL-10 gesteigert. n = 3.

Auch in menschlichem Vollblut wurde eine Auswahl an Stoffen getestet, um ein noch
realitdtsnaheres Medium zu untersuchen. Im Vergleich zum HBC sind nun noch weitere
Blutbestandteile wie Erythrozyten, Thrombozyten und ggf. hdhere Anteile an
Plasmaproteinen enthalten. Von ihnen ist zwar keine direkte Interaktion mit den
Substanzen zu erwarten, es kann aber beispielsweise zu unspezifischer Bindung (z.B.
an Albumin oder die Oberflache von Erythrozyten) kommen. Zudem ist die relative
Konzentration der Immunzellen im Vollblut deutlich niedriger.

Die TNFa-Senkung war schwacher ausgepragt als im HBC bzw. erforderte héhere
Konzentrationen der Substanzen flir den gleichen relativen Effekt. Als Grund lasst sich
hier die bereits erwdhnte veranderte Zellzusammensetzung bzw. deren Anteile im
Medium anflihren. Die Freisetzung des antiinflammatorischen IL-10 konnte im Vollblut
deutlich durch FM-381 und vor allem durch dessen Makrolid-Analoga (13, 37) sowie
das N-methylpiperidin-substituierte 18 gesteigert werden. Fiir 29 und 30 wurde dies
nicht beobachtet. Beide waren allerdings auch in anderen /n vitro Experimenten
weniger potent; es ist also nicht auszuschlieBen, dass noch hohere
Stoffkonzentrationen ebenfalls Auswirkungen auf die IL-10 Spiegel haben kénnten.

Diskussion: Die Literatur liefert diverse Beispiele mit verschiedenen Zelllinien, in denen
ebenfalls JAK-Hemmer in dhnlichen Experimenten verwendet und die
Zytokinfreisetzung erfasst wurden:

In M2-Makrophagen flihrt TLR4-Stimulus zur Aktivierung des JAK3/STAT3-Signalwegs.
Unter diesen Bedingungen wurden von Quero et al. bereits Tofacitinib und FM-381
verglichen. Der pan-JAK Inhibitor erzielte eine starke Steigerung der IL-6 Freisetzung,
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wahrend die IL-10 Spiegel bis zu einer Dosis von 1 pM unbeeinflusst blieben, erst bei
C(Tofacitinb)y = 5 MM kam es schlieBlich zur Abnahme.'?® Der IL-10 Anstieg durch
Tofacitinib im in Abbildung 4.8 gezeigten Datensatz ist also auf andere Zelltypen
zurtickzuftihren. Auch in Monozyten wurde flr Tofacitinib eine erhdhte Ausschiittung
der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNFa nach LPS-Stimulus dargelegt. Dabei
kam es allerdings zu einer Senkung statt Steigerung der IL-10 Konzentrationen, was
ggf. Uber die recht hohe eingesetzte Dosis (10 uM) zu erklaren ist.1%’

Die Blockade von JAK1 unterbindet die Signalfunktion von IL-10, da u.a. JAK1 an den
IL-10 Rezeptor assoziieren muss, damit das Signal ins Zellinnere weitergegeben
werden kann.1?>128 Dies erklart die deutlich verstarkte Ausschiittung von IL-6 und
TNFa. in den mit JAK1-Hemmern behandelten Zellen. Ihr antiinflammatorisch
wirksamer Gegenspieler IL-10 wird zwar freigesetzt, kann aber keine hemmende
Wirkung mehr auf die Produktion der beiden Zytokine austiben. Die ebenfalls erhéhte
Freisetzung von IL-10 selbst lasst sich dadurch erklaren, dass ohne Transkription des
IL-10 Signals auch keine Autoinhibition bzw. negative Feedback-Mechanismen
stattfinden und die Zellen vermehrt IL-10 nachbilden.

Bei den von Quero et a/. mit 1 yM FM-381 behandelten M2-Makrophagen kam es zu
einer leicht gesteigerten IL-6 Freisetzung und einer zeitgleichen Senkung von IL-10.
In (eher proinflammatorisch agierenden) M1-Makrophagen erzeugten sowohl
Tofacitinib als auch FM-381 dagegen eine dosisabhangig verringerte Ausschiittung
von IL-6.126

Im komplexeren, aus verschiedenen Typen von Immunzellen zusammengesetzten HBC
unterschieden sich die Befunde von denen der genannten Makrophagen-Experimente:
In den meisten Fallen (s.0. sowie Anhang, 7.2.4) hatte die Behandlung mit den
dargestellten JAK3-Inhibitoren nur geringe Effekte auf die IL-6 bzw. IL-10 Freisetzung;
gelegentlich kam es zu einer leichten Senkung oder Steigerung. Die Schwankungen
lassen sich wahrscheinlich auf die erwahnte spenderbedingt unterschiedliche
Zusammensetzung des HBC zurlckfthren.

Die teils beobachtete Steigerung von IL-10 durch die JAK3-Hemmer (bei hdheren
Konzentrationen) lasst sich ggf. auf deren Wirkung auf dendritische Zellen riickfihren:
Fur JAK3”- dendritische Zellen wurde eine gegeniiber Wildtyp deutlich erhohte IL-10
Produktion — sowohl nach inflammatorischem Stimulus, als auch konstitutiv —
festgestellt.1?? Eine starke Hemmung der JAK3 durch die Testsubstanzen kénnte davon
ausgehend auch im weniger homogenen HBC direkt zur IL-10 Steigerung fihren. Der
Anteil dendritischer Zellen im menschlichen Blut ist aber vergleichsweise gering.!30

Zusammengefasst flihrte der Einsatz selektiver JAK3-Inhibitoren im /n vitro LPS
Experiment zu einem hervorragenden antiinflammatorischen Profil aus gesenkter
TNFa— sowie weitestgehend intakter oder gar gesteigerter IL-10 Freisetzung. Dieses
duBerst gunstige Verhaltnis lieB sich spater auch /in vivo (Kapitel 4.3.2) erzeugen.
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4.2.4 Toxizitats-Assays

Vor der Durchflihrung von /in vivo Studien wurden die Testsubstanzen /n vitro auf
eventuelle Toxizitat geprift. Prinzipiell kamen dabei zwei Assays zum Einsatz, der MTT-
Assay und das 7-Aminoactinomycin(7AAD)-basierte Live/Dead Staining.

MTT-Assay: Der MTT-Assay unterscheidet Zellen nicht anhand der Kriterien
Jebend/tot", sondern anhand ihrer Stoffwechselaktivitdt. Man nutzt den gelben
Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (,MTT"), der
durch mitochondriale Oxidoreduktasen unter Verbrauch von NADH zum blauen
Formazanderivat reduziert wird. Die Viabilitat der Zellen wird also in Abhangigkeit von
der Zellatmung erfasst. Verwendet wurden U937 Zellen, eine den Monozyten dhnliche
immortalisierte Linie, oder die ahnlichen 1774 Zellen. Gezeigt werden nur einige
reprasentative Datensets, weitere sind den Anhangen (7.2.3) zu entnehmen:
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Abbildung 4.16: Durch Farbung mit MTT erfasste Viabilitat von U937-Zellen in Abhdngigkeit von der Konzentration
der eingesetzten Testsubstanzen. Die Spitzenkonzentrationen von 25-50 uM fihrten i.A. zu einer deutlichen
Abnahme der Zellviabilitét. n = 3.

Grundsatzlich waren die meisten der dargestellten Testverbindungen in den flir /n vitro
Experimente relevanten Konzentrationen (i. d. R. bis 10 yM) untoxisch und flihrten im
MTT-Assay zu keiner nennenswert reduzierten Zellviabilitat. Erst in hdheren
Konzentrationen (= 25 pM) kam es zu toxischen Effekten (Abbildung 4.16). Wie
bereits erwdhnt wurde in diesem Assay aber nicht direkt nach lebenden und toten
Zellen unterschieden, sondern primar der mitochondriale Stoffwechsel erfasst. Ein
nicht auszuschlieBender weiterer Grund flir zytotoxische Effekte der Substanzen
kdnnte auch die oft suboptimale Loéslichkeit sein: Eine starke Anreicherung einer
Verbindung in bestimmten Kompartimenten kénnte zum Ausfallen des Stoffes fihren,
was wiederum Zellorganellen oder essentielle Membranen schadigen wirde.

Auch in J774 Zellen (Abbildung 4.17) wurde die Uberwiegende Mehrzahl der
Testsubstanzen gut toleriert:
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MTT Assay, J774-Zellen
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Abbildung 4.17: Durch Férbung mit MTT erfasste Viabilitét von J774-Zellen in Abhdngigkeit von der Konzentration
der eingesetzten Testsubstanzen. Wie schon in U937-Zellen beschrieben kam es zu einer konzentrationsabhéngigen
Abnahme der Viabilitdt. n = 3.

Im Gegensatz zu den humanen U937 Zellen sind J774 Zellen murinen Ursprungs. Sie
entsprechen auBerdem eher den (Ublicherweise in Geweben vorkommenden)
Makrophagen als (im Blut zirkulierenden) Monozyten. Die gute Vertraglichkeit der
Testverbindungen auch in murinen Zellen war eine grundlegende Voraussetzung fiir
die spateren /n vivo Studien in Mausen.

Im Zuge der MTT-Screenings wurde flr die beiden Makrolidkonjugate 37 und 42
Toxizitat bei unerwartet niedrigen Konzentrationen festgestellt. Dies war bisher bei
anderen, strukturell ahnlichen Konjugaten nicht beobachtet worden. Um
sicherzustellen, dass es sich um stoffspezifische Toxizitat handelt, wurde ein weiterer
Batch von 37 synthetisiert. Dieser wurde mit dem anderen Batch sowie der Vorstufe
60b verglichen, um Batch-spezifische bzw. aus vorigen Reaktionen mitgeschleppte
toxische Verunreinigungen auszuschlieBen (Abbildung 4.18).
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Abbildung 4.18: Durch Férbung mit MTT erfasste Viabilitdt von U937-Zellen in Abhéngigkeit von der Konzentration
der eingesetzten Testsubstanzen. n = 3. Von 37 wurden zwei separat synthetisierte Batches (,A" bzw. ,B")
verglichen. Um toxische Effekte aufgrund von mitgeschleppten Verunreinigungen der Vorstufe auszuschlieBen,
wurde 60b ebenfalls in den Versuch eingeschlossen. Beide Batches von 37 zeigten dhnliche Zytotoxizitat ab einer
Wirkstoffkonzentration von 5 uM. Die Vorstufe 60b erwies sich dagegen selbst bei 50 uM als untoxisch.
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Beide Batches sowie das liber den gleichen Linker verbundene 42 zeigten schon bei 5
MM einen starken Abfall der Viabilitat, die gemeinsame Vorstufe war dagegen auch in
der hoéchsten Konzentration noch relativ untoxisch. Der Grund flir die im MTT-Assay
beobachtete Toxizitat ist nicht bekannt. Sie ist auch im Hinblick auf die Strukturen der
betroffenen Substanzen schwer erklarbar, da verwandte Stoffe erst bei deutlich
héheren Konzentrationen Toxizitat aufwiesen. Eine off-target Wirkung kann nicht
ausgeschlossen werden, misste aber spezifisch flir Konjugate mit gleicher Linkerldnge
vorliegen. Dagegen spricht, dass 39 in einem weiteren Assay erst bei 25 uM
nennenswert toxisch war.

Live/Dead Staining: Bei diesem Verfahren wird durch Einsatz von 7AAD zwischen
lebenden und toten Zellen unterschieden. Der Farbstoff ist ein DNA-Interkalator und
kann nur bei toten Zellen die Zellmembran durchdringen. Diese lassen sich dann
anhand der Intensitédt des Fluoreszenz-Signals quantifizieren. Flr das Live/Dead
Staining wurden menschlicher Buffy Coat oder THP1-Zellen verwendet. Letztere
entstammen einer Monozyten-Population, die einem Leukdmiepatienten entnommen
wurde. Auch im Folgenden werden nur einige Beispiele aus den erhobenen
Datensatzen gezeigt.

Die Substanzen wurden fir diesen Assay in eher niedrigen Konzentrationen getestet,
in denen sie alle gut toleriert wurden. Auch der unselektive JAK-Hemmer Tofacitinib
wurde miteinbezogen und zeigte ebenfalls keine bedenkliche Toxizitdt (Abbildung
4.19).
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Abbildung 4.19: Durch Farbung mit 7AAD erfasste Viabilitat einer gemischten Leukozytenpopulation (HBC) in
Abhéngigkeit von der Konzentration der eingesetzten Testsubstanzen. Weder die JAK3-Hemmer noch Tofacitinib
zeigten im Bereich von 0.1-5 uM toxische Effekte. n = 2.

Die meisten 7AAD-basierten Assays wurden nicht als reine Toxizitats-Experimente
durchgeflihrt, sondern im Zusammenhang mit den routinemaBig durchgefihrten ,LPS
challenge® ELISAs (4.2.3). Dementsprechend wurden auch die gleichen dort
verwendeten Stimuli (i. d. R. LPS) zugegeben. Ziel war zu zeigen, dass die im ELISA
beobachteten Effekte (v.a. reduzierte TNFa-Freisetzung) durch die JAK-Hemmung
zustande kamen und nicht etwa durch cytotoxische Nebeneffekte. Dementsprechend
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wurden auch die gleichen Konzentrationen (i. d. R. bis 5 yM) wie im ELISA-Verfahren
angewandt.

7AAD Assay, THP1-Zellen
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Abbildung 4.20: Durch Farbung mit 7AAD erfasste Viabilitdt von THPI1-Zellen in Abhédngigkeit von der
Konzentration der eingesetzten Testsubstanzen. Da es sich um einen Kontroll-Assay fir ein LPS-basiertes
Experiment handelte, wurden die Zellen hier ebenfalls mit LPS behandelt. Die Viabilitét der Zellen wurde durch die

JAK3-Hemmer 8-10 sogar (iber den Kontrollwert gesteigert. Dies spricht fiir eine Schutzwirkung gegeniiber der
aurch LPS ausgeldsten Schadigung der Zellen. n = 3.

Interessanterweise zeigten die Testsubstanzen bei solchen Assays sogar einen
gewissen protektiven Effekt: Die Viabilitat war fir die meisten Stoffe und
Konzentrationen erhéht gegentiber THP1-Zellen, die ausschlieBlich mit LPS behandelt
worden waren (Abbildung 4.20). Angesichts des antiinflammatorischen Effekts der
JAK3-Inhibitoren war dies zu erwarten und passt zu den Befunden aus den LPS-ELISAs,
bei denen eine potente, konzentrationsabhangige TNFa-Senkung festgestellt wurde.

Dies wiederum sorgt flir eine Reduktion der Zellschadigung durch proinflammatorische
Signalkaskaden bzw. Apoptose.

7AAD Assay, THP1-Zellen

_ 1001 W FV-381 (LPS)

S psailal M FM-381 (IL-4 + LPS)
= %07 M 10 (LPS)

8 407 10 (IL-4 + LPS)

> 204

Abbildung 4.21: Durch Férbung mit 7AAD erfasste Viabilitgt von THPI1-Zellen in Abhdngigkeit von der
Konzentration der eingesetzten Testsubstanzen. Da es sich um einen Kontroll-Assay fiir ein LPS-basiertes
Experiment handelte, wurden die Zellen hier ebenfalls mit LPS sowie LPS + IL-4 behandelt. Die durch LPS bzw. LPS

+ IL-4 verursachte Zytotoxizitdt konnte durch die JAK3-Hemmer FM-381 und 10 schon ab einer Konzentration
von 0,01 uM verhindert werden. n = 2.
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In einem weiteren Assay wurde zusatzlich zu LPS auch mit IL-4 stimuliert (Abbildung
4.21). Durch die Kombination kam es in den ansonsten unbehandelten Proben zu einer
weiteren Abnahme der intakten Zellen (auf ca. 69 %). Durch Einsatz der
Testsubstanzen konnte die Viabilitat jedoch in beiden Gruppen (nur LPS bzw. LPS +
IL-4) auf ahnlich hohem Niveau gehalten werden. Der IL-4 Rezeptor leitet sein Signal
uber JAK1/JAK3-Heterodimere weiter, die Testsubstanzen konnten der IL-4
abhangigen Toxizitat dementsprechend direkt entgegenwirken.

4.2.5 Fluoreszenzverhalten, Zellaufnahme-Experimente

Die Konjugation der JAK3-Inhibitoren an Makrolidcarrier diente nicht nur der
Optimierung der generellen PK-Eigenschaften, sondern auch einer verstarkten
Aufnahme in Leukozyten bzw. deren sauren Kompartimenten. Lysosomen sind
Organellen, die u.a. zum Verdau von Makromolekilen und auch Pathogenen benétigt
werden. Sie kommen in einer Vielzahl an Zellen vor, insbesondere aber in Immunzellen.
Innerhalb der mit Membranen versehenen Lysosomen liegt ein saures Milieu vor (pH
4-5), das durch ATP-abhangige Protonenpumpen aufrechterhalten wird. Die
lysosomalen Enzyme sind nur unter diesen sauren Bedingungen optimal aktiv; dies
dient vermutlich zum Schutz der Zelle im Falle einer Membranschadigung. 131132 Von
Azithromycin ist bereits bekannt, dass es sich rasch und in hohem AusmaB in
Immunzellen ansammelt, wobei ca. 70 % der gemessenen Stoffmenge im lysosomalen
Kompartiment vorliegt.!33. Verantwortlich hierfiir sind die beiden tertidren Amine,
deren pKs-Werte bei 8,1 bzw. 8,8 liegen:13% Innerhalb der sauren Lysosomen liegt
Azithromycin fast ausschlieBlich in protonierter Form vor und kann somit nicht mehr
die lysosomale Membran passieren. Die Folge ist eine starke Anreicherung in
Konzentrationen, die um ein Vielfaches Uber den cytosolischen und v.a. denen im
Extrazelluldrraum liegen (Abbildung 4.22).
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Extrazellularraum

Abbildung 4.22: Schematische Darstellung des "base trapping" Mechanismus, durch den sich basische Substanzen
(,B") in hohen Konzentrationen innerhalb saurer Kompartimente, z.B. den Lysosomen, anreichern. Geht ein
ausreichend basischer Wirkstoff in das lysosomale Kompartiment (iber, wird er dort aufgrund des erniedrigten pH-
Werts (ca. 4-5) protoniert (,BH*"). Die Membranpassage ist fiir geladene Molekiile deutlich erschwert, wodurch es
zu einer Anreicherung der Substanz im Lysosom kommit.

Die langsame Riickverteilung des Stoffes aus den Lysosomen ins Zytosol und von dort
in die Peripherie ist einer der Grinde flr die lange Verweildauer im Korper, selbst nach
nur einmaliger Verabreichung.!33 Denkbar ist, dass dieser Verteilungsmechanismus
auch genutzt werden kann um gezielt , leukotrope®™ Wirkstoffe an Entziindungsherden
zum Einsatz zu bringen: So wurde bereits gezeigt, dass Azithromycin sich in gréBerem
MaBe in infiziertes Gewebe verteilt, indem es zunachst von Phagozyten aufgenommen
wird, die dann zum Ort des Infekts wandern und den Stoff dort wieder freigeben. Bei
weniger basischen Makroliden, z.B. Clarithromycin, ist der Effekt nicht (oder nur
vermindert) zu beobachten. Da auch bei nicht-infektbedingten Entziindungen hohe
Konzentrationen an Leukozyten vorzufinden sind, kann dort ebenfalls mit einer
bevorzugten Anreicherung der Azalide gerechnet werden.!3>136 Eine solche
Anreicherung ist auch flir die hergestellten Konjugate denkbar, da ihr basisches
Makrolid-Geriist einen starken Einfluss auf die physikalischen Eigenschaften und das
PK-Profil ausubt. Die Aufnahme der Testverbindungen in Immunzellen wurde in vitro
auf zwei Arten untersucht. Zum einen wurde die intrinsische Fluoreszenz der
Substanzen ausgenutzt, um diese qualitativ per Fluoreszenzmikroskopie
nachzuweisen. Zum anderen wurde die Anreicherung in Zellpellets per HPLC-MS
quantifiziert.
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Fluoreszenzmikroskopie: Die auf FM-381 basierenden JAK3-Hemmer verfiigen alle
Uber ein ausgepragtes n-Elektronensystem, was sich auch an ihrer intensiven Farbe
zeigt. Ihr Absorptions- und Emissionsverhalten im UV/VIS-Bereich erwies sich als
geeignet fiur die Detektion per Fluoreszenzmikroskopie, die Lage der
Absorptionsmaxima ist fiir einige Beispiele in Abbildung 4.23 gezeigt.

Absorptionsspektren ausgewéhlter Testsubstanzen

2_
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Abbildung 4.23: Absorptionsspektren von FM-381 und einer Reihe von Derivaten bei pH 7,4 (¢ = 50 uM in PBS
+ 0,5 % DMSO). Typisch fiir die Substanzkiasse, inklusive der Konjugate, sind Absorptionsmaxima im Bereich von
ca. 370-380 nm mit verhéltnismalig breiten Peaks.

Zwar ist die Absorption der Testsubstanzen im Bereich des blauen Lichts am
intensivsten, allerdings sind sie durch die relativ breiten Banden noch immer gut
geeignet flr die Detektion im Green Fluorescent Protein (GFP) Filterbereich (ca. 460 %
50 nm). Dies ermdglicht die Nutzung des blauen Filterbereichs fiir DNA-Farbstoffe wie
DAPI. Da diese sowohl wesentlich intensiver fluoreszieren als auch im Zellkern
gebulindelt vorliegen, ist auch nicht mit Problemen durch die blaue Fluoreszenz der
Testsubstanzen zu rechnen.

Neben pH 7,4 wurden auch Absorptionsspektren bei ungefahr lysosomalem pH (5)
aufgenommen um sicherzustellen, dass die Substanzen auch nach der Verteilung in
saure Kompartimente gut detektierbar sind. Es wurden fiir die meisten Substanzen
keine bzw. geringfligige Unterschiede in Lage bzw. Intensitat der Spektren festgestellt
(s. Anhang, 7.2.2). Dementsprechend wurden sie als flir die geplanten Experimente
geeignet eingestuft.

Die Emissionsspektren wiesen Ublicherweise recht breite Peaks mit Maxima zwischen
500 und 600 nm auf. Durch Detektion der Substanzen im GFP-Filter wird die
gleichzeitige Beleuchtung im blauen und roten Filterbereich ermdglicht, wodurch auch
Zellkerne (blau, Farbung durch Hochst-Farbstoff) und Lysosomen (rot, Farbung durch
Cell Navigator Lysosomal Staining Kit) angefarbt werden kdénnen.

Da es sich bei den Testverbindungen nicht um ,optimierte", intensive Fluorophore
handelt, wurde als Positivkontrolle das Fluorophor-Makrolidkonjugat 76 (Kapitel 3.6)
synthetisiert und mit dem unkonjugierten Aquivalent, Cumarin 343, verglichen.
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Absorptionsspektren von 76 und Cumarin 343
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Abbildung 4.24: Strukturen und Absorptionsspektren von Cumarin343 und dem darauf basierenden Makrolid-
Konjugat 76 bei pH = 7,4 (c = 10 uM in PBS + 0,5 % DMSO). Lage und Intensitat der Absorptionsmaxima
wurden durch die Konjugation nur geringfiigig beeinflusst.

Beide Stoffe weisen ein nahezu identisches Absorptionsprofil auf (Abbildung 4.24),
allerdings liegt der freie Cumarinfarbstoff bei physiologischem pH Uiberwiegend ionisch
vor und reichert sich daher deutlich weniger in Zellen an. Der Unterschied wird
deutlich, wenn beide Stoffe in einer Konzentration von 10 pM mit suspendierten
Immunzellen inkubiert werden (Abbildung 4.25): Nur das Konjugat akkumuliert in
ausreichender Konzentration innerhalb der Zellen, um — bei gleicher Belichtungszeit —
sichtbar zu fluoreszieren.

Abbildung 4.25: Mit Cumarin 343 (links) oder 76 (mittig) inkubierte U973 Zellen (c = 10 uM). Nur das Konjugat
76 reichert sich in ausreichender Konzentration innerhalb der Zelle an, um im GFP-Filter (griin) sichtbar zu werden.
Zellkerne (blau) und Lysosomen (rot) sind ebenfalls angefarbt. Mit groBen Konzentrationen an 76 angereicherte
Lysosomen erscheinen durch Uberlappung der Signale gelb. Rechts: Aufnahme einer mit 76 inkubierten U937 Zelle
in zwei verschiedenen Kandlen, um entweder die Testsubstanz (grin) oder den Lysosomen-Farbstoff (rot)
darzustellen.
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Wie erwartet wurde 76 dabei nicht nur im Zytosol vorgefunden, sondern auch verstarkt
in den Lysosomen, was durch Uberlagerung des Signals mit dem des Lysosomen-
Farbstoffes deutlich wurde.

FM-381 vs. 50
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Abbildung 4.26: Die Reduktion des Michael-Akzeptors von FM-381 zu 50 fiihrt zu einer Verkiirzung des
delokalisierten Elektronensystems und aamit zur hypsochromen Verschiebung des Absorptionsmaximums um etwa
70 nm. Ahnlich verhielt es sich fiir die Paare 9/51 und 10/52 (s. Anhang, 7.2.2). c = 50 uM, pH = 7,4.

Als Negativkontrolle wurden die reduzierten Analoga der JAK3-Warheads eingesetzt:
Durch das Fehlen der Michael-Akzeptor Doppelbindung ist das n-System verkurzt und
die Absorptions/Emissionsmaxima sind zu kirzeren Wellenlangen verschoben
(Abbildung 4.26), wodurch keine Detektion im GFP-Filter mehr mdglich ist. Durch
die ansonsten gleiche Struktur der reduzierten Testsubstanzen sollte ein nahezu
identisches Verteilungsmuster zu erwarten sein.

Eine Auswahl an Testsubstanzen wurde dann sowohl mit einzelnen Zelllinien wie U937
(Monozyten), HMC3 (Gliazellen) als auch mit komplexeren Systemen wie HBC und
menschlichem Vollblut inkubiert. Abbildung 4.27 zeigt als Beispiel die Aufnahme vier
verschiedener Verbindungen in U937 Zellen:

Abbildung 4.27: Vergleich der Aufnahmen von FM-381 und den Derivaten 50, 18 und 13 in U937 Zellen (c =
10 uM). Nur die lber zusétzliche basische Gruppierungen verfiigenden Substanzen (18 und 13) reicherten sich
ausreichend intrazellulér an, um sichtbar griin zu fluoreszieren.
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Wie zu erwarten war, trugen die Uber zwei basische Aminogruppen verfliigenden
Makrolidcarrier dazu bei, die Anreicherung in Immunzellen deutlich zu steigern. Dies
wurde gleichermaBen fiir das designierte Fluorophor 76 als auch flir die konjugierten
JAK3-Hemmer festgestellt. Erklaren lasst sich dies durch das Phdanomen des ,ion
trapping®, bei dem eine (ungeladene, basische) Substanz nach Passage in ein saures
Kompartiment protoniert wird. In kationischer Form ist die Rickverteilung durch die
das Kompartiment umfassende umschlieBende Membran deutlich erschwert, wodurch
es zur starken Ansammlung der Substanz kommt. Auch unter den getesteten
unkonjugierten Substanzen wurde eine Substanz in hohem MaBe intrazellular
vorgefunden, das N-methylpiperidin-substituierte 18. Freies N-methylpiperidin hat
einen pKa von ca. 10,137 ein ahnlicher Wert kann fiir die Seitenkette angenommen
werden. Nimmt man einen lysosomalen pH von 4,5 an, so ware das Verhaltnis an
kationischem zu neutralem 18 im Bereich ca. 10° zu 1, was die verbesserte Aufnahme
gegenliber anderen, weniger basischen Testsubstanzen erklart.

Bei den anderen unkonjugierten Substanzen wurde nur selten bis nie eine fir sichtbare
Fluoreszenz ausreichende Akkumulation in den Zellen beobachtet. Der trizyklische Kern
der getesteten JAK3-Hemmer ist selbst basisch, es wurden aber keine Saure- bzw.
Basenkonstanten experimentell bestimmt. Der pka der konjugierten Sdure von 7-
Azaindol wird in der Literatur mit 4.59 angegeben,!3813% das Indolderivat ist also
deutlich schwacher basisch als Azithromycin und dessen Folgeprodukte. Das mit dem
Kern der Testsubstanzen konjugierte Cyanoacrylamid sorgt flir einen zusatzlichen
Elektronenentzug, was die Basizitat weiter vermindert. In Kombination mit den
fluoreszenzmikroskopischen Beobachtungen ist demnach nicht von einer starken
intrazellularen bzw. intralysosomalen Anreicherung der meisten unkonjugierten JAK-
Hemmer auszugehen.

Neben der Mikroskopie von Zellen wurden auch /n vivo Proben auf die Ansammlung
fluoreszierender Testverbindungen in bestimmten Zellen bzw. Geweben analysiert,
siehe dazu 4.3.1.

Quantifizierung per LC-MS: Um deren Aufnahme in Immunzellen nicht nur qualitativ,
sondern auch quantitativ zu demonstrieren wurden die Testsubstanzen in Leukozyten-
reichem HBC bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Konzentrationen in den
zentrifugierten Zellpellets per LC-MS bestimmt und das Verhaltnis von im Pellet
vorliegenden  Substanzen zu  jenen im  Uberstand erfasst.1¥  Die
Konzentrationsverhaltnisse sind in Tabelle 4.14 aufgelistet:
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Tabelle 4.14: Aufnahme der Testverbindungen in menschliche Buffy Coat Zellen.

No. Creliet [HM] CMedium [PM] Verhiltnis?
FM-381 50%2,0 0,8+0,2 43 +£1
13 36 + 12 0,5 0,4 114 + 54
18 40+ 2,5 0,6 + 0,1 71+1
29 200,38 0,6 0,2 40+ 1
30 26 0,7 0,5 0,1 5,0 + 2
38 20 £ 3,7 0,7+ 0,4 23,0 + 1
37 20 £ 3,3 0,6 0,2 44 + 4
39 12 +£3,1 0,7 £ 0,0 13 +2
42 18 £ 1,1 0,4 % 0,0 42 + 11
43 9,8 £ 1,0 0,0 0,1 11+2
50 35+1,8 0,6 £0,2 522
76 8,7 £ 1,0 0,6 0,1 17+ 1
Cumarin 343 1,504 04+0,1 360

Buffy Coat von menschlichen Spendern wurde fiir 2 h bei 37 °C mit den Testsubstanzen auf einem Heizschlittler
Inkubiert (c = 1 uM). AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert und die jeweiligen Konzentrationen der
Testsubstanzen in Uberstand bzw. Zellpellet per LC-MS quantifiziert (n = 2). “Die angegebenen Verhéltnisse wurden
aus den jeweiligen Pellet- zu Uberstand-Verhéltnissen der einzelnen Replikate berechnet.

Passend zu den qualitativen Beobachtungen aus den Mikroskopie-Versuchen wurden
die Makrolide (13, 37-39, 42, 43 und 76) in deutlich héheren Konzentrationen in den
Zell-Pellets vorgefunden als im (zellfreien) Uberstand. Besonders deutlich wird die
Steigerung der Aufnahme, wenn man FM-381 mit seinen konjugierten Derivaten 13,
37 und 38 vergleicht; 13 war etwa dreiBigfach héher in den Zellen konzentriert als
FM-381. Unter den unkonjugierten Stoffen reicherte sich wie zu erwarten 18 am
starksten in den Zellpellets an. Die Konzentrationen waren aber sowohl in den Pellets
als auch im Uberstand vergleichsweise niedrig, da die Substanz wenig stabil ist.
Aligemein ist bei der Interpretation der Ergebnisse anzumerken, dass nur intakte,
unveranderte Molekile per MS erfasst wurden. Im Falle der Umwandlung von Stoffen
(z.B. durch intrazelluldre Enzyme) wirden die gemessenen Konzentrationen vor allem
im Zellpellet niedriger liegen, als man es erwarten wirde.
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4.2.6 Metabolische Stabilitat

Neben den /n vivo PK-Studien wurde die metabolische Stabilitdt einiger Testsubstanzen
auch /n vitro in murinen Lebermikrosomen untersucht. Auch wenn das System der
Realitédt weniger getreu wird als eine Studie am lebenden Tier, bietet es daflr die
Mdglichkeit die Stabilitdt unabhangig von Verteilungs- bzw. Ausscheidungsprozessen
zu betrachten.

Tabelle 4.15: Stabilitat ausgewdéhlter Testsubstanzen in murinen Lebermikrosomen.

No. Verblieben nach 2 h? [%] t1/2 [min]
FM-381 79 +£9 142

18 4+0 26

29 54 + 1 133

30 44 £ 5 103

2Prozentsatz an nach 2 h Inkubation bei 37 °C noch verbliebenem Stoff in Relation zu ty. Aliquote wurden zu 6
verschiedenen Zeitpunkten gezogen und per LC-MS quantifiziert (n = 3).

Im Gegensatz zu den /in vivo Beobachtungen (Kapitel 4.1) zeigte FM-381 hohere
Stabilitat als seine Cyclopropyl- bzw. Phenyl-substituierten Analoga 29 und 30: Nach
2 h Inkubationszeit lagen noch liber 75 % des Stoffes unverandert vor, wahrend von
29 und 30 nur noch jeweils 54 + 1 und 44 + 5 % vorlagen. Uber potentielle
Metaboliten von FM-381 wurde bereits in der Literatur berichtet.”2

Bei den Metaboliten von 29 handelt es sich wahrscheinlich um Produkte, die durch
Demethylierung am Amid, Hydroxylierung an unterschiedlichen Positionen
(verschiedene Metaboliten mit unterschiedlichen Retentionszeiten, aber gleichem m/z
wurden detektiert) und Kombinationen dieser Schritte entstanden sind.

Der labile Methylester 18 wurde, wenig Uberraschend, am starksten umgesetzt, am
Ende der Inkubationszeit wurden nur noch 4 % der urspriinglichen eingesetzten
Substanz detektiert. Die m/z-Verhaltnisse und Retentionszeiten seiner detektierten
Metaboliten deuten auf Hydrolyse des Esters und Demethylierung der N-
Methylpiperidin-Seitenkette (oder des Amids) hin.

Flr 30 wurden analoge Metaboliten detektiert, sowie m/z Werte die flir einen Verlust
der Phenyl-Seitenkette sprechen.

Wahrend die berechneten Halbwertszeiten von 29 und 30 zu den aus /n vivo Studien
gewonnenen Werten passen, verfligte FM-381 im Mikrosomen-Experiment offenbar
Uber eine deutlich erhdhte Halbwertszeit (142 min, im Gegensatz zu 23 min /n vivo).
Ein moglicher Erklarungsansatz hierflr ist, dass dessen rasche Elimination /in vivo
hauptsachlich ein Resultat von Verteilungsprozessen oder direkter Exkretion sein
kénnte, nicht aber von metabolischer Umwandlung in der Leber.1%
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Parallel zu den Experimenten in murinen Lebermikrosomen wurde der Metabolismus
dreier Testverbindungen mit menschlichen Leberenzymen erforscht. FM-381, 29 und
30 wurden mit Enzymen der S9 Fraktion inkubiert und auf Stabilitdt sowie auftretende
Metabolite untersucht. Es handelt sich dabei um eine Mischung aus Leberenzymen, die
nach Zentrifugation aufgeschlossener Leberzellen bei 9000 g aus dem Uberstand
gewonnen werden.

Tabelle 4.16: Stabilitat ausgewdahlter Testsubstanzen, inkubiert mit menschiichen Leberenzymen (59-Fraktion).

No. Verblieben nach 3 h? [%]
FM-381 72 £ 2

29 0

30 88 + 17

éProzentsatz an nach 3 h Inkubation bei 37 °C noch Verb//ebeqem Stoff in Relation zu ty. Die Proben wurden zum
Abbruch der Reaktion mit EtOH versetzt, zentrifugiert und die Uberstdnde per LC-MS quantifiziert (n = 3).

Die Leitstruktur FM-381 zeigte ahnliche Stabilitdt wie im murinen Experiment, nach 3
h waren noch immer 72 % des Stoffes unverandert vorhanden. Detektiert wurde u.a.
eine Metabolitenmasse, die im Vergleich zum eingesetzten Produkt um 2 u héher lag.
Eine Reduktion der Doppelbindung am elektrophilen Warhead wirde zwar zu einer
passenden Masse fiihren, erscheint aber metabolisch unwahrscheinlich. Es handelt sich
womoglich um ein Produkt, das durch eine komplexere Kombination verschiedener
Schritte gebildet wurde.

Das Cyclopropyl-Analogon 29 verhielt sich deutlich anders als im vorigen Experiment:
Am Ende der Inkubationszeit konnte die urspriingliche Substanz nicht mehr detektiert
werden, daflir aber ein polarerer Metabolit (s.u.). Ein mdglicher Erkldrungsansatz fir
die stark abweichenden Ergebnisse beider Metabolismus-Experimente kdnnten
Unterschiede in den CYP-Ausstattungen von Mensch und Maus sein.1%:107 Dies wiirde
den Abbau von 29 durch humane CYPs bedingen, die die beiden anderen
Testsubstanzen wiederum nicht oder nur in geringem MaBe umsetzen.

Das Phenyl-substituierte 30 zeigte die groBte Stabilitat, nach 3 h waren noch ca. 88
% in unveranderter Form vorliegend. Auch hier wurde ein friher eluierender +2-
Metabolit detektiert.

Bei allen Substanzen wurden zudem (in verschiedenem AusmaBe) Metaboliten
detektiert, deren berechnete Massen um jeweils -27 von den urspriinglichen
Verbindungen abweichen. Ein passender solcher Metabolit kdnnte z.B. durch Hydrolyse
des Amids zur freien Saure entstehen, was durch Vergleich der Retentionszeiten des
gefundenen Metaboliten von FM-381 und dem selbst synthetisierten Carbonsaure-
Analog 48 gezeigt werden sollte (Abbildung 4.28).
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Abbildung 4.28: Die Retentionszeit des bei Inkubation von FM-381 mit menschlichen Leberenzymen detektierten
Metaboliten wurde mit dem synthetisierten 48 verglichen, um zu dessen Identifikation beizutragen. Der unbekannte
Metabolit und 48 zeigen identische Fragmentationsmuster und Retentionszeiten.

Sowohl Retentionszeit als auch Massenspektrum des genannten Metaboliten und von
48 waren identisch, es kann also davon ausgegangen werden, dass die
Testsubstanzen in der Tat zu den zugehdrigen freien Sauren hydrolysiert wurden. Auch
in /n vivo PK-Studien (Kapitel 4.1 und 4.2.1) wurde 48 u.a. in Leber- und
Plasmaproben als Metabolit anderer Substanzen (z.B. 38) detektiert.

Im Falle von 29 wurde zudem noch ein Metabolit mit um 25 u geringerer Masse als
die Ausgangssubstanz gefunden, der womdglich aus einer Kombination des vorigen
Schrittes und des ,+2-Metaboliten" entstand.

4.2.7 Stabilitat in menschlichem Vollblut und Plasma

Mehrere Testverbindungen wurden in einem weiteren Stabilitatsassay in Vollblut
inkubiert. Neben anderen Nukleophilen enthalt menschliches Blut durchschnittlich ca.
850 pmol/I Glutathion (GSH), welches potentiell mit ausreichend starken Elektrophilen
reagieren konnte.*? Die Michael-Warheads der dargestellten Substanzen wurden zwar
als reversibel bindende Elektrophile designt, die erst nach Stabilisierung in der Kinase
kovalent gebunden bleiben sollten; dennoch sollte die Reaktion mit GSH nicht
vollstandig auBer Acht gelassen werden. In Vorversuchen (Inkubation der
Testsubstanzen mit GSH bei pH 7.4 und 37 °C) konnte allerdings keine Verdnderung
der Substanzen per MS oder in den Absorptionsspektren festgestellt werden. Neben
der Reaktion mit GSH ist auch eine Umsetzung der Stoffe durch Blutzellen, z.B. durch
intrazelluldare Enzyme wie Oxidoreduktasen, ein mdglicher Faktor fiir den Abbau im
Vollblut.

Als Kandidaten wurden FM-381, seine (/n vivo) metabolisch stabileren Analoga 29,
30 und 40 sowie zwei Makrolid-Abkémmlinge, 13 und 38, in einer Konzentration von
je 1 UM eingesetzt. Um den Einfluss individueller, spenderabhangiger Faktoren zu
reduzieren wurde das Experiment insgesamt dreimal mit unterschiedlichen Spendern
durchgefihrt.
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Tabelle 4.17: Stabilitat ausgewdshiter Testsubstanzen in menschlichem Vollblut.

No. Verblieben nach 24 h?[%] ti/2[h]
FM-381 12+£9 8,4

29 13 + 18 7,7

30 4+5 5,7

40 5+3 6,1

13 77 £ 32 32,9

38 856 48,4

2Prozentsatz + SD an nach 24 h Inkubation bei 37 °C noch verbliebenem Stoff in Relation zu t,. Aliquote wurden
zu 8 verschiedenen Zeitpunkten gezogen und per LC-MS quantifiziert (drei biologische Replikate, Singlikatmessung
pro Spender).

Die Halbwertszeiten der unkonjugierten Testverbindungen lagen zwischen 6 und 8 h
(Tabelle 4.17). Unter ihnen erwiesen sich FM-381 und das Cyclopropyl-Analogon 29
als am stabilsten, am Ende der Inkubationszeit lagen jeweils noch 12 £ 9 bzw. 13 +
18 % der eingesetzten Substanz vor. Die Halbwertszeit von 30 und 40 lag jeweils bei
ungefahr 6 h und die Stoffe waren zum 24 h Zeitpunkt nahezu vollstandig abgebaut.

Die beiden Makrolide 13 und 38 erwiesen sich als wesentlich stabiler: Nach 24 h waren
noch Uber 75 % beider Stoffe vorhanden. Die kalkulierten Halbwertszeiten lagen im
Vergleich zum unkonjugierten Analog FM-381 um ein Vierfaches (13, ca. 33 h) bzw.
sogar um ein Sechsfaches (38, ca. 48 h) hoher. Wie in anderen Experimenten
dargelegt wurde (Kapitel 4.2.5), werden die Makrolide zwar in hohem MafBe in
Blutzellen aufgenommen; sie scheinen aber robust gegenliber Abbau durch deren
intrazellulare Enzyme zu sein.

Zusammengefasst konnten die Verbindungen mit metabolisch optimierten
Seitenketten, 29, 30 und 40, im Vollblut-Assay — im Gegensatz zu den /n vivo PK-
Studien - keinen Stabilitatsvorteil gegeniiber FM-381 demonstrieren. Dies legt nahe,
dass die Elimination der genannten Stoffe im Tier wohl wie vermutet v.a. auf
enzymatischer Umwandlung der Selektivitatstaschen-Seitenkette in der Leber beruht.
Die dagegen auch in diesem Assay beobachtete hohe Stabilitat der Makrolidkonjugate
unterstitzt die aus /n vivo Studien gewonnenen Erkenntnisse Uber diese
Substanzklasse.

Stabilitat in menschlichem Plasma.

Als Folgeversuch wurde die Stabilitdt der gleichen Stoffe in menschlichem Plasma
untersucht. Damit sollte der Einfluss des Abbaus durch Blutzellen ermittelt werden, da
diese im Plasma im Gegensatz zum Vollblut fehlen. Anders gesagt wird durch den
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Plasma-Versuch hauptsachlich die (In-)Stabilitat der Testsubstanzen im Medium,
unabhangig von Zellen, erfasst.

Tabelle 4.18: Stabilitdt ausgewahlter Testsubstanzen in menschlichem Plasma.

No. Verblieben nach 24 h?[%] t1/2[h]
FM-381 0,08 + 0,02 2,4

29 0,03 £ 0,04 2,3

30 0,12 £ 0,03 2,8

40 0,020 2,3

13 68 £ 6 66

38 30 £ 15 30

2Prozentsatz + SD an nach 24 h Inkubation bei 37 °C noch verbliebenem Stoff in Relation zu t,. Aliquote wurden
zu 8 verschiedenen Zeitpunkten gezogen und per LC-MS guantifiziert (zwei biologische Replikate, Singlikatmessung
pro Spender).

Flr die Plasmastabilitat ergab sich ein ahnlicher Trend zwischen den Substanzen wie
im Vollblutversuch (Tabelle 4.18): Die Konjugate wiesen vielfach hdhere
Plasmahalbwertszeiten auf als die unverknipften Substanzen. Letztere unterschieden
sich kaum in ihrer Stabilitat, die Halbwertszeiten lagen im Bereich von 2-3 h. Vergleicht
man die beiden Assays fallt zudem auf, dass am Ende des Experiments fur alle
Testsubstanzen im Plasma weniger unverdanderte Substanz vorlag als im Vollblut. Mit
Ausnahme von 13 waren auch die aus den Plasmaproben berechneten
Halbwertszeiten vergleichsweise niedriger. Der Verdacht des Abbaus der Stoffe durch
intrazellulare Enzyme konnte also nicht bestatigt werden, im Gegensatz scheinen diese
im Cytosol sogar stabiler zu sein. Letzteres erscheint auch insofern plausibel, dass flir
die Makrolide generell auch eine starkere intrazelluldre Anreicherung (Kapitel 4.2.5)
festgestellt wurde und diese im Vollblut deutlich stabiler waren als die unkonjugierten
Analoga. Die hodhere Stabilitdit der Konjugate im Plasma (gegenliber den nicht
konjugierten Stoffen) lasst sich durch diesen Ansatz allerdings nicht erkléren. Falls es
v.a. durch verbliebene Plasmaenzyme zum Abbau der Substanzen kommt, sind die
Konjugate aber ggf. aufgrund sterischer Hinderung besser geschlitzt.

4.2.8 Loslichkeit bei pH 7,4

Ein von FM-381 bereits bekannter Nachteil war die geringe Loslichkeit in Wasser (24
mg/l), die die Handhabung hoherer Konzentrationen in Assays erschwert und
gegebenenfalls auch fir die Formulierung flr /n vivo Studien ein limitierender Faktor
sein kann. Durch Optimierung des Amidsubstituenten konnten diesbezliglich bereits
Verbesserungen erzielt werden, ohne dass es zu nennenswerten Verlusten an Aktivitat
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kam.”2 Auch Vertreter der in dieser Arbeit dargestellten Substanzen wurden auf ihre
Ldslichkeit untersucht und gegen FM-381 verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle
4.19 dargestellt:

Tabelle 4.19: [bslichkeit ausgewdhlter Testsubstanzen bei pH 7,4.

No. Loslichkeit? [uM] No. Loslichkeit? [uM]
FM-381 39+0,7 26 103 £ 31

8 20 £ 16 27 26 £ 11
9 615+ 12 28 1142+ 16
11 4205+ 127 29 196% + 33
15 0,06+ 0 30 23 + 3,6
18 32682+ 278 13 480+ 21
19 78 £ 16 37 40 £ 1,3
20 138 £ 17 38 8344+ 231
21 56 = 29 39 87620+ 119
22 72 £ 35 40 103 + 26
24 46 + 13 48 2945 £ 15
50 1762 + 29

eKonzentration = SD im Uberstand einer geséttigten, zentrifugierten Ldsung des Analyten nach 24 h Inkubation in
PBS bei RT (n = 3). bEiner oder mehrere Messwerte lagen oberhalb der Quantifizierungsgrenzen, es handelt sich
also nur um ungeféhre Werte. “Alle Messwerte lagen unterhalb der Quantifizierungsgrenze. Vermutlich kam es zur
Zersetzung des Stoffes oder anderweitiger chemischer Umwandlung.

Bis auf 15, das unter den Assaybedingungen offenbar instabil war, lag die gemessene
Stoffkonzentration im Uberstand fiir alle Testsubstanzen héher als die von FM-381.
Dies war insbesondere der Fall flir Stoffe, die Uber eine zusatzliche basische
Seitenkette verfugen (z.B. 18, dessen Konzentration in der gesattigten Losung mehr
als 800-fach héher lag als bei FM-381). Der pka-Wert vieler tertiarer Aminogruppen
betragt ungefahr 10-11 (konjugierte Saure), bei physiologischem pH liegt demnach
der GroBteil der Molekiile in protonierter Form vor. Bei den Makroliden lagen mitunter
wesentliche Unterschiede vor: Die beste Ldslichkeit ergab sich bei den Uber einen N-
Ethyl,N-methylethylamid-Linker verknlpften Substanzen 38 und 39, die jeweils ca.
200- bzw. 2000-fach hdéher konzentriert vorlagen als FM-381. Die kirzerkettigen
Analoga 37 und 13 waren dagegen nur ca. 10- bis 12-fach besser I6slich als ihr
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unkonjugiertes Analog. Bei ihnen kam es in /n vitro Assays gelegentlich zur
Prazipitatbildung beim Einsatz hoherer Konzentrationen in wassriger Losung.
Modifikationen am Amid, z.B. der Einsatz hydrophiler Gruppen wie Morpholin (19, 21)
oder Hydroxypiperidin (28) erwiesen sich als gunstig und flihrten zu verbesserter
Ldslichkeit bei weiterhin guter Aktivitat. Auch Uber Austausch der Cyclohexyl-
Seitenkette (z.B. 8, 22, 29) konnte eine Verbesserung der Ldslichkeit erzielt werden,
wobei die Anderungen ggf. mit verminderter Aktivitdt gegen die JAK3 einhergingen
(Kapitel 4.1).
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4.3 Weitere /in vivo Studien

4.3.1 Zusatzliche PK-Studien:

Neben dem fir alle Testverbindungen vorgesehenen Standardmodell wurden fir
ausgewahlte Kandidaten noch weiterfilhrende PK-Studien durchgefiihrt: Unter
anderem wurden verschiedene Vehikel und Applikationsarten verglichen, die orale
Dosis verdoppelt und die PK-Eigenschaften in Wistar-Ratten untersucht.

4.3.1.1 Vehikel-Studie fiir orale Applikation

Der Einfluss der Formulierung auf die orale Aufnahme von FM-381 und 18 wurde fir
drei verschiedene, flir Synovo-Studien gelaufige Vehikel getestet. Man verglich:

a) 10 % DMSO in 0,5 % Zitronensaure

b) PEG400/Polysorbat 80 (4:1), 20 % in 0,5 % Hydroxypropylmethylcellulose
(HPMC)

c) Miglyol812/Polysorbat 80 (4:1), 20 % in 0,5 % HPMC.

Formulierung a) war die fiir die bisherigen PK-Studien geldufige Standardformulierung
und diente als Vergleichsvehikel. Das flir b) verwendete Gemisch eignet sich aufgrund
der emulgierenden Eigenschaften von Polysorbat 80 und der viskositatssteigernden
HPMC flir die Einarbeitung schwerldslicher Substanzen. Fir c) wird der PEG-Anteil
durch ein Gemisch mittelkettiger Triglyceride ersetzt. Man férdert dadurch eine
verzdgerte bzw. verlangsamte Freisetzung der Wirkstoffe aus der Emulsion.

Zusatzlich wurde noch eine Gruppe in die Studie eingeschlossen, die mit einer
niedrigeren  Dosis intraperitoneal behandelt wurde (mit dem Vehikel
PEG400/Polysorbat 80 4:1, 10 % in Wasser). Ziel war, die Eignung der
intraperitonealen Verabreichung von 18 flr eine geplante ca. zweiwoéchige EAE-Studie
(Kapitel 4.3.4) zu evaluieren und die im Hirn erreichbaren Konzentrationen
abzuschatzen. Aufgrund der raschen Umwandlung von 18 im Plasma wurde auch nach
den Massen des demethylierten Metaboliten (,Desmethyl-18") gesucht. Im Folgenden
sind deswegen auch die Konzentrationen an Desmethyl-18, nicht die der Ursubstanz,
dargestellt.
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Ergebnisse: Die Art der Formulierung hatte im Falle von FM-381 sowohl Einfluss auf
tmax als auch auf die in Organe aufgenommenen Stoffmengen (Abbildung 4.29):
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Abbildung 4.29: Konzentrationen (Mittelwert £ SD) von FM-381 und dem demethylierten Metaboliten von 18 in
Plasma, Organen bzw. Blut von BALB/c Mausen. Behandelt wurde entweder p.o. mit 12 umol/kg in verschiedenen
Vehikeln (s.0.) oder ip. mit 2,4 umol/kg in PEG/Tween/H-0. Die Organe wurden 8 h nach der Behandlung
entnommen. n = 3.

Die Ubliche Formulierung aus 10 % DMSO in 0,5 Zitronensaure fiihrte zu rascherer
Absorption und héheren Spitzenspiegeln als die PEG/Tween/HPMC-Mischung. Auch die
Organkonzentrationen waren generell héher als bei den anderen oralen Vehikeln. Dies
ist nicht weiter verwunderlich, da durch den DMSO-Anteil die Passage der
Testsubstanzen durch Membranen geférdert wird und damit deren orale Aufnahme.
Die Mygliol-haltige Emulsion sorgte im Falle von FM-381 zu verzdgerter Absorption,
die hochste Konzentration wurde erst 2 h nach Verabreichung gemessen.
Wabhrscheinlich ist, dass die Substanz erst nach Abbau der Triglyceride durch Lipasen
freigesetzt wird und zur Aufnahme zur Verfligung steht. Der Einfluss auf die
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Organkonzentrationen war, bezogen auf die andere DMSO-freie Formulierung,
vernachlassigbar gering. Die nach i.p. Injektion vorgefundenen Stoffmengen in Plasma
und Organen entsprachen wie zu erwarten in ihrem Muster in etwa jenen nach i.v.
Gabe, lagen aber tendenziell niedriger.

Die Plasmaspiegel des demethylierten Metaboliten von 18 waren (iber den Verlauf der
Blutungszeitpunkte hinweg eher niedrig, wahrend die Werte im Blut — je nach
Formulierung — mitunter deutlich fluktuierten. Die in den Organen gefundenen
Stoffmengen entsprechen dem in vorigen Studien flir 18 gefundenen
Verteilungsmustern, inklusive der Aufnahme ins ZNS. Auch nach intraperitonealer Gabe
einer niedrigeren Dosis (2,4 pmol/kg) wurden erfreulich hohe Konzentrationen von
Metabolit und Ursubstanz (nicht gezeigt) im Hirngewebe detektiert, wodurch diese
Applikationsart als fiir die geplante EAE-Studie geeignet befunden wurde.

4.3.1.2 Hochdosierte p.o. Studie mit fritherer Termination

Eine weitere Studie mit Balb/c Mausen befasste sich mit den Kandidaten 18, 29, 37
und 40. Diese hatten sich entweder bereits in anderen /n vivo Studien (z.B. Colitis oder
EAE Wirksamkeitsmodelle, s.u.) hervorgetan oder sollten als Kandidaten dafiir in
Betracht gezogen werden, weswegen ihre Aufnahme und Verteilung naher untersucht
werden sollten. Die Gruppen wurden in zwei Terminationszeitpunkte (2 h und 4 h nach
Behandlung) aufgeteilt, was im Vergleich zu den bisherigen Daten (t = 8 h) friiher
liegt. Zudem wurde die oral verabreichte Dosis auf 24 pmol/kg (in 0,5 %
Zitronensaure) verdoppelt. Es ist bekannt, dass bei p.o. gegebenen Stoffen aufgrund
des First-Pass Effekts unter Umstanden eine Schwellendosis existiert, unterhalb derer
praktisch keine Aufnahme ins Blut oder die Peripherie erfolgt. Dementsprechend war
es von Interesse, ob eine Steigerung der Dosis einen Uberproportionalen Effekt auf die
Plasma- oder Gewebekonzentrationen haben kdnnte, oder ob bestimmte Stoffe nun
auch weitere Zielorgane als bisher erfasst adressieren kdnnten. Fir Letzteres lag das
Augenmerk insbesondere auf der ZNS-Gangigkeit, die von den eingesetzten
Substanzen bisher nur von 18 demonstriert worden war.

Ergebnisse: Die Plasmakonzentrationskurven der Testsubstanzen (Abbildung 4.30)
entsprachen den jeweils bekannten Mustern.
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Abbildung 4.30: Plasmakonzentrationen (Mittelwert + SD) von 18, 29, 37 und 40, die BALB/c Mausen in einer
Dosis von 24 umol/kg p.o. in 0,5 % Zitronensdure-Lésung verabreicht wurden. n = 3.
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Der labile Methylester 18 wurde wie zu erwarten kaum intakt im Plasma vorgefunden,
und auch das Bicyclo[3.1.0]hexyl-substituierte 40 war nur in niedrigen
Konzentrationen messbar. 37 zeigte den flir die Makrolide typischen spaten Peak um
ca. 90-120 min nach Verabreichung, der dem enterohepatischen Kreislauf der
Stoffklasse zugeschrieben wird. Erfreulich waren die Gber einen relativ langen Zeitraum
stabilen Plasmaspiegel des metabolisch robusten Cyclopropyl-Analoges von FM-381,
29. Aus therapeutischer Sicht ist dies besonders wiinschenswert, um ein langes
Dosierintervall zu ermdglichen und gleichzeitig toxische Spitzenspiegel direkt nach
Applikation zu vermeiden. Die Daten unterstiitzen die Vermutung, dass die gute
Wirksamkeit des Stoffes im /n vivo LPS Challenge Modell (Kapitel 4.3.2) vor allem den
pharmakokinetischen Vorteilen zuzuordnen ist.
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Abbildung 4.31: Konzentrationen (Mittelwert + SD) von 18, 38, 29 und 40 in diversen Organen von BALB/c
Méusen nach oraler Verabreichung von 24 umol/kg des jeweiligen Stoffes in 0,5 % Zitronensdure-Losung. Die
Proben wurden entweder 2 h (schwarz) oder 4 h (blau) nach der Behandlung entnommen. n = 3.

Vergleicht man die in Organen vorgefundenen Konzentrationen mit jenen aus friiheren
Studien mit niedrigerer Dosis (und spaterem Terminationszeitpunkt), lagen diese bei
vielen Stoffen bzw. Organen deutlich erhdht vor (Abbildung 4.31). 18 lag im Plasma
fast gar nicht in intakter Form vor, konnte aber in den meisten Organen in
mikromolaren Konzentrationen nachgewiesen werden. Erfreulicherweise traf dies auch
auf Hirn (ca. 3 yM nach 2 h, ca. 2 uM nach 4 h) und Rickenmark (ca. 1,4 M zu beiden
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Zeitpunkten) zu. Der Befund der ZNS-Gangigkeit konnte also bestatigt werden. Die
erreichten Konzentrationen sprechen fiir die Mdglichkeit einer oralen Therapie
neurologischer Krankheitsbilder mit der Substanz. Die Stoffkonzentrationen im Ileum
waren zwar enorm hoch, schwankten aber auch stark zwischen den Tieren (ca. 70 +
81 pM), was am Ehesten mit unterschiedlich vorangeschrittener Darmpassage
zusammenhangt. Eine Anwendung bei entziindlichen Darmerkrankungen kénnte ggf.
ebenfalls von Interesse sein.

38 reicherte sich wie schon in vorigen p.o.-Studien massiv im Ileum an (128 + 120
MM nach 2 h). In anderen peripheren Organen war die Substanz zwar durchaus
nachweisbar, die Konzentrationen lagen aber fir ein Makrolid vergleichsweise niedrig
(ca. dreistellig nanomolarer bis mikromolarer Bereich). Die bevorzugte Verteilung in
den GI-Trakt macht den Stoff zu einem vielversprechenden Kandidaten zur Anwendung
bei Modellen des Morbus Crohn und anderer Darmleiden.

Im Falle von 29 wurden zum 2 h Zeitpunkt hohe (zweistellig mikromolare)
Konzentrationen im Ileum vorgefunden. Diese fielen zum 4 h Zeitpunkt hin schon
wieder stark ab und waren in einer vorigen Studie nach 8 h naherungsweise null. Es
ist denkbar, dass es sich bei den nach 2 h gemessenen Konzentrationen vor allem um
Stoff handelt, der nach der oralen Verabreichung noch nicht aufgenommen worden
war. Andere Organe wurden verhaltnismaBig wenig adressiert.

Das Verteilungsmuster von 40 entsprach tendenziell dem von 29, allerdings lagen die
Werte im Vergleich dazu ca. eine Zehnerpotenz niedriger. Die Substanz scheint oral
schlechter aufgenommen zu werden, was auch die niedrigeren Plasmaspiegel
nahelegen.

Zusammengefasst konnte die Eignung von 18, 38 und 29 fir diverse /n vivo
Wirksamkeitsstudien bekraftigt werden, da sie wilinschenswerte Verteilungsmuster,
Aufnahme und Stabilitat nach oraler Gabe zeigten.

4.3.1.3 PK-Eigenschaften von 76 und Scan von Metabolitenmassen
Bicyclo[3.1.0]hexylsubstituierter Makrolide

Das Fluorophor 76 wurde zusammen mit den Bicyclo[3.1.0]hexyl-substituierten
Makrolid-Konjugaten 42 und 43 in mannlichen C57BL/6 Mausen auf Verteilung und
Stabilitat untersucht. Ziel war sowohl die Ermittlung einer geeigneten Dosis von 76 flr
ein weiterfuhrendes Experiment (s.u.), als auch der Scan nach potentiellen
Metaboliten-Massen von 42 und 43 in Plasma und Leber. Um die Aufnahme in Hirn
und Rickenmark auch in einem anderen Mausestamm als BALB/c aufzuzeigen, wurde
18 ebenfalls in die Studie eingeschlossen. Die Dosis wurde — im Vergleich zu den
standardmaBig flr jede neue Substanz durchgeflihrten PK-Studien - auf 4,8 pmol/kg
(i.v., 10 % DMSO in Serum) bzw. 24 pmol/kg (p.o., 0,5 % Zitronensdure) gesteigert,
terminiert wurde 4 h nach Behandlung.

Ergebnisse: Die Plasmakurven (Abbildung 4.32) von 42, 43 und 18 entsprachen im
Wesentlichen den Beobachtungen aus vorigen Studien. Interessant war das spate
Maximum von 18 nach oraler Gabe; hohe Plasmakonzentrationen der intakten
Substanz sind flir diesen Stoff unlblich, da der metabolisch labile Methylester rasch
gespalten wird. Das Farbstoff-Konjugat 76 erwies sich als stabil, die
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Plasmahalbwertszeit nach i.v. Gabe erwies sich mit ca. 80 min als vergleichbar mit
jenen der beiden anderen eingesetzten Makrolide 42 und 43 (je ca. 90 min). Nach
oraler Verabreichung des Fluorophors wurden vergleichsweise hohe Plasmaspiegel
erreicht, die bis zum Ende der Studie relativ stabil blieben. Vermutlich kam es zur
stetigen Riickverteilung von in peripheren Geweben aufgenommenen Stoffmengen ins
Plasma, wodurch die dortigen Konzentrationen flr langere Zeit konstant gehalten
wurden.
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Abbildung 4.32: Konzentrationen (Mittelwert £ SD) von 18, 42, 43 und 76 im Plasma von C57BL/6 Méusen nach
L.v. Injektion von 4,8 umol/kg (in 10 % DMSO in Serum, links) bzw. p.o. Gavage von 24 pmol/kg (in 0,5 %
Zitronenséaure, rechts) des jeweiligen Stoffes. n = 3.

Die in peripheren Organen gefundenen Konzentrationen an 76 entsprachen den
typischen Verteilungsmustern der Makrolide (Abbildung 4.33): Mikromolare
Konzentrationen waren in Lunge, Leber, Milz, Nieren und vor allem (nach oraler Gabe)
im Ileum detektierbar. Der Stoff wurde nur in geringen Mengen ins ZNS aufgenommen,
die aber dennoch Uber der unteren Quantifizierungsgrenze lagen.
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Abbildung 4.33: Konzentrationen (Mittelwert + SD) von 18, 42, 43 und 76 in diversen Organen ménnlicher
C57BL/6 Mause, 4 h nach Gabe von 4,8 umol/kg der Stoffe i.v. (in 10 % DMSO in Serum, schwarz) bzw. 24 umol/kg
p.o. (in 0,5 % Zitronenséure, blau). n = 3

Die Konjugate 42 und 43 zeigten ebenfalls die bekannten Makrolid-Verteilungsmuster:
Hohe Stoffmengen wurden in den peripheren Organen gemessen, insbesondere im
Ileum nach oraler Verabreichung (75 £ 2 uM fir 42, 25 £ 3 pM fiir 43). Das N-
methylpiperidin-substituierte 18 wurde nach beiden Applikationsarten ausgesprochen
gut in samtliche entnommenen Organe, inklusive Testis, Rickenmark und Hirn,
aufgenommen. Die im Hirn vorgefundenen Konzentrationen lagen mit 6 = 0,5 uM
(p.o.) bzw. 5 £ 0,8 pM (i.v.) um ein Vielfaches hoher als die JAK3 ICso des Stoffs. Noch
héhere Konzentrationen wurden in den Milzen der Tiere gefunden, was auf eine gute
Aufnahme in Immunzellen (und nachfolgende Wanderung jener Zellen ins Milzgewebe,
wo der Stoff dann detektiert wurde) hinweist.

Herzplasma und Leber der Tiere wurden auBerdem nach m/z-Werten potentieller
Metaboliten von 42 und 43 durchsucht. Es handelt sich dabei um rein qualitative
Angaben, da fir eine Quantifizierung die jeweils zu suchende Substanz zur Verfiigung
stehen musste.
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Tabelle 4.20: In C57BL/6 Mausen vorgefundene Massen potentieller Metaboliten der Makrolide 42 und 43.

Vermutete Struktur Mr Metabolit von Plasma Leber Kommentar
399,4 42 Ja Ja Hydrolyse Amid
418,4 42 Nein Ja Hydrolyse Amid und
Nitril
647,9 42 Nein Ja Hydrolyse Amid,

Verlust von Cladinose

1027,3 42 Nein Ja Verlust von
Cladinose, Oxidation

792,1 43 Nein Ja Spaltung Amid

778,0 43 Nein Ja Spaltung Amid,
Desalkylierung
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704,5 43 Nein Ja Spaltung Amid,
Verlust von Cladinose

690,9 43 Nein Ja Spaltung Amid,
Verlust von
Cladinose,

Desalkylierung

633,9 43 Nein Ja Spaltung Amid,
Verlust von Cladinose

Flr beide Makrolidkonjugate wurden Massen detektiert, die plausibel zu erwarteten
Metaboliten passen (Tabelle 4.20). Typisch flir die Substanzklasse scheint eine
Hydrolyse des Cyanacrylamids zu sein. Dies wurde ebenfalls in einer separaten Studie
beobachtet, in der 48 als Metabolit von 38 nachgewiesen wurde. Auch hier wurde fiir
42 die Masse der vermuteten freien Sdure des JAK-Warheads detektiert. Weitere
Folgereaktionen scheinen die Hydrolyse des Nitrils und Desalkylierungen am Makrolid-
Carrier zu umfassen. Auch der Verlust des Cladinose-Zuckers ist flir beide Substanzen
moglich; dabei kann es noch zu einer nachfolgenden Oxidation der verbliebenen
Hydroxygruppe an Position 3 des Lactons kommen. Geht man davon aus, dass die von
den Carriern abgespaltenen JAK-Warheads gute JAK-Aktivitat zeigen (wie z.B. fir 48
gezeigt wurde), liefern die Daten eine Erklarung flir die gute /n vivo Wirksamkeit der
Konjugatwirkstoffe: Die intakten Substanzen werden aufgenommen und reichern sich
in peripheren Geweben an, von wo sie sich langsam ins Blut zurtickverteilen und flr
langanhaltend stabile Wirkstoffspiegel sorgen. Durch Spaltung am Cyanacrylamid
werden dann die (weniger volumindsen und daftir aktiveren) JAK-Warheads frei und
sorgen fir potente Inhibition der JAK3. Man kann die Makrolidkonjugate in diesem
Sinne also gewissermafBen auch als Prodrugs betrachten.

4.3.1.4 Vergleich weiterer Applikationsarten

Eine weitere Studie befasste sich mit dem Vergleich verschiedener
Darreichungsformen: Die Testsubstanzen FM-381, 18 und 37 wurden dabei auf
folgende Arten verabreicht:

a) 5 mil/kg p.o. in 0,1 % Zitronensdure
b) 0,5 ml/kg topisch in DMSO/PEG400 9:1
c) 0,25 ml/kg aurikular in Miglyol812/PEG400 9:1
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Die Dosis betrug in samtlichen Gruppen 12 pmol/kg. Die topische Formulierung wurde
an einem rasierten Bereich des Hinterkopfs, zwischen den Ohren, aufgetragen. Zum
Vergleich wurden spater Proben sowohl dieser Stelle, als auch vom unbehandelten
Rlicken entnommen. Die Tiere wurden 2 bzw. 4 h nach Verabreichung terminiert und
die Wirkstoffkonzentrationen in den entnommenen Organen bestimmt.

