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1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) - ein kleines, gasformiges, radikalisches Molekil - gewann stark an
Bedeutung, als es 1987 als endothelium derived relaxing factor (EDRF) identifiziert wurde.!*~
%1 1992 wurde es von der Zeitschrift »dcience” zum Molekiil des Jahres gewéhlt und 1998
erhielten Furchgott, Ignarro und Murad fiir ihre Forschung an EDRF/NO den Nobelpreis fiir
Medizin.[*

NO ist ein physiologischer Transmitter, der in der Regulation des Nerven-, Immun- und
kardiovaskuldren Systems eine wichtige Rolle spielt, aber auch an vielen
pathophysiologischen Prozessen beteiligt ist.®” Diese Vielseitigkeit erklart das groBe
wissenschaftliche Interesse auf diesem stark beforschten Gebiet und wird durch mehr als
100.000 Publikationen unterstrichen.

Durch seine Radikaleigenschaften ist NO sehr reaktiv: so reagiert es in wassriger Losung
schnell zu Nitrit und Nitrat. Seine spontane Reaktion mit dem Superoxidradikalanion (03) zu
dem starkeren Oxidanz Peroxynitrit (ONOO™) ist Teil der unspezifischen Immunabwehr.
Weiterhin reagiert es mit Oxyhamoglobin sofort zu Nitrat, welches im Oxyhamoglobin Assay
zur Quantifizierung von NO ausgenutzt wird.!! Trotz dieser vielen Inaktivierungs-
moglichkeiten und seiner biologischen Halbwertszeit von weniger als einer Sekunde, kann
NO aufgrund seiner kleinen, lipophilen Struktur und gasférmigen Eigenschaft leicht durch

Membranen diffundieren und an seinen Wirkort gelangen.®*!

Bereits seit einem Jahrhundert sind organische Nitrate zur Behandlung und Prophylaxe von
Angina Pectoris-Anféllen im Einsatz, obwohl das Wirkprinzip der NO-Freisetzung noch nicht
bekannt war. Vertreter dieser Klasse sind z.B. Glyceroltrinitrat, Isosorbiddinitrat oder
Molsidomin.) Neuere Entwicklungen ergaben sich erst durch Entdeckung des
Wirkmechanismus. Die FDA erteilte 1999 die Zulassung fiir ein NO-haltiges Gasgemisch zur
Behandlung von Neugeborenen mit pulmonaler Hypertonie. 2011 wurde die Zulassung fir
alle Altersklassen fur peri- und postoperative pulmonale Hypertonie in Verbindung mit einer

Herzoperation erweitert.
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1.2 L-Arginin

Das zentrale Substrat der physiologischen NO-Synthese ist L-Arginin, doch nur ca. 1,2% des
verfiigbaren Plasmaarginins werden hierfiir benotigt.l!” Der groRere Anteil wird im Korper
auf vielféaltige Weise umgesetzt. Da es sich bei L-Arginin um eine proteinogene Aminosaure
handelt, spielt es einen wichtigen Part in der Proteinbiosynthese. Weiterhin ist es ein
Zwischenprodukt der korpereigenen Ammoniakentgiftung im Harnstoffzyklus. Neben
Harnstoff entsteht dabei L-Ornithin, welches sowohl als ein Substrat fur die Synthese der
Aminosaure L-Prolin, als auch fur die Bildung von Polyaminen von Bedeutung ist.™ L-Prolin
ist essentiell fur die Kollagenbiosynthese und Polyamine sind an Zellwachstum

und -differenzierung beteiligt.!?

Bei einem gesunden Erwachsenen ist die korpereigene L-Arginin-Synthese ausreichend,
sodass er nicht supplementiert werden muss. Bei Kindern und im Falle von katabolem Stress,
wie z.B. Entzindungsreaktionen, Infektionen oder auch bei Niereninsuffizienz, kann der
Bedarf jedoch nicht immer ausreichend gedeckt werden und muss durch die exogene Zufuhr

erganzt werden. Somit wird L-Arginin als semiessentiell eingestuft.!*!

1.3 Regulation endogener NO-Konzentration

1.3.1 Allgemeine Ubersicht

Das Schaubild in Abb. 1.1 gibt eine vereinfachte Ubersicht tber das Zusammenspiel
verschiedener Enzyme, die in die Regulation der NO-Bioverfugbarkeit eingreifen. Isoenzyme,

unterschiedliche Gewebsverteilung sowie Expressionslevel bleiben hierbei unbericksichtigt.
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Abbildung 1.1: Vereinfachte schematische Darstellung der Regulation des NO-Stoffwechsels in Anlehnung an
die Literatur.™® ADMA, N N®-Dimethyl-L-arginin; arg, proteingebundenes L-Arginin; DDAH, Dimethylarginin
Dimethylaminohydrolase; NMMA, N®-Monomethyl-L-arginin; NOHA, N®-Hydroxy-L-Arginin; NOS, NO-
Synthase; PRMTSs, Protein-Arginin-Methyltransferasen.

Das verantwortliche Enzym der endogenen NO-Produktion ist die NO-Synthase (NOS). Diese
katalysiert die Bildung von NO aus L-Arginin {ber das Intermediat N®-Hydroxy-L-Arginin
(NOHA) zu L-Citrullin und NO. Die Arginase konkurriert mit der NOS um das gemeinsame
Substrat und kann so die NO-Produktion reduzieren. Sie selbst wird durch NOHA
physiologisch gehemmt.****) Endogene Hemmstoffe der NOS, asymmetrisches N®N®-
Dimethyl-L-arginin (ADMA) und N”-Monomethyl-L-arginin (NMMA), werden Gber Protein-
Arginin-Methyltransferasen (PRMTs) gebildet, die proteingebundene Arginine methylieren.
Durch Proteolyse freigesetzt, hemmen sie die NOS und koénnen durch die Dimethylarginin
Dimethylaminohydrolase (DDAH) abgebaut werden.'® In einer Art Riickkopplungs-

mechanismus kann gebildetes NO die DDAH wiederum durch Nitrosylierung hemmen.™*”!
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1.3.2 NO-Synthasen (NOSs)

Die NO-Synthase (NOS) (EC 1.14.13.39) gehort zur Klasse der Oxidoreduktasen und
katalysiert in zwei Schritten die Funf-Elektronen-Oxidation von L-Arginin. Der erste Schritt
beinhaltet die Hydroxylierung eines endstdndigen Stickstoff-Atoms der Guanidin-Struktur
unter Verbrauch eines Aquivalents Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) und
Sauerstoff (O) zur Bildung des Intermediates NOHA. Im zweiten Schritt wird NOHA durch
Oxidation zu L-Citrullin und NO gespalten, wozu ein halbes Aquivalent NADPH und ein
Aquivalent O, benétigt werden (s. Abb. 1.2).[8]

H, N H,N N“o"I H,N_ _O
2 Y
NH NH

NOS
> + NO
NADPH 0,5 NADPH *
OH OH
H,N © H,N
L-Arginin NOHA L-Citrullin

Abbildung 1.2: Katalytische Umsetzung von L-Arginin zu Stickstoffmonoxid und L-Citrullin durch die NO-
Synthasen. NADPH, Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat; NOHA, N®-Hydroxy-L-arginin; NOS, NO-
Synthase.

Man unterteilt die NOS in drei Isoenzyme. Die neuronale NOS (nNOS, NOS1), die
induzierbare NOS (iNOS, NOS2) und die endotheliale NOS (eNOS, NOS3). Die Existenz
weiterer NOS-Isoformen, wie der mitochondrialen NOS!®! oder der erythrozytaren NOS, 122
wird diskutiert. Doch bisher ist nicht geklart, ob es sich um eigene Isoenzyme oder um Splice-

Varianten der bekannten Isoenzyme handelt.[2?

Die verschiedenen humanen Isoformen werden auf unterschiedlichen Genen kodiert, in
unterschiedlichen Geweben exprimiert und besitzen 51-57% Sequenzhomologie. Sie variieren
in ihren  katalytischen Eigenschaften, Inhibitorempfindlichkeiten und Kofaktor-
Abhangigkeiten.”? Die Bezeichnungen fiir die eNOS und die nNOS rithren von ihren

Geweben her, aus denen sie zuerst isoliert wurden und in denen sie hauptsachlich vorkommen.
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In ihrem Aufbau unterscheiden sich die NOSs nur geringfiigig, alle Isoformen besitzen zwei

Domanen:

- Eine N-terminale Oxygenasedomane mit einer Bindestelle fir Ham, Tetrahydro-
biopterin (BH4) und L-Arginin,

- Eine C-terminale Reduktasedomane mit Bindestellen fiir Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD), Flavin-Mononukleotid (FMN) und NADPH.

Zwischen beiden Domanen befindet sich ein Bindemotiv fiir das Protein Calmodulin.?? In
ihrer aktiven Form liegen die Isoenzyme als Homodimer vor, von denen jedes Monomer ein
Calmodulin gebunden hat.”® Die Monomere sind Kkatalytisch inaktiv, weil die
Elektroneniibertragung vermutlich Uber Kreuz erfolgt und der Elektronenfluss von der
Reduktasedoméne eines Monomers auf die Oxygenasedoméne des anderen Monomers
erfolgt.l?

Bei der NOS-Entkopplung handelt es sich um einen Zustand, bei dem Superoxid-
radikalanionen an Stelle von NO produziert werden. In diesem Fall ist die enzymatische
Reduktion des Sauerstoffs von der katalytischen Reaktion mit L-Arginin entkoppelt. Dieser
Zustand tritt vor allem dann ein, wenn zu wenig BH,; vorhanden ist. Dieses gebildete
Superoxidradikalanion reagiert schnell mit NO zu Peroxynitrit, welches wiederum BH,4
abbaut.l?>#!

Endotheliale NOS (eNOS)

Die eNOS ist ein konstitutiv exprimiertes Enzym, das in Endothelzellen, Thrombozyten und
bestimmten Gehirnarealen vorkommt. Unter bestimmten Umstanden, beispielsweise bei
chronischer korperlicher Anstrengung oder wéhrend der Schwangerschaft, kann sie zusatzlich
induziert werden.”?®?1 Durch Palmitoylierung von Cystein-Resten des Proteins werden
posttranslational Lipidanker ausgebildet, Uber die die eNOS fest an die Zellmembran
gebunden vorliegt.”® Der kationische Aminosauren-Transporter CAT-1 ist vermehrt in der
Néahe grofier eNOS-Vorkommen lokalisiert, wodurch diese direkt mit dem Substrat L-Arginin

versorgt werden konnen.?!

Transmitterstoffe wie Acetylcholin oder Bradykinin sowie Scherstress der Gefalie aktivieren
Ca?*-vermittelt die eNOS. Das gebildete NO diffundiert in benachbarte glatte Muskelzellen.
Dort entfaltet es seine Wirkung durch die Aktivierung der l6slichen Guanylatcyclase (sGC),

die aus Guanosintriphosphat (GTP) cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP) bildet. Dieses
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aktiviert verschiedene Proteinkinasen, in deren Folge die intrazelluldre Ca**-Konzentration
abnimmt und die glatte GefaBmuskulatur dilatiert (s. Abb. 1.3).[83"!

L-ARG — = L-ARG — L-CIT
Acetylcholin .
ca>t NO
Bradykinin . Calmodulin

BH,

Scherstress\
NOS

Endothelzelle

GMP GTP
Ca2+l

Glatte Muskelzelle

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Bildung von NO im Endothel und seiner Wirkung auf die glatte
Muskulatur. BH,4, Tetrahydrobiopterin; L-ARG, L-Arginin; L-CIT, L-Citrullin; PK, Proteinkinasen. (Schema
modifiziert in Anlehnung an die Literatur®)

Zudem ubt NO zahlreiche gefalRschiutzende Wirkungen aus, die die Inzidenz von
(32]

Atherosklerose zu reduzieren vermdgen:
- Hemmung der Bildung von Adhdsionsmolekiilen auf der Oberflache wvon
Endothelzellen und somit Hemmung der Leukozytenanheftung
- Hemmung der Oxidation von Low Density Lipoprotein (LDL)
- Hemmung der Thrombozytenaktivierung und —aggregation

- Hemmung der GefaBmuskelproliferation.

Die Vielzahl an Effekten, die NO auf das Geféalisystem ausubt, zeigt, dass eine Dysregulation
in Zusammenhang mit vielen kardiovaskuldren Erkrankungen gebracht werden kann.
Krankheiten, deren gemeinsame Komponente die endotheliale Dysfunktion ist, sind u.a.
Atherosklerose,®***  Diabetes mellitus,® Hypertonie,*®*3"!  koronare Herzkrankheit,

Herzinsuffizienz, Herzinfarkt,*® und Hypercholesterolamie.**!
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Neuronale NOS (nNOS)

Die nNOS wurde als erste der drei Isoenzyme identifiziert und nach dem Gewebe, aus dem es
zuerst isoliert wurde - dem Gehirn - benannt.*®! Im Zentralnervensystem (ZNS) kommt sie
ausschlieBlich in Neuronen vor,™™ auRerhalb des ZNS wurde sie sowohl in Neuronen als auch
im Epithel der Skelettmuskulatur, Plazenta und Bronchien nachgewiesen, 2644
Normalerweise wird die nNOS konstitutiv exprimiert, jedoch kann ihre Expression analog zur
eNOS, z.B. in der Schwangerschaft, induziert sein.!?”!

Subzellulér kann die nNOS sowohl zytosolisch als auch membrangebunden vorliegen. Diese
Eigenschaft verdankt sie einer PDZ-Doméne, die nur bei dieser Isoform vorkommt. Eine
PDZ-Domane ist ein Teil eines Proteins, welcher mit anderen Proteinen interagieren kann.
Liegt ein entsprechendes Motiv vor, so kann es zur Assoziation und u. a. zur Bindung an die

Membran kommen.??

Durch nNOS gebildetes NO tbernimmt die Funktion eines Neurotransmitters. Es entfaltet
seine Wirkung wie bei der eNOS beschrieben durch die Aktivierung der sGC.[*!
Physiologische Funktionen von NO im Gehirn sind die Beteiligung an der

(441 der zerebralen Durchblutung®®!

Gedéachtnisbildung, sowie der Regulation der
Neurogenese.” Physiologische Konzentrationen von NO sind neuroprotektiv, erhohte
Konzentrationen hingegen neurotoxisch.! In peripheren Nervenzellen wie im Corpus
cavernosum wird der nNOS eine Mitverantwortung fur die Relaxation der glatten
Muskelzellen zugesprochen.“®! Eine dort auftretende Dysregulation soll an der Pathogenese

der erektilen Dysfunktion beteiligt sein.[*"!

Durch nNOS-Uberexpression verursachte, pathophysiologische Konzentrationen des NO
werden mit der Pathogenese des Schlaganfalls,'® der Migrane,*! Morbus Alzheimer,°5?

Morbus Parkinson™>**54 und Depressionent*®! in Verbindung gebracht.

Studien an Mdusen und Ratten attestieren der nNOS eine signifikante Beteiligung an der

peripheren Schmerzhemmung®® bzw. am Wirkmechanimus vieler analgetisch wirksamer

Arzneistoffe. [
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Induzierbare NOS (iNOS)

Die im Korper vorhandene Menge an iNOS wird durch immunologische und entzlindliche
Prozesse bestimmt. Endotoxine und proinflammatorische Zytokine induzieren die Expression
des Enzyms in Makrophagen. Bekannteste Induktoren sind IFN-y, TNF-a, IL-1f und
bakterielle Lipopolysaccharide.” In manchen Geweben, wie z.B. im Lungenepithel, im
Dunndarm, in der Rattenniere oder fetalem Gewebe, liegt die iNOS auch konstitutiv vor.!?°7]
Die hohere NO-Konzentration, die die iINOS im Gegensatz zu den beiden anderen
Isoenzymen produziert, ist weniger durch eine héhere spezifische Aktivitét, sondern vielmehr

durch hohere Proteinexpressionslevels und einer langeren Uberlebensdauer begriindet.?®]

Die zytotoxische Wirkung, die NO zugesprochen wird, beruht vermutlich nicht allein auf NO.
Aktivierte Makrophagen produzieren neben NO auch Superoxidradikalanionen, sodass das
daraus resultierende Peroxynitrit oder auch das Zusammenspiel von NO und Peroxynitrit als
wahrscheinlichere zytotoxische Mechanismen in Betracht kommen. Peroxynitrit oxidiert
DNA-Basen, Lipide und Metall-lonen in Enzymen. Proteine kénnen je nach funktioneller
Gruppe oxidiert oder nitriert werden. Diese Mechanismen sind fiir die physiologische Rolle
der unspezifischen Immunabwehr zur Bekampfung von Krankheitserregern und Tumorzellen
von Bedeutung. Bei entzindlichen Krankheiten, die mit einer starken iNOS-Induktion in
Verbindung gebracht werden, wurden in den entsprechenden Geweben nitrierte, in Proteine
eingebaute Aminoséuren gefunden. Hierbei handelt es sich um Krankheiten wie Rheumatoide
Arthritis, Multiple Sklerose, Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson und Colitis Ulcerosa.[**®

Ein weiteres Problem zu starker iNOS-Induktion, wie im Falle des septischen Schocks, ist die
resultierende massive NO-Konzentration und dessen Wirkung auf die glatte GefaBmuskulatur.
Es kommt zu einer Ubermafigen Vasodilatation, die eine drastische Absenkung des
Blutdrucks verursacht. Dadurch ausgelostes Multiorganversagen erklart die hohe

Mortalititsrate von 60%.5
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1.3.3 Arginase

Die Arginase (EC 3.5.3.1) gehort der Klasse der Hydrolasen an und katalysiert die Umsetzung
von L-Arginin zu L-Ornithin und Harnstoff (s. Abb. 1.4). In der Natur sehr weit verbreitet,

kommt sie in Bakterien, Hefen, Pflanzen und im Tierreich vor.[%

NH (0] (0]

J\ Arginase o
H,N N/\/\A)kOH » HZN/\/\A)kOH + )J\
H H,0 H,N NH,
NH, NH,
L-Arginin L-Ornithin Harnstoff

Abbildung 1.4: Katalytische Umsetzung von L-Arginin zu L-Ornithin und Harnstoff durch die Arginase

Die humane Arginase liegt in ihrer aktiven Form als Homotrimer vor, wobei an jede
Untereinheit zwei Mn?* gebunden sind, was eine Voraussetzung fiir die Enzym-Aktivitat
darstellt (s. Abb. 1.5). Flr einige Spezies konnte gezeigt werden, dass auch andere gebundene
bivalente Kationen wie z.B. Co®" oder Ni** zu aktiven Formen fithren.*” Bei der humanen
Arginase kommt es durch den Austausch von Mn** zu Co®* sogar zu einer

Aktivitatssteigerung unter physiologischen pH-Bedingungen.®
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Abbildung 1.5: Links: Kristallstruktur der Arginase | als Homotrimer;°? Rechts: Mangancluster mit den
interagierenden Aminoséureresten.®!

Die beiden Mn** sind tiber eine Reihe an Aspartat- und Histidin-Resten im aktiven Zentrum
gebunden und durch ein Hydroxidion miteinander verbriickt. Ahnliche Anordnungen findet
man auch bei verschiedenen anderen bimetallischen Hydrolasen, z.B. Phosphotriesterase oder

Aminopeptidase P.[*"

Der Katalysemechanismus der Arginase wird in der Literatur
folgendermal3en beschrieben: Sobald sich ein Arginin-Molekiil im aktiven Zentrum anlagert,
greift das metallgebundene Hydroxidion nucleophil am Guanidin-Kohlenstoff an. Es kommt

zur Ausbildung eines tetrahedralen Ubergangszustands, der nach Protonenbereitstellung durch
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ein Histidin zu Ornithin und Harnstoff zerfallt.**®®! Das pH-Optimum fiir die Katalyse liegt

bei neun bis zehn.®

Bei der humanen Arginase sind zwei Isoformen mit 58 % Sequenzidentitat zu unterscheiden.
Arginase | wurde zuerst in der Leber nachgewiesen und wird deshalb auch hé&ufig
Leberarginase genannt. Es handelt sich dabei um ein zytosolisches Enzym, das in der Leber
hauptsachlich am Harnstoffzyklus und somit an der korpereigenen Ammoniakentgiftung
beteiligt ist. Arginase Il wurde zunachst in der Niere nachgewiesen, kommt aber in diversen
extrahepatischen Geweben vor. Sie ist in den Mitochondrien lokalisiert und dient unter
anderem als Lieferant fir Ornithin, welches als Vorstufe von Prolin und Polyaminen flr die
Kollagenbiosynthese und Zellproliferation von Bedeutung ist.[*>9:6064]

Seit der Entdeckung der NOSs ist das Interesse am Zusammenspiel zwischen NOSs und
Arginase geweckt worden. Viele Gewebe exprimieren sowohl Arginase | und Il, als auch
NOSs. Da beide um das gleiche Substrat konkurrieren, scheint eine gegenseitige
Beeinflussung wahrscheinlich. Das Intermediat NOHA aus der NO-Synthese fungiert als
kompetitiver Inhibitor der Arginase mit einem K;-Wert im Bereich von 10-42 pM.[41%6566]
Es wurde nachgewiesen, dass signifikante Mengen dieser Verbindung vom aktiven Zentrum
der NOS diffundieren und die Arginase hemmen.'”%! physiologisch relevante NOHA-Level
wurden zudem im Plasma detektiert.®® Durch Konkurrenz um L-Arginin kann es zu einem

Substratmangel fur die NOS und somit zu verminderter NO-Bioverfligbarkeit kommen.

Eine pathophysiologisch erhdhte Expression und/oder Aktivitat korreliert mit verschiedenen
Krankheitsbildern, wie z.B. der endothelialen Dysfunktion,"” Krebs™ und Asthma.l’?™!