Ergebnisse: Die Plasmaspiegel der Stoffe waren nach oraler Gabe am héchsten, lagen
aber insgesamt immer noch recht niedrig. Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer
PK-Studien, bei denen sowohl flir FM-381 als auch 37 nur eine vergleichsweise
geringe orale Aufnahme ins Plasma festgestellt worden war. Die Konzentrationen lagen
aber dennoch zeitweise mehrfach Uber der jeweiligen JAK3 ICso der Stoffe. 18 wurde
— flir alle drei Applikationsarten - Uberhaupt nicht im Plasma detektiert, der Methylester
wurde dort vermutlich schnell hydrolysiert.

FM-381 37

150- 1501
- p.o.

- topisch

¢ [nM]

Abbildung 4.34: Konzentrationen (Mittelwert + SD) von FM-381 (links) und 37 (rechts) im Plasma von BALB/c
Méusen nach Verabreichung von 12 umol/kg des jeweiligen Stoffes in oraler (schwarz), topischer (blau) oder
aurikuldarer (grdn) Form. Nicht gezeigt ist 18, da samtiiche fir den Stoff im Plasma gemessenen Konzentrationen
unterhalb der unteren Quantifikationsgrenze lagen. n = 3.

Die Aufnahme ins Plasma aus der topisch angewandten DMSO/PEG400-Lésung bzw.
den Ohrentropfen fiel sowohl fir FM-381 als auch flr sein Makrolid-Analog 37 relativ
gering aus, es wurden keine nennenswerten Spiegel erreicht. Dies ist positiv zu
bewerten, da eine starke Aufnahme in den Korper nach topischer Anwendung im
Ublichen nicht erwiinscht ist und zu systemischen Nebenwirkungen filhren kénnte.
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FM-381, p.o. FM-381, topisch FM-381, Ohrentropfen

10000 MW 2h
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18, p.o. 18, topisch 18, Ohrentropfen
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c [nM]

Abbildung 4.35: Konzentrationen (Mittelwert £ SD) von FM-381, 18 und 37 in den Organen von BALB/c Mdusen
nach Verabreichung von 12 umol/kg des jeweiligen Stoffes in oraler, topischer oder aurikuldrer Form. Die Proben
wurden 2 h (schwarz) bzw. 4 h (blau) nach Verabreichung entnommen. n = 3.

Die in peripheren Organen vorgefundenen Konzentrationen von FM-381 waren
Uberwiegend niedrig, auch nach oraler Verabreichung. Interessanterweise wurden
aber in allen drei Behandlungsgruppen mikromolare Konzentrationen des Stoffes in
den entnommenen Hautproben gemessen. Wahrend dies in der topisch behandelten
Gruppe nicht weiter verwunderlich ist (es wurde zwar eine andere Stelle behandelt,
aber eine Verteilung der Lésung durch die Mause ist nicht auszuschlieBen), deuten die
Messwerte in den beiden anderen Gruppen auf eine gezielte Verteilung des (lipophilen)
Stoffes in Haut- bzw. Fettgewebe hin. Ansonsten war FM-381 in den Organen von
topisch bzw. aurikular behandelten Tieren nur in niedrigen Konzentrationen (meist <
100 nM) vorzufinden, was eher gegen eine starke Aufnahme durch die Haut spricht.

18, das in anderen Studien in fast allen Organen angereichert vorgefunden wurde, lag
in der p.o.-Gruppe in vielen Organen in Uberraschend geringen Konzentrationen vor.
Die Ausnahme bildete das Ileum, in dem 2 h nach Gabe zweistellig mikromolare
Konzentrationen gemessen wurden. Im Gegensatz zu vorigen Experimenten wurde
auch im ZNS fast kein 18 detektiert. Da sich die Bedingungen (Dosis, Tierstamm,
Vehikel) nicht wesentlich von anderen p.o.-Studien unterschieden ist nicht
auszuschlieBen, dass es aufgrund externer Faktoren zu Instabilitdten der Proben (oder
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bereits der formulierten Substanz) kam. Nach topischer Anwendung wurden nur im
Ileum und in Hautproben hdhere Konzentrationen gemessen. Das Verteilungsmuster
in der mit Ohrentropfen behandelten Gruppe war ahnlich, hier wurde aber zusatzlich
zu Ileum und Haut auch das ZNS erreicht: 2 h nach Behandlung wurden 640 + 840
nM im Hirn und 79 £ 97 nM im Liquor Cerebrospinalis detektiert. Zum 4 h Zeitpunkt
waren die Konzentrationen aber bereits wieder stark abgefallen.

Das Makrolidkonjugat 37 konnte nach oraler Verabreichung in den meisten peripheren
Organen nachgewiesen werden. Die hochsten Konzentrationen lagen, wie schon bei
FM-381, in den Hautproben vor. Auch in der Leber wurden zu beiden
Terminationszeitpunkten mikromolare Konzentrationen erreicht. Die topisch mit 37
behandelten Tiere hatten, verglichen mit dem unkonjugierten FM-381, hdhere
Konzentrationen in der Mehrzahl der Organproben. Diese lagen aber immer noch nur
im zweistelligen bis niederen dreistelligen nanomolaren Bereich. Gewisse Mengen des
Stoffes wurden in der topisch behandelten Gruppe auch im ZNS detektiert. Die
Verabreichung in Form von Ohrentropfen fiihrte 2zu einem ahnlichen
Verteilungsmuster, die Konzentrationen waren aber verglichen mit der topischen
Applikation héher. Proportional gesteigerte Mengen wurden vor allem im Hirn (159 %
119 nM nach 4 h) und den Augen (1,9 £ 0,7 uM nach 4 h) vorgefunden.

Allgemein ist zu den topisch behandelten Gruppen noch anzumerken, dass die in der
(unbehandelten) Rilckenhaut gefundenen Konzentrationen bei allen drei
Testsubstanzen héher lagen als die in den in der (behandelten) Haut zwischen den
Ohren. Denkbar ist, dass die topische Formulierung nicht ausreichend viskos war und
in den Rickenbereich herunterlief, bevor sie vollstdndig aufgenommen wurde. Die
nach topischer Behandlung erreichten systemischen Spiegel sind auBerdem vermutlich
eher den Eigenschaften von DMSO als Penetrationsbeschleuniger zuzuschreiben als
einer intrinsischen Aufnahme der Testsubstanzen.

4.3.1.5 Pharmakokinetik nach i.n. Verabreichung

Im Rahmen der Erforschung alternativer Verabreichungsmethoden wurde eine PK-
Studie durchgeftihrt, bei der intranasal behandelt wurde. Die i.n. Behandlung dient als
Surrogat flr die inhalative Gabe von Arzneimitteln beim Menschen, da letztere an
Mausen nicht sinnvoll durchflihrbar ist. Auch bei intranasaler Gabe werden hohe
Wirkstoffkonzentrationen in der Lunge erreicht, und durch die gute lokale
Durchblutung ist auch mit Aufnahme in den Kreislauf zu rechnen.

Getestet wurden insgesamt sechs Substanzen, die sich in vorigen Studien bereits durch
eine hohe Aufnahme ins Lungengewebe ausgezeichnet hatten: Die Makrolide 37, 38,
44, 46 und 47 sowie das unkonjugierte, Methylpiperidin-substituierte 18. Die
verabreichte Dosis war mit 1,68 pmol/kg vergleichsweise geringer als in vorigen
Studien, da nur ein geringes Volumen (25 pl pro Nasenloch) zur Verabreichung zulassig
war. Hohere Wirkstoffkonzentrationen waren in dem begrenzten Volumen des Vehikels
(5 % DMSO, 5 % PEG400 und ein molares Aquivalent Fumarsiure in Wasser) nur noch
schwer |6slich gewesen bzw. hatten den — schlecht tolerierten — Zusatz weiterer
organischer Losemittel erfordert. Terminiert wurde entweder 1, 2 oder 16 h nach
Verabreichung und es wurden diverse Organe (s.u.) enthommen. Zudem wurde zu vier
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Zeitpunkten nach Verabreichung Plasma aus der Schwanzvene entnommen und die
Wirkstoffkonzentrationen bestimmt.

Ergebnisse: Schon 15 min nach der Verabreichung wurden mit den meisten
Testsubstanzen hohe systemische Konzentrationen im mikromolaren Bereich erzielt
(Abbildung 4.36). Die Ausnahme bildeten die Giber 3'-Position verknlpften Konjugate
46 und 47, bei denen die Messwerte etwa eine Zehnerpotenz niedriger lagen.

Plasmakonzentrationen, 1,68 umol/kg i.n.

¢

38
37
44

1

47

Abbildung 4.36: Konzentrationen (Mittelwert + SD) verschiedener Testsubstanzen im Plasma von BALB/c Méusen
nach intranasaler Verabreichung von 1,68 umol/kg der jeweiligen Substanz (5 % DMSO, 5 % PEG400 + 1,68
umol/kg Fumarsaure, 25 ul Lésung pro Nasenloch). n = 5.

Auch der erwartete Metabolit 48 wurde in niedrigen, aber quantifizierbaren
Konzentrationen im Plasma nachgewiesen (nicht abgebildet). Eine Zuordnung zu
einem bestimmten Vorgangerstoff ist aber nicht moglich, da die Testsubstanzen
kassettenweise verabreicht wurden. Interessant sind die ungewohnlich hohen
Plasmakonzentrationen von 18. Typischerweise lagen diese in anderen Studien —
unabhdngig der Applikationsroute — deutlich niedriger, oft sogar unterhalb der
Quantifizierungsgrenzen. Die Werte sollten demnach vorsichtig interpretiert werden.

Von den Organen wurden Hirn, Lunge, Leber und Milz analysiert, ebenso die
Bronchoalveolare Lavage-Flissigkeit (BALF), welche durch Aussplilen der Atemwege
(mit einem definierten Volumen) gewonnen wurde. Die Makrolidkonjugate zeigten alle
ahnliche Verteilungsmuster (Abbildung 4.37): Die hodchsten Konzentrationen
wurden, wie erwartet, im Lungengewebe erreicht und lagen 1-2 h nach der Applikation
noch im ein- bis zweistellig millimolaren Bereich. Starke Anreicherung wurde ebenfalls
in Leber und Milz beobachtet und entspricht dem typischen Verhalten der Makrolide.
Im Gegensatz zu den i.v.- und p.o. PK-Studien wurden flr die Makrolide 44, 46 und
47 aber zu keinem der drei Terminationszeitpunkte nennenswerte Konzentrationen im
Hirngewebe detektiert.
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Abbildung 4.37: Konzentrationen (Mittelwert £ SD) verschiedener Testsubstanzen in den Organen von BALB/c
Méusen zu 1 h, 2 h und 16 h nach intranasaler Verabreichung von 1,68 umol/kg der jeweiligen Substanz (5 %
DMSO, 5 % PEG400 + 1,68 umol/kg Fumarsaure, 25 ul Lésung pro Nasenloch). n = 5.

Im Gegensatz dazu reicherte sich 18 massiv im Hirn an und erreichte Konzentrationen
zwischen 39 und 93 M (1 bzw. 16 h nach Behandlung). Noch héhere Werte wurden
in der Lunge detektiert, diese lagen mitunter oberhalb der Quantifikationsgrenze. Auch
in Leber und Milz kam es zur starken Anreicherung des Stoffes, der selbst zum 16 h
Zeitpunkt noch in ahnlichen GroBenordnungen vorlag. Die Werte erscheinen im
Hinblick auf bisherige Studien (mit anderer Applikationsart) unerwartet hoch. Die
Standardkurven und Retentionszeiten der Testsubstanz aus den Rohdaten waren
jedoch schlissig, was gegen falsch positive Messwerte spricht. Dennoch sollten die
Befunde ggf. durch eine Wiederholungsstudie Uberprift werden, falls die i.n.
Behandlung mit 18 fir zuklinftige Studien erwogen werden sollte.

4.3.1.6 Pharmakokinetik in Wistar Ratten

Eine Auswahl an Testsubstanzen wurde in einer weiterfiihrenden Studie auf ihre PK-
Eigenschaften in Ratten (Wistar) untersucht. Anzunehmen ist, dass sie zwischen
verschiedenen Vertretern der Nagetiere dhnlich sind; es kdénnen aber, z.B. durch
abweichende enzymatischen Ausstattung der Leber, durchaus relevante Unterschiede
auftreten.1*3 Beispielsweise wurden groBe Unterschiede zwischen Maus und Ratte im
First-Pass Metabolismus des NMDA-Antagonisten Memantin oder beim
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enterohepatischen Kreislauf von Compound K, einem Inhaltsstoff des Ginsengs,
beobachtet. 144145

Bei der Studie in Ratten wurde sowohl intravends (2,4 pmol/kg in 10 % DMSO in
Serum) als auch oral (2,4 pmol/kg in 0,05 % Zitronensaure + 0,5 %
Hydroxypropylmethylcellulose) mit FM-381, 13 und 29 behandelt. In einer weiteren
p.o. Gruppe wurden noch 30 und 40 in die Studie eingeschlossen. 8 h nach
Behandlung wurden die Tiere euthanasiert und Herzblut sowie Organproben
entnommen. Von der Leber wurden verschiedene Abschnitte (,Leber I bis VI%)
genommen, die sich in ihrem Abstand zur Pfortader (I bis III, zunehmend) bzw. zum
Gallengang (IV bis VI, zunehmend) unterscheiden.

Die Leitverbindung FM-381 wurde nach i.v. Gabe rasch eliminiert (Abbildung 4.38):
2 h nach Applikation konnte keine Substanz mehr detektiert werden. In oral
behandelten Tieren wurde in keiner der Blutproben noch intaktes FM-381 gefunden,
was fir eine schlechte orale Bioverfligbarkeit, einen hohen First-Pass Effekt oder eine
Kombination beider Faktoren spricht. Im Gegensatz zu den standardisierten
Mausestudien wurde hier allerdings auch eine flinffach geringere Dosis (2,4 pmol/kg)
angewendet. Mdglicherweise wurde damit noch nicht die nétige Schwellendosis
erreicht, um nach erster Leberpassage messbare Konzentrationen im Blut zu erreichen.
Auch in der Mehrzahl der Organe war der Stoff nicht messbar, lediglich in Ileum und
Caecum der p.o.-Gruppe war  die Konzentration oberhalb der
Quantifikationsuntergrenze (jeweils 92 + 108 und 223 + 149 nM). Das Fehlen
messbarer Mengen des unveranderten Stoffes nach i.v. Gabe spricht flir eine rasche
und vollstéandige Umwandlung zu Metaboliten anderer Massen, die dann nicht mehr
detektiert wurden. Eine Studie mit frilherem Terminationszeitpunkt kdnnte hier von
Nutzen sein, um die Vorgdnge besser zu verstehen.
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Abbildung 4.38: Konzentration (Mittelwert + SD) von FM-381 im Blut von Wistar-Ratten nach i.v. Injektion von
2,4 umol/kg (oben) bzw. in Organproben, die 8 h nach der Behandlung mit 2.4 umol/kg i.v. (schwarz) bzw. p.o.
(blau) entnommen wurden (unten). n = 3.



134 4 Biologische Tests und Ergebnisse

29, das sich in Studien mit Mausen als stabiler erwiesen hatte, war ebenfalls 2 h nach
Injektion nicht mehr detektierbar (Abbildung 4.39, oben links).
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Abbildung 4.39: Konzentration (Mittelwert + SD) von 29 im Blut von Wistar-Ratten nach i.v. Injektion von 2,4
umol/kg (oben links), p.o. Gabe von 2,4 umol/kg (oben rechts) bzw. in Organproben, die 8 h nach der Behandlung
mit 2.4 umol/kg i.v. (schwarz) bzw. p.o. (blau) entnommen wurden (unten). n = 3.

Die AUCs der i.v. Kurven von FM-381 und 29 waren zudem nahezu identisch (30257
vs. 31693). Auch die jeweiligen Halbwertszeiten nach Injektion lagen in dhnlichen
GroBenordnungen (FM-381: 8 min, 29: 12 min). Eine andersartige
Verstoffwechselung der als metabolischen Angriffspunkt vermuteten alicyclischen
Seitenkette in Ratten wadre ein interessanter Erkdrungsansatz flir die scheinbar
dhnliche Stabilitét. Eine naherere Uberpriifung durch weitere Studien war aber im
Rahmen dieser Arbeit nicht mehr mdglich.

Die Blutkonzentrationen von 29 nach oraler Gabe waren zwar gering, aber zumindest
messbar und ergaben eine orale BV von 8 %. Auch hier sind die fuir FM-381
diskutierten Griinde fiir die niedrigen Werte anzumerken. Der Stoff wurde nach 8 h
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v.a. im GI-Trakt (Caecum: 760 = 366 nM nach p.o. Gabe) sowie in Spuren in der Leber
gefunden.

Das Phenyl-Analogon von FM-381, 30, wurde nur oral verabreicht. Zu keinem der
Blutungszeitpunkte konnten quantifizierbare Konzentrationen des Stoffes gemessen
werden. Auch hier handelt es sich um einen Stoff, der aufgrund der Studien in Mausen
als vergleichsweise stabil betrachtet wird. Eine schlechte orale Bioverfiigbarkeit war
allerdings schon in vorigen Studien aufgefallen.

30, Organkonzentrationen p.o.

10000
I
1000+
=)
£ 100+
(&)
104
1-
N2, Q2 Qa2+ 2 QAN A AN 2
I N A e R R R N s e X S ¢
R R A O G e R A N IS
AAREINZ X EONIT RN 00350
ESNH F JERSICERN A
QQ’ Q Q\Q’ .\QQQQ'

Abbildung 4.40: Konzentration (Mittelwert £ SD) von 30 in Organproben von Wistar-Ratten, die 8 h nach der
Behandlung mit 2,4 umol/kg p.o. entnommen wurden. n = 3.

Im Gegensatz zu 29 war 30 jedoch in vielen der entnommenen Organproben
(Abbildung 4.40) noch in relevanten Konzentrationen zu finden, insbesondere in den
Darmabschnitten (z.B. Caecum: 3,0 £ 0,8 pM) sowie in Leber (bis zu 297 £ 121 nM),
Galle (228 = 81 nM) und Niere (320 = 83 nM). Die Substanz wurde auch im
Hirngewebe (z.B. Hippocampus: 70 £ 29 nM) vorgefunden, was bei Vertretern dieser
Klasse in den Mausestudien nur vereinzelt beobachtet worden war. Zusammengefasst
scheint die metabolisch optimierte Seitenkette gegentiber FM-381 fiir das Erreichen
therapeutischer Konzentrationen auch in Ratten von Vorteil zu sein.

Das Makrolid 13 zeigte auch in Wistar-Ratten die flir die Substanzklasse typischen PK-
Eigenschaften (Abbildung 4.41):
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Abbildung 4.41: Konzentration (Mittelwert £ SD) von 13 im Blut von Wistar-Ratten nach i.v. Injektion von 2,4
umol/kg (oben links), p.o. Gabe von 2,4 umol/kg (oben rechts) bzw. in Organproben, die 8 h nach der Behandlung
mit 2.4 umol/kg i.v. (schwarz) bzw. p.o. (blau) entnommen wurden (unten). n = 3.

Nach i.v. Injektion kam es — vermutlich durch Umverteilungsprozesse — zu einer
schnellen Elimination des Stoffes aus dem Blut, wobei zwischen den Tieren erhebliche
Unterschiede festgestellt wurden. Nach dem initialen Abfall waren die Spiegel niedrig,
aber stabil, was auf die flr Makrolide bekannte langsame Rickverteilung aus dem
Gewebe ins Blut zurtickzufiihren ist. 8 h nach der Injektion waren noch immer 196 +
47 nM im Blut vorhanden, was in etwa der JAK3 ICso von 13 entspricht. Die
Halbwertszeit des Stoffes in Ratten lag deutlich Gber jenen der nichtkonjugierten
Testsubstanzen FM-381 und 29 und betrug ca. 154 min. Nach oraler Gabe wurden
nur geringe Wirkstoffspiegel im Blut erreicht (Cmax = 25 £ 11 nM, tmax = 15 min). Die
scheinbare orale BV betrug 2,5 %. In den meisten der entnommenen Organe wurden
hohe Wirkstoffkonzentrationen erreicht, insbesondere im GI-Trakt (Ileum: 13,6 + 6,6
MM nach i.v., 32,0 £ 18,2 uM nach p.o. Behandlung), Milz (29,0 £ 2,1 uM bzw. 1,1 £
0,3 uM), den Nieren (i.v. Gruppe 25,2 + 1,8 pM, p.o. Gruppe 0,6 £ 0,1 yM) und in der
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Leber (bis zu 23,9 £ 5,8 uM nach i.v. bzw. 1,2 £ 0,4 pM nach p.o. Behandlung). Der
Stoff (iberwand zudem in gewissen Mengen die Blut-Hirn-Schranke, in der i.v. Gruppe
waren zum Terminationszeitpunkt noch 365 + 200 nM im Hippocampus und 175 %
114 nM im Cerebellum detektierbar. Eine Passage ins ZNS erscheint flir Molekdile dieser
GroBe zundchst unwahrscheinlich, lasst sich aber evtl. durch aktiven Transport bzw.
die vorige Aufnahme in periphere Blutzellen, die dann die Blut-Hirn-Schranke
passieren, erklaren.

38 wurde nur oral verabreicht. Ahnlich wie bei 13 wurden dabei nur geringe
Spitzenspiegel im Blut erreicht (Abbildung 4.42). Die in den Organproben
gemessenen Konzentrationen lagen im Allgemeinen in dhnlichen Bereichen wie beim
anderen Makrolid 13, mit Ausnahme der Leber (bis zu 134 £ 91 nM), Milz (329 + 331
nM), Niere (131 £ 92) und Lunge (66 £ 74 nM), die jeweils ca. eine Zehnerpotenz
niedriger lagen. Plausibel erscheint eine geringere Stabilitdt von 38 gegeniliber 13
durch Spaltung des Amid-Linkers durch unspezifische Amidasen. Hoher lagen dagegen
die im ZNS detektierten Konzentrationen (136 + 44 nM, ca. Faktor 30 hoher als bei 13
p.o.). Die héchsten Werte von 38 lagen erneut im Ileum (15,9 + 15,8 uM) und Caecum
(2,3 £ 1,3 pM) vor, was es auch in Ratten zu einem interessanten Kandidaten fir
Modelle chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen macht.

38, p.o 38, Organkonzentrationen p.o.
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Abbildung 4.42: Konzentration (Mittelwert £+ SD) von 38 im Blut von Wistar-Ratten nach p.o. Behandlung mit 2,4
umol/kg (links) bzw. in Organproben, die 8 h nach der Behandlung entnommen wurden (rechts). n = 3.

Zusammengefasst lassen sich die in Mausen demonstrierten Vorteile der
Makrolidcarrier auf Stabilitat und die Anreicherung in bestimmten Geweben auch auf
Ratten Ubertragen. Es konnten insbesondere flir 13 durch eine relativ geringe Dosis
bereits hohe, therapeutisch relevante Konzentrationen in vielen Organen erreicht
werden.
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4.3.1.7 Fluoreszenzmikroskopie des Gewebes von mit 76 behandelten
Tieren:

Das Konjugat aus Azithromycin-basiertem Carrier und dem Fluorophor Cumarin 343,
76, wurde nach den erfolgreichen /n vitro Experimenten (Kapitel 4.2.5) auch /n vivo
untersucht. Ziel war es, die Verteilung der Makrolide nicht nur in Blutzellen, sondern
auch innerhalb von Organgeweben durch  Fluoreszenzmikroskopie zu
veranschaulichen. 76 wurde ausgewahlt, da es sowohl ein hervorragendes Fluorophor
darstellt, als auch sehr ahnliche PK-Eigenschaften aufweist wie die JAK-Inhibitor-
Konjugate. Parallel zur Entnahme der Proben flir die Histologie wurden weitere Teile
der Organe zur Quantifizierung des Wirkstoffes per MS entnommen. Behandelt wurde
wie in der vorausgegangenen PK-Studie (Kapitel 4.3.1.3) mit 24 pmol/kg des Stoffes
p.o. in 0,5 % Zitronensaure-Losung.

Plasmakonzentrationen Organkonzentrationen
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Abbildung 4.43: Konzentration (Mittelwert £+ SD) von 76 im Blut von C57BL/6 Mé&usen nach p.o. Behandlung mit
24 umol/kg (links) bzw. in Organproben, die 4 h nach der Behandlung entnommen wurden (rechts). Wie die
anderen vorgestellten Makrolidkonjugate reicherte sich die Substanz stark in peripheren Organen an, insbesondere
in Leber und Ileum. n = 3.

Die PK-Eigenschaften von 76 entsprachen im Allgemeinen jenen der anderen
Makrolidkonjugate (Abbildung 4.43). Der Stoff lag nach oraler Verabreichung Uber
lange Zeit in hohen Konzentrationen im Plasma vor und erreichte nach 2 h einen
Spitzenspiegel von 1,7 £ 0,1 pM. In allen peripheren Organen war er zum
Terminationszeitpunkt (4 h nach Behandlung) nachweisbar, vor allem in der Leber
(19,7 £ 1,9 pM) und im Ileum (34,3 £ 3,9 pM). Interessanterweise lagen die im Colon
gemessenen Konzentrationen deutlich niedriger (1,1 £ 0,3 pM); der GroBteil der
Absorption des Stoffes bzw. dessen Redistribution finden demnach im Dlinndarm statt.
Im ZNS wurden nur vernachlassigbar geringe Mengen an 76 gemessen, was sich
ebenfalls mit den Daten der anderen Makrolide deckt.
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Die in dieser Studie erhaltenen Organproben der Verumgruppe zeigten deutliche
Anreicherung des Fluorophors, insbesondere in Lunge, Ileum, Niere und Leber
(Abbildung 4.44). Wie schon bei den /n vitro Experimenten konnte die Fluoreszenz
von 76 deutlich im GFP-Messbereich beobachtet werden. Fir die jeweiligen Organe
waren klare Verteilungsmuster vorhanden: Z. B. reicherte sich die Testverbindung im
Ileum vorzugsweise an der Oberflache der Mikrovilli an (Abbildung 4.45, rechts). In
der Lunge war die Fluoreszenz an den Oberflachen der Epithelien am intensivsten
(Abbildung 4.45, links). Ubertriagt man die Befunde auf géngige Makrolid-Antibiotika
mit ahnlicher Pharmakokinetik, erklart sich die gute Wirksamkeit bei Krankheitsbildern,
die vor allem die oberen Zellschichten eines Gewebes betreffen (z.B. bei chronischen
Atemwegs- oder Darmerkrankungen).

Abbildung 4.44: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Organproben von mit 76 behandelten Tieren. Von
oben links im Uhrzeigersinn: Lunge, Ileum, Leber, Niere. Die Testverbindung 76 fluoresziert griin, die Zellkerne
wurden mit Hoechst blau eingefdrbt. Die Aufnahmen wurden aus Einzelbildern zusammengefiigt, die mit
zwanzigfacher VergroBerung aufgenommen worden waren.
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Abbildung 4.45: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Lunge (links) bzw. Ileum (rechts) einer Maus, die mit
76 behandelt wurde. Die Testverbindung fluoresziert griin, Zellkerne wurden mit Hoechst blau geférbt. Die
Aufnahmen wurden bei zwanzigfacher VergroBerung aufgenommen. Anreicherung in der Lunge ist besonders zur
Epithelschicht hin zu beobachten. Im Ileum reicherte sich der Stoff vor allem auf der Oberfidche von Darmzotten
an.

4.3.1.8 Fluoreszenzmikroskopie des Gewebes von mit JAK3-Hemmern
behandelten Tieren

Nach dem Erfolg der mit 76 durchgefiihrten Studie wurde ein dhnliches Experiment
mit den Testsubstanzen 13, 18 sowie 38 ausgeflihrt. Die gleiche Dosis (24 pmol/kg)
wurde verwendet, allerdings wurden die Tiere basierend auf den PK-Eigenschaften der
Stoffe bereits nach 2 h statt nach 4 h terminiert.

Die Plasmakonzentrationen (Abbildung 4.46) der beiden Makrolide waren Uber den
Verlauf der Studie hinweg stabil und passten zu den bisherigen Studien. 38 erreichte
ca. zehnfach héhere Konzentrationen als das kiirzer verlinkte 13. Das nicht
plasmastabile 18 war in den meisten Plasmaproben nur knapp ober- bzw. unterhalb
der unteren Quantifizierungsgrenze, im Gegensatz zu den Organen.
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Abbildung 4.46: Konzentrationen von 13, 18 und 38 im Plasma von C57BL/6 Méausen nach Gabe von 24 umol/kg
p.o. (n =3).
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Die Testsubstanzen reicherten sich in den typischen Mustern in hoher Konzentration
in der Mehrheit der peripheren Organe an (Abbildung 4.47). Insbesondere 38
erreichte dabei ein- bis zweistellige mikromolare Werte in Herz, Lunge, Leber, Ileum
und vor allem in der Milz und den Nieren. Das die BHS penetrierende 18 wurde
zusatzlich in hoher Konzentration (> 1 pM) im Hirngewebe detektiert. 38 wurde
ebenfalls im Hirngewebe vorgefunden, was fir ein Molekil dieser GroBe zundchst
unwahrscheinlich erscheint. Die bereits an anderer Stelle aufgefiihrten Anmerkungen
dazu sind auch hier zu bedenken.
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Abbildung 4.47: Konzentrationen von 13 (links), 18 (mittig) und 38 (rechts) in Organen von C57BL/6 Mé&usen,
2 h nach Gabe von 24 umol/kg p.o. (n = 3).

Flr alle drei Substanzen fiel die Anreicherung im Ileum geringer aus als in friiheren
Studien (zum Vergleich: 13 lag in einer PK-Studie mit halber oraler Dosis selbst nach
8 h noch in einer Konzentration von ca. 19 pM vor). Grund hierflir kénnten
unterschiedlich vorangeschrittene Darmpassagen sein, die wu.a. durch die
verschiedenen Terminationszeitpunkte bedingt sind.
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13 war vor allem in Herzmuskel, Lunge, Leber und Niere gut sichtbar, sowie in
geringerer Intensitat in Ileum und Milz (Abbildung 4.48 und 4.49). Die beobachteten
Verteilungsmuster decken sich dabei liberwiegend mit den quantitativen Daten aus der
MS-Analyse. In der Lunge war vor allem um die GefdBe starke Fluoreszenz
detektierbar. Das schwache Signal in der Milz (trotz hoher gemessener
Stoffkonzentrationen) lasst sich ggf. durch die Aufnahmemethode erkldren: Das
Gewebe ist reich an Erythrozyten, die im gleichen Kanal deutliche Autofluoreszenz
zeigen. Fir die Aufnahmen der Verumgruppen wurde zundchst die
Belichtungsintensitat so angepasst, dass in den jeweiligen Organen der Vehikelgruppe
keine Autofluoreszenz im GFP-Kanal mehr sichtbar war und dann bei gleicher
Belichtung die Verumprobe mikroskopiert. Das Resultat ist ein relativ schwaches Signal
in Organen mit von Natur aus starker Autofluoreszenz.

Abbildung 4.48: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Herz (oben), Ileum (mittig) und Niere (unten) von
mit 13 behandelten Tieren. Die linke Hélfte zeigt die liberlagerten Signale des DAPI- (blau, Zellkerne) und GFP-
Kanals (grin, 13), die rechte nur den GFP-Kanal. Die Aufnahmen wurden aus Einzelbildern zusammengefiigt, die
mit zwanzigfacher VergréBerung aufgenommen worden waren.
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Abbildung 4.49: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Leber (oben), Lunge (mittig) und Milz (unten) von
mit 13 behandelten Tieren. Die linke Hélfte zeigt die liberlagerten Signale des DAPI- (blau, Zellkerne) und GFP-
Kanals (griin, 13), die rechte nur den GFP-Kanal. Die Aufnahmen wurden aus Einzelbildern zusammengefigt, die
mit zwanzigfacher VergréBerung aufgenommen worden waren.
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Auch 18 war in der Mehrheit der Organproben sichtbar fluoreszent (Abbildung 4.50
und 4.51), auch im Hirn. Wie schon bei 76 wurde in Proben des Ileums starke
Anreicherung auf der Oberflache der Darmzotten beobachtet. Im Gegensatz zu den
Makroliden war die Verteilung im Lungengewebe eher diffus und weniger auf die
Epithelien fokussiert.

Abbildung 4.50: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Hirn (oben), Herz (mittig) und Ileum (unten) von
mit 18 behandelten Tieren. Die linke Hélfte zeigt die liberlagerten Signale des DAPI- (blau, Zellkerne) und GFP-
Kanals (grin, 18), die rechte nur den GFP-Kanal. Die Aufnahmen wurden aus Einzelbildern zusammengefiigt, die
mit zwanzigfacher VergréBerung aufgenommen worden waren.
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Abbildung 4.51: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Niere (oben), Lunge (mittig) und Milz (unten) von
mit 18 behandelten Tieren. Die linke Hélfte zeigt die liberlagerten Signale des DAPI- (blau, Zellkerne) und GFP-
Kanals (grin, 18), die rechte nur den GFP-Kanal. Die Aufnahmen wurden aus Einzelbildern zusammengefiigt, die
mit zwanzigfacher VergrélBBerung aufgenommen worden waren.
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Das zweite getestete Makrolid, 38, ahnelte im Verteilungsmuster dem verwandten 13
(Abbildung 4.52 und 4.53). Wie bereits erwdhnt war die Anreicherung im Ileum
unerwartet schwach verglichen mit friiheren PK-Studien. Das Signal war dagegen
besonders in der Niere intensiv. Interessanterweise wurden wie auch bei 13 nur die
auBeren Bereiche der Leber eingefarbt, die weiter distal der Pfortader liegen.

Abbildung 4.52: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Herz (oben), Ileum (mittig) und Niere (unten) von
mit 38 behandelten Tieren. Die linke Hélfte zeigt die liberlagerten Signale des DAPI- (blau, Zellkerne) und GFP-
Kanals (griin, 38), die rechte nur den GFP-Kanal. Die Aufnahmen wurden aus Einzelbildern zusammengefiigt, die
mit zwanzigfacher VergréBerung aufgenommen worden waren.
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Abbildung 4.53: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Leber (oben), Lunge (mittig) und Milz (unten) von
mit 38 behandelten Tieren. Die linke Hélfte zeigt die liberlagerten Signale des DAPI- (blau, Zellkerne) und GFP-
Kanals (griin, 38), die rechte nur den GFP-Kanal. Die Aufnahmen wurden aus Einzelbildern zusammengefigt, die
mit zwanzigfacher VergréBerung aufgenommen worden waren.
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4.3.2 LPS challenge Modell

Die Zellwand gramnegativer Bakterien enthalt groBe Mengen an Lipopolysacchariden
(LPS). Diese werden von flir die Erkennung von Pathogenen verantwortlichen Pattern
Recogniton Receptors (PRR) detektiert, genauer gesagt dem TLR4. Stimulation des
TLR4 |6st eine Immunreaktion aus, die Uberwiegend auf Zellen der angeborenen
Immunitat beruht. Der TLR4-Signalweg kann so genutzt werden, um durch Einsatz von
LPS eine Entziindungsreaktion hervorzurufen, beispielsweise in Modellen zur
Charakterisierung neuer antiinflammatorischer Substanzen.!*® Diese Modelle sind
insofern relevant, dass sowohl der TLR-Signalweg als auch die Zellen der angeborenen
Immunantwort eine bedeutende Rolle bei der Entstehung bzw. dem Fortschreiten
verschiedener Autoimmunerkrankungen spielen, 14714

Die im Rahmen dieser Arbeit erstellten Testverbindungen wurden alle, wie bereits
erwahnt, zunachst /in vitro auf ihre antiinflammatorische Potenz untersucht (Kapitel
4.2.3). Eine Auswahl von ihnen wurde weiterfiihrend /7 vivo im sogenannten LPS
Challenge Modell getestet: BALB/c Mausen wurde intraperitoneal LPS injiziert, um eine
Entzlindungsreaktion hervorzurufen und zu festgelegten Zeitrdumen Blut bzw. Plasma
entnommen, um die Konzentration an TNFa, IL-6 und IL-10 zu bestimmen. Alternativ
zur Gabe einer (h6heren) Dosis LPS alleine kann dieses auch in niedrigerer Dosis (10
Mg/kg statt 10 mg/kg) zusammen mit Galactosamin verabreicht werden. Letzteres
verstarkt den proinflammatorischen Stimulus deutlich. Beide Induktionsmethoden
wurden bei den durchgeflihrten Studien erprobt und flihrten zu vergleichbaren
Ergebnissen, wie anhand der Zytokinspiegel der Vehikelgruppen festgestellt wurde.

Die Behandlung mit den Testsubstanzen erfolgte praventiv schon vor der LPS-Injektion
entweder i.v. oder p.o. in Abhdngigkeit der geplanten Studie.
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Abbildung 4.54: Schematischer Ablauf des ,LPS Challenge" Modells: Weibliche BALB/c Méuse wurden entweder
Lv. oder p.o. mit den Testsubstanzen oder Vehikel vorbehandelt. Nach 15 bzw. 30 min wurde LPS bzw.
LPS/Galactosamin ins Peritoneum injiziert, um den Entziindungsreiz auszulosen. 60, 90 und 180 min nach der LPS-
Injektion wurde Blut aus der Schwanzvene entnommen, zentrifugiert und der Zytokingehalt im Plasma bestimmit.
Nach dem 180 min Zeitpunkt wurden die Tiere euthanasiert und Herzblut entnommen.

Auch wenn das Modell eine relativ unaufwandige Mdglichkeit bietet, die
entzindungshemmende Wirksamkeit neuer Wirkstoffe zu vergleichen, sind die
Ergebnisse nur bedingt auf chronische Erkrankungen beim Menschen Ubertragbar. Die
durch LPS ausgeldste Immunreaktion umfasst vor allem die angeborene (v.a.
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myeloische) Immunantwort, wahrend bei chronischen Autoimmunerkrankungen auch
lymphatische Zellen eine bedeutende Rolle spielen kénnen. Zudem wird nur die
Effektivitdt bei der Bekdampfung eines einzelnen proinflammatorischen Stimulus
untersucht anstelle eines langerfristigen Entziindungsgeschehens.

4.3.2.1 Etablierungsstudie:

Zunachst wurde eine Etablierungsstudie zur Optimierung des Verfahrens, inklusive der
Zeitpunkte zur Blutentnahme, mit dem Makrolid-Konjugat 13 durchgefihrt. Dieses
wies sowohl die erwinschten pharmakokinetischen Eigenschaften als auch
ausreichende /n vitro Aktivitat auf. Behandelt wurde mit 8,5 pmol/kg (entspricht 10
mg/kg) p.o., 15 min vor Injektion der LPS-Ldsung.
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Abbildung 4.55: Plasmaspiegel £ SD von TNNFa (links), IL-6 (mittig) und IL-10 (rechts) von BALB/c Mausen zu
verschiedenen Zeitpunkten nach intraperitonealer Injektion von 10 mg/kg LPS. Die Vorbehandlung der Tiere mit
85 umol/kg 13 p.o. fiihrte zu signifikant verringerter Freisetzung von TNFa wéhrend der ersten 90 min. Statistische
Signifikanz gegentiber der Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p < 0,05, ** p < 0,01; *** p < 0,001; ****p <
0,0001.

Die gewahlten Blutungszeitpunkte von 60, 90 und 180 min nach LPS-Injektion
erwiesen sich als geeignet zur Erstellung eines ,Zytokinprofils® der zu testenden
Substanzen. TNFo. wurde schon eine Stunde nach dem LPS-Stimulus in hohen
Konzentrationen freigesetzt und erreichte seinen Hohepunkt nach ca. 90 min. Zum 180
min Zeitpunkt waren die Konzentrationen in beiden Gruppen schon wieder deutlich
gesunken. In den meisten spateren Studien waren die TNFa-Werte zu diesem
Zeitpunkt wieder mit denen unbehandelter Tiere vergleichbar und es bestanden keine
relevanten Unterschiede mehr zwischen den Gruppen; fiir die Diskussion der TNFa-
Konzentrationen sind demnach nur die ersten beiden Zeitpunkte von Bedeutung. Das
ebenfalls proinflammatorische Zytokin IL-6 wurde verzégert und in kontinuierlich
steigenden Konzentrationen freigesetzt, die hdochsten Konzentrationen wurden zum
dritten und letzten Blutungszeitpunkt (180 min) gemessen. IL-10 wurde im Vergleich
zu TNFa verzigert freigesetzt, erreichte aber ebenfalls 90 min nach LPS-Gabe seine
Hochstwerte. Die Konzentrationen waren zu t = 180 min jedoch immer noch hoch.

Mit 13 vorbehandelte Tiere wiesen wahrend der ersten beiden Blutungszeitpunkte
signifikant verringerte Konzentrationen an TNFa in ihrem Plasma auf (p < 0,01). Auch
in vitro war die Substanz ein potenter Hemmer der TNFa-Freisetzung nach LPS-
Stimulus (Kapitel 4.2.3).
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13 hatte bei keinem der erfassten Zeitpunkte einen Effekt auf die Freisetzung von IL-
6 und IL-10, die gemessenen Konzentrationen entsprachen in etwa denen der
Vehikelgruppe. Dieser Befund deckte sich mit den zurzeit vorliegenden Ergebnissen
aus den /n vitro Experimenten mit LPS, wo 13 ebenfalls nicht die Spiegel der beiden
Zytokine beeinflusste. Wie sich in spateren Studien noch zeigen sollte (s.u.), kann die
Behandlung mit héheren Dosen der JAK3-Hemmer (bzw. anderen Applikationsrouten)
aber durchaus einen Einfluss auf die Freisetzung dieser Zytokine haben.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Vorbehandlung von Tieren mit Tofacitinib vor
LPS-Injektion ebenfalls die Freisetzung von TNFa (und IL-6) potent senkt, wahrend
die IL-10 Spiegel im Plasma gesteigert werden.1>® Wie bereits erwdhnt konnten die
Senkung der IL-6 Konzentrationen und die Steigerung der IL-10-Freisetzung auch bei
den in spateren Studien getesteten Substanzen (s.u.) beobachtet werden. Der durch
LPS aktivierte TLR4-Rezeptor signalisiert nicht direkt Gber die JAKs; der Einfluss der
JAK-Hemmer auf das resultierende Zytokinprofil legt aber nahe, dass auch JAK-
abhangige Zytokinrezeptoren in die von LPS hervorgerufene Signalkaskade involviert
sind. Durch nachgeschaltete parakrine Signalwege der betroffenen Immunzellen ist
das Gesamtgeschehen von hoher Komplexitat. Beispielweise kommt es Giber NfkB und
andere Transkriptionsfaktoren u.a. zur Bildung und Freisetzung von Interferon o und
B, welche ihr Signal (iber JAK1/TYK2-abhéngige Rezeptoren weitertragen. Uber NfkB
wird ebenfalls die Ausschiittung von IL-2 und IL-21, an deren Rezeptoren JAK1/JAK3-

Dimere assoziieren, angeregt, sowie die Transkription zahlreicher weiterer
proinflammatorischer Gene.23:151,152
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dem Umstand, dass die TNFa-Spiegel zu
diesem Zeitpunkt wieder weitestgehend
gesunken waren und nur noch
geringfligige Unterschiede zwischen den
Gruppen bestanden, wie es auch in den
nachfolgenden  Studien  beobachtet

Plasmakonzentrationen von IL-10 und TNFain mil
Vehikel oder 13 sowie LPS behandelten BALB/c Mausen.
Fir t = 60 bzw. 90 min waren die Zytokinverhdaltnisse
signifikant unterschiedlich zur Vehikelgruppe. Statistische
Signifikanz gegentiiber der Kontrollgruppe ist dargestelll
als: *p < 0,05 **p < 0,01; *** p < 0,001, ****p <
0,0001.

wurde.

Zusammengefasst flihrte die Behandlung mit 13 vor allem innerhalb der ersten 90 min
nach LPS-Injektion zu einer deutlichen Hemmung der TNFa-Freisetzung und verschob
das Verhaltnis von IL-10 zu TNFo stdrker in Richtung des antiinflammatorischen
Zytokins.
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4.3.2.2 P.o. Studie I:

In einer Folgestudie wurden weitere Testsubstanzen oral verabreicht. Die Dosis wurde
auf 15 pmol/kg festgelegt und das Behandlungsintervall auf 30 min vor der LPS-Gabe
erhoht. Getestet wurden neben FM-381 zwei pharmakokinetisch verbesserte Analoga,
das Cyclopropyl-substituierte 29 und das Makrolid-Konjugat 38. Beide zeigten zwar
geringere Aktivitat gegen die JAK3 /n vitro, aber eine verbesserte Stabilitat /n vivo. 18
wurde wegen seines Status als Kandidat fur ZNS-Erkrankungen ausgewahlt, da es in
PK-Studien gute Hirngangigkeit aufwies. Zusatzlich wurden Tofacitinib und Ruxolitinib
als Vergleichssubstanzen eingesetzt, um die Auswirkungen der unterschiedlichen
Selektivitaten auf das Zytokinprofil zu erforschen.
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Abbildung 4.57: Plasmaspiegel =+ SEM von TNFa (oben links), IL-6 (oben rechts) und IL-10 (unten links) zu
verschiedenen Zeitpunkten nach intraperitonealer Injektion von 10 mg/kg LPS. Die gepunkteten Linien entsprechen
den durchschnittlichen Konzentrationen der Vehikelgruppen. Die Vorbehandlung von Méusen mit 15 umol/kg der
JAK-Hemmer p.o. fiihrte in den meisten Gruppen zu reduzierter Ausschliittung von TNFa und IL-6, wéhrend die IL-
10 Konzentrationen im Plasma gleichblieben oder anstiegen. n = 4 (Vehikel) bzw. n = 8 (Verumgruppen). Nicht
gezelgt ist t = 180 min fir TNFa, da die Konzentrationen in allen Gruppen an bzw. unter der Nachweisgrenze
waren. Statistische Signifikanz gegeniiber der Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p < 0,05; **p < 0,01, ***p <
0,001; **** p < 0,0001.

Die Vorbehandlung der Tiere mit JAK-Inhibitoren flhrte sowohl mit den JAK3-
Hemmern als auch mit den Vergleichssubstanzen Tofacitinib und Ruxolitinib zu einer
Senkung der TNFa-Konzentrationen im Plasma. Zu t = 90 min war der Effekt starker
ausgepragt, besonders fir 18, 29 und 38. So konnte durch Gabe des Makrolids 38
die TNFa-Konzentration von 4,3 + 1,3 ng/ml auf 0,9 £ 1,8 ng/ml gesenkt werden.
Leider waren die Ergebnisse in keiner der Gruppen statistisch signifikant, was
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wahrscheinlich auf die reduzierte Zahl der Vehikeltiere und die groBe Streuung in dieser
Gruppe zuriickzufiihren ist. Auch die fiir FM-381 gemessenen Werte waren bei beiden
Zeitpunkten sehr heterogen, lagen im Schnitt aber im Bereich der anderen Gruppen
(60 min) bzw. dariiber (90 min). Sowohl mit Tofacitinib als auch Ruxolitinib wurde eine
moderate Senkung der TNFa-Freisetzung erreicht, im Schnitt war diese aber flir t =
90 min geringer ausgepragt als bei den JAK3-Hemmern 18, 29 und 38.

Aufgrund technisch bedingter Umstande war flir die t = 60 bzw. t = 90 min Zeitpunkte
nur jeweils eine Plasmaprobe zur Bestimmung von IL-6 auswertbar, weswegen eine
sinnvolle statistische Auswertung dieses Parameters leider nicht mdglich war. Die
durchschnittlichen Konzentrationen im Plasma der behandelten Tiere lagen alle
niedriger als der Vehikelwert. Der niedrigste IL-6 Spiegel zu t = 90 min wurde durch
Behandlung mit Ruxolitinib erzielt (23,4 £ 9,7 ng/ml). Fir den letzten Zeitpunkt (180
min nach LPS i.p.) war die IL-6 Senkung durch 18, 29, 38 sowie durch Tofacitinib und
Ruxolitinib gegenliber dem Vehikel statistisch signifikant (p < 0,0001). Auch zu diesem
Zeitpunkt erwies sich Ruxolitinib als am effektivsten zur Senkung von IL-6 (von 423,5
+ 104,7 ng/ml auf 287,4 + 118,9 ng/ml). Fir FM-381 konnte dagegen keine
verringerte IL-6 Freisetzung mehr beobachtet werden.

Beziiglich der Ausschiittung von IL-10 bestanden zwischen den Gruppen innerhalb der
ersten 60 min nur geringfligige Unterschiede. Die mit 29, 38 und Tofacitinib oder
Ruxolitinib behandelten Tiere wiesen zwar leicht erhdhte IL-10 Spiegel im Plasma auf,
die Anstiege waren aber im Vergleich zur Vehikelgruppe nicht statistisch signifikant.
Zum zweiten Blutungszeitpunkt (90 min nach LPS-Stimulus) wurden die Auswirkungen
dieser vier Substanzen deutlicher, wahrend FM-381 und 18 keinen Effekt auf die IL-
10 Konzentrationen hatten. Der starkste Anstieg wurde durch Ruxolitinib verzeichnet
(von 2,0 + 0,4 ng/ml auf 4,1 £ 0,9 ng/ml) und war statistisch signifikant (p <
0,001), gefolgt von 29 und Tofacitinib. Zum dritten Blutungszeitpunkt wurden,
mdglicherweise durch bereits sinkende Wirkstoffkonzentrationen, vergleichsweise
geringere IL-10 Steigerungen gemessen; nur noch bei den mit 38 oder Ruxolitinib
behandelten Mausen unterschieden sich die Werte von der Referenz.

Zusammengefasst erwiesen sich in dieser Studie vor allem die pharmakokinetisch
optimierten JAK3-Hemmer 29 und 38 (sowie die Kontrollsubstanzen) als
antiinflammatorisch wirksam. Die erhdhte Wirksamkeit gegenliiber FM-381 trotz
geringerer in vitro Aktivitat legt nahe, dass hier vor allem die verbesserte in vivo
Stabilitat und Aufnahme bzw. Verteilung eine dominante Rolle spielen.

4.3.2.3 P.o. Studie II

Eine weitere p.o. Studie wurde mit den Bicyclo[3.1.0]-substituierten Testverbindungen
40-43 durchgefiihrt, bei der diese mit zwei ihrer Cyclohexyl-Analoga, FM-381 und 21
sowie dem Makrolidkonjugat 39 verglichen wurden. Dosis, Behandlungszeitpunkt und
—Art wurden von der vorigen Studie GUbernommen. Ferner wurden zwei Gruppen mit
unterschiedlichen Dosen an Tofacitinib eingeschlossen, um die Effekte einer niedrigen
Dosis (1,5 pmol/kg) des Stoffes zu erforschen.
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Abbildung 4.58: Plasmaspiegel = SEM von TNFa (oben links), IL-6 (oben rechts) und IL-10 (unten links) zu
verschiedenen Zeitpunkten nach intraperitonealer Injektion von 10 mg/kg LPS. Die gepunkteten Linien entsprechen
den durchschnittlichen Konzentrationen der Vehikelgruppen. Die Vorbehandlung von Méusen mit 15 umol/kg der
JAK-Hemmer p.o. fiihrte in den meisten Gruppen zu reduzierter Ausschiittung von TNFa und IL-6, wéhrend die IL-
10 Konzentrationen im Plasma gleichblieben oder anstiegen. n = 8. Nicht gezeigt ist t = 180 min fiir TNFe, da die
Konzentrationen in allen Gruppen vernachidssigbar gering waren. Statistische Signifikanz gegeniiber der
Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.

Wie schon in vorigen Studien flihrte die Verabreichung von JAK-Hemmern vor dem
LPS-Stimulus zu geringeren resultierenden Plasmakonzentrationen an TNFa. Als daftr
effektivste JAK3-Inhibitoren erwiesen sich zu den ersten beiden Blutungszeitpunkten
das Morpholinamid 21 (1,1 £ 0,5 ng/ml nach 60 min, 0,8 £ 0,5 ng/ml nach 90 min, p
< 0,01), und das Bicyclo[3.1.0]hexyl-substituierte Makrolid 43 (1,2 £ 0,3 ng/ml nach
60 min, 0,8 £ 0,1 ng/ml nach 90 min, p < 0,05). 21 zeigte sich dabei auch wesentlich
effektiver als sein stabileres, aber /in vitro weniger potentes Analogon 41. Der
umgekehrte Effekt, wenn auch schwacher ausgepragt, wurde flr das Paar FM-381/40
beobachtet: Mit 40 behandelte Tiere hatten niedrigere TNFa-Spiegel im Plasma als
jene, die FM-381 verabreicht bekamen.

Generell war die Wirksamkeit der JAK3-Hemmer im Verhaltnis zur letzten Studie
scheinbar geringer. Zu beachten ist allerdings auch, dass die Tiere insgesamt auch
weniger stark auf den LPS-Stimulus reagierten, wie an der absoluten Konzentration an
TNFa der Vehikelgruppe ersichtlich ist (< 2 ng/ml zu beiden Blutungszeitpunkten, ca.
5-6 ng/ml in der vorigen Studie). Die Griinde daflir kbnnen sowohl bei der verwendeten
LPS-Batch, deren Formulierung als auch bei den Tieren selbst liegen und sind nur
schwer nachverfolgbar. Interessanterweise war die niedrigere Dosis Tofacitinib (die
einem Zehntel der anderen Dosen entsprach) zur TNFa-Senkung effektiver als die
Standarddosis (p < 0,05 nach 90 min). Sie entspricht, bezogen auf das jeweilige
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Kdrpergewicht, auch eher der beim Menschen angewandten Dosis. Beim Einsatz der
15 pmol/kg Dosis treten mdglicherweise bereits off-target Effekte auf, die der TNFa.-
Senkung entgegenstehen. Auch die starkere Blockade des (antiinflammatorischen) IL-
10 Signalwegs, der von JAK1/TYK2 abhangt, ist als Erklarung in Betracht zu ziehen.

Die IL-6 Freisetzung konnte durch die Mehrheit der Testsubstanzen beeinflusst
werden, was sich vor allem in den bei t = 180 min gemessenen Konzentrationen
duBerte: Bis auf 41, das ungewdhnlicherweise zum Anstieg von IL-6 flihrte, flihrte die
Behandlung mit den JAK-Hemmern in allen Gruppen zu einer Senkung. Die
Unterschiede zum Vehikel waren von verschiedengradiger statistischer Signifikanz (p
< 0,05 fir FM-381 und 43; p < 0,005 fiir 21 und 1,5 pmol/kg Tofacitinib; p < 0,001
fur 40; p < 0,0001 fur 15 pmol/kg Tofacitinib). Auch bei der vorigen Studie waren die
Unterschiede zur Vehikelgruppe beim letzten Blutungszeitpunkt ausgepragter als schon
nach 90 min, da die IL-6 Produktion bzw. Freisetzung in Vergleich zu den anderen
gemessenen Zytokinen verzogert stattfinden. Insgesamt erwiesen sich 21 und
Tofacitinib (15 pmol/kg) in Bezug auf IL-6 als am effektivsten.

Die gemessenen IL-10 Spiegel waren, anders als bei der vorigen Studie, nur fir
bestimmte Substanzen und Zeitpunkte erhoht: Zu t = 60 min kam es sogar in einigen
behandelten Gruppen zu einer relativen Senkung der Konzentrationen. Am 90 min
Zeitpunkt wurde in allen mit JAK-Hemmern behandelten Gruppen, mit Ausnahme der
21-Gruppe, eine gesteigerte Freisetzung von IL-10 gemessen, vor allem fir FM-381
und sein Bicyclo[3.1.0]hexyl-substituiertes Analogon 40. Der Anstieg war aber nur flir
die mit FM-381 behandelten Tiere statistisch signifikant (von 1,9 £ 0,4 ng/ml auf 3,1
+ 1,5 ng/ml, p < 0,05). Zum letzten Blutungszeitpunkt normalisierten sich die Werte
in den meisten Gruppen wieder.

Zusammengefasst konnten die Bicyclo[3.1.0]hexan-Derivate trotz erhéhter /in vivo
Halbwertszeit keine eindeutig Uberlegene  Wirksamkeit gegeniber den
Vorgangersubstanzen demonstrieren. Zudem erwies sich die niedrigdosierte
Vorbehandlung mit Tofacitinib als effektiver als die Standarddosis. Generell sind die
Ergebnisse aber aufgrund des schwacheren Ansprechens der Mause auf den LPS-Reiz,
verglichen mit der vorigen Studie, kritisch zu betrachten

4.3.2.4 I.v. Studie

Um die Wirksamkeit der Testsubstanzen innerhalb des Modells unabhangig von ihrer
oralen Bioverfligbarkeit zu vergleichen, wurde eine Studie mit intravenéser Applikation
der Testsubstanzen durchgefiihrt. Behandelt wurde erneut 30 min vor der Injektion
einer LPS/GalN Lésung, die Dosis der JAK-Inhibitoren betrug 9,6 pmol/kg. Als
Behandlung wurde FM-381 mit den Analoga 13, 18, 22, 26, 29, 30 und 50 sowie
Tofacitinib und Ruxolitinib verglichen. Wie bereits unter Kapitel 4.1. angefiihrt handelt
es sich bei 29 und 30 um weniger potente, aber /n vivo deutlich stabilere FM-381-
Abkdmmlinge, wahrend 18 vor allem durch seine hohe Aufnahme in periphere Organe
und das ZNS auffiel. 13 stellt das Makrolid-Analogon zu FM-381 dar und besitzt im
Vergleich eine verbesserte Pharmakokinetik. 22 und 26 sind weitere Vertreter mit von
FM-381 abweichenden Seitenketten in der Selektivitdtstasche (Difluorcyclohexan
bzw. Methylcyclopropan. Zu guter Letzt handelt es sich bei 50 um ein Derivat von FM-
381, bei dem die Doppelbindung des Michael-Akzeptors reduziert wurde. Es ist
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demnach nicht mehr elektrophil und besitzt stark reduzierte in vitro Aktivitat gegen die
JAK3. Zur Reduktion der durch die Analyse anfallenden Kosten wurden nur TNFa und
IL-10 und auch nur 90 bzw. 180 min nach LPS-Gabe erfasst.

TNFa, t =90 min IL-10, t = 180 min

N
R

Abbildung 4.59: Plasmaspiegel = SD von TNFa (links) und IL-10 (rechts) zu 90 bzw. 180 min nach
Intraperitonealer Injektion von 10 ug/kg LPS und 500 mg/kg Galactosamin. Die gepunkteten Linien entsprechen
den durchschnittlichen Konzentrationen der Vehikelgruppen. Die Vorbehandlung von Mdusen mit 9,6 umol/kg der
JAK-Hemmer i.v. fihrte zu reduzierter Ausschiittung von TNFa bei gleichbleibenden oder erhdhten IL-10
Konzentrationen im Plasma. n = 6. Statistische Signifikanz gegentiber der Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p <
0,05 **p < 0,01; ***p < 0,001, **** p < 0,0001.

Die Mehrheit der eingesetzten JAK3-Hemmer konnte eindrucksvoll und signifikant die
Freisetzung von TNFa reduzieren (p < 0,005 fur 18, 26, 29, 30 und 50; p < 0,001
fur 22; und FM-381). Die Effekte waren generell deutlich ausgepragter als in den
vorigen Studien, in denen p.o. behandelt worden war. In Anbetracht der parenteralen
Gabe der Inhibitoren und der vglw. hohen Dosis (9,6 pmol/kg, bei den p.o. Studien
waren 15 pmol/kg verabreicht worden) ist davon auszugehen, dass relativ hohe
Konzentrationen der Stoffe im Blut vorlagen. Die niedrigsten TNFa-Spiegel wurden im
Blut von mit FM-381 behandelten Tieren gemessen (0,7 = 0,4 ng/ml; Cvenikel = 2,5 £
1,1 ng/ml); es handelte sich dabei auch um den Kandidaten mit der starksten Potenz
gegen die JAK3. Interessanterweise zeigte auch 50, dessen elektrophiler Michael-
Warhead reduziert wurde, noch immer einen deutlichen Effekt auf die TNFa-Spiegel.
Die Substanz war im JAK3 ELISA deutlich weniger aktiv gegen die JAK3 als die Vorstufe
FM-381 (Kapitel 4.1), war aber bereits im /n vitro LPS Modell Gberraschend wirksam
(Kapitel 4.2.3). Die Hemmung anderer JAK-Isoformen durch die Substanz wurde nicht
getestet. Es ist davon auszugehen, dass es ohne die Moglichkeit zur kovalent-
reversiblen an C909 zu einem gewissen Selektivitatsverlust kommt; das den anderen
Substanzen ahnelnde Zytokinprofil legt aber nahe, dass es sich hoch immer um primar
JAK3-abhangige Effekte handelt.

Die IL-10 Plasmakonzentrationen wurden nur 180 min nach LPS-Gabe analysiert. Fir
viele der Gruppen wurden dabei erhdhte Spiegel gemessen, die Anstiege waren aber
Uberwiegend gering gegeniliber der Vehikelgruppe. Betrachtet man die IL-10 Verlaufe
voriger Studien ist anzunehmen, dass die Unterschiede zu einem friiheren Zeitpunkt
(idealerweise 90 min) groBer gewesen waren. Nur fir die mit 26 behandelte Gruppe
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wurde auch zu t = 180 min eine signifikante Erhéhung der IL-10 Ausschittung
observiert (p < 0,01).

Zusammengefasst konnte durch die intraventse Behandlung mit JAK-Hemmern deren
Wirksamkeit entkoppelt von Faktoren wie der oralen Bioverfligbarkeit demonstriert
werden. Testsubstanzen mit weniger glinstigen PK-Eigenschaften, aber hoher Aktivitat
gegen die JAK3, waren hier ausgesprochen effektiv. In Anbetracht der in den p.o.-
Studien geringeren Effekte mancher Inhibitoren - z.B. auch FM-381 - auf die TNFa-
Spiegel sollte auch hinterfragt werden, ob diese Stoffe dort noch eher unterdosiert
eingesetzt worden waren. Eine Erhdhung der Dosis kdnnte Verluste durch den First-
Pass Effekt ausreichend kompensieren, um wirksame systemische Spiegel zu
erreichen.

4.3.2.5 Dosisfindungs-Studie

Aufgrund der allgemeinen Effektivitat der JAK3-Hemmer in der i.v. Studie und der
guten Wirksamkeit des Konjugats 38 (s. P.o. Studle ) sollte zuletzt die optimale Dosis
dieses Stoffes im LPS-Modell ermittelt werden. Behandelt wurde intravends in einer
Spanne von 10-0,03 pumol/kg. Tofacitinib diente als unselektive Vergleichssubstanz;
hier bestand zudem besonderes Interesse an den niedrigeren Dosen, da diese eher
den beim Menschen verwendeten glichen. Bei einem 70 kg schweren Menschen wirde
die typische Einmaldosis von 10 mg in etwa 0,14 mg/kg bzw. 0,46 pmol/kg
entsprechen.

Erneut wurde der Entziindungsreiz 30 min nach Behandlung mit den JAK-Hemmern
durch die Kombination aus LPS und Galactosamin ausgel6st. Die jeweilige Dosis
entsprach den vorigen Studien.
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Abbildung 4.60: Plasmaspiegel + SD von TINFa (oben links) und IL-10 (unten) sowie deren Verhdltnis (oben
rechts) nach Vorbehandlung von BALB/c Mausen mit variablen Dosen (10/3/1 /0,3 /0,1 /0,03 umol/kg) an
Tofacitinib oder 38 p.o. 30 min vor intraperitonealer Injektion von 10 ug/kg LPS und 500 mg/kg Galactosamin. Die
gepunkteten Linien entsprechen den durchschnittlichen Werten der Vehikelgruppe. Insbesondere fiir 38 ergab sich
elne komplexe, nicht-lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung. n = 6. Statistische Signifikanz gegeniiber der
Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.

Wie aus Abbildung 4.60 ersichtlich flihrte die Behandlung mit 38 zu einer
glockenférmigen Dosis-Wirkungs-Beziehung. Sowohl die beiden hichsten als auch die
beiden niedrigsten Dosen flihrten zu signifikant verringerten TNFo-Spiegeln im Plasma
(p < 0,05 bzw. < 0,01). Die TNFa-Senkung durch Tofacitinib war in der mit 0,1
pMmol/kg behandelten Gruppe am starksten ausgepragt, aber nicht von statistischer
Signifikanz. Generell war 38 — bei jeweils gleicher Dosis — potenter darin, die
Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins zu hemmen.

Beide Wirkstoffe waren effektiv darin, die IL-10 Spiegel im Plasma zu steigern,
insbesondere zu t = 90 min. Sowohl bei Tofacitinib als auch 38 waren die Effekte der
beiden héchsten Dosen statistisch signifikant (p < 0,05 bis < 0,001). Im Gegensatz zu
TNFo hatte niedrigdosiertes 38 nur einen geringen Effekt auf die Zytokinfreisetzung.
Dies legt nahe, dass die TNFa-Senkung bei hohen Dosen des Stoffes vermutlich v.a.
Uber IL-10-abhdngige Signalwege beeinflusst wird, wahrend bei niedrigen Dosen
andere Mechanismen zugrunde liegen.
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180 min nach LPS-Gabe lagen in einigen Gruppen noch immer erhdhte IL-10-Spiegel
vor, insbesondere in mit 10 pymol/kg oder 3 pmol/kg 38 behandelten Tieren (p <
0,0001 bzw. < 0,05). Die Werte lagen fir diese beiden Gruppen in etwa im Bereich
des vorigen Zeitpunktes und lassen sich gegebenenfalls durch pharmakokinetische
Grinde erldutern: Durch Rickverteilungsprozesse aus peripheren Geweben in den
Kreislauf ist besonders bei hohen Dosen ein lang anhaltender Effekt zu erwarten. Eine
Bestatigung dieser Vermutung durch Quantifizierung der Wirkstoffkonzentration war
allerdings leider nicht mdglich.

Betrachtet man die Verhaltnisse beider Zytokine zum kritischen 90 min Zeitpunkt, ist
vor allem fiir die mit 10 umol/kg und 3 pmol/kg 38 behandelten Gruppen eine starke,
signifikante Verschiebung hin zu IL-10 (jeweils Uber das ca. 20-fache von TNFo, p <
0,0001) ersichtlich. Bei anderen Dosen bzw. bei Tofacitinib kam es ebenfalls zu einer
gewissen Steigerung der Verhaltnisse, allerdings in deutlich geringerem AusmaBe.

Zusammengefasst zeigte sich 38 gegenliber Tofacitinib als tiberlegen zur Abmilderung
einer Immunreaktion. Die optimale i.v. Dosis des Konjugats liegt im Bereich von 3-10
pmol/kg. Der Stoff wurde in allen Gruppen gut vertragen, bei noch héheren Dosen als
10 pmol/kg durfte aber die Loslichkeit im i.v.-Vehikel einen limitierenden Faktor
darstellen.

4.3.3 Psoriasis Modell

Die Psoriasis, oder Schuppenflechte, ist eine chronische entziindliche Hauterkrankung,
die ca. 1-2 % der westlichen Bevolkerung betrifft. Sie dauBert sich primar durch
Schuppung und Rétung der Haut und damit einhergehende Schmerzen. Hinzu kommen
weitere Komorbiditdten und ein erhohtes Risiko fir die Entwicklung von
Stoffwechselstérungen und kardiovaskularen Erkrankungen. Gerade durch die
Sichtbarkeit der Erkrankung ist der Leidensdruck flir viele Patienten hoch.
Risikofaktoren an Psoriasis zu erkranken sind unter anderem Umwelteinflisse,
genetische Pradisposition und friher aufgetretene virale Infekte. Im Gegensatz zu
vielen anderen Autoimmunerkrankungen ist die Prdvalenz vom Geschlecht
unabhéngig.1%3:1>4

Die konkrete Pathogenese ist noch nicht vollstandig aufgeklart, man vermutet aber
dass T-Zellen (insbesondere TH17) und der IL-17/IL-23 Signalweg eine zentrale Rolle
bei der Entstehung spielen. Wie durch den Behandlungserfolg mit TNFa-Inhibitoren
bereits gezeigt wurde, tragt auch TNFa zur Erkrankung bei. Durch Interaktion zwischen
Immunzellen (v.a. Dendritische Zellen und Tr17-Zellen) und Keratinozyten kommt es
lokal zur Ausschittung  proinflammatorischer  Zytokine  sowie  diverser
Wachstumsfaktoren. In Folge proliferieren die Keratinozyten stark, was zur fir die
Krankheit typischen Bildung von Hautschuppen und insgesamt zur Verdickung der
Epidermis fuhrt. Gleichzeitig verdinnt sich das Stratum Granulosum, das in gesunder
Haut wesentlich zu deren Barrierefunktion beitragt. Durch die Weitung von
BlutgefaBen kommt es zudem zur auffalligen R6tung der Haut.1°3:155

Die Therapie der Schuppenflechte richtet sich nach der Ausbreitung bzw. dem
Schweregrad der Symptome. Bei leichten Verldufen wird — zur Vermeidung
systemischer Nebenwirkungen - topisch behandelt, z.B. mit Glukokortikoiden,
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Dithranol, Retinsaure-Derivaten sowie unterstitzend zur Hautpflege mit
harnstoffhaltigen Topika. Auch die Bestrahlung der betroffenen Stellen mit UV-A Licht
nach vorheriger Sensibilisierung mit Psoralenen ist eine Option, hat aber eine
untergeordnete Rolle. Systemische Therapeutika umfassen u.a. Immunsuppressiva
wie Glukokortikoide, Methotrexat, Retinoide, Dimethylfumarat und die anti-TNFa
Biologicals (z.B. Etanercept, Infliximab, Adalimumab) und der IL-12/23 Antikdrper
Ustekinumab. Problematisch am Einsatz der Biologicals sind zum einen die hohen
Herstellungskosten, zum anderen die breite immunsuppressive Wirkung, durch die
langerfristig das Risiko von Infekten oder sogar von Tumoren ansteigt. Zudem kann
es durch Bildung von Antikdrpern gegen die Wirkstoffe zum Wirkverlust kommen.