Auch im Alter ist die Arginase-Expression erhoht.
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1.3.1 Protein-Arginin-Methyl-Transferasen (PRMTSs)

Die posttranslationale Methylierung von Argininresten in Proteinen spielt eine Rolle bei
verschiedenen zellregulatorischen Prozessen, wie z.B. der Signal-Transduktion, der
subzellularen Lokalisation von Proteinen oder der Transkriptionsregulation.[74] Katalysiert
wird diese Reaktion durch PRMTs (EC 2.1.1.23), welche Methylgruppen von S-Adenosyl-L-
Methionin (AdoMet) auf einen der terminalen Guanidin-Stickstoffe des Arginins transferieren.
Verschiedene Isoenzyme dieser Klasse wurden identifiziert und in vier Gruppen unterteilt.
Typ | PRMTs katalysieren die Monomethylierung und die Dimethylierung am selben
Stickstoffatom (N®), wohingegen Typ Il PRMTs die Dimethylierung am anderen terminalen
Guanidin-Stickstoff (N” + N®") katalysieren. Typ Il PRMTs konnen lediglich mono-
methylieren und Typ IV methyliert am mittleren Stickstoff (N°) und kommt nur in Hefen vor
(s. Abb. 1.6)."® Durch Proteolyse werden die methylierten Arginine ins Cytosol freigesetzt.
Mogliche Vertreter dieser Klasse sind ADMA, NMMA und symmetrisches Dimethyl-L-
arginin (SDMA).["® Die beiden ersten Substanzen sind fir die vorliegende Arbeit interessant,
da sie als Inhibitoren der NO-Synthasen in die NO-Biosynthese eingreifen kdnnen,

wohingegen SDMA diese Eigenschaft nicht besitzt.
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Abbildung 1.6: Ubersicht zur posttranslationalen Methylierung von proteingebundenem L-Arginin durch
PRMTSs. (Schema modifiziert in Anlehnung an die Literatur(™)
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1.3.2 Dimethylarginin Dimethylaminohydrolase (DDAH)

Die DDAH (EC 3.5.3.18) ist ein weiteres Enzym, das eine wichtige Rolle in der
Beeinflussung der endogenen NO-Konzentration spielt. Sie ist verantwortlich fur den
enzymatischen Abbau von ADMA und NMMA zu L-Citrullin und den entsprechenden
Methylaminen (s. Abb. 1.7).[*°]

NH (0} (o] (o]
H

N
T H,C” “CH,

ADMA L-Citrullin Dimethylamin

Abbildung 1.7: Katalysereaktion der DDAH am Beispiel von ADMA zu L-Citrullin und Dimethylamin

Bei Sdaugern sind bis heute zwei verschiedene Isoformen mit einer Sequenzidentitit von ca.
50% und unterschiedlicher Gewebeverteilung bekannt, wobei DDAH-1 vorwiegend in Hirn,
Niere, Bauchspeicheldriise und Leber exprimiert wird, DDAH-2 dagegen in Herz, Niere und
Placenta.l’""

Die Saugetier-DDAH ist im Gegensatz zu der bakteriellen, die als Homodimer vorliegt, als
Monomer aktiv.["® Ihre hydrolytische Aktivitat vermittelt eine katalytische Triade im aktiven
Zentrum der DDAH, bestehend aus einem Cystein-, einem Histidin- und einem
Glutaminsdure-Rest. Durch Anlagerung von NMMA oder ADMA wird das Cystein
deprotoniert und das dabei entstandene Thiolat kann den Guanidin-Kohlenstoff nukleophil
angreifen. Der gebildete tetrahedrale Ubergangszustand kollabiert unter Freisetzung von
Mono- bzw. Dimethylamin und eines Thiouronium Intermediats, welches durch Hydrolyse
L-Citrullin freisetzt.[’® Unter physiologischen Bedingungen ist im aktiven Zentrum ein Zn*
gebunden, das die Aktivitdt der DDAH einerseits inhibiert, sie andererseits vor thermischen
Belastungen und Cystein-Nitrosylierungen durch NO schiitzen kann.[®®8U Die |etzte
Reaktion soll gleichzeitig ein Regulationsmechanismus im Sinne einer Rickkopplungs-
reaktion durch erhdhte NO-Konzentration sein. Durch den verminderten Abbau der
natiirlichen NOS-Hemmstoffe ADMA und NMMA wird die Freisetzung von NO gesenkt.[*”

Verschiedene Studien zur Kolokalisation der DDAH-Isoformen mit den unterschiedlichen
NOSs deuten auf eine isoformspezifische Regulation lber die Methylarginin-Konzentrationen
hin.L'"8 Leiper et al. publizierten 1999, dass beide Isoformen die gleiche enzymatische

Reaktion katalysieren und haben diese These mit zwei unterschiedlichen Kpn-Werten fir
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NMMA unterstrichen.l’” Studien in Zellkultur mit DDAH-2-transgenen Mausen oder DDAH-
2-Uberexpression scheinen diese Hypothese zu bestatigen.[’® Allerdings wurde bisher noch
keine aktive rekombinante DDAH-2 flr eine weitergehende Beweisfiihrung isoliert und

biochemisch charakterisiert.

In jlngster Zeit werden fir DDAH-2 zunehmend andere Wege der NO-Beeinflussung
diskutiert und DDAH-1 als alleiniges ADMA/NMMA metabolisierendes Enzym
behandelt.’®*®! DDAH-2 soll an der Regulation der EDRF/NO-Freisetzung beteiligt sein.
Eine DDAH-2-Uberexpression verbessert die endothelabhangige Vasodilatation und steigert
die NO-Produktion, wohingegen ein siRNA-Knockdown der DDAH-2 die NO-Synthese
reduziert, den ADMA-Spiegel jedoch unbeeinflusst lasst.®® Des Weiteren wurde bei
homozygoten DDAH-1-Knockout-Mausen kein Abbau von ADMA und NMMA detektiert,
obwohl DDAH-2 unverandert exprimiert wurde.® Ebenso sollen beide Isoformen an
Protein-Protein-Wechselwirkungen beteiligt sein und so auch unabhéngig vom
ADMA/NMMA-Mechanismus in die NO-Regulation eingreifen. 687!

Eine pharmakologische Beeinflussung der DDAH kann therapeutisch in vielerlei Hinsicht von
Interesse sein. Meist beziehen sich die Studien auf erhéhte ADMA-Spiegel, die mit einer
Vielzahl von Krankheiten assoziiert sind, wie z.B kardiovaskuldre Erkrankungen,
Schlaganfille oder Depressionen.l®8#1 Hier ware eine Aktivierung der DDAH sicherlich
sinnvoll. Doch es gibt auch Krankheitsbilder, die mit erniedrigten ADMA-Spiegeln
einhergehen, wie z.B. Morbus Alzheimer™ sowie, wie eingangs erwahnt, pathologisch
erhohte NO-Konzentrationen, bei denen eine Steigerung der Plasma-ADMA-Spiegel
vorteilhaft ist.”® Die Entwicklung selektiver, potenter DDAH-Inhibitoren ist in diesem

Zusammenhang von groRer wissenschaftlicher Bedeutung.
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1.4 Therapeutische Beeinflussung der NO-Konzentration

1.4.1 Einleitung

Aus den vorangegangenen Kapiteln wird ersichtlich, wie viele physiologische und
pathophysiologische Funktionen NO besitzt. Da sowohl erhthte als auch erniedrigte NO-
Spiegel mit unterschiedlichen Krankheiten assoziiert sind, stellt die agonistische sowie
antagonistische Beeinflussung seiner Konzentration wertvolle therapeutische Ansétze dar.
Hierbei ist es sinnvoll unterschiedliche Gewebe und Funktionen des NO zu unterscheiden,
damit mdglichst gezielt therapiert werden kann (z.B. Hemmung der nNOS bei Migrane). Im
Folgenden soll auf unterschiedliche Mdglichkeiten pharmakologischer NO-Beeinflussung

eingegangen werden.

1.4.2 NO-Donatoren und alternative NOS-Substrate

Eine Mdoglichkeit erniedrigte NO-Spiegel zu erhohen, ist die Gabe von NO-Donatoren.
Hierbei handelt es sich um Arzneistoffe, die enzymatisch oder auch nichtenzymatisch NO
freisetzen und dadurch eine Dilatation der Geféal3e herbeifiihren. Eingesetzt werden sie bei
Angina pectoris und zur Herzinfarkt-Prophylaxe. Das aus NO-Donatoren freigesetzte NO
erniedrigt die Vorlast des Herzens und fihrt zu einer Dilatation der Koronararterien.
Strukturell ist diese Arzneistoffklasse sehr vielféltig: es gibt sowohl organische (z.B.
Glyceroltrinitrat, Molsidomin, Isosorbiddinitrat) als auch anorganische Vertreter (z.B.
Nitroprussid-Na).l*"

R o —cH,
ONO, 40 N o
OZNO\)\/ONOZ N N /%N
0/ + \o. \o
Glyceroltrinitrat Isosorbiddinitrat (ISDN) Molsidomin

Abbildung 1.8: Beispiele fir NO-freisetzende Verbindungen, die erfolgreich therapeutisch eingesetzt werden.

Ein weiterer Ansatz ist die Supplementierung alternativer Substrate fir die NOS. Allerdings

konnte bis heute keine Substanz gefunden werden, die bessere Substratqualitaten fir die NOS

besitzt als L-Arginin."%
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1.4.3 Hemmung der NOS

In pathophysiologischen Zustanden, in denen NO Uberproduziert wird, liegt es auf der Hand
die NOS zu hemmen. Die Schwierigkeit hierbei besteht in einer ausreichenden
Isoformspezifitdt. Zwar dirfen die nNOS (Migréne, neurodegenerative Erkrankungen) und
die iINOS (chronische Entziindungen, septischer Schock) gehemmt werden, aber die eNOS
sollte unbeeinflusst bleiben. Das katalytische Zentrum ist bei allen NOS-Isoformen stark
konserviert, sodass die Entwicklung selektiver Hemmstoffe schwierig ist. Des Weiteren ist es
sinnvoll, nicht nur Isoformspezifitdt, sondern auch eine Selektivitdt gegenuber anderen

L-Arginin und —Analoga verstoffwechselnden Enzymen, wie z.B. der Arginase, zu erreichen.

Die bisher bekannten NOS-Inhibitoren sind strukturell vielféltig; es handelt sich u.a. um
Aminoséure-basierte Inhibitoren, verschiedene Amidine und Guanidine, Isothioharnstoffe,
Indazole, Imidazole und Tetrahydrobiopterin-Analoga.”®! Sie kénnen nach ihren
verschiedenen  Angriffspunkten unterschieden werden: Dimerisierungs-Hemmstoffe,

Substratanaloga im aktiven Zentrum oder auch Hemmstoffe der Kofaktoren.??

Die endogenen Hemmstoffe der NOS - ADMA und NMMA - zéhlen zu den Aminoséure-
basierten Inhibitoren und sind gleichzeitig Substratanaloga. Die Mdglichkeit der NOS-
Hemmung Uber einen reduzierten Abbau dieser Verbindungen wird in Kapitel 1.4.5.2 naher

erlautert.

Bis heute wurde eine Vielzahl an neuen Substanzen hervorgebracht, die mehr oder weniger
selektiv fur einzelne NOSs sind und auch in klinischen Studien getestet wurden. Jedoch hat es
noch keine Verbindung zur Zulassungsreife geschafft. Dies liegt u.a. an mangelnder
Korrelation der Daten aus in vitro-Testungen mit den in vivo beobachteten Wirkungen,

toxischen Effekten und anderen ungiinstigen pharmakokinetischen Eigenschaften.***°!

1.4.4 Hemmung der Arginase

Eine Hemmung der Arginase zur Erhéhung des L-Arginin-Angebotes fiir die NOS kann eine
interessante Strategie zur Steigerung erniedrigter NO-Spiegel sein, insbesondere aufgrund der
in Kapitel 1.3.2 erwadhnten pathophysiologisch erhéhten Arginase-Expression.

Literaturbekannte Arginase-Inhibitoren sind strukturell verwandt mit dem physiologischen
Inhibitor NOHA. Sie lassen sich weitestgehend in zwei unterschiedliche Klassen einteilen, die

Boronsédure-Derivate und L-Arginin-Analoga. Unter den Boronsauren gelten (S)-2-Amino-6-
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boronhexanséure (ABH) und S-(2-Boronoethyl)-L-cystein (BEC) als potenteste Vertreter.**"]

Bei den Argininanaloga ist das N“-Hydroxy-nor-L-arginin (nor-NOHA) die potenteste
Verbindung.[®® Ein zusatzlicher Vorteil des nor-NOHA gegeniiber NOHA ist, dass es sich
nicht um ein Substrat der NOS handelt.’® Weitere Vertreter dieser Klasse sind u. a.

51 und die kirzlich veroffentlichten

N®-Hydroxy-L-lysin,  N®-Hydroxy-L-indospicin
2-Aminoimidazol-Aminosduren ~ mit  (S)-2-Amino-5-(2-aminoimidazol-1-yl)pentanséure
(A1P) als potenteste Verbindung.®¥ Angaben zu den Ki-Werten sind in der Literatur sehr
heterogen beschrieben und variieren je nach Arbeitsgruppe, Enzym/Spezies und pH-Wert sehr
stark. Ausgewéhlte Hemmdaten sind in Tab. 1.1 zusammengefasst. Gut miteinander
vergleichbar sind die Test-Daten an der humanen Arginase 1l, die 2001 von Colleluori und
Ash veroffentlicht wurden, weil eine einheitliche Methode bei physiologischen pH-
Bedingungen zum Vergleich von ABH, BEC, NOHA und nor-NOHA angewendet wurde.
Dabei wurde nor-NOHA als potentester Vertreter mit einem K;-Wert von 51 nM

identifiziert.[*°"]

Tabelle 1.1: K;-Werte ausgewahlter Hemmstoffe der Arginase unterschiedlicher Spezies und Isoenzyme.

Inhibitor Ki-Werte in uM
Ratten Bovine Leishmania, Humane Humane
Arginase | Arginasel  Arginase |  Arginase |  Arginase Il
[15,66] [65] [101] [101] [100]
10 + 221%0! 30 + 5° . . .
85 70 1,6+0,1

NOHA 42 + 419 30+8°
nor-NOHA | 0,5 % 0,1*¢% 50° 10° 0,051 + 0,008°
ABH 1,3° 3,5° 0,25 + 0,05
BEC 10° 14° 0,31 +0,04°

“pH 7,4; " pH 9,0

OH
HZN Itl
HN)LNH
H,N COOH COOH COOH COOH /fCOOH
BEC ABH N-OH-L-Lysine AlP nor-NOHA

Abbildung 1.9: Strukturformeln der potentesten bekannten Arginase-Hemmstoffe aus der Literatur.
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Bei einer Studie an alten Ratten konnte gezeigt werden, dass eine Arginase-Aktivierung durch
Nitrosylierung eines Cysteinrestes, vermittelt durch eine erhohte iINOS-Expression, zu
endothelialer Dysfunktion fuhrt und die Langzeitgabe von ABH die Endothelfunktion wieder
herstellen konnte. In einer Kontrollgruppe von jungen Ratten hatte die Arginase-Hemmung
keine Auswirkung gezeigt.[7°] Ebenso konnte nor-NOHA erfolgreich bei hypertensiven Ratten
zur Blutdrucksenkung eingesetzt werden.*%1 Mehrere Studien zum Einsatz der Arginase-
Inhibitoren bei Asthma bronchiale in Maus- und Meerschweinchen-Modellen zeigten eine
starke Verminderung der Hyperreaktivitat der Luftwege.[” Auch durch Inhibitor-Studien an
isoliertem humanen Corpus cavernosum-Gewebe konnte gezeigt werden, dass eine Arginase-
Hemmung bei erektiler Dysfunktion erfolgversprechend ist.77]

Es existieren jedoch auch Studien an vaskularen Endothelzellen, bei denen die Inhibition der
Arginase | und Il durch BEC und nor-NOHA einen Anstieg von Arginase 1l auf Proteinebene
induziert und es nach Absetzen des Inhibitors zu einer erh6hten Aktivitdt kommt. Es wird
vermutet, dass die Halbwertszeit der Arginase Il verlangert wird. Genauere Untersuchungen

stehen noch aus.[***!

1.4.5 Modulation der DDAH

Die DDAH ist ein interessantes therapeutisches Target, da neben erhdhten auch erniedrigte
ADMA-Spiegel pathologische Prozesse indizieren. Somit kénnen sowohl Hemmung als auch
Aktivierung der DDAH ein therapeutisches Ziel sein. Aufgrund fehlender aktiver DDAH-2
kann bisher leider keine Aussage zur Isoform-Selektivitat gemacht werden. In dieser Arbeit

angegebene Hemmdaten beziehen sich ausschlieBlich auf DDAH-1.

1.4.5.1 Aktivierung

Zu der Aktivierung der DDAH werden in der Literatur verschiedene Strategien diskutiert:
Transkriptionssteigerung, Gen-Therapie, Verminderung oxidativer Inaktivierung oder

[76]

allosterische ~ Aktivierung. Im Folgenden soll auf einzelne Madglichkeiten naher

eingegangen werden.

Steigerung der Transkription

Achan et al. publizierten 2002, dass all-trans-Retinolsdaure die DDAH-2 Expression in
kultivierten Endothelzellen steigert und dadurch die ADMA-Spiegel senkt, sowie die NO-
Produktion erhéht.**1 Auch a-Liponséure soll den ADMA-Abbau durch DDAH-Aktivierung
in kultivierten Endothelzellen steigern und zu einer Hochregulation von DDAH-2-mRNA
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fuhren.%®! Ob eine Verminderung der ADMA-Spiegel an dieser Stelle tatsachlich DDAH-2-
abhéngig ist, scheint laut jungerer Erkenntnisse, die die Beteiligung der DDAH-2 am ADMA-

Metabolismus in Frage stellen, allerdings zweifelhaft (s. Kap. 1.3.2).

Eine IL-1B-induzierte Expressionsteigerung der DDAH-1 in vaskuldren, glatten Muskelzellen
reduziert ebenfalls ADMA-Spiegel.[*

Weiterhin sind Farnesoid-X-Rezeptor (FXR)-Agonisten in der Lage die Expression von
DDAH-1 zu steigern und dariiber ADMA-Spiegel zu reduzieren.o” 2% Dje DDAH-
Promoterregion besitzt eine FXR-Bindestelle iber deren Modulation Transkriptionsprozesse
gesteuert werden konnen. Eine dieser Verbindungen, das Gallenséure-Derivat INT-747
(6-EDCA, OCA), wird derzeit in einer klinischen Phase-111-Studie fir die Indikation ,,primare
bilidre Zirrhose (PBC)“ untersucht. Fir die Indikationen ,,nonalcoholic steatohepatitis
(NASH)“ und ,,portale Hypertonie* befindet sich die Substanz in Phase 11.[*"

c
o
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HO \\'7‘
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Abbildung 1.10: Strukturformeln von Farnesoid-X-Rezeptor-Agonisten [107:10°110]

Uber selektive Aktivatoren der DDAH-Transkription wurde bis dato nichts veroffentlicht. Ein
Problem bei der Entwicklung ist, dass der angesteuerte Promotor bzw. die
Transkriptionsfaktoren neben der DDAH noch weitere Targetgene haben und das Ergebnis
eines solchen Wirkmechanismus daher schwer vorherzusagen ist. Deutlich wird dies u. a.
daran, dass obwohl die Promoter beider DDAH-Isoformen eine FXR-Bindestelle besitzen, nur
die DDAH-1 induziert wird. Die therapeutische Nutzbarkeit eines solchen Ansatzes ist

fraglich.
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Allosterische Aktivatoren

Der Einsatz kleiner Molekule als allosterische Aktivatoren der DDAH bietet eine ideale
Strategie zur Senkung erhohter ADMA-Spiegel. Ghebremariam et al. [2011] haben auf
diesem Gebiet ein High Throughput Screening (HTS) mit 132.000 Verbindungen
durchgefuhrt. Im Zuge der Hit-Validierung wurde eine positive Wirkung fur eine kleine
Anzahl an Verbindungen bestatigt. Genauere Angaben zu diesen Verbindungen wurden

bisher nicht publiziert.!"

1.4.5.2 Hemmung
Eine Hemmung der DDAH kann sowohl bei erniedrigten ADMA-Spiegeln als auch bei

uberschiefender NO-Produktion indiziert sein. Durch die Hemmung wirde ADMA
vermindert abgebaut und dadurch NO indirekt gesenkt werden. Der Vorteil der indirekten
Hemmung gegenuiber der direkten NOS-Inhibition ist, dass auf diesem Wege die NOS
vermutlich zu nicht mehr als 30% gehemmt wird und eine unerwiinschte, totale NO-Blockade

unwahrscheinlich ist.l76112113

Zu den endogenen DDAH-Inhibitoren zdhlen Zn?*, L-Citrullin (Produkthemmung),
L-Homocystein und S-Nitroso-L-homocystein.®141°] \wesentlich breiter ist das Feld der
synthetischen Inhibitoren, da durch verschiedene neue Techniken, wie z.B.
computergestiitztes Design/Screening, HTS aber auch rationale Uberlegungen zu Struktur-
Wirkungsbeziehungen, sehr unterschiedliche Substanzklassen als Inhibitoren identifiziert

wurden.

Eine mittlerweile stark beforschte Wirkstoffklasse sind Arginin-Analoga. Das
2-Methoxyethyl-L-arginin (L-257) und sein Methylester (L-291), wurden 2005 von Rossiter
et al. entwickelt und basieren auf der Struktur des DDAH-Substrates NMMA.. L-257 ist der

[116]

potenteste  Hemmstoff  dieser  Substanzreihe. Etwa zeitgleich wurden die

Pentafluorphenylsulfonséduren als Hemmstoffe der Pseudomonas aeruginosa DDAH
(PaDDAH) und der bakteriellen Arginin-Deiminase von Vallance et al. publiziert.!**"]

Die Stoffklasse der Indolthiobarbitursauren, deren potentester Vertreter das SR445 ist, sind
gute Hemmstoffe der PaDDAH,**® jedoch unwirksam am humanen Enzym.™® Im Rahmen
ihrer Promotion haben Kotthaus und Schade auf Basis dieser Erkenntnisse verschiedene
Guanidine und Amidine synthetisiert bzw. gescreent und an der hDDAH-1 getestet. So wurde

auch das 1989 von Babu et al. verdffentlichte N°-(1-Imino-3-butenyl)-L-ornithin
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(Vinyl-N10),2% ein NOS-Inhibitor, als potentester Vertreter seiner Klasse als DDAH-
Hemmstoff mit einem Ki-Wert von 2 + 1 uM identifiziert.™ Ein tberraschendes Ergebnis

der Arbeiten ist, dass auch die decarboxylierte Variante des L-257, das N-(4-Aminobutyl)-N"-
(2-methoxyethyl)guanidin (AbMEG) eine vergleichbare Hemmpotenz aufweist.

Als Weiterentwicklung der im Arbeitskreis entdeckten Wirkstoffe wurden weitere
Alkylamidine von Wang et al. [2009] als duale bzw. spezifische Inhibitoren von DDAH und
NNOS vorgestellt. Je nach Kettenlange des Substituenten wird entweder die nNOS oder die
DDAH stérker gehemmt. Bei mittleren Langen werden beide Enzyme gleich gut gehemmt,
hierbei spricht der Autor von ,,dualen® Inhibitoren.*?) Kristallographische Untersuchungen
mit N°-(1-Iminopentyl)-L-ornithin (Propyl-NIO) zeigen eine reversible kovalente Bindung im

aktiven Zentrum.[*?]

Durch ein HTS entdeckten Johnson et al. [2011] 4-Halopyridine als zeitabhangige, kovalente,
irreversible Inhibitoren mit einem interessanten Hemmmechanismus. Die in Loésung im
Gleichgewicht weniger vorliegende, am Pyridinstickstoff protonierte Form der Verbindung
wird durch Asp66 im aktiven Zentrum gebunden. Ein nukleophiler Angriff des Cys249-
Thiolats an C, flihrt zur Elimination des Halogenids. Das Inhibitormolekul wird irreversibel
verandert. Aufgrund ihrer GroRe werden die 4-Halopyridine als ,,fragment-sized* beschrieben
und sind eher als modifizierbare Grundkdrper fur die Synthese selektiver Verbindungen zu

verstehen.[123124]

Ebenfalls durch ein HTS wurde Ebselen von Linsky et al. [2011] als DDAH-Inhibitor
identifiziert. Der Bindemodus ist kovalent, irreversibel und geht mit einer strukturellen
Veranderung einher. Dabei wird der Selenazol-Ring durch den Cys249-Schwefel
aufgebrochen und eine neue Selensulfid-Bindung geformt. Eine Selektivitat fur die DDAH
liegt nicht vor, sondern auch andere Enzyme (z.B. Lipoxygenase, NADPH Oxidase,
Proteinkinase C) werden gehemmt. Durch eventuell nutzbare Synergieeffekte verspricht es
ein interessantes Multitarget-Molekil zu sein, das derzeit in einer Phase-111-Studie fir die

Indikation ,,akuter, ischdmischer Schlaganfall* getestet wird.?)

Weitere Inhibitoren wurden von Ghebremariam et al. [2012] in Zusammenhang mit der
Entwicklung eines neuen HTS publiziert. Jedoch wurde keiner der Substanzen eine besondere
Hemmwirkung attestiert. Vergleichsmoéglichkeiten mit bekannten Inhibitoren werden dadurch

erschwert, dass nur 1Cso-Werte bestimmt wurden. 26!
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Tabelle 1.2: Hemmdaten ausgewahlter kompetitiver Inhibitoren der hDDAH-1

Inhibitor (Guanidine) Ki/ uM Inhibitor (Amidine) Ki/ uM

L-257 13+2 Vinyl-N10 2+1

Propargyl-Arg 175 Methyl-NI10O / L-IPO 145+ 15/52 + 4

ADMEG 18+ 6 Ethyl-NIO 32+6
Propyl-N10 75+0,4°

Sofern nicht anders deklariert stammen die Testdaten von Kotthaus et al.****?" 2Daten von Wang et al.[*?!!

NH NH o)
o COOH HscM COOH
Hsc/ \/\NJI\N/\/Y H/\/Y /N
HoH NH, NH, Se
L-257 Propyl-NIO Ebselen
0 A~o~_NH /\/M COOH
H,C ~"N N 2 H.CP NW | X
H H 2 H _
NH, N~ “CH,
AbMEG Vinyl-NIO 4-Brom-2-methylpyridin

Abbildung 1.11: Strukturformeln ausgewéhlter potenter DDAH-Inhibitoren aus der Literatur.

Eine Selektivitat gegenlber anderen Enzymen, insbesondere der NOS und der Arginase, und
eine gleichzeitig ausreichende Hemmpotenz gegeniiber der DDAH sei laut einem Review von
Leiper und Nandi aus dem Jahr 2011 nur fir L-257 und L-291 gegeben.!”® Doch auch das im
Arbeitskreis Clement daraus weiterentwickelte AbDMEG ist in Bezug auf die hDDAH-
Hemmpotenz mit L-257 vergleichbar und in Punkto Selektivitat gegenliber Arginase und
NOSs verbessert.[19128]

In vivo-Studien an Nagetieren belegen die Wirkung von L-257 und L-291. Nach Infusion
wurde eine Erhohung des zirkulierenden ADMA nachgewiesen und in einem septischen
Schock-Modell wurde die Stabilisierung des Blutdrucks festgestellt.[’6:22%



Einleitung und Zielsetzung

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollen neue Modulatoren des NO-generierenden Systems entwickelt
werden. Ziel ist insbesondere eine selektive Hemmung der Enzyme DDAH und Arginase,
durch deren Modulation die NO-Bioverfligbarkeit indirekt beeinflusst werden kann. Die

therapeutische Bedeutung wurde in Kapitel 1.4 bereits ausfihrlich diskutiert.

1.5.1 DDAH-Inhibitoren

Als Leitstrukturen und Grundlage fiir die Entwicklung neuer kompetitiver Inhibitoren dienen
das von L-257 abgeleitete ADMEG und das im Arbeitskreis als potentester DDAH-Inhibitor
entdeckte Vinyl-N10®! (K; = 2 pM)I% (s. Abb. 1.12). Bei den beiden L-Arginin-Derivaten
L-257 und AbMEG handelt es sich um Strukturen mit Guanidin-Funktion, die gute Inhibitor-
Eigenschaften gegenuber der DDAH aufweisen (K; = 13 uM bzw. 18 uM)M9 ynd selektiv
gegenliber NOSs und Arginase sind. Bezuglich der Arginase ist ADMEG dem L-257 sogar
leicht Uberlegen (s. Tab. 1.3). Das L-Ornithin-Derivat Vinyl-NIO besitzt eine Amidin-
Funktion und kann keine derartige Selektivitat vorweisen, zumal es urspringlich als NOS-
Inhibitor entwickelt wurde. In Hinblick auf eine Selektivitats- Optimierung gegenuber
Arginase und NOSs wurde von Schade und Kotthaus das decarboxylierte Vinyl-NIO-Derivat
N-(4"-Aminobutyl)but-3-enamidin (decVNIO), analog zu L-257/AbMEG, synthetisiert.[*1%12!
Uberraschenderweise fiihrt im Gegensatz zum AbMEG der Verlust der Carboxylgruppe bei
decVNIO zu einem massiven Verlust der Hemmpotenz fur die DDAH (K; = 768 uM; s. Abb.
1.12), wohingegen die NOSs, zwar etwas reduziert, weiterhin stark gehemmt werden (s. Tab.
1.3). Dieses Phanomen konnte auf einen unterschiedlichen Bindemodus der Guanidin-
(AbMEG) und Amidin-(decVNIO)-basierten Substanzen im Kkatalytischen Zentrum

zurickzufiihren sein.

Im Rahmen dieser Arbeit soll geklart werden, ob die unterschiedlichen Substitutionsmuster an
den Guanidin- und Amidin-Funktionen oder die unterschiedlichen Funktionalitaten selbst
daftir verantwortlich sind. Ebenso soll der Einfluss der Carboxylgruppe bezlglich Selektivitat

und Hemmpotenz genauer untersucht werden.
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Abbildung 1.12:.Vergleich der Auswirkung des Carboxylgruppenverlusts von L-257 und Vinyl-NIO
hinsichtlich der Hemmpotenz an der DDAH.

Tabelle 1.3: Hemmdaten der vier Leitstrukturen an den NOS-Isoenzymen und Arginase 11111271301

Verbindung nNOS Heelilncr)gung i uiII:I/IC;S% Arginase |
L-257 4+12 4+7 0+13 16 +9
AbMEG 09 4+6 0+10 716
Vinyl-N10 94+3 45+ 2 84+1 25+9
decVNIO 83+1 51+2 77+3 16 +5

Die Synthese und Testung strukturverwandter Derivate der Leitstrukturen soll zur Aufklarung
beitragen und gleichzeitig eine Verbesserung in Hemmpotenz und Selektivitat erbringen. Ein
diesbeziiglich rationaler Lésungsansatz ist die Ubertragung von Methoxyalkyl-Resten auf
Amidin-Funktionen (s. Abb. 1.14a). Die Alkylkette der Aminoséure sollte dabei in der Lange
konstant gehalten werden, da der Abstand zwischen Aminogruppe und Guanidin- bzw.
Amidin-Funktion wichtig fir die Hemmpotenz ist.'*® Des Weiteren ist es elementar jeweils
auch die decarboxylierten Varianten der neuen Verbindungen, sowie die decarboxylierte

Variante eines zweiten Guanidin-basierten Inhibitors (s. Abb. 1.14b) zu synthetisieren.

Neben den rationalen Ldsungsvorschldagen soll eine im Arbeitskreis neue Technik zum
Inhibitor-Design genutzt werden. Durch computergestutzte Docking-Analysen mit realen
Rontgenkristallstrukturen der hDDAH-1 und bekannten Inhibitoren, soll ein Modell zur
Identifizierung potentieller neuer Inhibitoren entwickelt werden. Die bekannten Hemmstoffe
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werden dazu in das aktive Zentrum der Struktur gedockt und das erhaltene Resultat in
Relation zu ihren experimentell bestimmten K;-Werten gesetzt. Neue Hemmstoffe kdnnen so

gezielter und effizienter entwickelt werden.

a) b)
NH . NH
/o\’v‘)j\ COOH) Verzicht auf R. )J\ e~ NH,
H;C H Carboxylgruppe H H
n=1-3 NH,
R = Rest eines bekannten
ﬁ guanidinbasierten Inhibitors

Methoxyalkyl-Reste auf
Amidine Ubertragen

Abbildung 1.13: Vorgeschlagene Modifikationen zur Optimierung der Leitstruktur AbMEG und Untersuchung
der unterschiedlichen Bindemodi von AbMEG und Amidinbasierten Analoga.

Ein zweites Ziel bei der Hemmstoff-Entwicklung, soll die Synthese geeigneter Prodrug-
Kandidaten fur eine mogliche orale Applikation sein. Ein Prodrug ist eine Wirkstoffvorstufe,
die erst im Korper durch Biotransformation in die eigentliche Wirkform tiberfiihrt wird. 1334
Im Arbeitskreis wurden bereits verschiedene Prodrug-Techniken fur Amidin- und Guanidin-
haltige Arzneistoffe entwickelt. Durch ihre hohe Basizitat liegen derartige Verbindungen
unter physiologischen Bedingungen in der Regel in protonierter Form vor. Sofern keine
geeigneten Transporter zur Verfugung stehen, weisen sie meist eine schlechte orale
Bioverfligbarkeit auf, weil passive Diffusion durch Biomembranen fiir geladene Teilchen
nicht mdoglich ist. Durch geeignete Modifikationen der Struktur kann die Basizitat
herabgesetzt werden und die Absorption im Gastrointestinaltrakt nach oraler Applikation
erhoht werden. Einige bekannte Prodrug-Prinzipien sollen in dieser Arbeit auf den
vielversprechendsten Kandidaten hinsichtlich Hemmpotenz und Selektivitdt angewendet

werden.
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1.5.2 Arginase-Inhibitoren

Der einzige Unterschied des derzeit potentesten Arginase-Inhibitors nor-NOHA, im Vergleich
zu NOHA, dem endogenen Hemmstoff und Intermediat der NO-Synthese, ist die Verkiirzung
um eine Methylengruppe. Diese kleine strukturelle Anderung erbrachte bereits einen starken
Potenzgewinn (Kinona) = 10-42 uM;™%% Ko nonay = 0,5 pM®) und zusatzlich den
Vorteil, dass es kein Substrat der NOSs ist. Eine weitere strukturell &hnliche Substanz ist das
N°-Hydroxy-N°-methyl-L-arginin (NHAM), bei der am §-Stickstoffatom eine Methyl-Gruppe
substituiert wurde. Diese wurde im Arbeitskreis zuféllig als potenter Arginase-Inhibitor
entdeckt (K; = 17 pME) als sie auf etwaige NOSs-Substrateigenschaften untersucht wurde.
Auch NHAM scheint beim direkten Vergleich der K;-Werte innerhalb der gleichen Spezies
etwas potenter als NOHA zu sein (bovine Arginase I; Kinonay = 30 pM, Kinnamy = 17 uM).
Es liegt daher auf der Hand die Struktureigenschaften dieser beiden Verbindungen mit der
Synthese von N®-Hydroxy-N*-methyl-nor-L-arginin (nor-NHAM) zu kombinieren. Durch
diese Strategie wird erwartet die Hemmpotenz und Selektivitat innerhalb der Arginin-Analoga

als Arginase-Hemmstoffe weiter zu verbessern.

HZNYN’
N\
CH,
sOH OH
HzN\fN H,N” ~COOH N
NH H3C J\
NHAM > *N” “NH,
o ~~
S
H,N” “COOH N H,N™ "COOH
NOHA HN NH, nor-NHAM
H,N” “COOH

nor-NOHA j

Abbildung 1.14: Ubersicht der strukturellen Unterschiede von NOHA, NHAM, nor-NOHA und Vorschlag von
nor-NHAM als neuen Arginase-Hemmstoff.
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2 Molecular Modeling an der hDDAH-1

2.1 Einleitung und Zielsetzung

Der Begriff ,,Molecular Modeling“ umfasst verschiedene Techniken computergestiitzten
Modellierens chemischer Molekiile. Modelle haben in der Wissenschaft unterschiedlichen

Nutzen und kénnen folgendermaRen klassifiziert werden: ™!

- Modelle sind nutzlich zur Vereinfachung bei der Erklarung wichtiger Phanomene
anhand limitierter Analytik.

- Sie dienen als didaktische Illustrationen sehr komplizierter Sachverhalte, die anders
nicht zugénglich wéren. Hierbei muss berucksichtigt werden, dass die Modelle nicht
die Realitat widerspiegeln.

- Mechanische Analogien sind eine weitere Art von Modellen. Sie basieren auf
definierten Fakten durch Kombination zweier unterschiedlicher Felder. Diese Modelle
sind empirisch und erweiterbar bzw. optimierfahig durch reelle Daten. Ein Beispiel
hierfir sind Kraftfelder.

- Eine vierte Anwendung findet sich im Bereich der mathematischen Modelle. Sie

helfen bei der Simulation von Prozessen z.B. Enzymkinetiken.

Das Drug-Design ist ein essentieller Schritt der Modellierung. Mit Hilfe der genannten
Modelle konnen Inhibitoren virtuell erstellt und im Computer-Experiment getestet
werden.[*¥ Weitere Informationen zur Theorie tiber 3D-Strukturen, Kraftfelder, Geometrie-
Optimierung, Energie-Minimierungs-Verfahren, Ladungs- und Solvatations-Effekte,
quantenmechanische  Methoden, Konformationsanalysen, Interaktionspotentiale/-felder
konnen z- B. in der folgenden Ubersichtsarbeit nachgelesen werden: Hoéltje et al., Molecular
Modeling.[***]

In Kooperation mit Prof. Gohlke soll im Rahmen dieser Arbeit ein Prognose-Modell auf Basis
der hDDAH-1-Kristallstruktur und einer Reihe strukturverwandter, aminosdaurebasierter
Inhibitoren mit Dbekanntem Ki-Wert erstellt werden. Dazu werden Techniken
dreidimensionaler, quantitativer Struktur-Wirkungs-Beziehungen (3D QSAR) ausgenutzt, mit
denen die Struktur der Verbindung zu dessen biologischer Aktivitat in Korrelation gesetzt
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wird. Voraussetzung hierfir ist das Alignment (deutsch: Uberlagerung/Ausrichtung) von 3D-
Strukturen, eine relative, rdumliche Orientierung der Wirkstoffmolekdle, in der Art wie sie in
der Bindetasche vorliegen wirden. Nach diesem Schritt kdnnen verschiedene Methoden
angewendet werden, wie z.B. COMFA (engl. Comparative Molecular Field Analysis) und
dessen Variante CoMSIA (engl. Comparative Molecular Similarity Indices Analysis). Hierbei
werden aber lediglich die Informationen der alignten Liganden zur Berechnung biologischer
Aktivitaten unbekannter Verbindungen genutzt.™3*4 Die in dieser Arbeit verwendete
Methode ist AFMoC (engl. Adaption of Fields for Molecular Comparison), welche eine
Weiterentwicklung von CoMFA darstellt, indem sie zusétzlich Proteininformationen
miteinflieRen lasst.™®! An dieser Stelle soll AFMoC zusammen mit weiteren wichtigen
Begriffen kurz erklart werden.

DrugScore: Wissensbasierte Wertungs-Funktion zur Vorhersage von Protein-Ligand-
Interaktionen. Hierbei werden Strukturinformationen von kristallographisch ermittelten
Protein-Ligand-Komplexen genutzt und u. a. in distanzabhéngige Paarpotentiale fur Protein-
und Liganden-Atome umgewandelt. Dies dient zur Vorhersage von Bindemodi und

Bindungsaffinitaten.[**®!

AFMoC: DrugScore Potentialfelder werden durch Platzieren eines Gitters in der
Proteinbindetasche generiert, indem die Paarpotentiale zwischen Liganden-Atom-Sonden auf
den Gitterknotenpunkten und dem Protein gemessen werden. Durch Multiplizieren der
Atomtypeigenschaften der in der Bindetasche gedockten Liganden mit benachbarten
Gitterwerten, entstehen aus diesen Potentialfeldern Interaktionsfelder. Es folgt eine PLS-

Analyse (engl. Partial Least Squares).**!
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Abbildung 2.1: Schema zur Berechnung der Interaktionsfelder. Mit rot gezeichnet sind die Potentialfelder des
Proteins fur den Atom-Typ ,Hydroxylsauerstoff* in der Bindetasche, durch Multiplikation mit der
Ligandeninformation (blau) entstehen die Interaktionsfelder (violett) in der Bindetasche.!***

Moloc: Eine Molecular Design Software Suite von der Firma Gerber Molecular Design, die
fiir interaktive Manipulation, Visualisierung und Evaluation von Molekdlstrukturen im drei-
dimensionalen Raum entwickelt wurde. Hierbei wurde besonderer Wert auf hohe
Interaktionsmoglichkeiten mit dritten Programmen gelegt. Zwei Kraftfelder sind direkt in der
Moloc Software integriert, das ,,MAB” all atom force field und das ,,reduzierte C-alpha
Kraftfeld fiir Peptide und Proteine*.[*¥713]

PLS-Analyse: Bildung eines funktionellen Zusammenhangs zwischen chemischer Struktur
(berechneten Energien) und biologischer Aktivitat (K;). Dabei wird versucht, fir die groRe
Zahl an Variablen, die bei der 3D-QSAR-Analyse entsteht, eine gunstige Kombination von

wenigen Deskriptoren zu finden.[*3

Kreuzvalidierung: Uberpriifung der statistischen Signifikanz und Vorhersagbarkeit des
Modells. Haufig angewendete Form ist die ,,Leave One Out* (LOO)-Methode. Es wird eine
Verbindung des Modells entnommen und mit den verbliebenen Verbindungen ein neues
Modell berechnet. Die vorher entnommene Verbindung wird anhand dieses Modells
vorhergesagt und die Differenz zwischen berechneten und experimentell bestimmten
Affinitaten bestimmt. Dieser Vorgang wird fir jede Verbindung des Datensatzes wiederholt.
Die Summe der quadratischen Differenzen ergibt den PRESS-Wert (engl. Predictive
REsidual Sum of Squares), aus dem sich der g°>-Wert errechnen l4sst, welcher eine analoge
GroRe zum Regressionskoeffizienten r® ist und Aussagen zur Qualitat des Modells erlaubt.

Als statistisch signifikant gilt, wenn g > 0,3 ist. Ein Modell ist gut, wenn g* > 0,5 ist.l*3*1%]
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2.2 Kristallstrukturen der hDDAH-1

(Alle in dieser Arbeit verwendeten Kristallstrukturen sind in der Protein-Daten-Bank (PDB)

unter http://www.rcsb.org. zu finden.)

Die ersten beiden Kiristallstrukturen der hDDAH-1 wurden 2007 von Leiper et al.
vergffentlicht. Dabei wurde die hDDAH-1 einmal mit L-Citrullin (PDB 2JAI) und einmal mit
L-257 (PDB 2JAJ) kokristallisiert.*”! In den darauffolgenden Jahren wurden weitere
Kristallstrukturen generiert: im Komplex mit N°-(1-Iminopropyl)-L-ornithin (Methyl-N10,L-
IPO, PDB 314A),*?! ohne Kosubstrat (PDB 312E)*?Y und mit Propyl-NIO (PDB 3P8E).[*??
Ein direkter Vergleich dieser funf Kristallstrukturen durch dreidimensionale Uberlagerung mit
der Software PyMOL zeigt, dass Unterschiede bei der Ausrichtung der
Aminosdureseitenketten im aktiven Zentrum groRtenteils unerheblich sind (s. Abb. 2.2). Nur

zwei Reste (His173 und Arg145) weisen Abweichungen auf, die néher erldautert werden sollen.

Abbildung 2.2: Kristallstruktur der hDDAH-1 mit Methyl-NIO (314A,pink) und vergréBRertem Ausschnitt des
aktiven Zentrums, Uberlagert mit 2JAJ (grin), 2JAI (turkis), 312E (rosa) und 3P8E (gelb).
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Bei His173 findet man in den verschiedenen Strukturen unterschiedliche Konformationen.
Der Imidazolring ragt bei 2JAI und 3I4A in die Bindetasche hinein, sodass ein Ring-
Stickstoff flir Wechselwirkungen mit dem Liganden zur Verfligung steht. Bei 2JAJ, 312E und
3P8E hingegen steht der Imidazolring parallel zur Bindetasche. Dies bedeutet, dass der
Abstand zum Liganden fiir etwaige Wechselwirkungen zu groB ist. Eine Erklarung fr dieses
Phanomen ist schwierig, da keine Rationale beim Vergleich der zugehorigen Liganden
gefunden werden konnte. 314A, 2JAJ und 3P8E sind mit Inhibitoren komplexiert, 2JAl mit
dem Hydrolyseprodukt L-Citrullin und 312E enthalt keinen Liganden.

Besonders interessant ist die Anordnung von Argl45, welches nur bei 2JAJ aus der
Bindetasche heraus gedreht ist, und so keine direkten Wechselwirkungen mit Elektronenpaar-
Donatoren wie z.B. einer Carboxylgruppe eingehen kann. L-257 liegt im Vergleich zu den
anderen Liganden leicht verschoben in der Bindetasche. Es scheint, als wiirde der
Methoxyethyl-Rest sterisch passen und die Verbindung die gesamte Bindetasche ausfllen,
sodass L-257 fiur seine inhibitorische Potenz nicht auf Wechselwirkungen mit Argl45
angewiesen ist (s. Abb. 2.2 und 2.3).

Ein Vergleich der von PyMOL gefundenen polaren Wechselwirkungen von 2JAJ mit 314A
und den jeweiligen Liganden soll eventuelle unterschiedliche Einfliisse von Guanidin- versus
Amidin-Funktion aufzeigen. PyMOL ist ein 3D-Grafikprogramm zur Visualisierung von
Biomolekilen, das u. a. mogliche polare Kontakte aufzeigen kann, die tber den Abstand von
Atomen berechnet werden. Die in Abb. 2.3 angezeigten Wasserstoffbriickenbindungen sind
bei L-257 und Methyl-NIO gleichwertig. Somit scheint auf diesem Weg kein echter

Unterschied zwischen Guanidin und Amidin zu finden zu sein.
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Abbildung 2.3: Kiristallstrukturen der hDDAH-1 im Komplex mit Inhibitoren. Links: 2JAJ mit L-257 (roter
Kreis: Wassermolekiil);"®! Rechts: 314A mit Methyl-NI0.*?Y)  Gestrichelte Linien stellen polare
Wechselwirkungen dar. Die unterschiedliche Nummerierung der Reste ist auf die jeweilige Publikation
zuriickzufuhren. Die Abbildungen wurden in Anlehnung an die Literatur modifiziert.

Es existieren noch weitere Kristallstrukturen der hDDAH-1 mit Mutationen an verschiedenen
Aminosduren, auf die im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht naher eingegangen werden

soll.[*%2]

2.3 Design eines Modells

Zu Beginn dieser Arbeit waren nur die Kristallstrukturen 2JAI und 2JAJ publiziert. Das
Modell wurde auf Grundlage der Kristallstruktur 2JAl erstellt.

Die Vorgehensweise fur die Modellerstellung erfolgte in den folgenden Schritten:

1. Zunachst erfolgte die Modifikation der Kristallstruktur-Datei 2JAIl. Da die
Kristallstruktur im Original als Dimer (A- und B-Kette) vorliegt, wurde flr die weitere
Bearbeitung das Monomer (A-Kette) ohne gebundenen Liganden und ohne
Wassermolekile erzeugt. Lagen zwei Konfigurationen von Aminosdureseitenketten
vor, so wurde die Unwahrscheinlichere davon entfernt. Des Weiteren wurden alle
Seleno-Methionine gegen Methionin ersetzt.

2. Darauf erfolgte die Auswahl geeigneter Verbindungen mit bekanntem Ki-Wert an der
hDDAH-1 fir einen Trainingsdatensatz (s. Kap. 2.3.1). Aus den experimentellen K-
Werten wurden pK;-Werte berechnet.
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3. Mit dem Docking-Programm Moloc wurden eine weitere Bearbeitung der
Kristallstruktur, das Liganden-Alignment und eine Energie-Minimierung durchgefuhrt
(s. Kap. 2.3.2).