AusschlieBlich der Mensch ist von der Krankheit betroffen, weswegen die momentan
existierenden Tiermodelle alle nur in verschiedenen Aspekten bzw. AusmafBen
Ubertragbar sind. Unterschiede kénnen z.B. in der Auswahl der auftretenden
Symptome oder in den Pathogenese-treibenden Faktoren (bestimmte Zytokine,
Zelltypen, ...) liegen. So konnte z.B. durch transgene, konstitutiv STAT3 exprimierende
Mause ein deutlicher psoriatischer Phanotyp erzeugt werden. Die Inhibition der STAT3-
Aktivitat fihrte dabei zu einer wesentlichen Besserung der Symptomatik. Sollte STAT3
bei der menschlichen Schuppenflechte ebenfalls stark zum Krankheitsgeschehen
beitragen, wiirde dies ein attraktives therapeutisches Target darstellen.’>® Sowohl
Tofacitinib als auch Ruxolitinib wurden bzw. werden zurzeit fiir den Einsatz bei der
Schuppenflechte gepriift, eine Zulassung wurde aber noch nicht erteilt.

Ein bekanntes, auch flr interne Psoriasis-Studien der Firma Synovo durchgefiihrtes
Modell basiert auf dem Einsatz von Aldara® (Abbildung 4.61). Dabei handelt es sich
um ein Fertigarzneimittel, welches topisch zur Behandlung von Feigwarzen, aktinischer
Keratose und oberflachlichen Formen des Hautkrebs verwendet wird. Als Wirkstoff
beinhaltet Aldara® 5 % Imiquimod (IMQ), einen TLR7-Agonisten. Stimulation des TLR7
fuhrt, ahnlich wie bei TLR4-Stimulus, zu einer Entziindungsreaktion und kann bei
psoriatischen Patienten zu einer Verschlimmerung der Erkrankung flihren. Dies wird in
Mausen zur Herbeifiihrung eines Krankheitsmodells genutzt, das der menschlichen
Psoriasis in vielen Aspekten gleicht. Nach Auftragen von IMQ auf die Haut kommt es
zur Hyperproliferation von Hautzellen, Einwanderung von Immunzellen und der
Produktion proinflammatorischer Zytokine. Makroskopisch duBert sich das
Entzlindungsgeschehen durch eine Verdickung der Haut, starke Rotung und die
Bildung von Hautschuppen, dhnlich wie bei der echten Schuppenflechte. Das Aldara®-
Modell bietet die Vorteile eines schnellen Auftretens der Symptome (wenige Tage),
hoher Ansprechraten der Tiere und eines gut definierten, glinstigen Fertigarzneimittels
zur Induktion.t>”

Neben IMQ enthdlt die Formulierung von Aldara® einen weiteren wichtigen
Inhaltsstoff, Isostearinsaure (ISS). Abgesehen von ihrem Nutzen als Hilfsmittel fiir die
Formulierung steht ISS auch im Verdacht, einen betrachtlichen Anteil zur Entstehung
der lokalen Immunreaktion beizutragen. Dies konnte durch interne Synovo-Studien
durch Vergleich verschiedener Formulierungen gegen Aldara bestatigt werden. Die
Ergebnisse legten nahe, dass IMQ in groBem MaBe systemisch wirkt, wahrend die ISS
ihre Wirkung v.a. topisch ausibt. (Aktuell zur Publikation eingereicht)
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Abbildung 4.61: Ablauf des Aldara®-basierten Psoriasis-Modells. An Tag 0 wurden die Tiere am Riicken rasiert
und Haarentfernungscreme aufgetragen. Von Tag 1-7 wurden zur Hervorrufung der Entziindungsreaktion taglich
50 mg Aldara auf die freie Stelle aufgetragen; 2 h spater wurde dann topisch mit den Testsubstanzen oder Vehikel
behandelt, Die Tiere wurden tdglich gewogen und gescored. Am letzten Studientag wurde zudem noch die Dicke
der Haut bestimmt.

Relativ friih im Verlauf dieser Arbeit wurden mehrere der dargestellten JAK3-
Inhibitoren in eine solche Aldara®-basierte Studie aufgenommen. Sie wurden einmal
taglich topisch, als 2 %ige Formulierung in Basiscreme DAC, angewendet.

Korpergewicht: Die Mause wurden taglich gewogen, da das Kdrpergewicht in vielen
Krankheitsmodellen gut das allgemeine Wohlbefinden der Tiere wiederspiegelt. Zum
Verlust von Gewicht kann es dabei sowohl durch Appetitmangel, als auch durch
vorliegende Pathomechanismen kommen.

Initial kam es in allen Gruppen zu einem Verlust des Kdrpergewichts (Abbildung
4.62). Dies ist typisch fiir das Imiquimod-Modell und gut in der Literatur
dokumentiert.1%815 Etwa ab der Halfte der Studiendauer erholten sich die Tiere wieder
langsam; das durchschnittliche Kérpergewicht der Vehikeltiere lag dabei aber deutlich
unter jenen der behandelten Tiere und der gesunden Kontrollgruppe. 11 war am
effektivsten zum Erhalt des Kdrpergewichts, die Gewichte waren sowohl Uber den
gesamten Studienverlauf hinweg als auch am letzten Tag statistisch signifikant erhéht
(jeweils p < 0,01). Letzteres traf auch auf die Behandlung mit FM-381 zu (p < 0,01).
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Abbildung 4.62: Verlauf der relativen durchschnittlichen Korpergewichte dber die Studie (oben links), AUC der
Jjeweiligen Kurven (unten links) sowie durchschnittliche Korpergewichte am letzten Tag der Studie (unten rechts).
Die Behandlung mit 11 schiitzte (iber den Studienveriauf hinweg signifikant vor Verlust des Korpergewichts (p <
0,01). Am letzten Studientag waren die Korpergewichte der FM-381- und der 11-Gruppen signifikant erhoht
gegenliiber der Vehikelgruppe (p < 0,01). Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt, n = 8. Statistische Signifikanz
gegeniiber der Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.
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Score: Die Schwere der spezifischeren Hautsymptome wurde durch einen kombinierten
Score erfasst, der sich aus der Bewertung von Hautverdickung, -Schwere und
Schuppenbildung zusammensetzt (Abbildung 4.63). Vollig unbehandelte, gesunde
Tiere dienten als Referenz.
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Abbildung 4.63: Verlauf der durchschnittlichen Symptom-Scores (iber die Studie (oben links), AUC der jeweiligen
Kurven (unten links) sowie durchschnittliche Scores am letzten Tag der Studie (unten rechts). Die Behandlung mit
den JAK3-Hemmern 8 und 11 fiihrte zu einer (statistisch nicht signifikanten) Verbesserung der Symptomatik
gegentiber Vehikel. Werte sind als Mittelwert £ SD dargestellt, n = 8.

Die Effekte der Aldara®-Behandlung traten wie erwartet innerhalb weniger Tage auf,
die Tiere entwickelten alle zum gleichen Zeitpunkt (Tag 4) die typische Symptomtrias.
Die topisch eingesetzten JAK-Hemmer hatten leider nur einen geringen bzw. keinen
Einfluss auf die Scores. Fir 8 und 11 wurde zwar eine numerische Verbesserung
gegentber der Vehikelgruppe festgestellt, die Unterschiede waren aber aufgrund der
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hohen Streuung nicht statistisch signifikant. Den niedrigsten Symptom-Score am
letzten Studientag hatte die mit 11 behandelte Gruppe.

Hautdicke: Am letzten Studientag wurde, vor der Euthanasie der Tiere, die Dicke der
betroffenen Hautabschnitte gemessen (Abbildung 4.64). Das Krankheitsmodell flihrte
— durch starke Proliferation der Keratinozyten - zu einer deutlichen Verdickung der
Haut bis fast auf das Doppelte. Die JAK-Hemmer 8 und FM-381 konnten dem in
signifikantem MaBe entgegenwirken (p < 0,05). 11, die Substanz mit der besten
Wirksamkeit bzgl. Kérpergewicht und Score, hatte nur einen geringen Effekt.

Die topische Behandlung mit den JAK3-

Hemmern zeigte zwar in manchen Hautdicke

Aspekten Wirksamkeit im Modell, gerade 15, M i
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Abbildung 4.64.: Durchschnittliche Dicke der Haut von
Méusen zum Ende der Studie. Das Krankheitsbild fihrt
unter anderem zur Proliferation von Keratinozyten una
einer Verdickung der Haut. Der topische Einsatz von 8
und FM-381 fiihrte zu signifikanter Reduktion
gegenliiber der Vehikelgruppe (p < 0,05). Statistische
Signifikanz — gegeniiber der Kontrollgruppe st
dargestellt als: * p < 0,05, **p < 0,01; ***p < 0,001,
*¥¥¥% p < 0,0001.

Mduse sorgte, wurde nicht quantifiziert,

Rickstande im Gesichtsbereich der Tiere waren aber hdufig noch erkennbar. Eine
mehrfache Applikation pro Tag kdnnte sowohl unter diesem Aspekt sinnvoll sein, als
auch um aufzuklaren ob die Wirksamkeit durch ein kirzeres Therapieintervall bzw.
héhere Tagesdosen erhdht wird. Zum zweiten sollte auch eine Optimierung bzw.
strengere Kontrolle der angefertigten Formulierung sollte erwogen werden. Die Stoffe
wurden zundchst vollstdndig in DMSO geldst und anschlieBend in die Basiscreme
eingearbeitet. Die Kontrolle auf Homogenitat erfolgte aber ausschlieBlich visuell; das
spatere Ausfallen von Wirkstoffpartikeln, z.B. wahrend der Lagerung, kénnte unter
Umstanden nicht bemerkt werden und zu suboptimaler Verfligbarkeit am Wirkort
fuhren.

Interessant fiir eine Folgestudie ware die Entnahme von Herzplasma und peripheren
Organen zum Ende der Studie, um auf evtl. tGber die Haut aufgenommene Mengen an
Wirkstoffen zu priifen. Gerade fiir die Langzeitbehandlung am Menschen ist dies auch
aus sicherheitstechnischen Griinden relevant, um das Risiko systemischer
Nebenwirkungen tUberwachen zu kdnnen. Zuletzt erscheint ein Vergleich von topischer
zu oraler Applikation der Wirkstoffe sinnvoll. Wie bereits erwahnt (ibt IMQ deutliche
systemische Wirkungen aus, weswegen im Aldara®-Modell eine rein lokale Behandlung
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mdglicherweise nicht ausreicht, um in die zugrundeliegenden Pathomechanismen
einzugreifen.

Zusammengefasst konnten zwar bestimmte Studienparameter und auch die Art der
Therapie noch optimiert werden; es lagen aber bereits vielversprechende Hinweise auf
eine Therapiemoglichkeit durch JAK3-Hemmer vor. Insbesondere 11 stellt den
Ergebnissen nach einen potentiellen Kandidaten fiir Folgestudien dar. Wie in einem
Synovo-Paper kiirzlich dargelegt wurde bietet sich auch der Einsatz von
Makrolidkonjugaten an, da sich diese in hohem MaBe in lokalen Immunzellen
anreichern und so gezielt in das Entziindungsgeschehen eingreifen (Aktuell zur
Publikation eingereicht).

4.3.4 MOG/PTX-induzierte EAE

Bei der Multiplen Sklerose handelt es sich um eine neurodegenerative
Autoimmunerkrankung, die vor allem das ZNS betrifft. Die Symptomatik ist
vielschichtig und riihrt hauptsachlich vom Verlust der axonalen Myelinschicht her.160
Diese Demyelinisierung wird durch autoreaktive Lymphozyten aus der Peripherie
verursacht, die die Blut-Hirn-Schranke Gberschreiten. Im ZNS angekommen schadigen
sie Nervenfasern und fiihren zum Abbau der Myelinscheiden.161.162 Die resultierende
Stérung  der  Nervenfunktion auBert  sich unter  anderem durch
Taubheitserscheinungen, Sehstérungen, Gelenkspastik und Ataxie. Die Erkrankung
kann auf unterschiedliche Art fortschreiten. Man unterscheidet zwischen progredienten
oder schubweisen Verlaufen sowie Mischformen, 160,163,164

Die Ursache flir das Entstehen der MS ist noch nicht vollstandig geklart. Allerdings
wurden bereits Risikofaktoren identifiziert, darunter Infektionen mit dem Epstein-Barr-
Virus, eine ,westliche" Lebensweise bzw. Erndhrung sowie weibliches Geschlecht.16>-
167 Bezliglich der Ernahrung wurde eine erhéhte Inzidenz in (ibergewichtigen Patienten
festgestellt.1®® Ferner vermutet man einen protektiven Effekt durch tiber die Nahrung
aufgenommene Antioxidantien und Ballaststoffe, u.a. durch Neutralisation reaktiver
Sauerstoffspezies bzw. durch einen positiven Einfluss auf das Mikrobiom. 169170 Weitere
Details kénnen der Fachliteratur entnommen werden. Der Ernahrungsaspekt war fir
die intern durchgeflihrten MS-Studien von Synovo von besonderem Interesse und
wurde flr eine anstehende Publikation ndher untersucht (Aktuell zur Publikation
vorbereitet). Wenngleich der Fokus der Studien vor allem auf dem Einfluss der Diat
und der Art der Modellinduktion auf den Krankheitsverlauf lag, wurden im Rahmen
einer dieser Studien auch verschiedene Testsubstanzen auf ihre Wirksamkeit im
Tiermodell untersucht.

Verwendet wurde das sogenannte Experimentale Autoimmune Enzephalomyelitis
(EAE)-Modell, das zu den am haufigsten verbreiteten Tiermodellen zur Erforschung der
MS gehdrt (Abbildung 4.65). Hier wird eine Autoimmunreaktion gegen im ZNS
befindliche Antigene, z.B. gegen das MOGss-ss-Peptid hervorgerufen. Der Verlauf ist
vom eingesetzten Antigen abhangig: So flhrt die Injektion des MOGss-s5 Peptids zu
einem chronisch-progredienten Verlauf, wahrend die Erkrankung nach Gabe von
PLP139-151 schubweise verlauft.1”! Im Gegensatz zur MS treten die Symptome bei der
EAE deutlich friiher hervor (nach Tagen, statt i. d. R. Jahren). Auch die Behandlung



4 Biologische Tests und Ergebnisse 165

erfolgt vergleichsweise friiher, da die MS aufgrund schwacher oder unspezifischer
Symptomatik in der Anfangsphase oft erst spat diagnostiziert wird.168

Andere Modelle induzieren die Symptomatik z.B. durch Einsatz bestimmter
(Autoimmunitat hervorrufender) Viren, autoreaktiver T-Zellen oder Myelin-
schadigenden Toxinen wie Cuprizon oder Lysolecithin. Gegeniiber der EAE wird die
Ubertragbarkeit dieser Modelle auf den Menschen als geringer eingeschatzt.172-174

Das fir die Sensibilisierung der Immunzellen erforderliche MOGss-ss Peptid wird als
Emulsion in Freund-Adjuvans subkutan injiziert (Ublicherweise in die Hinterbeine).
Dabei handelt es sich um eine W/O Emulsion (Ol-Phase: 15 % (V/V) Arlacel A in
Paraffindl), die abgetdtete M. tuberculosis zur Verstarkung der Wirkung enthalt.

Um die initiale Immunreaktion auf das verabreichte MOGss.s5 Peptid (und damit das
»Self-Priming™) zu verstarken, wird direkt nach der Peptid-Injektion sowie einen Tag
spater zusatzlich noch Pertussistoxin i.p. gegeben. Dessen ,Booster-Effekt" basiert u.a.
darauf, dass Pertussistoxin das Einwandern von Immunzellen ins ZNS durch die Blut-
Hirn-Schranke erleichtert, sowie generell die vorliegende Entziindungsreaktion
steigert.1”7>

MOGss.s5 Entnahme von Herzblut,
Injektion Organen, Rickenmark
PTX Erstauftreten Symptome,
Boost Behandlungsbeginn l
— ! —» t[d]
01 ~8-10 17

C57BL/6, weiblich, ~ 8 Wochen

Abbildung 4.65: Schematischer Ablauf des EAE Modells: Weibliche C57BL/6 Mause wurde subkutan eine Emulsion
aus Complete Freund'’s Adjuvant und MOG3s.ss Peptid injiziert, um eine Autoimmunitat gegeniiber des korpereigenen
Myelins zu erzeugen. Zur Verstarkung der Immunreaktion wurde direkt im Anschluss sowie einen Tag spéater noch
Pertussistoxin i.p. verabreicht. Ungeféhr acht bis zehn Tage nach Studienbeginn entwickelten die Tiere die ersten
Symptome, die Behandlung mit JAK-Inhibitor 18 oder Vehikel begann ab Auftreten der Symptomatik. Die Studie
wurde an Tag 17 beendet, die Tiere euthanasiert und Herzblut sowie Proben von Organen und Rickenmark
entnommen.

Die Bewertung des Krankheitsverlaufs erfolgt anhand des Scores nach Herkel, der sich
vor allem auf die motorische Symptomatik der Tiere bezieht.1’® Zudem wird
Ublicherweise das Korpergewicht erfasst und der Schaden im ZNS histologisch
untersucht. Uber gPCR und &hnliche Verfahren konnen die exprimierten
(proinflammatorischen) Zytokine quantifiziert werden. Erste sichtbare Symptome
kénnen bei der MOGss-s5-EAE ungefdhr zehn Tage nach Einleitung erwartet werden.

Als Kandidat fir das EAE-Modell wurde 18 eingesetzt, da dieses sowohl gute
Hirngangigkeit als auch eine akzeptable Aktivitat gegen JAK3 aufweist. Zum Zeitpunkt
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der aufgefuihrten Studie war fur 18 noch keine PK-Studie mit p.o.-Behandlung
durchgefiihrt worden, weswegen stattdessen parenteral behandelt wurde. Aufgrund
der Lange der Studie war keine intraventse Applikation zuldssig, die Behandlung
erfolgte deswegen intraperitoneal (10 ml/kg) mit einer Dosis von 6 pmol/kg, was in
etwa 3 mg/kg entspricht. Die Behandlung erfolgte therapeutisch, also erst nachdem
das Auftreten von Symptomen beobachtet wurde. Dies entspricht eher den realen
Bedingungen bei der menschlichen MS, die oft lange Zeit unbemerkt (und damit
unbehandelt) fortschreitet, bis sich eindeutigere Symptome manifestieren und eine
korrekte Diagnose gestellt wird.

Ergebnisse: Die Induktion des Krankheitsmodelles verlief erfolgreich, die Inzidenzen
betrugen sowohl in der Vehikel- als auch in der Verumgruppe 100 %, d.h. dass Uber
den Verlauf des Modells samtliche Tiere erkrankten. Behandelt wurde ab Tag 10, die
Studie wurde an Tag 17 beendet.
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Abbildung 4.66: Ergebnisse der EAE-Studie. Die Behandlung der Tiere mit 18 wirkte sich giinstig auf Schwere
der Erkrankung (oben) Erhalt des Korpergewichts (unten links), und auf das Gesamtiiberleben (unten rechts) aus.
Die Unterschiede zur Vehikelgruppe bzgl. Gewichtsverlust und Symptom-Score waren statistisch signifikant (p <
0,001 bzw. < 0,01) fiir den Behandlungszeitraum (Tage 10-17). n = 8. Werte dargestellt als Mittelwert £+ SD.
Statistische Signifikanz gegeniiber der Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p < 0,05; ** p < 0,01; ***p < 0,001,
**¥*¥ p < 0,0001.
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Typisch fir den Verlauf des EAE-Modells ist ein initialer Anstieg des Kérpergewichts in
der symptomfreien Phase (durch das normale Wachstum der jungen Tiere) gefolgt von
einem starken, raschen Verlust durch die manifestierte Entzlindung und verminderte
Nahrungsaufnahme. Ein Gewichtsverlust auf weniger als 80 % des Startgewichtes gilt
als striktes Abbruchkriterium, das zum Ausscheiden des Tieres aus der Studie flihrt.
Im spateren Verlauf kommt es bei den Uberlebenden Tieren Ublicherweise zu einer
Stabilisierung des Gewichtes oder ggf. einem leichten Wiederanstieg. Die Therapie mit
18 konnte die Schwere der Erkrankung deutlich mildern: Der Verlust an
Kdrpergewicht, ein gutes Indiz fur den allgemeinen Zustand der Tiere, war gegeniiber
der Vehikelgruppe statistisch signifikant verringert (p < 0,001). Am letzten Tag der
Studie betrug der Unterschied zwischen den Gruppen ca. 6 % (87 bzw. 93 % des
Startgewichts).

Auch bei den Symptom-Scores wurden flir den Behandlungszeitraum statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen beobachtet (p < 0,01). Unter
Behandlung mit 18 stieg der Score wesentlich weniger an als bei den Vehikeltieren,
bis zu einem maximalen Wert von 2,6 + 1,3 (statt 3,9 £ 1,1). Wahrend dies schon
eine deutliche Linderung der Symptome darstellt, sollten fiir Folgestudien unbedingt
héhere Dosen erprobt werden um die maximale Wirksamkeit zu erzielen.

Wahrend des Studienzeitraums starben drei Tiere in der Vehikelgruppe bzw. wurden
aufgrund Erreichen eines oder mehrerer Abbruchkriterien euthanasiert. Bei der
Verumgruppe war es dagegen nur ein Tier.

GPCR-Analyse: Am Ende der Studie wurden Gewebeproben des Hirns entnommen, um
diverse Markerproteine per gPCR zu analysieren. Die in den Proben detektierten
Mengen an flir diese Proteine codierende RNA wurden dabei gegen jene von
unbehandelten, gesunden Tieren verglichen. RNA-Kopien fiir die proinflammatorischen
Zytokine TNFa und IL-6 waren gegeniliber gesunden Tieren um ein Vielfaches erhéht
(Abbildung 4.67). Die TNFa-Kopien waren in der mit 18 behandelten Gruppe zwar
niedriger (ca. 14-fach Uber unbehandelt vs. 21-fach), die Unterschiede waren aber
nicht statistisch signifikant. Ahnlich verhielt es sich mit IL-6. IL-17 RNA wurde nur
geringfligig starker exprimiert als bei den ganz unbehandelten Tieren.
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Abbildung 4.67: Verschiedene Inflammationsmarker im Hirngewebe der Tiere wurden per GPCR analysiert.
Wéhrend fiir die Zytokine TNFa, IL-6 und IL-17 (oben links, oben mittig, oben rechts) keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen Vehikel- und Verumgruppe festgestellt werden konnten, war dies fiir Casp3,
MBP und Olig2 (unten links, unten mittig, unten rechts) der Fall (p < 0,01, < 0,001 und < 0,05). Statistische
Signifikanz gegentiber der Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; ****p <
0,0001.

Caspase 3 (Casp3) RNA wurde in der Vehikelgruppe signifikant starker exprimiert als
in der Verumgruppe (p < 0,01), bei letzterer waren die Spiegel sogar unter jenen der
Referenz. Bei Casp3 handelt es sich um eine Protease, die in der fir die Apoptose
essentiellen Caspasen-Kaskade involviert ist. Sie stellt damit einen Marker fiir
apoptotische Zellen dar und wird in geschadigten Geweben starker exprimiert.

Basisches Myelinprotein (MBP) wurde in den Vehikeltieren geringfligig starker
exprimiert wie in unbehandelten Tieren (Faktor 1,1), wahrend die Werte fiir die 18-
Gruppe signifikant niedriger lagen (p < 0,001). MBP ist ein wesentlicher Bestandteil
der Myelinscheiden. Erhdhte Werte deuten auf eine Schadigung des Myelins hin, das
Protein wird dann infolge von Reparaturmechanismen verstarkt gebildet. Es steht
zudem im Verdacht, eines der von Immunzellen erkannten Autoantigene bei der MS
zu sein, da bei Patienten u.a. anti-MBP Antikorper nachgewiesen wurden.!’”

Oligodendrozyten-Transkriptionsfaktor (Olig2) RNA war in beiden Gruppen gegentiber
der Referenz vermindert vorzufinden, insbesondere aber in der Verumgruppe (p < 0,05
gegenuber Vehikel). Die Unterschiede zwischen den Vehikeltieren und der gesunden
Kontrolle waren dabei nicht signifikant. Olig2 stellt einen Wachstumsfaktor fr
bestimmte Nervenzellen dar und beeinflusst deren Ausdifferenzierung in
Oligodendrozyten bzw. Motorneuronen. Nach Schadigung von Hirngewebe bzw.
Nerven ist Olig2 in Reparaturprozesse, unter Umstanden aber auch in die Bildung von
Narbengewebe involviert. Diskutiert wird, ob es durch Olig2-positive Vorlauferzellen in
diesem Fall auch zur vermehrten Bildung von Astrozyten anstelle von (Myelin
bildenden) Oligondendrozyten kommt, was zum langerfristigen Verlust der
Myelinscheiden und der damit assoziierten Symptomatik fiihrt.178
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Die Gehirne der Tiere wurden ebenfalls histologisch untersucht. Hirnhalften wurden in
Paraffin eingebettet, Schnitte angefertigt und diese, nach Anfarben des Myelin mit
Luxol fast blue Staining, mikroskopiert:

Cerebellum
Corpus Callosum

Amygdala

Abbildung 4.68: Histologie-Schnitte von Hirnen eines mit Vehikel (links) bzw. 18 (rechts) behandelten Tieres.
Myelin wurde mit Luxol fast blue geférbt und erscheint bldulich. Die durch das Krankheitsmodell hervorgerufene
Demyelinisierung ist vor allem beim Vehikeltier durch hellere Einschlisse im Cerebellum, Corpus Callosum und der
Amygdala (s. Pfeile) gut erkennbar.

Sowohl bei den mit 18 behandelten Tieren als auch jenen der Kontrollgruppe war der
Verlust der Myelinscheiden erkennbar; er war bei den Kontrolltieren aber wesentlich
starker ausgepragt, insbesondere in der Amygdala, dem Corpus Callosum und dem
Cerebellum (Abbildung 4.68, links). Der ZNS-gdngige JAK3 Inhibitor zeigte dagegen
einen protektiven Effekt und trug zum Erhalt des Myelins bei. Es sind deutlich weniger
helle, geschadigte Bereiche in den Myelinschichten zu sehen.

Erganzend zu den Hirnproben wurde auch noch Lebergewebe entnommen, um die
Schadigung peripherer Organe durch das Entziindungsgeschehen zu untersuchen. Es
ist vom EAE-Modell, aber auch von der menschlichen MS bekannt, dass periphere
Entziindungen sich negativ auf den Krankheitsverlauf auswirken kénnen.'”? Zudem
wurde im Rahmen der Synovo-Studien Uber den Effekt der Diat dargelegt, dass die
verwendete faserarme Didt einen entzlindungsférdernden Einfluss auf ZNS und
Peripherie ausubt. (Aktuell zur Publikation vorbereitet). Abbildung 4.69 zeigt je einen
Beispielschnitt der Vehikel- und der Verumgruppe. Angefarbt wurden sie mit
Hamatoxylin und Eosin, die jeweils Zellkerne blau bzw. Mitochondrien und
Plasmaproteine rot farben:
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Abbildung 4.69: Histologie-Schnitte von Lebergewebe in Ubersicht (oben) bzw. vergréfBerter Detailansicht
(unten). Das Lebergewebe der Tiere aus der Vehikelgruppe (links) war wesentlich starker geschadigt und von
Ldsionen durchzogen als das von mit 18 behandelten Tieren (rechts). Die Befunde waren auch bei anderen
Tieren der jeweiligen Gruppe ersichtiich. Dies verdeutlicht, dass das EAE-Modell auch bei peripheren Organen,
nicht nur im ZNS, zur Entziindung und Gewebeschédigung fiihrt. Die Proben wurden mit Hématoxylin und Eosin
angefarbt.

Die mikroskopische Untersuchung der Lebern der Vehikeltiere fand eine Vielzahl
kleinerer und gréBerer Lasionen und fortgeschrittene Schadigung des Gewebes. 18
zeigte dagegen einen protektiven Effekt, die Leberschaden waren weniger stark
ausgepragt. Aus diversen PK-Studien war bereits bekannt, dass der Stoff auch in der
Leber in relevanten Mengen akkumuliert. Eine Erfassung von klinischen Markern wie
Transaminasen zur Quantifizierung der Schadigung war leider im Rahmen der Studie
nicht moglich, sollte aber fiir zukinftige Experimente bericksichtigt werden.

Zusammengefasst hatte die Behandlung mit 18 einen protektiven Effekt auf
Korpergewicht und Uberlebensrate bei Verbesserung der Symptomatik und teilweiser
Senkung relevanter Inflammationsmarker. Der Einsatz von JAK3-Inhibitoren stellt
demnach einen vielversprechenden Therapieansatz fiir die Multiple Sklerose dar.
Weiterfihrende Studien sind vorgesehen, um die ideale Dosis und alternative
Applikationsrouten von 18 zu ermitteln sowie um die Wirksamkeit mit einem nicht
hirngangigen JAK3-Inhibitor, z.B. FM-381, zu vergleichen.

4.3.5 DSS-Colitis Modell

Chronisch-entzlindliche = Darmerkrankungen (CED) sind Erkrankungen des
Gastrointestinaltrakts, die durch UberschieBende (autoimmune)
Entzlindungsreaktionen der Darmwand charakterisiert sind. Durch Dysregulation der
lokalen Immunantwort kommt es zur pathologischen Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine (z.B. TNFa, IL-1B, IL-6) und erhdhter Expression von Zelladhdsionsmarkern
(z.B. ICAM, Selektine). Durch letztere, wie auch durch freigesetzte Chemokine, kénnen
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Immunzellen die Darmwand infiltrieren und die Immunreaktion verstarken. Beteiligt
sind vor allem T-Zellen, Granulozyten und Makrophagen, aber auch eine Ausschittung
von Autoantikdrpern durch B-Zellen wurde dargelegt. Das Resultat ist eine schwere
Schadigung des Darmgewebes und daraus abgeleitete Symptome, auf die noch
eingegangen wird. 180,181

Die bekanntesten und haufigsten Vertreter der CED sind Colitis Ulcerosa und Morbus
Crohn. Die diagnostische Unterscheidung zwischen beiden Krankheitsbildern erfolgt
anhand des Auftretens jeweils charakteristischer Symptome, vor allem der Lokalisation
der Beschwerden: Die Colitis Ulcerosa betrifft vor allem den Dickdarm, wahrend
Morbus Crohn eher segmenthaft auftritt und die Entziindung lber den gesamten GI-
Trakt hinweg verbreitet sein kann. Beide Krankheiten kdnnen schubweise aufflammen,
wobei es danach entweder wieder zu einer symptomfreien Phase (Remission) oder zu
einer Chronifizierung kommt. Typische Symptome sind Diarrhée, krampfartige
Beschwerden und blutiger Stuhlgang (letzteres v.a. Colitis). Beim Morbus Crohn kann
es durch die alle Darmwandschichten betreffende Entziindung auch zur Fistelbildung
kommen, die eine schwerwiegende, behandlungspflichtige Komplikation darstellt. Auch
extraintestinale Symptome sind mdglich und betreffen z.B. den Gelenkbereich oder die
Haut. Langerfristig kommt es durch die verminderte Nahrstoffaufnahme und den
Blutverlust mitunter zu Mangelerscheinungen und Anamie. Das Risiko zur Entwicklung
von Darmkrebs ist deutlich erhdht, was auf das permanent inflammatorische Milieu
zuriickzufiihren ist.180,181

Die genauen Ursachen fir die Entstehung einer CED sind noch unklar. Risikofaktoren
sind, ahnlich wie bei anderen Autoimmunerkrankungen, genetische Pradisposition,
Umwelteinfllisse und der allgemeine Lebensstil. Eine groBe Rolle wird auch dem
personlichen Mikrobiom im Darm zugesprochen, dessen Zusammensetzung wesentlich
vom Erndhrungsstil beeinflusst wird.

Die aktuell verfligbaren Therapien erfolgen symptomatisch, nicht kausal. Die Colitis
Ulcerosa kann bei milderen Verlaufen noch gut topisch behandelt werden (aufgrund
der Beschrankung auf die unteren Darmabschnitte). Angewandt werden z.B.
Aminosalicylate und glukokortikoidhaltige Schaume. Distale Manifestationen oder
schwerere Verldufe werden mit systemischen Glukokortikoiden, Calcineurin-Hemmern
(Cyclosporin, Tacrolimus), Antimetaboliten (Methotrexat, Thiopurine) oder anti-TNFa
Biologicals behandelt. Ultima Ratio ist die chirurgische Entfernung des betroffenen
Abschnitts. Flir den Morbus Crohn wird Gberwiegend auf eine dhnliche Auswahl an
Medikamenten zurlickgegriffen, aufgrund der segmentartigen Ausbreitung Uber den
weiteren GI-Trakt ist eine lokale Therapie aber oft nicht mdglich. Bei schweren
Schiben (v.a. Colitis) ist zudem die kurzzeitige intravendése Gabe von
Methylprednisolon indiziert.182

Mehrere der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Testverbindungen wurden als
Kandidaten zum Einsatz bei CED ausgewahlt. Der bereits diskutierte pan-JAK Inhibitor
Tofacitinib ist zur Behandlung einer dieser Krankheiten, der Colitis Ulcerosa,
zugelassen. Noch unklar ist, ob auch alleinige Hemmung der JAK3 fiir den
Therapieerfolg ausreicht. Zur praklinischen Evaluierung der Wirksamkeit der
Kandidaten wurden mehrere Studien in den Raumlichkeiten der Synovo GmbH
durchgefihrt.
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Man unterscheidet bei den etablieten CED-Modellen grob zwischen (chemisch)
induzierten, spontanen (genetisch bedingt vulnerablen) und adoptiven Zelltransfer-
Modellen. Fir die mit den Testsubstanzen durchgeflihrten Studien wurde auf das
weitverbreitete DSS-Colitis Modell zuriickgegriffen, dessen Krankheitsbild in etwa der
menschlichen Colitis Ulcerosa entspricht. Es lasst sich ferner - in Abhangigkeit von
Dauer und Intensitdt der DSS-Behandlung - in akute, chronische oder rezidivierende
Modelle aufteilen. Von Vorteil sind u.a. die vergleichsweise geringen Kosten, die
einfache Durchfilhrung und die ausreichende Ubertragbarkeit auf den Menschen.
Letztere ermdglicht auch den Einsatz bereits am Menschen zugelassener
Vergleichsstoffe als Positivkontrollen. Von Nachteil ist die starke Beeinflussbarkeit des
Modells durch zahlreiche Variablen wie Tierstamm, Geschlecht, DSS-Konzentration und
—Charge (s.u.), individuellem Mikrobiom sowie der Nahrung.183

Prinzip: Das Krankheitsbild wird im DSS-Colitis Modell durch die Behandlung der Tiere
mit Dextransulfat hervorgerufen, einem verzweigten und stark sulfatierten
Polysaccharid. Durch die negativ geladenen Molekiile kommt es zur Schadigung des
Colonepithels und zum Verlust von dessen Barrierefunktion. Die erhdhte Permeabilitat
ermdglicht die Passage von kommensalen Bakterien bzw. deren antigenen Produkten
durch die Epithelschicht. Gleichzeitig kommt es zur Einwanderung von Immunzellen
und der Ausschittung proinflammatorischer Zytokine. Eine starke, sich
chronifizierende lokale Entziindung ist die Folge. Die Gewebeschadigung flihrt zudem
zu Blutungen, welche durch die gerinnungshemmenden Eigenschaften des
Dextransulfats noch verstarkt werden. Klinisch duBert sich das Entziindungsgeschehen
durch weiche, im spateren Verlauf wassrige bis blutige Stlihle, Anamie, Verkiirzung
des Colons, Gewichtsverlust und schlieBlich den Tod.184

Der Verlauf der Erkrankung ist u.a. vom verwendeten Mause-Stamm abhangig: In
C57BI/6 Tieren kommt es auch nach Beendigung der DSS-Zuflihrung weiterhin zur
fortschreitender Zerstérung des Darmepithels und Verschlimmerung der Symptomatik
bis hin zum Tod, wahrend sich BALB/c Mause im akuten Modell wieder erholen.18* Man
fuhrt dies u.a. auf deren unterschiedlich ausgepragte Arten der Immunreaktion zurlick:
So ist beispielsweise die adaptive Immunantwort auf Pathogene bei C57/BI6-Mausen
primar Tul- gepragt, wahrend beim Balb/c-Stamm die Tn2-Mechanismen
Uberwiegen.!® Die Behandlung mit DSS fiihrt allerdings primér (iber die angeborene
Immunantwort zum Entziindungsgeschehen, was sich auch darin duBert, dass das
Modell auch in Abwesenheit von T- und B-Zellen (z.B. in SCID-Tieren) durchfiihrbar
ist.184

Durchfihrung: Im akuten Modell wird den Tieren zur Ausldsung des Krankheitsbildes
Uber das Trinkwasser flir mehrere Tage (i. d. R. 4-7) DSS zugeflihrt. Je langer das DSS
gegeben wird, desto schwerer ist die dadurch herbeigefiihrte Symptomatik.18 Die
Konzentration sollte zwischen zwei und flinf Prozent liegen; der ideale Wert ist u.a.
abhangig vom durchschnittlichen Molekulargewicht, dem Hersteller und potentiell
sogar von der jeweiligen Produktcharge. Es ist dementsprechend empfehlenswert,
groBe Mengen DSS auf Vorrat vom selben Hersteller zu beschaffen, sollte mehr als
eine Studie geplant werden. Das durchschnittliche Molekulargewicht sollte im Bereich
von 40-50 kDa liegen, um eine ausreichend starke Symptomatik hervorzurufen: Bei
der Verwendung von langerkettigem DSS (500 kDa) kommt es nicht zur nétigen
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Schadigung des Colons, wahrend ein zu geringes Molekulargewicht (5 kDa) nur fir
einen gelinden Verlauf sorgt.18”

i__l Entnahme von Herzblut,
v Start AIN93M Diat p.o. Behandlung Darmproben
l 2,8 % DSS in Trinkwasser
—
[ — : — t[d]
7 10 5 14

C57BL/6, ménnlich, ~ 7 Wochen

Abbildung 4.70: Beim akuten Modell wird den Tieren fiir 5-7 Tage DSS iber das Trinkwasser verabreicht, bevor
wieder zu normalem Trinkwasser gewechselt wird. Es kommt nach ca. 3 Tagen zum Auftreten erster Symptome,
die sich in den Folgetagen verschlechtern. Ungeféhr 10 Tage nach Beginn der Studie tritt eine Remissionsphase
eln, wéhrend der sich Kérpergewicht und Symptomscore wieder bessern. Beim prophylaktischen Modell wird sofort
bzw. sogar einen Tag vor DSS-Gabe mit den Testsubstanzen behandelt. Bei der zweiten Studie wurde den Tieren
schon ab der siebentadgigen Akklimatisierungsphase vor Studienbeginn eine definierte Didt (AIN93M) verfiittert, um
Schwankungen bzgl. der Zusammensetzung des Futters zu minimieren.

Zur Erfassung der Schwere des Verlaufs werden die Tiere taglich gewogen und der
Symptomscore (Stuhlkonsistenz sowie Vorhandensein von Blut) bestimmt. Die
Permeabilitat des Darmgewebes wird bewertet, indem den Tieren vor deren
Ausscheiden aus der Studie eine Losung mit Lactulose, Mannitol und FITC-Dextran oral
verabreicht und - nach der Termination - in Urin- bzw. Plasmaproben quantifiziert wird.
Mannitol und Lactulose werden nicht metabolisiert und unverdndert Uber den Urin
ausgeschieden. Dabei wird Mannitol primar transzellular Gber Poren der Endothelzellen
aufgenommen, die Aufnahme sinkt mit zunehmender Schadigung des Endothels
(aufgrund einer Abnahme der Villi und somit der Oberflache). Es dient somit auch als
Normalisierungsfaktor fir die — ebenfalls von der verfligbaren Darmoberflache
abhangige — Aufnahme der Lactulose. Lactulose wird, als vglw. gréBeres Disaccharid,
parazellular durch die Darmschleimhaute aufgenommen. Ein typisches Vorkommnis bei
schlecht kontrollierter Colitis ist eine erhéhte Durchlassigkeit der Tight Junctions, was
sich in héheren Lactulosespiegeln im Urin duBert. Ein oft genutzter Parameter fir die
Schadigung des Darmgewebes ist demnach der Quotient der Konzentrationen beider
Stoffe — je héher das Verhadltnis von Lactulose zu Mannitol, desto starker ausgepragt
ist der Schaden. Die Aufnahme von FITC-Dextran (Mr ca. 6.000) ins Plasma ist
ebenfalls ein Parameter flir die Darmpermeabilitat. Aufgrund seiner GréBe passiert es
idealerweise — im gesunden Darm — Uberhaupt nicht die Epithelbarriere, dies ist erst
nach Schadigung der Tight Junctions mdglich. Post mortem werden zudem noch Lange
und Gewicht des Colons bestimmt, die beide tendenziell mit zunehmender Schwere
des Krankheitsverlaufes abnehmen.

4.3.5.1 Erste Colitis-Studie

Die erste der mit JAK-Hemmern durchgefiihrten Studie wurde mit drei Kandidaten in
unterschiedlichen Dosen durchgefiihrt: Die Tiere bekamen entweder Vehikel (0,5 %
Methylcellulose), 1,6 pmol/kg Tofacitinib, 8 ymol/kg FM-381 oder 0,8 pmol/kg 38
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oral verabreicht. Nach vierzehn Tagen wurde die Studie beendet. Abbruchkriterien (ftir
beide Studien), die zum vorzeitigen Ausscheiden eines Tieres flihrten waren ein
Krankheitsscore von > 4 oder weniger als 80 % des urspriinglichen Kérpergewichtes.

Kérpergewicht: Wie zu erwarten erlitten alle Tiere wahrend des Versuchs einen
krankheitsbedingten Gewichtsverlust, der in den Tagen 8-10 am starksten ausgepragt
war (Abbildung 4.71). Aufgrund des harschen Modells bzw. der hohen DSS-
Konzentration im Trinkwasser wurden dabei mitunter Gewichte nahe der
Abbruchgrenze erreicht. Ca. ab Tag 10 erholten sich die Tiere wieder in verschiedenen
MaBen und die Kdrpergewichte stabilisierten sich.

Korpergewicht Korpergewicht Tag 14
n [%2]
5 1107 ~ Vehikel 5 1107
= =+ FM-381, 8 pmol/kg *** =
= 100 - 38, 0,8 pmol/kg ** > 1007
T - Tofacitinib, 1,6 ymol/kg
9 90- 9 90-
N (%]
[<B) Q
© ©
X 8O0+——T——T— X 80-
0 5 10 14

t [d]

Abbildung 4.71: Durchschnittliche Kérpergewichte + SEM der Gruppen im Verlauf der Studie (links) bzw.
durchschnittliche Korpergewichte £ SD am letzten Tag der Studie (rechts). Fiir die mit 38 behandelten Tiere
wurde liber den Zeitraum betrachtet ein signifikant hoheres Korpergewicht (p < 0,01) gemessen als in der
Vehikelgruppe. Die Behandlung mit dem héher dosierten FM-381 fiihrte dagegen zu einer signifikanten
Reduktion (p < 0,001). n = 10. Statistische Signifikanz gegenliber der Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p <
0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, **** p < 0,0001.

Die Behandlung mit 38 und Tofacitinib hatte einen positiven Effekt hinsichtlich des
Kdrpergewichts, der sich aber erst im spateren Verlauf der Studie hervortat. Fir 38
waren die Unterschiede statistisch signifikant (p < 0,01). Unter Therapie mit FM-381
kam es dagegen zu einer signifikanten (p < 0,001) Reduktion des Kérpergewichts, das
auch in der Stabilisierungsphase weiterhin unter dem der Vehikelgruppe lag. Die
héchsten Durchschnittsgewichte zum Terminationszeitpunkt wurden fir die
Tofacitinib- und die 38-Gruppe festgestellt, wahrend die mit FM-381 behandelte
Gruppe deutlich darunterlag. Aufgrund hoher Streuung der Werte bestand aber fir
keine der Gruppen statistische Signifikanz ggi. Vehikel.
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Score und Uberlebensrate: Die ersten Symptome (Stuhlerweichung, im spéteren
Verlauf Durchfdlle und ggf. Blut) traten schon ab dem dritten Tag auf und
verschlimmerten sich zunehmend bis ungefahr Tag 10, ab dem sie sich — &hnlich wie
beim Korpergewicht — stabilisierten (Abbildung 4.72).
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Abbildung 4.72: Durchschnittliche Symptom-Scores + SEM der Gruppen im Verlauf der Studie (oben),
durchschnittlicher Score £ SD am letzten Tag der Studie (unten links) sowie Gesamtiiberleben (unten rechts). Fiir
die mit Tofacitinib behandelten Tiere wurde lber den Zeitraum betrachtet ein signifikant reduzierter Score (p <
0,05) festgestellt. n = 10. Statistische Signifikanz gegenliber der Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p < 0,05; **
p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

Sowohl liber den Gesamtzeitraum betrachtet als auch spezifisch am letzten Studientag
wirkten sich 38 und Tofacitinib glinstig auf die Symptomatik aus. So lagen die Scores
am letzten Studientag um ca. 1 bzw. ca. 2 Punkte niedriger als bei den Vehikeltieren.
Flr Tofacitinib waren die Unterschiede zum Vehikel statistisch signifikant (p< 0,05). In
beiden Gruppen Uberlebten mehr Tiere die Erkrankung als in der Vehikelgruppe, in
welcher zu Tag 10 bereits vier von zehn Mausen verstorben waren. Unter Behandlung
mit FM-381 kam es ebenfalls zum vorzeitigen Ausscheiden von vier Tieren aus der
Studie.
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Colon-Lange und —Gewicht: Lange und Gewicht der post mortem entnommenen
Colons wurden ebenfalls erfasst; bei schwereren Verldaufen ist durch den Untergang
von Darmzotten eine Reduktion der Darmoberflaiche und, damit verbunden,
Verkiirzung des Colons zu erwarten.8¢ Das Gewicht ist schwieriger einzuschatzen, da
es nicht zwingend ebenfalls abnimmt. Durch Verdickung des Gewebes kann es im Falle
einer Entzlindung zu einer Erh6hung des Gewicht- zu Lange-Verhaltnisses kommen.
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Abbildung 4.73: Colon-Lénge (links) bzw. —Gewicht (rechts) der erkrankten Méause. Miteinbezogen sind die
Werte bereits vorzeitig verstorbener Tiere, die typischerweise deutlich unter dem Durchschnitt lagen. n = 10.

Die durchschnittlichen Werte unterschieden sich zwischen den Gruppen nur
geringfligig (Abbildung 4.73). Dies lasst sich dadurch erkldren, dass die Mehrheit der
Tiere bis zum letzten Studientag Uberlebte. Der Zustand der Mause hatte sich bis dahin
wieder weitgehend stabilisiert, weswegen auch die makroskopischen Unterschiede der
Colons wieder geringer ausfallen. Friiher verstorbene Tiere hatten dagegen
typischerweise deutlich verkirzte und leichtere Colons.

Darmpermeabilitat:

Lactulose/Mannitol im Urin FITC-Dextran im Plasma
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Abbildung 4.74: Zur Einschédtzung der krankheitsbedingt erhohten Permeabilitat der Darmwand wurden zwei
Parameter erfasst: Zum einen wurde der Quotient aus den im Urin gemessenen Konzentrationen an Lactulose
und Mannitol berechnet (links), zum anderen die ins Plasma aufgenommenen Mengen des Fluoreszenzmarkers
FITC-Dextran (rechts). Der Lactulose/Mannitol-Quotient war fiir die Tofacitinib-Gruppe signifikant erhéht. n = 10.
Statistische Signifikanz gegeniiber der Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001,
**¥*¥ p < 0,0001.

Die Darmpermeabilitdt schien durch die Behandlungen leicht erhéht zu werden, was
bei beiden Erfassungsmethoden (Lactulose/Mannitol-Verhaltnis im Urin sowie FITC-
Dextran im Plasma) augenscheinlich wurde. Die Unterschiede zur Vehikelgruppe waren
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aber Uberwiegend gering und nur flir die Urinwerte der Tofacitinib-Gruppe statistisch
signifikant (p < 0,05). Hier ist anzumerken, dass die Erfassung der Darmpermeabilitat
am Ende des vorliegenden Modells unsicher bzw. nur bedingt sinnvoll ist, da sich die
Zustande der Uberlebenden Tiere zu diesem Zeitpunkt weitestgehend stabilisiert
hatten. Eine Erfassung wahrend der Studie (z.B. am Krankheitshéhepunkt) ist
allerdings aufgrund des nétigen Nahrungsentzuges nicht zuldssig und konnte deshalb
nicht durchgeflihrt werden.

Zusammengefasst zeigten sowohl Tofacitinib als auch 38 positive Effekte auf den
Verlauf des Krankheitsmodells und wirkten sich giinstig auf Kérpergewicht, Schwere
der Erkrankung und auf das Gesamtiiberleben aus. Die trotz der niedrigen Dosis schon
gute Wirksamkeit von 38 lasst sich ggf. durch dessen PK-Eigenschaften erkldren: Nach
oraler Gabe reicherte sich der Stoff in PK-Studien in hohen mikromolaren
Konzentrationen im GI-Trakt an (Kapitel 4.1, 4.2.1, 7.1). Um die Wirksamkeit im
Modell zu optimieren, sollten aber sowohl weitere Konzentrationen, als auch andere
Darreichungsformen Uberpriift werden. Die durch das hdher dosierte FM-381
hervorgerufene Verschlechterung des Kérpergewichts bei kaum beeinflusstem Score
wirft die Frage auf, ob eine starke, selektive JAK3-Hemmung als Therapieansatz
ungeeignet ist. Der Stoff ist /n vitro deutlich potenter als das Makrolidkonjugat 38;
nicht auszuschlieBen ist eine zu starke lokale Immunsuppression, die das Darmgewebe
anfalliger gegeniiber Pathogenen macht, die dann durch die geschadigte Darmwand
infiltrieren und das Krankheitsbild verstarken. Eine bakterielle Beteiligung bei der
Pathogenese von CED, ggf. auch durch kommensale Bakterien, wird schon lange
angenommen.

4.3.5.2 Zweite Colitis-Studie

In der zweiten Studie wurden ebenfalls Tofacitinib und 38 verabreicht, sowie die JAK3-
Inhibitoren 18, 29, 37 und 39. Bei Letzteren beiden handelt es sich (ebenso wie bei
38) um Makrolide. Ebenfalls in die Studie eingeschlossen wurde das nicht-antibiotische
Azithromycin-Derivat 77 (Abbildung 4.75), um die
immunomodulatorische Wirkung der Wirkstoffklasse zu
erforschen. Zudem sollte so die Interpretation der
Effekte der eingesetzten Konjugatwirkstoffe erleichtert
werden; ein therapeutischer Erfolg kdnnte sowohl auf
die JAK3-Hemmung als auch auf die unspezifischen
Makrolideffekte riickfiihrbar sein. Behandelt wurde oral
mit einer recht niedrigen Dosis von 1 umol/kg. Dadurch
sollte getestet werden, ob eine niedrigdosierte
Therapie bereits fir eine (lokale) Wirksamkeit im GI-
Trakt ausreicht; auf diese Art kdnnten unerwilinscht
hohe systemische Konzentrationen und damit
verbundene Nebenwirkungen vermieden werden. Im
Gegensatz zur vorigen Studie bekamen die Tiere
auBerdem anstelle des reguldren, fir Schwankungen Abbildung 4.75: Struktur des nicht:
anfalligen ~Standard-Tierfutters, Futter vom TYP §2Ctser ool oren di
AIN93M. Es handelt sich dabei um eine strenger 2-und 3-Substituenten vertauscht.
definierte ,Erhaltungsdiat®, die u.a. nahrungsbedingte

77
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Variabilitaten in der Studie reduzieren sollte. Wie in anderen Synovo-Studien gezeigt
wurde, kann das ballaststoffarme Futter zudem ein proinflammatorisches Milieu
begilinstigen und fir eine robustere Krankheits-Entwicklung sorgen (Aktuell zur
Publikation vorbereitet).

Korpergewicht: Ahnlich wie bei der ersten Studie (s.0.) nahmen die Kérpergewichte
der Tiere primar innerhalb der ersten zehn Tage deutlich ab, bevor diese sich wieder
teilweise oder vollstandig erholten.

Korpergewicht Vehikel Korpergewicht Tag 15

o) ~ 18 £ 1101
< <

9 -~ 29 L sl
i 37 5105
E - 38 *% E ].00-I
) \ )

S Lo 77 S 901
B = Tofacitinib S g5

t [d]

Abbildung 4.76: Durchschnittliche Kérpergewichte + SEM der Gruppen im Verlauf der Studie (links) bzw.
aurchschnittliche Korpergewichte £+ SD am letzten Tag der Studie (rechts). Fiir die mit 37, 38 und 77
behandelten Tiere wurde (iber den Zeitraum betrachtet ein signifikant héheres Korpergewicht fiir 37, 38 und 77)
gemessen als in der Vehikelgruppe. n = 8. Statistische Signifikanz gegentiber der Kontrollgruppe ist dargestellt
als: *p < 0,05, ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.

Die eingesetzten Testsubstanzen unterschieden sich bisweilen deutlich in ihrem
Einfluss auf das Kérpergewicht: So schiitzten die Vergleichssubstanz Tofacitinib und
das N-methylpiperidin 18 nicht vor Gewichtsverlust. Besser schnitten die anderen
Substanzen ab: Fir 37, 38 und 77 waren die Kérpergewichte vor allem in der
spateren Phase signifikant erhdht (p < 0,001 bzw. p < 0,01). Zum Terminationstag
hatten die Tiere in diesen Gruppen wieder ungefahr ihr urspriingliches Kérpergewicht
erreicht. Generell wurde eine relativ breite Streuung der Messwerte beobachtet, die
das individuelle Ansprechen der Tiere auf das DSS-Wasser verdeutlicht (Grund sind
ggf. auch unterschiedliche Mengen an getrunkenem Wasser, Daten nicht aufgefhrt).

Score und Uberflebensrate: Erneut entwickelte sich — nach einer ca. dreitigigen
asymptomatischen Phase — relativ rasch das erwartete Krankheitsbild, in ahnlicher
Schwere wie bei der ersten Studie (Abbildung 4.77). Am starksten ausgepragt war
die Symptomatik in den meisten Gruppen in den Tagen 6 bis 8.
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Symptom-Score
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Abbildung 4.77: Durchschnittliche Symptom-Scores + SEM der Gruppen im Verlauf der Studie (oben),
aurchschnittlicher Score £+ SD am letzten Tag der Studie (unten links) sowie Gesamtiiberleben (unten rechts). n
=8

Generell waren der Verlauf des Korpergewichts und des Scores einer Gruppe
miteinander verknipft: Gruppen mit hdheren Scores wiesen ein niedrigeres Gewicht
auf und umgekehrt. Die héchsten Scores wurden fiir die Vehikelgruppe sowie unter
Behandlung mit 18, Tofacitinib und 37 festgestellt. Fir letztere Gruppe ist dies
angesichts der zuvor gezeigten positiven Wirkung auf den Gewichtserhalt
Uberraschend. Die niedrigsten Symptom-Scores hatten Tiere, die mit 38 oder 77
behandelt worden waren. Auch am Ende der Studie waren die erwahnten Unterschiede
zwischen den Gruppen deutlich. Aufgrund hoher Streuung der Scores, vor allem in der
Vehikelgruppe, waren diese aber statistisch nicht signifikant. Nur in den 38- bzw. 77-
Gruppen Uberlebten alle Mause bis zum Ende der Studie. Am meisten Tiere (jeweils
drei) verstarben in der Vehikelgruppe bzw. unter Therapie mit Tofacitinib oder 18.
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Colon-Lange und —Gewicht:
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Abbildung 4.78: Colon-Lénge (links) bzw. —Gewicht (rechts) der erkrankten Méause. Miteinbezogen sind die
Werte bereits vorzeitig verstorbener Tiere, die typischerweise deutlich unter dem Durchschnitt lagen. NTC =
unbehandelte (gesunde) Kontrolltiere. n = 8.

Wie bei der ersten Studie fielen die Langen

und Gewichte der Colons zwischen den Verhaltnis Colon- zu Korpergewicht

Gruppen relativ ahnlich aus, da sich die __ 207

Tiere zum Terminationszeitpunkt schon S, 154 v

wieder erholt hatten. Generell wurde fir 5 AN -
die behandelten Mause ein im Vergleich % 1.0- ’f vy ﬁ ? ﬂ;x ‘f:
zur Vehikelgruppe erhohtes Colon-Gewicht & | ¢ * : )
festgestellt, v.a. unter Gabe von 29, 38 g

und 77. Die Unterschiede waren aber nicht 0.0+—F—"T—T—T—TT—1
statistisch signifikant. Interessanterweise &R PR R PA Ot
waren die Gewichte auch gegeniiber der & xS
gesunden Kontrollgruppe erhéht. Es kann &0000@
nicht ausgeschlossen werden, dass die

Gewichtssteigerung auch durch Abbildung 4.79: Prozentualer Anteil der Colonmasse

.. . ) am Gesamtkorpergewicht,
entzlindungsbedingte Verdickung bzw.

Hyperplasie des Gewebes zustande kam; dies ware aber auch in der schwer
erkrankten Vehikelgruppe zu erwarten. Wahrscheinlicher ist, dass die erhéhten
Colon-Gewichte mit dem — relativ zu Vehikel — erhdhten Kdrpergewicht einhergingen.
Setzt man die beiden Parameter in Relation zueinander (Abbildung 4.79), ist eine
geringfligige Steigerung gegenliber der Vehikelgruppe feststellbar.
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Abbildung 4.80: Zur Einschétzung der krankheitsbedingt erhdhten Permeabilitat der Darmwand wurden zwei
Parameter erfasst: Zum einen wurde der Quotient aus den im Urin gemessenen Konzentrationen an Lactulose
und Mannitol berechnet (links), zum anderen die ins Plasma aufgenommenen Mengen des Fluoreszenzmarkers
FITC-Dextran (rechts). Der Lactulose/Mannitol-Quotient war fir die 38- und die Tofacitinib-Gruppe signifikant
erhoht, Fir 18, 37, 38 und 77 waren auch die im Plasma erfassten Konzentrationen an FITC-Dextran signifikant
gesteigert. NTC = unbehandelte Kontrolltiere. n = 3-8. Statistische Signifikanz gegenliber der Kontrollgruppe ist
dargestellt als: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, **** p < 0,0001.

Sowohl der Lactulose/Mannitol-Quotient als auch die FITC-Dextran
Plasmakonzentration waren in einigen Gruppen deutlich gegenliber der
Vehikelgruppe erhoht. Dies ist insofern verwunderlich, weil erhéhte Werte flir eine
gesteigerte Permeabilitét des Darmgewebes sprechen; die héchsten Werte wurden
aber in Gruppen gefunden, die nach anderen Parametern (Kérpergewicht, Score,
Uberleben) betrachtet gesiinder waren als andere. Besonders die mit 38 behandelte
Gruppe fallt hier auf: Beide Permeabilitats-Marker waren signifikant (p < 0,001 bzw.
p < 0,0001) erhdht, obwohl es sich um eine der Gruppen mit den besten
anderweitigen Readouts handelte. Dass beide Marker bei der Vehikelgruppe kaum
erhdht gegenliber jenen der gesunden Kontrolltiere waren ist ebenfalls
verwunderlich, bedenkt man den schweren Krankheitsverlauf (s.o.) in dieser Gruppe.
Dementsprechend sollte dieser Teil der Ergebnisse vorsichtig interpretiert werden.

Histologie: Zusatzlich zu den aus der ersten Studie Ubernommenen Parametern wurde
der Zustand der Tiere post mortem auch histologisch untersucht. Colons wurden per
Swiss Roll Technik prapariert und das Gewebe eingefarbt, um Zellen bzw. deren Kerne
sichtbar zu machen. Anhand mikroskopischer Untersuchung der Proben wurde der
Gewebeschaden erfasst und flir jedes Tier ein Histologie-Score (Abbildung 4.81)
vergeben, der Faktoren wie den Zustand der Krypten und Submukosa sowie Schwere
und Ausbreitung der Entziindung beinhaltet.
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Abbildung 4.81: Histologie-Scores der Colon Swiss Rolls. Der Score berechnet sich aus der in einer Stichprobe
der Gewebeprobe erfassten Schwere und Ausbreitung der Entziindung, dem an den Krypten beobachteten
Schaden sowie dem Grad der Zerstérung der Submukosa. n = 8.

Grundsatzlich waren die Colons in schlechtem Zustand und durch das Krankheitsmodell
sichtlich geschadigt. Dazu muss aber erwahnt werden, dass auch in den gesunden
Kontrolltieren bereits Schaden festgestellt wurden. Zuriickflihren Iasst sich dies auf das
verwendete AIN93M-Futter, das durch seinen sehr geringen Ballaststoff-Anteil selbst
schon fir proinflammatorische Bedingungen im GI-Trakt sorgen kann.
Dementsprechend sollten auch die Proben der anderen Gruppen, die ebenfalls dieses
Futter erhielten, mit Vorsicht betrachtet werden, da von einer gewissen
Grundschadigung ausgegangen werden muss.
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Abbildung 4.82: Beispiel-Ausziige der aus den Swiss Rolls angefertigten histologischen Aufnahmen. A: 38, B:
Tofacitinib; C: 77; D: Vehikel. Vor allem B und D zeigen starke Schadigung, die sich durch Erosion der
Zellschichten, Ablosung der Submukosa von den darunterliegenden Zellen und Strukturverlust dulBert. Die Proben
wurden mit Hamatoxylin und Eosin angefarbt,

Abbildung 4.82. zeigt reprasentative Nahaufnahmen der Colons vier verschiedener
Gruppen. Wahrend bei den mit 38 oder 77 behandelten Colons (A, C) noch klare
Strukturen erkennbar sind (Krypten vorhanden, Submukosa liegt gut auf), kam es in
der Tofacitinib- und der Vehikelgruppe (B, D) zum deutlichen Verlust der
Gesamtstruktur. Typisch war eine massive Infiltration von Immunzellen und
wechselhaft Hyper- bzw. Atrophie der Becherzellen. Unter schwer entziindlichen
Zustanden kann es auch zur Ablésung der Submukosa bzw. der Entstehung von Liicken
darin kommen. In geringerem AusmafBe wurden die genannten Schaden aber fiir alle
Gruppen, auch unter Behandlung mit 38 oder 77, beobachtet.

Zusammengefasst konnten mehrere der eingesetzten JAK3-Hemmer, insbesondere
38, auch bei der niedrig angesetzten Dosis Wirksamkeit im Modell zeigen und sich
positiv auf Erhalt des Korpergewichts, bzw. Linderung der Symptomatik und
Gewebeschadigung auswirken. Tofacitinib schnitt deutlich schlechter ab, was im
Hinblick auf die gute Wirksamkeit in der ersten Studie (bei ahnlicher Dosis)
verwunderlich ist. Fiir die weniger wirksamen der eingesetzten Kandidaten ware zu
priifen, ob eine Dosissteigerung ebenfalls zum gewtiinschten Effekt flihrt; im Gegensatz
zu den in anderen Studien eingesetzten Dosen (z.B. EAE, LPS-Challenge, s.0.) waren
die Stoffe vermutlich unterdosiert.

Auch die Gabe des nicht-antibiotischen Makrolids 77, das kein JAK-Hemmer ist, fihrte
zu guten Ergebnissen. In Anbetracht dessen stellt sich die Frage, zu welchem Anteil
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die gute Wirksamkeit der Makrolidkonjugate (37-39) auf die immunmodulierende
Wirkung des Azithromycin-Carriers zurlickzufihren ist, und wieviel rein durch
Hemmung der JAK3 erreicht werden kann.

4.3.5.3 Dritte Colitis-Studie

In einer nachfolgenden dritten Colitis-Studie sollte nun der vielversprechendste
Kandidat, 38, in verschiedenen Dosen (0,3 / 1 / 3 pmol/kg p.o. einmal taglich)
verglichen werden. Der Dosisbereich war relativ schmal, da mit der mittleren Dosis ja
bereits gute Ergebnisse erzielt worden waren. Das allgemeine Studiendesign entsprach
den vorigen Studien, allerdings wurde wieder reguldares Futter verabreicht. Als
Vergleichssubstanzen wurden FM-381 und Tofacitinib gegeben. Ersteres wurde in
zwei Dosen, 0,3 und 1 pmol/kg p.o. verabreicht. Tofacitinib wurde dieses Mal in einer
wesentlich hdheren Dosis von 60 pmol/kg p.o. gegeben. Dies entspricht (berechnet
auf das Molekulargewicht des Citrat-Salzes), einer Dosis von ca. 30 mg/kg, einer in der
Literatur haufig vorgefundenen Dosis fiir Tofacitinib in Mausmodellen. 124188

Korpergewicht: Wieder wurde als primdrer Parameter des Zustandes der Tiere das
Korpergewicht taglich erfasst (Abbildung 4.82):
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Abbildung 4.82: Durchschnittliche Korpergewichte £ SEM aller Gruppen im Verlauf der Studie (oben links) bzw.
durchschnittliche Korpergewichte + SD am letzten Tag der Studie (oben rechts). Zur besseren Ubersicht sind die
Korpergewichte fiir die 38- und Kontrollgruppen erneut unten links dargestellt, die FM-381- und Kontrollgruppen
unten rechts. Beide JAK3 Inhibitoren hatten grundséatzlich einen Vorteil gegentiber Tofacitinib beim Erhalt des
Korpergewichts. Am wirksamsten erwies sich die mittlere Dosis von 38 (1 umol/kg). Die beiden FM-381-Dosen
fiihrten zu Ghnlichen Werten. n = 8.

Sowohl mit FM-381 als auf 38 konnte eine Steigerung des durchschnittlichen
Kdrpergewichts der Tiere erreicht werden. Am wirksamsten war dabei die mittlere
Dosis 38 (1 umol/kg), gefolgt von der niedrigen Dosis (0,3 pmol/kg). Die beiden Dosen
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von FM-381 waren in Bezug auf das Kérpergewicht mit 0,3 pmol/kg 38 vergleichbar.
Die Ergebnisse waren aber aufgrund der hohen Streuung in der Vehikelgruppe nicht
signifikant. Bis auf das hochdosierte 38 (3 pmol/kg) waren alle Behandlungen
Tofacitinib gegenliber liberlegen. Die mit Tofacitinib oder 3 pumol/kg behandelten
Mduse unterschieden sich in ihrem Gewicht kaum von den Vehikeltieren.

Score und Uberlebensrate: Die Symptom-Scores wurden durch alle Behandlungen
gesenkt, es bestanden jedoch wesentliche Unterschiede zwischen den Stoffen und
Dosen (Abbildung 4.83). Insgesamt verlief die Studie milder als die vorige und es
verstarben weniger Tiere vor Studienende. Dies ist am wahrscheinlichsten auf den
Austausch der ballaststoffarmen AIN93M Diat auf Standardfutter zurtickzufiihren, da
alle anderen Parameter der zweiten Studie beibehalten worden waren.

Die hdchste Wirksamkeit zeigte Tofacitinib, durch dessen Gabe die durchschnittliche
Score-AUC signifikant verringert wurde (Vehikel-AUC 19,5 vs. Tofacitinib-AUC 11.7).
Die mittlere Dosis von 38 (1 pmol/kg) erwies sich als fast genauso effektiv (AUC 12.8
und p < 0,01). Die beiden mit FM-381 behandelten Gruppen hatten im Vergleich dazu
héhere Scores, unterschieden sich aber nur geringfiigig untereinander (0,3 pmol/kg
AUC 15,4, 1 umol/kg AUC 15,1). Die niedrig und hoch dosierten 38 Gruppen hatten
unter den behandelten Tieren im Schnitt die hdchsten Scores (0,3 pmol/kg AUC 16, 3
pmol/kg AUC 18,1), diese lagen aber immer noch unter den Vehikelwerten. Auffallig
war bei allen behandelten Gruppen eine deutliche Verbesserung der Symptome in den
letzten 3-4 Tagen der Studie, besonders flr die JAK3 Inhibitoren. Ein mdglicher
Erklarungsansatz ist die Verschiebung der Zellpopulationen hin zu einem hdéheren
Anteil regulatorischer T-Zellen (s.u., Durchflusszytometrie), die Uberwiegend anti-
inflammatorische Funktionen ausliben und sich giinstig auf den Krankheitsverlauf
auswirken durften.
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Abbildung 4.83: Durchschnittliche Symptom-Scores £+ SEM aller Gruppen im Verlauf der Studie (oben links),
durchschnittlicher Score £ SD am letzten Tag der Studie (unten links) sowie Gesamtiiberleben (unten rechts). Zur
besseren Ubersicht sind die Kérpergewichte fiir die 38- und Kontrollgruppen erneut mittig links dargestellt, die
FM-381- und Kontrollgruppen mittig rechts. Die mit Tofacitinib behandelten Tiere hatten im Schnitt die
niedrigsten Symptom-Scores. Von den JAK3 Inhibitoren hatte 38 mit 1 umol/kg den besten Effekt. n = 8.
Statistische Signifikanz gegeniiber der Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001;
**%% p < 0,0001.

Insgesamt schieden vier Tiere vorzeitig aus der Studie aus, darunter eine in der mit 3
pmol/kg 38 behandelten Gruppe, eine in der Tofacitinib-Gruppe und zwei in der
Vehikelgruppe. Aufgrund des Erreichens eines Abbruchkriteriums (in allen Fallen ein
Gewicht < 80 % des Startgewichts fir Uber einen Tag) wurden diese Tiere
euthanasiert.
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Colonldgnge und —gewicht: Durch die induzierte Colitis kam es erneut zu einer
Verkiirzung der Colons bei gleichzeitig erhéhtem Gewicht, ein Indiz fiir die vorliegende
Entztindung und Colonhyperplasie (Abbildung 4.84).
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Abbildung 4.84: Colon-Lénge (links) bzw. —Gewicht (rechts) der erkrankten Méuse. Miteinbezogen sind die
Werte bereits vorzeitig verstorbener Tiere. Mit 38 behandelte Tiere hatten im Schnitt léngere Colons als die
Vehikeltiere, und das Colongewicht in den 0,3 bzw. 1,0 umol/kg Gruppen war gegentiber der Kontrollgruppe
erniedrigt. Beide Parameter waren aber statistisch nicht signifikant. n = 8.

Wie in den vorigen Studien lag besonders bei der Colonldnge eine hohe individuelle
Streuung zwischen den Tieren vor. Im Schnitt waren die Colons der mit 38 oder
Tofacitinib behandelten Tiere langer als in der Vehikelgruppe; die hdchsten Werte
ergaben sich fiir die mittlere Dosis von 1 pmol/kg (nicht signifikant erhoéht, p = 0.16).
In den beiden FM-381 Gruppen lag durchschnittlich eine leichte, nicht signifikante
Verkirzung vor.

Die mittleren Colongewichte waren in allen Gruppen gegeniber der gesunden
Kontrollgruppe erhéht. Gegeniiber den Vehikeltieren hatten mit 0,3 oder 1 pmol/kg 38
behandelte Mduse ein verringertes Colongewicht. Andere Gruppen entsprachen in
etwa der Vehikelgruppe oder lagen leicht dartiber. Das gleiche Muster zeigte sich auch,
wenn man die Colonmassen mit dem gesamten Korpergewicht der jeweiligen Maus in
Relation setzte (Abbildung 4.85, links).

Verhdltnis Colon- zu Kérpergewicht Colongewicht zu -Lange 7 \
0.1334 . 0.1538 38, 0,3 pmol/kg

=257 T . ! E 809 T 01538 | = 38, 1,0 umol/kg

S, A, = L 1 R

PR DRE TR e, £ 601 e - iﬁﬁ-gglu?gllkn%o|/k

.Q 1.5 ‘!‘ a B wOE e, ‘;‘ ..;i‘yﬁ*' yUo g

= s B 2 40 R R v FM-381, 1,0 pmol/kg

RGN - £ cas v e s Vehikel

< 0.5 < 207 + Tofacitinib, 60 umol/kg

T o 2, \-_Unbehandelt J

Abbildung 4.85: Prozentualer Anteil der Colonmasse am Gesamtkorpergewicht (links) und Verhdéltnis der
Individuellen Colongewichte zu deren Ldngen (rechts). In kranken Tieren war das relative Gewicht erhoht aufgrund
entziindungsbedingter Hyperplasie. Unter Behandlung mit niedrig oder mittel dosiertem 38 kam es zu einer (nicht
signifikanten) Senkung des relativen Gewichts. Fiir die Gewicht-zu-Lange-Verhéltnisse waren die Befunde &hnlich.
Hier wurde allerdings keine Erhéhung durch die 3,0 umol/kg 38 Behandlung festgestellt. n = 8.

Die mit niedrigdosiertem 38 behandelten Tiere zeigten dabei die niedrigsten
Gewichtsverhaltnisse und waren im Mittel den gesunden Kontrolltieren am nachsten.
Die Unterschiede zur Vehikelgruppe waren statistisch nicht signifikant (p = 0.14). Ein
ahnliches Muster ergab sich flir die Gewichts-zu-Lange-Verhaltnisse (Abbildung 4.85,
rechts) der Colons: Tiere die 0,3 oder 1 pmol/kg 38 bekamen hatten leichtere bzw.
langere Colons als Vehikeltiere (p = 0.15 fiir beide Gruppen). Die Daten legen
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insgesamt nahe dass niedrige Dosen (0,3-1 pumol/kg) von 38, nicht aber FM-381, fiir
eine Verringerung der Colonhyperplasie sorgten.

Darmpermeabilitdt: Erneut wurde am letzten Studientag die Darmpermeabilitat durch
die Bestimmung von Lactulose und Mannitol aus dem Urin (Abbildung 4.86, links)
bzw. FITC-Dextran aus dem Plasma (Abbildung 4.86, rechts) erfasst.

Lactulose’{Manmtol im Urin FITC-Dextran im Plasma g~ 38, 0.3 pmol/kg N
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Abbildung 4.86: Zur Einschédtzung der krankheitsbedingt erhdhten Permeabilitat der Darmwand wurden zwei
Parameter erfasst: Zum einen wurde der Quotient aus den im Urin gemessenen Konzentrationen an Lactulose
und Mannitol berechnet (links), zum anderen die ins Plasma aufgenommenen Mengen des Fluoreszenzmarkers
FITC-Dextran (rechts). Der Lactulose/Mannitol-Quotient war fiir die mit 0,3 pumol/kg 38 behandelten Tiere
signifikant erhoht. Die Plasmakonzentrationen an FITC-Dex unterschieden sich in den Gruppen nicht signifikant
voneinander und entsprachen in etwa jenen gesunder Tiere. n = 8. Statistische Signifikanz gegenliber der
Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, **** p < 0,0001.

In den meisten Gruppen entsprach der mittlere Lactulose-Mannitol-Quotient in etwa
dem der Vehikelgruppe und war gegeniber vollig gesunden Tieren erhéht. Wie schon
in der vorigen Studie war der Quotient paradoxerweise in einer der mit 38 behandelten
Gruppen signifikant erhoht. Die Dosis betrug hier aber 0,3 statt 1 pmol/kg. Erneut
steht die erhéhte Darmpermeabilitdt im Gegensatz zum anderweitig guten Zustand der
Tiere. Die FITC-Dextran Plasmawerte waren in allen Gruppen, inklusive der gesunden
Kontrollgruppe, ahnlich. Es handelt sich bei den Signalen also eher um
Hintergrundabsorption oder eine geringe, offenbar auch von gesunden Tieren
aufgenommenen Menge FITC-Dextran. Sinnvoller ware wie bereits diskutiert eine Gabe
friiher in der Studie, zum HOhepunkt der Symptomschwere. Rechtlich war dies aber
aufgrund des dazu erforderlichen Nahrungsentzuges nicht durchfiihrbar.

Durchflusszytometrie: Die Splenozyten-Populationen der Tiere wurden auf ihre
Zusammensetzung bestimmter Subpopulationen untersucht (Abbildung 4.87).
Genauer genommen lag der Fokus auf der Gruppe der CD4+-Zellen (,, T-Helferzellen®)
und deren Anteil an regulatorischen T-Zellen. Diese Treg Zellen lassen sich unter
anderem durch das Oberflachenprotein CD25 erkennen, eine Untereinheit des IL-2
Rezeptors die primar bei Trg, seltener bei den IL-2 Rezeptoren anderer T-
Effektorzellen zu finden ist.18 Ein zweiter, intrazelluldarer Marker den Trg Zellen
exprimieren, ist FOXP3. Dieser fur die Treg Funktion wichtige Transkriptionsfaktor ist
im Gegensatz zu CD25 intrazelluldr lokalisiert und deutlich spezifischer flr Treg
Zellen.1 Dreifach positiv gefarbte, also CD4+/CD25*/FOXP3+*-Zellen, lassen sich sehr
zuverlassig den Trg Zellen zuordnen. Im Gegensatz zur chronologisch friiheren
Arthritis-Studie (Kapitel 4.3.6) wurde eine breitere Analyse durchgefiihrt und noch
weitere Oberflachenmarker gefarbt, darunter CD3 (T-Zellen, sowohl CD4* als auch
CD8*), CD11b (Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, NK-Zellen), CD8
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(zytotoxische T-Zellen) und B220 (B-Zellen). Die Analyse beschrankte sich auf jeweils
eine Gruppe pro Wirkstoff.

+ +
CD3 CD4
c
@
= c
N = B 38, 1,0 pmol/ikg
§ +N I FM-381, 1,0 umol/kg
™

% 8 Il Tofacitinib, 60 umol/kg
S 5 Vehikel
= ©
2 © Unbehandelt
]

FOXP3* CD25*
%%k
c 1000 T 307 0.4612
o o
T 3
N N
+ +
< <
o o
(@] O
[} 3]
© o
8 8
FOXP3*/cD25* CD11b™"
c
< 257 e 3 157 0.4885
2 IS -
Q
N c
P
[a)
O 3
— (0]
() (o))
o 5
X o
$
cD8* B220*
S 00 0.2780
= l —
5 N )
E o 807
+ —
O 60-
a Q
O & 407
% (@] 204
X [}
© 0_
S

Abbildung 4.87: Durchflusszytometrische Analyse der aus Milzproben isolierten Zellpopulationen. Die
Behandlung mit FM-381 und 38 fiihrte zu einem (fiir 38 signifikanten) Anstieg des Anteils regulatorischer,
CD25/FOXP3 doppelpositiver T-Zellen. Zusétzlich hatten mit FM-381 behandelte Tiere einen nicht signifikant
erhohten Anteil an CD25* Zellen, wahrend durch Gabe von 38 die FOXP3* Subpopulation expandiert wurde. Der
Anteil CD11b* Zellen wurde durch die Behandlungen geringfiigig, aber nicht signifikant erhoht, insbesondere mit
FM-381. Zudem kam es unter FM-381 zu einer Abnahme der B220" Zellpopulation. n = 8. Statistische
Signifikanz gegendiber der Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; ****p <
0,0001.
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Regulatorische Zellen: Das hochdosierte Tofacitinib hatte kaum einen Effekt auf die
Verhaltnisse der Subpopulationen. Unter der Behandlung mit JAK3-Hemmern kam es
dagegen zu einem Anstieg des Anteils an Treg Zellen in den Milzen der Tiere: Sowohl
in mit FM-381 als auch 38 behandelten Mausen (je 1 pmol/kg) wurden mehr
FOXP3*/CD25* Zellen detektiert. Flir die 38-Gruppe war die Steigerung statistisch
signifikant gegenlber der Vehikelgruppe. Die Expansion der Treg Subpopulation bietet
einen Erklarungsansatz fur den besseren Gesundheitszustand der beiden Gruppen, da
hierdurch eine bessere Kontrolle der Entzlindungsreaktion zu erwarten ist.

Interessanterweise unterschieden sich die FM-381- und die 38-Gruppen bei den
einzeln gefarbten Subpopulationen: Der Anteil an CD25* Zellen wurde durch FM-381
leicht gegentiber den anderen Gruppen erhéht, nicht aber durch 38. Der umgekehrte
Fall lag wiederum flir FOXP3* Zellen vor, die v.a. durch 38 signifikant erhéht wurden.
Plausibel ist, dass beide Substanzen durch ihre unterschiedliche Verteilung bzw.
Aufnahme in Immunzellen die verschiedenen Subpopulationen der CD4* Zellen
unterschiedlich stark beeinflussten. Das gleiche Muster (CD25* Expansion nur durch
FM-381, FOXP3* Expansion nur durch 38 und Steigerung der CD25*/FOXP3*
doppelgefarbten Zellen durch beide Substanzen) wurde zuvor in einer weiteren Studie,
mit anderem Mausstamm und Krankheitsmodell, beobachtet (Kapitel 4.3.6). Dort
waren die Effekte aufgrund der héheren eingesetzten Dosis (je 16 pmol/kg p.o.) auch
von hoherer statistischer Signifikanz als bei der Colitis-Studie. Der
Behandlungszeitraum war dabei ahnlich lang (13 Tage; hier: 15 Tage).

Dass die Treg Populationen Uberhaupt durch die JAK3-Hemmer expandiert wurden,
erscheint zunachst widersprichlich. Fir die Differenzierung naiver T-Zellen zu Treg Sind
sowohl Stimuli durch IL-2 als auch TGF-B notig.18%1%0 Da der IL-2 Rezeptor auf
cytosolischer Seite sein Signal tUber JAK1/3 weitergibt, ist durch die Behandlung mit
FM-381 oder 38 also eine Blockade des IL-2 Signals zu erwarten, die mit einer
verringerten Differenzierung zu Trg Zellen einhergehen wirde. Wahrend die
Expression von CD25 sehr von IL-2 Stimuli abhdngt, ist die FOXP3-Expression davon
relativ unabhangig.'®? Dennoch scheint IL-2 auch fiir bereits gereifte FOXP3* Treg
Zellen eine Rolle fiir deren Zustand und Uberleben in der Peripherie zu spielen. 189190
Die Ergebnisse anderer Forschungsgruppen zeigen, dass durch Blockade oder
Knockout der JAK3 in T-Zellen eine Gruppe von Zellen mit regulatorischer Funktion
induziert werden kann. Diese exprimieren aber weder CD25 noch FOXP3, produzieren
aber u.a. IL-10 und TFG-B.191192 Die erhohten Konzentrationen an TGF-p wiederum
kdnnten zur gesteigerten Induktion ,echter®, CD25*/FOXP3* Treg Zellen in den Tieren
gefuihrt haben. Eine ndhere mechanistische Untersuchung oder Erfassung der TGF-$
Spiegel waren allerdings nicht mehr im Rahmen dieser Studie.

Andere Oberfldchenmarker: Insgesamt kam es unter Behandlung mit 1 pmol/kg der
JAK3 Inhibitoren 38 und FM-381 zu einer (fir 38 signifikanten) Verringerung der
CD3* Splenozyten (von 37 = 3 auf 33 £ 3 bzw 34 £ 3%). Der Anteil der CD3* Zellen
naherte sich also wieder jenem der gesunden Tiere (31 £ 1 %) an. Der Anteil CD4*
Zellen unter den CD3* Zellen (T-Helferzellen inklusive der oben erwahnten Treq) war in
allen Behandlungsgruppen nahezu identisch zur Vehikelgruppe und geringfiigig héher
als bei gesunden Tieren. Kombiniert mit den Ergebnissen zu CD25* und FOXP3*
Farbung kam es also zu einer veranderten Zusammensetzung der T-Helferzellen hin
zu einer starker regulatorischen Gesamtpopulation, ohne dass sich deren
Gesamtzahlen geandert hatten.
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Die CD11b* Population, also Gberwiegend Zellen der angeborenen Immunantwort, war
in allen drei untersuchten Behandlungsgruppen leicht gegeniber der Vehikelgruppe
und stark gegentliber gesunden Tieren erhdht. Dies begriindet unter Umstanden die
leicht gesunkenen Anteile der CD3* Zellen (CD11b* Zellen sind CD3-negativ). Bei allen
Gruppen inklusive Vehikel lagen aber hohe Streuungen vor, was die Interpretation der
Ergebnisse erschwert. Die CD8* Populationen unterschieden sich in allen Gruppen nur
geringfligig voneinander, ggf. lag eine schwache, nichtsignifikante Erhéhung vor.
Aufgrund der Blockade der IL-2 Signale durch die JAK-Hemmer ware allerdings eher
mit einer Senkung zu rechnen gewesen.

Zuletzt wurden noch B220* Zellen, also B-Zellen, erfasst. Die mit 1 ymol/kg FM-381
behandelten Tiere wiesen eine (nicht signifikant, p = 0.28) verringerte B-Zellpopulation
auf. Grund kdnnte die Blockade der IL-4 Signalwege sein: In B-Zellen sorgt IL-4 u.a.
fiir das Uberleben der Zellen und deren Wanderung aus der Peripherie in die Milz.193
Die Behandlung mit JAK3 Inhibitoren kdnnte demnach also sowohl die Gesamtzahl der
B-Zellen, als auch deren Ansammlung im entnommenen Milzgewebe verringert haben.
Dagegen spricht, dass die Senkung nicht in der mit 1 pmol/kg 38 behandelten Gruppe
beobachtet wurde.

Histologie: Die histologische Analyse der entnommenen Colons ist auch fiir diese
Studie vorgesehen, war aber zum Abschluss dieser Arbeit noch nicht vollendet worden.

Zusammengefasst zeigten sowohl niedrigdosierte JAK3 Inhibitoren als auch Tofacitinib
Wirksamkeit im DSS Colitis-Modell. Wahrend durch Tofacitinib die niedrigsten Scores
erreicht wurden, erwiesen sich 1 pmol/kg 38 als am effektivsten zum Erhalt des
Kdrpergewichts. Fiir 38 ergab sich eine hufeisenférmige Dosis-Wirkbeziehung, bei der
die mittlere Dosis die beste Wirksamkeit hatte. Ahnliche Beobachtungen wurden fiir
die Stoffklasse auch in anderen Studien, z.B. der LPS Challenge (Kapitel 4.3.2.5)
gemacht. Im Falle der Colitis ist denkbar, dass hoch dosierte JAK3-Inhibitoren zu einer
zu starken Immunsuppression im Colon filihren. Dies wirde die Tiere anfalliger
gegenuber Darmbakterien machen und schlimmstenfalls zu einer Exazerbation der
Symptome fiihren. Allerdings betrugen die Dosierschritte in dieser Studie nur jeweils
Faktor 3. Eine Studie mit einem breiteren Dosierbereich ware angeraten, um die
unubliche Dosis-Wirkbeziehung naher zu untersuchen.

4.3.6 Collagen-induced arthritis Modell

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronische Autoimmunerkrankung, bei der es
zur fortschreitenden Zerstérung der Gelenke kommt. Ein definitiv ausldsender Faktor
konnte noch nicht identifiziert werden, nach aktuellen Annahmen tragen aber
Abnormitaten in den Genen flir HLA-DR, einem Klasse II MHC, wesentlich zum
Entzlindungsgeschehen bei. HLA-DR soll in diesem Falle bestimmte Epitope
prasentieren, die Anfalligkeit gegenliber RA vermitteln. Autoreaktive T-Zellen werden
nach Bindung an den (auf dendritischen Zellen befindlichen) MHC-Epitop-Komplex
aktiviert und l6sen eine (primar lokale) Immunantwort aus, die weitere Immunzellen
anlockt. Es kommt zur Schadigung des Gewebes durch einwandernde Lymphozyten
und Makrophagen sowie durch abbauende Enzyme. Die zentrale, vermittelnde Rolle
der T-Zellen wird durch Befunde zahlreicher Tiermodelle unterstitzt. Auch die Bildung
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von Immunkomplexen durch Autoantikérper und die Aktivierung des
Komplementsystems scheinen relevant fiir die Pathomechanismen zu sein.1%

Grob lasst sich der Verlauf der RA in drei Stadien einteilen: Zunachst betroffen ist die
Gelenkinnenhaut oder Synovialis, was sich in Schwellung, Schmerz, Réte, Warme und
Gelenksteifheit duBert. Durch nachfolgende rasche Teilung/Vervielféltigung von dort
befindlichen Synovialzellen bildet sich der sog. Pannus, funktionsloses
Granulationsgewebe. Im fortgeschrittenen Stadium kommt es durch die Ausschiittung
proinflammatorischer Zytokine und Expression kataboler Enzyme zum Abbau von
Knochen und Knorpelgewebe, was sich klinisch im Funktionsverlust der betroffenen
Gelenke duBert.1%> Die Krankheit geht mit einem hohen Leidensdruck einher und fiihrt,
wird sie nicht adaquat behandelt, in vielen Fallen zur Berufsunfahigkeit und stark
eingeschrankter Lebensqualitat.

Die Behandlung von RA Patienten erfolgt i. d. R. lebenslang mit sogenannten Disease-
Modifying Antirheumatic Drugs (DMARDs), die die destruktive Immunreaktion
einschranken und den Funktionsverlust der Gelenke verlangsamen sollen. Neben den
schon seit Langerem genutzten DMARDs wie Methotrexat und Leflunomid kamen vor
rund finfundzwanzig Jahren die anti-TNFa Biologicals, wie zum Beispiel der chimare
monoklonale Antikdrper Infliximab oder der Iésliche TNFo-Rezeptor Etanercept als
effektive, aber kostspielige Therapeutika hinzu. Innerhalb der letzten Dekade erhielten
schlieBlich mehrere niedermolekulare JAK-Inhibitoren, darunter Tofacitinib, Baricitinib,
Filgotinib und Upadacitinib (Kapitel 1.6.3), die Zulassung zur Behandlung der RA.

Der Erfolg der JAK-Inhibitoren auf diesem Gebiet lasst sich, zumindest teilweise, durch
die Blockade der IL-6- bzw. IL-12/23 Signalwege begriinden. Die Pathogenese der RA
geht u.a. mit Uberproduktion dieser Zytokine einher, welche jeweils iiber die JAK1 bzw.
JAK2 signalisieren.®® Die JAK3 bindet zwar nicht an die Rezeptoren der genannten
Interleukine, in unseren Experimenten (Kapitel 4.2.3 und 4.3.2) konnte aber gezeigt
werden, dass die verwendeten JAK3-Inhibitoren zu einer Senkung der Freisetzung von
IL-6 beitragen.

Das am haufigsten untersuchte Tiermodell flr rheumatoide Arthritis ist das Collagen
Induced Arthritis (CIA) Modell, bei der die Versuchstiere gegen Typ II Kollagen (das
den GroBteil des im Knorpel vorliegenden Kollagens ausmacht) immunisiert werden.
Andere Modelle umfassen z.B. die Immunisierung gegen andere, kdrpereigene
Antigene wie Albumin oder Gelenk-Proteglykane, die Gabe von flir Knorpelproteine
spezifischen Antikdrpern oder ,spontane™ Modelle mit genetisch bedingt anfalligen
Tieren.

Pathologische Gemeinsamkeiten der CIA mit menschlicher RA sind u.a. die
Einwanderung von Lymphozyten, die zum Pannus flihrende Gelenkshyperplasie, und
der Abbau von Gelenkknorpel. Es gibt aber auch wesentliche Unterschiede: Zum
Beispiel sind von der RA Uberwiegend Frauen betroffen (ca. dreimal so haufig wie
Manner), wahrend das Geschlecht beim CIA Modell keinen Einfluss auf die Inzidenz
hat. Zudem verlauft die RA meist schubweise. Die CIA verlauft hingegen einphasig,
nach Rickgang der Entzindung kommt es entweder zur weitestgehenden
Normalisierung des Gelenkzustandes oder aber zu bleibender Gelenksteife durch
Fibrosierung. In Mausen ist das Modell MHC-restriktiv, d.h. die Erkennung der Antigene
durch Lymphozyten erfordert die vorige Prdsentation auf MHC Proteinen.
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Dementsprechend eignen sich primdr Stamme, die geeignete Klasse II MHCs
exprimieren, z.B. DBA/1 Lac].1%5:1%7

Die CIA wird, ahnlich wie bei der EAE (Kapitel 4.3.4), durch Injektion mit einem
Antigen (in diesem Fall Typ II Kollagen) und Complete Freund’s Adjuvant induziert;
Die Injektion der Antigen-Emulsion erfolgt intradermal, damit die Epitope der
Mykobakterien von dendritischen Zellen erkannt werden. Diese
antigenprasentierenden Zellen prozessieren das Kollagen und prasentieren es
anschlieBend Uber Typ II MHC, was die Aktivierung autoreaktiver T- und B-Zellen
ermdglicht und schlieBlich zur Entstehung des Krankheitsbildes fiihrt. Dabei spielen die
produzierten Antikérper gegen Typ II Kollagen eine wichtige Rolle und dienen u.a. zur
Erkennung durch das Komplementsystem,1°7:198

Es kommt an der Einstichstelle zu einer initialen, limitierten Entzlindungsreaktion, die
sich mit der Zeit legt und zur (Gelenk-) Arthritis ibergeht. Symptome beginnen ca. 2-
4 Wochen nach der Immunisierung (Abhangig vom Stamm). Bei manchen Modellen,
wie auch in der dargestellten Studie, wird nach 21 Tagen eine erneute Immunisierung
mit einer Emulsion aus Typ II Kollagen in Incomplete Freund’s Adjuvant (also ohne M.
tuberculosis) durchgefihrt (Abbildung 4.88). Die Tiere sollten Uiber den Verlauf der
Studie eng Giberwacht werden um sicherzustellen, dass sie in der Lage sind, an Wasser
und Futter zu gelangen. Zur Erfassung des Krankheitsverlaufs werden in regelmaBigen
Intervallen Kérpergewicht und Umfang der (Hinter-)Pfoten gemessen; zudem werden
Rotung und Schwellung der Gelenke mit einem Score von 0-3 pro Gelenk bewertet.
Nach Studienende koénnen weitere Untersuchungen, z.B. histologische Analyse der
Gelenke oder die Zytokinkonzentrationen im Blut oder bestimmten Organen, erfolgen.

Entnahme von Herzblut,
Pfoten/Gelenke, Organproben

Collagen-Injektion Boost
p.o. Behandlung ab Score > 0, fir
max. 14 d
[ | > t[d]
- 0 21 42
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Wiegen alle 3 Tage Wiegen und Scoring téglich

& » <
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Abbildung 4.88: An Tag 0 werden die Maduse gewogen und mit Collagen in Complete Freund’s Adjuvant
immunisiert. Vor Symptombeginn wird alle drei Tage das Kérpergewicht bestimmt. An Tag 21 erfolgt eine
Boosterinjektion mit Collagen in Incomplete Freund's Adjuvant. Ab Tag 21 werden die Mause téglich gewogen und
gescored bis zum Studienende. Die Behandlung mit den Testsubstanzen erfolgt therapeutisch, nach dem das
Jjeweilige Versuchstier einen Score von 1 erreicht hat. 14 Tage nach Auftreten der ersten Symptomatik, oder 42
Tage nach Studienbeginn, werden die Tiere euthanasiert und Herzblut, Leber, Milz sowie Gelenkproben fiir die
Histologie entnommen.

Aus ethischen Grinden sollten Schmerz und Stress flir die Tiere minimiert werden. Die
Gabe von Analgetika kann jedoch problematisch fiir die Bewertung des
Behandlungserfolgs sein, da diese (z.B. bei NSARs) einen Einfluss auf das
Entzlindungsgeschehen haben oder potentiell durch CYP-Inhibition bzw. —Induktion
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mit den Testsubstanzen wechselwirken. Empfohlen wird der Einsatz weicher Einstreu
und die Reduktion von Stressfaktoren, weswegen die Tiere nicht taglich in direkten
Kontakt mit Menschen kommen sollten (sondern eher alle 2-3 Tage). Sollte die
Verabreichung von Schmerzmitteln unvermeidbar sein, wird die Gabe nicht-
antiinflammatorischer Schmerzmittel empfohlen. Fir die Synovo-Studien werden in
diesem Falle bevorzugt Agar-Wirfel eingesetzt, die in der Gelphase gelGstes
Buprenorphin (0,3 pg/ml) enthalten. Gleichzeitig hilft der Verzehr der Wiirfel dabei, die
Wasserversorgung der Tiere zu unterstlitzen, da bei starkerer Symptomatik beobachtet
wurde, dass sie nur noch ungern aus der (schwerer erreichbaren) Trinkflasche trinken.
Ein Nachteil der Verwendung von Buprenorphin ist dessen Metabolismus tiber CYP3A4,
weswegen bei héheren Dosen eine Wechselwirkung mit anderen CYP-Substraten nicht
ausgeschlossen werden kann. Zudem sollten die Kérpergewichte der Tiere mit Vorsicht
diskutiert werden, da sich die appetitzligelnde Wirkung von Opiaten unter Umstdnden
auf die Nahrungsaufnahme auswirken kann.

Die aufgefiihrte CIA-Studie wurde in kleinem Rahmen, zur generellen Etablierung des
Modells mit JAK3-Inhibitoren, durchgefiihrt. Als Kandidaten wurden FM-381 mit 38
(mit jeweils 16 pmol/kg p.o. taglich) verglichen. Letzteres hatte sich bereits in anderen
Modellen wie der LPS Challenge und der DSS-Colitis bewahrt. Als Positivkontrolle diente
das anti-TNFa Biological Etanercept. Der |6sliche TNFa-Rezeptor wird am Menschen
u.a. zur Behandlung der RA, aber auch von Formen der Psoriasis eingesetzt. In
murinen Modellen der Arthritis ist Etanercept ebenfalls eine beliebte Kontrollsubstanz,
die hier verwendete Dosis betrug 10 mg/kg i.p. jeden zweiten Tag. Das Vehikel flr die
oral behandelten Gruppen war 4 % DMSO in PBS.

Da die Studie wie erwahnt als Etablierungsstudie gedacht war, beschrankten sich die
Readouts auf Erfassung von Koérpergewicht, Symptomscore und Durchmesser der
erkrankten GliedmaBen. Nach Ende der Studie wurden die Milzen der Tiere per
Durchflusszytometrie untersucht, um die Zusammensetzung der enthaltenen
Immunzellen zu vergleichen.
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Score und Kérpergewicht: Die Symptom-Scores samtlicher Gruppen, inklusive der
Vehikeltiere, stiegen nach der zweiten Kollagen-Injektion nur langsam an (Abbildung
4.89, links). Dementsprechend waren die Score-Unterschiede zwischen den
Behandlungsarten eher gering. Die mildeste Symptomatik ergab sich fir Tiere, die mit
38 behandelt worden waren. Die Interpretation der Scores wird allerdings dadurch
erschwert, dass ein Score von 0 in den Behandlungsgruppen sowohl von erfolgreicher
Behandlung, als auch von zu milder Induktion herriihren kénnte. Die Kollagendosis
war vergleichsweise niedrig angesetzt, um das Risiko eines vorzeitigen Versterbens der
Tiere beim Boost (aufgrund einer UberschieBenden akuten Immunreaktion) zu
mindern. Fur die Entwicklung starkerer Symptomatik hatte die Studie noch léanger
andauern mussen, was aber aufgrund rechtlicher Bedingungen leider nicht zulassig
war.
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Abbildung 4.89: Arthritis-Scores (links) und Korpergewichte (rechts) (jeweils Mittelwert + SEM) von DBA1-
Mausen nach der zweiten Booster-Injektion mit bovinem Typ II Kollagen. Behandelt wurde ab Erreichen des
ersten Scores > 1. Die Behandlung mit 16 umol/kg 38 p.o. fiihrte zu den niedrigsten Scores unter den Gruppen
(per AUC), die Ergebnisse waren aber statistisch nicht signifikant. Durch die Kiirze der Studie (insgesamt 35
Tage) waren aber die Scores aller Gruppen insgesamt recht niedrig. Alle drei Behandlungsarten fiihrten zu einem
signifikanten Erhalt des Kérpergewichts gegentiber der Vehikelgruppe, insbesondere fir 38. n = 6 (38), 7 (FM-
381), 10 (Vehikel, Etanercept). Statistische Signifikanz gegenliber der Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p <
0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, **** p < 0,0001.

Die Pfotendurchmesser der Tiere (nicht gezeigt) wurden auch erfasst, es ergaben sich
allerdings nur minimalste Unterschiede zwischen den Gruppen. Aufgrund der
Messmethode sind die Werte ohnehin anféllig fir Schwankungen, da die mit dem
Messschieber ausgelibte Kraft bei der Messung von der durchfihrenden Person
abhangt.

Wie bereits an anderer Stelle diskutiert stellt das Koérpergewicht in vielen
Krankheitsmodellen ebenfalls einen guten Parameter fir das Wohlbefinden und den
Allgemeinzustand der Tiere dar. Im Gegensatz zum Score, der selbst bei geschultem
Personal nicht immer perfekt objektiv ist, stellt das Gewicht zudem eine rein objektive
messbare GroBe dar. Sowohl die JAK3 Inhibitoren als auch die Positivkontrolle
Etanercept hatten einen signifikant positiven Effekt auf das Kérpergewicht (Abbildung
4.89, rechts). Der Gewichtserhalt war fir FM-381 und 38 sogar starker ausgepragt
als flir Etanercept.
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Durchflusszytometrie: Wie schon unter Kapitel 4.3.5.3 diskutiert wurden auch in
dieser Studie Milzproben entnommen und die Zusammensetzung der Splenozyten
analysiert (Abbildung 4.90). Untersucht wurden nur die mit Vehikel oder JAK-
Inhibitoren behandelten Tiere. Die Etanercept-Gruppe wurde nicht in die Zytometrie-

Analyse einbezogen, da die Milzen fiir ein weiteres Projekt héherer Prioritat bendtigt
wurden.

Zusammensetzung der Splenozyten
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Abbildung 4.90: Durchflusszytometrische Analyse der aus Milzproben isolierten CD4*-Zellpopulationen. Die
Behandlung mit FM-381 und 38 fiihrte zu einem signifikanten Anstieg des Anteils regulatorischer, CD25/FOXP3
doppelpositiver T-Zellen. Zusatzlich hatten mit FM-381 behandelte Tiere einen signifikant erhohten Anteil an
CD25* Zellen gegeniiber anderen Gruppen, wéahrend die Gabe von 38 zur signifikanten Steigerung der FOXP3*
Subpopulation fiihrte. n = 6 (38), 7 (FM-381), 10 (Vehikel). Statistische Signifikanz gegendiiber der
Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001, **** p < 0,0001.

Durch die Gabe der JAK3-Hemmen kam es zu einem signifikanten Anstieg des Anteils
an Treg Zellen in den Milzen der Tiere: Sowohl in mit FM-381 als auch 38 behandelten
Mausen wurden mehr FOXP3+/CD25* Zellen gezahlt. Wie schon in der Colitis-Studie
(Kapitel 4.3.5.3) gab es Unterschiede zwischen den Gruppen bei den einzeln gefarbten
Subpopulationen: Das Verhdltnis an CD25* Zellen wurde durch FM-381 signifikant
erhdht, wahrend nur 38 den Anteil an FOXP3* Zellen signifikant steigerte. Die bereits
im vorigen Kapitel besprochenen Erkldrungsansatze gelten auch hier. Die Effekte der
Testsubstanzen waren hier aber bei allen drei verglichenen Subpopulationen starker
ausgepragt, was am Ehesten auf die hdhere Dosis zurtickzufiihren ist.
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Zusammengefasst zeigten sowohl 38 als auch die Referenz FM-381 Effekte in einem
murinen Modell der Arthritis und flihrten zu signifikantem Erhalt des Kérpergewichts
und gesteigerter Expansion an schitzenden regulatorischen T-Zellen.
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5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zunachst wurden die bis dahin unbekannten pharmakokinetischen Eigenschaften von
FM-381 in Mdausen untersucht. Da insbesondere die Plasmastabilitdt als auch orale
Aufnahme als unzureichend beurteilt wurden, wurden verschiedene Serien an
Derivaten hergestellt. Dabei konnten sowohl die /n vivo Stabilitat deutlich gesteigert,
als auch Stoffe dargestellt werden, die sich bevorzugt in bestimmten Zielgeweben
anreichern (Abbildung 5.1). Auch ein ZNS-gangiger Stoff mit guter Potenz (18)
wurde auf diesem Weg entdeckt. Ein metabolischer Schwachpunkt der Substanzklasse
wurde in Form der Seitenkette identifiziert, welche die JAK-Selektivitatstasche
adressiert. Die /n vivo Stabilitét konnte durch Modifikation dieser Seitenkette, z.B.
durch Einfihrung gespannter oder aromatischer Ringsysteme, deutlich gesteigert
werden, was aber mitunter zulasten der JAK3-Aktivitat ging.
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Abbildung 5.1: Schematische Ubersicht (iber die durchgefiibrten Modifikationen am auf FM-381 basierenden
Gertist, sowie deren Effekte. Der trizyklische Kern und das Cyanacrylamid wurden beibehalten, um hohe JAK3-
Selektivitdt und zu gewdéhrleisten. Durch Variation am Amid-Rest R; konnten die PK-Eigenschaften optimiert
werden, insbesondere durch Konjugation mit Makrolid-Carriern. Die R>-Gruppe hatte ebenfalls Einfluss auf
bestimmte PK-Parameter, aber auch auf die inhibitorische Potenz.

Uber die Reste am Cyanacrylamid konnten ebenfalls die physikalischen und
pharmakokinetischen Eigenschaften verbessert werden. Als besonders erfolgreich
erwies sich dabei das Konzept der Makrolid-Konjugate, bei dem von Azithromycin
ausgehend Trager-Gertiste synthetisiert wurden. Diese wurden mit den aktiven JAK3-
Inhibitor Warheads verknipft um Wirkstoffe zu erhalten, die hohe Aufnahme und
Stabilitat mit guter Aktivitat vereinen. Besonders hervorzuheben sind dabei 37 und 38
mit einer JAK3 ICso von jeweils 35 bzw. 39 nM (FM-381: 12 nM) und /n vivo
Plasmahalbwertszeiten von 96 bzw. 97 min in Mdusen (FM-381: 23 min).

Die antiinflammatorische Wirksamkeit der Testsubstanzen wurde sowohl /n vitro als
auch /n vivo in LPS-basierten Entziindungsmodellen untersucht. Durch Einsatz der
JAK3-Hemmer konnte die Zytokinfreisetzung nach TLR4-Stimulus glinstig beeinflusst
werden: Es kam zur starken Senkung der messbaren TNFa-Spiegel, wahrend das
antiinflammatorische Zytokin IL-10 in dhnlichem oder gar erhéhtem MaBe freigesetzt
wurde. Besonders gute IL-10/TNFa-Verhaltnisse konnten durch die Konjugate, z.B. 13
und 38, im murinen Modell erreicht werden (Abbildung 5.2). Ein weiterer Vorteil der
selektiven JAK3-Inhibitoren ist, dass im Gegensatz zu den JAK1-hemmenden Stoffen
der (JAK1-abhdngige) IL-10 Signalweg nicht blockiert wird.
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Abbildung 5.2: Kurzzusammenfassung der Erkenntnisse aus dem in vivo ,LPS Challenge" Modell: Durch die
Behandlung der Tiere mit JAK3-Inhibitoren (hier: 13) konnte einer durch LPS-Injektion ausgelosten
Immunantwort entgegengewirkt werden, was sich durch gesenkte Spiegel an TNFa und erhéhtes IL-10 im
Plasma duBerte. Die Effekte einer gleichen Dosis des unselektiven JAK-Inhibitors Tofacitinib waren deutlich
geringer ausgepragt. Statistische Signifikanz gegeniiber der Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001, **** p < 0,0001.

Im Zuge der Arbeit wurde die intrinsische Fluoreszenzaktivitat der Testsubstanzen
entdeckt, die auf dem ausgepragten n-System der JAK-Warheads beruht. Diese wurde
genutzt, um direkt — ohne weitere chemische Modifikation — die Verteilung der Stoffe
fluoreszenzmikroskopisch zu untersuchen. Beobachtet wurde eine besonders starke
zelluldre Aufnahme bzw. Anreicherung der Makrolid-Konjugate (Abbildung 5.3), die
deren Einsatz als ,,leukotrope™ Immunsuppressiva noch eleganter macht. Durch in vivo
Studien wurde auch die spezifische Verteilung der Stoffe innerhalb verschiedener
Organe dargestellt.

Makrolid-konjugierter fluoreszierender Wirkstoff
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Abbildung 5.3: Durch das intrinsische Fluoreszenzverhalten der trizyklischen Cyanacrylamid-Warheads konnten
dlie Stoffe per Fluoreszenzmikroskopie visualisiert und die Verteilung in Immunzellen gezeigt werden. Da das
Absorptions- und Emmissionsverhalten der Stoffe liberwiegend sehr dhnlich war, konnte so auch semiquantitativ
deren Aufnahme in die Zellen verglichen werden. Bei gleicher Konzentration (10 uM) reicherten sich nur
bestimmte Verbindungen, v.a. die Konjugate, ausreichend in den Zellen an um sichtbar im griinen Vis-Bereich zu
fluoreszieren. Uber Anférben der Lysosomen (rot) wurde zudem gezeigt, dass die basischen Wirkstoffe vor allem
dort lokalisiert waren. Die hohe Aufnahme der Makrolidkonjugate in Immunzellen wurde auch durch HPLC-MS
Analyse von mit den Substanzen inkubierten Immunzell-Pellets bzw. deren zentrifugierten, zellfreien Ubersténden
quantifiziert.
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Die vielversprechendsten Kandidaten (entweder aufgrund ihrer antiinflammatorischen
Potenz oder glinstiger Pharmakokinetik) wurden in verschiedenen praklinischen
Krankheitsmodellen getestet. Einige Substanzen zeigten u.a. gute Wirksamkeit bei der
Behandlung chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen (z. B. 38, Abbildung 5.4)
und hatten protektive Effekte auf Kérpergewicht, Symptomatik und Gesamttiberleben.
Zudem wurde durch die Behandlung mit JAK3-Hemmern erfolgreich die Population
regulatorischer T-Zellen expandiert, was sich auch in einem Arthritis-Modell bei einem
anderen Mausestamm replizieren lieB. In einem murinen Modell der Multiplen Sklerose
(EAE) wurde mit 18 ein Kandidat fuir die Behandlung entzlindlicher Erkrankungen des
ZNS identifiziert. Dieser fuhrte im EAE-Modell zu einer signifikanten Verbesserung der
Parameter Kdrpergewicht, Score und Uberleben, auch histologisch zeigten sich positive
Effekte der Behandlung. Weiterfiihrende Studien mit diesen Kandidaten sind bereits in
Planung.

18 38
Multiple Sklerose Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen
Rheumatoide Arthritis

Abbildung 5.4: Strukturen der erfolgreichsten Testsubstanzen aus in vivo Studien und ihre potentiellen
Anwendungsgebiete. Das N-methyipiperidin substituierte 18 (links) zeichnete sich durch seine gute ZNS-Géngigkeit
aus und war in einem murinen Modell der Multiplen Skierose wirksam. Das Makrolid-Konjugat 38 (rechts) zeigte in
mehreren Studien zur DSS-induzierten Colitis sowie im Arthritis-Modell Wirksamkert.

Langerfristig sollen die aus den /n vivo Screening-Studien hervorgegangenen
Wirkstoffkandidaten weiter im praklinischen Umfeld erforscht und weiterentwickelt
werden. Unter anderem sind, nach Hochskalierung der Synthese, umfassende Studien
zur Ermittlung der optimalen Dosis und Applikationsart, repeated-dose PK sowie auch
toxikologische Studien in geeigneten Organismen vorgesehen.
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6.1 Materialien und allgemeine Methoden
Chemikalien

Falls nicht anders angegeben, wurden die eingesetzten Losemittel und Reagenzien von
folgenden Anbietern bezogen: Fisher Scientific, Sigma Aldrich, Acros Organics,
Carbosynth, Carl Roth, TCI, ABCR, Chempur, Fluorochem, VWR.

Deuterierte Losemittel zur Aufnahme von NMR-Spektren wurden von Deutero bezogen.

Pufferlosungen, Peptide, Proteine und bakterielle Produkte wurden von den oben
angegebenen Herstellern sowie von Jena Bioscience, Difco, und Panatecs bezogen.

Saulenchromatographie

Die chromatographische Aufreinigung von Substanzen erfolgte entweder manuell
durch Saulenchromatographie Uber mit Kieselgel (60-200 uM, 60 A, Acros Organics)
gefillte Glassaulen (Normag, mit Filterplatten-Porositat D3, verschiedene Langen und
Innendurchmesser) oder automatisch als Flash-Chromatographie mit einem Interchim
PuriFlash 5.020 System, vorgepackten Interchim Chromatographie-Saulen (15 uM oder
50 pM Kieselgel) und der begleitenden ,TLC to Flash and Prep Chromatography"
Software.

Diinnschichtchromatographie

Flr analytische DC wurden Merck Kieselgel 60 F2s4 Platten verwendet. Ausgewertet
wurde unter UV-Licht (A = 254 nm) oder unter Zuhilfenahme von geeigneten
Farbereagenzien.

Analytische HPLC

HPLC-Analytik zur Bestimmung der Reinheit und Retentionszeiten von Substanzproben
wurde auf einem Varian ProStar210 System, gekoppelt mit einem SEDEX LT-ELSD 80
LT Detektor und Dr. Maisch ReproSil-Pur120 C18-Aq Saulen (75 x 3 mm, 5 um),
durchgefiihrt. Alternativ zur Detektion per ELSD wurde bei & = 254 nm detektiert. Als
FlieBmittel dienten Wasser + 0,05 % Ameisensaure (A) und Methanol + 0,05 %
Ameisensdure (B). Die Elution erfolgte liber einen der folgenden Gradienten (Tabelle
6.1), die in Abhangigkeit von der Polaritdt der Eluenten ausgewahlt wurden.

Tabelle 6.1: Zusammensetzung des Elutionsmittels bei den fiir die analytische HPLC verwendeten Gradienten.

. Gradient A Gradient B
¢t [min] % A % B % A % B
0-5 80 20 95 5
5-25 auf 0 auf 100 auf 0 auf 100
25-29 0 100 0 100
29-30 auf 80 auf 20 auf 95 auf 5
30-35 80 20 95 5
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Die Flussrate flir beide Gradienten lag bei 1.3 ml/min. Flr die Verneblung der mobilen
Phase wurde Stickstoff bei 3.3 bar verwendet, die ELSD-Temperatur lag bei 75 °C.

Die Bestimmung der Wirkstoffkonzentration in Blut-, Plasma- und Organproben aus /in
vitro und /n vivo Studien erfolgte auf einem Agilent System mit einem 1260 HiP
Degasser, 1260 BinPump, 1260 HiP ALS, 1290 Thermostat und Agilent C18 2.7 pm
Saulen. Detektiert wurde mit einem AB SCIEX API 4000 MS mit TurboSpray
Ionenquelle (Quellspannung 45 V, Ionenspray 4.5 kV, Temperatur 300 °C, Gas-
Flussrate 5 |/min).

Massenspektrometrie

Massenspektren flr Reaktionskontrollen und Zwischenprodukte wurden auf einem
Thermo Finnigan LCQ Dexa XP System als ESI-MS im Positivmodus aufgenommen (ESI
Spannung 3 kV, Kapillarspannung 9 V, Kapillartemperatur 275 °C, Gas-Flussrate 7
I/min).

HRMS-Aufnahmen flir Testverbindungen wurden von der MS-Abteilung des Instituts
flr organische Chemie der Universitat Tibingen aufgenommen. Gemessen wurde als
ESI-HRMS auf einem maXis 4G ESI-TOF (Bruker Daltonik) im Positivmodus
(Kapillarspannung 4.5 kV, Quelltemperatur 200 °C, Gas-Flussrate 6 |/min, Vernebler-
Gasdruck 1.2 bar, Endplatten-Spannung -500 V).

NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektren wurden auf einem Bruker Avance 400 Mhz, einem Bruker Avance
IIT HDX 400 Mhz oder einem Bruker Avance III 300 Mhz aufgenommen. Chemische
Verschiebungen in ppm sind in Relation zu Tetramethlysilan angegeben und gegen die
Losemittelpeaks der jeweiligen verwendeten Losemittel kalibriert.

IR-Spektroskopie

IR-Spektren von Testverbindungen wurden auf einem Agilent Cary 630 FTIR aus den
Reinsubstanzen aufgenommen.

UV-VIS Spektroskopie

UV-VIS Absorptionsspektren wurden auf einem Implen Nanophotometer NP80 in einer
Hellma Analytics QS HighPrecision Cell Kivette (10 mm) bei Raumtemperatur
aufgenommen. Gemessen wurde in einer Lésung aus PBS und 0.5 % DMSO (c = 50

HM).

Emissionsspektren wurden auf einem VersaMax Tunabale Microplate Reader in
Sarstedt ELISA Platten (weiB, High Bind F) aufgenommen. Lo&semittel und
Konzentration waren identisch zur Aufnahme der Absorptionsspektren. Die
Anregungswellenldngen entsprachen den jeweiligen Absorptionsmaxima der
gemessenen Stoffe. Emissionsspektren wurden als Triplikate in 5 nm Schritten im
Bereich 420-750 nm aufgenommen, sofern nicht anders angegeben.

Experimentelle Bestimmung der Loslichkeit

Fir jede Testsubstanz wurde ein Uberschuss des Analyten mit einem definierten
Volumen an PBS versetzt und tber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
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wurden die Proben fiir 5 min bei 14.000 g zentrifugiert, wobei auf konstante Einhaltung
der Raumtemperatur geachtet wurde. Von den Ubersténden wurde jeweils ein Aliquot
pipettiert, 1:1 mit PBS und dann erneut 1:6 mit Acetonitril und internen Standards (5
nM Sulfentrazon, 1 nM Terbuthylazin) verdiinnt. Nach griindlicher Homogenisierung
wurden die Lésungen in HPLC-Vials Uberflihrt und per HPLC-MS (s.0.) analysiert.

Schmelzpunkt-Bestimmung

Die Schmelzpunkte der Endverbindungen wurden mit einem Mettler Toledo MP70 mit
einer automatischen Methode von 100 °C auf 300 °C mit einer Heizrate von 6 °C /min
bestimmt.

Rontgenkristallographie

Von den Verbindungen 3h, 58 und 69 wurden Rontgenkristallstrukturen am Institut
flr organische Chemie, Universitat Mainz, von Dr. Dieter Schollmeyer aufgenommen.
Die Aufnahmen wurden bei — 80 °C mit einem STOE IPDS 2T Diffraktometer mit Mo-
Ko Graphitmonochromator durchgefiihrt. Zugehdrige Kristall- und Verfeinerungsdaten
sind dem Anhang (7.2.5) zu entnehmen.

6.2 In vitro Testverfahren
JAK3 ICso Bestimmung

JAK3 ICsp-Werte der Testverbindungen wurden an der Universitat Tlbingen im
Arbeitskreis Laufer von Katharina Bauer ermittelt. Das Verfahren wurde bereits
veroffentlicht sowie in der Dissertation von Dr. Silke Bauer beschrieben.104.105

Radiometrischer JAK-Selektivitits-Assay

Zur Bestimmung der Selektivitat innerhalb der JAK-Familie wurde der radiometrische
33panQinase® Activity Assay der Reaction Biology Europe GmbH verwendet. Die
Durchfiihrung erfolgte mit 96-well ScintiPlates™ (PerkinElmer) nach folgendem
Pipettierschema:

25 pl Assay-Puffer

10 pl wassrige ATP-L6sung

5 pl der Testsubstanz in 10 % DMSO
10 pl Enzym-/Substrat-Gemisch

Im Assay enthalten waren 70 mM HEPES-NaOH (pH 7,5), 3 mM MgCl,, 3mM MnCl, 3
UM Na-Orthovanadat, 1,2 mM Dithiothreitol, 50 pg/ml PEG20.000, 33P-ATP (variable
Konzentration je nach Kinase, s.u.), die jeweilige JAK und das zugehdrige Substrat.
Zur Qualitatskontrolle wurde zusatzlich noch eine Reihe mit dem unspezifischen
Kinasehemmer Staurosporin als Testsubstanz gemessen (Daten nicht aufgefiihrt).
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Tabelle 6.2: Parameter des 3>PanQinase® Assays zur Bestimmung der Selektivitit innerhalb der JAK-Familie

Kinase  Ckinase Catr  Km(atp) Substrat Csubstrat
[hM] [pM] [pM] [ng/50 pi)
JAK1 42,7 1,0 1,45 RBER-IRStide 2,0
JAK2 6,4 0,3 0,25 Poly(Ala,Glu,Lys,Tyr)6:2:5:1 0,125
JAK3 2,9 0,1 0,10 Poly(Ala,Glu,Lys,Tyr)6:2:5:1 0,125
TYK2 2,9 0,1 0,13  Poly(Ala,Glu,Lys,Tyr)6:2:5:1 0,125

Die aufgefiihrten Parameter wurden dem Bericht der Firma Reaction Biology zum durchgefiihrten Assay
entnommen.

Die Ansatze wurden fiir 1 h bei 30 °C inkubiert, dann wurde die Reaktion durch Zugabe
von 50 pl H3PO4 (2 % V/V in Wasser) gestoppt, die Platten getrocknet und zweimal
mit 200 pl 0,9 % Saline gewaschen. Die Phosphorylierung des Substrats mit 33P-
Phosphat wurde mit einem Szintillationszahler (Microbeta) bestimmt. Zur Erfassung
des Grundrauschens durch unspezifisches Binden von 33P-ATP zur Platte wurden
zusatzlich 8 Wells ohne Kinase pipettiert. Zusatzlich wurden 8 Wells mit Kinase, aber
ohne Inhibitor, pipettiert. Die volle Aktivitdt (100 %) definiert sich so aus der
Signaldifferenz zwischen den inhibitorfreien Proben (,,Signaluninhiviert’) und den
kinasefreien (,,Signalcrundrauschen” ) Proben.

In Wells, die sowohl Inhibitor als auch Kinase enthielten, berechnet sich die
verbliebene JAK-Aktivitat (%) demnach aus:

A) g nalTestsubstanz ) g nalGrundrauschen

: : x 100
Slgnaluninhibiert - SlgnalGrundrauschen

Zellulare nanoBRET assays

Die Bestimmung der JAK3 ICso auf zellularer Ebene wurde im AK Knapp der Universitat
Frankfurt durchgefuihrt. Die genaue Prozedur kann der Literatur entnommen
werden.!®® Kurz zusammengefasst: HEK293T-Zellen, die das gewliinschte
JAK3/NanoLuc-Fusionsprotein (komplette JAK3 mit NanoLuc-Fusion am C-Terminus,
NV1471, Promega) exprimieren, wurden mit einer konstanten Konzentration an
fluoreszenzmarkiertem Tracer (NanoBRET Kinase Tracer K10, Promega) und variablen
Konzentrationen an Testsubstanz versetzt. Zwei Stunden nach Zugabe wurde das
Luciferase-Substrat (NanoGlo, Promega) zugegeben und die BRET-Signale bei 450 nm
(Lumineszenz von NanoLuc) und 610 nm (Fluoreszenz des Tracers) gemessen und die
ECso der Testsubstanzen anhand der Verhaltnisse von Signal und Konzentration
berechnet.
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MTT/Live-Dead Staining

Die Viabilitats- bzw. Toxizitats-Assays wurden in den Laboren der Synovo GmbH
durchgefihrt.

MTT-Assay: Die suspendierten Zellen (U937) werden zunachst flir 48 h mit 100 mM
Phorbol 12-myristat 13-acetat behandelt, um deren Adhdrenz zu erhdhen. Dann
werden sie mit verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanzen fiir 48 h bei 37 °C
und 5 % CO2-Atmosphare inkubiert (Endkonzentration an DMSO 0,1 - 0,5 %). 50 pl
einer 5 mg/ml Lésung aus 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
in PBS werden zu je 200 pl der Zellsuspensionen gegeben und flir eine Stunde bei 37
°C und 5 % CO2-Atmosphare inkubiert. Die entstandenen Formazan-Kristalle werden
durch Zugabe von 100 pl DMSO fiir 2 h unter Lichtausschluss gelést. AnschlieBend
wird die optische Dichte (OD) der Losungen bei 570 und 680 nm mit einem VersaMax
Spektrophotometer bestimmt; der Wert bei 680 nm diente hierbei als Nullwert.

7AAD-Assay: Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Testsubstanzen
dber Nacht bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. AnschlieBend wurden sie in 96-Well
Platten gegeben, zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Nach Zugabe von 20
Losepuffer und Inkubation flir 15 min wurden 280 pl 0,5 % 7-Aminoactinomycin-
Loésung (PBS + 5 mM EDTA) zu jedem Well gegeben. Nach 15 min Inkubationszeit
unter Lichtausschluss wurden die Proben auf einem Guava®easyCyte 8HT
flowcytometer (Merck) und der zugehérigen Software analysiert.

LPS Stimulations ELISA

Die LPS-Stimulations-Assays wurden in den Laboren der Synovo GmbH durchgeflihrt.
IL-6, IL-10 (Biolegend) und TNFa (R&D Systems) ELISAs wurden entsprechend der
Herstelleranleitung ausgefihrt.

ELISA Platten (Sarstedt) werden iber Nacht mit dem ersten Antikérper (1:200 far IL-
6 und IL-10 in coating buffer, 1:120 in PBS flr TNFa) beschichtet. Nach viermaligem
Waschen (1x PBS + 0,05 % Tween) werden 150 pl Assay Diluent (Biolegend) pro well
auf die Platte gegeben und flir eine Stunde inkubiert. Der Waschschritt wird wiederholt,
bevor je 100 pl Proben und Standards pro well in der angepassten Verdiinnung
aufgetragen werden. Die Platte wird flir zwei Stunden inkubiert. Nach dem Waschen
werden flir eine Stunde 100 pl des verdinnten Detektionsantikérpers (1:200 IL-6, IL-
10 und 1:60 TNFa in assay diluent) zugegeben. Im nachsten Schritt werden nach dem
Waschen 100 pl HRP (Horse radish Peroxidase, Biolegend) pro well dazugegeben
(1:1000 in Assay Diluent). Nach 30 Minuten wird die Platte 8-mal gewaschen und pro
well 100 pl TMB substrate (Substrate A + B, 1:1; Biolegend) hinzugegeben. Nach 10
— 20 Minuten wird die Reaktion mit 50 pl 1 N H>SO4 abgestoppt und die Absorption bei
450 nm auf einem VersaMax Plate Reader gemessen.

Fluoreszenzmikroskopie

Die Zellsuspensionen (U937 Zellen, HBC, HMC3 oder Vollblut) wurden mit Hochst
33342 Loésung und Cell Navigator Lysosome Staining Kit versetzt, um die Zellkerne
bzw. Lysosomen anzufarben (jeweils in einer 1:1000 Verdinnung). Nach 15 min
wurden die Testverbindungen zugeftigt (Endkonzentration 10 uM, 0,1 % DMSO) und
fur 0 bzw. 2 h bei RT inkubiert. Je 20 pl wurden auf Objekttrager pipettiert und
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Aufnahmen mit einem Keyence BZ-810 Fluoreszenzmikrosop erstellt. Fir Bilder bei
hundertfacher VergréBerung wurde Immersionsdl (Cargille Laboratories) verwendet.
Flr die Nachbearbeitung der Aufnahmen wurde die zugehdrige Software von Keyence
verwendet. Die Testsubstanzen erscheinen im griinen (OP-87763 BZX-Filter GFP,
Anregungswellenlédnge 470/40 nm, Detektionswellenlange 525/50 nm), Zellkerne im
blauen (OP-87762 BZX-Filter DAPI, Anregungswellenlange 360/40 nm,
Detektionswellenlange 460/50 nm) und Lysosomen im roten Filterbereich (OP-87765
TexasRed, Anregungswellenldnge 560/40 nm, Absorptionswellenlange 630/75 nm).

Zellaufnahme in HBC

Menschlicher Buffy Coat (c = 5x10° Zellen) wurde mit je 1 uM der Testsubstanzen fiir
0, 30 oder 120 min inkubiert.140

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die ReaktionsgefaBe flir 2 min bei 400 g
zentrifugiert und die Uberstinde in separate GefidBe uberfilhrt. Sowohl zu den
Ubersténden als auch den Zellpellets wurde Acetonitril mit internen Standards (5 nM
Terbuthylazin, 1 nM Sulfentrazon) zugefiigt und die Proben wurden bis zur Messung
bei -20 °C gelagert. Die Analysenmethode der Proben per HPLC-MS entsprach der der
/n vivo Plasmaproben (siehe oben).

Stabilitiat in menschlichem Vollblut und Plasma

Vollblut: Menschliches Vollblut von gesunden, freiwilligen Spendern (n = 3) wurde in
zur Antikoagulation mit EDTA versetzten Blutentnahmeréhrchen (Sarstedt
Monovetten) entnommen. Jedes Aliquot wurde ohne weitere Verdiinnung bei 37 °C
inkubiert. Die Testsubstanzen wurden aus 10 mM DMSO-Stocks zugefligt
(Endkonzentration = 10 uM Substanz, 0,1 % (V/V) DMSO). Nach 0, 5, 15, 30, 60, 120,
240 und 1440 min wurden jeweils Proben entnommen. mit dem dreifachen Volumen
an ACN sowie internem Standard (5 nM Terbuthylazin) versetzt und sofort bei — 20 °C
gelagert. Unmittelbar vor der Analyse durch HPLC-MS wurden die Proben flir 10 min
bei 20.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand in HPLC-GefiBe pipettiert. Die
Analysenmethode der Proben per HPLC-MS entsprach jener der /n vivo Plasmaproben
(siehe oben).

Plasma: Das Experiment in Plasma wurde analog zur Vollblut-Methode durchgeftihrt.
Plasma wurde aus frisch entnommenem Vollblut durch Zentrifugation bei 400 rpm fir
10 min gewonnen und unmittelbar danach verwendet.

Metabolismus in murinen Lebermikrosomen

Zur /n vitro Bestimmung der metabolischen Stabilitdt einiger Testsubstanzen wurden
diese im Arbeitskreis Laufer mit murinen Lebermikrosomen (Xenotech, CD1 Mannchen)
inkubiert. Letztere wurden in einem NADPH-regenerierenden System (5mM Glucose-
6-phosphat, 1 mM NADP*, 5 U/ml Glucose-6-phosphat Dehydrogenase) mit 4 mM
MgCl> in 0,1 M Tris-Puffer (pH 7,44) bei 37 °C pra-inkubiert.

Nach Zugabe der Testsubstanzen (Endkonzentration 100 pM) wurden die Mikrosomen
auf 37 °C gehalten und zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 10, 20, 30, 60, 120 min)
Aliquote gezogen. Diese wurden mit 100 pl des 50 pPM internen Standards in ACN
vermengt, 30 s im Vortexmixer homogenisiert und dann zentrifugiert (19,800 relative
Zentrifugalkraft, 15 min, 4 °C).
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Die Quantifizierung der Uberstinde erfolgte per LC-MS auf einer Alliance 2695 HPLC
(Waters GmbH, Eschborn) mit einer Kinetex 2,6 u C18 100 A Saule (50 x 3 mm) und
5 pl Injektionsvolumen. Eluent A: 90 % H;0, 10 % ACN, 0,1 % Ameisensaure. Eluent
B: 100 % ACN, 0,1 % Ameisensaure. Gradient: 10 % B fur 2,5 min, auf 70 % B in 7,5
min, 70 % B fiir 2 min, auf 10 % B in 0,01 min, 10 % V fiir 3 min. Die Saulentemperatur
wurde auf 40 °C reguliert. Detektiert wurde auf einem Micromass Quattro Tripel-
Quadrupol Massenspektrometer (Waters GmbH, Eschborn) im ESI-Positivmodus.
Spannungen flir Spray, Konus, Extractor und RF-Linse waren jeweils auf 4 kV, 30 V,
5V und 1 V eingestellt. Die Desolvatations-Temperatur lag bei 350 °C, die Gas-
Flussrate bei 650 I/h. Die Analyse der Daten wurde mit der Software MassLynx 4.1
durchgefihrt.

Metabolismus in menschlichem Lebergewebe

Im Arbeitskreis Koch (Uni Regensburg) wurde eine Auswahl an Testsubstanzen auf
ihren Metabolismus durch menschliches Lebergewebe untersucht. Die S9-Fraktion
menschlicher Leberproben (Thermo Fisher) wurde in PBS zu einer Endkonzentration
von 2 mg/ml gegeben. Dem Ansatz wurden zudem MgCl;, Glucose-6-phosphat,
Glucose-6-phosphat-dehydrogenase, Alamethicin, NADP, UDPGA, PAPS sowie die
Testsubstanzen (Endkonzentration: 100 uM) zugefiigt. In Parallelansatzen wurden zur
Kontrolle entweder die S9-Fraktion und entweder das fiir Phase I Metabolismus nétige
NADP, die flr Phase II bendtigten UDPGA und PAPS oder alle drei der genannten Co-
Faktoren weggelassen.

Die Inkubation der Ansdtze erfolgte flir 3 h bei 37 °C. AnschlieBend wurden
vorhandene Proteine durch Zugabe von EtOH gefallt, die GefaBe zentrifugiert und die
Uberstande zur Analyse gewonnen.

Die Quantifizierung der Proben erfolgte per HPLC-MS mit einer auf 25 °C temperierten
RP-18 Hibar Purospher Saule, einem Injektionsvolumen von 20 pl und Detektion bei
254 nm und 360 nm. Eluent A: H,O + 0,1 % Ameisensaure. Eluent B: ACN + 0,1 %
Ameisensaure. Gradient: 5 % B fir 20 min, auf 100 % B in 2 min, 100 % B fiir 3 min,
auf 5 % B in 5 min. Die MS-Detektion wurde mit einem Agilent MS Q-TOF 6540 UHD
durchgefiihrt, ionisiert wurde per ESI.

6.3 In vivo Studien
Allgemein

Alle Tierstudien wurden nach geltenden gesetzlichen Richtlinien und unter Zustimmung
der Ethik-Kommission des Regierungsprasidium Tubingen durchgefiihrt. Die Studien
wurden, sofern nicht anders vermerkt, mit 7-8 Wochen alten weiblichen BALB/c
Mdusen (Janvier Labs) durchgefiihrt. Vor Studienbeginn hatten die Tiere eine
Akklimatisierungsphase von mindestens sieben Tagen nach Ankunft. Bei Studien mit
Dauer > 1 d wurden die Tiere taglich gewogen, bei kirzeren Studien (z.B. PK, LPS-
Challenge) unmittelbar vor der Behandlung.

Die statistische Auswertung der Studien erfolgte Uber die Software GraphPad Prism.
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Pharmakokinetik-Studien

Formulierung und Dosis: Um die Anzahl der verwendeten Tiere zu reduzieren, wurden
Testsubstanzen fiir PK-Studien kassettenweise (liblicherweise 3-5 Substanzen pro
Gruppe) formuliert, die Gruppenzahl betrug 3. Um gleiche Dosierungen flir alle Tiere
zu gewahrleisten, wurden diese unmittelbar vor der Behandlung gewogen. Die
Formulierung der Substanzkassetten erfolgte frisch vor Beginn der jeweiligen Studie.
Sofern nicht anders vermerkt, war das Vehikel fir i.v. Behandlung 10 % DMSO in
murinem Serum, das Applikationsvolumen 5 ml/kg Korpergewicht und die Dosis jeder
Testsubstanz 2,4 umol/kg. Fur p.o. Applikation wurde in 10 % DMSO in 0,5 %
Zitronensaureldsung formuliert, mit einem Applikationsvolumen von 5 ml/kg und der
Dosis 12 pmol/kg. Die Substanzkassetten wurden per Vortexmischer und
Ultraschallbad vor der Applikation griindlich homogenisiert. Einige PK-Studien wichen
in Tierart, Dosis, Formulierung und/oder Applikationsart vom obigen Muster ab; diese
sind bei der Diskussion der jeweiligen Studie (Kapitel 4.3.1) naher beschrieben.

Probenentnahme: Um Plasma- bzw. Blutkonzentrationen der Testsubstanzen zu
bestimmen, wurden den Mausen wahrend der Studiendauer bis zu acht Mal Blut aus
der Schwanzvene entnommen. Die Zeitpunkte hingen hierbei von der
Applikationsroute und der Studie ab. Die Tiere wurden, sofern nicht anders vermerkt,
8 h nach Behandlung durch CO; Inhalation euthanasiert. Zur Bestimmung der
Wirkstoffkonzentration in Organen und Geweben wurden Galle, Hirn, Ileum, Leber,
Lunge, Nieren, Milz sowie gegebenenfalls weitere Organe und Herzblut bzw.
Herzplasma entnommen. Die Blutproben wurden in mit Antikoagulantien (Heparin oder
K-EDTA) versehenen GefdBen gesammelt, fir 8 min bei 8000 rpm und 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand zur Bestimmung der Plasmakonzentrationen
entnommen. Zur Bestimmung der Blutkonzentrationen wurden gegebenenfalls die
entstandenen Blutpellets verwendet. Sowohl Plasma- bzw. Blut- als auch Organproben
wurden sofort bei -25 °C gelagert.

Aufarbeitung fir HPLC-MS: Die Aufarbeitung der Blut- bzw. Plasmaproben erfolgte
durch Verdinnung mit ACN und internen Standards (5 nM Sulfentrazon, 1 nM
Terbuthylazin), Homogenisierung in einem FastPrep FP-120 Homogenisator und
anschlieBender Zentrifugation flir 7 min bei 14000 rpm und 4 °C. Organproben wurden
mit 1 pl Proteinase K Loésung (0,5 mg/ml in 20 mM Phosphatpuffer) pro mg
Organgewicht versetzt und dann analog zu den Plasmaproben aufgearbeitet.
Gallenproben wurden mit Wasser verdinnt, homogenisiert und anschlieBend mit ACN
und internen Standards versetzt, homogenisiert und zentrifugiert. Die Analyse per
HPLC-MS erfolgte nach den oben bereits beschriebenen Methoden.