4. Der letzte Schritt ist die Berechnung mit DrugScore/AFMoC. Hier erfolgt eine

Korrelation der berechneten Ergebnisse mit den experimentellen Daten (s. Kap. 2.3.3).

2.3.1 Verbindungen fiir Trainingsdatensatz

Bei der Auswahl geeigneter Verbindungen fur die Erstellung eines Modells sollte auf
strukturelle Ahnlichkeiten und eine moglichst groRe Spanne an K;-Werten geachtet werden.
Diese wiederum sollten unter gleichen Testbedingungen ermittelt worden sein, um eine gute
Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Das ist in der Literatur meistens nicht der Fall. Deshalb
wurden ausschliellich Verbindungen gewahlt, deren K;-Wert von Kotthaus bestimmt und
groRtenteils verdffentlicht wurden. 2139 i die 19 gewahlten Verbindungen wurden die
experimentell bestimmten Kj-Werte in pK;-Werte umgerechnet. Es ergibt sich ein Bereich
zwischen 2,55 und 5,70 (s. Tab. 2.1). Eine Ubersicht der Strukturen befindet sich im Anhang
dieser Arbeit (Anhang, Tab. I).

Tabelle 2.1: Ubersicht der Verbindungen fiir den Trainingsdatensatz

Bezeichnung Ki [uM] pK; Bezeichnung Ki [uM] pK;
3-MeBUMEG 2763+ 714 2,56 L257 13+2 4,89
ADbMEG (27) 18+ 6 4,74 Methyl-N10 145+ 15 3,84
Allyl-Arg 58+ 9 4,24 NIO 1155+ 112 2,94
Butenyl-Arg 57+9 4,24 Nitro-Arg 1968 + 260 2,71
Canavanin 495 + 17 3,31 PenMEG 2815 + 946 2,55
Carb-Arg 764 £ 107 3,12 Propargyl-Arg 175 4,77
CbMEG 489 * 16 3,31 Propyl-Arg 90+5 4,04
decVNIO 768 + 4 3,11 Tfe-Arg 606 + 66 3,22
ENIPO 36+3 4,44 Vinyl-NIO 2+1 5,7

Ethyl-NIO 32+6 4,49
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2.3.2 DocKking in Moloc

Mit dieser Software sollte das Alignment der 19 Liganden durchgefuhrt werden. Dafir wurde
die bearbeitete Kristallstruktur mit dem Originalliganden L-Citrullin in der Software
aufgerufen. Zuerst wurde die Protonierung der Aminoséuren im Kkatalytischen Zentrum
festgelegt, anschlieBend eine Energieminimierung vorgenommen. Dabei wurde die
Proteinstruktur fixiert und als unbeweglich eingestellt. Der Ligand wurde entsprechend des
auf ihn einwirkenden Kraftfelds ausgerichtet, um ein Energieminimum zu erreichen. Im
Energieminimum liegt der Ligand in einer energiearmen und dadurch bevorzugten
Konformation vor. Alle 19 Verbindungen aus Tab.2.1 wurden auf Basis dieser
energieoptimierten Ligandenkonformation in der Bindetasche als 3D-Struktur erstellt,
minimiert, Uberprift und dieser Vorgang z. T. mehrfach wiederholt. Die dadurch erhaltenen
Liganden-Konformationen wurden ,,aligned* und fiir jede einzelne Verbindung ein mol2-File
erstellt. Flr die weiteren Berechnungsschritte mit AFMoC wurden alle mol2-Files zu einem
Multi-mol2-File zusammengefigt, an dessen vorderster Stelle der grofite, gittermalRgebende
Ligand positioniert wurde. Somit muss von AFMoC nur eine Datei mit bekannter Liganden-

Reihenfolge zur Berechnung herangezogen werden.

2.3.3 Berechnungen mit DrugScore - AFMoC

2.3.3.1 Trainigsdatensatz

Ein in die Bindetasche gelegtes Berechnungsgitter wurde an den groten Liganden, dem
Carb-Arg, plus 4 A in jede Richtung angepasst. Die Maschenweite des Gitters wurde auf 1 A
gesetzt. Die Atomtyp-Sonden an den Gitterknotenpunkten wurden nach der SYBYL-
Nomenklatur gewéhlt. Die hier verwendeten sind in Tab. 2.2 aufgelistet.

Tabelle 2.2: Verwendete Atomtypen nach SYBYL-Nomenklatur

Code Definition

C3 sp3-Kohlenstoff

C.2 sp2-Kohlenstoff

0.2 sp2-Sauerstoff

0.co2 Carboxylat-Sauerstoff
N.3 sp3-Stickstoff

N.pl3 trigonal planarer Stickstoff
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Mittels DrugScore wurde pro Atomtyp fur jeden Gitterpunkt ein Paar-Potential bestimmt und
durch AFMoC-Analyse mit der Information der gedockten Liganden des Trainingsdatensatzes
(wie in Abb. 2.1 dargestellt) multipliziert. Die daraus resultierenden Interaktionsfelder wurden
mit den experimentell ermittelten Daten Uber eine PLS-Analyse Kkorreliert und die

Vorhersagekraft des Modells durch eine LOO-Kreuzvalidierung Uberpruft.

Tabelle 2.3: Trainingsdatensatz; experimenteller pK;-Wert (pK; exp); pK-Wert berechnet durch LOO-
Kreuzvalidierung (pK;calc LOO)

Bezeichnung pKiexp pllfgglc Bezeichnung pK;exp pfgglc
3-MeBUMEG 2,56 2,42 L257 4,89 5,50
AbBMEG (27) 4,74 3,05 Methyl-N10 3,84 3,64
Allyl-Arg 4,24 5,06 NIO 2,94 3,83
Butenyl-Arg 4,24 3,75 Nitro-Arg 2,71 3,13
Canavanin 3,31 3,48 PenMEG 2,55 2,82
Carb-Arg 3,12 4,77 Propargyl-Arg 4,77 3,94
CbMEG 3,31 3,77 Propyl-Arg 4,04 3,13
decVNIO 3,11 5,18 Tfe-Arg 3,22 4,24
ENIPO 4,44 5,14 Vinyl-NIO 5,7 3,59
Ethyl-NIO 4,49 4,22

Beim Vergleich der experimentellen Werte mit denen der LOO-Analyse féllt auf, dass einige
der Verbindungen dabei sehr schlecht vorhergesagt werden. Dies trifft auf die Substanzen
AbMEG, Carb-Arg, decVNIO und Vinyl-NIO zu. Toleriert wurden Abweichungen von
maximal einer Log-Stufe.**™ Um tberhaupt ein Modell erstellen zu konnen, wurden diese
Verbindungen als Ausreiler entfernt. In Abb 2.4 sind zum Vergleich Plots der beiden LOO-

Analysen dargestellt.
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Abbildung 2.4: Plots der LOO-Analysen; links: kompletter Datensatz, g° = 0,01963; rechts: ohne die vier
AusreiRer, g% = 0,5898; Die Mittellinie (griin) bedeutet, dass pKi exp = pKi calc. Die duBeren Linien beschreiben
die Abweichung von einer log-Stufe.

Der g°-Wert von 0,59 besagt, dass dieses Modell eine gute Vorhersagekraft haben sollte.
Allerdings beschreibt die Literatur, dass PLS-Ergebnisse von kleinen Datensdtzen stark
verwandter Liganden und einer Affinitatsspannweite von nicht mehr als drei Zehner-Potenzen
mit grofen Vorhersagefehlern behaftet sind. Hierbei wirden die reinen DrugScore
Paarpotentiale verldsslichere Ergebnisse liefern. In diesem Fall kann ein ,Mix
Koeffizient genutzt werden, der die DrugScore und AFMoC-Werte unterschiedlich
gewichtet.*®!

Die ersten Berechnungen mit dem Modell wurden anhand des Trainingsdatensatzes in einer
Art Selbsttest getatigt. Dazu wurde fiir die Gewichtung einmal AFMoC = 1 und einmal
DrugScore = 1 gesetzt. Fur die Mix-Berechnungen wurden AFMoC und DrugScore in 0,1ler-
Verhaltnisschritten gesetzt und die Daten miteinander verglichen (Daten nicht gezeigt). Das
beste Ergebnis in Bezug auf die Korrelation der berechneten Werte zu ,,pK; exp® und ,,pK;
calc LOO* ergab sich bei einem AFMoC-DrugScore-Verhaltnis von 0,7 zu 0,3 mit einem
Korrelationskoeffizienten r = 0,913. Dieses Modell wurde fir die weiteren Berechnungen des
Testdatensatzes herangezogen. Die verwendeten Daten konnen in Tab. 2.4 nachgelesen

werden.



Molecular Modeling an der hDDAH-1

Tabelle 2.4: Ubersicht der berechneten Daten des Trainingsdatensatzes im Vergleich zu den experimentell
ermittelten. AFMoC, A; DrugScore, D.

sezeionnung  piexp PLOBT REEE Drtseore AD (02:03
3-MeBUMEG 2,56 2,53 2,43 3,42 2,73
Allyl-Arg 4,24 4,36 4,18 4,56 4,29
Butenyl-Arg 4,24 4,12 4,00 4,38 4,11
Canavanin 3,31 2,86 3,10 2,70 2,98
CbMEG 3,31 3,78 3,55 3,93 3,66
ENIPO 4,44 4,49 4,45 4,69 4,52
Ethyl-NIO 4,49 4,04 3,92 4,48 4,09
L257 4,89 5,00 5,06 4,60 4,92
Methyl-N10 3,84 3,58 3,42 4,18 3,65
NIO 2,94 3,84 3,21 3,66 3,35
Nitro-Arg 2,71 3,54 2,75 3,81 3,07
PenMEG 2,55 2,38 2,34 3,36 2,64
Propargyl-Arg 4,77 4,00 4,43 3,43 4,13
Propyl-Arg 4,04 3,54 3,51 4,48 3,80
Tfe-Arg 3,22 4,02 2,39 3,26 2,65

2.3.3.2 Testdatensatz

Der Testdatensatz beinhaltet Verbindungen, die potentielle Inhibitoren darstellen und deren
Hemmpotenz (pK;) mit dem zuvor erstellten Prognose-Modell berechnet werden soll. Zur
Erstellung wurden insgesamt 60 Verbindungen als 3D-Strukturen in Moloc aufgebaut und
aligned. Ein Teil dieser Verbindungen (Rossiter-(R)-Reihe) wurde bereits von Rossiter et al.
veroffentlicht und soll anhand von 1Cso-Werten einer weiteren Uberpriifung des Modells
dienen.™® Da keine K;j-Werte vorhanden sind, konnten sie leider nicht in den
Trainingsdatensatz eingeftigt werden, um die Aussagekraft des Modells zu erhdhen.

Strukturformeln sind im Anhand dieser Arbeit zu finden (Anhang, Tab. 1I).

Die anderen Verbindungen (theoretische Verbindungen (TV)-Reihe) wurden durch rationale
Betrachtungen auf chemisch-synthetischer Ebene erstellt. Beriicksichtigt wurden dabei
potentielle Eigenschaften in Bezug auf Selektivitit und Hemmpotenz anhand bekannter
Inhibitoren, kommerziell erhdltliche Edukte, sowie gemeinsame Syntheserouten. Zu dieser
Reihe gehdren auch die vorgeschlagenen Modifikationen von ADMEG (TV21, TV23, TV25)
bzw. L-257 (TV20, TV22, TV24). Alle Verbindungen sind mit ihren kalkulierten pKj-Werten
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in Tab. 2.5 zusammengefasst. Zugehorige Strukturformeln befinden sich im Anhang der
Arbeit (Anhang, Tab. I1I).

Tabelle 2.5: Testdatensatz mit den vorausgesagten pK;-Werten (AFMoC-DrugScore 0,7:0,3)

Bezeichnung pK;calc Bezeichnung pKjcalc Bezeichnung pKjcalc
TVO01 4,04 TV21 3,19 R14 4,11
TVO02 4,47 TV22 4,76 R15 4,27
TVO03 4,46 TV23 3,56 R17 4,57
TV04 4,31 TV24 5,00 R19 3,93
TV05 4,24 TV25 3,72 R22 3,88
TV06 4,32 TV26 3,86 R23 4,16
TVO07 4,39 TV27 4,84 R24 4,00
TVO08 3,66 TV28 4,63 R25 3,59
TVO09 3,99 TV29 4,58 R26 3,57
TV10 4,11 TV30 4,12 R27 4,17
TV11 4,75 TV31 4,34 R28 4,07
TV12 4,14 TV32 4,49 R29 3,76
TV13 4,54 TV33 4,56 R30 4,07
TV14 4,20 R0O4 3,39 R31 3,65
TV15 4,16 RO8 2,98 R32 3,04
TV16 3,97 RO9 3,73 R33 2,47
TV17 4,20 R10 3,75 R35 3,10
TV18 4,26 R11 3,97 R37 4,03
TV19 4,02 R12 3,74 R38 3,96
TV20 3,88 R13 4,18 R42 3,65
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2.3.4 Auswertung und Diskussion

Der Hintergrund fir die Berechnung der R-Reihe ist eine Verifikation des entwickelten
Prognose-Modells anhand bekannter 1Cso-Werte. Jedoch ist die Berechnung eines einfachen
linearen Zusammenhangs zwischen den berechneten pKi- und den experimentellen ICso-
Werten aus der Publikation von Rossiter et al. an dieser Stelle unzulénglich. Fur einen
adaquaten Datenvergleich muss dabei auf strukturelle Ubereinstimmungen bzw. Unterschiede
geachtet werden. Deutlich wird dies bereits bei der kritischen Betrachtung des
Trainingsdatensatzes. VVon urspriinglich 19 Verbindungen wurden vier in Voruntersuchungen
als Ausreifer klassifiziert und das Modell aus den verbliebenen 15 Verbindungen erstellt. Je
haufiger ein Strukturmerkmal in einem Datensatz vorkommt, desto stdrker wird dieses
gewichtet. Existiert ein Strukturmerkmal im Datensatz tberhaupt nicht, so kann tber dieses
auch keine gute Aussage getroffen werden. Beispielsweise kommt die Carboxylgruppe bei 13
der Verbindungen vor, der Methylester kein einziges Mal und ein Fehlen der Carboxylgruppe
ist zwei Mal der Fall. Folglich sollte die Beurteilung der Daten nicht im Ganzen erfolgen,

sondern einzeln fir die jeweiligen Strukturmerkmale:

- Die ,,pKjcalc“-Werte fir R30-37 (Methylester) korrelieren mittelmaRig mit den
ICso-Werten (r = 0,44). Obwohl die [Cso-Werte relativ niedrig sind und nah
beieinander liegen (20 — 189 uM), streuen die ,,pK; calc*“-Werte (2,47 - 4,07) stark und
werden teilweise viel zu schlecht vorhergesagt. Ausnahmen bilden dabei die L-257-
Analoga R30 und R37, die durch ihren Methoxyethyl-Rest relativ gut vorherbestimmt
werden.

- Bei R25-29 ist das N“-Atom entweder disubstituiert oder in einen zyclischen
Substituenten eingebunden. Derartige Strukturen kommen im Trainingsdatensatz nicht
vor, somit ist eine prézise VVorhersage unwahrscheinlich (r = 0,35).

- Bei R4-24 ist das N“”-Atom monosubstituiert. Da auch der Trainingsdatensatz
ausschlieBlich  N®-monosubstituierte Verbindungen beinhaltet, ist es nicht
uberraschend, dass hier die beste Korrelation (r = 0,54) zwischen ,,pK; calc“- und
ICs0-Werten vorliegt.

- Ein zusatzlicher kritischer Aspekt dieser Datenerhebung ist, dass der
Trainingsdatensatz nur L-Arginin-Analoga enthélt, R4-35 aber Analoga von nor-L-
Arginin sind. Dennoch werden sie gleich gut bewertet, obwohl dieser Unterschied bei
den experimentellen Daten erheblich ist. Deutlich wird dies beim Vergleich von R30
(ICs0: 96 uM, ,.,pKj-calc: 4,07) mit R37 (ICsg: 20 uM, ,,pKj-calc*: 4,03), welche sich
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nur in der Kettenlange des Grundkérpers unterscheiden. Eine ausreichende
Differenzierung scheint nicht gegeben. Wie wichtig diese Kettenldange fir die
Hemmpotenz ist, beweist auch R42, welches um eine Methylengruppe kirzer ist als
AbMEG, die DDAH aber kaum hemmt (Hemmung bei 1 mM: 39%).[®

Da eine sinnvolle Beurteilung des Modells kompliziert ist und eine Korrelation zwischen
biologischer Aktivitat und VVorhersage fur die Gesamtheit der Verbindungen nicht mdéglich ist,
sollten die errechneten Werte kritisch betrachtet werden. Vergleichbare Ergebnisse kénnen

aber bei homologen Substanzreihen erwartet werden.

In Kapitel 2.2 wurde bereits erértert, ob Guanidin- und Amidin-Gruppen unterschiedliche
Einflisse auf das aktive Zentrum der DDAH austiben, indem durch PyMOL gefundene polare
Wechselwirkungen verglichen wurden. Analog zu dieser Analyse wird auch im Prognose-
Modell nicht zwischen Guanidin- und Amidin-Funktion differenziert. Die am besten
vorhergesagte Verbindung ist das TV24, dem Amidin-Analogon des L-257, mit einem ,,pK;-
calc” von 5,0. Hierbei handelt es sich um eine Verbindung, die auch durch die rationalen
Ansétze zur Verbesserung von AbMEG bzw. L-257 angedacht wurde. Die né&chstbeste
Verbindung TV22 gehort ebenfalls in diese Reihe und enthélt einen Methylengruppen-
verkirzten Methoxyalkyl-Rest. Es scheint als ware ein Austausch der Guanidin-Funktion
gegen eine Amidin-Funktion hinsichtlich der Hemmpotenz unbedenklich, bzw. laut der
errechneten Daten sogar von Vorteil. Fir einen méglichen Einsatz als Arzneistoff kann dieser
Austausch sogar von Nutzen sein, da Guanidine einen starker basischen Charakter aufweisen
als Amidine.[* Dartiber hinaus sind fir Amidine im Arbeitskreis sehr gut erprobte Prodrug-
Prinzipien entwickelt worden, wahrend diese fir Guanidine noch nicht so ausgepréagt

vorliegen.[**!

Aus dem Ergebnis der Berechnung des Prognose-Modells lasst sich schlussfolgern, dass die
Synthese der homologen Reihe TV20, TV22 und TV24 sowie deren decarboxylierten
Varianten TV21, TV23 und TV25 ein sinnvoller Ansatz ist und zu verbesserten Inhibitoren
fiihren kann. Eine abschlieBende Beurteilung wird nach erfolgreicher Synthese und Testung

anhand der experimentell bestimmten Daten in Kapitel 3.2 erfolgen.
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Tabelle 2.6: Verbindungen der R-Reihe von Rossiter et al. mit vorausgesagten pK;- und getesteten 1Cs,-
Werten!!®!

Bezeichnung  pKjcalc  ICs, uM Bezeichnung pKicalc  1Csp, uM
RO4 3,39 1510 R25 3,59 325
R0O8 2,98 - R26 3,57 922
R0O9 3,73 300 R27 4,17 264
R10 3,75 - R28 4,07 686
R11 3,97 - R29 3,76 500
R12 3,74 - R30 4,07 96
R13 4,18 - R31 3,65 159
R14 411 1470 R32 3,04 111
R15 4,27 189 R33 2,47 113
R17 4,57 301 R35 3,10 189
R19 3,93 - R37 4,03 20
R22 3,88 998 R38 3,96 -
R23 4,16 - R42 3,65 -

R24 4,00 1020
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2.4 Molecular Modeling mit der Schrodinger Software

2.4.1 Einleitung

Mit Ausnahme von L-257 wurden die in dieser Arbeit zugrunde liegenden Leitstrukturen
(AbMEG, Vinyl-NIO und decVNIO) aufgrund schlechter VVorhersagbarkeit als AusreiRer aus
dem obigen Prognose-Model entfernt (s. Kap. 2.3.3). Doch sind gerade diese Verbindungen
aufgrund ihrer Hemmpotenz an der DDAH interessant und sollen in Kooperation mit Prof.
Peifer mit Molecular Modeling naher untersucht werden. L-257 und seine decarboxylierte
Variante AbMEG sind gute DDAH-Inhibitoren (K; = 13 uM bzw. 18 uM), wohingegen die
Decarboxylierung von Vinyl-NIO zu decVNIO zu einem massiven Hemmverlust fuhrt (K; =
2 UM bzw. 768 pM).I9¥ Mit Hilfe des Programms ,,Glide* aus der Schrodinger Software
Suite, einem Software-Paket, das unterschiedliche Modeling-/Docking-Anwendungen
beinhaltet, soll dieses Phanomen naher untersucht werden. 214!

Die Fragestellung lautet: Warum kann bei L-257 die Carboxylgruppe entfernt werden (&
biologisch aktiv), nicht aber bei Vinyl-NIO (& biologisch inaktiv)? Welchen Einfluss haben
der 2-Methoxyethyl-Rest des L-257 bzw. die Wechselwirkungen der Guanidin/Amidin-
Funktion? Ist der Einfluss des 2-Methoxyethyl-Restes oder die unterschiedliche Basizitét von
Guanidin (pK; = 13,6) vs. Amidin (pK,; = 12,4) bzw. deren unterschiedliche Anzahl an
Wechselwirkungen wichtiger?™4%!

Zur Beantwortung dieser Fragen sollen die Kristallstrukturen 2JAJ (mit L-257)% und 314A
(mit Methyl-N10)*2Y dienen, in die L-257, ADBMEG, Vinyl-NIO und decVVNIO hineingedockt
werden. Uber die Berechnung von Docking-Scores konnen Aussagen zur Starke der
Wechselwirkungen und somit der potentiellen Hemmpotenz getroffen werden. Da die
experimentellen Daten vorliegen, koénnen die Scores damit verglichen und so die

Aussagekraft dieser beurteilt werden.

2.4.2 Docking-Analyse

2.4.2.1 Vergleich der polaren Kontakte von 2JA] und 314A

Die Nummerierung der Aminoséuren wurde fur alle Kristallstrukturen an die von Wang et

al.™?! angepasst, um einfachere Vergleichsmdglichkeiten zu schaffen.
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Bei 2JAJ sind starke Wechselwirkungen der Guanidin-Funktion uber Wasserstoffbriicken-
bindungen (WBB) mit den Seitenketten Asp269, Asp79 und His173 vorhanden. Diese WBB
sind unter anderem iber Wassermolekule im aktiven Zentrum verbriickt. Bei 314A findet man
ebenfalls eine starke Wechselwirkung der Amidin-Funktion mit Asp79 und Glu78, allerdings
uber weniger WBB (s. Abb. 2.5). Glide unterscheidet zwischen ionischen WBB und
nichtionischen WBB. In Abb. 2.5 wird dieser Unterschied durch die Ladung (charged) bzw.
,hicht“-Ladung (polar) der Aminosduren kenntlich gemacht. Bei Guandinen, die Uber eine
grolere Anzahl mesomerer Grenzformen als Amidine verfligen, konnen mehr der

energiereichen ionischen Wechselwirkungen auftreten.