Berechnung der Plasmahalbwertszeiten: Halbwertszeiten der Testsubstanzen in
Mdusen wurden aus den Plasmakonzentrationen nach i.v. Gabe berechnet, die nach
den oben beschriebenen Methoden gemessen wurden. Um den Einfluss von initialen
Verteilungsprozessen nach Injektion zu reduzieren, wurden Werte vor t = 15 min nicht
inkludiert. Werte auBerhalb der Quantifikationslimits der Messungen wurden ebenfalls
nicht in die Berechnung der Eliminationskonstanten und Halbwertszeiten
miteinbezogen. Zur graphischen Berechnung der Eliminationskonstanten wurden die
natirlichen Logarithmen der Plasmakonzentrationen in Microsoft Excel gegen die Zeit
aufgetragen und eine Ausgleichsgerade gelegt. Der Betrag der Steigung der Geraden
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entspricht der Eliminationskonstanten ke, und die Halbwertszeit t1/, berechnet sich wie
folgt:

In2

ti/2 = Tt
e

Berechnung anderer pharmakokinetischer Parameter: AUC- und AUMC-Werte fir
Plasmaspiegelkurven wurden mit der Software GraphPad Prism erhalten.

Die (scheinbare) Bioverfligbarkeit BV bei nicht-intravendser Gabe berechnete sich aus:

BV — AUCnicht-iv.
AUCiy X KF

Gegebenenfalls wurden die AUC-Werte noch um einen Faktor KF korrigiert, sofern die
Dosen beider Applikationsarten unterschiedlich hoch waren.

Die mittlere Verweildauer (= mean residence time, MRT) in min der Testsubstanzen
wurde flir die jeweilige Applikationsart und Dosis aus den AUC- und AUMC-Werten
berechnet nach:

AUMC
AUC

MRT =

Die Plasma-Clearance Cl in ml/min wurde anhand der applizierten Dosis D und der AUC
einer Plasmaspiegelkurve nach i.v. Gabe berechnet nach:

Cl= b
~AUC
Flr D wurde hierbei die durchschnittliche molare Dosis pro Tier (unter Annahme von

0,02 kg Koérpergewicht bei BALB/c Weibchen) angenommen.

Praparation von Histologieproben per Cryoschnitt zur
Fluoreszenzmikroskopie

Organproben fir die histologische Analyse wurden in PBS gewaschen und flir 4 h bei
4 °C in 4 % Paraformaldehyd-L6sung inkubiert. AnschlieBend wurden sie zundchst fur
8 hin 15 % Sucrose in PBS und dann fir 24 h in 30 % Sucrose in PBS inkubiert. Nach
vollendeter Inkubationszeit wurden die Organe bei -20 in Tissue Tek OCT Compound
eingebettet. Mit einem Microtome-386040-HM-500_OM (MICROM International)
wurden die eingebetteten Proben zu Schnitten von 5 pm Dicke verarbeitet. Direkt nach
ihrer Anfertigung wurden die Schnitte mit ROTI-Mound FluorCare DAPI Glue auf
SuperFrost Objekttragern fixiert und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.
Die Mikroskopie der fertigen Proben erfolgte auf einem Keyence-BZ 810 (s.0.); die
Belichtungszeiten wurden flir jedes Organ so eingestellt, dass im gewiinschten Kanal
keine Autofluoreszenz der Zellen mehr in Proben der Vehikelgruppe zu beobachten
war. AnschlieBend wurden die gleichen Parameter genutzt, um Bilder von Proben der
Verumgruppe aufzunehmen.
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LPS-Stimulations Studien

Die /n vivo Effektivitdt der Testsubstanzen zur Bekampfung einer LPS-induzierten
Immunreaktion wurde mit weiblichen Balb/c Mausen durchgefiihrt. Dosis und
Applikationsart der Behandlung mit den Testsubstanzen hingen von der jeweiligen
Studie ab und werden dort ndher ausgefihrt (Kapitel 4.3.2). Behandelt wurde 15, 30
oder 60 min vor der LPS-Gabe. Die Lipopolysaccharide entstammten Salmonella
enterica subsp. enterica ser. Typhimurium. Die Dosis flir LPS, geldst in steriler PBS,
betrug 10 mg/kg Koérpergewicht und das Applikationsvolumen 10 mi/kg (i.p.).
Alternativ wurden 10 pg/kg LPS zusammen mit 500 mg/kg Galactosamin in einer
gemeinsamen Losung appliziert (ebenfalls 10 ml/kg i.p.).

Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Injektion der LPS-L6sung (Ublicherweise 60, 90
und 180 min) wurde den Tieren Blut iber die Schwanzvene entnommen, zentrifugiert
(Bedingungen analog zu PK-Proben, s.0.) und der Uberstand zur Bestimmung der
Konzentration diverser Zytokine verwendet. Nach dem letzten Blutungszeitpunkt
wurden die Tiere per CO»-Inhalation euthanasiert und gegebenenfalls Organe zur
Bestimmung der Wirkstoff- oder Zytokinkonzentrationen entnommen.

Psoriasis Modell:

Formulierung der Testsubstanzen: Die Testsubstanzen wurden zundchst in 100 %
DMSO gelést und dann homogen in Basiscreme DAC eingearbeitet. Die finalen
Konzentrationen in der Creme waren 2 % Testsubstanz und 5 % DMSO.

Induktion.: Weibliche BALB/c Mduse im Alter von 8 Wochen wurden an Tag 0 der Studie
auf Gruppen von je 8 Tieren pro Kafig aufgeteilt. Ein jeweils gleich groBer Teil des
Rickens jedes Tieres wurde zundachst rasiert und dann Enthaarungscreme (Veet
Sensitive) aufgetragen.

Behandlung: An den Folgetagen (1-7) wurden einmal taglich zunachst bei jedem Tier
50 mg Aldara® auf die freigelegte Stelle am Riicken aufgetragen. 2 h spater erfolgte
jeweils die Behandlung mit den Testsubstanzen bzw. Vehikel (ebenfalls je 50 mg) an
der gleichen Stelle.

Symptom-Scoring: Die Tiere wurden taglich gewogen. Die Schwere der Symptomatik
wurde durch einen kombinierten Score aus drei einzelnen Parametern (Hautrétung,
Krustenbildung, Hautverdickung) erfasst; dabei wurde jeweils mit der Haut komplett
unbehandelter Kontrolltiere verglichen. Der Score konnte dabei pro Parameter 0-4
betragen (Tabelle 6.3), sodass sich fiir jedes Tier ein additiver Symptom-Score
zwischen 0 und 12 ergab. Am letzten Tag der Studie die Dicke der Hautschicht jedes
Tieres mit Messschiebern bestimmt.
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Tabelle 6.3: Bewertung des Symptom-Scores in Abhdngigkeit des Schweregrads

Score Auspragung Symptom
0 keine Veranderungen ggu. unbehandelt
1 leichte Veranderung
2 moderate Veranderung
3 schwere Veranderung
4 massive Veranderung

EAE Modell:

Tiere: Die Studie wurde mit 7 Wochen alten weiblichen C57BL/6 Mausen (Janvier) in
Gruppen von je acht Tieren durchgefihrt. Nach Ankunft wurde eine
Akklimatisierungsphase von sieben Tagen eingehalten.

Digt: Die Gruppen bekamen entweder eine energiereiche und ausgewogene Diat
(VRF1, ssniff) oder eine ballaststoffarme, noch energiereichere ,Erhaltungsdiat® mit
vergleichsweise geringerem Anteil an Vitaminen und Spurenelementen (AIN93M,
ssniff). Die genaue Zusammensetzung kann der Website des Herstellers enthommen
werden.

Vorbereitung und Administration der CFA/MOG-Peptid Emulsion.: Zunachst wurde CFA
grundlich homogenisiert und in einer 5 ml Spritze 1:1 (je 2 ml) mit MOGss-s5 Peptid-
Lésung (2 mg/ml in PBS) vermischt. Uber einen Konnektor wurde die Spritze mit einer
weiteren 5 ml Spritze verbunden und die Emulsion zwischen beiden Spritzen so lange
transferiert, bis eine homogene, viskose Emulsion entstand. Diese wurde dann in 1 mi
Spritzen Uberfuhrt und jede Maus wurde subkutan mit 100 pl der Emulsion versetzt,
sodass 100 pg Peptid pro Tier gegeben wurden.

Vorbereitung und Administration der Pertussistoxin-Losung. PTX-Stammldsung wurde
mit steriler PBS auf eine Endkonzentration von 1 pg/ml verdinnt. Jedes Tier wurde
zwei Mal i.p. mit 200 pl der Lésung behandelt: Zunachst direkt nach Injektion der
MOGss-ss Peptid-Losung, sowie erneut 48 h spater.

Symptom-Scoring: Die tagliche Bewertung der Symptome, wie z.B. Gangart,
Schwanzmobilitét, Gleichgewichtssinn, etc. wurde nach dem Herkel-Score System
durch geschultes Personal durchgefiihrt. Zudem wurde taglich das Kdérpergewicht in
Relation zum Startgewicht erfasst. Das Erreichen eines Symptom-Scores > 4 bzw.
eines Korpergewichts < 80 % des Startgewichtes wurde als Abbruchkriterium fir das
individuelle Tier festgelegt und hatte die vorzeitige Euthanasie durch CO>-Inhalation
zur Folge.

Behandlung: Nach Feststellen eines Symptomscores > 0 wurde die Behandlung
begonnen; den Tieren wurden einmal taglich entweder 6 pmol/kg 18 i.p. (10 mi/kg)
oder Vehikel (Polyethylenglycol 400/Tween 80 4:1, als 10 %ige wassrige Ldsung)
verabreicht.
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Probennahme. Nach Euthanasie der Tiere wurden ihnen Proben von Plasma, Hirn,
Rickenmark, Milz und Leber entnommen und bis zur Auswertung bei -20 °C (fir HPLC-
MS), — 80 °C (flir gPCR) bzw. in 4 % Paraformaldehyd in EtOH (flir Histologie) gelagert.

gPCR: Hirn, Rickenmark und Leberproben wurden in Lysepuffer gegeben und mit
einem FastPrep-24 5G Gerat (MP Biomedicals) homogenisiert. Die gesamt-RNA wurde
mit einem Total RNA Purification Kit nach Angaben des Herstellers isoliert. RNA
Quantitat und Reinheit wurden spektrophotometrisch auf einem NP-80 (Implen)
Uberprift.

Histologie: Nachdem die Gewebeproben flir 24 h in 4 % Paraformaldehyd in Ethanol
fixiert wurden, wurden die Organe seziert und in Paraffinblocke eingebettet. 5 pm
dicke Abschnitte wurden mit Hamatoxylin-Eosin Farbung (fir Zellkerne bzw.
Zytoplasma) und Basischem Myelinprotein-Antikdrpern eingefarbt und auf einem
PANNORAMIC DESK II DW Scanner analysiert.

DSS-Colitis Modell:

Tiere: Die Studien wurden mit 8 Wochen alten C57BL/6 Mausen (Janvier) in Gruppen
von je zehn Tieren (erste Studie) bzw. acht Tieren (zweite und dritte Studie)
durchgefiihrt. Nach Ankunft wurde eine Akklimatisierungsphase von sieben Tagen
eingehalten.

Induktion der Symptome: Um eine Entziindungsreaktion im Darm hervorzurufen
wurden dem Trinkwasser (Leitungswasser) der Tiere 2,8 % DSS (durchschn. MW
36.000-50.000, MP Biomedicals) beigemengt. Nach fiinf Tagen wurde wieder auf
normales Trinkwasser gewechselt.

Behandlung, erste Studie. Die Tiere wurden einmal taglich mit Loésungen bzw.
Suspensionen von 1,6 umol/kg Tofacitinibcitrat, 8 pmol/kg FM-381, 0,8 umol/kg 38
oder Vehikel (0,5 % Methylcellulose in Wasser, 10 mi/kg) p.o. behandelt. Die
Behandlung erfolgte von Beginn der Studie an, noch vor Auftreten erster Symptome.

Behandlung, zweite Studie. Die Tiere wurden einmal taglich mit Losungen bzw.
Suspensionen von 1,0 pmol/kg Tofacitinibcitrat, FM-381, 18, 29, 37, 38, 39, 77
oder Vehikel (0,5 % Methylcellulose in Wasser, 10 mi/kg) p.o. behandelt. Die
Behandlung erfolgte von Beginn der Studie an Tag -1, einen Tag vor Verabreichung
des DSS-haltigen Trinkwassers. Am letzten Studientag wurde nicht mehr behandelt,
um die fluorimetrische Analyse der FITC-Dextran Konzentrationen (s.u.) nicht durch
ins Plasma aufgenommene, ebenfalls fluoreszierende Reste der Testsubstanzen zu
storen.

Behandlung, dritte Studie: Die Tiere wurden einmal taglich mit Lésungen bzw.
Suspensionen von 0,3, 1 oder 3 pmol/kg 38, 0,3 oder 1 umol/kg FM-381, 60 umol/kg
Tofacitinibcitrat oder Vehikel (0,5 % Methylcellulose in Wasser, 10 mi/kg) p.o.
behandelt. Die Behandlung erfolgte von Beginn der Studie an Tag -1, einen Tag vor
Verabreichung des DSS-haltigen Trinkwassers. Am letzten Studientag wurde nicht
mehr behandelt, um die fluorimetrische Analyse der FITC-Dextran Konzentrationen
(s.u.) nicht durch ins Plasma aufgenommene, ebenfalls fluoreszierende Reste der
Testsubstanzen zu stdren.
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Symptom-Scoring.: Die Symptome wurden anhand zweier Parameter von geschultem
Personal bewertet: Zum einen wurde die Konsistenz des Stuhls (normal, weich, ohne
Konsistenz, Diarrhoe, wassrige Diarrhoe) von 0-4 bewertet, zum anderen das
Vorhandensein von Blut im Stuhl (0, 2 oder 4 Punkte). Beides zusammen wurde zum
Krankheits-Score addiert. Das Erreichen eines Krankheits-Score > 7 bzw. eines
Kdérpergewichts < 80 % des Startgewichtes wurde als Abbruchkriterium fir das
individuelle Tier festgelegt und hatte die vorzeitige Euthanasie durch CO2-Inhalation
zur Folge. Bei einem Score > 5 oder Kombinationen aus erhéhtem Score und niedrigem
Kdrpergewicht, welche einzeln noch unter den Grenzwerten liegen wirden, wurden
ggf. ebenfalls Tiere nach Konsultation des Tierarztes vorzeitig aus der Studie entfernt
und euthanasiert.

Darm-Permeabilitat: Zur Untersuchung der Darm-Permeabilitdt wurde Tieren 2 h vor
ihrem Ausscheiden aus der Studie eine Mischung aus 200 mg/kg Lactulose, 80 mg/kg
Mannitol und 500 mg/kg FITC-gekoppeltes Dextran (durchschnittliches MW 6.000) in
Wasser (10 ml/kg p.o.) verabreicht. Gesammelter Urin wurde zur Analyse der
Konzentration an aufgenommener Lactulose und Mannitol per HPLC-MS (analog zur
bei PK-Studien beschriebenen Methode) entnommen. Die Konzentration an
aufgenommenem FITC-Dextran wurde Uber einen VersaMax Tunabale Microplate
Reader in Sarstedt ELISA Platten fluorimetrisch aus Herzserum bestimmt, indem utber
definierte Mengen an FITC-Dextran in Plasma eine Standardkurve erstellt wurde.

Histologie: Die Praparation und Analyse der histologischen Gewebeproben wurde
analog zur EAE-Studie (s.0.) durchgefihrt.

Durchflusszytometrie (nur dritte Studie): Nach Euthanasie der Tiere wurden die Milzen
entnommen und sofort in Pufferlésung (PBS+ 1 % FBS, Biowest) gegeben. Sie wurden
anschlieBend durch ein 40 pm Zellsieb zerkleinert und die erhaltene
Einzelzellsuspension mit PBS auf ein Volumen von 5 ml aufgefillt. Die Suspensionen
wurden fiir 5 min bei 400 g zentrifugiert und die Uberstinde verworfen. Nach
Resuspension der Zellen mit 1 ml PBS wurden von jeder Probe 100 pl enthommen und
die Zellkonzentration auf einem Biorad ZE5 Analyzer bestimmt. Gegebenenfalls wurden
die Konzentrationen der Proben durch Verdinnung mit PBS angeglichen. Pro Probe
wurden dann ca. 2x10° Zellen in ReaktionsgefaBe Uberfiihrt.

Die Viabilitat der Zellen wurde durch Farbung mit Zombie NIR (Biolegend, Stocklésung
1:500 in PBS) erfasst, indem die ProbengefaBe mit 50 ul der Stocklésung versetzt und
fur 15 min im Dunkeln inkubiert wurden. Die Farbung der Epitope erfolgte mit
Fluorophor-markierten Antikérpern: flir CD4 mit VioBlue (final 1:50 verdinnt), far
CD25 mit APC (final 1:50 verdiinnt), fir FOXP3 mit anti-FOXP3 (final 1:50 verdiinnt),
fur CD3 mit PE/Cy5 (final 1:160 verdinnt), fir CD11b mit BV605 (final 1:320
verdiinnt), flr B220 mit FITC (final 1:80 verdinnt) und flir CD8 mit APC (final 1:80
verdinnt). Fur die Oberflachenmarker wurde fiir 40 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert,
bei FOXP3 unter gleichen Bedingungen Uber Nacht.

Die durchflusszytometrische Analyse wurde auf einem Biorad ZE5 Analyzer bei 3000
Events/s durchgeflihrt.
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CIA Modell:

Tiere: Die Studie wurde mit weiblichen, ca. 8 Wochen alten DBA1-Mdusen (Janvier)
durchgefiihrt. Nach Ankunft wurde eine Akklimatisierungsphase von sieben Tagen
eingehalten.

Herstellung der Kollagenemulsionen. Bovines Typ II Kollagen (Genentaur/Chondrex)
wurde Uber Nacht bei 4 °C in 10 mM sterilfiltrierter Essigsaure zu einer Konzentration
von 4 mg/ml geldst. Die fertige Kollagenldsung wurde dann unter steter Kiihlung mit
CFA (Genentaur/Chondrex, mit 4 mg/ml M. tuberculosis) bzw. Incomplete Freund’s
Adjuvans (Genentaur/Chondrex) nach der Zweispritzenmethode (s.0.) zu einer
homogenen Emulsion verarbeitet.

Induktion des Krankheitsmodells und Booster-Injektion: An Tag 0 der Studie wurden
die Tiere subkutan mit 100 pl der Kollagenemulsion (mit CFA) injiziert. An Tag 21
wurden auf diese Art erneut 100 pl Emulsion (mit Incomplete Freund’s Adjuvans)
injiziert.

Symptom-Scoring.: Die Bewertung der Symptomatik erfolgte nach der Boost-Injektion
taglich. Dabei wurden visuell die Pfoten der Tiere auf Schwellung und Rétung
untersucht und dabei pro Pfote ein Score von 0-3 vergeben, sodass fiir jedes Tier ein
Gesamtscore von 0-12 mdglich war. Der Durchmesser der Pfoten wurde zur
Quantifizierung der Schwellung ebenfalls erfasst. Korpergewichte wurden vor Eintreten
erster Symptome dreimal pro Woche, danach taglich gewogen.

Behandlung: Die Behandlung der Tiere erfolgte therapeutisch ab Erreichen eines
Scores > 0. Behandelt wurde taglich mit FM-381, 38 oder Vehikel p.o. (4 % DMSO
in PBS, 5 ml/kg) bei einer Dosis von 16 umol/kg. Eine weitere Gruppe wurde jeden
zweiten Tag mit 10 mg/kg Etanercept (Enbrel) i.p. behandelt.

Durchflusszytometrie: Die durchflusszytometrische Analyse der Milzproben wurde
analog zur dritten Colitis-Studie (s.o0.) durchgeflihrt.
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6.4 Allgemeine Synthesevorschriften
A: Nukleophile Substitution am Halogenaromaten

In einem ausreichend proportionierten, dreihalsigen Rundkolben werden 1,0 Aq. des
halogenierten Aromaten in IPrOH (0,2 M) gegeben und unter Rihren mit 1,4 Aq.
Triethylamin und 1,25 Ag. (sofern nicht anders angegeben) des jeweiligen Amin-
Nukleophils versehen; beim Einsatz von Hydrochloriden wird die Menge an
Triethylamin um die aquimolare Menge erhoht. Die Mischung wird zum Ruckfluss
erhitzt und gerthrt, bis DC oder MS-Kontrolle die vollstandige Umsetzung anzeigen.
AnschlieBend wird eine 2:1 Mischung aus H20 und ges. NH4Cl-L6sung portionsweise
zugegeben (35 ml pro Gramm des Aromaten), woraufhin das Produkt beginnt
auszufallen. Es wird flir 5 min in der Hitze weitergeriihrt, dann auf RT abgekihlt und
anschlieBend mindestens 30 min im Eisbad gerliihrt. Das Prazipitat wird Uber
Vakuumfiltration abgetrennt, mit Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet.
Sofern nicht anders angegeben, wird das Produkt ohne weitere Aufreinigung direkt
verwendet.

B: Reduktion aromatischer Nitrogruppen zu Aminen

1,0 Ag. des Nitroaromaten werden in EtOAc (0,075 M) gelést und die geriihrte
Mischung mit Argon gesattigt. Durch Verbindung des Systems zu einer Waschflasche
und einer darauffolgenden Wassersiule wird ein gelinder Uberdruck im ReaktionsgefiB
sichergestellt. 0,1 Massenaquivalente Pt/C (5 %) werden zugefiigt und erneut wird mit
Argon gesattigt. AnschlieBend wird das System mit Wasserstoff gesattigt, wobei die
Waschflasche als Reservoir dient, und bei Raumtemperatur geriihrt bis DC- oder MS-
Kontrolle die vollstandige Umsetzung anzeigen. Der Verbrauch an Wasserstoff (bzw.
eventuelle Verluste) kann hierbei semiquantitativ an der HOhe der Wassersaule
abgelesen werden; falls nétig, wird weiterer Wasserstoff nachgegeben. Nach
vollendeter Reaktion wird die Apparatur erneut mit Argon gesattigt und somit Ubriger
Wasserstoff entfernt. AnschlieBend wird diese gedffnet und die Suspension durch
Filtration Uber Kieselgur von Feststoffpartikeln befreit. Der Filterkuchen wird mit EtOAc
gewaschen und das Filtrat im Vakuum getrocknet. Das Produkt kann anschlieBend
direkt weiterverwendet werden.

C: Alternative Reduktionsmethode fiir aromatische Nitrogruppen

1,0 Ag. der Nitroverbindung werden in Ethanol (0,1 M) gelést und bei Raumtemperatur
geriihrt. Eine 0,8 M Lésung von Na;S>04 in Wasser (6 Ag.) wird portionsweise zugefiigt
und die Lésung auf 70 °C erhitzt. Es wird gerihrt, bis DC- oder MS-Kontrolle die
vollstandige Umsetzung anzeigen, Ublicherweise Uber Nacht. Der ethanolische Anteil
der Losung wird unter vermindertem Druck verdampft und die resultierende wassrige
Mischung in einen Scheidetrichter Uberflhrt. Nach mehrmaligem Ausschutteln mit DCM
werden die vereinten organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet und im
Vakuum verdampft, um das Produkt als Feststoff zu erhalten. Falls nétig wird das
Rohprodukt noch per Flash-Chromatographie aufgereinigt.

D: Imidazol-Ringschluss

Das nach B oder C erhaltene vizinale Diamin (1 Aqg.) wird in DMF geldst (0,2 M) und
1,2 Ag. Hydroxymethylfurfural werden zugeftigt. Die Mischung wird fir 15 min bei RT
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geriihrt, anschlieBend werden 3 % (V/V) Wasser und 0,7 Aq. KHSOs zugefiigt.
Ublicherweise ist erneute Zugabe von KHSOs im Laufe der Reaktion nétig, deren
Fortschritt per MS kontrolliert wird. Nach vollstdndiger Umsetzung zum geschlossenen
Imidazol werden 2 Aq. Kaliumcarbonat-Lésung (0,2 M) zugefiigt und der resultierende
braunliche Niederschlag per Filtration gesammelt. Nach Trocknung im Vakuum wird
das Rohprodukt entweder per Sdulenchromatographie oder Flash-Chromatographie
aufgereinigt.

E: Dess-Martin-Oxidation der furylischen Alkohole

Das in D erhaltene Produkt wird in DCM gelést (0,2 M) und im Eisbad auf ca. 0 °C
gekiihlt. AnschlieBend werden 1,2 Aq Dess-Martin-Periodinan zugefiigt und das Eisbad
entfernt, sodass der geriihrte Ansatz langsam RT annimmt. Nachdem DC oder MS die
vollsténdige Umsetzung des Edukts anzeigen, wird der Ansatz mit ges. NaHCOs-Ldsung
versetzt und die Phasen in einem Scheidetrichter getrennt. Nach flinfmaliger Extraktion
der wassrigen Phase mit DCM werden die vereinten organischen Phasen Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird
anschlieBend per Saulenchromatographie oder Flash-Chromatographie aufgereinigt.

F: Tosyl-Entschiitzung

Der in E erhaltene Aldehyd wir in 1 M methanolischer KOH-L6sung geldst bzw.
suspendiert und bei Raumtemperatur geriihrt. Nachdem DC oder MS-Kontrolle die
vollstandige Umsetzung anzeigen wird der Ansatz mit ges. NH4Cl-L6sung versetzt und
in einen Scheidetrichter Uberfihrt. EtOAc und Wasser werden in ausreichenden
Volumina zugefiigt, um klare, getrennte Phasen zu erhalten. Die organische Phase wird
zwei bis drei Mal mit Wasser, danach einmal mit ges. NaCl-Lésung gewaschen, Uber
Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum entfernt. Das erhaltene feste Rohprodukt
wurde, wenn nétig, per Saulenchromatographie oder Flash-Chromatographie
aufgereinigt.

G: Knoevenagel-Kondensation der furylischen Aldehyde mit
Cyanoacetamid-Derivaten

Das in F oder F1 erhaltene Produkt wird in MeOH, EtOH oder IPrOH gel6st (0,2 M)
und mit 0,1 Aq. Piperidin sowie 1,0 bis 1,1 Aqg. des jeweiligen Cyanoacetamids versetzt.
Die Ldsung wird nun auf 50-70 °C erhitzt, entweder in einem Olbad oder einem
Schittelinkubator. Nachdem DC- oder MS-Kontrolle die vollstandige Umsetzung
anzeigen, wird der Ansatz fur mehrere Stunden bzw. iber Nacht bei -20 °C gelagert
und anschlieBend der Feststoff durch Filtration gewonnen, oder das Rohprodukt wird
durch Flash-Chromatographie aufgereinigt. Bei beiden Methoden fallen Ublicherweise
Mischungen der mdglichen £/ZIsomere an.

H: Reduktion des Michael-Akzeptors

Das in G erhaltene Produkt wird in MeOH suspendiert (0,1 M) und portionsweise mit
1,1 Ag. NaBH4 versetzt. Es wird bei RT geriihrt, bis MS-Kontrollen die vollstiandige
Umsetzung anzeigen. AnschlieBend wird langsam Wasser zugegeben, der Methanol
abrotiert und die Suspension in ges. NaHCOs und DCM aufgenommen. Der Ansatz wird
in einen Scheidetrichter Uberflihrt, dreimal mit DCM extrahiert und die organische
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Phase Uber Na>SOs getrocknet. Nach Einrotieren erhadlt man das Produkt, i. d. R. ist
keine weitere Aufreinigung mehr nétig.
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6.5 Synthese und Analytik der beschriebenen Verbindungen
4-Chlor-1-tosyl-1H-pyrrolo[ 2,3-b]pyridin (1)

Cl In einem dreihalsigen Rundkolben werden 25 g 4-Chloro-7-
N azaindol (163,9 mmol) in 700 ml trockenem THF geldst. Die

| _ D Lésung wird im Eisbad gekiihlt und unter Argonatmosphare
NT N _0 gerihrt. AnschlieBend werden 7,6 g NaH (60 % Dispersion in
0=~ Mineralél, 196,6 mmol, 1,2 Ag.) portionsweise zugegeben und

nach vollstandiger Zugabe flr 15 min gerthrt. Dann werden
33 g p-Tosylchlorid (172 mmol, 1,05 Ag.) in 120 ml trockenem
THF gel6st und tropfenweise zum Ansatz gegeben. Nach

C14H1{CIN,0,S vollstéandiger Zugabe wird das Eisbad entfernt und bei RT fir
exakte Masse: 306,023 Zwei Stunden geriihrt, bis DC- und MS-Kontrollen die
Mg. 306,764 vollstandige Umsetzung des 4-Chlor-7-azaindol indizieren. Die

Mischung wird mit 25 ml ges. NH4CI-L6ésung gequencht, mit

EtOAc verdiinnt und in einen Scheidetrichter Uberfiihrt. Die
organische Phase wird zweimal mit 200 ml 1M K>CO3 und einmal mit 200 ml ges. NaCl
gewaschen und einrotiert. Der erhaltene Feststoff wird mit kaltem MeOH versehen und
mit einem Glasstab zerrieben. Dann wird dekantiert und der Feststoff im Vakuum
getrocknet. Man erhalt 46 g (92 %) 1 als braunen Feststoff. 1H-NMR (300 MHz, CDCl3)
08.20 (d, 7= 5.3 Hz, 1H), 7.96 (d, J= 8.3 Hz, 2H), 7.66 (d, 7= 4.0 Hz, 1H), 7.15 (d,
J= 8.2 Hz, 2H), 7.06 (d, J= 5.3 Hz, 1H), 6.57 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 2.23 (s, 3H). 13C-
NMR (75 MHz, CDCl3) 0 147.5, 145.6, 145.2, 136.7, 135.1, 129.8, 128.1, 126.92,
122.2, 119.0, 103.3, 21.6. MS (ESI) m/z: 307,33 [M+H]*; HPLC tet = 14,0 min
(Gradient A)

4-Chlor-5-nitro-1-tosyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin (2)

Cl 44 g 1 (143,4 mmol) und 25,5 g Tetramethylammoniumnitrat

O2N N (186,4 mmol, 1,3 Ag.) werden in einem dreihalsigen Kolben in
| P 700 ml DCM gel6st. Der Ansatz wird in ein Eisbad getaucht,

NT N _0 bei 0-5 °C gertihrt und mit Argon versetzt. Im Verlauf von ca.

0=%" 8 h werden 26,3 ml Trifluoressigsaureanhydrid (186,4 mmol,

1,3 Aqg.) tropfenweise zugegeben und Uber Nacht ohne

Kihlung weitergerlhrt. Bei Detektion unverbrauchten Edukts

1 werden weitere 10 ml Trifluoressigsaureanhydrid tber 8 h

C14H1oCIN;0,S zugetropft und erneut Gber Nacht gerihrt. Die gelbe Lésung
exakte Masse: 351,008 Wird mit DCM verdlnnt und mit Wasser, ges. NaHCOs, ges.
Mg: 351,761 Na,CO3z und ges. NaCl gewaschen. Die verbliebene rote

organische Phase wird tUber Na,SO4 getrocknet und einrotiert.

Der Feststoff wird in MeOH suspendiert, Giber Nacht bei -20 °C
gelagert und filtriert. Nach Waschen mit geringen Mengen an kaltem MeOH und
Trocknen im Vakuum erhalt man 36,9 g (72 %) 2 als beiges Pulver.'H-NMR (300 MHz,
CDCl3) 6 8.91 (d, 7= 3.9 Hz, 1H), 8.04 — 7.95 (m, J= 7.8, 4.0 Hz, 2H), 7.86 (d, J =
3.9 Hz, 1H), 7.28 — 7.20 (m, 2H), 6.79 — 6.71 (m, J = 3.8 Hz, 1H), 2.32 (s, 3H). 13C-
NMR (75 MHz, CDCl3) 6 147.1, 146.6, 142.2, 140.5, 134.3, 131.2, 130.1, 130.0, 128.5,
122.9, 104.5, 21.8. MS (ESI) m/z: 352,2 [M + H]*; HPLC tret = 20,9 min (Gradient A)
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N-Cyclohexyl-5-nitro-1-tosyl-1H-pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-4-amin (3a)
Die Synthese von 3a erfolgt gemdB allgemeiner
Synthesevorschrift A aus 503 g 2 und 206 ml

C20H22N40,S
exakte Masse: 414,136
Mg: 414,480

Cyclohexylamin. Man erhdlt 5,65 g (96 %) 3A als roten
Feststoff. 'H-NMR (300 MHz, CDCl3) 6 9.01 (s, 1H), 7.98 (d, J
= 8.2 Hz, 2H), 7.51 (d, 7= 4.0 Hz, 1H), 7.21 (d, 2H), 6.62 (d,
J=4.0Hz, 1H), 3.97 - 3.77 (m, 1H), 2.31 (s, 3H), 2.10 - 1.96
(m, 2H), 1.86 — 1.69 (m, 2H), 1.50 — 1.12 (m, 6H). 13C-NMR
(75 MHz, CDCI3) 0 148.9, 146.4, 145.9, 144.9, 134.9, 129.8,
128.6, 126.5, 123.6, 107.6, 106.7, 52.9, 33.5, 25.3, 24.4, 21.8.
MS (ESI) m/z: 415,33 [M + H]*; HPLC tret = 21,7 min (Gradient
A)

5-Nitro-N-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1-tosyl-1H-pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-4-

amin (3b)

C1gH2oN405S
exakte Masse: 416,115
Mg: 416,452

Die Synthese von 3b erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift A aus 13,0 g 2 und 4,78 g 4-
Aminotetrahydropyran. Man erhdlt 14,57 g (95 %) 3b als
hellgelben Feststoff. IH NMR (300 MHz, DMSO) 5 8.89 (s, 1H),
8.85(d, /= 7.9 Hz, 1H), 7.99 (d, 7= 8.4, 2.1 Hz, 2H), 7.81 —
7.74 (m, 1H), 7.41 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.08 — 6.99 (m, 1H),
4.34—-4.22 (m, 1H), 3.88 —3.75 (m, 2H), 3.56 (t, 7= 11.2 Hz,
2H), 2.33 (s, 3H), 2.02 — 1.90 (m, J = 12.4 Hz, 2H), 1.74 —
1.57 (m, J = 19.6, 9.6 Hz, 2H). 13C-NMR (75 MHz, DMSO) d
148.0, 146.0, 145.3, 144.1, 134.1, 130.1, 128.0, 126.4, 124.2,
107.5, 107.1, 65.0, 49.3, 32.8, 21.1. MS (ESI) m/z: 417.4 [M
+ H]*; HPLC tret = 17.6 min (Gradient A)
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N-(1-Methylpiperidin-4-yl)-5-nitro-1-tosyl-1H-pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-4-

amin (3¢c)

C2oH23N5048
exakte Masse: 429,147
Mg: 429,495

Die Synthese von 3c erfolgt gemdB allgemeiner
Synthesevorschrift A aus 8,35 g 2 und 3,58 ml 4-Amino-1-
methylpiperidin. Man erhédlt 8,9 g (87 %) 3c als gelben
Feststoff. IH NMR (300 MHz, CDCl3) 6 9.08 - 8.96 (m, J= 11.6
Hz, 2H), 8.05 — 7.89 (m, J = 11.3, 8.4 Hz, 2H), 7.56 — 7.44
(m, J=11.5,4.1 Hz, 1H), 7.23 (t, 7= 9.5 Hz, 2H), 6.69 — 6.58
(m, 7= 10.6, 4.2 Hz, 1H), 3.94 (s, 1H), 2.77 — 2.62 (m, 2H),
2.36 -2.17 (m, J=19.2, 9.6 Hz, 8H), 2.11 -1.98 (m, J= 6.1
Hz, 2H), 1.78 — 1.63 (m, 2H).13C-NMR (75 MHz, CDCl3) &
148.8, 146.2, 145.9, 144.8, 134.7, 129.7, 128.5, 126.6, 123.7,
107.5, 106.5, 53.3, 50.2, 46.2, 32.5, 21.7. MS (ESI) m/z:
430.45 [M + H]*; HPLC tret = 13.1 min (Gradient B).

N-(Cyclopropylmethyl)-5-nitro-1-tosyl-1H-pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-4-amin

(3d)

C4gH1gN40,4S
exakte Masse: 386,105
Mg: 386,426

Die Synthese von 3d erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift A aus 8,14 g 2 und 248 ml 1-
Cyclopropylmethanamin. Man erhalt 8,35 g (93 %) 3d als
gelben Feststoff. 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.87 (s, 1H),
7.99 (d, 7= 8.3 Hz, 2H), 7.72 (d, 7= 4.1 Hz, 1H), 7.41 (d, J
= 8.3 Hz, 2H), 7.09 (d, 7 = 4.2 Hz, 1H), 3.60 — 3.53 (m, 2H),
2.33 (s, 3H), 1.25 - 1.10 (m, J = 12.3, 7.3 Hz, 1H), 0.59 —
0.51 (m, 2H), 0.39 — 0.33 (m, J = 4.8 Hz, 2H). 13C-NMR (75
MHz, DMSO) 0 148.2, 146.2, 145.5, 145.4, 134.4, 130.2,
128.2, 126.3, 123.8, 123.7, 108.1, 49.4, 40.6, 40.4, 40.1, 39.8,
39.5, 39.2, 39.0, 21.4, 10.9, 3.6. MS (ESI) m/z: 387.33 [M +
H]*; HPLC tret = 20.7 min (Gradient B).
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N-(4,4-Difluorocyclohexyl)-5-nitro-1-tosyl-1H-pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-4-

amin (3e)

C3oH2oF2N404S
exakte Masse: 450,117
Mg: 450,461

Die Synthese von 3e erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift A aus 1,95 g 2 und 1,0 g 44-
Difluorcyclohexylamin (1,05 Ag.). Man erhélt 2,18 g (87 %) 3e
als gelben Feststoff. 'H NMR (400 MHz, DMSO) 0 8.89 (s, 1H),
8.82 (d, J= 8.1 Hz, 1H), 8.03 — 7.98 (m, 2H), 7.81 (d, J = 4.2
Hz, 1H), 7.44 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.14 (d, J = 4.3 Hz, 1H),
4.35 - 4.26 (m, J= 8.3 Hz, 1H), 2.39 — 2.33 (m, 5H), 2.10 -
1.99 (m, J = 9.4 Hz, 4H), 1.82 — 1.68 (m, J = 21.1, 10.2 Hz,
2H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) & 146.0 (s), 145.2 (s), 144.3
(s), 134.1 (s), 130.3 (d, J = 10.5 Hz), 130.02 (s), 127.9 (s),
126.5 (s), 124.1 (s), 107.4 (s), 49.5 (s), 30.8 (t, 7= 24.6 Hz),
28.5 (d, 7= 9.5 Hz), 21.1 (s). MS (ESI) m/z: 451.33 [M + H]*;
HPLC tret = 18.3 min (Gradient A).

N-Cyclopropyl-5-nitro-1-tosyl-1H-pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-4-amin (3f)

C17H16N404S
exakte Masse: 372,089
Mg: 372,399

Die Synthese von 3f erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift A aus 2,03 g 2 und 501 pl Cyclopropylamin.
Man erhalt 1,83 g (85 %) 3f als gelben Feststoff. IH NMR (300
MHz, CDCl3) & 8.98 (s, 1H), 8.87 (s, 1H), 7.97 (d, 7= 8.3 Hz,
2H), 7.48 (d, J = 4.1 Hz, 1H), 7.21 (d, J= 8.2 Hz, 2H), 7.15
(d, 7= 4.1 Hz, 1H), 3.04 — 2.89 (m, J= 6.6, 3.0 Hz, 1H), 2.30
(s, 3H), 0.97 (g, J = 6.7 Hz, 2H), 0.78 — 0.73 (m, 2H). 13C-
NMR (75 MHz, CDCl3) & 148.8, 146.9, 145.8, 145.8, 134.8,
129.8, 128.5, 126.6, 123.3, 108.9, 107.4, 27.2, 21.7, 10.1. MS
(ESI) m/z: 373.40 [M + H]*; HPLC tet = 18.5 min (Gradient
A).
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5-Nitro-N-phenyl-1-tosyl-1H-pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-4-amin (3g)

C2oH16N4O4S
exakte Masse: 408,089
Mg: 408,432

Die Synthese von 3g erfolgt gemdB allgemeiner
Synthesevorschrift A aus 5,17 g 2 und 5,5 ml Anilin (4,1 Aq.).
Nach Filtration und Waschen des Rohprodukts wird dieses in
einem geringen Volumen Ether suspendiert und fiir 1h bei -20
°C gelagert. AnschlieBend wird der rotliche Uberstand
verworfen und der verbliebene Feststoff im Vakuum
getrocknet. Man erhalt 5,32 g (88 %) 3g als orangefarbenen
Feststoff. 1H-NMR (300 MHz, DMSO) 9 8.98 (s, 1H), 8.00 (d, J
= 8.4 Hz, 2H), 7.60 — 7.34 (m, 9H), 2.36 (s, 3H). 13C-NMR (75
MHz, DMSO) & 148.3, 146.3, 145.0, 143.3, 139.1, 134.4,
130.3, 129.7, 128.2, 127.7, 126.9, 124.1, 109.4, 106.3, 99.7,
21.4. MS (ESI) m/z: 409.40 [M + H]*; HPLC tret = 20.1 min
(Gradient A).

N-((1R,5S,6r)-Bicyclo[3.1.0]hexan-6-yl)-5-nitro-1-tosyl-1H-pyrrolo[ 2,3-
b]pyridin-4-amin (3h)

H
HN I

C2oH2oN40,4S
exakte Masse: 412,121
Mg: 412,464

min (Gradient A).

Die Synthese von 3h erfolgt gemadB allgemeiner
Synthesevorschrift A aus 5,76 g 2 (16,34 mmol, 1.0 Ag.) und
1,59 g 70 (cis/trans Mischung) (16,34 mmol, 1.0 Ag.). Nach
Fallung und Filtration wird das erhaltene cis/trans -gemischte
Rohprodukt per Flash-Chromatographie (Cyclohexan/Aceton,
automatischer Gradient) aufgereinigt. Man erhalt 5,0 g (75 %)
des isomerenreinen 3h als gelben Feststoff. 'H-NMR (400
MHz, CDCI3) & 9.06 (s, 1H), 8.82 (s, 1H), 8.05 (d, 7= 8.4 Hz,
2H), 7.57 (d, J = 4.1 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.08
(d, 7= 4.1 Hz, 1H), 2.76 — 2.72 (m, J= 1.9 Hz, 1H), 2.38 (s,
3H), 2.02 (dd, 7= 13.0, 7.9 Hz, 2H), 1.85 (ddd, J = 21.6, 10.2
Hz, 2H), 1.71 (td, 1H), 1.59 (bs, 2H), 1.25 - 1.12 (m, 1H). 13C-
NMR (101 MHz, CDCl3) 6 148.8, 146.6, 145.9, 145.8, 135.1,
129.8, 128.6, 126.7, 123.3, 108.9, 106.8, 34.3, 28.6, 27.2,
21.8, 21.6. MS (ESI) m/z: 413.20 [M + H]*; HPLC tret = 21.2
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N4-Cyclohexyl-1-tosyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-4,5-diamin (4a)

C3oH24N405S
exakte Masse: 384,162
Mg: 384,498

Die Synthese von 4a erfolgt gemdB allgemeiner
Synthesevorschrift B aus 5,65 g 3a. Man erhalt 5,24 g (quant.)
4a als violetten, festen Schaum. H-NMR (300 MHz, CDCl3)
7.91(d, J=8.4Hz, 2H), 7.72 (s, 1H), 7.36 (d, 7= 4.2 Hz, 1H),
7.13 (d, 7= 8.3 Hz, 2H), 6.46 (d, 7= 4.2 Hz, 1H), 3.66 — 3.53
(m, J= 11.6, 8.2 Hz, 1H), 2.25 (s, 3H), 2.08 (s, 1H), 2.00 —
1.94 (m, J= 7.3 Hz, 2H), 1.75-1.66 (m, 2H), 1.35-1.16 (m,
6H). 13C-NMR (75 MHz, CDCl3) d 146.1, 144.6, 140.6, 137.4,
135.7, 129.4, 127.9, 123.0, 122.3, 108.0, 104.9, 52.3, 34.3,
25.6, 24.8, 21.6. MS (ESI) m/z: 385.14 [M + H]*; HPLC tret =
14.4 min (Gradient A)

N4-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1-tosyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-4,5-

diamin (4b)

C1gH22N403S
exakte Masse: 386,141
Mg: 386,470

Die Synthese von 4b erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift B aus 14,1 g 3b. Man erhalt 13,08 g
(quant.) 4b als fliederfarbenen Schaum. 'H-NMR (300 MHz,
CDCl3) 6 7.92 (d, 7= 8.4 Hz, 2H), 7.76 (s, 1H), 7.39 (d, J =
4.2 Hz, 1H), 7.17 — 7.12 (m, J = 8.3 Hz, 3H), 6.44 (d, J = 4.2
Hz, 1H), 4.73 —4.64 (m, J = 6.2 Hz, 1H), 3.95 - 3.89 (m, 2H),
3.44 (t, 7= 16.0, 6.2 Hz, 2H), 2.26 (s, 3H), 1.92 (s, 2H), 1.53
— 1.44 (m, 2H). 3C NMR (75 MHz, CDCl3) d 146.0, 144.8,
140.1, 137.8, 135.7, 129.5, 128.0, 123.5, 122.8, 108.4, 104.5,
66.6, 49.8, 34.5, 21.7. MS (ESI) m/z: 387.4 [M + H]*; HPLC
tret = 10.4 min (Gradient B)
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N4-(1-methylpiperidin-4-yl)-1-tosyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-4,5-diamin

(4¢)

C2oH25N50,8
exakte Masse: 399,173
Mg: 399,513

Die Synthese von 4c¢ erfolgt gemdaB allgemeiner
Synthesevorschrift B aus 8,85 g 3c. Man erhalt 8,07 g (98 %)
4c als fliederfarbenen Schaum. 'H NMR (300 MHz, CDCl3) &
7.93 (t, J=7.6 Hz, 2H), 7.73 (s, 1H), 7.38 (d, /= 4.1 Hz, 1H),
7.13 (d, J= 8.5 Hz, 2H), 6.44 (d, J = 4.2 Hz, 1H), 4.66 (d, J
= 8.3 Hz, 1H), 3.69 — 3.45 (m, 1H), 2.88 (s, 1H), 2.79 — 2.67
(m, J=11.6 Hz, 2H), 2.28 — 2.20 (m, J= 7.6 Hz, 6H), 2.10 (t,
J = 10.5 Hz, 2H), 2.03 - 1.90 (m, J = 10.0 Hz, 3H), 1.58 —
1.43 (m, 2H). 13C-NMR NMR (75 MHz, CDCl3) 0 146.0, 144.7,
140.4, 137.6, 135.7, 129.5, 127.9, 123.3, 122.7, 108.2, 104.7,
54.2, 50.0, 46.2, 33.4, 21.6. MS (ESI) m/z: 400.5 [M + H]*;
HPLC tret = 8.4 min (Gradient B).

N4-(cyclopropylmethyl)-1-tosyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-4,5-diamin (4d)

)

HN

C1gH2oN4O,S
exakte Masse: 356,131
Mg: 356,444

Die Synthese von 4d erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift B aus 8,35 g 3d. Man erhalt 7,56 g (98 %)
4d als dunkelgelben Schaum. 'H NMR (300 MHz, DMSO) &
7.88 (d, 7= 8.3 Hz, 2H), 7.57 (s, 1H), 7.42 (d, 7= 4.2 Hz, 1H),
7.33 (d, 7= 8.1 Hz, 2H), 6.81 (d, 7= 4.2 Hz, 1H), 5.47 (t, J =
5.6 Hz, 1H), 4.32 (s, 2H), 3.39 — 3.27 (m, 2H), 2.29 (s, 3H),
1.11-1.01 (m, 1H), 0.51 — 0.42 (m, 2H), 0.32 - 0.18 (m, 2H).
13C-NMR (75 MHz, DMSO0) 0 144.7, 143.6, 137.2, 135.0, 132.7,
129.5, 127.3,125.9, 122.3, 107.8, 106.0, 48.9, 21.0, 11.3, 3.4.
MS (ESI) m/z: 357.27 [M + H]*; HPLC tret = 11.7 min (Gradient
A).
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N4-(4,4-Difluorocyclohexyl)-1-tosyl-1H-pyrrolo[ 2,3-b]pyridine-4,5-diamin

(4e)

C3oH22F2N40,8
exakte Masse: 420,143
Mg: 420,479

Die Synthese von 4e erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift B aus 3,43 g 3e. Nach Detektion
unbekannter Verunreinigungen wird nach der Filtration per
Flash-Chromatographie (Cyclohexan/Aceton, automatischer
Gradient) aufgereinigt. Man erhalt 2,51 g (78 %) 4e als grauen
Schaum. H NMR (300 MHz, CDCl3) 8 7.94 (d, 7= 8.3 Hz, 2H),
7.45-7.39 (m, J=4.2 Hz, 2H), 7.18 (d, J= 8.3 Hz, 2H), 6.50
(d, 7= 4.2 Hz, 1H), 4.63 (d, J= 8.6 Hz, 1H), 3.90 — 3.74 (m,
J=8.5Hz, 1H), 2.29 (s, 3H), 2.07 — 1.98 (m, J= 9.5 Hz, 4H),
1.90 - 1.78 (m, 4H), 1.62 — 1.50 (m, J = 20.4, 10.3 Hz, 2H).
13C-NMR (75 MHz, CDCl3) 6 172.6, 146.4, 144.6, 139.3, 135.5,
135.2, 129.2, 127.6, 127.4, 123.0, 107.6, 104.3, 49.9, 31.5,
28.8, 20.8. MS (ESI) m/z: 421.33 [M + H]*; HPLC tret = 17.7
min (Gradient A).

N4-Cyclopropyl-1-tosyl-1H-pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-4,5-diamin (4f)

C47H1gN405S
exakte Masse: 342,115
Mg: 342,417

Die Synthese von 4f erfolgt gemdB allgemeiner
Synthesevorschrift B aus 1,65 g 3f. Man erhalt 1,57 g (quant.)
4f als blass pinken Feststoff. {H NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.90
(d, 7= 8.3 Hz, 2H), 7.70 (d, 7= 11.5Hz, 1H), 7.34 (d, 7= 4.1
Hz, 1H), 7.12 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.93 (d, 7 = 4.1 Hz, 1H),
5.02 (s, 1H), 2.84 — 2.68 (m, J = 4.0, 2.5 Hz, 2H), 2.23 (s,
3H), 1.21-1.15(m, 7= 8.3, 5.1 Hz, 1H), 0.83 - 0.71 (m, 2H),
0.61 — 0.52 (m, 2H). 13C-NMR (75 MHz, CDCl3) 0 146.0, 144.7,
141.6, 137.0, 135.7, 129.5, 127.9, 122.8, 122.3, 109.1, 105.9,
26.6, 21.6, 9.7. MS (ESI) m/z: 343.3 [M + H]*; HPLC tret =
10.5 min (Gradient A).

N4-phenyl-1-tosyl-1H-pyrrolo[ 2,3-b]pyridine-4,5-diamin (4g)

C2oH1gN40,S
exakte Masse: 378,115
Mg: 378,450

Die Synthese von 4g erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift C aus 5,32 g 3g. Man erhalt 4,8 g (98 %)
4g als Feststoff. 'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.92 (d, 7= 7.0
Hz, 2H), 7.86 (s, 1H), 7.29 (d, 7= 4.1 Hz, 1H), 7.20 - 7.11
(m, 3H), 6.93 (t, 7= 7.6 Hz, 1H), 6.80 (d, J = 7.6 Hz, 2H),
5.98 (s, 1H), 5.89 (d, 7= 4.1 Hz, 1H), 2.26 (s, 3H). 13C-NMR
(75 MHz, CDCI3) d 144.9, 144.3, 141.7, 136.5, 135.7, 132.3,
129.6, 129.3, 129.1, 127.9, 124.3, 122.4, 119.4, 114.2, 104.5,
21.7. MS (ESI) m/z: 379.33 [M + H]*; HPLC tret = 15.2 min
(Gradient A).
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N4-((1R,5S,6r)-Bicyclo[3.1.0]hexan-6-yl)-1-tosyl-1H-pyrrolo[2,3-
b]pyridine-4,5-diamin (4h)

C3oH22N40,8
exakte Masse: 382,146
MRg: 382,482

Die Synthese von 4h erfolgt gemdaB allgemeiner
Synthesevorschrift C aus 3,7 g 3h. Man erhadlt 3,4 g (98 %)
4h als Feststoff. 'H-NMR (400 MHz, CDCl3) 8 7.95 (d, 7= 8.4
Hz, 2H), 7.71 (s, 1H), 7.40 (d, J= 4.1 Hz, 1H), 7.16 (d, J =
8.3 Hz, 2H), 6.87 (d, /= 4.1 Hz, 1H), 4.92 (bs, 1H), 2.94 (bs,
2H), 2.54 - 2.50 (m, 1H), 2.28 (s, 3H), 1.91 (dd, /= 12.7, 8.0
Hz, 2H), 1.75 (ddd, J = 20.7, 10.8 Hz, 2H), 1.63 (td, J= 12.9,
8.4 Hz, 1H), 1.42 (bs, 2H), 1.15 - 1.03 (m, J= 19.7, 8.3 Hz,
1H). 13C-NMR (101 MHz, CDCl3) 6 146.0, 144.6, 141.5, 137.0,
135.9, 129.5, 127.8, 122.7, 122.3, 109.0, 105.3, 34.1, 28.3,
27.2, 21.9, 21.6. MS (ESI) m/z: 383.33 [M + H]*; HPLC tret =
14.3 min (Gradient A).

5-(1-Cyclohexyl-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-
2-yl)furan-2-yl)methanol (5a)

QQ

N
N \S _o

: ;
C26H26N404S

exakte Masse: 490,167
Mg: 490,578

Die Synthese von 5a erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift D aus 4,97 g 4a. Aufreinigung per Flash-
Chromatographie (DCM/MeOH, automatischer Gradient).
Man erhalt 5,21 g (82 %) 5a als hellbraunes Pulver. 'H NMR
(300 MHz, CDCI3) 6 8.88 (s, 1H), 8.10 (d, J = 8.2 Hz, 2H),
7.83 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 7.33 = 7.16 (m, J = 8.5 Hz, 2H),
6.91 (d, 7= 4.0 Hz, 1H), 6.87 (d, 7= 3.4 Hz, 1H), 6.41 (d, J
= 3.3 Hz, 1H), 4.71 (s, 2H), 2.32 (s, 3H), 2.21 — 2.09 (m, J
= 0.9 Hz, 2H), 1.98 - 1.67 (m, J= 17.0 Hz, 5H), 1.61 — 1.23
(m, 5H). 13C-NMR (75 MHz, CDCl3) & 157.1, 145.3, 144.5,
143.3, 142.8, 138.1, 136.8, 135.2, 133.1, 129.6, 128.2,
124.8, 114.5, 109.5, 107.7, 104.6, 57.1, 30.7, 26.9, 25.6,

24.8, 21.6. MS (ESI) m/z: 491.4 [m + H]*; HPLC tret = 19.6 min (Gradient A)
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(5-(1-(Tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)methanol (5b)

\
.o
o= -S=
C25H24N405S

exakte Masse: 492,147
Mg: 492,550

Die Synthese von 5b erfolgt gemdaB allgemeiner
Synthesevorschrift D aus 14,0 g 4b. Aufreinigung per
Saulenchromatographie (DCM - DCM/EtOAc, 1:2). Man
erhélt 7,56 g (42 %) 5b als gelbweiBes Pulver. 1H-NMR (300
MHz, CDCl3) 6 8.79 (s, 1H), 8.02 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.75
(d, 7= 4.0 Hz, 1H), 7.18 (d, 7= 8.9 Hz, 2H), 6.98 (d, J =
4.1 Hz, 1H), 6.87 (d, J= 3.4 Hz, 1H), 6.36 (d, J = 3.4 Hz,
1H), 5.13 —=4.93 (m, 1H), 4.64 (s, 2H), 4.14 — 3.99 (m, 3H),
3.43 (t, J= 11.4 Hz, 2H), 2.26 (s, 3H), 1.96 (s, 1H), 1.80 —
1.66 (m, J=13.0, 4.3 Hz, 2H), 1.22 - 1.10 (m, 1H). 13C-NMR
(75 MHz, CDCl3) 6 157.1, 145.4, 144.2, 143.6, 142.9, 138.3,
137.1, 135.3, 132.9, 129.7, 128.3, 125.1, 114.7, 109.8,

107.8, 104.9, 67.3, 57.3, 53.3, 30.5, 21.7. MS (ESI) m/z: 493.3 [M + H]*; HPLC tret =

16.6 min (Gradient A)

(5-(1-(1-Methylpiperidin-4-yl)-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)methanol (5¢)

qo

N
N \S _o

: ;
C26H27N50,4S

exakte Masse: 505,178
Mg: 505,593

Die Synthese von 5c erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift D aus 6,0 g 4c. Das /n situ entstandene
N-Oxid wird noch vor dem Aufreinigungsschritt mit 15 ml
TiCl3-L6sung (12 % in HCI) behandelt und 2 h bei RT gertihrt,
bis kein N-Oxid mehr per MS detektiert wird. Die Mischung
wird mit Chloroform verdiinnt und 60 ml KOH (15 % in H20)
zugefiigt. Der Ansatz wird in einen Scheidetrichter Uberflihrt
und die Wasserphase mehrfach mit Chloroform extrahiert.
Die vereinten organischen Phasen werden einrotiert und das
Rohprodukt per  Flash-Chromatographie aufgereinigt
(EtOAc/MeOH, automatischer Gradient). Man erhalt 3,21 g
(42 %) 5c als beigen Feststoff. 'H NMR (400 MHz, DMSO) d
8.77 (s, 1H), 8.06 (d, 7= 4.1 Hz, 1H), 8.02 (d, 7 = 8.4 Hz,

2H), 7.39 (d, J= 8.2 Hz, 2H), 7.27 (d, J= 4.1 Hz, 1H), 7.11 (d, 7= 3.4 Hz, 1H), 6.59
(d, 7= 3.4 Hz, 1H), 4.94 — 4.81 (m, 1H), 4.54 (s, 2H), 2.99 (d, 7= 11.4 Hz, 2H), 2.54
—2.39 (m, 3H), 2.29 (s, 3H), 2.28 (s, 3H), 2.16 — 2.06 (m, 2H), 1.91 (d, J = 8.6 Hz,
2H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) & 158.0, 145.5, 144.3, 142.6, 142.0, 137.4, 137.0,
134.7, 132.5, 129.9, 127.7, 125.5, 114.6, 109.0, 107.5, 105.3, 55.8, 54.4, 53.7, 45.9,
29.4, 21.0. MS (ESI) m/z: 506.38 [M + H]*; HPLC tret = 12.9 min (Gradient B).
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(5-(1-(Cyclopropylmethyl)-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)methanol (5d)

el Die Synthese von 5d erfolgt gemaB allgemeiner
© <] Synthesevorschrift D aus 7,56 g 4d. Nach Filtration und

N/ Trocknung des erhaltenen Feststoffes ist keine weitere
Y Aufreinigung nétig. Man erhalt 8,38 g (85 %) 5d als braunen

“"N o Feststoff. 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.73 (s, 1H), 8.03 (d,

0=% J=8.4Hz, 2H), 7.97 (d, J= 4.1 Hz, 1H), 7.39 (d, J = 8.1 Hz,

2H), 7.23 (dd, J= 3.7, 2.7 Hz, 2H), 6.58 (d, J= 3.4 Hz, 1H),

5.47 (s, 1H), 4.67 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 4.54 (s, 2H), 2.29 (s,

Co MO, 3H), 1.33 — 1.15 (m, 1H), 0.44 — 0.34 (m, J = 7.4, 3.4, 2.0
exakte Masse: 462,136 Hz, 4H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) & 157.7, 145.4, 143.8,
Mg: 462,524 143.4, 142.2, 136.7, 136.2, 134.7, 134.0, 129.8, 127.6,

125.5,113.9,109.1, 107.0, 102.3, 55.7, 49.2, 20.9, 11.4, 3.1.
MS (ESI) m/z: 463.33 [M + H]*; HPLC tret = 21.8 min (Gradient A).

5-(1-(4,4-Difluorocyclohexyl)-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)methanol (5e)

Die Synthese von b5e erfolgt gemaB allgemeiner
ﬁ Synthesevorschrift D aus 2,4 g 4e. Aufreinigung per Flash-
Chromatographie (Cyclohexan/Aceton, automatischer

Gradient). Man erhalt 2,05 g (68 %) 5e als braunen Schaum.

\ 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.77 (s, 1H), 8.10 (d, 7= 4.1 Hz,
N\S 0 1H), 8.03 (d, 7= 8.4 Hz, 2H), 7.41 (d, J= 8.1 Hz, 2H), 7.15

o (d, J= 3.4 Hz, 1H), 7.06 (bs, 1H), 6.59 (d, J = 3.4 Hz, 1H),
5.18 = 5.04 (m, 1H), 4.55 (s, 2H), 2.52 — 2.49 (m, 1H), 2.46

-2.39 (m, J=11.2 Hz, 1H), 2.32 (s, 3H), 2.25-2.19 (m, J

CastodFaNOLS = 4.6 Hz, 3H), 2.10 — 2.04 (m, 4H). 3C-NMR (101 MHz,
exakte Masse: 526,149 DMSQ) & 158.0, 145.5, 144.2, 142.5, 142.1, 137.3, 136.7,
Mg: 526,559 134.6, 132.6, 129.8, 127.7, 125.6, 123.6, 114.6, 108.9,

107.2, 103.8, 55.7, 53.5, 31.6, 26.2, 21.0. MS (ESI) m/z:
527.47 [M + H]*; HPLC tret = 22.9 min (Gradient A).
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(5-(1-Cyclopropyl-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-
2-yl)furan-2-yl)methanol (5f)

ﬂ»

\ \
NTTN
-0
o= -S=
C23H20N404S

exakte Masse: 448,121
Mg: 448,497

Die Synthese von 5f erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift D aus 1,45 g 4f. Aufreinigung per Flash-
Chromatographie  (Cyclohexan/Aceton,  automatischer
Gradient). Man erhalt 1,11 g (54 %) 5f als braunen Feststoff.
!H-NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.66 (s, 1H), 8.02 (d, J= 8.4
Hz, 2H), 7.88 (d, /= 4.0 Hz, 1H), 7.35 (d, 7 = 8.1 Hz, 2H),
7.24 (d, J= 3.4 Hz, 1H), 7.15 (d, 7= 4.0 Hz, 1H), 6.53 (d, J
= 3.4 Hz, 1H), 5.41 (t, 7= 5.9 Hz, 1H), 4.54 (d, /= 5.7 Hz,
2H), 3.84 — 3.77 (m, 1H), 2.32 (s, 3H), 1.43-1.39 (m, J=
6.7 Hz, 2H), 0.93 — 0.89 (m, 2H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO)
0 157.8, 145.3, 145.0, 142.8, 142.2, 136.6, 135.7, 135.0,
134.7,129.6, 127.5, 124.9, 114.5, 108.7, 107.6, 103.7, 55.8,

26.9, 21.0, 9.9. MS (ESI) m/z: 449.47 [M + H]*: HPLC tret = 16.7 min (Gradient A).

(5-(1-phenyl-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-
yh)furan-2-yl)methanol (5g)

QQ

N
N \S _o

) ;
C26H20N40,4S

exakte Masse: 484,121
Mg: 484,530

Die Synthese von 5g erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift D aus 4,35 g 4g. Aufreinigung per Flash-
Chromatographie  (Cyclohexan/Aceton,  automatischer
Gradient). Man erhdlt 3,38 g (61 %) 5g als braunen
Feststoff. 'H-NMR (300 MHz, CDCl3) d 8.82 (s, 1H), 7.97 (d,
J= 8.4 Hz, 2H), 7.63 — 7.52 (m, 3H), 7.45 (d, J = 4.0 Hz,
1H), 7.41 - 7.33 (m, 2H), 7.21 = 7.13 (m, 2H), 6.14 (d, J =
3.4 Hz, 1H), 5.89 (d, J= 3.5 Hz, 1H), 5.72 (d, J = 4.5 Hz,
1H), 4.53 (s, 2H), 3.22 (s, 1H), 2.21 (s, 3H). 13C-NMR (75
MHz, CDCl3) & 157.0, 145.3, 144.1, 143.5, 143.1, 137.9,
136.3, 136.2, 135.4, 135.3, 130.6, 130.3, 129.7, 128.2,
128.1, 125.1, 113.7, 109.2, 107.6, 101.3, 57.3, 21.7. MS

(ESI) m/z: 485.40 [M + H]*; HPLC tet = 16.6 min (Gradient A).



230 6 Experimenteller Teil

(5-(1-((1R,5S,6r)-Bicyclo[3.1.0]hexan-6-yl)-6-tosyl-1,6-
dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)methanol (5h)

Die Synthese von 5h erfolgt gemdaB allgemeiner

Synthesevorschrift D aus 3,3 g 4h. Aufreinigung per Flash-

N H Chromatographie  (Cyclohexan/Aceton,  automatischer

Gradient). Man erhalt 2,3 g (54 %) 5h als braunen Feststoff.

-0 'H-NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8.75 (s, 1H), 8.08 (d, J = 8.4

Hz, 2H), 7.65 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 7.22 (d, J = 8.2 Hz, 2H),

6.94 (d, 7= 3.4 Hz, 1H), 6.74 (d, 7= 4.0 Hz, 1H), 6.38 (d, J

= 3.4 Hz, 1H), 4.67 (s, 2H), 2.86 — 2.81 (m, 1H), 2.29 (s,

Ca6H2N4O4S 3H), 2.15 - 2.12 (m, J= 3.5 Hz, 1H), 1.97 (dd, J= 12.8, 8.0

o562 Hz, 2H), 1.78 (ddd, J = 21.1, 10.0 Hz, 2H), 1.64 — 1.57 (m,

1H), 1.53 (bs, 2H), 1.09 — 0.95 (m, J = 11.8, 8.6 Hz, 1H).

13C-NMR (101 MHz, CDCl3) d 157.2, 145.6, 145.2, 143.6,

143.0, 137.6, 135.9, 135.6, 135.0, 129.6, 128.2, 124.9, 114.3, 109.6, 108.0, 102.9,

57.2, 34.1, 28.8, 27.7, 21.6, 21.23. MS (ESI) m/z: 489.36 [M + H]*; HPLC tret = 20.1
min (Gradient B)

I
(@]
O R

T
Z’é

5-(1-Cyclohexyl-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-
2-yl)furan-2-carbaldehyd (6a)

& 4 ) Die Synthese von 6a erfolgt gemaB allgemeiner
0 Synthesevorschrift E aus 5,2 g 5a. Aufreinigung per Flash-

N N Chromatographie (Cyclohexan/Aceton, automatischer
m Gradient). Man erhalt 3,73 g (72 %) 6a als braunen Feststoff.

N N 1H-NMR (400 MHz, DMSO) & 9.74 (s, 1H), 8.78 (s, 1H), 8.03

0=5°°  (d, J=8.2 Hz, 2H), 7.96 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 7.68 (t, J= 6.5

Hz, 1H), 7.39 — 7.32 (m, J = 8.7 Hz, 3H), 7.11 (d, 7= 4.0

Hz, 1H), 5.01 —4.88 (m, J= 12.0 Hz, 1H), 2.31 (s, 3H), 2.24

—2.18 (m, J=11.4 Hz, 2H), 2.00 - 1.90 (m, 4H), 1.79 - 1.73

C26H24N40,S (m, J= 7.8 Hz, 1H), 1.58 — 1.44 (m, 3H). 13C-NMR (101 MHz,
exakte Masse: 488,152 DMSO) 6 178.0, 152.7, 148.3, 145.2, 142.3, 142.2, 137.7,
Mg: 488,562 136.7, 134.6, 133.1, 129.6, 127.7, 125.1, 123.1, 115.3,

107.2, 104.5, 57.0, 30.3, 25.1, 24.2, 21.0. MS (ESI) m/z:
489.09 [M + H]; HPLC tret = 20.5 min (Gradient A).
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5-(1-(Tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-carbaldehyd (6b)

Ca5H2oN405S
exakte Masse: 490,131
MRg: 490,534

Die Synthese von 6b erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift E aus 2,02 g 5b. Aufreinigung per Flash-
Chromatographie (Cyclohexan/Aceton, automatischer
Gradient). Man erhalt 1,9 g (90 %) 6b als orangen Feststoff.
!H-NMR (400 MHz, DMSO) 6 9.76 (s, 1H), 8.85 (s, 1H), 8.11
(d, 7= 4.1Hz, 1H), 8.04 (d, /= 8.4 Hz, 2H), 7.76 (d, /= 3.8
Hz, 1H), 7.47 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 7.41 (d, J = 8.3 Hz, 2H),
7.15(d, J= 4.1 Hz, 1H), 5.31 = 5.20 (m, 1H), 4.11 (dd, J =
11.4, 4.6 Hz, 2H), 3.61 — 3.53 (m, J= 11.2 Hz, 2H), 2.47 -
2.39 (m, J=11.6, 7.3 Hz, 2H), 2.31 (s, 3H), 1.98 (dd, J =
12.6, 4.4 Hz, 2H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) d 178.8, 152.9,
145.6, 142.7, 138.0, 136.9, 134.4, 131.1, 130.3, 129.9,
127.8, 126.3, 125.8, 120.4, 115.7, 107.4, 105.0, 66.3, 53.2,

30.2, 21.0. MS (ESI) m/z: 491.4 [M + H]*; HPLC tet = 17.2 min (Gradient A).