Die Substratspezifitat und Hemmwirkung fur S-Enantiomere zeigt, dass die Carboxylgruppe
eine wichtige Rolle bei der Ausrichtung und Fixierung der a-Aminogruppe spielt, welche
WBB zu Asp73 und Leu30 ausbildet. Die Carboxylgruppe selbst ist bei den unterschiedlichen
Kristallstrukturen mit Arg145 (2JAJ) Gber Wassermolekiile verbrickt, oder direkt mit Arg145
und Arg98 (314A). Diese Verbrickung von L-257 mit Argl45 (ber Wassermolekile
widerspricht der Aussage, dass Argl45 keine Wechselwirkung mit dem Inhibitor eingehen
wirde. Fur die vorher dargestellte Modellerstellung (s. Kap. 2.3) wurden jedoch alle

Wassermolekule entfernt, sodass eine solche Wechselwirkung nicht sichtbar war.

Am Ausgang der Bindetasche ist in den Kristallstrukturen ein Wassercluster lokalisiert, der
uber die Carboxylgruppe geordnet wird. Fehlt die Carboxylgruppe, ist die hydrophobe
Alkylkette des Grundgerlsts der Inhibitoren zum Solvens exponiert, sodass unginstige
Solvatisierungseffekte resultieren wirden. Stattdessen solvatisiert das Wasser die Ligand-
Protein bindungsvermittelnde Aminogruppe und kann das Molekil kompetitiv aus der
Bindetasche drangen. Durch die starkeren WBB der Guanidin-Struktur des L-257 sollte diese
einen maoglichen Verlust der Carboxylgruppe besser kompensieren kdnnen als die Amidin-
Struktur beim Vinyl-NIO. Folglich diirfte es zu einem wesentlich geringeren Abfall in der
Hemmpotenz kommen. Dies ware eine mdgliche Erklarung fiir die schlechte Hemmwirkung
des decVNIO im Vergleich zu AbDMEG.
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Abbildung 2.5: Ligand-Protein-Interaktionen aufgezeigt durch die Software Glide. Links: 2JAJ mit L-257;1'%]
rechts: 314A mit Methyl-NI10;™ unten: Legende.

2.4.2.2 Berechnung von Docking-Scores

Durch errechnete Docking-Scores l&sst sich die obige Aussage leider nicht unterstreichen.
Das Redocking der Strukturen in die Bindetasche war zwar erfolgreich, es wurde jedoch keine
Korrelation der Docking-Scores mit den biologischen Aktivitaten der Verbindungen beim
Valideren des Modells festgestellt. Eine Schwierigkeit hierbei ist u. a., dass Interaktionen
zwischen Wasser und den Hemmstoffmolekilen nicht parametrisiert sind, diese aber einen
grofRen Einfluss ausiiben. Ein weiteres Indiz fur die mangelnde Aussagekraft der Scores in
diesem Modell ist, dass beim Vergleich von Vinyl-NIO und decVNIO je nach
Hydratisierungszustand des starren Proteins der Score fiir die letztgenannte Verbindung
besser sein kann, obwohl diese wesentlich schlechter hemmt (s. Tab. 2.7).

Auch das Docking von R-Enantiomeren bestatigt, dass die berechneten Scores Kkritisch
betrachtet werden mdussen. Das von Rossiter et al. synthetisierte und an der hDDAH-1
getestete R-Enantiomer des L-257 weist im Experiment keine Hemmpotenz auf (Hemmung
bei 100 pM: 2%),*® dennoch wurde es mit einem giinstigen, negativen Score kalkuliert.
Vereinfachend kann gesagt werden: Je negativer der Score, desto mehr Energie wird frei und
desto potenter ist die Verbindung. In Tab. 2.7 sind die berechneten Scores zusammengefasst.
Standard Precision (SP) und Extra Precision (XP) sind Funktionen von Glide, die sich durch
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unterschiedliche Gewichtung bestimmter Parameter auszeichnen. SP-Berechnungen werden

in der Regel bei groRen Datenbanken durchgefiihrt und XP-Berechnungen bei einer kleineren

Anzahl von Verbindungen zur Leitstrukturoptimierung.[43144

Tabelle 2.7: Mit Glide berechnete Docking-Scores. SP, Standard Precision; XP, Extra Precision; n.b., nicht
berechnet.

Berechnung mit Wasser Berechnung ohne Wasser
Verbindung
SP-Werte XP-Werte XP-Werte

Vinyl-N1O -6,55 -7,21 -8,22

decVNIO -6,88 -8,53 -7,40

L-257 (S-Enantiomer) -5,10 -9,66 n.b.

L-257 (R-Enantiomer) -5,87 -8,14 n.b.

AbMEG (27) -4,10 -8,82 n.b.

2.4.3 Abschlief3ende Beurteilung

AbschlielRend lasst sich sagen, dass Uber den Vergleich der WBB der Kristallstrukturen 2JAJ
und 3I4A ein wichtiger Einfluss der Carboxylgruppe plausibel erscheint. Durch die starker
ausgepragten Wechselwirkungen, besonders der ionischen, kann die Guanidin-Gruppe einen

Verlust vermutlich besser kompensieren als die Amidin-Gruppe.

Das Docking mit Glide konnte an dieser Stelle nicht validiert werden. Die errechneten Scores
koénnen die erste Aussage nicht bekraftigen. Um besser mit biologischen Aktivitaten
korrelierende Scores zu erreichen, hatte es im vorliegenden Fall mehr Aufwand bedurft, z. B.
durch ein induced-fit-docking.
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2.5 Zusammenfassung

Auf Grundlage der bekannten Réntgenkristallstrukturen der hDDAH-1 und einer Reihe
bekannter, strukturverwandter Inhibitoren wurde im Rahmen dieser Arbeit in Kooperation mit
Prof. Gohlke ein Prognose-Modell zur Vorhersage der biologischen Aktivitat neuer
Verbindungen erstellt. Hierzu wurde die 3D-QSAR-Methode AFMoC verwendet, die die
biologische Aktivitét in Korrelation mit der Struktur der jeweiligen Verbindung setzt. Der g%
Wert des entwickelten Modells von 0,59 steht flr eine gute VVorhersagekraft. Aufgrund der
kleinen Datenmenge von 15 bekannten Inhibitoren wurde ein Mix-Koeffizient aus AFMoC

und DrugScore (0,7:0,3; r = 0,913) errechnet und mit diesem weiter verfahren.

Bei der Erstellung des Testdatensatzes wurde eine Reihe bekannter Strukturen (R-Reihe), die
ohne bekannten Kj-Wert nicht in den Trainingsdatensatz genommen werden konnten, und
eine Reihe neuer Verbindungen (TV-Reihe), die noch nicht synthetisiert und/oder an der
DDAH getestet wurden, als 3D-Struktur erstellt. Fur diese Verbindungen wurden mit dem
Modell pK;-Werte berechnet. Als beste Verbindung wurde TV 24 vorhergesagt, das Amidin-
Analogon des potenten, bekannten Inhibitors L-257 (Ki=13+2uM™®%). TV 24 und
Homologe sowie die jeweiligen decarboxylierten Verbindungen (TV 20-25) sollen im

Folgenden synthetisiert werden.

Unter Zuhilfenahme der Schrodinger Software Glide in Kooperation mit Prof. Peifer wurden
die Bindemodi substratanaloger, Guanidin- und Amidin-basierter Inhibitoren im Komplex mit
der hDDAH-1 naher betrachtet. Die fiir die Analyse herangezogenen Kristallstrukturen waren
2JAJ und 314A und deren gebundene Liganden. Anhand der berechneten WBB l&sst sich
postulieren, dass bei Guanidin-basierten Hemmstoffen die Carboxylgruppe als verzichtbar
einzustufen ist, ohne dass die biologische Aktivitat stark abnimmt. Bei Amidin-basierten
Hemmstoffen trifft dies nicht zu. Die errechneten Docking-Scores konnten nicht validiert
werden und wurden deshalb nicht naher analysiert.
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3 Hemmung der hDDAH-1

3.1 Einleitung

Im folgenden Kapitel werden die in dieser Arbeit verfolgten Ansatze zur Entwicklung neuer
DDAH-Inhibitoren beschrieben. Wie bereits in der Zielsetzung erlautert, sollen die
literaturbekannten bzw. im Arbeitskreis entwickelten Verbindungen L-257/AbMEG und
Vinyl-N10/decVNIO als Leitstrukturen fungieren. Die angewendeten Synthese-Routen zur
Darstellung neuer Inhibitor-Kandidaten sowie deren in vitro-Testdaten werden in den
folgenden Abschnitten aufgefuhrt. Weiterhin wird auf Prodrug-Strategien fir den

aussichtsvollsten Kandidaten eingegangen.
3.2 Methoxyalkylamidine

3.2.1 Einleitung

Zur Weiterentwicklung des derzeit besten DDAH-Inhibitors AbMEG sollte der
Methoxyalkyl-Rest auf Amidine Ubertragen werden (s. Kap. 1.5.1). Dieser rationale Ansatz
wurde durch das in Kapitel 2.3 beschriebene, strukturbasierte Prognose-Modell bestétigt. Die
Kette des Methoxyalkyl-Restes sollte dabei eine L&nge von ein bis drei C-Atomen umfassen.
Als Grundkérper wurden L-Ornithin bzw. 1,4-Diaminobutan gewéhlt, um die richtige Distanz
zwischen der Amidin-Funktion und der a-Aminosaure- bzw. Aminogruppe zu gewéhrleisten.
Der genaue Abstand von vier C-Atomen ist essentiell fur eine gute Hemmwirkung (s. Kap.
2.3.4).

n Verbindung TV
NH NH 1 la 2
20,21
/Of/))k COOH /OWJ\ /\/\/NHZ a, za ’
H3C - H/\/\‘/ H3C N H
NH, 2 1b, 2b 22,23
la-c 2a-c

3 1c, 2c 24,25

Abbildung 3.1: Ubersicht der zu synthetisierenden Zielverbindungen: N-(Methoxyalkyl-1-imino)-L-ornithin-
Derivate (la-c, NIOs) und N-(Methoxyalkyl-1-imino)-1,4-diaminobutan-Derivate (2a-c, NIOdecs). TV-
Nomenklatur aus Kapitel 2.
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3.2.2 Synthesestrategien

In der Literatur ist eine Vielzahl an Verfahren zur Synthese substituierter Amidine
beschrieben. Moglich ist z. B. eine direkte Reaktion von Aminen mit Nitrilen, die jedoch nur
ablauft, wenn das Nitril elektronenziehende Gruppen tragt.**! Bei weniger reaktiven Nitrilen
miissen Katalysatoren, wie z. B. Lewis Sauren,® oder Cu(1)CI™” zugesetzt werden. Eine
andere Mdoglichkeit besteht darin, die Nitrile in Gegenwart von Alkoholen durch Einleiten von
Chlorwasserstoff in reaktivere Alkylimidoester (Imidate) zu tberfiihren, welche dann mit den
Aminen unter Abspaltung des Alkohols reagieren konnen. Diese Methode wurde erstmals
1892 von Adolf Pinner beschrieben und wird immer noch haufig zur Darstellung von
Amidinen angewandt.l**31%% Als eine Modifikation der Pinner-Synthese kénnen anstelle der
Imidate auch Thioimidate verwendet werden, denn Thioalkohole stellen bessere Nucleophile
und Abgangsgruppen dar.®¥ Thioimidate kénnen sowohl durch die Reaktion von
Thioamiden mit seitenkettenhalogenierten, aromatischen Verbindungen™ als auch durch die
Umsetzung von Nitrilen mit Thioalkoholen (z. B. Thiophenol'®®?) erhalten werden. Der
Einsatz von Trihaloethylimidaten als weitere Variante der Pinner-Reaktion flhrt ebenfalls zu
reaktionsfreudigeren Agenzien.">® Neben Nitrilen sind auch aktivierte Amide als
Ausgangsverbindungen  zur  Synthese von  Amidinen  beschrieben.™®  Magliche
Syntheserouten uber Nitrile sind in einer schematische Darstellung in Abb. 3.2 gezeigt. Eine
weiterfiihrende Ubersicht zur Synthese von Amidinen kann einem Review von Dunn [2005]

entnommen werden.%!

N\ @
’b 5‘3\' \

R? -NH, (+ CuCl oder Lewis Sduren)

R,
A \§
% /

&)

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung moglicher Synthesewege ausgehend von Nitrilen 3 zur Herstellung
substituierter Amidine 645148152151

I

=2
T

Rl

'
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Fur die Darstellung der Zielverbindungen la-c sowie 2a-c wurde die Pinner-Reaktion
gewahlt, weil die daflr benotigten Imidate einfach zuganglich sind und diese Methode fur
strukturell &hnliche Verbindungen, wie z. B. fir Vinyl-NIO, in der Literatur bereits
erfolgreich angewendet wurde.*%%% Da das 4-Methoxybutyronitril (8) nicht kommerziell
erhéltlich war, wurde dieses zunéchst nach einer Vorschrift von Zhi et al. aus 3-
Methoxypropiobromid (7) und Kaliumcyanid hergestellt und durch anschlieBende Destillation
gewonnen (s. Abb. 3.3).57

" KCN N
3v~ /\/\ ’ /O C//
0 Br 20h, Riickfluss HyC™ >
MeOH/H,0
7 8c

Abbildung 3.3: Gewinnung des 4-Methoxybutyronitrils (8c) nach Zhi et al.l**”!

Die Synthese der Imidate erfolgte in Anlehnung an Vorschriften von Bretscher et al. [2003]
und Schade [2008], bei der Methanol als Alkoholkomponente gewahlt wurde.?2%®1 Die
Nitrile 8a-c wurden unter HCI-Begasung mit Methanol zu den Imidaten (9a-c) verestert (s.
Abb. 3.4) und das Produkt nach 18 Stunden im Kihlschrank mit Ether ausgeféllt. Da es sich
um hygroskopische, temperaturempfindliche Stoffe handelt, wurden diese unter Schutzgas-
Atmosphare und kuhl gelagert. Auffallig war die stark zunehmende Hygroskopizitat mit

steigender Kettenlange des Substituenten.

=)

+ -
o _N MeOH, HCl (g) NH," CI -
. c~ > .0 _CH a
HyC™ ™y 1.ca-5°C, 5min H3C n O 3 2 b
2. 18 h, Kuhlschrank 3 ¢
8a-c 9a-c

Abbildung 3.4: Synthese der Methoxyalkyl-Imidate 9a-c nach Pinner.

Die erhaltenen Imidate 9a-c wurden zur weiteren Reaktion mit einem dreifachen Uberschuss
an N“-Boc-L-ornithin-tert-butylester (10) bzw. N*-Boc-1,4-diaminobutan (11) in wassriger
Losung bei pH 10, umgesetzt (s. Abb. 3.5). Durch diese Reaktion wurden die geschutzten
Vorstufen der Zielverbindungen 12c und 13a-c erhalten, die anschlieBend mittels
Saulenchromatographie Uber Kieselgel aufgereinigt wurden. Die Verbindungen 12a,b

konnten ber diesen Syntheseweg nicht hergestellt werden.
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R
Boc\N/‘\/\/NH2 -
NH," i " 01 o i N
0 ~CHy > HC” M N7 Boc
H,C n O H,0, NaOH (pH 10) H Z
2h 0°C, 2h RT 12a-c
9a-c
13a-c
: R |
n ! |
1 a | 10,12 0 |
! , 12a-c ‘
2 b : )J\OtBu E
3 ¢ ' :
' 11, 13a-c H ,

Abbildung 3.5: Synthesestrategie zur Darstellung der geschiitzte Vorstufen der Zielverbindungen 12a-c und
13a-c durch Reaktion der Imidate 9a-c mit den Aminen 10 und 11.

Alternativ wurden andere Synthesewege zur Darstellung von 12a,b angewandt. Ausgehend
von den Nitrilen 8a,b wurden nach verschiedenen Vorschriften (Methoden A-C) die

entsprechenden Thioamide 14a,b mit Ausbeuten von 5 - 80% hergestellt (s. Abb. 3.6):

S n
N AB oder C
o, _C* T o, N 1 a
HyC™ T HyC™ 70 “NH,
2 b
8a,b 14a,b

Abbildung 3.6: Synthese der Methoxyalkylthioamide 14a,b aus den Nitrilen 8a,b in Anlehnung an die Literatur.
A) Al,03, NH,(EtO),PS,, 5 min, 300 W nach Kaboudin et al.,?****% B) P,Ss, Na,SO3, RT, 20 min nach Goswami
et al.,'*! C) NaSH x H,0, DEA x HCI, Dioxan/H,0 55°C, 3 h nach Boys et al.['*"

Methode A: Aus Ammoniumacetat und saurem Aluminiumoxid (Al,O3) wurde eine
Verreibung hergestellt, zu der eine Lésung aus Phosphorpentasulfid (P,Ss) und Ethanol
gegeben wurde. Diese Mischung wurde eine Minute in der Mikrowelle bei 300 W bestrahlt.
Das entstandene Reagenz, aluminumhaltiges Ammonium O,O -Diethyldithiophosphat
(NH4(EtO),PS), wurde mit dem Nitril 8a vermischt und weitere funf Minuten in der
Mikrowelle bestrahlt. Durch Extraktion mit Chloroform wurde das Thioamid 14a mit einer
Ausbeute von 5% extrahiert (Lit.: 48-90%)!°%1>]
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Methode B: Die Nitrile 8a,b wurden mit P,Ss und Natriumsulfit (Na,SOs) bei
Raumtemperatur 20 Minuten in einer Reibschale verrieben. Anschlielend wurde die Masse
mit Wasser versetzt und mit Dichlormethan extrahiert. Ein Problem dieser Methode ist, dass
ein Verreiben nach wenigen Minuten kaum noch maglich ist, weil sich die Masse zementartig
verfestigt und an der Reibschale haftet. Dies konnte auch die schlechten Ausbeuten von
5-20% erkliren (Lit.: 60-80% fiir aliphatische Thioamide).X%!

Methode C: Die Nitrile 8a,b wurden mit Natriumhydrogensulfid Hydrat (NaSH x H,QO) und
Diethylamin Hydrochlorid (DEA x HCI) in einem Dioxan-Wasser-Gemisch (1:1) unter
Stickstoffatmosphére bei 55°C drei Stunden lang umgesetzt. Nach Zugabe von Wasser wurde
das Produkt mit Ethylacetat extrahiert. Es wurden Ausbeuten von 42-80% erhalten (Lit.: 85%
fur Methoxythioacetamid 14a).[**!

Da mit Methode C die besten Ausbeuten erzielt wurden, wurde diese fortan als
Standardvorschrift angewendet. Aus dem erhaltenen Thioamid 14a wurde analog zur
Synthesevorschrift von Shearer et al. (s. Abb. 3.7, Weg A) das Thioimidat 16a erzeugt,
jedoch nur in Ausbeuten von 10%. Eine weitere Umsetzung zum entsprechenden Amidin 12a
gelang auf diesem Weg nicht. Des Weiteren wurde versucht die Thioamide 14a,b tber eine S-
Methylierung (s. Abb. 3.7, Weg B) mit Methyliodid analog zu Thioharnstoffen zu
entschwefeln und dann mit dem Amin 10 weiter umzusetzen. Diese Darstellungsversuche der

Amidine waren jedoch ohne Erfolg.

oo

NH2+ NH
S 15 > )K/O\ R-NHZ O\)k R
o N Weg A B} ° CHy 7 e N”
HyC” NH, °8 H
14a 16a 10% 12a
HsC,
(0] CH
Methylierung S/ 3 R-NH,
Weg B HN
17a

Abbildung 3.7: Weg A: Synthese in Anlehnung an Shearer et al. ausgehend von Methoxythioacetamid
(14a)."%4 Weg B: Versuchte Darstellung durch S-Methylierung.
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Modifiziert in Anlehnung an Baati et al. wurde eine Losung des Nitrils 8b mit Thiophenol in
Diethylether durch Einleiten von Chlorwasserstoff zur Reaktion gebracht. Entstandene
Thiophenylimidate (4, R® = Phenyl) sollen dabei als Hydrochloride auskristallisieren (s. Abb.
3.2). Da sich hier keine Kiristalle gebildet haben, wurde die Reaktion genau nach
Literaturangaben mit Bromwasserstoff (HBr) durchgefiihrt, welcher in situ nach einer
Literaturvorschrift erzeugt wurde.™®? Auch dabei ist kein Produkt auskristallisiert. Bei der
Reaktionskontrolle via DC wurde der Verbrauch an Edukt beobachtet, was zu der Annahme
fuhrte, dass das erwinschte Produkt entstanden sein konnte. Daraufhin wurde der
Reaktionsansatz mit dem Amin 10 in Methanol bei Raumtemperatur funf Stunden gerihrt.
Zur Neutralisation von uberschissigem HBr wurde der Ansatz mit verdinnter Natronlauge

behandelt. Das gewtinschte Produkt 12b wurde mit dieser Methode leider nicht erhalten.

Parallel wurde nach einer Vorschrift von Rousselet et al. versucht, das Amin 10 an das Nitril
8b unter Cu(I)Cl-Katalyse zu addieren und so direkt zum Amidin 12b zu gelangen." Als
Losungsmittel dient bei dieser Synthese das Nitril selbst. Die Reaktion wurde unter
Stickstoffatmosphidre bei 80°C durchgefiihrt. Da laut DC keine Umsetzung erkennbar war,
wurde die Temperatur schrittweise erhéht. Das Produkt, das bei dieser Reaktion isoliert
werden konnte, war jedoch nicht das erwiinschte Amidin, sondern das durch Verlust der tert-
Butyl-Schutzgruppe gebildete Lactam 18. Diese Reaktion wurde von Schnérwangen bei der

katalytischen Hydrierung mit Wasserstoff tiber Pd/C-Katalyse beschrieben. !

NH (0]

18

Abbildung 3.8: Syntheseversuch des Amidins 12b nach einer Vorschrift von Rousselet et al.'*" und Bildung
des Lactams 18.11%%!
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Das Lactam 18 wurde auch als Nebenprodukt der Pinner-Synthese (s. Abb. 3.5) bei leichter
Temperaturerhohung auf 40°C identifiziert, weshalb dieser Ansatz nicht weiter verfolgt
wurde. Letztendlich konnten die Verbindungen 12a,b durch eine Modifikation der Pinner-
Synthese dargestellt werden, indem die Imidate 9a,b mit dem Amin 10 in Methanol unter
Zusatz von Diisopropylethylamin (DIPEA) und katalytischer Mengen an 4-(Dimethylamino)-
pyridin (DMAP) drei Stunden lang bei 0°C geriihrt wurden (s. Abb. 3.9). Wahrscheinlich sind
auch die Derivate 12c sowie 13a-c tber diesen Weg herzustellen, was jedoch nicht uberpruft
wurde. Ein Nachteil dieser Modifikation ist eine aufwendigere sédulenchromatographische
Aufreinigung der Produkte zur Abtrennung von DIPEA. Die Methode in wassriger Losung

sollte nach Mdglichkeit bevorzugt angewandt werden.

Die Schutzgruppen der Verbindungen 12a-c und 13a-c wurden in einem 1:1-Gemisch aus
Trifluoressigsaure (TFA) und Dichlormethan abgespalten und das erhaltene Rohprodukt tber
eine RP1g-S&ule mittels Flashchromatographie und Aqua bidest. als Elutionsmittel gereinigt.
Der komplette Syntheseweg ist in Abbildung 3.9 dargestellt.