5-(1-(1-Methylpiperidin-4-yl)-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-carbaldehyd (6c)

Ca6Ha5N50,4S
exakte Masse: 503,163
Mg: 503,577

15.0 min (Gradient A).

Die Synthese von 6c¢ erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift E aus 1,34 g 5c. Aufreinigung per
Saulenchromatographie (EtOAc - EtOAc/MeOH 9:1). Man
erhalt 935 mg (70 %) 6c¢ als gelbes Pulver. 1H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 9.76 — 9.74 (m, 1H), 8.83 (s, 1H), 8.11 (d, J= 4.1
Hz, 1H), 8.03 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.76 (d, J= 3.8 Hz, 1H),
7.45 (d, 7= 3.8 Hz, 1H), 7.42 (d, 7= 8.4 Hz, 2H), 7.31 (d, J
= 4.0 Hz, 1H), 5.05 -4.94 (m, 1H), 3.05 (d, /= 7.2 Hz, 2H),
2.50 (dd, 7= 3.6, 1.8 Hz, 4H), 2.33 (s, 6H), 2.04 — 1.94 (m,
J=10.4 Hz, 2H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) d 178.9, 152.9,
148.1, 145.7, 142.8, 142.2, 138.0, 137.0, 134.6, 132.8,
130.0, 127.8, 125.8, 123.3, 115.7, 107.5, 105.4, 69.8, 54.3,
45.7, 29.3, 21.1. MS (ESI) m/z: 504.6 [M + H]*; HPLC tret =
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5-(1-(Cyclopropylmethyl)-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-carbaldehyd (6d)

Ca4H5oN404S
exakte Masse: 460,121
Mg: 460,508

Die Synthese von 6d erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift E aus 5,18 g 5d. Aufreinigung per Flash-
Chromatographie (Cyclohexan/Aceton, automatischer
Gradient). Man erhalt 4,33 g (80 %) 6d als gelben Feststoff.
!H NMR (400 MHz, CDCl3) d 9.71 (s, 1H), 8.89 (s, 1H), 8.09
(d, 7= 8.4 Hz, 2H), 7.79 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 7.39 (s, 2H),
7.25 (d, J= 8.1 Hz, 2H), 6.84 (d, /= 4.0 Hz, 1H), 4.68 (d, J
= 6.9 Hz, 2H), 2.14 (s, 3H), 1.43 - 1.31 (m, 1H), 0.59 - 0.40
(m, 4H). 13C-NMR (101 MHz, CDCl3) d 177.0, 152.9, 149.9,
145.3, 143.3, 142.2, 138.5, 136.9, 135.4, 134.8, 129.7,
128.3, 125.5, 122.43, 114.7, 107.4, 101.4, 50.5, 30.9, 21.6,
11.7, 3.8. MS (ESI) m/z: 461.33 [M + H]*; HPLC tret = 22.7
min (Gradient A).

5-(1-(4,4-Difluorocyclohexyl)-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-carbaldehyd (6e)

C26H22F2N404S
exakte Masse: 524,133
Mg: 524,543

Die Synthese von 6e erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift E aus 2,04 g 5e. Aufreinigung per Flash-
Chromatographie (Cyclohexan/Aceton, automatischer
Gradient). Man erhalt 1,84 g (90 %) 6e als braunen Feststoff.
!H-NMR NMR (400 MHz, DMSO) & 9.77 (s, 1H), 8.84 (s, 1H),
8.13 (d, 7= 4.1 Hz, 1H), 8.03 (d, 2H), 7.75 (d, 7 = 3.8 Hz,
1H), 7.46 (d, 7= 3.8 Hz, 1H), 7.41 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.07
(s, 1H), 5.22 = 5.12 (m, J = 14.3, 10.0 Hz, 1H), 2.47 — 2.36
(m, J=11.0 Hz, 2H), 2.32 (s, 3H), 2.29 — 2.10 (m, 6H). 13C-
NMR (101 MHz, DMSO) 6 179.1, 153.1, 148.0, 145.8, 143.0,
142.4, 138.2, 137.0, 134.7, 130.1, 127.9, 126.1, 122.8,
115.9, 107.5, 104.1, 54.0, 32.1, 31.8, 30.8, 26.5, 21.2. MS
(ESI) m/z: 525.40 [M + H]*; HPLC tret = 20.0 min (Gradient
A).
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5-(1-Cyclopropyl-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-
2-yl)furan-2-carbaldehyd (6f)

C23HgN,0,4S
exakte Masse: 446,105
Mg: 446,481

Die Synthese von 6f erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift E aus 1,02 g 5f. Aufreinigung per Flash-
Chromatographie (Cyclohexan/Aceton, automatischer
Gradient). Man erhadlt 800 mg (79 %) 6f als braunen
Feststoff. 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 9.76 (s, 1H), 8.78 (s,
1H), 8.05 — 8.02 (m, 2H), 7.99 (d, 7= 4.0 Hz, 1H), 7.77 (d,
J=3.8Hz, 1H), 7.58 (d, /= 3.8 Hz, 1H), 7.42 (d, J= 8.1 Hz,
2H), 7.24 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 3.96 — 3.89 (m, 1H), 2.33 (s,
3H), 1.46 — 1.40 (m, 2H), 0.99 — 0.94 (m, 2H). 13C-NMR (101
MHz, DMSO) & 178.9, 152.6, 148.0, 145.6, 144.0, 142.5,
140.5, 137.6, 135.9, 135.5, 134.7, 130.0, 127.7, 125.5,
115.7, 107.8, 104.2, 30.7, 21.1, 9.9. MS (ESI) m/z: 447.33
[M + H]*; HPLC tret = 17.1 min (Gradient A).

5-(1-Phenyl-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-
yl)furan-2-carbaldehyd (69)

C26H1gN40,4S
exakte Masse: 482,105
Mg: 482,514

Die Synthese von 6g erfolgt gemdB allgemeiner
Synthesevorschrift E aus 1,75 g 5g. Aufreinigung per Flash-
Chromatographie (Cyclohexan/Aceton, automatischer
Gradient). Man erhalt 1,35 g (78 %) 69 als braunen Feststoff.
!H-NMR (300 MHz, CDCl3) d 9.56 (s, 1H), 8.94 (s, 1H), 8.00
(d, 2H), 7.62 ( m, 7= 9.0, 3.8, 2.1 Hz, 3H), 7.51 (d, 7= 4.0
Hz, 1H), 7.44 - 7.39 (m, 2H), 7.22 - 7.17 (m, 2H), 7.08 (d, J
= 3.8 Hz, 1H), 6.41 (d, 7= 3.8 Hz, 1H), 5.78 (d, 7= 4.0 Hz,
1H), 2.28 (s, 3H). 3C-NMR (75 MHz, CDCl3) & 177.9, 152.8,
147.7, 145.0, 143.3, 142.1, 138.2, 136.0, 135.6, 135.1,
135.0, 130.4, 130.0, 129.3, 127.9, 127.5, 125.0, 118.9,
113.9, 107.2, 100.9, 21.3. MS (ESI) m/z: 483.40 [M + H]%;
HPLC tret = 8.5 min (Gradient A).
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5-(1-((1R,5S,6r)-Bicyclo[3.1.0]hexan-6-yl)-6-tosyl-1,6-
dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-carbaldehyd (6h)

] HQ Die Synthese von 6h erfolgt gemdB allgemeiner
Ohgj\iN Synthesevorschrift E aus 1,35 g 5h. Aufreinigung per Flash-
N H Chromatographie (Cyclohexan/Aceton, automatischer
m Gradient). Man erhalt 1,3 g (96 %) 6h als Feststoff. 1H-NMR

N_o (400 MHz, CDCl3) & 9.80 (s, 1H), 8.91 (s, 1H), 8.11 (d, J =

0" " 8.3 Hz, 2H), 7.83 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 3.7 Hz,
1H), 7.38 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 7.29 — 7.25 (m, J = 8.2 Hz,

2H), 7.05 (d, /= 3.9 Hz, 1H), 3.55 — 3.50 (m, 1H), 2.35 (s,

N0, 3H), 2.31 (dd, J = 12.8, 8.1 Hz, 2H), 1.94 (ddd, J = 21.2,
exakte Masse: 486,136 102 HZ, 2H), 188 - 181 (m, J= 131, 85 HZ, 1H), 1.77 (bS,
Mg: 486,546 2H), 1.49 — 1.38 (m, 1H). 133C-NMR (101 MHz, CDCl3) 8 177.5,

153.5, 149.6, 145.3, 143.9, 143.4, 138.6, 136.4, 135.6,
135.5, 129.7, 128.3, 125.3, 122.0, 114.8, 108.2, 103.1, 34.6, 29.1, 27.7, 21.7, 21.5.
MS (ESI) m/z: 487.33 [M + H]*; HPLC tret = 22.5 min (Gradient B).

5-(1-Cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-
yhfuran-2-carbaldehyd (7a)

o~ ) Q Die Synthese von 7a erfolgt gemadB allgemeiner
o b Synthesevorschrift F aus 3,63 g 6a. Aufreinigung per Flash-
7N Chromatographie (Cyclohexan/Aceton, automatischer
N N Gradient). Man erhalt 988 mg (40 %) 7a als orangefarbenen
m Feststoff. 'H NMR (400 MHz, DMSQ) & 12.12 (s, 1H), 9.74 (s,

7

N“ TN 1H), 8.70 (s, 1H), 7.76 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 7.58 - 7.55 (m,

AN 1H), 7.38 (d, 7= 3.7 Hz, 1H), 6.86 — 6.80 (m, J= 3.3, 1.8 Hz,
oo 1TA2 | 1H), 4.95 (dt, = 16.5, 8.4, 4.2 Hz, 1H), 2.42 — 2.27 (m, 2H),
Ve 334376 2.03 — 1.84 (m, 4H), 1.80 — 1.65 (m, J = 22.2 Hz, 1H), 1.59 —

1.42 (m, 3H).13C-NMR (101 MHz, DMSO) & 178.4, 152.5,
149.1, 144.7, 140.4, 136.3, 134.8, 133.0, 124.1, 123.7, 114.6,
104.0, 99.8, 56.6, 30.2, 25.2, 24.3. MS (ESI) m/z: 335.42 [M + HJ; HPLC trt = 14.9
min (Gradient A).
5-(1-(Tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-carbaldehyd (7b)

o~ O Die Synthese von 7b erfolgt gemaB allgemeiner

o/\g%\ Q Synthesevorschrift F aus 1,75 g 6b. Es ist keine weitere

—N Aufreinigung nach Extraktion mit Wasser/EtOAc nétig. Man

N erhalt 1,04 g (83 %) 7b als orangefarbenen Feststoff. 1H NMR

m (300 MHz, DMSO) & 11.92 (s, 1H), 9.57 (s, 1H), 8.51 (s, 1H),

N H 7.57 (d, 7= 3.8 Hz, 1H), 7.41 (d, 7= 2.6 Hz, 1H), 7.23 (d, J

C1H1eNLO; = 3.7 Hz, 1H), 6.66 (d, /= 1.7 Hz, 1H), 5.12 — 4.95 (m, 1H),

exakte Masse: 336,122 4.05 - 3.90 (m, 2H), 3.88 — 3.79 (m, 1H), 2.53 — 2.37 (m,

Mg: 336,351 1H), 2.37 = 2.29 (m, 1H), 1.85 - 1.72 (m, J = 9.1 Hz, 2H),

1.04-0.95 (m, 1H). 13C-NMR (75 MHz, DMSO) 6 178.8, 152.7,

148.9, 144.8, 140.6, 136.5, 135.0, 132.8, 124.5, 123.6, 115.0,

104.3, 100.4, 66.5, 53.0, 30.2. MS (ESI) m/z: 337.4 [M + H]*; HPLC tret = 12.6 min
(Gradient A).

X
—
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5-(1-(1-Methylpiperidin-4-yl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-carbaldehyd (7c)

Die Synthese von 7c erfolgt gemaB allgemeiner

Q Synthesevorschrift F aus 890 mg 6c¢. Es ist keine weitere

Aufreinigung nach Extraktion mit Wasser/EtOAc nétig. Man
\

erhalt 395 mg (64 %) 7c als gelbes Pulver. 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 12.07 (s, 1H), 9.74 (s, 1H), 8.68 (s, 1H), 7.76 (d, J

N/ N, = 3.7 Hz, 1H), 7.63 - 7.55 (m, 1H), 7.40 (d, 7= 3.7 Hz, 1H),

H  6.99 (s, 1H), 5.04 — 4.92 (m, 1H), 3.03 (d, 7= 10.9 Hz, 2H),

C1gH1N5O, 2.75 — 2.64 (m, 2H), 2.58 — 2.47 (m, 4H), 2.31 — 2.28 (m,
exakte Masse: 349,154  3H), 13C-NMR (101 MHz, DMSO) 0 178.4, 152.4, 148.8, 144.5,
Mg: 349,394 140.4, 136.1, 134.8, 132.5, 124.0, 123.4, 114.6, 104.2, 100.4,

54.5, 53.7,45.9, 29.2. MS (ESI) m/z: 350.64 [M + H]*; HPLC
tret = 12.7 min (Gradient A).

5-(1-(Cyclopropylmethyl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-
2-yl)furan-2-carbaldehyd (7d)

Y // Die Synthese von 7d erfolgt gemdaB allgemeiner
o b Synthesevorschrift F aus 3,3 g 6d. Nach Detektion von
Umwandlung des Produkts zu Nebenprodukten durch DC und

2 YN
Nm MS wird die Reaktion gequencht und der Ansatz per Flash-
|

N Chromatographie (Cyclohexan/Aceton, automatischer
N

N7 N Gradient) aufgereinigt. Man erhalt 618 mg (28 %) 7d als

CHANLO orangefarbenen Farbstoff. IH-NMR (400 MHz, DMSO) d 11.85
exakte ;\;a;;ef‘356 12 (s, 1H), 9.69 (s, 1H), 8.62 (s, 1H), 7.57 (d, J= 3.8 Hz, 1H),
Me: 306"325 ’ 7.39 = 7.35 (m, 2H), 6.75 - 6.71 (m, J = 3.3, 1.8 Hz, 1H),

4.71 (d, 7= 7.0 Hz, 2H), 1.50 - 1.39 (m, 1H), 0.51 - 0.43 (m,
4H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) 8 177.1, 152.1, 149.7, 144.8,
139.8, 135.7, 134.2, 134.2, 123.7,123.0, 113.3, 103.6, 96.4, 49.6, 11.3, 3.1. MS (ESI)
m/z: 307.33 [M + H]*; HPLC tret = 15.1 min (Gradient A).
5-(1-(4,4-Difluorocyclohexyl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-carbaldehyd (7e)

Die Synthese von 7e erfolgt gemdaB allgemeiner
Synthesevorschrift F aus 300 mg 6e. Es ist keine weitere
Aufreinigung nach Extraktion mit Wasser/EtOAc nétig. Man

erhalt 187 mg (88 %) 7e als orangefarbenen Feststoff. 'H
NMR (400 MHz, DMSO) 6 12.16 (s, 1H), 9.77 (s, 1H), 8.70 (s,

\
_ \ 1H), 7.75 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 7.64 — 7.57 (m, 2H), 7.42 (d,
N N J=3.8Hz 1H), 523 - 5.12 (m, 1H), 2.31 - 2.24 (m, J =
CroHieFoNAO, 13.3 Hz, 4H), 2.18 — 2.09 (m, 4H). 13C NMR (101 MHz, DMSO)
exakie Masse: 370,124 O 178.8, 152.7, 152.3, 148.6, 144.7, 140.8, 136.3, 136.1,
Mg: 370,360 134.9, 132.7, 124.5, 122.9, 114.9, 104.2, 99.2, 53.5, 32.0,

31.8, 31.5, 26.3, 26.2. MS (ESI) m/z: 371.46 [M + H]*; HPLC
tret = 19.7 min (Gradient A).
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5-(1-Cyclopropyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-
yhfuran-2-carbaldehyd (7f)

7

74

o) O/ P
—N
N

NN
~

N
N"H

C16H12N40;
exakte Masse: 292,096
Mg: 292,298

11.8 min (Gradient A).

Die Synthese von 7f erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift F aus 700 mg 6f. Aufreinigung per Flash-
Chromatographie (Cyclohexan/Aceton, automatischer
Gradient). Man erhalt 133 mg (30 %) 7f als orangefarbenen
Feststoff. 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 11.91 (s, 1H), 9.74 (s,
1H), 8.61 (s, 1H), 7.70 (d, 7 = 4.7, 3.8 Hz, 1H), 7.53 - 7.41
(m, 7=5.9, 3.9 Hz, 2H), 6.91 — 6.83 (m, 1H), 3.90 (dt, J =
7.3,3.8Hz, 1H), 1.51 - 1.36 (m, 2H), 1.04-0.94 (m, J= 7.5
Hz, 2H). 13C-NMR (75 MHz, DMSO) 6 178.1, 152.3, 148.9,
144.9,141.7,135.9, 135.2, 133.7, 123.7, 123.3, 114.3, 104.4,
98.6, 30.5, 9.9. MS (ESI) m/z: 293.46 [M + H]*; HPLC tret =

5-(1-Phenyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-

carbaldehyd (7g)

o @
(@)
i N
N
DR
~
N
NT Ol
C19H12N40O;

exakte Masse: 328,096
Mg: 328,331

Die Synthese von 7g erfolgt gemdaB allgemeiner
Synthesevorschrift F aus 1,1 g 6g. Nach Extraktion und
Trocknung ist keine weitere Aufreinigung nétig. Man erhalt
310 mg (41 %) 7g als gelben Feststoff. 'H-NMR (400 MHz,
DMSO) 6 12.05 - 12.02 (m, 1H), 9.63 (s, 1H), 8.80 (s, 1H),
7.78—-7.75(m, J=6.1, 2.2 Hz, 4H), 7.57 (d, 7= 3.8 Hz, 1H),
7.37 -=7.34 (m, 2H), 6.45 (d, J= 3.8 Hz, 1H), 5.66 — 5.63 (m,
1H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) 6 178.3, 152.1, 148.4, 145.3,
140.3, 136.1, 135.9, 135.1, 133.9, 130.3, 130.1, 128.0, 124.3,
123.5, 113.3, 103.9, 96.2. MS (ESI) m/z: 329.53 [M + H]*;
HPLC tret = 15.2 min (Gradient A).

5-(1-((1R,5S,6r)-Bicyclo[3.1.0]hexan-6-yl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-carbaldehyd (7h)

Y H
A
I N
O

N

Iz T

C19H16N4O2
exakte Masse: 332,127
Mg: 332,363

Die Synthese von 7h erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift F aus 650 mg 6h. Nach Extraktion und
Trocknung ist keine weitere Aufreinigung nétig. Man erhalt
343 mg (77 %) 7h als gelben Feststoff.

IH-NMR: (400 MHz, CDCl3) & 11.73 (bs, 1H), 9.71 (s, 1H),
8.71 (s, 1H), 7.41 — 7.31 (m, 2H), 6.89 — 6.82 (m, 2H), 3.36
—3.33 (m, 1H), 2.56 (s, 1H), 2.24 (dd, 7= 12.2, 8.2 Hz,
2H), 1.91 — 1.85 (m, J= 9.7 Hz, 2H), 1.80 — 1.75 (m, 2H),
1.16 — 1.10 (m, 1H). 13C-NMR: (101 MHz, CDCls) & 177.5,
153.2, 150.2, 145.3, 142.6, 136.3, 136.0, 134.6, 123.7,
122.0, 114.0, 105.4, 99.2, 34.6, 29.0, 27.8, 21.5. MS (ESI)

m/z: 333.43 [M + H]*; HPLC tet = 19.5 min (Gradient A).



6 Experimenteller Teil

Sarkosinmethylester

Q H
\O)J\/N\
C4HgNO,
exakte Masse: 103,063
Mg: 103,121
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In einem im Eisbad geklhlten Rundkolben werden 25 g
Sarkosin (281 mmol) in 350 ml MeOH geldst und 21,4 ml SOCI;
(295 mmol, 1,05 Ag.) werden tropfenweise zugefiigt. Nach
vollstdndiger Zugabe wird fur 30 min bei 0 °C gerthrt.
AnschlieBend wird das Eisbad entfernt und flir 3 h zum Reflux
erhitzt. Dann wird der Ansatz (im Abzug) aufkonzentriert und
das Rohprodukt eine geringe Menge MeOH und ein groBeres
Volumen an Ether zugegeben. Die Mischung wird fiir 10 min
kraftig gerihrt und Uber Nacht zur Kristallisation stehen
gelassen. Man erhdlt 33,5 g (86 %) Sarkosinmethylester als
Feststoff. 'H NMR (300 MHz, MeOD) 0 4.88 (d, J = 8.5 Hz,

2H), 4.09 (s, 1H), 3.92 (s, 3H), 2.86 (s, 3H). 13C-NMR (75 MHz, MeOD) & 168.1, 53.4,
48.7, 33.6. MS (ESI) m/z: 104.16 [M + H]*; HPLC tret = 0.5 min (Gradient B)

3-oxo0-3-thiomorpholinopropannitril (53)

o)
M N
N
S//\
C,H4oN,0S

exakte Masse: 170,051
Mg: 170,230

2,0 ml Thiomorpholin (19,4 mmol, 1,0 Aqg.), 2,07 ml
Ethylcyanoacetat (19,4 mmol, 1,0 Ag.) und 13 mg
Natriumethoxid (0,194 mmol, 0,01 Ag.) werden in einem
Rundkolben in 6 ml EtOH geldst und Uber Nacht bei 65 °C
gerthrt. Flichtige Bestandteile werden einrotiert und die
Rickstdnde  per  Flash-Chromatographie  aufgereinigt
(EtOAc/MeOH, automatischer Gradient). Man erhalt 1,84 g (56
%) 53 als beigen Feststoff. 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 4.03
(s, 2H), 3.76 — 3.68 (m, 2H), 3.62 — 3.55 (m, 2H), 2.68 — 2.60
(m, 2H), 2.60 — 2.53 (m, 2H). 3C-NMR (101 MHz, DMSO) d
161.5, 115.9, 48.1, 44.3, 24.9. MS (ESI) m/z: 168.93 [M — H]

; HPLC tret =13.1 min (Gradient B).

3-(4-Methylpiperazin-1-yl)-3-oxopropannitril (54)

0
_N
ﬁN)K//
N
CHysN;O

exakte Masse: 167,106
Mg: 167,212

In einem auf Eis geklhlten Rundkolben werden 2,21 ml N-
Methylpiperazin (20,0 mmol, 1,0 Ag.) und 1,78 ml
Methylcyanoacetat (20,0 mmol, 1,0 Aq.) tber Nacht geriihrt
und dirfen dabei RT annehmen. Fliichtige Reste werden
anschlieBend einrotiert, das Rohprodukt in Ether suspendiert
und mit einem Glasstab verrieben. Nach dreimaligem
dekantieren mit Ether wird der verbliebene Feststoff filtriert
und im Vakuum getrocknet. Man erhalt 2,36 g (71 %) 54 als
braunen Feststoff. H NMR (400 MHz, DMSO) & 4.01 (s, 2H),
3.44 (t, 2H), 3.32 (t, 2H), 2.31 (t, 2H), 2.25 (t, 2H), 2.18 (s,
3H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) 6 161.3, 116.0, 54.3, 53.9,

45.4, 45.2, 41.5, 24.6. MS (ESI) m/z: 168.27 [M + H]*; HPLC tret = 0.5 min (Gradient

B)
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3-(4-Hydroxypiperidin-1-yl)-3-oxopropannitril (55)

exakte Masse: 168,090

CgH12N,0;

Mg: 168,196

1,58 g 4-Hydroxypiperidin (15,68 mmol, 1,0 Ag.), 1,67 ml
Ethylcyanoacetat (15,68 mmol, 1,0 Ag.) und 11 mg
Natriumethoxid (0,157 mmol, 0,01 Ag.) warden in einem
Rundkolben in 6 ml EtOH geldst und tber ein Wochenende bei
RT gerlhrt, bis DC- und MS-Kontrollen die vollstandige
Umsetzung der Edukte anzeigen. Die Mischung wird auf
Kieselgel gezogen und per Flash-Chromatographie
(Cyclohexan/Aceton, automatischer Gradient) aufgereinigt.
Man erhélt 800 mg (30 %) 55 als rétliches Ol. H NMR (300
MHz, DMSO) 6 4.74 (d, 7= 4.0 Hz, 1H), 3.99 (s, 2H), 3.90 —
3.77 (m, 1H), 3.76 — 3.64 (m, 1H), 3.57 —= 3.45 (m, J= 12.8,

4.5 Hz, 1H), 3.20 — 2.97 (m, J = 16.4, 11.2, 3.3 Hz, 2H), 1.81 — 1.61 (m, 2H), 1.49 —
1.19 (m, J = 17.2, 8.9, 3.9 Hz, 2H). 13C-NMR (75 MHz, DMSO) & 161.1, 116.3, 65.6,
43.4, 34.0, 24.8. MS (ESI) m/z: 169.20 [M + H]*; HPLC tret = 1.2 min (Gradient B).

2-Cyano-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-N-methylacetamid (56)

|
_N

exakte Masse: 169,122

B)

(0]
_N
\/\NM
|
CgH45N30

Mg: 169,228

180 mg Methylcyanoacetat (1,82 mmol, 1 Aqg.) und 236 pl
N,N,N’-Trimethylethan-1,2-diamin (1,82 mmol, 1 Aqg.) werden
Uber Nacht bei RT geriihrt. Das braune Gemisch wird in Ether
und H20 aufgenommen, in einen Scheidetrichter Gberfihrt und
die Wasserphase zweimal mit Ether gewaschen. Die
organische Phase wird verworfen und die Wasserphase
einrotiert. Man erhalt 245 mg (80 %) 56 als Feststoff. 'H-
NMRn (400 MHz, DMSO) 8 3.99 (s, 2H), 3.40 (t, J = 6.7 Hz,
2H), 2.91 (s, 3H), 2.55 — 2.37 (m, 2H), 2.21 (s, 6H). 13C-NMR
(75 MHz, DMSO) 6 162.7, 116.2, 56.1, 45.5, 45.3, 35.4, 25.0.
MS (ESI) m/z: 170.2 [M + H]*; HPLC tret =7,8 min (Gradient
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Methyl-N-(2-cyanoacetyl)-N-methylglycinat (57)

o In einem Rundkolben warden 8,25 g Cyanessigsaure (97
\O)K/N\[(\\ mmol, 1,0 Ag.) mit 250 ml DCM versetzt. Der Kolben wird mit
o SN einem Septum mit Blasenzahler versehen, mit Argon geflutet
und in ein Eisbad gegeben. Uber eine Spritze werden 3 ml DMF

C7H10N203 - - -
: durch das Septum zugegeben und anschlieBend portionsweise

exakte Masse: 170,069 ) - . .
Mg, 170,168 8,7 ml Oxalylchlorid (101,9 mmol, 1,05 Ag.) zugespritzt. Die

Umsetzung zum Sadurechlorid wird durch Gasbildung

angezeigt. Die Mischung wird flir 40 min auf Eis gerlihrt, dann

wird das Eisbad entfernt und 10 g Sarkosinmethylester (97

mmol, 1,0 Ag.) zugefiihrt. AnschlieBend werden 27 ml EtsN

langsam zugegeben und die Mischung Uber Nacht gerihrt.
Nach Zugabe von H;O und ges. NaHCOs werden die beiden Phasen in einen
Scheidetrichter Uberflihrt und man extrahiert zweimal mit DCM. Die vereinigten
organischen Phasen werden tber Na>SO4 getrocknet und einrotiert. Das Rohprodukt
wird mit Flash-Chromatographie gereinigt (Cyclohexan/Aceton, automatischer
Gradient). Man erhilt 12,5 g (75 %) 57 als braunliches Ol. H NMR (300 MHz, DMSO)
0 4.10 (d, J = 2.6 Hz, 4H), 3.66 (s, 3H), 3.00 (s, 3H). 3C-NMR (75 MHz, DMSO) &
169.3, 163.9, 115.8, 51.8, 49.2, 36.3, 24.7. MS (ESI) m/z: 171.13 [M + H]*; HPLC tret
= 1.3 min (Gradient B)
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(2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-Ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-11-(((1R,2S,4R,6R)-4-methyl-3,7-
dioxabicyclo[4.1.0]heptan-2-yl)oxy)-1-oxa-6-azacyclopentadecan-15-on
(58)

5 g Azithromycin (6,67 mmol) werden in 50 ml BuOH geldst
und im Olbad auf 85-90 °C erhitzt. 15 ml Glycidol (226 mmol,
33 Ag.) werden 1:1 mit BuOH verdiinnt und ber 1 h tber
einen Tropftrichter dem Ansatz zugeflihrt. Es wird fir 1 h bei
Hitze °C weitergerihrt, bis MS-Kontrollen keine weitere
Umsetzung des Azithromycin anzeigen. Die Loésung wird fast
bis zur Trockne aufkonzentriert und mit 1 | H>O versetzt. Die
Suspension wird bei RT Uber Nacht geriihrt und anschlieBend
der Niederschlag filtriert. Nach Umkristallisieren des
CacHesNO1 Niederschlags in MeOH erhalt man 1,33 g (28 %) 58 als
exakte Masse: 703,451 farblose bis weiBe Kristalle bzw. Pldttchen. H-NMR (400 MHz,
Mg: 703,911 CDCI3) 8 5.08 (d, 7= 4.8 Hz, 1H), 4.90 (s, 1H), 4.68 (d, J =
9.5 Hz, 1H), 4.18 (d, /= 4.4 Hz, 1H), 4.03 (dq, /= 12.4, 6.1
Hz, 1H), 3.67 — 3.61 (m, 2H), 3.50 — 3.44 (m, J = 15.8 Hz, 2H), 3.42 — 3.38 (m, 1H),
3.37 (s, 3H), 3.33 - 3.30 (m, 7= 4.7 Hz, 1H), 3.19 (d, J= 3.0 Hz, 1H), 3.00 (t, J =
10.2 Hz, 1H), 2.95 - 2.90 (m, 1H), 2.81 — 2.66 (m, 2H), 2.54 (d, 7= 10.7 Hz, 1H),
2.37 (s, 1H), 2.34 — 2.30 (m, J = 5.2 Hz, 3H), 2.20 (d, 7= 11.0 Hz, 1H), 2.04 — 1.95
(m, J=14.1 Hz, 3H), 1.93-1.84 (m, J= 14.7, 7.4 Hz, 1H), 1.74 - 1.61 (m, J= 29.9,
14.7 Hz, 2H), 1.56 (dd, 7= 15.2, 4.7 Hz, 1H), 1.51 - 1.41 (m, 1H), 1.35-1.27 (m, J
= 11.5, 5.1 Hz, 7H), 1.24 - 1.18 (m, 7H), 1.14 (d, J= 6.1 Hz, 3H), 1.11 - 1.06 (m, J
= 8.9 Hz, 6H), 0.98 (d, J= 7.2 Hz, 3H), 0.94 — 0.86 (m, J = 15.9, 7.0 Hz, 6H). 13C-
NMR (101 MHz, CDCls) 6 178.2, 97.8, 94.7, 85.9, 77.8, 76.8, 76.5, 73.9, 73.5, 73.0,
72.5,69.8, 65.2, 62.2, 61.6, 53.8, 51.5, 49.0, 44.9, 41.6, 41.4, 36.0, 34.4, 32.3, 27.0,
26.4, 21.6, 21.3, 21.0, 20.6, 18.0, 16.0, 14.5, 11.0, 8.9, 6.9. MS (ESI) m/z: 704,60 [M
+ H]*; HPLC tt = 14.1 min (Gradient A).
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(2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-Ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-11-(((2S,3S,4R,6R)-4-hydroxy-6-methyl-3-(methyl(2-
(methylamino)ethyl)amino)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)-
3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-1-oxa-6-azacyclopentadecan-15-on (59a)

6,0 g 58 (8,52 mmol) werden in einem Rundkolben in 10 ml
N,N'-Dimethylethylendiamin gelést und bei 60 °C
Olbadtemperatur geriihrt. Nach zwei Tagen zeigen MS-
Kontrollen die vollstandige Umsetzung des Edukts 58 an. Das
Rohprodukt wird auf Kieselgel aufgezogen und
saulenchromatographisch aufgereinigt (EtOAC >
EtOAc/MeOH 2:1). Man erhdlt 4,47 g (66 %) 59a als weiBen

OH-"" Feststoff sowie 1,25 g des 3'-substituierten Isomers. *H-NMR
CaoH77N3012 (400 MHz, DMSO) 6 7.51 (s, 1H), 4.90 (s, 1H), 4.86 (d, J =
exakte Masse: 791,551 4.6 Hz, 1H), 4.75 (dd, J = 10.1, 2.4 Hz, 1H), 4.31 —4.28 (m,

Mg: 792,065

J= 2.3 Hz, 1H), 4.12 — 4.04 (m, 2H), 4.02 (d, 7= 7.1 Hz,
1H), 3.86 — 3.83 (m, 3H), 3.53 (d, 2H), 3.43 (s, 1H), 3.25 (s,
3H), 3.16 (s, 1H), 3.07 — 2.99 (m, 1H), 2.84 — 2.76 (m, J= 13.1, 5.9 Hz, 1H), 2.74 —
2.69 (m, J= 5.7 Hz, 2H), 2.66 (d, 7= 6.9 Hz, 2H), 2.47 (s, 3H), 2.42 (s, 3H), 2.36 (d,
J=10.4 Hz, 1H), 2.27 (s, 1H), 2.21 (s, 3H), 2.11 - 2.06 (m, /= 6.9, 4.7 Hz, 1H), 1.98
(s, 1H), 1.93 - 1.74 (m, 3H), 1.66 (d, 7= 14.2 Hz, 1H), 1.54 — 1.45 (m, 3H), 1.44 —
1.25 (m, 3H), 1.21 (s, 3H), 1.17 (s, 2H), 1.15 (d, J= 1.3 Hz, 1H), 1.11 (s, 3H), 1.09 -
1.05 (m, 5H), 1.00 (s, 3H), 0.96 —0.92 (m, J= 6.9, 3.2 Hz, 4H), 0.88 — 0.82 (m, 6H),
0.81 — 0.76 (m, J = 7.3 Hz, 3H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) d 177.11, 99.7, 94.6,
83.4,77.4,77.0,76.3,74.9, 73.6, 72.6, 72.3, 69.0, 68.7, 65.6, 64.8, 63.2, 61.5, 59.6,
53.9, 48.6, 47.6, 45.7, 44.9, 41.6, 36.8, 35.6, 34.0, 27.6, 26.0, 22.0, 21.6, 20.9, 20.6,
18.3, 17.6, 14.8, 14.0, 10.8, 8.7, 6.6. MS (ESI) m/z: 859,73 [M + H]*; HPLC tret = 13,7
min (Gradient A)
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(2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-Ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-11-(((2S,3R,4S,6R)-3-hydroxy-6-methyl-4-(methyl(2-
(methylamino)ethyl)amino)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)-
3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-1-oxa-6-azacyclopentadecan-15-on (59d)

59d wird im Zuge der Synthese von 59a als weiteres Produkt
erhalten und durch Sdulenchromatographie isoliert. Man
erhélt 1,25 g (19 %) 59d als weiBen Feststoff. IH-NMR: (600
MHz, CDCI3) 6 7.99 (s, 1H), 5.08 (d, 7= 4.7 Hz, 1H), 4.62 (dd,
J=9.7,1.8Hz, 1H),4.33(d, 7= 7.2 Hz, 1H), 4.22 -4.18 (m,
1H), 4.02 (dt, /= 15.2, 6.1 Hz, 2H), 3.96 — 3.91 (m, 1H), 3.59
(s, 1H), 3.54 (d, 7= 7.3 Hz, 1H), 3.47 — 3.38 (m, 2H), 3.27

OH

Catmon (s, 3H), 3.20 (dd, J = 9.9, 7.5 Hz, 1H), 2.96 (d, J = 9.4 Hz,
okotlasse 75551 1H), 2.91 (s, 1H), 2.81 (s, 1H), 2.76 — 2.60 (m, 6H), 2.51 -

Mg: 792,065

2.44 (m, 3H), 2.42 (s, 3H), 2.37 = 2.36 (m, 7= 0.9 Hz, 1H),
2.29 — 2.27 (m, 1H), 2.25 — 2.22 (m, J= 2.3 Hz, 5H), 2.01 -
1.88 (m, 3H), 1.86 (s, 1H), 1.85 - 1.80 (m, 1H), 1.70 (d, /= 14.6 Hz, 1H), 1.64 (d, J
= 12.7 Hz, 1H), 1.50 (dd, 7 = 15.2, 4.8 Hz, 1H), 1.43 - 1.34 (m, J = 20.0, 14.4, 6.4
Hz, 2H), 1.26 — 1.22 (m, 6H), 1.17 (s, 3H), 1.13 (d, 7= 6.0 Hz, 3H), 1.11 (d, 7= 7.5
Hz, 3H), 1.01 (s, 3H), 1.01 — 1.00 (m, 1H), 0.97 (d, /= 7.5 Hz, 3H), 0.86 — 0.79 (m,
J = 14.8, 6.5 Hz, 6H). 13C-NMR: (101 MHz, DMSO) 6 177.1, 102.4, 94.6, 82.9, 77.5,
76.4,75.0, 73.7,72.8,72.7, 70.5, 68.8, 67.1, 64.8, 64.5, 61.5, 52.7, 51.7, 48.8, 48.5,
48.2,44.7, 42.0, 41.7, 40.4, 36.6, 35.8, 35.0, 30.8, 29.1, 27.4, 26.1, 22.1, 21.4, 21.0,
18.4, 17.7, 14.8, 10.9, 9.1, 6.8. MS (ESI) m/z: 792.67 [M + H]*; HPLC tret = 12.5 min
(Gradient A)
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(2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-Ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-11-(((2S,3S,4R,6R)-4-hydroxy-6-methyl-3-(methyl(3-
(methylamino)propyl)amino)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)-
3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-1-oxa-6-azacyclopentadecan-15-on (59b)

In einem SchraubdeckelgefaB werden 519 mg 58 (0,74
mmol, 1,0 Ag.) in einem Uberschuss an N,N'-Dimethyl-1,3-
diaminopropan (ca. 0,5 ml) suspendiert und bei 105 °C unter
kontinuierlichem Schitteln Gber Nacht inkubiert. Nach
Kontrolle der vollstdndigen Umsetzung per DC und MS wird
die Mischung in einen Rundkolben Uberfuhrt, auf Kieselgel
R gezogen und per Flash-Chromatographie (Aceton/Methanol,
oH automatischer Gradient) aufgereinigt. Man erhalt 270 mg (46
C41H7gN301; %) 59b als farblosen Feststoff. 'H-NMR (600 MHz, DMSO) &
exa"t‘:ﬂ“’ffggbzgs'seﬁ 4.89 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 4.86 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 4.75 (dd,
AR J=10.2, 2.7 Hz, 1H), 4.32 - 4.29 (m, ] = 2.1 Hz, 1H), 4.09
(dg,J =12.4,6.1Hz, 1H),3.96-3.91 (m,] =17.0,7.6, 4.5
Hz, 1H), 3.77 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 3.51 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 3.43 (s, 2H), 3.25 (s, 3H),
2.89(d, J = 9.4 Hz, 1H), 2.84 - 2.75 (m, 1H), 2.68 — 2.64 (m, 2H), 2.61 (dt, J = 13.0,
6.6 Hz, 1H), 2.47 — 2.44 (m, J = 7.1 Hz, 2H), 2.43 (s, 3H), 2.38 — 2.34 (m, 1H), 2.27
—2.22 (m, J = 11.1 Hz, 4H), 2.20 (s, 3H), 2.15 - 2.07 (m, 2H), 1.91 — 1.82 (m, 2H),
1.77 (ddd, J = 14.1, 7.5, 2.6 Hz, 1H), 1.72 — 1.68 (m, 1H), 1.52 — 1.46 (m, 4H), 1.45
- 141 (m, ] = 13.6 Hz, 2H), 1.38 — 1.34 (m, 1H), 1.27 (dd, ] = 14.2, 7.7 Hz, 1H),
1.21 (s, 3H), 1.16 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.11 (s, 3H), 1.07 (d, J = 7.5 Hz, 3H), 1.05 (d,
J =6.1 Hz, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.93 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.86 (d, J = 7.4 Hz, 3H), 0.83
(d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.78 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 13C-NMR (75 MHz, DMSO) d 177.1, 99.7,
94.5,83.3,77.4,77.0,76.3, 75.2, 73.6, 72.6, 72.3, 68.9, 68.8, 65.5, 64.9, 64.8, 63.0,
61.6, 58.5, 54.9, 49.9, 48.6, 44.9, 42.2, 41.8, 40.2, 36.9, 36.3, 35.6, 34.6, 27.9, 27.6,
26.0, 22.0, 21.8, 20.9, 18.4, 17.7, 15.1, 14.8, 10.9, 8.0, 6.6. MS (ESI) m/z: 806.73 [M
+ H]*; HPLC tret = 8.9 min (Gradient B).
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(2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-Ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-11-(((2S,3S,4R,6R)-4-hydroxy-6-methyl-3-(methyl(4-
(methylamino)butyl)amino)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)-
3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-1-oxa-6-azacyclopentadecan-15-on (59c)

W 2,3958 (3,27 mmol, 1.0 Aq.), 1,14 ml Et3N (8,18 mmol, 2,5
Ag.) und 0,98 g N,N'-Dimethyl-1,4-diaminobutan (8,18 mmol,

2,5 Aq) werden in 7 ml PrOH gelést und bei 90 °C iiber Nacht
RN . gerthrt, bis DC- und MS-Kontrollen die vollstdndige
o E/j'j Umsetzung des Edukts 58 anzeigen. Das Rohprodukt wird
aufkonzentriert, auf Kieselgel gezogen und per Flash-
Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)

OHé aufgereinigt. Man erhdlt 260 mg (10 %) 59c als weiBen
| CatNOn Feststoff. H-NMR: (400 MHz, CDCls) d 8.38 (bs, 1H), 4.98 —
e 820,119 4,95 (m, 1H), 4.93 — 4.87 (m, 1H), 4.58 (d, J = 9.5 Hz, 1H),

4.29 (bs, 1H), 4.09 — 3.99 (m, J= 5.9 Hz, 1H), 3.95 — 3.85
(m, 2H), 3.58 (s, 1H), 3.52 (d, 7= 6.7 Hz, 1H), 3.34 (td, 7= 10.1, 4.9 Hz, 1H), 3.23
(s, 3H), 2.89 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 2.78 — 2.71 (m, 1H), 2.66 — 2.57 (m, J = 4.4 Hz,
3H), 2.56 — 2.53 (m, 1H), 2.51 — 2.47 (m, J= 5.6 Hz, 2H), 2.43 (s, 3H), 2.40 — 2.38
(m, J= 3.4 Hz, 1H), 2.32 (s, 3H), 2.25 - 2.22 (m, J= 4.2 Hz, 1H), 2.20 (s, 3H), 1.99
- 1.70 (m, 6H), 1.60 — 1.52 (m, 7= 10.8 Hz, 1H), 1.47 — 1.33 (m, 7H), 1.26 — 1.19
(m, 7H), 1.10 - 1.05 (m, 11H), 0.98 (s, 6H), 0.87 — 0.81 (m, J= 5.9 Hz, 3H), 0.80 —
0.74 (m, J= 5.1 Hz, 6H). 13C-NMR: (101 MHz, CDCl3) 0 178.1, 99.9, 94.4, 84.2, 73.8,
73.1,72.3,69.7, 69.6, 65.7, 65.3, 65.1, 63.3, 62.0, 56.9, 51.1, 48.8, 45.8, 45.1, 42.6,
41.8, 39.9, 36.7, 35.9, 35.2, 34.5, 27.3, 26.4, 26.3, 25.8, 25.0, 24.8, 21.7, 21.3, 21.1,
20.9, 17.9, 16.1, 14.6, 10.8, 8.8, 6.8. MS (ESI) m/z: 820.40 [M + H]*; HPLC tret = 11-
3 min (Gradient B)
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(2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-Ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-11-(((2S,3R,4S,6R)-3-hydroxy-6-methyl-4-(methyl(4-
(methylamino)butyl)amino)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)-
3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-1-oxa-6-azacyclopentadecan-15-on (59e)

59e wird im Zuge der Synthese von 59c als weiteres Produkt
erhalten. Man erhalt 640 mg (24 %) 59e als weiBen Feststoff.
IH-NMR: (400 MHz, CDCl3) 6 8.25 (bs, 1H), 5.02 (d, J = 4.4
Hz, 1H), 4.60 — 4.54 (m, 1H), 4.40 (d, 7= 7.2 Hz, 1H), 4.24
(d, 7= 2.7 Hz, 1H), 4.03 (dd, J = 9.0, 6.2 Hz, 1H), 3.61 —
3.57 (m, J=10.1 Hz, 2H), 3.49 — 3.37 (m, 2H), 3.29 (s, 3H),

C42Hg1N3O4,

3.19 (dd, J= 9.9, 7.4 Hz, 1H), 2.98 (d, J= 9.3 Hz, 1H), 2.72

Mg: 820,119

(dd, 7= 7.2, 4.7 Hz, 1H), 2.65 — 2.60 (m, J = 6.4 Hz, 1H),

2.56 — 2.51 (m, 3H), 2.49 — 2.47 (m, 1H), 2.43 (d, J= 10.7

Hz, 2H), 2.36 (s, 4H), 2.26 (s, 4H), 2.18 (s, 3H), 2.04 — 1.81

(m, 5H), 1.74 (d, 7= 14.5 Hz, 1H), 1.62 - 1.56 (m, J = 12.3
Hz, 1H), 1.52 — 1.39 (m, J = 14.7 Hz, 7H), 1.26 — 1.22 (m, J = 5.0 Hz, 7H), 1.20 —
1.12 (m, 11H), 1.04 — 0.98 (m, 9H), 0.87 — 0.81 (m, J = 7.4 Hz, 6H). 13C-NMR: (101
MHz, CDCl3) 6 178.6, 103.1, 94.9, 83.9, 78.6, 78.3, 77.7, 77.4, 74.3, 73.5, 73.1, 70.8,
70.3, 68.8, 65.7, 65.5, 63.8, 62.2, 53.6, 51.6, 49.5, 45.2, 42.6, 41.9, 36.8, 36.5, 36.0,
35.0, 29.8, 27.6, 27.2, 26.8, 26.3, 22.1, 21.7, 21.4, 18.4, 16.5, 15.1, 11.3, 9.3, 7.5.
MS (ESI) m/z: 820.40 [M + H]*; HPLC tret = 10.1 min (Gradient B)
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2-Cyano-N-(2-(((2S,3S,4R,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
3-yl)(methyl)amino)ethyl)-N-methylacetamid (60a)

o 566 mg Cyanessigsaure (6,66 mmol, 1,1 Ag.) und 2,3 g HATU
(6,06 mmol, 1,0 Ag.) werden in 35 ml trockenem THF und 1
ml EtsN (7,27 mmol 1,2 Ag.) suspendiert und fiir 30 min bei
RT gerlihrt. 4,8 g 59a werden nun hinzugegeben und man
ruhrt flr zwei Tage bei RT, bis DC- und MS-Kontrollen die
vollstdndige Umsetzung von 59a anzeigen. Man verdiinnt mit
EtOAc, Uberfuhrt in einen Scheidetrichter und extrahiert
ErakTNOtS 67 dreimal mit 5 % Zitronensaure. Die vereinten Wasserphasen
MR: 859,112 werden durch langsame Zugabe von K>COs alkalisiert und
dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen werden Uber Na>SO4 getrocknet, einrotiert und das
Rohprodukt per Saulenchromatographie (EtOAc - EtOAc/MeOH 8:1) aufgereinigt.
Man erhalt 3,35 g (64 %) 60a als weiBen Feststoff. 1H NMR (400 MHz, DMSO) & 7.56
(s, 1H), 4.90 (s, 1H), 4.85 (s, 1H), 4.74 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 4.65 (dd, /= 16.7, 2.4
Hz, 1H), 4.41 — 4.27 (m, 3H), 4.13 — 4.02 (m, 2H), 3.98 — 3.91 (m, 1H), 3.78 — 3.63
(m, 2H), 3.58 — 3.47 (m, J = 15.0, 11.1 Hz, 2H), 3.23 (s, 4H), 3.12 - 3.00 (m, J =
16.8, 9.9 Hz, 1H), 2.97 — 2.87 (m, 2H), 2.83 (d, 7= 2.7 Hz, 1H), 2.69 (s, 6H), 2.66 —
2.61 (m, 1H), 2.52 — 2.44 (m, 3H), 2.37 (d, 7= 9.8 Hz, 1H), 2.29 — 2.17 (m, 5H), 2.08
(s, 1H), 1.98 (s, 1H), 1.94 — 1.81 (m, 2H), 1.79 - 1.26 (m, 7H), 1.21 (d, J = 2.2 Hz,
2H), 1.16 (d, 7= 6.4 Hz, 3H), 1.14 - 1.13 (m, 1H), 1.11 (s, 2H), 1.09 — 1.04 (m, 6H),
1.01 (s, 3H), 0.97 — 0.92 (m, J = 4.8 Hz, 4H), 0.87 — 0.82 (m, 4H), 0.78 (t, /= 7.4
Hz, 3H).13C-NMR (101 MHz, DMSO) 6 177.2, 162.8, 116.1, 99.6, 94.6, 82.9, 77.4, 77.1,
76.3,74.9, 73.6, 72.7, 72.3, 69.8, 68.7, 65.5, 64.8, 61.6, 59.8, 54.2, 53.7, 48.7, 45.0,
41.7,41.4, 35.6, 34.6, 30.6, 27.6, 26.1, 24.9, 24.5, 22.1, 21.6, 21.0, 20.7, 18.4, 17.6,
14.8, 14.1, 10.9, 8.8, 6.7. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fiir C43H78N4013 : 859.56382,
gemessen 859.56332; HPLC tret = 14.7 min (Gradient A)
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2-Cyano-N-(3-(((2S,3S,4R,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
3-yl)(methyl)amino)propyl)-N-methylacetamid (60b)

\N)Ok//“ 44 mg Cyanessigsaure (0,52 mmol, 1,1 Ag.), 197 mg HATU

J) (0,52 mmol, 1,1 Ag.) und 72 pl EtsN (0,52 mmol, 1,1 Aqg.)
D i werden in einem Rundkolben in 5 ml trockenem THF fiir 1 h
TN bei RT gertihrt. Dann werden 380 mg 59b (0,47 mmol, 1,0
§ ° Ag.) zugegeben und so lange geriihrt, bis DC und MS die
RPN vollstdndige Umsetzung des Edukts 59b anzeigen. Die
O Mischung wird mit ges- NaHCO3 und DCM versetzt und in
GG einen Scheidetrichter Uberfiihrt. Es wird viermal mit DCM
e 873,139 extrahiert, dann werden die vereinten organischen Phasen

Uber NaSO4 getrocknet und einrotiert. Das Rohprodukt wird

per Flash-Chromatographie aufgereinigt (EtOAc/MeOH,
automatischer Gradient). Man erhalt 340 mg (83 %) 60b als farblosen Feststoff. 'H-
NMR (400 MHz, CDCl3) & 5.09 — 5.00 (m, 1H), 4.68 (d, 7= 7.3 Hz, 1H), 4.41 (dd, J =
16.5, 7.2 Hz, 1H), 4.24 (dd, J = 13.8, 3.4 Hz, 1H), 4.06 (dt, 7= 9.3, 5.8 Hz, 1H), 3.97
- 3.76 (m, 1H), 3.69 — 3.61 (m, J = 6.9 Hz, 2H), 3.50 (s, 1H), 3.46 — 3.38 (m, J =
12.9, 6.3 Hz, 2H), 3.32 (d, J= 3.7 Hz, 3H), 3.29 — 3.24 (m, J = 9.2 Hz, 1H), 3.07 -
3.00 (m, 3H), 2.92 (s, 2H), 2.82 = 2.72 (m, J= 8.3 Hz, 3H), 2.59 — 2.51 (m, 2H), 2.48
(t, 7= 6.1 Hz, 1H), 2.35 (bs, 3H), 2.33 —2.30 (m, 7= 5.0 Hz, 1H), 2.30 — 2.27 (m, J
= 5.7 Hz, 2H), 2.24 (s, 2H), 2.01 (d, J = 18.7 Hz, 2H), 1.88 (ddd, 7 = 14.2, 7.6, 2.1
Hz, 1H), 1.82 — 1.72 (m, J= 16.3, 10.2 Hz, 3H), 1.69 — 1.62 (m, 1H), 1.57 (dd, J =
15.1, 4.8 Hz, 1H), 1.53 - 1.45 (m, 1H), 1.42 (s, 6H), 1.32 — 1.29 (m, J= 6.6 Hz, 7H),
1.24 (s, 3H), 1.22 -1.19(m, J= 7.7, 4.3 Hz, 7H), 1.11 (d, J= 5.2 Hz, 2H), 1.08 (s,
3H), 1.02 (dd, 7= 12.2, 7.5 Hz, 3H), 0.93 — 0.87 (m, J= 14.7, 7.3 Hz, 6H). 13C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 177.3, 164.6, 151.9, 134.4, 129.3, 124.9, 121.1, 116.2, 94.5,
77.4,76.9, 73.5, 72.4, 65.6, 65.0, 54.1, 53.5, 48.7, 47.3, 45.8, 44.9, 41.6, 37.0, 36.1,
35.3, 34.5, 33.2, 30.4, 29.9, 25.0, 24.5, 21.7, 20.9, 20.7, 18.4, 17.4, 14.8, 10.9, 8.7,
8.5, 7.3. MS (ESI) m/z: 873.80 [M + H]*; HPLC tret = 11.9 min (Gradient B).
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2-Cyano-N-(4-(((2S,3S,4R,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
3-yl)(methyl)amino)butyl)-N-methylacetamid (60c)

\
N n
HO%OH ‘
‘o‘ o) ., y
o

N~ Man Iost 26 mg Cyanessigsaure (0,31 mmol, 1,05 Aq.), 117
© mg HATU (0,31 mmol, 1,05 Aq.) und 43 pl EtsN (0,31 mmol,

"y 1,05 Ag.) in 5 ml trockenem THF und riihrt fiir 30 min bei RT.

o OWO? AnschlieBend gibt man 240 mg 59c¢ (0,29 mmol, 1,0 Aq.)
o hinzu und rihrt bei RT, bis DC- und MS-Kontrollen die
NS vollstdndige Umsetzung anzeigen. Sollte die Reaktion ins
O Stocken  geraten, wird  gegebenenfalls  weitere
e te Cyanessigsaure nach obiger Methode aktiviert und zum

Ansatz gegeben. Nach vollstandiger Umsetzung wird die

Lésung aufkonzentriert, in einen Scheidetrichter Uberflihrt

und mit ges. NaHCOs und DCM versetzt. Man extrahiert
viermal mit DCM, trocknet tiber Na>SO4 und rotiert ein. Das Rohprodukt wird per Flash-
Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient) aufgereinigt. Man erhalt 235
mg (90 %) 60c als beigen Feststoff. 'H-NMR: (400 MHz, CDCl3) 6 8.22 (bs, 1H), 4.99
—4.90 (m, 2H), 4.63 (d, J= 9.6 Hz, 1H), 4.31 — 4.24 (m, 1H), 4.12 — 4.04 (m, 1H),
3.99 - 3.92 (m, 1H), 3.90 — 3.84 (m, 1H), 3.60 — 3.56 (m, 1H), 3.52 (d, 7= 8.3 Hz,
3H), 3.46 - 3.41 (m, J= 9.6, 7.0, 3.5 Hz, 2H), 3.27 (s, 3H), 3.03 - 2.97 (m, 3H), 2.93
—2.90 (m, 1H), 2.83 — 2.67 (m, 6H), 2.58 — 2.53 (m, 1H), 2.48 (s, 3H), 2.29 (s, 4H),
2.09-1.74 (m, 6H), 1.64 - 1.37 (m, J= 65.4, 17.3 Hz, 8H), 1.33 - 1.25 (m, 7H), 1.18
—1.13 (m, 11H), 1.03 (s, 6H), 0.90 — 0.81 (m, J = 14.5 Hz, 9H). 13C-NMR: (101 MHz,
CDCls3) 6 178.6, 161.8, 114.4, 114.3, 100.5, 100.4, 95.3, 85.7, 85.5, 78.6, 78.1, 77.5,
77.5,74.9,74.4, 73.7, 73.7, 73.0, 70.5, 70.1, 66.2, 65.8, 65.7, 63.8, 63.4, 62.2, 56.9,
56.6, 50.7, 49.4, 48.5, 45.5, 43.0, 41.6, 40.4, 40.3, 38.6, 37.0, 36.8, 36.5, 35.9, 35.0,
33.8, 27.7,26.7, 25.9, 25.5, 25.3, 24.7, 24.5, 22.2, 22.1, 21.7, 21.6, 21.1, 18.4, 16.4,
15.5, 15.3, 11.2, 9.5, 7.5. MS (ESI) m/z: 887.60 [M + H]*; HPLC tiet = 14.3 min
(Gradient B)
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2-Cyano-N-(2-(((2S,3R,4S,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-3-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
4-yl)(methyl)amino)ethyl)-N-methylacetamid (60d)

N T o 36 mg Cyanessigsaure (0,42 mmol, 1,05 Ag.) und 161 mg
Hg\%w OH ;“ HATU (0,42 mmol, 1,05 Ag.) werden in 7 ml trockenem THF
o e 2 und 59 pl EtsN (0,42 mmol 1,05 Aq.) suspendiert und fiir 30
oY o 1?’ min bei RT gerihrt. 320 mg 59d werden nun hinzugegeben
fi}o und man rahrt Gber Nacht bei RT, bis DC- und MS-Kontrollen
T die vollstdndige Umsetzung von 59d anzeigen.
N Gegebenenfalls werden zu diesem Zweck weitere 0,5 Aq.