______________________________

2N MeOH, Hal (g) e E i
L0, C7 eOH, Rclle oM)k CH
H,C™ 1, - : > H,C” n o073 !
ca-5°C, 5min ' 1a-c _-COOH
8a-c 18 h, Kuihlschrank 9a-c
5 o]
n R E 10, 12a-c )J\OtBu
1 a a)H,0,NaOH (pH10) | oo = NH :
5 b 2h 0°C, 2h RT SN
3 H 2a-c,11,13a-c | _H
c
b) MeOH, DIPEA, DMAP 10, 11
3ho°C | o
Y
NH
/O\(\/))k N. 2th L R
HaC n N7 Boc R

H R x 1-2 CF;COOH

12a-c la-c

13a-c 2a-c

Abbildung 3.9: Uberblick der Synthesen fiir die erfolgreiche Darstellung der Verbindungen 1a-c und 2a-c.
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Rossiter et al. [2005] hatten bereits viele Guanidine auf Basis von nor-L-Arginin synthetisiert
sowie das um eine Methylengruppe verkiirzte AbMEG.!*!®! Diese Verbindungen weisen alle
schlechtere Inhibitoraktivitaten auf als ihre L-Arginin-Analoga (s. Kap. 2.3.4) Jedoch wurde
noch nicht getestet, ob die verminderte Hemmwirkung auch bei Amidinen zutrifft. Zur
Uberpriifung, wurde ein weiteres Amidin 21 mit dem Imidat, dessen Methoxyalkyl-Rest der
Langste in der Reihe ist (9¢), und N*-Boc- nor-L-ornithin-tert-butylester (19) nach der Pinner-

Reaktion in wassriger Losung hergestellt (s. Abb. 3.10).

(0]
H,N
2 \/\H‘LOI’BU
HN\Boc
- t
NH," CF 19 c NHZ!)j:O o
_0 _CH > _0 _Boc
H3C Mo 3 H,0, NaOH (pH 10) H3C MH N
2h 0°C, 2h RT
9c 20

CF,C00 o

TFA, NH,* OH
CH,Cl, 1:1 0 CF,CO0"
B ———— H3C/ \/\)LH NH3+ 3

21

Abbildung 3.10: Synthese des Amidins 21 auf Grundlage von nor-L-Ornithin.
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3.2.3 In vitro Hemmdaten an den Enzymen des NO-Stoffwechsels

Die synthetisierten Verbindungen la-c, 2a-c und 21 aus Kapitel 3.2.1 wurden auf ihre
Hemmeigenschaften gegenuber den Enzymen des NO-Stoffwechsels untersucht. Das Ziel ist
maoglichst potente Hemmstoffe der DDAH zu entwickeln, die gleichzeitig selektiv gegentiber
den NOSs und der Arginase sind (s. Kap. 1.5.1).

3.2.3.1 Hemmung der DDAH

Die Untersuchung der neuen Verbindungen wurde mit einem im Arbeitskreis etablierten
kolorimetrischen Plattenreader-Assay an rekombinanter humaner DDAH-1 durchgefihrt (s.
Kap. 6.2.2.1). Quantifiziert wurde die aus NMMA durch DDAH-Katalyse gebildete Menge an
L-Citrullin. Die ermittelten Hemmdaten sind in Tabelle 3.1 dargestelit.

Tabelle 3.1: Ubersicht der getesteten Verbindungen und deren Hemmdaten an der hDDAH-1. Die gezeigten
Daten sind MW + SD von drei separaten Inkubationen. Die K;-Wert-Bestimmung wurde mindestens doppelt
durchgefihrt. n. b., nicht bestimmt. Daten wurden z. T. von J. Kotthaus oder J. Platzek bestimmt.[*5

Hemmung
Substanz Struktur _ Ki/uM
bei 1 mM /%

NH
la H3C/O\)J\N/\/\‘/COOH 753 73+6
H NH,
NH
1b “3C\o/\)L”WC°°H 99+ 1 9+1
NH,

NH
1c H3C/O\/\)LH/\/\(COOH 57+ 1 156 + 9
NH,

NH

2a O N 20 + 4 083 +19
3
H
NH

2b H3C\O/\)J\H/\/\/NH2 26+ 6 1446 + 91

NH
2¢ 4 O~ A N, 11+6 n. b.

3
H

21 H3C/OMH/V\COOH 6+1 n. b.
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3.2.3.2 Hemmung der NOSs

Die Hemmdaten an den drei Isoenzymen der NOS wurden mit einem literaturbekannten
Oxyh@moglobin-Assay bestimmt. Gemessen wurde die durch NOS-Katalyse aus L-Arginin
freigesetzte Menge an NO, welches dquimolar mit Oxyhamoglobin zu Methdmoglobin und
Nitrat reagiert."1%®! Bej den verwendeten rekombinanten Enzymen handelt es sich um
Ratten-nNOS, murine iNOS und bovine eNOS. Die ermittelten Hemmdaten sind in Tabelle

3.2 gezeigt.

Tabelle 3.2: Hemmdaten fiir die Verbindungen l1a-c und 2a-c an den NOS-Isoenzymen. Die gezeigten Daten
sind MW + SD von drei separaten Inkubationen. Die Daten wurden von J. Platzek bestimmt.!*64

Hemmung / %
Substanz nNOS iINOS eNOS

1mM  100uM  1mM 100 UM 1 mM 100 pM
1a 93 +2 71+5 7545 26+7 89+ 4 48+ 6
1b 65+1  23+15  50%7 12+20  54+18 2435
1c 35+13 1520 2613 2126  29+19 26+7
2a 78+1  41+11 428 35+16  44+19 33+7
2b 19+£23  7+13 16+5 749 28+ 6 749
2¢ 7+13  14+13  15+4 10£5 36+6 10£5




3.2.3.3 Hemmung der Arginase

Hemmung der hDDAH-1

Die Hemmdaten an der Arginase wurden mit einem im Arbeitskreis etablierten

kolorimetrischen Plattenreader-Assay an boviner Arginase | durchgefihrt (s. Kap. 6.2.2.2).

Quantifiziert wurde die aus L-Arginin durch Arginase-Katalyse gebildete Menge an Harnstoff.

Die ermittelten Hemmdaten sind in Tabelle 3.3 dargestellt.

Tabelle 3.3: Hemmdaten fiir die Verbindungen 1a-c und 2a-c an der Arginase. Die gezeigten Daten sind MW *
SD von drei separaten Inkubationen. Die Daten wurden von J. Kotthaus bestimmt. (bisher unveréffentlicht)

Hemmung / %

Substanz

1 mMm 100 M
la 22+2 13+5
1b 431 325
1c 201 19+8
2a 21+2 14+4
2b 22+2 18+6
2cC 14 + 2 11+£6
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3.2.4 Diskussion

Die zentrale Aufgabe war die Entwicklung neuer DDAH-Hemmstoffe, bei denen der
Methoxyalkyl-Rest des L-257 bzw. AbDMEGs (27) auf Amidine Ubertragen wird. Mehrere
literaturbekannte Wege zur Darstellung N-substituierter Amidine wurden hierfur getestet. Die
Verbindungen 1c, 2a-c und 21 konnten Uber die von Pinner beschriebene Methode
synthetisiert werden. Die Imidate mit den kirzeren Alkylketten 9a,b waren bei den gegebenen
Reaktionsbedingungen nicht reaktiv genug um mit dem geschiitzten L-Ornithin 10 zu
reagieren. Uber eine Modifikation der Pinner-Synthese, Wechsel von Lésungsmittel und Base
(Wasser zu Methanol, bzw. NaOH zu DIPEA), konnten die Verbindungen 1a,b erfolgreich
hergestellt werden. Bemerkenswert war die Temperaturempfindlichkeit des geschitzten
Edukts 10, welches bei erhohten Reaktionstemperaturen durch Aminolyse der O-tert-Butyl-
Schutzgruppe zum Lactam 18 zyklisierte. Abschlie3end lasst sich sagen, dass alle gewiinschte
Derivate mittels Pinner-Synthese (ber zwei leicht variierende Methoden (A und B)
zuganglich waren. Die Verbindungen 1la-c, 2a-c und 21 konnten erfolgreich als

Trifluoracetat-Salze fur in vitro-Testungen zur Verfiigung gestellt werden.

Alle neuen Verbindungen wurden an wichtigen Enzymen des NO-regulierenden Systems
getestet. Das Ziel war moglichst potente Inhibitoren der DDAH zu finden, die selektiv
gegeniiber NOSs und Arginase sind. Im Zuge dieser Testungen sollte untersucht werden, wie
grol? der Einfluss des Methoxyalkyl-Restes von L-257/AbMEG auf die Hemmwirkung bei
Amidinen ist. Ist es moglich durch Einflhrung eines solchen Substituenten auf die
Carboxylgruppe der Aminosaure-Funktion zu verzichten? Bisher existierten nur die zwei
decarboxylierten Verbindungen decVNIO und AbMEG (27), die sich in ihrer Hemmpotenz
auf die DDAH deutlich unterscheiden (Kiecvnio) = 768 UM, Kianmec) = 18 pM). 1!

Als Ergebnis der Docking-Studien wurde die Verbindung 1c (pK;calc = 5,00) als potentester
Inhibitor der Reihe la-c vorhergesagt. Fur die decarboxylierten Derivate 2a-c wurde eine
wesentlich schlechtere Wirkung errechnet (pK; calc = 3,18-3,72). Verglichen mit den in vitro-
Testdaten an der hDDAH-1 konnte die Tendenz fir die schlechtere Wirkung der
Verbindungen ohne Carboxylgruppe bestatigt werden. Jedoch hat sich Verbindung 1b als
potentester Vertreter der Methoxyalkylamidine, mit einem Ki-Wert von 9 uM (pK; = 5,04),
herausgestellt. Der zugehorige vorhergesagte pK; calc-Wert ist 4,76. Fur den vermeintlich
besten Kandidaten 1c wurde bei den in vitro-Studien ein K;-Wert von 156 uM (pK; = 3,81)
ermittelt und somit ist dieser die am schlechtesten hemmende Verbindung aus dieser Reihe.

Dieses Ergebnis ist uberraschend, da es sich hierbei um das direkte Amidin-Analogon zu L-
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257 handelt. Der einzige strukturelle Unterschied ist der Austausch eines N-Atoms des L-257
gegen ein C-Atom bei 1c. Eine mogliche Erklarung ist ein leicht veranderter Bindungswinkel
des Substituenten am C- im Vergleich zum N-Atom oder die etwas ldngeren 6-Bindungen (C-
N-C = 2 x 147 ppm; C-C-C = 2 x 154 ppm). Somit konnte 1c gerade eben zu groR sein,
wohingegen L-257 noch gut in die Bindetasche passt.

Trotzdem sind die Vorhersagen mit dem Prognose-Modell anwendbar. Bei einem kleinen
Trainingsdatensatz von 15 Verbindungen sind die kalkulierten Daten akzeptabel. Fur
Verbindung 1b passt der errechnete Wert sogar relativ gut zum experimentell ermittelten.
Auch die decarboxylierten Derivate bestitigen den errechneten Abfall der Hemmpotenz. Im
Experiment fallt der Abfall noch deutlicher aus (Bsp. 2b: pK; = 2,84) als zuvor berechnet (pK;
calc = 3,56). Berlicksichtigt man die Tatsache, dass bei den fur die Erstellung des Prognose-
Modells verwendeten Verbindungen LOO-Abweichungen von bis zu einer Log-Stufe toleriert

wurden, liegen die meisten Wertepaare innerhalb dieser Toleranz (s. Tab. 3.4).

Tabelle 3.4: Vergleich der experimentell ermittelten K;- und daraus abgeleiteten pK; exp-Werte und den mittels
Prognose-Modell errechneten pK; calc-Werten. n. b., nicht bestimmt.

Verbindung Ki/ uM pK; exp pK; calc
la 736 4,14 3,88
1b 9+1 5,04 4,76
1c 156 +9 3,81 5,00
2a 983+ 19 3,01 3,19
2b 1446 + 91 2,84 3,56
2C n. b. n. b. 3,72

Verbindung 21 basiert im Unterschied zu la-c auf nor-L-Ornithin und ist somit in der
Grundkette um eine Methyleneinheit verkirzt. Eine analoge Substanzreihe von Rossiter et al.
existiert fur Guanidin-basierte Verbindungen und weist wesentlich schlechtere Hemmwerte an
der DDAH als die langerkettigen Derivate auf.'®! Dieser Unterschied wurde auf Amidin-
Basis noch nicht Gberprift, weshalb diese Verbindung trotz der schlechten Erwartungshaltung
synthetisiert und getestet wurde. Bei einer Konzentration von 1mM lag die Hemmung der
DDAH bei 6 + 1%, weswegen auf eine K;-Wert-Bestimmung sowie weitere Untersuchungen

verzichtet wurden. Es kann bestétigt werden, dass die Kettenldnge zwischen Aminogruppe
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und Amidin- bzw. Guanidin-Funktion flr eine gute Hemmwirkung mindestens vier C-Atome

betragen muss.

Die Selektivitats-Untersuchungen  gegentber den NOSs zeigen zwar grolie
Standardabweichungen, die in der Methode an sich begriindet liegen,!***! dennoch ist ein
klarer Trend zu erkennen: Je kiirzer der Substituent, desto starker ist die Hemmwirkung an
den NOSs, da die Bindetasche der NOSs besonders kleinere Molekiile toleriert. In das aktive
Zentrum der DDAH passen auch noch etwas groRere Verbindungen, die von den NOSs nicht
gut akzeptiert werden. Eine gewisse Selektivitat gegenuber der NOS kann also tber die GroRe
der Inhibitoren erreicht werden. Diese Erkenntnis wurde in friheren Arbeiten bereits
gewonnen und durch die hier generierten Daten weiter bekraftigt.*?2*3%1¢71 Fiir den hier
potentesten DDAH-Inhibitor 1b ist noch eine deutliche NOS-Hemmung detektierbar, jedoch
konnte diese Verbindung als dualer Inhibitor (DDAH/NOS) analog der von Wang et al.

publizierten Substanzen eingesetzt werden.[*?]

Kritischer ist der Aspekt der Arginase-Hemmung, weil in diesem Fall ein funktioneller
Antagonismus vorlage (s. Kap. 1). Eine moglichst gute Selektivitat ist von Vorteil, doch leider
ist Verbindung 1b auch der beste Arginase-Inhibitor innerhalb der Substanzreihen l1a-c und
2a-Cc mit einer Hemmung von 43 % bei 1 mM und 32% bei 100 pM.

AbschlieRend bleibt zu sagen, dass sich Verbindung 1b (K; = 9 uM) als potenterer DDAH-
Inhibitor als ADMEG (27, K;= 18 uM)** und L-257 (K; = 13 uM)™! erwiesen hat, diesen
in Bezug auf Selektivitat gegenliber NOSs und Arginase jedoch unterlegen ist. AbDMEG (27)
bleibt der bisher einzige potente DDAH-Hemmstoff ohne Carboxylgruppe. Alle
decarboxylierten amidinhaltigen Hemmstoffe weisen eine deutlich schlechtere inhibitorische
Aktivitat auf.
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3.3 N-Aminobutyl-N"-3-butenylguanidin (AbBG)

3.3.1 Einleitung

Die Erkenntnisse, die aus den Hemmdaten der Verbindungen aus Kapitel 3.2 an der
hDDAH-1 gewonnen wurden, untermauern die These, dass die Basizitat der Guanidin-
Funktion im AbMEG (27) die entscheidende Rolle fiir den Verzicht der Carboxylgruppe
spielt und weniger der 2-Methoxyethyl-Rest. Zur Uberpriifung dieser Theorie war es
notwendig neben ADMEG (27) einen weiteren Guanidin-basierten Hemmstoff ohne
Carboxylgruppe zu synthetisieren. Als Ausgangssubstanz wurde 3-Butenylarginin (Butenyl-

Arg, 22) gewahlt, welche einen Ki-Wert von 57 + 9 pM an der DDAH aufweist. !

NH
HZCMNJLN/\/\(COOH
H H NH,

22 (Butenyl-Arg)

3.3.2 Synthese

Da es sich bei der neuen Verbindung N-(4-Aminobutyl)-N"-but-3-enylguanidin (AbBG, 26)
um ein Derivat des AbMEGs handelt, wurde die Synthese nach dem gleichen
literaturbekannten Syntheseschema durchgefiihrt.[*?8168.1%° pje Guanidin-Funktion wird dabei
uber einen Thioharnstoff aufgebaut, welcher mit einem Amin in Gegenwart des
Entschwefelungs-Reagenzes N-Ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid Hydrochlorid
(EDCI, 33) umgesetzt wird.

Der Chbz-geschutzten Thioharnstoff 23 wurde durch Addition des Amins 11 an N-
Benzyloxycarbonylisothiocyanat (CbzNCS), welches als ca. 0,5 M Ldsung in Dichlormethan
eingesetzt wurde, in einer Ausbeute von 82% in Anlehnung an Linton et al. gewonnen. Die
weitere Reaktion mit But-3-enylamin (24), EDCI (33) und DIPEA als Hilfsbase in
Dichlormethan erfolgte ebenso in Anlehnung an Linton et al., Uber Nacht, in einer Ausbeute
von 90% Guanidin 25.%®) Durch wassrige Aufarbeitung wurden DIPEA, berschiissiges
Amin sowie der aus EDCI entstandene Thioharnstoff entfernt. Zur Abtrennung lipophiler
Verunreinigungen und Edukt-Rickstdnde wurde eine S&ulenchromatographie an Kieselgel
durchgefihrt. Als finaler Syntheseschritt wurden die Cbz- und die Boc-Schutzgruppen in
Anlehnung an Kiso et al. simultan in einem Gemisch aus Trifluoressigséure und Thioanisol

durch 30-mindtiges Rihren bei Raumtemperatur abgespalten. Das erhalte Guanidin 26 wurde
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mittels Flashchromatographie uber eine RPig-Sdule mit 0,1% TFA in Aqua bidest. als

Elutionsmittel gereinigt und liegt als Trifluoracetat vor.'’® Ein Uberblick des gesamten
Syntheseweges ist in Abb. 3.11 gezeigt.

HyCou~_NH,
(0] S
H CbzNCS §
H N/\/\/N‘Boc 24> O)kNJ\N/\/\/N\Boc 24 =
2 CH,Cl, 2,5h, H H
0 °é ZFéT EDCI, DIPEA, CH2C|2
11 B I
23 82% 18 h, RT
Hzi
. ¢ NH x 2 CF;COOH
H . .
J\ )j\ e~ N TFA/Thioanisol H C&\/\NJ\N/\/\/NHz
©Ao NTN Boc - 2 NN
30 min, RT
25 90% 26 76%
(]

Abbildung 3.11: Synthese von N-(4-Aminobutyl)-N"-but-3-enylguanidin (AbBG, 26) mit einer Gesamtausbeute
von 56%

3.3.3 In vitro Hemmdaten an den Enzymen des NO-Stoffwechsels

Das Guanidin 26 wurde analog der Verbindungen aus Kapitel 3.2 auf potentielle
Hemmstoffqualitaten gegenlber den Enzymen des NO-Stoffwechsels untersucht (s. Kap
3.2.3). Die ermittelten Hemmdaten sind in Tabelle 3.5 dargestellt.

NH

H CMN)J\N/\/\/NHZ
2 H H

26
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Tabelle 3.5: Ubersicht der Hemmdaten von AbBG (26) an den Enzymen des NO-Stoffwechsels. Die gezeigten
Daten sind MW + SD von mindestens drei separaten Inkubationen. Die K;-Wert-Bestimmung wurde mindestens
doppelt durchgefiihrt. Die Testung an den NOSs und der DDAH wurde von J. Platzek durchgefuhrt.*4 n. b.,
nicht bestimmt.

Hemmung / %
Enzym
1 mM 100 pM Ki/uM
DDAH 72+1 29+1 59+3
Arginase 0+12 0+9 n. b.
nNOS 5%5 8+4 n. b.
INOS 236 16 £12 n. b.
eNOS 35+17 32+32 n. b.

3.3.4 Diskussion

Das AbBG (26) lieB sich gut (ber den Chz-geschiitzen Thioharnstoff 23 in einer
Gesamtausbeute von 56% synthetisieren. Grund fur dessen Synthese war die Untersuchung
des Einflusses der Basizitat von Guanidin- vs. Amidin-Funktion auf die Hemmwirkung an der
DDAH bei substratanalogen Verbindungen, denen die Carboxylgruppe fehlt. Bisher war
AbDMEG (27) die einzige Verbindung, deren Hemmpotenz durch den Verlust der
Carboxylgruppe nicht massiv abgenommen hat. Die in vitro-Testdaten von AbBG (26) an der
hDDAH-1 zeigen, dass auch hier annéhernd die gleiche Hemmwirkung wie die von Butenyl-
Arg (22) vorliegt (Ki gutenyl-arg) = 57 UM;U K; (ape) = 59 pM).

Somit scheinen die Fragen - warum kann bei L-257 ohne Verlust der biologischen Aktivitat
die Carboxylgruppe entfernt werden, nicht aber bei Vinyl-NIO und welchen Einfluss hat der
Methoxyethyl-Rest des L-257 bzw. die Guanidin/Amidin-Funktion - aus Kapitel 2.4
beantwortet zu sein. Aufgrund der besseren Wechselwirkung der Guanidin-Funktion durch
einen Stickstoff mehr als beim Amidin, ist es moglich auf die Carboxylgruppe des L-257 zu
verzichten und so mit AbMEG einen ebenso potenten, selektiven hDDAH-1-Inhibitor zu

erhalten.
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3.4 Anwendung von Prodrug-Strategien

3.4.1 Einleitung und Zielsetzung

Anhand der in vitro-Ergebnisse der neuen Verbindungen la-c, 2a-c, 21 und 26 bleibt die
Verbindung AbMEG (27) der beste Kandidat beziglich Inhibitor-Potenz, Selektivitat und

Arzneistoffqualitét.

NH

NH
H3C/O\/\HJ\”/\/\/ 2

27 AbMEG

Auch wenn keine Carboxylgruppe mehr vorhanden ist, bleibt der ionische Charakter der
Verbindung durch die Basizitat des vorhandenen priméren Amins und der Guanidin-Funktion
erhalten. Fur eine perorale Arzneistoff-Applikationen sind solche Eigenschaften ungunstig
und fihren zu einer schlechten Bioverfugbarkeit im Gastrointestinaltrakt (GIT). Durch
strukturelle Modifikation kann beispielsweise die Basizitat der Guanidin-Funktion gesenkt
werden. Dadurch liegt ein geringerer Anteil der Verbindung in protonierter Form vor, der
besser absorbiert werden kann. Im Arbeitskreis wurden verschiedene Prodrug-Konzepte fir

Amidine und Guanidine entwickelt, von denen einige hier Anwendung finden
sollen [132141.171]

Das einfachste Prodrug-Prinzip ist die Einfuhrung einer Hydroxylgruppe am bisher nicht
substituierten N“~Atom. Eine enzymatische Reduktion von Hydroxyguanidinen wurde bereits
an der physiologischen Substanz NOHA und anderen Verbindungen gezeigt und
charakterisiert."*®! Dijese Reduktion entspricht im Fall des Prodrug-Prinzips der

Bioaktivierung zum wirksamen Metaboliten.

Hydroxyguanidine selbst sind in der Regel nicht besonders stabil und zersetzen sich schon bei
Raumtemperatur. Am stabilsten sind sie in Form von Salzen starker Sauren, empfindlich sind
sie gegeniiber Basen oder auch Oxidantien.t™**""*8 Fiir NOHA wurde bereits gezeigt, dass
die Einfuhrung eines O-Substituenten sowohl die oxidative, als auch hydrolytische Stabilitat
von Hydroxyguanidinen erhoht,™™ weshalb diese MaRnahme hier Anwendung findet sollte.
Dartiber hinaus ist die O-Substitution eine zusatzliche Modifikation zur Steigerung der oralen
Bioverfligbarkeit der Verbindung. Im Folgenden sollen eine Methylgruppe, die die Lipophilie

der Verbindung erhohen soll, und ein Galaktosyl-Rest eingeflihrt werden. Die erste Strategie
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hat den Nachteil, dass Cytochrom P450-Enzyme in der Demethylierung als Part der
Bioaktivierung involviert sind,™ welches zu Interaktionen mit anderen Arzneistoffen fihren
kann. Bei der zweiten Strategie sollen Glukose-Transporter zur gesteigerten Absorption der
Substanz sowie eine Bioaktivierung Uber B-Galaktosidasen ausgenutzt werden. Ein Vorteil bei

dieser Strategie ist, dass keine toxischen Nebenprodukte entstehen sollen.[t"-18%

3.4.2 Synthesestrategien

Um die Synthese der Prodrug-Kandidaten moglichst effizient zu gestalten, wurde ein
gemeinsamer Syntheseweg angestrebt. Analog zum AbMEG (27) sollte dieser uber
Thioharnstoffe moglich sein (s. Kap. 3.3.2). Als gemeinsamer Grundkdrper, welcher bereits
den 2-Methoxyethyl-Rest sowie die Aminobutyl-Kette des ADMEGs aufweist, ergab sich der
Thioharnstoff 29. Hiervon ausgehend sollten die Substituenten als O-substituierte
Hydroxylamin-Derivate eingefiihrt werden und in einem finalen Schritt vorhandene
Schutzgruppen simultan entfernt werden. Durch die Einfihrung der O-Substituenten Uber
Hydroxylamin-Derivate kann der Aufbau des Hydroxyguanidins und dessen O-Substitution in
einem Schritt erfolgen, sodass in keinem Syntheseschritt die empfindlichen freien
Hydroxyguanidine als Zwischenstufe auftauchen. Die vorgeschlagene Syntheseroute ist in

Abb. 3.12 zusammenfassend dargestelit.
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Abbildung 3.12: Vorgeschlagener Syntheseweg Uber das gemeinsame Intermediat 29 zur Darstellung der
AbMEG-Prodrugs 32a-c.

Die Synthese des Thioharnstoffs 29 erfolgt in Anlehnung an Linton et al. mit 2-
Methoxyethylisothiocyanat (28) und dem Amin 11 in Dichlormethan durch Ruhren (ber
Nacht bei Raumtemperatur.*®® Nach wassriger Aufarbeitung wurde das Produkt in einer
Ausbeute von 89% erhalten und konnte ohne weitere Aufreinigung eingesetzt werden.
Zunéchst sollte das einfache Hydroxyguanidin des AbMEGs (32a) hergestellt werden.
Versuche zur Darstellung wurden sowohl mit O-THP-geschutztem Hydroxylamin 30a als
auch mit freiem Hydroxylamin durchgefiihrt. In Anlehnung an Martin et al. wurde EDCI (33)
als Entschwefelungsreagenz und DIPEA als Hilfsbase gewahlt. Die Reaktion erfolgte tber
Nacht in Dichlormethan.™® Mit keinem der eingesetzten Amine lieB sich das gewiinschte
Hydroxyguanidin ~ 3la bzw. jenes ohne THP-Schutzgruppe herstellen. Die
Reaktionsverlaufskontrolle  mittels  Dunnschichtchromatographie  ergab, dass  der
Thioharnstoff nicht umgesetzt wurde. Daraufhin wurden alternative Verfahren zur
Entschwefelung (Quecksilber(Il)chlorid (HgCl,), Methyliodid (Mel)) des Thioharnstoffs
durchgefiihrt.™® Auch auf diese Weise wurde das gewiinschte Hydroxyguanidin nicht
erhalten (s. Abb. 3.13).
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Abbildung 3.13: Versuchte Entschwefelungsmethoden zum Aufbau des Hydroxyguanidins 31a bzw. 31d

Eine Erklarung konnte der postulierte Reaktionsmechanismus am Beispiel der Synthese mit
EDCI 33 als Entschwefelungsreagenz liefern. Sowohl Katrizky und Rogovoy als auch Martin
et al. beschreiben einen Reaktionsmechanismus, bei dem aus dem Thioharnstoff zunachst
durch Entschwefelung ein intermedidres Carbodiimid entsteht, welches anschlielend durch
nucleophilen Angriff der Aminkomponente zum Guanidin reagiert.***®? |n Abb. 3.14 ist der
Reaktionsmechanismus dargestellt. Der als Nebenprodukt entstehende Thioharnstoff 34 wird
von Martin et al. nicht beschrieben, ein starkes Indiz fiir dessen Bildung konnte jedoch bei
Verlaufskontrollen mittels DC bei Umsetzungen anderer Thioharnstoffe beobachtet werden.
Thioharnstoff 34 gibt eine auffallige, hellblaue Farbung mit dem Derivatisierungs-
Sprithreagenz FCNP (ferricyanide-nitroprusside),l*®® welche auch bei dem eingesetzten

Thioharnstoff 29, jedoch nicht beim Chz-aktivierten Thioharnstoff 23 beobachtet wurde.
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Abbildung 3.14: Postulierter Reaktionsmechanismus der Umsetzung von Thioharnstoffen zu Guanidinen am
Beispiel von Thioharnstoff 29 mit EDCI (33) als Entschwefelungsreagenz.[*%1¢2!

Beim direkten Vergleich der Strukturen des intermedidren Carbodiimids 35 und des EDCI
(33) fallt auf, dass beide Verbindungen keine elektronenziehenden Substituenten in
Nachbarschaft zur Diimid-Struktur besitzen. Dies lasst folgende Schlussfolgerungen zu:
Entweder ist das Diimid-C-Atom nicht elektrophil genug, sodass ein nucleophiler Angriff des
Amins 30a nicht erfolgen kann, oder das Carbodiimid 35 wird auf diesem Weg nicht gebildet.
Es ist aber nicht ausgeschlossen, dass im Falle einer Reaktion des nichtaktivierten
Carbodiimids 35 mit Amin 30a, auch EDCI (33) in gleichem Ausmal mit 30a reagieren
misste, da eine vergleichbare Elektrophilie des C-Atoms vorliegen sollte. Durch eine
Reaktion von EDCI (33) mit den zugesetzten Aminen macht diese Entschwefelungsstrategie

aber keinen Sinn mehr.

Anstelle des gemeinsamen Synthesewegs Uber Thioharnstoff 29 kann in einer aufwendigeren
Prozedur fur jedes Hydroxyguanidin ein eigener Thioharnstoff (36a-c) synthetisiert werden,

welcher dann mit Amin 11 zum entsprechenden Hydroxyguanidin umgesetzt wird.

0AcPAC



Hemmung der hDDAH-1

Die Synthese dieser Thioharnstoffe sollte analog der Verbindungen 23 und 29 erfolgen. Fir
36a ergab sich auch nach Verldangerung der Reaktionszeit in Dichlormethan nur eine
Ausbeute von ca. 40%. Ein Wechsel des Losungsmittels auf Acetonitril und fiinfstiindiges
Erhitzen zum Riickfluss konnte die Ausbeute auf 85% steigern (S. Abb. 3.16). Die Lagerung
bei Raumtemperatur fiihrt zur schnellen Zersetzung, deshalb wurde die Substanz kurzfristig

im Kiihlschrank bei 4°C und langerfristig bei -20°C gelagert.

Die Synthese von 36b gestaltete sich etwas schwieriger. Da das eingesetzte Amin 30b als
Hydrochlorid vorlag, musste eine Hilfsbase zugesetzt werden. Syntheseversuche in
Dichlormethan mit verschiedenen Reaktionszeiten und unterschiedlicher Temperatur
erbrachten keine Umsetzung. Der Wechsel auf Acetonitril und Erhitzen zum Ruckfluss flihrte
zu rascher Zersetzung des entstandenen Thioharnstoffs und vielen Nebenprodukten. Dies
konnte durch langeres Rihren bei Raumtemperatur reduziert werden, jedoch war eine
Ausbeute von ca. 25% noch nicht zufriedenstellend. Die Synthese in Anlehnung an Kraatz
(Houben-Weyl) mit NaOH als Hilfsbase, einer Mischung aus Diethylether und Dioxan als
Losungsmittel und einer Reaktionszeit von drei Tagen ergab Ausbeuten von 55% nach
saulenchromatographischer Aufreinigung der Substanz. Thioharnstoff 36b wurde im
Kiihlschrank bei ca. 4°C gelagert, um eine friihzeitige Zersetzung zu vermeiden (s. Abb.
3.16).

Fir die Synthese der Verbindung 36¢ wurde zundchst die bendtigte 1-aminooxylierte -
Galaktose 30c modifiziert nach verschiedenen Vorschriften aus der Literatur hergestellt (s.
Abb. 3.15). Aus dem Bromid 37 wurde durch Umsetzung mit N-Hydroxyphthalimid in einer
Phasen-Transfer-Katalyse das entsprechende Phthalimid 38 erzeugt.'®*¥! zur Abspaltung
der Schutzgruppe wurde Ethanolamin anstelle des toxischen, krebserzeugenden
Methylhydrazin verwendet. Der Wechsel des Reagenzes flihrte zwar zu einer leichten
Reduktion der Ausbeute (50% statt 67%), wurde jedoch zugunsten der Toxizitdtsminderung
akzeptiert. Die Reduktion der Ausbeute liegt in der hoheren Basizitat des Ethanolamins
(PKacethanotaminy = 9,508 DK amethyinyarazing = 7,871 begriindet, was zu friihzeitiger, basischer
Verseifung der Acetyl-Gruppen fiihrt. Eine Reaktionszeit von 25 Minuten wurde in
Anlehnung an Schade nicht tberschritten um diese Abspaltung zu reduzieren™®. Es war
wichtig das Bromid als a-Anomer einzusetzen, um zur gewtinschten $-Form zu gelangen. Nur

diese wird von den p-Galaktosidasen als Substrat akzeptiert.!¢]
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Abbildung 3.15: Synthese von 1-Aminoxy-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galaktopyranose (35). a) N-Hydroxy-
phthalimid, TBAHS, DCM/1 M NaOH (1:1), 4 h, RT, 58% (Lit.: 55-80%); b) Ethanolamin, EtOH, 25 min, RT,
50%.

Die darauffolgende Synthese von 36¢ gestaltete sich als erfolglos. Es wurden die gleichen
Verfahren wie flr 36b (s. Abb. 3.16) einschlieBlich weiterer Variationen in Losungsmittel,
Reaktionszeit und Temperatur angewendet, jedoch konnte auf keine Weise das Produkt
erhalten werden. Uber DC- und massenspektrometrische Kontrolle konnte nur die Zersetzung

bzw. Oxidation des Edukts 30c festgestellt werden.

Die Hydroxyguanidine 32a,b wurden nach dem in Kapitel 3.3.2 beschrieben Vorgehen in
Anlehnung an Linton et al. synthetisiert.['®! Fiir einen mit 36a vergleichbaren Thioharnstoff
mit O-THP-Schutzgruppe wurde von Martin et al. ein Amin-Austausch zum
korrespondierenden Thioharnstoff anstelle der Reaktion zum gewinschten Guanidin
beschrieben.*®! Entgegen dieser Angaben konnte das Guanidin 31a in guten Ausbeuten
synthetisiert und diese Aussage widerlegt werden. Nach einer Saulenchromatographie Uber
Kieselgel betrugen die Ausbeuten 87% fiir 31a und 79% fiir 32b an 6liger Substanz. Die
Abspaltung der Schutzgruppen wurde mit HCI(g) in Dioxan durchgefiihrt. Die resultierenden
Verbindungen 32a,b sind hygroskopische Hydrochloride und liegen in 6liger Form vor.
Verbindung 32a wurde daraufhin auch als Sulfat hergestellt, da diese bei Hydroxyguanidinen
weniger hygroskopisch als Chlorid-Salze sein sollen.'’” Alle Endverbindungen wurden
aufgrund mangelhafter Stabilitdt bei -20°C gelagert. Die gesamte Synthese der Prodrugs
32a,b ist in Abb. 3.16 zusammengefasst.
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Abbildung 3.16: Darstellung der vollstandigen Synthese der AbDMEG-Prodrugs 32a,b. a) 30a, Acetonitril, 5 h,
Riickfluss, 85%; b) 30b, Dioxan/Diethylether, NaOH, RT, 3d, 55%; c) HCI (g), Dioxan, 30 min, 90%; d)
H,O/Dioxan, konz. H,SO, 3h, 89 %.

Da die Synthese des Thioharnstoffs 36¢ nicht gelang und das Galaktosyl-Prodrug 32c auf
diesem Wege nicht erhalten werden konnte, wurde nach alternativen Methoden gesucht. Da es
sich bei der Zielverbindung um ein N,N",N""-substituiertes Guanidin handelt, fallen viele
Alternativen zum Aufbau der Guanidin-Funktion (z.B. Uber aktivierte Thioharnstoffe oder
Cyanamide) weg. Zhu et al. berichteten von einer katalysatorvermittelten Addition von
Aminen an Carbodiimide. Bei dem Katalysator Ytterbium Triflat (Yb(OTf)3) handelt es sich
um eine Lewis Sdure aus der Gruppe der Lanthanoide (Ln). Die katalytische Aktivitat nimmt
mit Abnahme des Ln**-lonenradius zu.*®*? Da diese Reaktion auch mit nichtaktivierten
Carbodiimiden (Bsp.: N,N"-Diisopropylcarbodiimid) ablaufen soll, war die Idee aus dem
leicht zuganglichen Thioharnstoff 29 mit einer geeigneten Methode das korrespondierende
Carbodiimid 35 zu erzeugen. Chaudhari et al. publizierten eine Entschwefelungsmethode mit
2-lodoxybenzoesaure (IBX, 39). Die Reaktion verlauft in Gegenwart von Triethylamin (TEA)
bei 0°C in Dichlormethan und liefert Ausbeuten von 85-92% nach bereits zehn Minuten.**%!
Nichtaktivierte Thioharnstoffe bedurften langerer Reaktionszeiten und Raumtemperatur fir
eine erfolgreiche Umsetzung. Als Beispiel ist 1,3-Dicyclohexylthioharnstoff mit einer
Ausbeute von 45% bei 120 Minuten Reaktionszeit angegeben. Der kombinierte Mechanismus
der Bildung des Diimids und Weiterreaktion zum Guanidin ist in Abb. 3.17 am Beispiel des

Thioharnstoffs 29 gezeigt.
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Abbildung 3.17: Postulierter Mechanismus der Entschwefelung durch IBX am Beispiel von Thioharnstoff 29
und der Weiterreaktion des Carbodiimids 35 in Gegenwart von Yb(OTf);. Abbildung modifiziert in Anlehnung
an die Literatur [*8%1%]

Der postulierte Mechanismus verlauft wie folgt: Der Thioharnstoff 29 wird durch TEA an
einem der Stickstoffe deprotoniert, woraufhin der Schwefel am lod-Atom des IBX (39)
angreift. Es kommt zur Ausbildung einer kovalenten Schwefel-lod-Bindung (40). Durch
Abspaltung des zweiten Stickstoff-Protons wird die Bindung zum Schwefel-Atom gelost,
freigewordener Schwefel prézipitiert und es kommt zur Bildung des Carbodiimids 35. Der
Katalysator (Yb(OTf)3, 42) bildet mit dem Carbodiimid 35 einen aktivierten Komplex, der
vom Amin 30c nucleophil angegriffen werden kann. Vermittelt durch einen intramolekularen

Protonentransfer werden Guanidin 31c und Katalysator 42 freigesetzt.

Da es sich bei 29 um einen nichtaktivierten Thioharnstoff handelt, wurden langere
Reaktionszeiten und Raumtemperatur gewéhlt. Als keine Umsetzung erkennbar war, wurde

das in der Literatur gewéhlte Verhdltnis von 1:1:2 fur Thioharnstoff/IBX/TEA zugunsten des
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IBX erhoht. Doch auch dadurch konnte keine Carbodiimid-Bildung 35 beobachtet werden.
Ein  Wechsel zu anderen Losungsmitteln  (Tetrahydrofuran,  Acetonitril  und
Dimethylformamid), die auch in der Literatur angegeben sind, fiihrte ebenfalls zu nicht
detektierbaren Umsetzungen. Ein grolRes Problem stellt die schlechte Loslichkeit des IBX in
den meisten Losungsmitteln dar. In einem Review von Duschek und Kirsch [2011] wird nur
DMSO als akzeptables Losungsmittel bei Raumtemperatur angegeben, woraufhin auch dieses

erfolglos getestet wurde.™

Eine weitere Verldngerung der Reaktionszeit sowie
Temperaturerhdhungen flhrten zu einer Gelbfarbung des Reaktionsansatzes, was auf geldsten
Schwefel schlieRen l&sst. Jedoch wurde durch DC- und massenspektroskopische Kontrolle ein
nur sehr geringer Abbau des Thioharnstoffs 29 festgestellt. Eine Uberpriifung der Reaktion
anhand eines Modellversuchs mit dem aktivierten Thioharnstoff 23 und anschliefender
Yb(OTf);-katalysierter Addition von O-Methylhydroxylamin (30b) flihrte zu starker
Gelbfarbung der Losung (Hinweis auf Schwefelfreisetzung). Das entsprechende Guanidin
konnte mittels Massenspektrometrie detektiert werden. Somit ist belegt, dass die Strategie

moglich, aber nicht auf Thioharnstoff 29 anzuwenden ist.

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass die Prodrugs 32a und 32b erfolgreich synthetisiert

werden konnten, aber fiir 32¢c noch keine passende Strategie gefunden wurde.
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3.4.3 Spektroskopische Analytik

3.4.3.1 Einleitung

Zur ldentifizierung und Strukturaufklarung wurden am Beispiel der Substanz 32a Spektren
der *H- und *3C- Kerne gemessen. Um genauere Aussagen (iber den Protonierungs-Zustand
der Stickstoff-Atome zu treffen, wurden zusétzlich "> N-Spektren gemessen.

Im Folgenden sind die NMR-Spektren der beiden unterschiedlichen Salze des N-OH-
AbMEGs 32a dargestellt. Das Hydrochlorid konnte in DMSO-ds vermessen werden.
Messungen bei der ublichen Temperatur von 300 K lieferten verbreiterte Signale sowohl im
'H- als auch im *N-Spektrum. Diese Effekte sind besonders im paramagnetisch verschobenen
Bereich zu beobachten. Ein Grund fir dieses Phdnomen konnten Aggregationseffekte der
Guanidin-Protonen sein. Durch Erhéhung der Messtemperatur auf 323 K konnten eine bessere
Aufspaltung und deutlichere Signale erzielt werden. Weitere Temperaturerhthungen ergaben

keine Unterschiede mehr.

Aufgrund einer sehr schlechten DMSO-L6slichkeit musste das Sulfat in D,O vermessen
werden, weshalb die austauschbaren Protonen nicht erfasst werden konnten. Auf die

Aufnahme eines >N-NMR-Spektrums wurde deshalb verzichtet.

3.4.3.2 1H-NMR-Spektrum

Dargestellt sind die Spektren beider Salze. Das Spektrum des Hydrochlorids in DMSO-ds soll
die Protonierung im paramagnetischen Bereich zeigen, das des Sulfats in D,O ist besser
geeignet zur Darstellung des diamagnetischen Bereichs, welcher in DMSO-dg unzureichend
aufgeldst ist und besonders der 2-Methoxyethyl-Rest der Verbindung nicht eindeutig belegt
werden kann. Die chemischen Verschiebungen sind auf das Restlésungsmittelsignal bezogen.
Die strukturelle Zuordnung der Signale erfolgte unter Zuhilfenahme eines 2D-
Korrelationspektrums (H,H-COSY).
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Abbildung 3.18: a) N-OH-AbMEG Hydrochlorid (32a) in DMSO-dg bei 323 K. b) VergroRerte Ansicht des

paramagnetischen Bereichs von a) mit den austauschbaren Protonen
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Abbildung 3.19: N-OH-ABMEG Sulfat (32a) in D,O
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3.4.3.3 13C-NMR-Spektrum

Dargestellt ist das Spektrum des Sulfats in D,O. Alle Signale sind bezogen auf den internen
Standard  Natrium 4,4-Dimethyl-4-sila-pentansulfonat  (DSS). Beim  Spektrum  des
Hydrochlorids erfolgt eine Uberlagerung von drei Signalen mit dem Restlésungsmittelsignal
des DMSO. Da sich beide Spektren nicht wesentlich unterscheiden, wurde auf die zweite
Darstellung verzichtet. Die strukturelle Zuordnung der Signale erfolgte unter Zuhilfenahme
eines 2D-Korrelationspektrums (HSQC).
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Abbildung 3.20: a) DEPT-135 und b) **C entkoppelt
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3.4.3.4 15N-NMR-Spektrum

Fiir die "°N-Spektren wurde Nitromethan als externer Standard verwendet. Um auf die
Ammoniak-Skala umzurechnen muss der Differenz-Betrag 380,2 der chemischen

Verschiebung des Nitromethans addiert werden.
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Abbildung 3.21: a) ®N-INEPT und b) *N [*H]-entkoppelt, 323 K
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Abbildung 3.22: °N,"H-Cosy bei 323K, hohe Auflésung
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3.4.3.5 Auswertung und Diskussion

Die Auswertung der NMR-Spektren l&sst darauf schliefen, dass die Substanz wie in der

vorgeschlagenen Struktur am N3-Stickstoff protoniert vorliegt:

HO_ H
3 .
H3C/O\/\N)\N/\/\/NH3
H H @ @
32a

Das 'H-NMR-Spektrum weist bereits auf die postulierte Protonierung hin, da dort im
paramagnetischen Bereich vier Signale mit einem Integral von jeweils einem H-Atom und ein
Signal mit einem Integral von drei H-Atomen vorliegen. Leider sind diese groRtenteils
verbreitert und nur eins wird entsprechend der Multiplizitat aufgespalten. Ein genauerer
Aufschluss ergibt sich durch die Analyse der >’N-NMR-Spektren.

Die Protonierung erfolgt ausschlielich am doppelt-gebundenen Stickstoff der oximartigen
Struktur, was dadurch belegt wird, dass nur drei Dubletts und ein Quartett (fur das protonierte
primare  Amin N4) im N-NMR-Spektrum zu erkennen sind. Auch weisen die
Kopplungskonstanten der Stickstoffe N1 bis N3, die im Bereich zwischen 95 und 100 Hz
liegen, auf eine sp?-Hybridisierung der drei Stickstoffe hin. Lage eine Protonierung an N1
oder N2 vor, so mussten ein Dublett, ein Triplett und das Quartett im Spektrum zu sehen sein.
Die Kopplungskonstante des Tripletts musste bei 70 Hz liegen und damit im Bereich der
sp®-hybridisierten Amin-Stickstoffe.['%?