Me: 859,112 Hinzugegeben, sollte die Reaktion ins Stocken geraten. Man

konzentriert die Losung auf und dberfiihrt in einen

Scheidetrichter. Nach Zugabe von DCM und ges. NaHCO3 wird

viermal mit DCM extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen werden Uber Na;SO4 getrocknet, einrotiert und das Rohprodukt per Flash-
Chromatographie (Cyclohexan/Aceton, automatischer Gradient) aufgereinigt. Man
erhalt 167 mg (48 %) 60d als weiBgelben Feststoff. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.10
(bs, 1H), 4.97 — 4.86 (m, 1H), 4.58 (d, 7= 9.9 Hz, 1H), 4.38 — 4.27 (m, 1H), 4.20 —
4.13 (m, J= 15.9 Hz, 1H), 4.04 — 3.97 (m, 1H), 3.94 — 3.85 (m, 1H), 3.59 — 3.54 (m,
2H), 3.51 (s, 1H), 3.46 — 3.40 (m, 4H), 3.31 (s, 3H), 3.26 (s, 3H), 3.21 —3.14 (m, 1H),
3.04 — 3.00 (m, 1H), 2.90 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 2.85 (s, 1H), 2.78 — 2.60 (m, 3H), 2.51
—2.39 (m, 3H), 2.26 (s, 6H), 2.01 —1.71 (m, J= 35.2, 29.3, 13.3 Hz, 5H), 1.58 (d, J
= 11.6 Hz, 1H), 1.49 (d, 7= 14.3 Hz, 1H), 1.45 - 1.36 (m, J = 3.6 Hz, 1H), 1.25 -
1.22 (m, 6H), 1.16 (d, 7= 12.5 Hz, 9H), 1.08 — 1.05 (m, 5H), 1.02 — 0.99 (m, 5H),
0.98 —0.91 (m, 3H), 0.86 — 0.79 (m, J= 12.5, 4.5 Hz, 6H).13C-NMR: (101 MHz, CDCl3)
0178.3,178.1, 162.8, 162.1, 114.9, 114.0, 103.4, 103.1, 95.5, 95.3, 85.3, 84.5, 79.3,
78.9, 78.1, 78.0, 77.7, 77.6, 77.3, 76.8, 76.0, 75.9, 74.9, 74.8, 74.4, 74.3, 73.6, 73.5,
73.0,72.2,71.4,70.1, 68.5, 68.5, 65.6, 65.6, 65.4, 62.0, 62.0, 59.0, 56.6, 56.5, 52.2,
50.8, 50.1,49.4, 47.2, 45.1, 42.6, 42.5, 41.2, 40.9, 37.9, 37.4, 36.7, 36.5, 35.0, 34.2,
32.4,31.0, 27.3, 27.2, 26.7, 25.1, 24.8, 21.9, 21.9, 21.6, 21.3, 21.1, 18.4, 17.1, 16.9,
16.4, 16.2, 15.5, 15.3, 11.1, 9.7, 9.4, 7.5. MS (ESI) m/z: 859.60 [M + H]*; HPLC tret
= 14.5 min (Gradient B)



250 6 Experimenteller Teil

2-Cyano-N-(4-(((2S,3R,4S,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-3-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
4-yl)(methyl)amino)butyl)-N-methylacetamid (60e)

61 mg Cyanessigsaure (0,72 mmol, 1,05 Aq.) und 274 mg
o 0 HATU (0,72 mmol, 1,05 Ag.) werden in 11 ml trockenem THF

?’N‘JV und 100 pl EtsN (0,72 mmol 1,05 Aq.) suspendiert und fiir 30
) min bei RT geriihrt. 560 mg 59e werden nun hinzugegeben
R und man rihrt flr 3 Tage bei RT, bis DC- und MS-Kontrollen

die vollstindige Umsetzung von 59e anzeigen. Man

konzentriert die Losung auf und Uberflihrt in einen

Scheidetrichter. Nach Zugabe von DCM und ges. NaHCOs wird

viermal mit DCM extrahiert. Die vereinten organischen

Phasen werden Uber Na,SO4 getrocknet, einrotiert und das

Rohprodukt per Flash-Chromatographie (EtOAc/MeCOH,
automatischer Gradient) aufgereinigt. Man erhalt 123 mg (20 %) 60e als weifen
Feststoff. 'H NMR (400 MHz, CDCl3)  8.06 (bs, 1H), 5.00 — 4.95 (m, J = 4.4 Hz, 1H),
4.61 (d, 7= 10.0 Hz, 1H), 4.43 — 4.38 (m, 1H), 4.26 — 4.21 (m, 1H), 4.07 — 3.90 (m,
2H), 3.61 (d, J= 5.8 Hz, 2H), 3.55 (s, 1H), 3.50 (s, 1H), 3.43 (dd, 7 = 14.0, 7.0 Hz,
3H), 3.38 — 3.35 (m, J= 5.5 Hz, 1H), 3.28 (s, 3H), 3.23 — 3.18 (m, 1H), 3.01 — 2.98
(m, 2H), 2.91 (s, 1H), 2.77 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 2.70 — 2.62 (m, J= 6.5 Hz, 1H), 2.58
—2.49 (m, 1H), 2.47 — 2.41 (m, J= 11.5 Hz, 2H), 2.32 (s, 1H), 2.29 (s, 4H), 2.21 (d,
J=10.8 Hz, 3H), 2.05 -1.90 (m, J = 26.6, 15.0 Hz, 3H), 1.87 — 1.80 (m, J = 13.6,
7.3 Hz, 1H), 1.77 (d, J= 14.7 Hz, 1H), 1.65 - 1.37 (m, 8H), 1.30 — 1.25 (m, 7H), 1.20
-1.15(m, J= 14.3, 8.1 Hz, 11H), 1.07 - 0.99 (m, J= 16.6, 7.9 Hz, 9H), 0.89 — 0.82
(m, J= 13.2, 6.5 Hz, 6H). 13C-NMR (101 MHz, CDCl3) 6 178.5, 161.7, 114.3, 114.1,
103.2, 103.1, 95.4, 95.3, 84.5, 84.1, 79.0, 78.9, 78.2, 78.2, 77.8, 77.7, 74.9, 74.5,
73.7,73.6,73.1,73.0,71.2,71.0, 70.1, 68.8, 65.8, 65.7, 65.4, 62.1, 53.0, 52.6, 50.6,
49.5, 48.4,45.1,42.7,41.3,41.2,37.2, 37.0, 36.6, 35.9, 35.1, 33.9, 30.32, 30.1, 27 .4,
26.9, 25.8, 25.5, 25.3, 24.7, 24.7, 22.0, 21.7, 21.4, 21.4, 21.2, 18.5, 16.4, 15.5, 15.4,
15.3, 11.2, 9.5, 9.4, 7.7. MS (ESI) m/z: 887.53 [M + H]*; HPLC tiet = 12.4 min
(Gradient B)
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Benzyl-(2-((2-(((2S,3S,4R,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
3-yl)(methyl)amino)ethyl)(methyl)amino)-2-oxoethyl)(methyl)carbamat
(61)

579 mg Z-SarOH (2,59 mmol, 1,05 Aqg.), 986 mg HATU (2,59
mmol, 1,05 Ag.) und 361 pl EtsN (2,59 mmol, 1,05 Ag.)
werden in 13 ml trockenem THF geldst und flr 1 h bei RT
geriihrt. Dann werden 1,96 g 59a (2,47 mmol, 1,0 Aq.)
zugegeben und Uber Nacht bei RT weitergeruhrt. Die Losung
wird aufkonzentriert, in einen Scheidetrichter Uberfiihrt, mit
ges. NaHCOs und DCM versetzt und mehrmals mit DCM
Lot extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden Uber
My: 997278 Na2S0s4 getrocknet, einrotiert und das Rohprodukt per Flash-
Chromatographie aufgereinigt (EtOAc/MeOH, automatischer
Gradient). Man erhalt 1,81 g (73 %) 61 als beigen Schaum.
IH-NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.33 — 7.25 (m, 5H), 5.11 — 5.04 (m, J = 4.7 Hz, 3H),
4.96 -4.88 (m, J= 15.1, 4.4 Hz, 1H), 4.67 (dd, 7= 9.9, 2.1 Hz, 1H), 4.32 - 4.27 (m,
J= 1.4 Hz, 1H), 4.09 — 4.04 (m, J= 9.9, 4.6 Hz, 2H), 4.02 (d, J= 4.2 Hz, 1H), 3.94
-3.82 (m, J= 12.5, 9.1 Hz, 2H), 3.80 — 3.72 (m, 1H), 3.64 — 3.56 (m, 2H), 3.31 -
3.26 (m, 3H), 3.22 (s, 1H), 3.16 — 3.01 (m, 2H), 2.99 — 2.95 (m, J= 7.4 Hz, 5H), 2.91
(s, 1H), 2.89 (d, J= 5.4 Hz, 1H), 2.71 - 2.61 (m, J= 6.9, 4.1 Hz, 3H), 2.55 (d, 7=
4.4 Hz, 2H), 2.53 — 2.49 (m, J= 12.7 Hz, 1H), 2.47 — 2.41 (m, J= 9.3 Hz, 1H), 2.31
(s, 1H), 2.29 (s, 3H), 2.03 - 1.97 (m, J= 9.7 Hz, 2H), 1.92 - 1.82 (m, 2H), 1.76 (dd,
J=14.6, 6.8 Hz, 1H), 1.58 — 1.51 (m, J = 6.2 Hz, 2H), 1.50 — 1.38 (m, 2H), 1.33 -
1.27 (m, 6H), 1.21 (t, J= 7.1 Hz, 2H), 1.17 (d, J= 2.9 Hz, 3H), 1.14 (d, 7= 5.8 Hz,
5H), 1.07 - 1.02 (m, J= 9.0 Hz, 6H), 0.92 — 0.82 (m, J = 14.9, 7.5 Hz, 9H). 13C-NMR
(101 MHz, CDCl3) 6 178.7, 168.4, 168.1, 157.0, 136.7, 128.5, 128.0, 127.7, 100.4,
95.0,94.9, 78.2,77.9,74.3, 74.1, 74.0, 73.8, 72.9, 72.8, 71.1, 70.6, 70.1, 67.4, 67.2,
66.3, 65.7, 64.5, 62.6, 60.4, 54.9, 51.0, 50.5, 49.3, 48.5, 47.0, 45.6, 42.9, 42.2, 42.1,
41.8, 40.8, 38.6, 37.0, 36.3, 35.7, 35.5, 35.2, 34.8, 34.0, 27.7, 26.7, 22.2, 21.7, 21.6,
21.3, 21.0, 18.3, 16.3, 15.0, 14.9, 14.2, 11.2, 9.2, 9.0, 7.4. MS (ESI) m/z: 997.87 [M
+ H]*; HPLC tret = 14.3 min (Gradient B).
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N-(2-(((2S,3S,4R,6R)-2-(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-
Ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-
dimethyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-
oxo0-1-oxa-6-azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-
methyltetrahydro-2H-pyran-3-yl)(methyl)amino)ethyl)-N-methyl-2-
(methylamino)acetamid (62)

“NH 1,5 g 61 (1,5 mmol, 1,0 Ag.) werden in 45 ml EtOAc geldst

N Oﬁ) und bei RT geriihrt. Der Rundkolben wird mit einem Septum
How Ao OH/Nj verschlossen und der Ansatz wird mit Argon aufgesattigt und
T T 150 mg Palladium auf Kohle (3 %) zugefugt. Nach erneuter

0 «oH  Sattigung mit Argon wird Wasserstoff zugegeben und Uber
o Nacht gerthrt. Verbliebener Wasserstoff wird durch erneutes

o Einleiten von  Argon ersetzt, dann wird die
RENGEaN Reaktionsmischung Uber Celite filtriert. Nach Detektion von

OH Verunreinigungen im Filtrat wird dieses per Flash-
CasHaoN4O1s Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)
R aufgereinigt. Man erhdlt 630 mg (49 %) 62 als weiBen

Feststoff. 'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 4.98 (t, J = 5.2 Hz,

1H), 4.95 — 4.92 (m, 1H), 4.65 (d, 7= 9.1 Hz, 1H), 4.29 (d,
J=5.0 Hz, 1H), 4.12 — 3.95 (m, 2H), 3.92 — 3.83 (m, 2H), 3.66 — 3.56 (m, 3H), 3.41
(d, 7= 6.8 Hz, 1H), 3.39 (s, 1H), 3.33 (d, 7= 2.1 Hz, 1H), 3.28 (d, J= 3.5 Hz, 3H),
3.25-3.11 (m, 3H), 2.96 (dd, 7= 9.3, 4.2 Hz, 1H), 2.92 (d, J= 2.4 Hz, 3H), 2.87 —
2.79 (m, 1H), 2.72 (dd, J = 14.4, 7.2 Hz, 3H), 2.67 — 2.59 (m, 2H), 2.53 (d, 7= 8.3
Hz, 3H), 2.48 (d, 7= 10.6 Hz, 1H), 2.39 (d, J= 4.2 Hz, 3H), 2.30 (s, 1H), 2.28 (s, 3H),
2.03-1.94 (m, 2H), 1.89 - 1.81 (m, 2H), 1.76 (dd, 7= 14.5, 5.9 Hz, 1H), 1.60 — 1.39
(m, 4H), 1.30 (s, 3H), 1.26 (d, J= 6.2 Hz, 3H), 1.24-1.19 (m, 1H), 1.17 (s, 3H), 1.15
(s, 2H), 1.14 (s, 3H), 1.13 - 1.11 (m, 2H), 1.07 — 1.00 (m, 6H), 0.91 — 0.82 (m, 9H).
13C-NMR (101 MHz, CDCl3) d 178.6, 178.5, 170.8, 170.6, 100.5, 100.4, 95.4, 95.3,
85.8, 85.3, 78.6, 78.4, 78.2, 78.1, 74.4, 73.7, 73.6, 73.0, 72.9, 70.7, 70.5, 70.2, 66.4,
66.3, 65.8, 65.7, 64.8, 64.1, 63.4, 62.4, 54.6, 54.5, 52.3, 51.7, 49.4, 48.4, 46.7, 46.2,
45.5,43.1, 42.0, 41.7, 41.6, 41.0, 36.8, 36.6, 36.5, 35.1, 34.9, 34.0, 27.7, 26.8, 25.5,
25.3, 22.3, 22.2, 21.8, 21.6, 21.3, 21.2, 18.4, 18.4, 16.4, 15.4, 15.3, 11.2, 10.5, 9.5,
9.4, 7.6. MS (ESI) m/z: 863.62 [M + H]*; HPLC tret = 10.1 min (Gradient B).
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2-Cyano-N-(2-((2-(((2S,3S,4R,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
3-yl)(methyl)amino)ethyl)(methyl)amino)-2-oxoethyl)-N-methylacetamid

(63)

(o}
\NJ'K/CN

OH

CaeHg3Ns014
exakte Masse: 929,594
Mg: 930,191

53 mg Cyanessigsaure (0,62 mmol, 1,0 Aq.), 247 mg HATU
(0,65 mmol, 1,05 Ag.) und 91 pl EtsN (0,65 mmol, 1,05 Ag.)
werden in 8 ml trockenem THF gel6st und fur 20 min bei RT
geriihrt. Dann werden 535 mg 62 (0,62 mmol, 1,0 Ag.) in
einem geringen Volumen trockenem THF gel6st, dem Ansatz
zugefiigt und es wird liber Nacht bei RT gerihrt. Die Lésung
wird aufkonzentriert, in einen Scheidetrichter iberfiihrt und
mit halbges. NaHCO3 und DCM versetzt. Man extrahiert
viermal mit DCM und trocknet die vereinten organischen
Phasen Uber Na>SO4. Nach Einrotieren des Ldsemittels ist
keine weitere Aufreinigung mehr nétig. Man erhalt 460 mg
(80 %) 63 als weiBen Feststoff. H-NMR (400 MHz, CDCl3) o

5.06 —4.99 (m, 1H), 4.93 (dd, 7= 10.9, 2.3 Hz, 1H), 4.66 (d, 7= 9.7 Hz, 1H), 4.31 —
4.25 (m, 1H), 4.15 - 4.01 (m, J= 15.3, 14.0, 7.2 Hz, 2H), 3.94 — 3.84 (m, 2H), 3.67
— 3.54 (m, 4H), 3.51 — 3.43 (m, 1H), 3.29 (d, 7= 6.3 Hz, 3H), 3.25-3.11 (m, J =
18.5, 16.3, 4.8 Hz, 2H), 3.07 (d, 7= 6.3 Hz, 3H), 3.01 — 2.96 (m, 3H), 2.95-2.90 (m,
3H), 2.73 - 2.66 (m, J= 12.5, 7.0 Hz, 2H), 2.65 — 2.60 (m, J = 8.7 Hz, 1H), 2.59 —
2.56 (m, J= 5.8 Hz, 1H), 2.53 (d, J= 7.2 Hz, 3H), 2.37 — 2.32 (m, 1H), 2.29 (s, 3H),
2.10-1.93 (m, J= 26.0, 13.9 Hz, 2H), 1.91 - 1.80 (m, 2H), 1.78 = 1.70 (m, J= 14.2,
7.0 Hz, 1H), 1.60 — 1.40 (m, 4H), 1.31 (s, 3H), 1.27 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.23 - 1.20
(m, 1H), 1.18 - 1.11 (m, 9H), 1.09 — 1.02 (m, 6H), 0.92 - 0.81 (m, J= 11.6, 7.4 Hz,
9H). 13C-NMR (101 MHz, CDCl3) & 178.7, 167.3, 166.9, 165.8, 163.4, 162.9, 125.5,
114.0, 113.9, 100.6, 100.4, 95.3, 95.1, 85.6, 84.8, 78.2, 78.1, 74.4, 73.8, 73.7, 72.9,
72.8,71.0, 70.5, 70.0, 66.5, 66.4, 65.8, 65.7, 64.9, 63.5, 62.5, 54.9, 54.5, 50.1, 49.7,
49.4, 49.4, 48.7, 47.2, 45.5, 43.0, 42.0, 41.9, 41.7, 40.7, 38.65, 37.49, 37.44, 36.87,
36.54, 35.48, 34.96, 34.18, 31.29, 30.41, 27.66, 26.68, 25.1, 22.3, 22.2, 21.7, 21.6,
21.2,18.4, 18.3, 16.4, 15.3, 15.2, 11.2, 9.4, 9.3, 7.6. MS (ESI) m/z: 930.73 [M + H]*;
HPLC tret = 12.1 min (Gradient B).
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2-Chloro-N-(3-(((2S,3S,4R,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
3-yl)(methyl)amino)propyl)-N-methylacetamid (64)

1,0 g 59b (1,24 mmol, 1,0 Aq.) und 173 pl Et3N (1,24 mmol,
1,0 Ag.) werden in 25 ml DCM gelést und im Eisbad gekiihlt.
Man gibt 99 pl Chloressigsaurechlorid (1,24 mmol, 1,0 Aq.)
hinzu und rihrt, wahrend der Ansatz langsam RT erreicht.
Nach Anzeige der vollstdndigen Umsetzung von 59b durch
Reaktionskontrollen wird mit DCM verdlinnt, in einen
Scheidetrichter Gberflhrt und mit ges. NaCl gewaschen. Die
organische Phase wird Uber Na>SOs getrocknet und

OH

Ca3HgoCIN3O45 einrotiert. Das Rohprodukt wird per Flash-Chromatographie
gy (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient) aufgereinigt. Man

erhalt 835 mg (76 %) 64 als Feststoff. H-NMR: (400 MHz,

CDCI3) 8 5.40 (s, 1H), 5.07 = 5.03 (m, 1H), 4.96 — 4.84 (m,
2H), 4.72 (d, 7= 10.2 Hz, 1H), 4.36 (dd, J = 14.1, 3.1 Hz, 1H), 4.26 — 4.23 (m, 1H),
4.06 (dt, 7= 11.0, 5.5 Hz, 3H), 4.01 - 3.95 (m, J= 13.8, 6.8 Hz, 1H), 3.72 - 3.68 (m,
1H), 3.60 — 3.54 (m, 2H), 3.38 (s, 1H), 3.33 — 3.31 (m, J= 3.4 Hz, 2H), 3.29 (s, 2H),
3.05 -3.02 (m, J= 6.7 Hz, 3H), 3.00 (s, 1H), 2.69 — 2.61 (m, J= 7.2, 4.3 Hz, 3H),
2.55-2.47 (m, 2H), 2.31 (s, 1H), 2.28 (s, 3H), 2.04 — 2.02 (m, J= 4.5 Hz, 1H), 2.00
(s, 2H), 1.89 - 1.83 (m, J = 8.3, 5.8 Hz, 2H), 1.77 — 1.63 (m, 2H), 1.58 — 1.37 (m,
5H), 1.31 -1.26 (m, 7H), 1.23 - 1.19 (m, J= 8.5, 2.7 Hz, 6H), 1.18 — 1.14 (m, 6H),
1.09 - 1.05 (m, J= 6.5 Hz, 3H), 1.04 — 1.00 (m, 3H), 0.94 - 0.87 (m, J= 18.0, 7.1
Hz, 6H), 0.87 — 0.81 (m, J = 7.3 Hz, 5H). 13C-NMR (101 MHz, CDCl3) & 178.5, 163.3,
98.5,95.1, 87.8, 78.2, 77.7, 74.5, 73.1, 72.5, 69.9, 68.1, 66.5, 63.2, 62.5, 60.4, 51.1,
49.5, 48.6, 47.7, 45.6, 43.7, 41.7, 36.6, 36.3, 36.2, 35.8, 34.9, 28.2, 28.1, 26.8, 22.4,
21.7,21.5,21.2, 21.0, 18.4, 16.6, 15.1, 14.2, 11.2, 9.9, 7.9. MS (ESI) m/z: 882.67 [M
+ H]*: HPLC tret = 12.6 min (Gradient B)

Ethyl bicyclo[3.1.0]hexan-6-carboxylat (67)

o) In einem mit Septum verschlossenen Dreihalskolben werden
o>_<> 7,54 ml Cyclopenten (82,4 mmol, 1,2 Ag.) und 30 mg

/- Rhodium(II)acetat (69 umol, 0,001 Ag.) in 66 ml trockenem
CoH140, DCM gel6st und der Kolben unter gelindem Gasfluss mit Argon
Exakte Masse: 154,000  9gesattigt. 8,3 ml Ethyldiazoacetat (Losung mit 13 % DCM, 69
MR: 154,209 mmol, 1,0 Ag.) werden 1:2 mit trockenem DCM verdinnt und

Uber mehrere Stunden bei RT zugetropft. Der Farbton der

Lésung verfarbt sich dabei zunehmend von griin nach gelb.

Nach Zugabe von ca. der Halfte des Volumens werden ggf.

erneut 10 mg Rhodium(II)acetat zugeftihrt. Nach vollstandiger

Zugabe wird Uber Nacht gerihrt. Man filtriert Gber Celite und
wascht mit Pentan, dann wird das Filtrat vorsichtig aufkonzentriert. Das Rohprodukt
wird im Kugelrohr destilliert. Man erhalt 9,5 g (90 %) 67 (cis/trans Gemisch) als klares,
schwach gefarbtes Ol mit characteristischem Geruch.
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Bicyclo[3.1.0]hexan-6-carbonsadure (68)

(0] :\/
HO
C7H100;

Exakte Masse: 126,068
MR: 126,155

7,64 g 67 (49,5 mmol, 1,0 Ag.) werden in 79 ml 7 %iger
ethanolischer KOH (99 mmol, 2,0 Ag.) geldst und unter
Refluxbedingungen Uber Nacht gerlihrt. Man rotiert das
Losemittel ab und nimmt den éligen Riickstand in Wasser auf.
Die wassrige Losung wird in einen Scheidetrichter Uberfiihrt
und zweimal mit Ether gereinigt. AnschlieBend wird die
Wasserphase mit 4 N HCl angesauert, es kommt zur Triibung
und Ausbildung eines feinen Niederschlags. Man extrahiert
viermal mit Ether und wascht die vereinten Etherphasen
einmal mit angesduerter ges. NaCl. AnschlieBend wird gdf.
filtriert und der Ether einrotiert. Man erhalt 5,74 g (91 %) 68

als braunes, unangenehm riechendes Ol.

Bicyclo[3.1.0]hexan-6-carboxamid (69)

OS ()
H,N

Exakte Masse: 125,084
MR: 125,171

1,54 g 68 (12,2 mmol, 1,0 Ag.) und 2,18 g Carbonyldiimidazol
(13,4 mmol, 1,1 Ag.) werden mit 15 ml DMF versetzt und fiir
ca. 1,5 h bei RT gerlhrt, wobei Gasentwicklung beobachtet
wird. Der Ansatz wird im Eisbad auf ca. 0 °C gekiihlt und man
gibt 3,55 ml konz. NH3 hinzu, dann wird tUber Nacht gerthrt.
AnschlieBend wird die Ldsung in einen Scheidetrichter
uberfihrt und mit EtOAc sowie 10 % Zitronensaurelésung
versetzt. Die organische Phase wird mit H,O gewaschen, dann
Uber Na S04 getrocknet und einrotiert. Das braun gefarbte
Rohprodukt wird mit Ether verrieben und der Ether
abdekantiert. Dann wird in Wasser und wenig EtOH

umkristallisiert. Man erhélt 530 mg (35 %) 69 als farblose Nadeln. H-NMR: (400 MHz,
CDCl3) 6 3.56 (d, 7= 11.9 Hz, 1H), 1.76 — 1.61 (m, J= 10.5 Hz, 5H), 1.57 — 1.43 (m,
J=12.7, 6.9 Hz, 1H), 1.16 (d, J= 11.3 Hz, 1H), 1.06 — 0.89 (m, 1H). 13C-NMR: (101
MHz, CDCl3) d 176.9, 27.9, 27.2, 22.5, 20.3. MS (ESI) m/z: 126.27 [M + H]*; (trans
konfigurierte Kristalle aus EtOH/H20)
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Bicyclo[3.1.0]hexan-6-amin (70)

H N<> Vorschrift A (Hofmann-Umlagerung aus 69): 280 mg 69 (2,2
2 mmol, 1,0 Aq.) werden in 3 ml H20 gelost und bei 0-5 °C
gerthrt. 358 pl 50 % NaOH (4,4 mmol, 2,0 Ag.) werden

CeHi1N portionsweise zugeflihrt und die Temperatur auf ca. 15 °C
Exakte Masse: 97,089 eingestellt. Unter Einbehaltung der Temperatur werden nun
MR: 97,161 2,38 ml NaClO (7,3 % in H20, 2,2 mmol, 1,0 Ag.) tropfenweise

zugegebenund man ruhrt flr 20 min. Das Reaktionsgefal3 wird

mit einem Ruickflusskiihler versetzt und flr ca. 5 min auf 60 °C

erhitzt, woraufhin MS-Kontrollen die Umsetzung zum Produkt

anzeigen. Das Rohprodukt wird durch Wasserdampfdestillation

aufgereinigt, die Vorlage wird hierbei mit HCl angesauert. Nach
Einrotieren der Vorlage erhadlt man 92 mg (31 %) 70-HCI als Feststoff.

Vorschrift B (Curtius-Umlagerung aus 68): 5,74 g 68 (45,5 mmol, 1,0 Ag.) werden im
Eisbad in 9,4 ml H,0 und 18 ml Aceton gel6st. Man l6st 7,6 ml EtsN (54,6 mmol, 1,2
Ag.) in 83 ml Aceton und gibt die Losung portionsweise zum gekiihlten Ansatz.
AnschlieBend 16st man 4,23 ml Chlorameisensduremethylester (54,6 mmol, 1,2 Ag.) in
32 ml Aceton und gibt diese Lésung ebenfalls portionsweise dazu. Es wird fiir ca. 30
min bei 0 °C gerlhrt. Zum Ansatz gibt man nun langsam eine Ldosung aus 4,44 g
Natriumazid (68,3 mmol, 1,5 Ag.) in 18 ml H,0 und riihrt nach vollsténdiger Zugabe
noch weitere 60 min im Eisbad. Der Ansatz wird in einen Scheidetrichter tiberfihrt, mit
H>O und Toluol versetzt und viermal mit Toluol extrahiert. Man wascht die vereinten
organischen Phasen mit H>O, trocknet liber Na;SO4 und konzentriert die Losung auf
ein kleines Restvolumen auf. Diese wird vorsichtig in einen auf 100 °C vorgeheizten,
mit Rickflusskiihler versehenen Dreihalskolben eingetropft und nach vollstandiger
Zugabe fir 30 min in der Hitze gerlihrt. Man lasst die Lésung wieder abkiihlen, gibt
portionsweise 14,5 ml konz. HCl hinzu und rihrt Gber Nacht. Die Wasserphase wird
abgetrennt, einmal mit Pentan gewaschen und zur Trockne eingeengt. Den
entstandenen Feststoff versetzt man mit 10 % KOH, Gberflihrt in einen Scheidetrichter
und extrahiert viermal mit n-Pentan. Die vereinten organischen Phasen werden mit
ges. NaCl gewaschen, Uber Na,SO4 getrocknet und vorsichtig aufkonzentriert. Das
erhaltene Rohprodukt wird im Kugelrohr destillativ aufgereinigt. Man erhalt 2,1 g (47
%) 70 als farbloses Ol mit characteristischem Geruch. MS (ESI) m/z: 98.2 [M + H]*
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1-Methylcyclohexan-1-amin (71)

Generierung des NCl3: 270,4 g (1,89 mol) Calciumhypochlorit
werden in einem mit KPG-Rlhrer, Innenthermometer und
Tropftrichter ausgestatteten Dreihalskolben in 600 ml H20 und
900 ml DCM geriihrt. Uber ein Trockeneis-Acetonbad wird die
C7HqsN Innentemperatur bei 0-10 °C gehalten. 66,1 g NH4Cl (1,23
exakte Masse: 113,120 mgl) werden in 450 ml Wasser und 150 ml konz. HCl geldst
Mr: 113,204 und (ber den Tropftrichter im Verlauf einer Stunde
zugegeben. Man beobachtet schwache Gasentwicklung und
eine Gelbfarbung des Ansatzes. Nach vollendeter Zugabe wird
fur 20 min weiter gerlihrt, dann werden beide Phasen in einen
Scheidetrichter Uberfiihrt, die organische Phase dreimal mit
kaltem H,O gewaschen und Uber Na,SO4 getrocknet.

NH,

Aminierung: 197 g Methylcyclohexan (2,0 mol) und 106,2 g AlCI3 (0,8 mol) werden in
einem mit KPG-Riihrer, Anschiitz-Aufsatz mit Innenthermometer und Kihlwendel
sowie einem Tropftrichter ausgestatteten Dreihalskolben vorgelegt. Das
ReaktionsgefaB wird mit Argon gesattigt und die Innentemperatur bei -5 bis 5 °C
gehalten. 300 ml der im vorigen Schritt erhaltenen NClz3-Losung werden 1:1 mit DCM
verdinnt und Utber den Verlauf von 2 h langsam zugetropft, wobei es zur Braunfarbung
des Reaktionsansatzes kommt. Nach vollstandiger Zugabe wird flir 20 min unter
Einhaltung der Temperatur weiter geriihrt. AnschlieBend wird der Ansatz auf ca. 900
g Eis und 50 ml konz. HCI gegossen und kraftig gerlihrt. Es kommt zur Verdunklung
zu Blau- bis Schwarztdnen. Der Ansatz kann nun Uber Nacht gelagert wreden. Die
Phasen werden in einen Scheidetrichter Uberfihrt und die organische Phase
abgetrennt. Diese wird nun dreimal mit je 100 ml 5 %iger HCl extrahiert. Die
vereinigten wassrigen Phasen werden zur Entfernung nicht-basischer organischer
Verunreinigungen mit Ether gewaschen, bis die verworfene Etherphase farblos wird.
AnschlieBend wird die wassrige Phase unter Kihlung (1) mit 50 % NaOH Ldsung
versetzt. Es wird in einen Scheidetrichter Uberflihrt und dreimal mit je 125 ml Ether
ausgeschittelt, dann werden die vereinten Etherphasen Uber Na>SO4 getrocknet und
der Ether vorsichtig in gelindem Vakuum einrotiert. Zurlick bleibt eine
bernsteinfarbene, klare Flissigkeit, die per Vakuumdestillation aufgereinigt wird. Man
erhalt 18,75 g 71 als farbloses Ol. H-NMR (300 MHz, CDCl5) & 1.45 — 1.18 (m, 10H),
0.95 (s, 3H). 13C-NMR (75 MHz, CDCIl3) & 48.5, 40.7, 29.5, 25.8, 22.7. MS (ESI) m/z:
114.20 [M + H]*; HPLC tret = 2.3 min (Gradient A)
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N-(1-Methylcyclohexyl)-5-nitro-1-tosyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-4-amin

(72)

C21H24N40,S
exakte Masse: 428,152
Mgr: 428,507

Die Synthese von 72 erfolgt gemdaB allgemeiner
Synthesevorschrift A aus 5,15 g 2 und 2,43 ml 71. Man erhalt
51 g (81 %) 72 als gelben Feststoff. TH-NMR (300 MHz,
CDCI3) 6 9.62 (s, 1H), 9.05 (s, 1H), 8.00 (d, J = 8.3 Hz, 2H),
7.50 (d, J = 4.2 Hz, 1H), 7.23 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.85 (d, J
= 4.2 Hz, 1H), 2.31 (s, 3H), 1.54 — 1.46 (m, J = 13.8 Hz, 6H),
1.39 - 1.32 (m, J= 13.8 Hz, 7H). 13C-NMR (75 MHz, CDCl3) 5
149.2, 146.6, 145.9, 142.2, 134.9, 129.8, 128.7, 127.9, 122.8,
109.4, 107.2, 55.4, 39.1, 27.0, 25.3, 22.2, 21.8. MS (ESI) m/z:
429.20 [M + H]*; HPLC tret = 23.0 min (Gradient A)

N4-(1-Methylcyclohexyl)-1-tosyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-4,5-diamin

(73)

HN

H,N
m
Z>N

N \
=0
OﬁS

C21H26N40,S
exakte Masse: 398,178
Mg: 398,525

Die Synthese von 73 erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift B aus 5,0 g 72. Man erhalt 4,4 g (96 %)
73 als violetten, festen Schaum. 'H-NMR (300 MHz, CDCl3) d
7.96 —7.89 (m, J= 7.3 Hz, 3H), 7.80 (s, 1H), 7.40 (d, J= 4.2
Hz, 1H), 7.13 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.55 (d, 7 = 4.2 Hz, 1H),
2.97 (bs, J=62.9, 7.2 Hz, 2H), 2.24 (s, 3H), 1.79 - 1.71 (m,
J=10.0, 5.8 Hz, 2H), 1.52 — 1.30 (m, 8H), 1.24 (s, 3H). 13C-
NMR (75 MHz, CDCl3) & 145.6, 145.1, 138.8, 137.5, 136.2,
134.8, 130.1, 129.9, 128.4, 124.0, 106.7, 55.3, 39.8, 27.3,
26.0, 23.1, 22.1. MS (ESI) m/z: 399.33 [M + H]*’ HPLC tret =
17.1 min (Gradient A)
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FITC-Dextran 6000 (75)

o 1 g Dextran (durchschnittliches

HO S Molekulargewicht von 6000 Dalton) wird in

o o, ° o einem Rundkolben mit Rickflusskihler in 10

O O [ HOAS ml DMSO und wenigen Tropfen Pyridin

U Lo o o gelost. Es werden 100 mg

O HOA—5 Isothiocyanatofluoreszin - und 20 mg

0 Dibutylzinndilaurat zugefiugt und der Ansatz

Ho 9 fur 2 h auf 95 % erhitzt. Nach Abkihlen wird

°Y  ein Uberschuss EtOH zugegeben, woraufhin

es zur Ausfdllung des Produktes kommt.

Losliche Bestandteile werden Uber Filtration

entfernt. Zur Aufreinigung wird der Uibrige Feststoff erneut in EtOH suspendiert, dann

wird wieder abgesaugt. Dies wird so lange wiederholt, bis das Filtrat farblos ist. Man
erhalt 915 mg 75 als blassgelben Feststoff.

2-Cyano-3-(5-(1-cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-N,N-dimethylacrylamid (FM-381)

Q Die Synthese von FM-381 erfolgt gemaB allgemeiner
\hll)ﬁ/ 9 Q Synthesevorschrift G aus 620 mg 7a und 229 mg 2-Cyano-
Il © N N,N-dimethylacetamid (2,63 mmol, 1,1 Ag.) in MeOH. Das
/
N
|

% Rohprodukt wird durch Lagerung bei -20 °C und Filtration

Y des Feststoffes aufgereinigt. Man erhilt 460 mg (58 %) FM-

N R 381 als gelben Feststoff. Smp: 207 °C; 'H NMR (400 MHz,

CaaH24N6O; DMS0) & 12.08 (s, 1H), 8.69 (s, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.52 (d, J
N e mea0s = 28.3Hz, 2H), 7.39 (s, 1H), 6.83 (s, 1H), 5.03 — 4.86 (m,

1H), 3.35 (s, 6H), 2.38 — 2.32 (m, 2H), 2.15-1.98 (m, J =

17.8 Hz, 2H), 1.96 — 1.87 (m, 2H), 1.83 — 1.69 (m, 1H), 1.63

—1.43 (m, J = 37.3 Hz, 3H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) &
162.7, 149.5, 148.4, 144.6, 140.5, 136.3, 135.3, 135.0, 132.8, 124.0, 121.7, 116.3,
116.2, 104.1, 100.3, 100.2, 56.1, 30.0, 30.0, 24.9, 24.2. ESI-HRMS: [M + H]*
berechnet fiir C2aH24NsO2: 429.20335, gemessen 429.20374; IR [cm1] 3327, 2933,
2957, 2208, 1629, 1379, 1321, 1147, 974, 810, 731; HPLC tret = 21.1 min (Gradient
A).
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2-Cyano-N,N-dimethyl-3-(5-(1-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1,6-
dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acrylamid (8)

Q Die Synthese von 8 erfolgt gemaB allgemeiner

\hll)% O/ ) Q Synthesevorschrift G aus 680 mg 7b und 249 mg 2-Cyano-

INI N N,N-dimethylacetamid (2,86 mmol, 1,1 Ag.) in MeOH. Das

N « Rohprodukt wird durch Lagerung bei -20 °C und Filtration

m des Feststoffes aufgereinigt. Man erhalt 350 mg (40 %) 8 als

NT orangefarbenen Feststoff. Smp: 195 °C; H NMR (400 MHz,

ktCﬁszNfsggo e DMSO) 6 11.95 (s, 1H), 8.60 —8.47 (m, J= 5.4 Hz, 1H), 7.62

@ ‘,f,IR:af;&Gs ’ (s, 1H), 7.48 — 7.39 (m, 1H), 7.29 (dd, 7= 9.2, 3.7 Hz, 2H),

6.75 - 6.61 (m, J= 20.2 Hz, 1H), 5.27 (q, 1H), 3.98 — 3.88

(m, 2H), 3.57 - 3.43 (m, J= 11.4 Hz, 2H), 3.26 (s, 3H), 3.06

—2.95 (m, 1H), 2.88 — 2.76 (m, J = 11.0 Hz, 2H), 2.32 (s,

1H), 1.98 — 1.64 (m, 3H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) d 162.6, 149.4, 148.5, 144.4,

140.2, 136.1, 135.2, 135.0, 132.4, 124.0, 122.2, 116.1, 115.9, 104.1, 101.4, 100.5,

66.0, 51.8, 30.3, 29.4. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fiir C23H22Ns03: 431.18262,

gemessen 431.18322; [M + H]*; IR [cm™] 3331, 2966, 2841, 2208, 1629, 1558, 1466,
1378, 1321, 1262, 1147, 1086, 1030, 974, 739; HPLC tret = 19.1 min (Gradient A).

Methyl N-(2-cyano-3-(5-(1-cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acryloyl)-N-methylglycinat (9)

5 2 Q Die Synthese von 9 erfolgt gemaB allgemeiner
AN ) °© / Synthesevorschrift G aus 700 mg 7a und 425 mg 57 (2,5
© N N& mmol, 1,2 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch

N
‘ AN

N ”\ Sdulenchromatographie (EtOAc > EtOAc/MeOH 9:1)
CacHasNeOs aufgereinigt. Man erhalt 470 mg (46 %) 9 als roten Feststoff.
exakle Masse: 486,202 Smp: 117 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 12.08 (s, 1H), 8.67

Mg: 486,532

(d, 7= 8.2 Hz, 1H), 7.87 - 7.73 (m, 1H), 7.58 = 7.53 (m, J =

6.0, 3.0 Hz, 1H), 7.39 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 7.32 (dd, J= 26.1,

3.8 Hz, 1H), 6.88 - 6.80 (m, 7= 9.0, 3.2, 1.8 Hz, 1H), 5.01 -

4.87 (m, 1H), 3.69 (s, 3H), 3.23 (s, 3H), 3.09 (s, 1H), 1.98

(s, 1H),1.92-1.89 (m, 2H), 1.80—-1.71 (m, 2H), 1.65—-1.41
(m, 4H), 1.25-1.06 (m, J= 9.7, 6.5, 3.0 Hz, 2H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) d 168.8,
163.5, 162.2, 149.4, 148.8, 144.5, 140.4, 136.2, 134.9, 132.7, 124.1, 119.8, 116.4,
115.7, 115.5, 104.1, 100.3, 69.7, 56.0, 51.8, 36.5, 29.9, 24.8, 24.2. ESI-HRMS: [M +
H]* berechnet fiir C26H26NsO4: 487.20883, gemessen 487.20970; IR [cm™] 2923, 2204,
1741, 1636, 1388, 1210, 1173, 1025, 885, 705; HPLC trt = 19.8 und 20.7 min (£/Z
Gemisch, Gradient A).
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Methyl N-(2-cyano-3-(5-(1-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1,6-
dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acryloyl)-N-

methylglycinat (10)

Y/ @ Q Die Synthese von 10 erfolgt gemaB allgemeiner
o~ “{WQN Synthesevorschrift G aus 980 mg 7b und 595 mg 57 (3,5
° N Nw mmol, 1,2 Aq.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch
‘N/ N Lagerung bei -20 °C und Filtration des Feststoffes
CoeHaeNeOs aufgereinigt. Man erhdlt 796 mg (56 %) 10 als
et orangefarbenen Feststoff. Smp: 224 °C (Zersetzung); 'H NMR
(400 MHz, DMSO) 6 12.08 (s, 1H), 8.69 (s, 1H), 7.88 — 7.70
(m, J= 24.6, 13.4 Hz, 1H), 7.61 — 7.56 (m, J= 2.7 Hz, 1H),
7.53 -7.43 (m, J= 13.7 Hz, 1H), 7.43 - 7.32 (m, 1H), 6.92
- 6.81 (m, 1H), 5.46 — 5.05 (m, 1H), 4.36 — 4.19 (m, 1H),
4.17 -4.03 (m, J=16.2, 11.4, 4.7 Hz, 2H), 3.73 — 3.62 (m,
3H), 3.59 — 3.55 (m, J = 6.4 Hz, 3H), 3.28 — 3.23 (m, 1H), 3.09 (t, J = 28.2 Hz, 1H),
2.74 — 2.58 (m, 2H), 2.54 — 2.49 (m, 1H), 2.06 — 1.86 (m, J = 15.7 Hz, 2H). 13C-NMR
(101 MHz, DMSO) & 178.8, 163.8, 152.8, 149.7, 144.7, 140.5, 136.4, 135.3, 132.8,
124.4, 116.6, 115.9, 114.9, 104.5, 100.9, 100.4, 66.6, 66.3, 52.2, 48.7, 36.8, 30.2,
29.74. ESI-HRMS: [M + Na]* berechnet flir CosH24NeOs : 511.17004, gemessen
511.17050; IR [cm] 2880, 2232, 1752, 1654, 1602, 1560, 1174, 1016, 809; HPLC tret

= 16.7 und 18.5 min (£/Z Gemisch, Gradient A).

2-Cyano-3-(5-(1-cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-N-methylacrylamid
(11)

JN i _ Die Synthese von 11 erfolgt gemadB allgemeiner

T T Q Synthesevorschrift G aus 1,0 g 7a und 506 mg 56 (3,0 mmol,

1,0 Ag) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch

m Saulenchromatographie (EtOAc > EtOAc/MeOH 6:1)

N aufgereinigt. Man erhdlt 225 mg (15 %) 11 als

AN orangefarbenen Feststoff. 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 12.10

M: 485,592 (s, 1H), 8.68 (s, 1H), 7.89 (d, 7= 7.9, 0.9 Hz, 2H), 7.58 (d, J

=7.7,1.7 Hz, 2H), 7.17 - 7.08 (m, 1H), 4.98 — 4.88 (m, 1H),

3.46 (t, 7= 6.6 Hz, 2H), 3.33 (t, 7= 6.7 Hz, 2H), 2.92 (s, 3H),

2.64 — 2.56 (m, J= 12.0, 5.4 Hz, 2H), 2.34 (s, 6H), 2.13 -

2.03 (m, 2H), 1.24-1.12 (m, 6H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO)

0 163.4, 149.6, 144.7, 144.1, 140.7, 139.9, 136.4, 135.1, 132.9, 131.0, 129.3, 127.9,

124.3, 116.5, 104.3, 100.4, 93.7, 56.3, 55.0, 45.6, 44.3, 35.3, 30.1, 25.0. ESI-HRMS:

[M + H]* berechnet fiir C27H31N70> : 486.26120, gefunden 486.26138; IR [cm™] 2932,

2856, 1653, 1577, 1457, 1369, 1011, 828, 749, 681; HPLC tret = 15.5 und 16.2 min
(E/Z Gemisch, Gradient A).
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2-Cyano-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-N-methyl-3-(5-(1-(tetrahydro-2H-
pyran-4-yl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-

ylDacrylamid (12)

CaeH29N703
exakte Masse: 487,233
Mg: 487,564

Die Synthese von 12 erfolgt gemdaB allgemeiner
Synthesevorschrift G aus 105 mg 7b und 53 mg 56 (0,31
mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch
Lagerung bei -20 °C und Filtration des Feststoffs
aufgereinigt. Man erhalt 70 mg (46 %) 12 als orangeroten
Feststoff. Smp: 124 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 12.25
(s, 1H), 8.83 (s, 1H), 7.67 (s, 1H), 7.53 — 7.45 (m, 1H), 7.38
(d, 7= 3.7 Hz, 1H), 7.23 (d, J= 3.7 Hz, 1H), 7.10 - 7.05 (m,
J= 2.2 Hz, 1H), 5.53 - 5.40 (m, 1H), 4.22 (dd, 7= 11.5, 4.7
Hz, 2H), 3.74 (t, 7= 11.6 Hz, 2H), 3.62 (t, J= 6.2 Hz, 2H),
3.20 (s, 3H), 2.89 (qd, J= 12.5, 5.1 Hz, 2H), 2.58 (t, 7= 6.6

Hz, 2H), 2.28 (s, 6H), 2.02 (dd, J = 12.6, 4.6 Hz, 2H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) d
149.7, 148.5, 144.6, 140.4, 136.3, 135.2, 132.6, 124.3, 122.2, 116.4, 116.2, 104 .4,
102.0, 100.7, 66.2, 56.1, 52.1, 45.3, 44.9, 35.5, 29.7. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet
flir C26H20N703 : 488.24046, gemessen 488.24070; IR [cm1] 2934, 2206, 1636, 1605,
1457, 1340, 1175, 1087, 1016, 882, 734; HPLC tret = 14.2 and 15.4 min (£/Z Gemisch,

Gradient A).
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2-Cyano-3-(5-(1-cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-N-(2-(((2S,3S,4R,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
3-yl)(methyl)amino)ethyl)-N-methylacrylamid (13)

| N Q _ Die Synthese von 13 erfolgt gemaB allgemeiner
% I Synthesevorschrift G aus 100 mg 7a und 257 mg 60a (0,3
I ﬁ) mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch
@_ Saulenchromatographie (EtOAc > EtOAc/MeOH 4:1)

aufgereinigt. Man erhalt 255 mg (73 %) 13 als gelben
Feststoff. Smp: 159 °C (teilweise Zersetzung ab 150 °C); 1H-
NMR (400 MHz, DMSOQ) 8 12.08 (s, 1H), 8.67 (s, 1H), 7.70 (s,
1H), 7.57 - 7.52 (m, J= 9.1, 6.3 Hz, 2H), 7.46 (s, 1H), 7.38
(d, 7= 3.6 Hz, 1H), 4.96 — 4.82 (m, J = 20.8 Hz, 4H), 4.77 -
4.72 (m, 1H), 4.59 (s, 1H), 4.34 — 4.25 (m, 3H), 4.11 — 4.03
(m, 2H), 4.01 — 3.90 (m, J = 3.4 Hz, 2H), 3.78 (s, 1H), 3.62
(d, 7= 7.0 Hz, 1H), 3.50 (s, 3H), 3.42 (d, J= 7.5 Hz, 2H), 3.23 (t, J= 4.7 Hz, 3H),
3.06 — 3.03 (m, 1H), 2.94 — 2.89 (m, 2H), 2.69 (s, 1H), 2.41 — 2.30 (m, 6H), 2.26 —
2.17 (m, 6H), 2.11 (s, 1H), 2.04 — 2.00 (m, J = 11.4 Hz, 2H), 1.94 — 1.87 (m, 5H),
1.79 - 1.72 (m, 4H), 1.60 — 1.45 (m, 9H), 1.22 (s, 3H), 1.17 — 1.16 (m, 3H), 1.14 (s,
1H), 1.11 - 1.10 (m, J = 3.2 Hz, 2H), 1.05 (d, 7= 5.0 Hz, 4H), 1.01 — 0.99 (m, 3H),
0.95 - 0.93 (m, 2H), 0.87 — 0.82 (m, 6H), 0.79 — 0.75 (m, 3H). 3C NMR (101 MHz,
DMSO) 6 177.3, 149.6, 148.4, 144.7, 140.6, 136.3, 135.1, 132.9, 124.2, 121.7, 116.4,
104.2, 100.4, 99.6, 94.7, 77.4, 77.1, 76.2, 73.7, 73.6, 72.8, 72.3, 69.8, 68.6, 67.1,
65.7, 64.9, 56.2, 55.8, 48.8, 48.7, 45.8, 45.0, 41.7, 41.0, 38.3, 35.8, 34.6, 30.7, 30.3,
30.1, 29.6, 29.0, 25.0, 24.3, 22.0, 21.7, 21.4, 21.0, 18.4, 17.5, 14.8, 14.7, 10.9, 10.9,
9.12, 8.7, 6.8. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet flir Ce2Ho4NgO14: 1175.69623, gemessen
1175.69397; IR [cm1] 2928, 2873, 1636, 1457, 1374, 1119, 1028, 798, 731; HPLC tret
= 21.4 und 22.1 min (£/Z Gemisch, Gradient B).
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2-Cyano-N-(2-(((2S,3S,4R,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
3-yl)(methyl)amino)ethyl)-N-methyl-3-(5-(1-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-
1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acrylamid
(14)

Die Synthese von 14 erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift G aus 98 mg 7b und 220 mg 60a (0,26
mmol, 1,0 Aqg.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch
Lagerung bei -20 °C und Filtration des Feststoffs aufgereinigt.
Man erhalt 144 mg (42 %) 14 als orangefarbenen Feststoff.
Smp: 177 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 12.07 (s, 1H), 8.69
(s, 1H), 7.71 (s, 1H), 7.58 (dd, 1H), 7.48 — 7.44 (m, 2H), 6.91
- 6.87 (m, 1H), 5.47 — 5.36 (m, J= 11.5, 5.8 Hz, 1H), 4.90
(s, 1H), 4.85 (d, 7= 3.0 Hz, 1H), 4.73 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
4.63 (s, 1H), 4.32 - 4.24 (m, J= 8.3 Hz, 3H), 4.13 —4.05 (m,
4H), 3.99 - 3.90 (m, 2H), 3.82 — 3.78 (m, 1H), 3.68 — 3.64
(m, J= 8.8, 4.3 Hz, 3H), 3.22 (s, 6H), 3.04 (d, 7= 6.5 Hz, 1H), 2.94 - 2.86 (m, J =
15.7, 6.7 Hz, 2H), 2.71 - 2.61 (m, J= 11.9, 7.4 Hz, 5H), 2.49 — 2.47 (m, 2H), 2.40 (s,
1H), 2.36 — 2.31 (m, 1H), 2.27 — 2.15 (m, 5H), 2.00 (dd, J= 7.5 Hz, 2H), 1.92 — 1.80
(m, 3H), 1.79 - 1.62 (m, 3H), 1.53 — 1.43 (m, J = 15.5 Hz, 4H), 1.20 (s, 3H), 1.18 —
1.14 (m, J= 5.8 Hz, 4H), 1.12 - 1.09 (m, 4H), 1.07 - 1.03 (m, J= 5.6 Hz, 5H), 1.00
- 0.98 (m, 3H), 0.95 - 0.91 (m, J= 6.3 Hz, 4H), 0.86 — 0.75 (m, J = 19.0, 9.0 Hz,
9H). 13C NMR (101 MHz, DMSOQ) d 177.3, 149.7, 148.6, 144.6, 140.4, 136.3, 135.2,
132.7, 124.3, 122.3, 116.4, 104.4, 102.1, 100.8, 99.6, 94.7, 83.6, 77.4, 77.1, 76.3,
74.9,73.7,72.7, 72.4, 69.3, 68.6, 66.3, 64.9, 61.6, 52.1, 48.7, 48.6, 44.9, 41.7, 41.0,
36.6, 35.7, 34.6, 29.7, 27.6, 26.0, 22.1, 21.7, 21.0, 20.9, 18.4, 17.6, 14.8, 10.9, 8.7,
6.7. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fir CeiH92NgO15 : 1177.67549, gemessen
1177.67436; IR [cm™l] 2965, 2931, 1636, 1457, 1340, 1167, 1026, 856, 804, 738;
HPLC tret = 17.7 min (Gradient A).
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2-Cyano-N,N-dimethyl-3-(5-(1-(1-methylpiperidin-4-yl)-1,6-
dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acrylamid (15)

Q , Die Synthese von 15 erfolgt gemaB allgemeiner

\q‘)ﬁ/ O/ p Q Synthesevorschrift G aus 83 mg 7c und 29 mg 2-Cyano-N,N-

ll N dimethylacetamid (0,26 mmol, 1,1 Ag.) in MeOH. Das

N « Rohprodukt wird durch Lagerung bei -20 °C und Filtration

m des Feststoffes aufgereinigt. Man erhalt 70 mg (66 %) 15 als

NT orangefarbenen Feststoff. Smp: 195 °C; H NMR (400 MHz,

C24H25N70; DMSO) & 12.05 (s, 1H), 8.68 (s, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.60 —

S s 7.53 (m, J= 2.9 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 7.41 (d,

' J=3.7 Hz, 1H), 7.08 — 7.02 (m, J= 3.1, 1.9 Hz, 1H), 5.12 -

4.96 (m, 1H), 3.10 — 2.90 (m, 6H), 2.76 — 2.60 (m, J= 24.7,

12.4, 4.1 Hz, 3H), 2.28 (s, 3H), 2.24 = 2.12 (m, J= 10.8 Hz,

3H), 2.00 (d, J= 7.8 Hz, 2H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) 6 162.8, 149.6, 148.4, 144.6,

140.6, 136.3, 135.3, 135.2, 132.7, 124.2, 122.1, 116.3, 116.0, 104.5, 101.9, 101.0,

54.5, 53.3, 46.2, 34.4, 29.1. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fiir Cy4H25N7O> :

444.21425, gemessen 444.21472; IR [cm1] 2938, 1647, 1602, 1559, 1374, 1137,
1027, 884, 795, 708; HPLC tet = 14.7 min (Gradient A).
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2-Cyano-N-(2-(((2S,3S,4R,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
3-yl)(methyl)amino)ethyl)-N-methyl-3-(5-(1-(1-methylpiperidin-4-yl)-1,6-
dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acrylamid (16)

\
N

O Die Synthese von 16 erfolgt gemaB allgemeiner
%N \\\\\ | f\ﬂ*ﬁ Synthesevorschrift G aus 83 mg 7c und 204 mg 60a (0,24

o j mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch
° ﬁ) Saulenchromatographie (EtOAc > EtOAc/MeOH 6:1)
@' aufgereinigt. Man erhdlt 183 mg (65 %) 16 als

orangefarbenen Feststoff. Smp: 159 °C (Zersetzung ab 200

°C); 'H-NMR (400 MHz, DMSO) 6 12.07 (s, 1H), 8.68 (s, 1H),

7.70 (s, 1H), 7.58 — 7.55 (m, 1H), 7.45 (d, 7 = 3.8 Hz, 1H),

7.42 (d, J= 3.7 Hz, 1H), 7.09 — 7.06 (m, 1H), 5.00 (d, J =

3.8 Hz, 3H), 4.91 — 4.90 (m, 1H), 4.88 — 4.84 (m, 1H), 4.79

-4.71 (m, 1H), 4.63 —4.55 (m, J= 17.7 Hz, 1H), 4.10 — 4.02
(m, 2H), 3.99 - 3.93 (m, 1H), 3.76 = 3.70 (m, J= 7.7, 3.8 Hz, 3H), 3.50 (s, 3H), 3.25
—-3.21 (m, J=5.2 Hz, 4H), 3.19 - 3.12 (m, 7H), 3.05 - 2.99 (m, 3H), 2.95 - 2.87 (m,
J=12.5,8.8, 3.6 Hz, 7H), 2.73 — 2.65 (m, 4H), 2.36 — 2.29 (m, 4H), 2.08 — 1.97 (m,
J=7.0Hz, 3H), 1.88 -1.81 (m, /= 13.6, 7.2, 3.5 Hz, 6H), 1.61 — 1.50 (m, 7H), 1.23
(s, 4H), 1.19 (s, 1H), 1.17 (s, 2H), 1.14 (s, 1H), 1.12 - 1.09 (m, 3H), 1.05 (d, /= 5.4
Hz, 4H), 1.01 - 0.98 (m, J= 7.3 Hz, 2H), 0.96 — 0.90 (m, /= 6.7 Hz, 2H), 0.88 — 0.83
(m, 4H), 0.81 — 0.75 (m, J = 14.8, 7.4 Hz, 4H). 13C NMR (101 MHz, DMSO) d 177.4,
149.8, 148.4, 144.7, 136.3, 135.2, 132.7, 124.4, 122.2, 116.6, 104.5, 102.3, 101.2,
99.7,94.7,82.6,77.5,77.1,75.9, 73.8, 72.9, 72.4, 69.9, 68.7, 67.1, 65.0, 62.7, 55.9,
54.3, 48.8, 45.6, 45.1, 41.7, 41.2, 40.7, 36.1, 34.6, 33.5, 32.2, 30.5, 29.7, 29.1, 28.9,
25.4, 22.0, 21.8, 21.0, 20.9, 18.5, 17.6, 14.9, 14.8, 11.0, 9.16, 8.7, 7.4. ESI-HRMS:
[M + H]* berechnet fiir Cs2HosN9O14: 1190.70713, gemessen 1190.70519; IR [cm]
3328, 2929, 1718, 1636, 1457, 1374, 1166, 1030, 795; HPLC tret = 15.6 und 16.0 min
(E/Z Gemisch, Gradient A).
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2-Cyano-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-N-methyl-3-(5-(1-(1-
methylpiperidin-4-yl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-
yh)furan-2-yl)acrylamid (17)

PR i e v Die Synthese von 17 erfolgt gemdaB allgemeiner

Nkfm Q Synthesevorschrift G aus 78 mg 7c und 38 mg 56 (0,22

N A mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch Flash-

m Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)

N"H  aufgereinigt. Man erhalt 35 mg (32 %) 17 als roten Feststoff.

oxakte s Smp: 250 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 12.17 — 11.98 (m,

Ms: 500,607 J=18.4 Hz, 1H), 8.81 — 8.60 (m, 1H), 7.72 — 6.98 (m, 5H),

5.33-5.01 (m, J=55.6, 17.6 Hz, 1H), 4.28 — 3.85 (m, 6H),

3.23 — 2.09 (m, 18H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) & 163.6,

150.1, 149.4, 145.0, 141.3, 137.2, 136.8, 135.9, 133.8,

123.4, 121.0, 116.3, 116.0, 105.3, 102.8, 102.3, 56.5, 55.2,

54.4, 46.6, 45.7, 29.8, 29.7, 29.3. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet flir C27H32NgOz :

501.27210, gemessen 501.27228; IR [cm™] 2929, 2204, 1635, 1606, 1457, 1318,
1148, 1028, 856, 737; HPLC tret = 9,6 und 10,0 min (£/Z Gemisch, Gradient B)

Methyl-N-(2-cyano-3-(5-(1-(1-methylpiperidin-4-yl)-1,6-
dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acryloyl)-N-
methylglycinat (18)

S Q/ Die Synthese von 18 erfolgt gemiB allgemeiner
d “\W‘QFN Synthesevorschrift G aus 225 mg 7c und 110 mg 57 (0,65
© N N/‘ N mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch

N ﬂ? Lagerung bei -20 °C und Filtration des Feststoffes
CagHyNO, aufgereinigt. Man erhalt 177 mg (55 %) 18 als orangeroten
exakle Masse: 501,212 Feststoff. Smp: 167 °C; *H-NMR (400 MHz, CDCl3)  8.71 (s,

Mg: 501,547

1H), 7.80 = 7.72 (m, 1H), 7.45 (d, J= 3.3 Hz, 1H), 7.42 (s,
1H), 7.38 = 7.35 (m, 1H), 7.29 — 7.23 (m, 1H), 5.12 — 4.99
(m, 1H), 4.23 -4.12 (m, 2H), 3.88 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.36
-3.30 (m, 2H), 3.18 = 3.11 (m, 2H), 2.90 - 2.83 (m, J= 9.5
Hz, 2H), 2.43 (s, 3H), 2.12 — 2.05 (m, J = 12.3 Hz, 2H).13C-
NMR (101 MHz, CDCl3) & 169.0, 160.2, 155.5, 141.2, 139.9, 135.3, 132.4, 128.7,
126.7, 126.0, 124.7, 115.1, 113.4, 108.0, 106.4, 96.3, 92.5, 46.0, 43.3, 41.3, 36.9,
29.3, 20.7, 20.5. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet flr CysH7N704 : 502.21973,
gemessen 502.22012; IR [cm™] 2920, 2850, 2207, 1746, 1636, 1595, 1457, 1320,
1209, 1141, 1022, 869, 741; HPLC tret = 14.4 min (Gradient A).



268 6 Experimenteller Teil

2-(Morpholino-4-carbonyl)-3-(5-(1-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1,6-
dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acrylonitril
Die Synthese von 19 erfolgt gemaB allgemeiner

(19)
(0]

Q‘%Q Q Synthesevorschrift G aus 105 mg 7b und 49 mg N-
N —N Cyanoacetylmorpholin (0,32 mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das
Nm Rohprodukt wird durch Lagerung bei -20 °C und Filtration des
NN Feststoffes aufgereinigt. Man erhalt 109 mg (74 %) 19 als
CasHaaNeO4 orangefarbenen Feststoff. Smp: 270 °C; H-NMR (400 MHz,
exak‘fﬂgaj;"zg(‘)f“se DMSO) &6 12.12 (s, 1H), 8.70 (s, 1H), 7.80 (s, 1H), 7.60 (t, J
= 3.0 Hz, 1H), 7.49 (dd, J = 12.8, 3.8 Hz, 2H), 6.90 — 6.88
(m, 7= 3.3, 1.9 Hz, 1H), 5.48 — 5.38 (m, 1H), 3.71 — 3.58
(m, J= 20.0, 9.8 Hz, 12H), 2.70 — 2.63 (m, 2H), 2.04 — 1.97
(m, J=12.6, 4.9 Hz, 2H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO0) d 162.1,
149.6, 148.8, 144.6, 140.4, 136.4, 135.7, 135.2, 132.6, 124.3, 122.8, 116.4, 116.2,
104.4, 100.9, 100.8, 66.2, 65.9, 52.1, 46.6, 29.7. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fiir
Ca5H24NsO4 : 473.19318, gemessen 473.19354; IR [cm™] 3110, 2203, 1643, 1593,

1420, 1319, 1113, 1019, 806, 712; HPLC tret = 19.7 min (Gradient A)

2-(4-Methylpiperazin-1-carbonyl)-3-(5-(1-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1,6-
dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acrylonitril
(20)

i Die Synthese von 20 erfolgt gemdB allgemeiner
/NJ‘ H/ O/ / Q Synthesevorschrift G aus 84 mg 7c und 43 mg 54 (0,26
N —N mmol, 1,05 Aq.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch
Nm Lagerung bei -20 °C und Filtration des Feststoffes

NN aufgereinigt. Man erhdlt 70 mg (58 %) 20 als

CaHarN7O; orangefarbenen Feststoff. Smp: 256 °C; 'H-NMR (400 MHz,

exakte Masse: 485,218 DMSO) 6 12.23 (s, 1H), 8.82 (s, 1H), 7.89 (s, 1H), 7.72 (s,

Mg: 485,548

1H), 7.60 (dd, J = 11.2, 3.6 Hz, 2H), 7.01 (s, 1H), 5.61 —
5.49 (m, 1H), 4.27 —4.18 (m, 2H), 3.76 — 3.69 (m, 4H), 2.86
— 2.74 (m, 2H), 2.63 (s, 6H), 2.34 (s, 3H), 2.15 - 2.11 (m,
2H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) & 162.0, 149.7, 148.7,
144.6, 140.4, 136.3, 135.5, 135.2, 132.7, 124.3, 122.6, 116.4, 116.2, 104.4, 101.3,
100.8, 66.2, 54.2, 52.11, 45.4, 45.2, 29.7. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fur
CasH27N703: 486.22481, gemessen 486.22558; IR [cm™] 3124, 2941, 2792, 2198,
1636, 1420, 1262, 1148, 999, 856, 799, 711; HPLC tret = 16.4 min (Gradient A).
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3-(5-(1-Cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-
yhfuran-2-yl)-2-(morpholin-4-carbonyl)acrylonitril (21)

(0]
N )
ot I °

N N

NoA
‘ A\
—
N
NTOH

C26H26N603
exakte Masse: 470,207

Mg, 470,533

Die Synthese von 21 erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift G aus 94 mg 7a und 43 mg N-
Cyanoacetylmorpholin (0,28 mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das
Rohprodukt wird durch Lagerung bei -20 °C und Filtration des
Feststoffes aufgereinigt. Man erhdlt 60 mg (46 %) 21 als
orangefarbenen Feststoff. Smp: 225 °C; H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 12.10 (s, 1H), 8.69 (s, 1H), 7.79 (s, 1H), 7.57 (s,
1H), 7.51 (d, 7= 3.5 Hz, 1H), 7.41 (d, J= 3.5 Hz, 1H), 6.84
(s, 1H), 5.04 — 4.85 (m, J = 12.0 Hz, 1H), 3.69 — 3.57 (m, J
= 7.8 Hz, 8H), 2.42 — 2.30 (m, J = 10.6 Hz, 2H), 2.07 — 1.98
(m, 7= 10.5 Hz, 2H), 1.98 — 1.85 (m, J= 11.3 Hz, 2H), 1.82

— 1.47 (m, J = 44.4, 37.2, 11.2 Hz, 4H). 3C-NMR (101 MHz, DMSO) & 162.1, 149.6,
148.6, 144.7, 140.6, 136.4, 135.8, 135.2, 132.8, 124.2, 122.3, 116.5, 116.0, 104.2,
101.1, 100.5, 65.9, 56.0, 30.0, 24.9, 24.3. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fiir
Ca6Ha2sNeO3: 471.21392, gemessen 471.21436; IR [cml] 3142, 2919, 2852, 2206,
1636, 1388, 1249, 1112, 1023, 800, 705; HPLC tret = 21.2 min (Gradient A).

2-Cyano-3-(5-(1-(4,4-difluorocyclohexyl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-N,N-dimethylacrylamid (22)

o F
~N o F F
ol o4

N N

N
oo
“ N
H

N
C24H22F2NgO2

exakte Masse: 464,177
Mg: 464,477

Die Synthese von 22 erfolgt gemdB allgemeiner
Synthesevorschrift G aus 140 mg 7e und 45 mg 2-Cyano-
N,N-dimethylacetamid (0,4 mmol, 1,05 Aq.) in MeOH. Das
Rohprodukt wird durch Flash-Chromatographie
(EtOAc/MeOH, automatischer Gradient) aufgereinigt. Man
erhalt 75 mg (42 %) 22 als orangefarbenen Feststoff. Smp:
263 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 11.97 (s, 1H), 8.70 (s,
1H), 7.52 (s, 1H), 7.28 (s, 1H), 7.27 = 7.22 (m, J = 3.8 Hz,
1H), 7.06 — 7.04 (m, J = 2.3 Hz, 1H), 6.80 (s, 1H), 5.29 -
5.16 (m, J=12.4, 6.1 Hz, 1H), 3.10 — 2.99 (m, 2H), 2.92 —
2.81 (m, J=17.4 Hz, 6H), 2.77 - 2.69 (m, J= 12.4, 5.7 Hz,

2H), 2.21 — 2.09 (m, J = 15.9 Hz, 4H). 3C-NMR (101 MHz, CDCls) & 163.1, 149.6,
149.6, 145.0, 140.5, 136.8, 136.5, 135.6, 133.2, 123.5, 122.1, 116.3, 115.7, 104.7,
101.8, 100.2, 100.2, 53.4, 31.8, 29.3, 26.2. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fiir
C24H22F2N6O2: 465.18451, gemessen 465.18520; IR [cm!] 2919, 2207, 1642, 1597,
1558, 1372, 1158, 1094, 950, 708; HPLC ter = 15.4 und 17.4 min (£/Z Gemisch,

Gradient A).
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2-(Piperidine-1-carbonyl)-3-(5-(1-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1,6-
dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acrylonitril
(23)

Die Synthese von 23 erfolgt gemaB allgemeiner

Oﬁ/ Q Synthesevorschrift G aus 100 mg 7b und 45 mg 3-Oxo-3-

!l (piperidin-1-yl)propannitril (0,3 mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das

\ Rohprodukt wird durch Lagerung bei -20 °C und Filtration des

Feststoffs aufgereinigt. Man erhadlt 67 mg (48 %) 23 als

NG gelben Feststoff. Smp: 258 °C; 'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

exaktef\;asz:e:s4730,207 1182 (S, ].H), 880 (S, 1H), 758 (S, ].H), 739 (d, J= 410

Mg: 470,633 Hz, 2H), 7.20 (s, 1H), 7.03 (s, 1H), 5.49 — 5.35 (m, 1H), 4.17

(d, 7= 7.7 Hz, 2H), 3.69 (t, 7= 11.9 Hz, 2H), 3.57 (s, 4H),

2.92 - 2.79 (m, J = 8.5 Hz, 2H), 1.98 (d, J = 9.5 Hz, 2H),

1.69 — 1.57 (m, 6H). 13C-NMR (101 MHz, CDCl3) d 162.4,

150.2, 149.6, 144.9, 141.2, 136.6, 135.9, 133.9, 123.8, 121.8, 116.6, 116.1, 105.5,

103.1, 102.2, 67.2, 52.8, 30.2, 25.8, 24.4. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fir

Ca6H26NsO3 : 471.21392, gemessen 471.21473; IR [cm™] 2932, 2853, 1647, 1594,
1424, 1319, 1246, 1150, 1087, 1025, 856, 798; HPLC tet = 20.1 min (Gradient A).

N

IZ

3-(5-(1-Cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-
yh)furan-2-yl)-2-(piperidine-1-carbonyl)acrylonitril (24)

Die Synthese von 24 erfolgt gemaB allgemeiner

Oﬁ/“\/{ Q Synthesevorschrift G aus 105 mg 7a und 45 mg 3-Oxo-3-

(piperidin-1-yl)propannitril (0,32 mmol, 1,0 Ag.) in MeOH.

\ \ Das Rohprodukt wird durch Flash-Chromatographie

N/ v (Cyclohexan/Aceton, automatischer Gradient) aufgereinigt.

O " Man erhilt 55 mg (37 %) 24 als orangefarbenen Feststoff.

oxakie Masss: 468,227 Smp: 158 °C; 'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 12.00 (s, 1H), 8.81

Mr: 468,561 (s, 1H), 7.63 (s, 1H), 7.45 - 7.36 (m, 2H), 7.23 (s, 1H), 6.83

(s, 1H), 4.98 — 4.86 (m, J= 12.1 Hz, 1H), 3.56 (s, 4H), 2.46

-2.39(m, J=12.0 Hz, 2H), 2.06 — 1.92 (m, 4H), 1.68 — 1.39

(m, 10H). 13C-NMR (101 MHz, CDCl3) d 162.4, 150.2, 149.2,

145.0, 141.6, 137.1, 136.7, 135.8, 134.2, 123.5, 120.4, 116.3, 116.0, 105.3, 103.4,

101.3, 57.2, 53.1, 30.6, 26.1, 25.8, 24.9, 24.4. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fir

Ca7H28Ns02 : 469.23465, gemessen 469.23521; IR [cm] 2930, 2206, 1636, 1426,
1340, 1253, 1024, 885, 705; HPLC tret = 21.9 min (Gradient A).
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3-(5-(1-(Tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-2-(thiomorpholin-4-
carbonyl)acrylonitril (25)

2 Die Synthese von 25 erfolgt gemaB allgemeiner

Qﬁ/ C) Q Synthesevorschrift G aus 67 mg 7b und 34 mg 53 (0,2

\ N mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch

Nm Lagerung bei -20 °C und Filtration des Feststoffes

| v aufgereinigt. Man erhdlt 33 mg (34 %) 25 als

HNOLS " orangefarbenen Feststoff. Smp: 187 °C; 'H NMR (400 MHz,

oxakic Messe, 485,163 CDCl3) & 11.81 (s, 1H), 8.89 (s, 1H), 7.70 (s, 1H), 7.48 (d, J

Mg 488,566 = 35.0 Hz, 2H), 7.30 (d, 7= 10.6 Hz, 1H), 7.12 (s, 1H), 5.50

(s, 1H), 4.26 (d, 7= 7.3 Hz, 2H), 4.02 — 3.92 (m, 4H), 3.83

—3.72 (m, J= 11.1 Hz, 2H), 3.01 — 2.87 (m, J = 8.4 Hz, 2H),

2.77 (s, 3H), 2.36 (s, 1H), 2.06 (d, J = 8.4 Hz, 2H). 13C-NMR

(101 MHz, CDCI3) 6 163.1, 150.2, 150.0, 145.2, 140.9, 137.4, 137.1, 136.1, 133.9,

123.6, 122.5, 116.7, 116.1, 105.4, 102.3, 102.0, 67.2, 52.9, 30.2, 27.5. ESI-HRMS: [M

+ H]* berechnet fiir C2sH24N603S : 489.17034, gemessen 489.17085; IR [cm1] 2919,

2203, 1636, 1420, 1251, 1147, 1014, 950, 800; HPLC tret = 15.1 und 16.0 min (£/Z
Gemisch, Gradient A).

2-Cyano-3-(5-(1-(cyclopropylmethyl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-N,N-dimethylacrylamid (26)

Synthesevorschrift G aus 83 mg 7d und 30 mg 2-Cyano-N,N-
dimethylacetamid (0,27 mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das
Rohprodukt wird durch Lagerung bei -20 °C und Filtration
P des Feststoffes aufgereinigt. Man erhalt 78 mg (72 %) 26 als
N" R orangefarbenen Feststoff. Smp: 211 °C; 1H-NMR (400 MHz,

Q Die Synthese von 26 erfolgt gemaB allgemeiner
TJT @
N
N

NN

CaaHaNeO; CDCl3) & 11.62 (s, 1H), 8.77 (s, 1H), 7.67 (s, 1H), 7.42 (d, J
N eraooasz~ =3.6Hz, 2H),7.25 (d, J= 3.4 Hz, 1H), 6.72 (d, /= 2.4 Hz,

1H), 4.85 (d, 7= 6.6 Hz, 2H), 3.34 — 2.92 (m, J= 51.1 Hz,

6H), 1.37 — 1.26 (m, J = 4.9 Hz, 1H), 0.55 — 0.25 (m, 4H).

13C-NMR (101 MHz, CDCl3) 6 163.6, 150.1, 149.6, 144.8,
141.3, 137.1, 135.9, 135.8, 135.2, 124.1, 122.2, 116.3, 115.6, 105.0, 102.2, 97.6,
50.2,39.3,37.0, 12.1, 3.7. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet flir C22H20NsO2 : 401.17205,
gemessen 401.17250; IR [cm] 3088, 2200, 1639, 1600, 1560, 1380, 1253, 1166,
1021, 817, 708; HPLC tret = 13.9 min (Gradient A).
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3-(5-(1-Cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-
yhfuran-2-yl)-2-(thiomorpholine-4-carbonyl)acrylonitril (27)
Synthesevorschrift G aus 120 mg 7a und 61 mg 53 (0,36

(0]
(\NH/ 9
s \ ° /NQ mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch
Nm Lagerung bei -20 °C und Filtration des Feststoffes
N" H

Die Synthese von 27 erfolgt gemaB allgemeiner

aufgereinigt. Man erhdlt 80 mg (46 %) 27 als

HNOLS orangefarbenen Feststoff. Smp: 213 °C; H NMR (400 MHz,

exakto Masse: 486,184 DMSO) 6 11.99 (s, 1H), 8.63 (s, 1H), 7.69 (s, 1H), 7.43 (d, J

Mg 486,504 = 3.5 Hz, 2H), 7.29 (d, J= 3.7 Hz, 1H), 6.81 - 6.74 (m, J =

11.4 Hz, 1H), 4.99 — 4.85 (m, J= 11.9 Hz, 1H), 3.87 - 3.70

(m, J= 14.8 Hz, 4H), 2.66 (s, 3H), 2.46 (s, 1H), 2.40 — 2.30

(m, 2H), 2.02 — 1.88 (m, 4H), 1.75 (d, J= 10.7 Hz, 1H), 1.63

—1.43 (m, J= 31.3, 17.0 Hz, 3H).13C NMR (101 MHz, DMSO) 0 162.2, 149.5, 148.5,

144.1, 140.6, 135.7, 135.7, 135.0, 133.0, 131.5, 123.8, 121.7, 116.1, 115.6, 104.3,

101.4, 100.4, 56.0, 48.8, 29.9, 26.6, 24.9, 24.2. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fir

Ca6H26N602S : 487.19107, gemessen 487.19119; IR [cm™] 2920, 2200, 1647, 1560,

1388, 1251, 1180, 1024, 951, 886, 802; HPLC tret = 17.3 und 19.5 min (£/Z Gemisch,
Gradient A).

3-(5-(1-Cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-
yhfuran-2-yl)-2-(4-hydroxypiperidine-1-carbonyl)acrylonitril (28)

i _ Die Synthese von 28 erfolgt gemdB allgemeiner
NJ\f o4 Q Synthesevorschrift G aus 149 mg 7a und 75 mg 55 (0,45
N mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch
m Lagerung bei -20 °C und Filtration des Feststoffes
N aufgereinigt. Das noch Produktreste enthaltende Filtrat wird
okt 22 aufkonzentriert, auf Kieselgel gezogen und per Flash-
My 484,560 Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)
aufgereinigt. Man erhadlt 149 mg (69 %) 28 als roten
Feststoff. Smp: 190 °C; 'H NMR (300 MHz, DMSO) 6 12.10
(s, 1H), 8.77 — 8.66 (m, J= 5.8 Hz, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.58
(s, 1H), 7.51 (d, 7= 3.7 Hz, 1H), 7.41 (d, J = 3.7 Hz, 1H),
6.86 (s, 1H), 5.05 — 4.72 (m, 2H), 3.99 — 3.72 (m, J = 35.5, 21.2 Hz, 3H), 2.53 (s,
1H), 2.44 — 2.33 (m, J= 10.3 Hz, 2H), 2.12 - 2.02 (m, 2H), 1.99 - 1.76 (m, J= 41.2,
10.1 Hz, 5H), 1.68 — 1.41 (m, J = 30.9, 16.9 Hz, 6H). 13C-NMR (75 MHz, DMSO) d
161.8, 149.6, 148.4, 144.7, 140.6, 136.4, 135.2, 135.1, 132.8, 124.2, 121.9, 116.4,
116.0, 104.2, 101.9, 100.4, 65.1, 56.1, 33.9, 30.0, 25.0, 24.3. ESI-HRMS: [M + H]*
berechnet fiir C27H2sN6O3 : 485.22957, gemessen 485.22985; IR [cm™] 2920, 2856,
2201, 1617, 1429, 1340, 1071, 1026, 886, 804,; HPLC tret = 17.0 min (Gradient A).
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2-Cyano-3-(5-(1-cyclopropyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-N,N-dimethylacrylamid (29)

(@]
\N)% =
| /)
I © P
N —N
N X
oD
N

NTOH
C31H1gNgO;

exakte Masse: 386,149
Mg: 386,415

Die Synthese von 29 erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift G aus 110 mg 7f und 42 mg 2-Cyano-
N,N-dimethylacetamid (0,38 mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das
Rohprodukt wird durch Flash-Chromatographie
(EtOAc/MeOH, automatischer Gradient) aufgereinigt. Man
erhalt 75 mg (52 %) 29 als orangefarbenen Feststoff. Smp:
204 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 11.98 (s, 1H), 8.64 (s,
1H), 7.78 (s, 1H), 7.52 — 7.49 (m, 3H), 6.94 — 6.88 (m, 1H),
4.06 — 3.94 (m, 1H), 3.18 — 2.97 (m, 6H), 1.46 — 1.38 (m,
2H), 0.96 — 0.91 (m, 2H). 3C-NMR (101 MHz, DMSO) &
162.9, 149.4, 148.3, 144.9, 141.9, 135.9, 135.3, 135.2,

133.9, 124.1, 122.0, 116.1, 115.2, 104.5, 101.7, 98.7, 37.4, 27.4, 9.7. ESI-HRMS: [M
+ H]* berechnet fiir C21H1sN6O> : 387.15640, gemessen 387.15668; IR [cm] 2981,
2200, 1647, 1560, 1368, 1153, 1034, 800, 709; HPLC tret = 14.0 min (Gradient A).

2-Cyano-N,N-dimethyl-3-(5-(1-phenyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acrylamid (30)

(0]
L oA
N —N
N
D
~
N
N" H
C24HgNgO,
exakte Masse: 422,149
Mg: 422,448

Die Synthese von 30 erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift G aus 220 mg 7g und 85 mg 2-Cyano-
N,N-dimethylacetamid (0,76 mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das
Rohprodukt wird durch Lagerung bei -20 °C und Filtration
des Feststoffs aufgereinigt. Man erhalt 124 mg (44 %) 30 als
orangefarbenen Feststoff. Smp: 210 °C; H NMR (400 MHz,
DMSO) 0 11.97 (s, 1H), 8.79 -8.72 (m, 1H), 7.82 = 7.63 (m,
6H), 7.57 — 7.48 (m, 1H), 7.35 - 7.27 (m, 2H), 5.65 — 5.55
(m, J=16.1, 3.2 Hz, 1H), 3.34 (s, 6H). 13C-NMR (101 MHz,
DMSO) 6 162.6, 149.0, 147.2, 145.3, 140.4, 135.9, 135.2,
135.0, 134.0, 130.3, 130.1, 128.0, 124.3, 120.2, 115.7,

114.6, 113.6, 103.8, 102.7, 96.2, 37.4. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fiir C24H1sN6O2
: 423.15640, gemessen 423.15676; IR [cm™] 3103, 2892, 2205, 1636, 1491, 1324,
1156, 1029, 890, 690; HPLC tret = 16.5 min (Gradient A).
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2-(Morpholino-4-carbonyl)-3-(5-(1-phenyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acrylonitril (31)

(0]
Q‘%QQ Synthesevorschrift G aus 32 mg 7g und 16 mg N-
N A Cyanoacetylmorpholin (0,1 mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das
‘ —

m Rohprodukt wird durch Flash-Chromatographie

NN (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient) aufgereinigt. Man

CasHaoNGOs erhalt 37 mg (70 %) 31 als gelben Feststoff. Smp: 236 °C;

exak‘fﬂgajgj;‘;i““e" IH-NMR (400 MHz, DMSO) & 11.98 (s, 1H), 8.74 (s, 1H), 7.82

—7.60 (m, 6H), 7.55 (d, 7= 9.5 Hz, 1H), 7.36 — 7.23 (m, 2H),

5.59 (d, J=17.8, 1.8 Hz, 1H), 3.75 — 3.39 (m, 8H). 13C-NMR

(101 MHz, DMSO) 6 161.8, 149.0, 147.3, 145.3, 140.3, 136.2,

135.9, 135.4, 135.0, 134.0, 130.3, 130.1, 128.0, 124.3,

120.5, 114.6, 113.6, 103.8, 102.0, 96.2, 65.9, 46.5. ESI-HRMS: [M + Na]* berechnet

flir C26H20NsO3 : 487.14891, gemessen 487.14961; IR [cm1] 3111, 2852, 2204, 1641,
1570, 1419, 1327, 1275, 1110, 1021, 894, 801; HPLC tret = 16.8 min (Gradient A).

Die Synthese von 31 erfolgt gemaB allgemeiner

Methyl-N-(2-cyano-3-(5-(1-phenyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acryloyl)-N-methyiglycinat (32)

o i _ Die Synthese von 32 erfolgt gemdB allgemeiner

f“\' v Q Synthesevorschrift G aus 41 mg 7g und 21 mg 57 (0,12

g mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch Flash-

m Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)

N" ¥ aufgereinigt. Man erhélt 28 mg (47 %) 32 als orangefarbenen

ke 165 Feststoff. Smp: 248 °C; 'H-NMR (400 MHz, DMSO) 0 12.04

Mg: 480,434 (s, 2H), 8.83 (s, 1H), 7.81 — 7.75 (m, 7H), 7.38 — 7.36 (m,

1H), 6.50 (d, 7 = 3.8 Hz, 1H), 5.69 — 5.66 (m, J = 4.0, 2.2

Hz, 1H), 4.37 — 4.24 (m, 1H), 3.76 (s, 3H), 3.28 (s, 3H). 13C-

NMR (101 MHz, DMSO) 0 169.2, 163.4, 152.3, 148.9, 145.3,

140.3, 136.2, 135.9, 135.4, 134.0, 130.1, 130.0, 128.0,

125.3, 115.4, 114.6, 112.0, 110.2, 103.8, 97.0, 96.2, 52.7, 52.0, 29.0. ESI-HRMS: [M

+ H]* berechnet fiir C2sH20NsO4 : 481.16188, gemessen 481.16229; IR [cm™] ; HPLC
tret = 15.7 und 16.7 min (£/Z/ Gemisch, Gradient A).
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2-(4-Methylpiperazin-1-carbonyl)-3-(5-(1-phenyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acrylonitril (33)

C27H23N;0,
exakte Masse: 477,191
Mg: 477,528

Die Synthese von 33 erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift G aus 40 mg 7g und 21 mg 54 (0,13
mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch Flash-
Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)
aufgereinigt. Man erhdlt 40 mg (70 %) 33 als
orangefarbenen Feststoff. Smp: 219 °C (Zersetzung); 'H-
NMR (300 MHz, MeOD) & 8.98 (s, 1H), 7.99 — 7.94 (m, J =
5.0, 2.2 Hz, 2H), 7.93 (s, 1H), 7.85 = 7.80 (m, 2H), 7.77 (s,
1H), 7.63 (d, J= 3.9 Hz, 1H), 7.46 (d, J= 3.4 Hz, 1H), 6.76
(d, 7= 3.9 Hz, 1H), 6.02 (d, 7= 3.4 Hz, 1H), 3.96 — 3.89 (m,
4H), 2.79 — 2.73 (m, 4H), 2.59 (s, 3H). 13C-NMR (75 MHz,

MeOD) 6 163.3, 150.5, 148.0, 145.8, 142.1, 137.9, 137.0, 136.5, 136.2, 134.7, 131.2,
130.9, 128.6, 124.9, 120.3, 116.3, 115.9, 105.5, 103.3, 97.7, 55.0, 46.0. ESI-HRMS:
[M + H]* berechnet fiir C27H23N702 : 478.19860, gemessen 478.19891; IR [cm™] 3106,
2889, 1636, 1560, 1437, 1256, 1141, 890, 794; HPLC tret = 11.0 min (Gradient A).

3-(5-(1-(Cyclopropylmethyl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-2-(4-methylpiperazine-1-carbonyl)acrylonitril

(34)

C25H25N70;
exakte Masse: 455,207
Mg: 455,522

Die Synthese von 34 erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift G aus 80 mg 7d und 40 mg 34 (0,24
mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch Flash-
Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)
aufgereinigt. Man erhalt 91 mg (77 %) 34 als roten Feststoff.
Smp: 204 °C; H-NMR (300 MHz, DMSO) 9 11.81 (s, 1H),
8.43 (s, 1H), 7.55 (s, 1H), 7.37 — 7.26 (m, 3H), 6.73 — 6.65
(m, J= 1.5 Hz, 1H), 4.67 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 3.47 — 3.21
(m, 4H), 2.31 — 2.14 (m, 4H), 1.99 (s, 3H), 0.93 — 0.89 (m,
1H), 0.25 - 0.06 (m, 4H). 13C-NMR (75 MHz, DMSO) d 162.0,
149.2, 149.2, 144.9, 140.1, 135.8, 135.3, 134.4, 134.4,

124.3, 122.9, 116.4, 115.2, 103.8, 100.8, 97.0, 54.2, 49.1, 45.5, 45.5, 12.0, 3.1. ESI-
HRMS: [M + H]* berechnet flir CosHasN;0; : 456.21425, gemessen 456.21429; IR [cm’
11 3094, 2788, 2197, 1636, 1595, 1558, 1420, 1336, 1250, 1018, 886, 707; HPLC tret
= 17.5 und 18.6 min (E/Z Gemisch, Gradient B).
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Methyl-N-(2-cyano-3-(5-(1-(cyclopropylmethyl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acryloyl)-N-methylglycinat (35)

(0]
(0]
/WK\NH//
o | NK%N
N
D

A
~
N
N
C24H22NGO4

exakte Masse: 458,170
Mg: 458,478

Die Synthese von 35 erfolgt gemdaB allgemeiner
Synthesevorschrift G aus 97 mg 7d und 60 mg 57 (0,35 mmol,
1,1 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch Flash-
Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)
aufgereinigt. Man erhdlt 112 mg (77 %) 35 als
orangefarbenen Feststoff. Smp: 164 °C; H-NMR (300 MHz,
DMSO) 0 12.03 (s, 1H), 8.66 (s, 1H), 7.86 (s, 1H), 7.60 — 7.48
(m, 7= 9.1, 6.3 Hz, 3H), 6.95 — 6.89 (m, 1H), 4.88 (d, J =
12.6 Hz, 2H), 4.12 (d, J= 7.4 Hz, 2H), 3.70 (s, 3H), 3.28 (s,
3H), 1.03 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 0.47 — 0.33 (m, 4H). 13C-NMR
(75 MHz, DMSO) & 169.2, 163.7, 149.5, 149.1, 144.9, 144.8,

140.0, 135.8, 134.5, 124.3, 116.0, 115.8, 115.3, 103.8, 100.1, 97.2, 97.0, 52.7, 51.8,
49.2, 25.5, 12.0, 3.1. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fir Cx4H22NeO4 : 459.17753,
gemessen 459.17752; IR [cm™] 3100, 2916, 2203, 1735, 1647, 1597, 1560, 1337,
1209, 1022, 886, 799; HPLC tret = 15.8 min (Gradient A).

3-(5-(1-(Cyclopropylmethyl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-2-(piperidine-1-carbonyl)acrylonitril (36)

(e}
N =
O)ﬁ/ )
Il ~J
N N
N X
Dk
N
N H
C25H24N6O;
exakte Masse: 440,196
Mg: 440,507

Die Synthese von 36 erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift G aus 107 mg 7d und 48 mg 3-Oxo-3-
(piperidin-1-yl)propannitril (0,32 mmol, 1,0 Aqg.) in MeOH.
Das Rohprodukt wird durch Flash-Chromatographie
(Cyclohexan/PrOH, automatischer Gradient) aufgereinigt.
Man erhalt 100 mg (71 %) 36 als orangefarbenen Feststoff.
Smp: 215 °C; *H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 11.39 (s, 1H), 8.78
(s, 1H), 7.59 (s, 1H), 7.44 — 7.35 (m, 2H), 7.23 (d, 7= 3.8
Hz, 1H), 6.71 (d, J= 2.5 Hz, 1H), 4.85 (d, J = 6.8 Hz, 2H),
3.65 — 3.53 (m, J = 18.4 Hz, 4H), 1.64 (s, 6H), 0.86 — 0.73
(m, J=15.2, 8.2 Hz, 1H), 0.49 — 0.32 (m, 4H). 13C-NMR (75

MHz, CDCI3) & 163.0, 150.5, 150.1, 145.7, 141.6, 137.0, 137.0, 136.0, 135.7, 124.2,
122.3, 116.9, 115.8, 105.2, 103.0, 98.0, 50.6, 26.3, 25.9, 24.9, 12.5, 4.1. ESI-HRMS:
[M + H]* berechnet fiir C2sH24N6O2 : 441.20335, gemessen 441.20352; IR [cm™] 2921,
2849, 2200, 1629, 1594, 1560, 1420, 1337, 1225, 999, 796; HPLC trt = 15.9 und 18.8
min (£/Z Gemisch, Gradient A).
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2-Cyano-3-(5-(1-cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-N-(3-(((2S,3S,4R,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
3-yl)(methyl)amino)propyl)-N-methylacrylamid (37)

NP Die Synthese von 37 erfolgt gemaB allgemeiner
o f o o NQ Synthesevorschrift G aus 73 mg 7a und 211 mg 60b (0,24
ﬁ) m mmol, 1,1 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch Flash-
1 ° " Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)
A aufgereinigt. Man erhalt 129 mg (50 %) 37 als
orangefarbenen Feststoff. Smp: 195 °C; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO0) & 12.08 (s, 1H), 8.69 — 8.67 (m, J = 2.1 Hz, 1H), 7.75
(s, 1H), 7.57 = 7.53 (m, 2H), 7.47 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 7.39
(d, 7= 3.8 Hz, 1H), 5.01 — 4.85 (m, 4H), 4.80 — 4.73 (m, 1H),
4.60 — 4.53 (m, 1H), 4.42 — 4.17 (m, 3H), 4.11 —4.02 (m, J
= 14.9, 6.5 Hz, 2H), 3.96 — 3.60 (m, J= 74.2, 37.1, 24.6 Hz,
3H), 3.50 (s, 1H), 3.43 — 3.39 (m, 2H), 3.38 (s, 1H), 3.36 (s, 1H), 3.34 (d, 7= 1.4 Hz,
1H), 3.23 (t, 3H), 3.17 (s, 2H), 3.05 - 2.99 (m, 2H), 2.93 — 2.88 (m, 2H), 2.68 (s, 1H),
2.48 — 2.45 (m, 2H), 2.40 — 2.29 (m, 5H), 2.26 — 2.20 (m, J = 10.8 Hz, 2H), 2.06 -
1.99 (m, 3H), 1.96 — 1.86 (m, 6H), 1.78 — 1.69 (m, J = 10.5 Hz, 5H), 1.61 — 1.45 (m,
J=30.7, 17.5 Hz, 9H), 1.22 — 1.20 (m, 2H), 1.17 (s, 1H), 1.15 (s, 1H), 1.10 (s, 3H),
1.08 (s, 2H), 1.06 (s, 2H), 1.04 — 0.98 (m, 7H), 0.87 — 0.79 (m, 6H), 0.78 — 0.73 (m,
3H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) d 178.5, 177.2, 149.6, 148.5, 144.7, 140.5, 136.3,
135.1,132.8,124.1, 121.8, 116.3, 115.9, 114.7, 104.1, 100.3, 99.61, 94.5, 77.4, 76.9,
73.5,72.3, 65.5, 64.9, 56.1, 54.0, 48.6, 48.6, 45.7, 44.9, 41.6, 38.2, 36.9, 34.45, 30.3,
30.0, 29.0, 27.4, 25.3, 25.0, 24.3, 21.9, 21.7, 20.9, 20.8, 18.3, 17.5, 17.4, 15.1, 14.8,
10.9, 8.5. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fir Cs3HosNgO14 : 1189.71188, gemessen
1189.71202; IR [cm™] 2932, 1635, 1456, 1340, 1167, 1027, 849, 730; HPLC tret =
14.9 und 15.1 min (£/Z Gemisch, Gradient A).
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2-Cyano-3-(5-(1-cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-N-(2-((2-(((2S,3S,4R,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
3-yl)(methyl)amino)ethyl)(methyl)amino)-2-oxoethyl)-N-methylacrylamid

Die Synthese von 38 erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift G aus 70 mg 7a und 195 mg 60b (0,21
mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch Flash-
Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)
aufgereinigt. Man erhalt 177 mg (68 %) 38 als gelben
y Feststoff. Smp: 176 °C; H-NMR (700 MHz, CDCl3) 6 11.32
(bs, 1H), 9.07 (bs, 1H), 8.75 (s, 1H), 7.70 (s, 1H), 7.40 (d, J
= 21.5 Hz, 2H), 7.22 (d, J= 15.7 Hz, 1H), 6.81 (s, 1H), 5.07
—4.98 (m, 2H), 4.95 — 4.88 (m, J = 21.3 Hz, 2H), 4.67 (bs,
1H), 4.34 — 4.20 (m, 2H), 4.09 — 4.03 (m, 1H), 3.95 - 3.83
(m, J= 46.4 Hz, 2H), 3.69 (bs, J = 35.1 Hz, 1H), 3.62 (s,
1H), 3.58 (bs, 1H), 3.26 (s, 6H), 3.15 (d, 7= 8.0 Hz, 2H), 3.00 — 2.91 (m, 6H), 2.66
(bs, 3H), 2.55 —-2.47 (m, J= 22.3, 12.1 Hz, 4H), 2.44 — 2.38 (m, 2H), 2.30 — 2.24 (m,
4H), 2.03-1.93 (m, J=19.3, 12.6 Hz, 6H), 1.87 = 1.73 (m, 4H), 1.55-1.44 (m, J =
29.1, 11.9 Hz, 6H), 1.34 (s, 1H), 1.32 - 1.23 (m, J = 29.7 Hz, 9H), 1.14 — 1.09 (m,
9H), 1.02 (s, 6H), 0.89 — 0.77 (m, 10H). 13C-NMR (151 MHz, CDCl3) 6 178.8, 178.7,
167.2, 166.9, 164.3, 164.2, 150.0, 149.6, 144.8, 141.4, 138.1, 136.9, 135.8, 134.1,
123.4,121.2,116.4, 115.8, 105.2, 102.1, 102.0, 101.3, 100.7, 100.5, 95.1, 95.0, 85.5,
84.7,78.2,78.1,77.7,74.3, 74.1, 73.9, 73.7, 73.0, 72.8, 70.5, 70.0, 67.2, 66.6, 66.5,
65.8, 65.7, 65.0, 62.7, 62.7, 57.2, 54.7, 54.5, 50.8, 50.3, 49.4, 48.6, 46.9, 46.1, 45.5,
42.9,42.9,42.1, 41.9, 40.9, 38.7, 36.9, 36.8, 36.4, 34.9, 34.8, 34.1, 30.6, 29.8, 27.8,
27.0, 26.7, 25.7, 24.9, 22.3, 22.3, 21.8, 21.6, 21.3, 18.4, 18.3, 16.4, 15.2, 15.0, 11.3,
9.3, 9.1, 7.5. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fur CesHooNoO15: 1246.73334, gemessen
1246.73426; IR [cm™] 2934, 1654, 1457, 1166, 1029, 1000, 898, 842; HPLC tret =
15.3 und 15.4 min (£/Z Gemisch, Gradient B).
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2-Cyano-N-(3-(((2S,3S,4R,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
3-yl)(methyl)amino)propyl)-N-methyl-3-(5-(1-(1-methylpiperidin-4-yl)-
1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acrylamid
(39)

s Die Synthese von 39 erfolgt gemdaB allgemeiner
%OH f ~e Q Synthesevorschrift G aus 53 mg 7c und 132 mg 60b (0,15
0 ¢ fb mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch Flash-

=

N N

" Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)

aufgereinigt. Man erhadlt 145 mg (80 %) 39 als gelben

°° Feststoff. Smp: 171 °C; H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 11.51

(s, 1H), 8.79 (s, 1H), 7.72 (s, 1H), 7.46 — 7.44 (m, 1H), 7.41

— 7.36 (m, 1H), 7.32 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 7.22 — 7.18 (m,

1H), 5.05 - 4.98 (m, 2H), 4.73 — 4.69 (m, 1H), 4.47 — 4.40

(m, J= 7.2 Hz, 1H), 4.27 — 4.22 (m, 1H), 4.11 - 3.98 (m, J

= 18.3, 13.3, 6.6 Hz, 2H), 3.72 — 3.65 (m, J= 7.0 Hz, 4H),

3.64 -3.61 (m, 1H), 3.53 —3.46 (m, 3H), 3.32 - 3.27 (m, J= 9.0 Hz, 4H), 3.24 - 3.19

(m, 2H), 3.11 - 3.07 (m, J= 10.0 Hz, 2H), 3.04 — 2.98 (m, 3H), 2.92 - 2.85 (m, J =

8.0 Hz, 2H), 2.74 — 2.67 (m, 2H), 2.48 — 2.43 (m, 2H), 2.38 (s, 3H), 2.30 = 2.27 (m, J

= 9.8 Hz, 6H), 2.04 — 1.94 (m, J= 16.0, 9.5 Hz, 5H), 1.86 (dd, J= 12.2, 7.7 Hz, 2H),

1.67 — 1.61 (m, 1H), 1.54 — 1.41 (m, 3H), 1.32 = 1.29 (m, J= 6.5 Hz, 3H), 1.28 — 1.24

(m, 4H), 1.22 — 1.20 (m, J = 1.9 Hz, 3H), 1.19 — 1.18 (m, 4H), 1.18 — 1.17 (m, 2H),

1.16 - 1.14 (m, J= 6.4 Hz, 4H), 1.08 — 1.05 (m, 6H), 1.03 — 0.99 (m, J= 4.3 Hz, 3H),

0.90 — 0.80 (m, J = 7.4 Hz, 9H). 13C-NMR (101 MHz, CDCl3) 0 178.3, 163.3, 161.9,

150.1, 149.6, 144.9, 141.3, 137.4, 136.8, 135.9, 133.9, 123.7, 121.3, 116.4, 116.0,

105.4, 103.1, 102.3, 95.1, 84.0, 78.5, 78.2, 74.5, 74.2, 73.8, 73.1, 71.0, 70.0, 68.7,

65.6, 65.5, 62.5, 58.1, 55.2, 54.3, 51.0, 49.5, 46.6, 45.9, 45.3, 42.7, 41.9, 37.0, 36.5,

35.0, 30.4, 30.1, 29.8, 29.7, 27.5, 26.8, 25.5, 22.1, 21.7, 21.4, 18.4, 16.6, 15.1, 11.3,

9.4, 8.8, 7.7. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet flir Ce3Ho7N9O14: 1204.72278, gemessen

1204.72277; IR [cm] 2966, 2934, 1643, 1457, 1375, 1278, 1166, 1054, 996; HPLC
tret = 17.0 und 19.0 min (£/Z Gemisch, Gradient B).
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3-(5-(1-((1R,5S,6r)-Bicyclo[3.1.0]hexan-6-yl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-2-cyano-N,N-dimethylacrylamid
(40)

Die Synthese von 40 erfolgt gemdaB allgemeiner
M(L Synthesevorschrift G aus 82 mg 7h und 28 mg 2-Cyano-N,N-
dimethylacetamid (0,25 mmol, 1,0 Aqg.) in abs. EtOH. Das
Rohprodukt wird durch Flash-Chromatographie

CotaNO, (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient) aufgereinigt. Man

exakte Masse: 426,180 erhalt 55 mg (52 %) 40 als orangegelben Feststoff. Smp:

Mr: 426,480 139 °C; 'H-NMR: (400 MHz, CDCl3) d 11.79 (s, 1H), 8.80 (s,

1H), 7.80 (s, 1H), 7.47 (bs, 1H), 7.36 (d, J = 3.7 Hz, 1H),

7.33 (d, 7= 3.7 Hz, 1H), 6.93 (d, 7= 2.3 Hz, 1H), 3.80 —

3.76 (m, 1H), 3.34 - 3.19 (m, 3H), 3.15-3.00 (m, 3H), 2.21

(dd, 7= 12.6, 7.9 Hz, 2H), 1.93 (ddd, 2H), 1.80 - 1.75 (m, J

= 7.9 Hz, 2H), 1.62 -1.49 (m, J= 16.3, 11.5, 6.3 Hz, 1H), 1.30 - 1.22 (m, J= 16.3,

7.9 Hz, 1H). 13C-NMR: (101 MHz, CDCl3) d 163.6, 150.2, 149.5, 145.3, 143.0, 137.4,

137.0, 136.0, 134.9, 123.3, 121.4, 116.3, 114.8, 105.4, 102.7, 99.5, 34.3, 29.8, 28.7,

27.9, 21.3. ESI-HRMS: [M + Na]* berechnet fir Cy4H22N6O2: 449.16964, gemessen

449.16983; IR [cm1] 2923, 1646, 1568, 1393, 1329, 1155, 1031; HPLC tret = 20.4 min
(Gradient B)

3-(5-(1-((1R,5S,6r)-Bicyclo[3.1.0]hexan-6-yl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-2-(morpholine-4-
carbonyl)acrylonitril (41)

*@ Die Synthese von 41 erfolgt gemdB allgemeiner
N Synthesevorschrift G aus 80 mg 7Zh und 37 mg N-

N

IZ/I

Q Cyanoacetylmorpholin (0,24 mmol, 1,0 Ag.) in abs. EtOH.

N H Das Rohprodukt wird durch Flash-Chromatographie

Ca6H24NGO3 (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient) aufgereinigt. Man
exakte Masse: 468,191 erhdlt 56 mg (50 %) 41 als orangefarbenen Feststoff. Smp:

Mg: 468,517

245 °C (Zersetzung); 'H-NMR: (400 MHz, CDCl3) d 11.02 (s,

1H), 8.68 (s, 1H), 7.74 (s, 1H), 7.38 (d, 7= 3.1 Hz, 1H), 7.35

- 7.31 (m, 2H), 6.89 (d, /= 3.3 Hz, 1H), 3.79 - 3.64 (m, J

= 13.5, 12.1 Hz, 9H), 2.15 (dd, J = 12.2, 8.2 Hz, 2H), 1.87

(ddd, 7= 19.6, 9.8 Hz, 2H), 1.72 (bs, 2H), 1.57 — 1.45 (m, J
= 19.1, 10.9 Hz, 1H), 1.30 — 1.16 (m, 1H). 13C NMR: (101 MHz, CDCl3) 6 162.9, 150.1,
149.3, 144.6, 142.9, 137.7, 136.2, 136.0, 134.3, 123.6, 122.0, 116.2, 115.1, 105.5,
101.7, 99.2, 66.6, 34.2, 28.5, 27.8, 21.2. ESI-HRMS: [M + Na]* berechnet fir
Ca6H24N603: 491.18021, gemessen 491.18064; IR [cm™] 2917, 1636, 1570, 1497,
1420, 1320, 1244, 1112, 840, 804; HPLC trt = 20.2 min (Gradient B)
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3-(5-(1-(Bicyclo[3.1.0]hexan-6-yl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-2-cyano-N-(3-(((2S,3S,4R,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
3-yl)(methyl)amino)propyl)-N-methylacrylamid (42)

\WQ Die Synthese von 42 erfolgt gemaB allgemeiner

Ton Uon f Synthesevorschrift G aus 57 mg 7h und 150 mg 60b (0,17
¢ m mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch Flash-
i " ¥ Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)
s aufgereinigt. Man erhdlt 122 mg (61 %) 42 als gelben
Feststoff. Smp: 198 °C; H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 11.42

MR: 1187,487

(bs, 1H), 8.74 (s, 1H), 7.73 (s, 1H), 7.44 (s, 1H), 7.32 (d, J =
17.6 Hz, 2H), 6.89 (s, 1H), 5.03 — 4.96 (m, 2H), 4.72 (d, J =
8.3 Hz, 1H), 4.35 - 4.28 (m, 1H), 4.14 — 4.01 (m, 2H), 3.98
—3.91 (m, 1H), 3.75 - 3.59 (m, 4H), 3.45 (dd, 7= 13.9, 6.9
Hz, 4H), 3.33 — 3.26 (m, 4H), 3.24 — 3.19 (m, 2H), 3.08 -
2.98 (m, 3H), 2.70 (bs, 3H), 2.58 — 2.47 (m, J = 16.5 Hz, 4H), 2.33 - 2.26 (m, J =
12.8 Hz, 5H), 2.21 — 2.15 (m, 2H), 1.92 - 1.80 (m, 8H), 1.78 — 1.72 (m, 4H), 1.50 (d,
J=11.4Hz, 3H), 1.35-1.29 (m, J= 16.0 Hz, 7H), 1.20 — 1.15 (m, 12H), 1.09 - 1.05
(m, 7H), 0.91 — 0.82 (m, 9H). 13C-NMR: (101 MHz, CDCl3) d 178.5, 163.4, 150.2, 149.4,
149.3, 145.1, 142.8, 137.0, 136.5, 135.9, 134.7, 123.7, 116.3, 114.8, 105.4, 102.9,
100.5, 99.1, 95.2, 85.6, 78.2, 74.4, 73.8, 73.0, 71.1, 70.0, 68.8, 66.4, 65.9, 65.8, 63.5,
62.5, 54.6, 49.5, 49.4, 45.5, 43.1, 41.9, 40.4, 37.2, 36.5, 35.0, 34.3, 29.7, 28.6, 27.8,
27.8, 27.6, 26.9, 26.8, 22.2, 22.1, 21.7, 21.6, 21.3, 18.4, 16.5, 15.3, 15.2, 11.3, 11.2,
9.4, 7.6. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet flir Ce3Ho4NgO14: 1187.69623, gemessen
1187.69593. IR [cm] 2928, 1635, 1457, 1374, 1328, 1165, 1030, 998, 796, 729;
HPLC tret = 18.0 und 18.8 min (£/Z Gemisch, Gradient B).
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3-(5-(1-((1R,5S,6r)-Bicyclo[3.1.0]hexan-6-yl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-2-cyano-N-(2-((2-
(((2S,3S,4R,6R)-2-(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-
3,4,10-trihydroxy-13-(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-
dimethyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-
oxo0-1-oxa-6-azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-
methyltetrahydro-2H-pyran-3-yl)(methyl)amino)ethyl)(methyl)amino)-2-
oxoethyl)-N-methylacrylamid (43)

Die Synthese von 43 erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift G aus 98 mg 7h und 274 mg 63 (0,29
mmol, 1,0 Ag.) in abs. EtOH. Das Rohprodukt wird durch
Flash-Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer
Gradient) aufgereinigt. Man erhalt 191 mg (53 %) 43 als
gelben Feststoff. Smp: 182 °C; 'H-NMR (400 MHz, CDCl3)
11.34 (bs, 1H), 8.73 (s, 1H), 7.69 (s, 1H), 7.44 (s, 1H), 7.33
—7.23 (m, 2H), 6.90 (s, 1H), 5.08 — 4.96 (m, 2H), 4.73 (d, J
= 8.5 Hz, 1H), 4.36 — 4.24 (m, J = 31.2 Hz, 2H), 4.11 (s,
1H), 4.03 — 3.93 (m, 2H), 3.76 (s, 1H), 3.69 — 3.62 (m, J =
20.9 Hz, 2H), 3.46 (dd, J = 13.4, 6.4 Hz, 4H), 3.32 (s, 6H),
3.26 — 3.18 (m, 2H), 3.06 — 2.96 (m, 6H), 2.79 — 2.68 (m, 3H), 2.62 — 2.53 (m, 4H),
2.37 = 2.29 (m, J= 15.7 Hz, 4H), 2.21 — 2.14 (m, 2H), 1.92 - 1.83 (m, J= 8.3 Hz,
4H), 1.72 (s, 3H), 1.63 - 1.41 (m, 6H), 1.38 — 1.30 (m, /= 18.7 Hz, 8H), 1.21 - 1.19
(m, J= 1.8 Hz, 2H), 1.19-1.16 (m, J= 6.0 Hz, 9H), 1.11 - 1.06 (m, 6H), 0.96 — 0.83
(m, 10H). 13C-NMR (176 MHz, CDCl3) d 178.84, 178.7, 167.3, 167.1, 164.3, 164.2,
145.0, 149.3, 144.9, 142.8, 142.7, 137.7, 136.3, 135.9, 134.5, 123.7, 121.7, 116.1,
114.8, 105.4, 101.7, 101.6, 100.6, 100.4, 99.1, 95.0, 94.9, 85.1, 84.4, 78.2, 78.1,
77.9,77.5,74.3,73.9,73.7,73.6, 72.9, 72.7, 70.4, 69.8, 66.5, 66.4, 65.9, 65.7, 64.9,
62.9, 62.8, 62.6, 54.8, 54.5, 50.7, 50.3, 49.4, 48.5, 46.8, 45.9, 45.6, 42.7, 42.3, 42.2,
42.0, 40.9, 38.7, 36.9, 36.8, 36.3, 35.2, 34.8, 34.7, 34.2, 34.1, 29.7, 28.5, 27.7, 26.6,
22.3,22.2,21.8,21.6, 21.3, 21.2, 18.3, 18.3, 16.4, 15.0, 14.9, 11.2, 9.0, 8.8, 7.4. ESI-
HRMS: [M + H]* berechnet fir CssHo7N9O1s: 1244.71769, gemessen 1244.71656; IR
[cm] 2961, 1636, 1457, 1374, 1167, 1029, 842, 803; HPLC tret = 16.3 min (Gradient
B).
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2-Cyano-3-(5-(1-cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-N-(4-(((2S,3S,4R,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
3-yl)(methyl)amino)butyl)-N-methylacrylamid (44)

N Q - Die Synthese von 44 erfolgt gemdB allgemeiner
e el Synthesevorschrift G aus 37 mg 7a und 98 mg 60c (0,11
mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch Flash-
Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)
aufgereinigt. Man erhalt 130 mg (97 %) 44 als gelben
Feststoff. Smp: 172 °C (Zersetzung); 'H-NMR (400 MHz,
CDCI3) & 11.55 (bs, 1H), 8.80 (s, 1H), 7.72 (s, 1H), 7.51 —
7.41 (m, 2H), 7.29 - 7.23 (m, 1H), 6.89 — 6.82 (m, 1H), 5.04
—4.92 (m, J= 21.6 Hz, 3H), 4.73 (d, 7= 9.4 Hz, 1H), 4.31
(s, 1H), 4.17 — 4.09 (m, 1H), 4.03 — 3.91 (m, J = 30.5 Hz,
2H), 3.67 (s, 1H), 3.59 (d, 7= 5.3 Hz, 1H), 3.48 — 3.39 (m,
J=12.2, 7.8 Hz, 3H), 3.25 (d, J = 29.6 Hz, 4H), 3.06 — 2.98 (m, J = 10.7 Hz, 3H),
2.85 - 2.66 (m, J= 22.3 Hz, 6H), 2.64 — 2.61 (m, 1H), 2.55 — 2.44 (m, 6H), 2.29 (s,
4H), 2.03 (s, 6H), 1.91 - 1.82 (m, J= 15.6 Hz, 4H), 1.63 (s, 3H), 1.55-1.43 (m, J =
22.5 Hz, 8H), 1.36 — 1.29 (m, 7H), 1.18 = 1.12 (m, 11H), 1.07 (s, 6H), 0.93 - 0.81 (m,
J=21.2,11.7 Hz, 9H). 13C-NMR (101 MHz, CDCl3) & 178.6, 163.2, 150.1, 149.3, 144.9,
141.4, 137.3, 136.8, 135.8, 134.1, 123.6, 120.6, 116.2, 115.9, 105.2, 103.2, 101.1,
100.6, 95.2, 85.4, 78.4, 78.1, 77.4, 74.4, 73.9, 73.0, 70.6, 70.1, 66.3, 65.8, 65.7, 62.5,
57.2, 56.9, 50.4, 49.4, 45.6, 43.0, 41.9, 40.5, 38.7, 37.0, 36.4, 34.9, 30.9, 30.7, 27.8,
26.7, 25.8, 25.6, 24.9, 22.2, 21.7, 21.6, 21.2, 18.4, 16.6, 15.3, 11.2, 9.4, 7.5. ESI-
HRMS: [M + H]* berechnet fur CesHogNgO14 : 1203.72753, gemessen 1203.72736; IR
[cm1] 2934, 1456, 1429, 1340, 1167, 1024, 1001, 798, 724; HPLC tet = 19.8 min
(Gradient B)
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2-Cyano-N-(4-(((2S,3S,4R,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
3-yl)(methyl)amino)butyl)-N-methyl-3-(5-(1-(1-methylpiperidin-4-yl)-1,6-
dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acrylamid (45)

Die Synthese von 45 erfolgt gemdaB allgemeiner
Synthesevorschrift G aus 40 mg 7c und 101 mg 60c (0,11
mmol, 1,0 Aqg.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch Flash-
Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)
aufgereinigt. Man erhdlt 110 mg (79 %) 45 als
orangegelben Feststoff. Smp: 177 °C (Zersetzung); 'H-NMR
(400 MHz, CDCI3) 6 11.54 (bs, 1H), 8.82 (s, 1H), 7.72 (s,
1H), 7.43 (d, J = 27.9 Hz, 2H), 7.30 (d, J = 5.5 Hz, 1H),
7.18 (s, 1H), 5.03 (d, /= 18.7 Hz, 3H), 4.75 (d, J= 6.1 Hz,
1H), 4.34 (s, 1H), 4.18 —4.12 (m, 1H), 4.06 — 3.94 (m, J =
31.5 Hz, 2H), 3.72 - 3.60 (m, J = 28.4 Hz, 2H), 3.50 - 3.44

(m, J= 6.7 Hz, 3H), 3.36 — 3.21 (m, J= 31.6 Hz, 4H), 3.06 (s, 3H), 2.89 — 2.65 (m, J
= 57.9, 25.8 Hz, 8H), 2.54 (s, 4H), 2.40 — 2.21 (m, 8H), 2.08 — 1.82 (m, J= 42.7 Hz,
10H), 1.66 (s, 3H), 1.57 — 1.41 (m, 6H), 1.35 (d, 7= 11.5 Hz, 7H), 1.22 — 1.15 (m,
11H), 1.11 - 1.06 (m, 6H), 0.96 — 0.80 (m, 9H). 13C-NMR (101 MHz, CDCl3) 6 178.7,
163.3, 150.2, 149.4, 144.9, 141.3, 137.2, 136.8, 135.9, 133.9, 123.6, 120.9, 116.3,
116.0, 105.4, 103.1, 102.2, 100.6, 95.1, 85.4, 78.1, 77.4, 74.4, 73.9, 73.0, 70.7, 70.1,
66.3, 65.9, 65.8, 62.5, 56.9, 55.4, 54.6, 49.4, 46.7, 45.6, 43.0, 42.0, 40.5, 37.0, 36.4,
34.9, 30.4, 30.2, 29.9, 29.7, 27.8, 26.8, 25.6, 22.2, 21.8, 21.6, 21.3, 18.3, 16.6, 15.3,
15.2, 11.2, 9.4, 7.5. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet flir CeaH100N9O14: 1218.73843,
gemessen 1218.73942; IR [cm] 2936, 1636, 1457, 1374, 1320, 1116, 1025, 843,
793; HPLC tret = 14.7 und 14.9 min (£/Z Gemisch, Gradient B)
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2-Cyano-3-(5-(1-cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-N-(4-(((2S,3R,4S,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-3-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
4-yl)(methyl)amino)butyl)-N-methylacrylamid (46)

aaaaaaa
sssssssssssssssssss

Die Synthese von 46 erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift G aus 43 mg 7a und 114 mg 60e (0,13
mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch Flash-
Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)
aufgereinigt. Man erhalt 105 mg (69 %) 46 als gelben
Feststoff. Smp: 169 °C; 'H-NMR (400 MHz, CDCl3) 6 11.74
(bs, 1H), 8.82 (s, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.51 — 7.44 (m, 2H),
7.29 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 6.88 — 6.81 (m, J = 9.6 Hz, 1H),
5.02 (d, /= 4.4 Hz, 1H), 4.99 — 4.85 (m, 2H), 4.76 — 4.71
(m, 1H), 4.46 (d, J= 7.0 Hz, 1H), 4.31 (d, J= 3.5 Hz, 1H),
4.13 - 4.01 (m, 1H), 3.74 (s, 1H), 3.67 (d, 7= 6.9 Hz, 1H),

3.53-3.48 (m, J= 5.9 Hz, 2H), 3.45 (dd, 7= 14.0, 7.0 Hz, 3H), 3.31 (s, 3H), 3.28 -
3.22 (m, 2H), 3.07 - 2.99 (m, J= 17.5, 7.8 Hz, 2H), 2.81 — 2.67 (m, 2H), 2.64 — 2.57
(m, J=12.4, 6.4 Hz, 1H), 2.53 — 2.43 (m, J= 10.6 Hz, 4H), 2.38 - 2.33 (m, 2H), 2.31
(s, 4H), 2.24 (s, 3H), 2.07 - 1.96 (m, J= 14.3, 8.5 Hz, 7H), 1.91 - 1.79 (m, 3H), 1.69
—-1.40 (m, 11H), 1.33 (s, 3H), 1.30 (d, /= 5.9 Hz, 4H), 1.22 - 1.16 (m, J= 13.7, 6.7
Hz, 11H), 1.10 — 1.04 (m, 9H), 0.90 — 0.83 (m, 6H). 3C-NMR (101 MHz, CDCl3) &
178.4, 163.2, 150.1, 149.4, 144.8, 141.3, 137.6, 136.7, 135.8, 134.1, 123.5, 120.7,
116.2, 115.9, 105.1, 103.0, 102.9, 101.1, 95.1, 83.9, 78.5, 78.2, 77.6, 77.4, 74.5,
73.8, 73.0, 70.9, 70.0, 68.8, 65.9, 65.9, 65.6, 62.2, 57.1, 52.8, 49.5, 45.1, 42.6, 41.7,
37.0, 36.4, 34.9, 30.6, 29.9, 27.6, 26.8, 25.7, 25.5, 24.9, 22.0, 21.6, 21.4, 21.3, 18.4,
16.5, 15.3, 15.2, 11.3, 9.3, 7.7. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fir CssHosNgO14:
1203.72753, gemessen 1203.72690; IR [cm] 2931, 1636, 1457, 1374, 1341, 1166,
1026, 898, 797; HPLC tret = 20.4 und 20.6 min (£/Z Gemisch, Gradient B)
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2-Cyano-3-(5-(1-cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-N-(2-(((2S,3R,4S,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-3-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
4-yl)(methyl)amino)ethyl)-N-methylacrylamid (47)

Die Synthese von 47 erfolgt gemaB allgemeiner

Synthesevorschrift G aus 62 mg 7a und 160 mg 60d (0,19

mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch Flash-

Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)

aufgereinigt. Man erhdlt 153 mg (70 %) 47 als gelben

st Feststoff. Smp: 182 °C; 'H-NMR (400 MHz, CDCl3) 6 11.87

(bs, 1H), 8.85-8.79 (m, J= 4.6 Hz, 1H), 7.72 (bs, J= 28.4

Hz, 1H), 7.51 - 7.41 (m, J= 21.6 Hz, 2H), 7.28 (s, 1H), 6.86

(s, 1H), 5.05 —4.93 (m, 2H), 4.74 (d, J= 9.2 Hz, 1H), 4.44

(s, 1H), 4.28 (s, 1H), 4.15 -4.02 (m, 1H), 3.78 = 3.62 (m, J

= 27.3 Hz, 3H), 3.58 — 3.50 (m, 2H), 3.48 — 3.41 (m, 2H),

3.37 -=3.22 (m, 7H), 3.08 — 2.97 (m, 2H), 2.85 (bs, 1H), 2.79 — 2.66 (m, 3H), 2.60 —

2.41 (m, 6H), 2.38 — 2.26 (m, 6H), 2.10 — 1.95 (m, J= 6.9 Hz, 7H), 1.90 — 1.77 (m,

3H), 1.70 - 1.44 (m, J = 39.7 Hz, 7H), 1.31 (d, J = 13.7 Hz, 6H), 1.22 — 1.16 (m,

11H), 1.10 — 1.01 (m, J = 14.4 Hz, 9H), 0.91 — 0.82 (m, 6H). 3C-NMR (101 MHz,

CDCl3) 8 178.2, 163.5, 150.1, 149.5, 144.9, 141.3, 137.5, 136.8, 135.8, 134.1, 123.5,

120.7, 116.2, 116.0, 105.1, 103.2, 102.7, 101.0, 95.2, 84.3, 78.7, 78.2, 77.6, 77 .4,

74.5,73.8,73.0, 71.5, 70.0, 68.6, 65.8, 65.7, 62.2, 57.1, 49.5, 45.2, 42.6, 41.6, 37.4,

36.4, 35.0, 30.8, 30.6, 27.5, 26.8, 25.7, 24.9, 22.0, 21.6, 21.3, 18.4, 16.5, 15.3, 15.1,

11.2, 9.5, 7.6. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet flir Ce2HosNgO14: 1175.69623, gemessen

1175.69618; IR [cm1] 2965, 2932, 1636, 1457, 1374, 1340, 1166, 1053, 998, 797,
728; HPLC tret = 19.8 und 20.4 min (£/Z Gemisch, Gradient B)

2-Cyano-3-(5-(1-cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)acrylsaure (48)

0 Die Synthese von 48 erfolgt gemaB allgemeiner

Ho)ﬁ/ @ Q Synthesevorschrift G aus 100 mg 7a und 254 mg

! © " Cyanessigsaure (0,3 mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das

N, Rohprodukt wird durch Flash-Chromatographie

m (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient) aufgereinigt. Man

erhalt 83 mg (69 %) 48 als gelben Feststoff. Smp: 162 °C

ktcf\ﬁHwNﬂo& o (Zersetzung); 'H-NMR (400 MHz, DMS0) 6 11.81 (s, 1H), 8.64

e ;R:afjf_gzs’ (s, 1H), 7.91 (s, 1H), 7.36 (d, J= 2.6 Hz, 2H), 7.17 (d, J =

3.3 Hz, 1H), 6.81 — 6.73 (m, 1H), 497 - 4.86 (m, J= 12.1

Hz, 1H), 3.19 (s, 1H), 2.40 (dd, 7= 23.0, 11.1 Hz, 2H), 2.05

—1.90 (m, 4H), 1.78 (d, 7= 11.2 Hz, 1H), 1.51 (td, J= 25.2,

12.3 Hz, 3H). 13C-NMR: (101 MHz, DMSO) 0 164.1, 149.6, 146.7, 143.9, 140.1, 135.4,

134.2, 133.2, 132.2, 122.4, 117.2, 116.9, 114.5, 107.9, 103.4, 99.3, 55.6, 44.3, 29.3,

24.4. ESI-HRMS: [M - H] berechnet flir C22H1sNsO3: 400.14151, gemessen 400.14072;

IR [cm™] 2932, 2850, 1615, 1339, 1295, 1052, 868, 736; HPLC trt = 22,0 min
(Gradient B)

X
7

A\
N
NTOH
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/(E)-2-Cyano-N-(2-((2-(((2S,3S,4R,6R)-2-
(((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
(((2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyltetrahydro-2H-pyran-
2-yl)oxy)-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-15-0xo0-1-oxa-6-
azacyclopentadecan-11-yl)oxy)-4-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-
3-yl)(methyl)amino)ethyl)(methyl)amino)-2-oxoethyl)-N-methyl-3-(5-(1-
(1-methylpiperidin-4-yl)-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-
2-yl)furan-2-yl)acrylamid (49)

Die Synthese von 49 erfolgt gemdaB allgemeiner

v Synthesevorschrift G aus 47 mg 7c¢ und 125 mg 63 (0,134
mmol, 1,0 Ag.) in MeOH. Das Rohprodukt wird durch Flash-

> Chromatographie (EtOAc/MeOH, automatischer Gradient)
aufgereinigt. Man erhalt 77 mg (46 %) 49 als gelben
Feststoff. Smp: 169 °C (Zersetzung); 'H-NMR (400 MHz,
CDCI3) 6 11.33 (bs, 1H), 8.76 (s, 1H), 7.73 (s, 1H), 7.45 (d,

J = 3.1 Hz, 1H), 7.40 — 7.28 (m, 2H), 7.15 (s, 1H), 5.04 —

4.94 (m, J = 10.9 Hz, 3H), 4.73 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 4.33 —

4.19 (m, 2H), 4.13 - 4.05 (m, J = 14.2, 7.1 Hz, 1H), 4.01 —

3.89 (m, 2H), 3.66 (s, 1H), 3.63 — 3.59 (m, J = 5.8 Hz, 1H),

3.44 (q,J = 7.0 Hz, 3H), 3.35 - 3.26 (m, 5H), 3.10 = 2.95 (m, 10H), 2.84 (d, J = 7.7
Hz, 2H), 2.76 — 2.66 (m, J = 4.4 Hz, 3H), 2.57 (s, 3H), 2.49 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 2.34
(s, 3H), 2.30 (s, 4H), 2.25 - 2.17 (m, 2H), 2.03 - 1.96 (m, J = 10.6 Hz, 3H), 1.93 -
1.85(m, ] =17.8,10.6 Hz, 2H), 1.82 - 1.75 (m, 3H), 1.65 - 1.58 (m, 2H), 1.55-1.46
(m, ] = 15.1, 4.7 Hz, 2H), 1.36 — 1.28 (m, 7H), 1.19 — 1.14 (m, J = 8.2, 5.7 Hz, 11H),
1.11 — 1.05 (m, J = 10.8 Hz, 6H), 0.93 — 0.82 (m, 9H). 3C-NMR (101 MHz, CDCI3) 5
178.6, 167.2, 166.8, 150.1, 144.8, 141.3, 137.8, 136.7, 135.9, 134.0, 123.7, 116.4,
105.5, 102.3, 100.8, 100.6, 95.4, 95.2, 85.3, 78.2, 78.1, 77.6, 77.4, 74.7, 74.5, 73.8,
73.7,72.9, 70.5, 70.2, 66.6, 66.4, 65.9, 65.1, 62.5, 55.4, 54.6, 49.4, 46.7, 45.5, 45.3,
43.1,41.8, 41.6, 41.0, 36.5, 35.0, 34.2, 29.9, 27.8, 27.0, 26.8, 23.7, 23.1, 22.3, 21.8,
21.6, 21.2, 18.4, 16.6, 15.3, 11.2, 9.5, 9.4, 7.7. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet fiir
CesH101N10015: 1261.74424, gemessen 1261.74296; IR [cm™] 2930, 1636, 1457, 1374,
1341, 1166, 1027, 997, 795; HPLC tret = 15.8 und 17.3 min (£/Z Gemisch, Gradient B)
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2-Cyano-3-(5-(1-cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-
b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)-N,N-dimethylpropanamid (50)

(@]
\N =
R T /
N —N
N
m
“ N
H

N
C24H26N6O;

exakte Masse: 430,212
Mg: 430,512

Die Synthese von 50 erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift H aus 100 mg FM-381. Nach extraktiver
Aufarbeitung ist keine weitere Aufreinigung nétig. Man erhalt
89 mg (89 %) 50 als gelben Feststoff. Smp: 117 °C; IH-NMR
(400 MHz, CDCI3) 6 11.93 (s, 1H), 8.94 — 8.83 (m, 1H), 7.49
(s, 1H), 6.87 (d, J = 2.9 Hz, 2H), 6.51 (d, J = 3.0 Hz, 1H),
4.83 (t, J=12.1 Hz, 1H), 4.10 (dd, 7= 8.0, 6.9 Hz, 1H), 3.45
(qd, 7= 15.3, 7.6 Hz, 2H), 3.12 (s, 3H), 3.02 (s, 3H), 2.58 —
2.44 (m, J= 9.5 Hz, 2H), 2.12 — 1.97 (m, J = 13.0 Hz, 4H),
1.89 (s, 1H), 1.61 — 1.47 (m, J= 7.0 Hz, 3H). 13C-NMR (101
MHz, CDCls) & 163.2, 152.2, 145.1, 144.6, 143.1, 136.7,

135.5, 133.8, 123.3, 116.3, 113.8, 110.7, 105.2, 100.9, 57.1, 37.6, 36.6, 34.2, 30.9,
28.7, 25.90, 25.04. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet flir CasH2sNsO2 : 431.21900,
gefunden 431.21942; IR [cm™] 2929, 2854, 1654, 1497, 1388, 1340, 1186, 1019, 882,
794, 718; HPLC tret = 16.4 min (Gradient A).

2-Cyano-N,N-dimethyl-3-(5-(1-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1,6-
dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)propanamid

(51)
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N —N
N
B
~
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C23H24NGO;
exakte Masse: 432,191
MRg: 432,484

Die Synthese von 51 erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift H aus 50 mg 8. Nach extraktiver
Aufarbeitung ist keine weitere Aufreinigung nétig. Man erhalt
50 mg (quant.) 51 als beigen Feststoff. Smp: 228 °C; H-
NMR: (400 MHz, CDCI3) 6 12.01 (s, 1H), 8.86 (s, 1H), 7.49
(s, 1H), 7.02 - 6.92 (m, J= 9.3, 3.1 Hz, 2H), 6.50 (d, J =
3.2 Hz, 1H), 5.22 - 5.12 (m, 1H), 4.25 (dd, /= 11.7, 4.6 Hz,
2H), 4.07 (t, 7= 7.5 Hz, 1H), 3.66 (td, 7= 11.6, 6.0 Hz, 2H),
3.44 - 3.40 (m, J = 7.0 Hz, 2H), 3.12 (s, 3H), 3.03 (s, 3H),
2.94 — 2.76 (m, 2H), 2.00 — 1.88 (m, 2H). 13C-NMR: (101
MHz, CDCl3) & 163.1, 152.3, 145.2, 144.7, 142.6, 136.7,

135.4, 133.6, 123.6, 116.4, 114.1, 110.9, 105.2, 100.9 67.4, 53.4, 37.6, 36.7, 34.4,
30.9, 30.6, 28.6. ESI-HRMS: [M + Na]* berechnet fiir C:3H24NsNaOs3: 455.18021,
gemessen 455.18105; IR [cm1] 2964, 2932, 1636, 1396, 1320, 1163, 1123, 1055,
997, 806; HPLC tret = 17.0 min (Gradient B)
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Methyl-N-(2-cyano-3-(5-(1-cyclohexyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[ 2,3-b]pyridin-2-yl)furan-2-yl)propanoyl)-N-methylglycinat (52)

C26H25N604
exakte Masse: 488,217
Mg: 488,548

Die Synthese von 52 erfolgt gemaB allgemeiner
Synthesevorschrift H aus 72 mg 9. Nach extraktiver
Aufarbeitung ist keine weitere Aufreinigung nétig. Man erhalt
34 mg (47 %) 52 als blassgelben Feststoff. Smp: 159 °C
(Zersetzung); H-NMR: (400 MHz, CDCl3) 0 11.46 (bs, 1H),
8.86 (s, 1H), 7.50 — 7.43 (m, 1H), 6.84 (d, 7= 11.4 Hz, 2H),
6.54 — 6.49 (m, 1H), 4.84 —4.78 (m, J= 13.7 Hz, 1H), 4.22
- 4.13 (m, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.63 (s, 2H), 3.49 — 3.43 (m,
2H), 3.20 (s, 3H), 2.47 (s, 2H), 2.06 — 1.99 (m, 4H), 1.91 -
1.85 (m, 1H), 1.58 — 1.49 (m, 3H). 3C-NMR: (101 MHz,
CDCI3) 6 168.8, 164.3, 151.9, 145.0, 144.7, 143.1, 136.9,

135.6, 133.8, 123.2, 115.9, 113.9, 110.8, 105.2, 101.1, 70.7, 57.1, 52.5, 50.4, 37.1,
34.3, 30.9, 29.8, 28.6, 25.9, 25.1. ESI-HRMS: [M + H]* berechnet flir C2sH29N6O4:
489.22448, gemessen 489.22470; IR [cm] 2919, 2854, 1653, 1388, 1320, 1186,
1018, 797, 716; HPLC tret = 21.9 min (Gradient B)
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7 Anhange

7.1 Liste der Testverbindungen nach Serie

Anmerkung: Bei einigen der PK-Studien wurden in den i.v. behandelten Gruppen keine
Gallenproben entnommen. Stoffe, bei denen dies =zutrifft, sind mit ,Galle*"
gekennzeichnet.
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Organkonzentrationen nach 8 h
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Organkonzentrationen nach 8 h
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(0]
1000004 ! ka i
.4 umol/kg i.v.
‘AN zZ ™ Q 10000+
\) o /) 12 pmol/kg p.o.
N Il 1000+
N N =
N S 1004
o
| NN 10
~Z
N 4
N7 TN 1
20 0.1-— T T T T T T T
_ S & & & @&
S JAK3 ICs0= 25 + 1 nM ) MGG e
&

Plasmakonzentrationen nach 12 pmol/kg p.o.

4000 200
3000~ 150
s s
<. 2000+ <. 100
(8] (8]
1000 50
0 0 T T T T 1
0 200 400 0 100 200 300 400 500
t [min] t [min]
4 \ Organkonzentrationen nach 8 h
(@]
10009 2.4 pmolikg i
N P o B 2.4 pmol/kg i.v.
/ 12 umol/kg p.o.
(0]
Il 100
N —N s
N =
(8]
| SN 10
~
N
. [l
23 1-4 T T T T T T
— + & ¢ @& & & \Qj‘ @fo
N JAK3 ICg0 = 25 + 6 1M ) S & Vo O@@\@%
&

Plasmakonzentrationen nach 2,4 pmol/kg i.v.
25001

2000

= 1500+
(=

© 1000

500

0

0 200 400

t [min]

Plasmakonzentrationen nach 12 pmol/kg p.o.

604

404
=
£
o

204

0 T T T T "
0 100 200 300 400 500
t [min]




298 7 Anhénge

[ Organkonzentrationen nach 8 h
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Organkonzentrationen nach 8 h
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[ \ Organkonzentrationen nach 8 h
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Organkonzentrationen nach 8 h
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Organkonzentrationen nach 8 h
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Organkonzentrationen nach 8 h
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Organkonzentrationen nach 8 h
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7.2 weitere experimentelle Daten

7.2.1 2D NMR Spektren
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Abbildung 7.1: H,H-COSY Spektrum von 3h.
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Abbildung 7.2: HSQC Spektrum von 3h.
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58 H,H-COSY Spektrum:
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Abbildung 7.3: H,H-COSY Spektrum von 58.
58 HSQC Spektrum:
JULA02138 CSY2223
{1.01,6.92
P— s",_‘,_, {0.79,11.07}
_ {1.11,14.61,
— P “(1.00,15.05}
_ {1.81,21.15;  {1.18,21. 36w {0.85,21.76}
==
“-9325-52{_ (1.22,27-13_‘. (1.03,20.78)
{2.26,34 59&. (1'56'32'38&, {1.50,34.56}
{z.zz,zm.zvz 13608 L6417
{2.68,45.06; (22320 ¥ |
JE— (3294915 (3.37,50.13 {1.89,41.54)  (1.17,41.81}
—— & (3.10,53.87) f
_— {3.25,51.70(J .
B32617  (2.61,62.37,
(3,96,65.37&- &* L
{2.45,70.0@95,70.02&'-
(3'57'73'7&
{4.60,77.3 (4.10,78.0& {1.93,77.97&.
<3.55,as.11&_
{5.03,94.81, :
:j L {4.80,97.96}
T T T T T T T T T T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f2 (ppm)

Abbildung 7.4: HSQC Spektrum von 58.
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59a H,H-COSY Spektrum:
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Abbildung 7.5: H,H-COSY Spektrum von 59a.
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Abbildung 7.6: HSQC Spektrum von 59a.
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59d H,H-COSY Spektrum:
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Abbildung 7.7: H,H-COSY Spektrum von 59d.
59d HSQC Spektrum:
.
3-08092020-NA {1.01,6.77}
£ laufer, Laux, JULAO1152C/CSY2518 {0.96.8.6
= +
{1.12,14.20, - 10
{1.04,15.87}
I {1.24,17.7
3 (1.82,20.84 | {1.36,20.86, 1.13,20.92}
s S SEEE N
{1.93,25.22&_'. i
{2.81,29.20, /(1463,30, V<1.13,30.00)
{2.91,34.59{‘ {2.42,34.59, ;{2.30,34.33} 11.22,27.36 r30
A ﬁt 44 2.24,37.12} -
- . §7{2.24,35.71 1.68,41.86)  ,{1.22,41.83} L
— 3404327 (2.66,44,91&'- D 4 ../i < 40
. QUMY om0y (262,48.14) {1.90,41.99) '
e e L —
R {2.72,4?,23) 50 £
— S
=
= {2.61,62.08, L —
__= (4,02,65.1& & {2.47,64.80} ] 60
— {3.43,68.04 2.20,7045) /2,46,59_72} {1.98,69.69) 1.
23,59,73.25£ / v L70
(4.53,77.0& (4_20,77.4& (2.97,77.7&
(3.55,8342& 80
{5.08,94.15} r90
(4.33,102.7& F 100
—

———T T
52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 3.2 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 06
f2 (ppm)

Abbildung 7.8: HSQC Spektrum von 59d.
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59b H,H-COSY Spektrum:
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Abbildung 7.9: H,H-COSY Spektrum von 59b.

59b HSQC Spektrum:
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Abbildung 7.10: HSQC Spektrum von 59b.
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59c¢ H,H-COSY Spektrum:
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Abbildung 7.11: H,H-COSY Spektrum von 59c.
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Abbildung 7.12: HSQC Spektrum von 59c.
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59e H,H-COSY Spektrum:
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Abbildung 7.13: H,H-COSY Spektrum von 59e.
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Abbildung 7.15: H,H-COSY Spektrum von 60c.
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Abbildung 7.19: H,H-COSY Spektrum von 60d.
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Abbildung 7.21: H,H-COSY Spektrum von 489.
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7.2.2 Absorptionsspektren ausgewahliter Testverbindungen
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7.2.3 Zytotoxizitats-Assays

MTT Assay, J774-Zellen
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MTT Assay, U937-Zellen O FM-381
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7AAD Assay, Buffy Coat E i:é
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7.2.4 Weitere in vitro LPS-Assays
Menschlicher Buffy Coat (HBC):
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7 Anhidnge

7.2.5 Rontgenkristallographische Daten

Tabelle 7.1: Kristall- und Verfeinerungsdaten fiir 58

Substanzcode

Summenformel

Molekilformel

Formelgewicht

Temperatur

Wellenlange, Strahlungsart

Diffraktometer

Kristallsystem

Raumgruppenname, Nummer

Gitterkonstanten

Volumen

Reflexanzahl und

Messbereich fiir Gitterkonstanten

Dichte (berechnet)

Absorptionskoeffizient

Methode der Absorptionskorrektur

F(000)

KristallgroBe, Form und Farbe

Theta Bereich der Messung

Index Bereich

Zahl der Reflexe:

CSY2223
C37HeoNO13
C36HesNO12, CH3OH
735.93

120(2) K

0.71073A, MoKa
STOE IPDS 2T
Orthorhombisch

P 212121, (19)

a =10.2333(2) A

b = 17.4881(5) A
c=22.6671(7) A
4056.53(19) A3
20585

2.50° <=0<= 28.40°
4

1.205 Mg/m3

0.090 mm™1

None

1608

0.400 x 0.500 x 0.950 mm3, farbloser Block
2.497 bis 27.904°.

-13<=h<=12, -19<=k<=22, -29<=I<=25



7 Anhinge

gemessen

unabhangig

beobachtet [I1>2sigma(I)]
Vollstandigkeit bei @max= 25.2°
Verfeinerungsmethode

Reflexe / Restraints / Parameter
Fitgiite fir F2

AbschlieBende R Werte [I>2sigma(I)]
R Wert (alle Daten)

Absoluter Strukturparameter
Maximum und Minimum der diff. Map

Bemerkung

Tabelle 7.2: Kristall- und Verfeinerungsdaten fiir 69
Substanzkode

Summenformel

Molekdlformel

Formelgewicht

Temperatur

Wellenlange, Strahlungsart

Diffraktometer

Kristallsystem

Raumgruppenname, Nummer

Gitterkonstanten

337

15920

9633 [Rint = 0.0252]

8820

99.8 %

Full-matrix least-squares on F2
9633/0/ 705

1.062

R1 = 0.0394, wR2 = 0.0892
R1 = 0.0459, wR2 = 0.0937
0.3(5)

0.346 und -0.180 eA3

absolute Konfiguration aus Synthese

jula02169
C/H1NO

C7H1:NO

125.17

120(2) K
0.71073&, MoKa
STOE IPDS 2T
Monoklin

P 2i/c, (14)

a = 12.2066(14) A

b = 5.9164(8) A B = 106.210(8)°
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Volumen

Reflexanzahl und

Messbereich fiir Gitterkonstanten

Dichte (berechnet)

Absorptionskoeffizient

Methode der Absorptionskorrektur

F(000)

KristallgroBe, Form und Farbe
Theta Bereich der Messung
Index Bereich

Zahl der Reflexe:

gemessen

unabhangig

beobachtet [I>2sigma(I)]
Vollstandigkeit bei @max= 25.2°
Verfeinerungsmethode

Reflexe / Restraints / Parameter

Fitgite fiir F2

AbschlieBende R Werte [I>2sigma(I)]

R Wert (alle Daten)

Maximum und Minimum der diff. Map

Tabelle 7.3: Kristall- und Verfeinerungsdaten fiir 7h

7 Anhidnge

c = 9.6318(10) A
667.95(14) A3

5334

3.48° <=0<= 28.18°
4

1.245 Mg/m3

0.084 mm™1

None

272

0.020 x 0.330 x 0.510 mm3, farblose Platte
3.476 bis 27.908°.

-16<=h<=15, -7<=k<=6, -9<=I<=12

3148

1583 [Rint = 0.0441]

1164

99.8 %

Full-matrix least-squares on F2
1583 /0/ 122

1.079

R1 = 0.0639, wR2 = 0.1434
R1 = 0.0949, wR2 = 0.1692

0.224 und -0.310 eA™3
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Substanzcode

Summenformel

Molekdiilformel

Formelgewicht

Temperatur

Wellenlange, Strahlungsart
Diffraktometer

Kristallsystem
Raumgruppenname, Nummer

Gitterkonstanten

Volumen
Reflexanzahl und

Messbereich fiir Gitterkonstanten

Dichte (berechnet)
Absorptionskoeffizient

Methode der Absorptionskorrektur
Max. und min. Transmission
F(000)

KristallgroBe, Form und Farbe
Theta Bereich der Messung

Index Bereich

Zahl der Reflexe:

339

jula02175b
Ca0H20N404S
CaoH20N404S
412.46

120(2) K
1.54178R, CuKa
STOE IPDS 2T
Orthorhombisch
Fdd2,(43)

a = 22.0627(8) A
b = 56.915(3) A
c=59314(2) A
7448.0(5) A3
24773

3.11° <=0<= 68.36°
16

1.471 Mg/m3
1.867 mmL
Integration

0.9466 und 0.5231
3456

0.030 x 0.040 x 0.770 mm3, gelbe Nadel
3.106 bis 67.701°.

-25<=h<=25, -67<=k<=61, -7<=I<=6
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gemessen

unabhangig

beobachtet [I1>2sigma(I)]
Vollstandigkeit bei @max= 67.7°
Verfeinerungsmethode

Reflexe / Restraints / Parameter
Fitgiite fir F2

AbschlieBende R Werte [I>2sigma(I)]
R Wert (alle Daten)

Absoluter Strukturparameter
Maximum und Minimum der diff. Map

Bemerkung

7 Anhidnge

9874

3286 [Rint = 0.0328]

3049

99.0 %

Full-matrix least-squares on F2
3286/ 1/ 267

1.061

R1 = 0.0653, wR2 = 0.1643
R1 = 0.0749, wR2 = 0.1831
0.03(5)

0.643 und -0.421 eA3

NH lokalisiert und Koordinaten verfeinert.
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