Durch die spektroskopische Analyse konnen zwei Sachverhalte bewiesen werden. Erstens
liegt die Verbindung in der oximartigen Struktur vor und zweitens erfolgt die Protonierung
am ,,0xim-Stickstoff<. Diese Daten liegen in Ubereinstimmung mit vorherigen beschriebenen

Strukturaufklarungen von Hydroxyguanidinen.**?
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3.4.4 Physikochemische Eigenschaften

3.4.4.1 Einleitung

Eine Beurteilung der angewandten Prodrug-Konzepte fir AbMEG (27) soll anhand
verschiedener physikochemischer Parameter erfolgen. Mittels errechneter pK,-Werte soll die
Reduktion der Basizitdt von Guanidin zum Hydroxyguanidin belegt werden. Darlber l&sst
sich die Verteilung der unterschiedlich protonierten Zustande (microspecies distribution) der
Verbindungen ermitteln. Weiterhin soll auf die von Lipinski aufgestellte ,, rule of five ', sowie

auf die ermittelte hydrolytische Stabilitat der Verbindungen eingegangen werden.

3.4.4.2 Berechnung der pKi-Werte

Dargestellt in Abb. 3.23 sind die mit dem MarvinSketch Calculator Plugin™® berechneten
pKs-Werte fur das Guanidin AbMEG (27) und dessen Hydroxyguanidin-Prodrug 32a. Der
Abfall der Basizitat vom Guanidin zum Hydroxyguanidin wird dadurch deutlich, dass der
Iminostickstoff im Guanidin einen pK,-Wert von 12,55 aufweist und der im Hydroxyguanidin
bei 7,71 liegt. Die pK,;-Wert-Berechnung des O-Methyl-Prodrugs deckt sich mit den Werten
des nichtsubstituierten Hydroxyguanidins und wird deshalb nicht separat aufgefihrt.

27 \
m OH 13,55
4,85

32a

Abbildung 3.23: Mit MarvinSketch berechnete pK,-Werte der Verbindungen 27 und 32a. Kennzeichnung der
Verschiebung des Iminostickstoffes vom Guanidin zum Hydroxyguanidin.®*

Zusatzlich wurden pK,-Werte mit einem zweiten Programm, der Schrddinger Software
Jaguar, erzeugt.'* Die berechneten Werte sind in Tab. 3.6 aufgefiihrt. Zum Vergleich
wurden auch fir andere Guanidine bzw. Hydroxyguanidine Berechnungen durchgefiihrt und

die Ergebnisse zusammen mit empirisch ermittelten Daten in Tab. 3.7 dargestellt. Es konnte
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dabei gezeigt werden, dass die mit MarvinSketch berechneten Werte gut mit den empirisch
ermittelten Daten Ubereinstimmen und somit als Grundlage fir weitere Analysen genutzt
werden konnen. MarvinSketch liefert im Fall der Hydroxyguanidin-Funktion zu den
empirischen Daten passendere Werte als Jaguar. Die Berechnungen mit MarvinSketch
basieren auf empirisch berechneten physikochemischen Parametern, wahrend Jaguar die pK,-
Werte quantenmechanisch berechnet. Die aus der Literatur entnommenen empirischen Daten

sind potentiometrisch bestimmt worden,>2%7]

Tabelle 3.6: pK,;-Werte der Guanidin-Funktion der Verbindungen 27 und 32a berechnet (ber verschiedene
Methoden.

Verbindung MarvinSketch Jaguar
27 12,55 12,3
32a 7,71 10,0

Tabelle 3.7: Vergleich von experimentell-bestimmten mit berechneten pK,-Werten verschiedener Guanidine.

Verbindung MarvinSketch empirisch
Guanidin 12,55 12,56[196], 13,6[195]
N-Methyl-Guanidin 12,78 13,419
N,N"-Dimethyl-Guanidin 13,01 13,61
Hydroxyguanidin 7.64 7,96197]
Arginin 12.41 12,6601

N“-Hydroxyarginin 7.46 n. b.
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3.4.4.3 Berechnung der Protonierungs-Zustiande (microspecies distribution)

Mit dem MarvinSketch Calculator Plugin**®! konnte auch die Verteilung der Protonierungs-
zustande der Verbindungen 27, 32a und 32b bei unterschiedlichen pH-Werten bestimmt
werden. Eine Ubersicht ist in Tab. 3.8 gegeben. Fiir die Mdglichkeit zur oralen Applikation
sollte mdglichst viel der Substanz in deprotonierter Form vorliegen, damit eine passive
Diffusion durch die Lipid-Doppelschichten der Darmzellen moglich ist. Form 1, die
vollstandig deprotonierte Substanz, liegt im Fall von AbMEG (27) im pH-Bereich von 7,4-9,0
nicht vor. Die Werte fur die Prodrugs 32a,b sind nahezu identisch und steigen pH-abhangig
von 0,09% auf 10,54%. Einen besonders hohen Anteil nimmt in diesem pH-Bereich auch
Form 2, bei der nur das primdre Amin protoniert ist, mit 27,75-84,53% ein. Beim AbMEG
(27) tendiert dieser Anteil gegen 0%. Die Guanidin-Funktion liegt immer protoniert vor. Im
Darm, der stellenweise ein schwach alkalisches Milieu aufweist, liegt somit zwar nur ein
kleiner Prozentsatz nicht protoniert vor, doch kann dieser durch passive Diffusion absorbiert
werden. Im Zuge der resultierenden Gleichgewichtseinstellung wirde weitere, nicht

protonierte Substanz gebildet werden, die wiederum absorbiert werden kann.

R R

N N
| | +
(0] NH
H H H H
Form 1 Form 2
R
\||\IH+ \ll\lH+
H3C/O\/\N)\N/\/\/NH2 H3C/O\/\N)\N/\/\/NH3
H H H H
Form 3 Form 4

Abbildung 3.24: Mdgliche Protonierungszusténde der Verbindungen 27, 32a,b.
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Tabelle 3.8: Ubersicht iber die prozentuale Verteilung der unterschiedlich protonierten Formen der
Verbindungen 27, 32a und 32b bei verschiedenen pH-Werten

NH

27 HSC,OV\HJ\H/\/\/NHZ
pH Form 1/ % Form 2 /% Form 3/ % Form 4 /%
7,4 0,00 0,00 0,41 99,59
8,2 0,00 0,01 2,50 97,59
9,0 0,00 0,03 13,94 86,03
EH
322 Hsc/o\/\HJLH/\/\/NHZ
pH Form 1/ % Form 2 /% Form 3/ % Form 4 /%
7,4 0,10 32,63 0,21 67,05
8,2 1,46 73,96 0,48 24,09
9,0 10,54 84,53 0,54 4,36
o-CHs
320 N
HSC,OV\HJLH/\/\/NHZ
pH Form1/% Form 2/ % Form 3/ % Form 4 /%
7,4 0,09 27,75 0,23 71,93
8,2 1,37 69,51 0,56 28,55
9,0 10,41 83,48 0,68 5,43

Legende: Form 1: deprotoniert; Form 2: nur am Amin protoniert; Form 3: nur am Guanidin protoniert, Form 4:
sowohl am Amin als auch am Guanidin protoniert.
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3.4.4.4 Lipinski’s Rule of Five

Die von Christopher Lipinski 1997 aufgestellte rule of five ist eine Faustregel flr die orale
Verflgbarkeit chemischer Verbindungen und findet u.a. Anwendung in der
Arzneistoffentwicklung. Folgende Bedingungen missen erflllt sein, damit die Substanz eine
gute orale Bioverfuigbarkeit aufweist, wenn die Substanz nur tber Diffusion aufgenommen

wird:[%8

- Nicht mehr als fiinf Wasserstoff-Briicken-Donatoren (z.B. OH- oder NH-Gruppen)
- Nicht mehr als zehn Wasserstoff-Briicken-Akzeptoren (z. B. O- oder N-Atome)
- Ein Molekulargewicht <500 g/mol

- Einen Verteilungskoeffizienten (logP) zwischen Oktanol und Wasser < 5

Die fur AbMEG (27) und dessen Prodrugs 32a,b mit dem MarvinSketch Calculator
Plugint**Jermittelten Werte sind in Tab. 3.9 zusammengefasst und beziehen sich auf die
komplett unprotonierten Formen. Da diese fir ADMEG (27) bei physiologischen pH-Werten
nicht vorliegt, dienen dessen Werte nur zum Vergleich. Alle drei Substanzen sind in den
geforderten vier Punkten regelkonform. Der logP-Wert ist an dieser Stelle der interessanteste
Parameter, da er die Lipophilie-Unterschiede der Verbindungen 32a und 32b aufzeigt. Je
groler der logP, desto hoher ist die Lipophile und desto besser ist die passive Diffusion durch
Biomembranen. Die Obergrenze von finf ist bedingt durch eine unzureichende Ldslichkeit im
waéssrigen Medium. Der Unterschied des clogP-Wertes von -0,95 des Hydroxy-Prodrugs 32a
zu dem von -0,57 des O-Methyl-Prodrugs 32b lasst vermuten, dass 32b besser durch passive

Diffusion absorbiert werden kann als 32a.

Tabelle 3.9: Lipinski’s rule of five flir die freien Basen der Verbindungen, berechnet mit MarvinSketch.

Verbindung H-Donatoren  H-Akzeptoren clogP Molekulargewicht
27 4 5 -0,95 188
32a 4 6 -0,95 204

32b 3 6 -0,57 218
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3.4.4.5 pH-Wert-abhangige hydrolytische Stabilitit
Die hydrolytische Stabilitat der Verbindungen 32a und 32b wurde pH-Wert-abhdngig

Uberprift, um zu zeigen, dass die Substanzen in ausreichendem Mal} stabil gegeniber den
unterschiedlichen pH-Bereichen im GIT sind. Getestet wurde bei pH 2,0, pH 7,4 und pH 9,0
in 10 mM Kaliumphosphatpuffer (iber einen Zeitraum von 24 Stunden bei 37°C nach einer in
Kap. 6.3.2.2 beschriebenen Methode. Das Diagramm in Abb. 3.25 zeigt die
Konzentrationsabnahme der Substanz bezogen auf den Zeitpunkt t = 0. Insgesamt ist fir
Verbindung 32a eine gute Stabilitat gegeben. Bei pH 2,0 kommt es zu keiner Zersetzung, bei
pH 7,4 nur geringfiigig (96,5% nach 24 h) und auch bei pH 9,0 ist die Substanz weitestgehend
stabil (86,3% nach 24 h). Durch Extrapolation der Werte bei pH 9,0 wiirde sich eine
Halbwertszeit von t;, = 75 Stunden ergeben. Ein Vergleich der Unterschiede in der
Substanzabnahme bei den unterschiedlichen pH-Werten ist in Abb. 3.27 gezeigt. Flr
Verbindung 32b kann ber den gesamten Zeitraum von 24 Stunden bei allen pH-Werten eine
gute Stabilitat gezeigt werden. Der gemessene Gehalt liegt zwischen 98 und 102%, was auf
Schwankungen der Methode zurlickzufiihren ist. Ein statistisch signifikanter Unterschied
konnte nicht festgetellt werden (Student’s t-Test). Es erfolgt keine Zersetzung der Verbindung
(s. Abb. 3.26, 3.27).
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Abbildung 3.25: Hydrolytische Stabilitdt der Verbindung 32a. Die gezeigten Daten sind MW £ SD aus drei
separaten Messungen. Die Versuche wurden wie in Kapitel 6.3.2.2 beschrieben durchgefihrt.
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Abbildung 3.26: Hydrolytische Stabilitat der Verbindung 32b. Die gezeigten Daten sind MW * SD aus drei
separaten Messungen. Die Versuche wurden wie in Kapitel 6.3.2.2 beschrieben durchgefiihrt.
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Abbildung 3.27: Vergleich der Hydrolytischen Stabilitat der beiden Prodrugs 32a,b nach 24 Stunden bei 37°C.
*statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zu pH 2,0 (P = 0,006, Student’s t-Test); **statistisch
signifikanter Unterschied im Vergleich zu pH 7,4 (P = <0,001, Student’s t-Test).
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3.4.4.6 Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass ein Austausch der Guanidin-Funktion gegen eine
Hydroxyguanidin-Funktion zu einer Reduktion des pK,-Wertes fuhrt. Damit einher geht eine
Erhoéhung des unprotonierten Anteils der Verbindung in leicht alkalischer, wassriger Lésung.
Dieses Ergebnis deckt sich mit experimentell bestimmter Daten (pK,-Werte) verwandter
Substanzen. Die Lipinski-Regeln werden alle erfillt, allerdings ist der clogP-Wert relativ
niedrig. Durch Einfuhrung einer Methylgruppe an der Hydroxyfunktion konnte eine leichte
Steigerung des clogP-Wertes und somit der Lipophilie der freien Base erreicht werden, was
zusétzlich zu einer verbesserten Absorption durch passive Diffusion fuhrt. Ein Nachteil dieser
Modifikation ist jedoch die bendtigte Bioaktivierung durch eine CYP450-abhdngige
O-Desalkylierungs-Reaktion. Dies kann zu unerwiinschten Arzneimittelinteraktionen fuhren,

da eine Vielzahl an zugelassenen Arzneistoffen tiber CYP450 metabolisiert wird.

Fur beide Prodrugs 32a,b konnte eine gute pH-abhéngige, hydrolytische Stabilitat Gber einen
Zeitraum von 24 Stunden gezeigt werden. Entgegen einiger &lterer Studien mit anderen
Hydroxyguanidinen ist das nichtsubstituierte Hydroxyguanidin unerwartet stabil gegeniber
hydrolytischen Einfliissen. Diese Eigenschaft unterstreicht auch die Einsetzbarkeit des freien
Hydroxyguanidins 32a als mogliches Prodrug.
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3.4.5 Untersuchungen zur Bioaktivierung des Hydroxyguanidins 32a

3.4.5.1 Einleitung und Zielsetzung

Im folgenden Abschnitt wird die Untersuchung der Bioaktivierung des Prodrugs N-OH-
AbMEG (32a) durch isolierte porcine Lebersubfraktionen und das rekombinante
mitochondriale  Amidoxim-reduzierende Komponente (mARC)-haltige Enzymsystem
beschrieben.™ Es soll belegt werden, dass das Hydroxyguanidin zur aktiven Wirkform
ADMEG metabolisiert wird.

Hintergrund zu der Annahme ist, dass viele Hydroxyamidine und —guanidine durch das N-
reduktive Enzymsystem mARC, Cytochrom b5 und Cytochrom b5-Reduktase reduziert
werden 2% 1 der Schweineleber konnte die Lokalisation dieses Enzymsystems auf der
auBeren Mitochondrienmembran (outer membrane vesicles, OMV) bestimmt und durch
spezielle Reinigungstechniken isoliert werden®®. Im Gegensatz zum NADPH-abhangigen
mikrosomalen CYP450-Enzymsystem®! ist das mARC-haltige Enzymsystem NADH-
abhangig. Aufgrund der literaturbekannten Umsetzung ahnlicher Verbindungen durch mARC
(s. Kap. 3.4.1) wird vermutet, dass N-OH-AbMEG (32a) gut durch Mitochondrien und

weniger durch mikrosomale Enzyme metabolisiert wird.

OH

IEI Bioaktivierung' NH
N-Reduktion
(0] NH
Hac/o\/\NJ\N/\/\/NHZ HyC” \/\NLN/\/\/ )
H H H H
32a, N-OH-AbMEG 27, AbMEG

Abbildung 3.28: Bioaktivierung von N-OH-AbMEG (32a)
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3.4.5.2 Ergebnisse und Diskussion

3.4.5.2.1 Kalibrierung und Wiederfindung

Die verwendeten HPLC-Methoden ermdglichen eine Trennung der strukturell ahnlichen
Substanzen N-OH-AbMEG (32a) und AbMEG (27) nach einer VVorsaulenderivatisierung mit
ortho-Phthaldialdehyd (OPA)-Reagenz und Fluoreszenz-Detektion. Ein représentatives
Chromatogramm fiir die HPLC-Methode aus Kap. 6.3.2.1 ist in Abb. 3.29 dargestellt.
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Abbildung 3.29: Reprasentatives Chromatogramm der Standardsubstanzen. Die Signale zwischen 10 und 12
Minuten sind dem Derivatisierungsreagenz zuzuordnen, was durch Injektion von reinem Wasser belegt werden
konnte. HPLC-Methode s. Kap. 6.3.2.1

Zur Kalibrierung wurde der Metabolit in 7 verschiedenen Konzentrationen (2,5-200 uM) in
Aqua bidest. gelost und mittels der in Kap. 6.3.2 beschriebenen HPLC-Analytik vermessen.
Die Kalibriergeraden waren in den ermittelten Konzentrationsbereichen linear (R? = 1). Die
Richtigkeit fir den ermittelten Bestimmungsbereich betrug 97 £4%, wobei an der
Bestimmungsgrenze (2,5 uM) die Richtigkeit 89% war. Zur Bestimmung der Wiederfindung
wurde der Metabolit dem Inkubationsansatz mit hitzedenaturierten Mitochondrien (je 50 pg)
den getesteten Konzentrationen zugesetzt. Die Inkubationsansédtze wurden nach der in Kap.
6.3.2. beschriebenen Vorschrift aufgearbeitet und vermessen. Die Wiederfindung war im
ermittelten Konzentrationsbereich linear (R? = 0,9999). Die Wiederfindung, besonders bei
niedrigen Konzentrationen (z.B. 2,5uM (711%)), zeigte ungewohnlich hohe Werte,
wahrscheinlich aufgrund unspezifischer Reaktionen der Proteine mit dem OPA-Reagenz. Die
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Richtigkeit der Wiederfindung ergab einen Bestimmungsbereich von 10-200 uM und betrug
101 £ 5 %, an der Bestimmungsgrenze (10 uM) 109 % (s. Abb. 3.27)
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R?=0,999
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£ 10000000
= )
& 8000000 Rz2=1
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< 6000000
4000000 ¢ Kalibrierung
2000000 ® Wiederfindung
0
0 50 100 150 200

Konzentration AbDMEG / uM

Abbildung 3.30: Repréasentative Kalibrierung und Wiederfindung fir AbDMEG (27). Die ermittelten
Integraleinheiten sind MW + SD von drei separaten Ansatzen, die doppelt vermessen wurden.
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3.4.5.2.2 In vitro Reduktionsassay mit subzelluldren Fraktionen

Die durchgefiihrten Biotransformationsstudien zeigen, dass das Substrat N-OH-AbMEG (32a)
durch die subzellularen Fraktionen der Schweineleber umgesetzt wird. Die ermittelte N-
reduktive Aktivitdt des Homogenats ist in der mitochondrialen Fraktion (SLMts) ca. 10-fach
und der OMV ca. 100-fach angereichert und stimmt mit der mARC-Marker-Aktivitat
(=Benzamidoxim (BAO)-Reduktion) tberein.*®? In diesem Zusammenhang sei auch darauf
hingewiesen, dass die Aktivitat im 9000g Uberstand (enthalt zytosolische und mikrosomale
Enzyme) deutlich reduziert bzw. nicht detektiert (Nachweisgrenze 3 nmol xmin™ x mg?)

wurde. Die Umsetzungsraten sind in Abb. 3.31 dargestellt.

Identische Inkubationsansatze wurden mit NADPH als Co-Substrat durchgefiihrt, doch
wurden dabei wesentlich niedrigere Umsetzungsraten erhalten (Daten nicht gezeigt), was
ebenfalls ein Hinweis darauf ist, dass das Substrat durch das NADH-abh&ngige mARC-
Enzymsystem und nicht primér durch CYP450 Enzyme metabolisiert wird.

350
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Abbildung 3.31: Umsetzungsraten der Reduktion von N-OH-AbMEG (32a) zu AbMEG (27) durch Homogenat,
9000g Uberstand, SLMt (Schweinelebermitochondrien) und OMYV (outer membrane vesicles). Die
Inkubationsansétze waren wie folgt zusammengesetzt: 50 pg Protein (OMV 5 pg), 3 mM Substrat, 1 mM NADH
in 100 mM Kalium-Phosphat-Puffer pH 6,0 (Endvolumen 150 pl). Die Inkubationszeit betrug 20 Minuten. Bei
den Werten handelt es sich um MW £ SD aus zwei separaten Inkubationen, die jeweils doppelt vermessen
wurden. n. d., nicht detektiert.
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3.4.5.2.3 In vitro Reduktionsassay mit dem rekombinantes Enzymsystem

Die Untersuchungen mit dem rekombinanten mARC-haltigen Enzymsystem zeigen ebenfalls
eine Umsetzung des Substrats N-OH-AbMEG (32a) zum aktiven Metaboliten ADMEG (27).
Zum Vergleich wurde die Reduktion von Benzamidoxim (BAQ) unter gleichen Bedingungen

mit denselben Enzymchargen bestimmt. Gemessene Umsetzungsraten sind in Abb. 3.32

gezeigt.
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Abbildung 3.32: Umsetzungsraten der Reduktion von N-OH-AbMEG (32a) zu AbMEG (27) bzw. BAO zu
Benzamidin durch das rekombinante mARC-haltige Enzymsystem. Die Inkubationsansdtze waren wie folgt
zusammengesetzt: 4,5-7,0 ug mARC (entspricht 75-116 pmol Mo), 75 pmol H&m/Cyt b5, 7,5 pmol FAD/b5
Reduktase, 3 mM Substrat, 1 mM NADH in 20 mM MES-Puffer pH 6,0 (Endvolumen 150 pl). Die
Inkubationszeit betrug 20 Minuten. Die ermittelten Umsetzungsraten sind MW + SD aus drei separat
durchgefuhrten Inkubationen, die jeweils mind. doppelt inkubiert wurden.

Es kann deutlich gezeigt werden, dass das Substrat 32a durch hmARC-1 schneller umgesetzt
wird als durch hmARC-2 (Faktor 4) wohingegen die spezifische Aktivitat beider Isoenzyme
fiir BAO gleich ist. Diese Ergebnisse liegen in Ubereinstimmung mit denen anderer Substrate,
die an diesem Enzymsystem getesteten wurden. Mit Ausnahme von NOHA wurden alle
getesteten Substrate durch hmARC-1 schneller metabolisiert, als durch hmARC-2. 1722032041

Ein direkter Vergleich zwischen der Umsetzungsrate des Substrats 32a mit denen von NOHA
(45) und NHAM (46) Uber die Literatur-Daten von Kotthaus et al.t st schwierig, da
verschiedene Enzymchargen und unterschiedliche Inkubationsbedingungen gewéhlt wurden.
Deshalb wurde eine Normierung tber die jeweilige Umsetzungsrate von BAO durchgefihrt.
Die Daten sind in Abb. 3.33 dargestellt.
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Abbildung 3.33: Zur Berechnung der relativen spez. Enzymaktivitdt wurde die spezifische Reduktion von
NOHA (45), NHAM (46) und N-OH-AbMEG (32a) auf die spezifische Reduktion von BAO normiert. Die
dargestellten SD berlicksichtigen die Streuung der spezifischen Umsetzungsraten. Fur die Reduktion von NOHA
und NHAM wurden die Literaturdaten von Kotthaus et al. verwendet.'2

Es kann gezeigt werden, dass alle Substrate annahernd gleich umgesetzt werden, bzw. die
Reduktion von NOHA (45) etwas schneller verlauft als die der anderen Substrate. Durch die
Normierung kann weiterhin gezeigt werden, dass eigentlich auch NOHA durch hmARC-1
schneller umgesetzt wird als durch hmARC-2 (s. 0.). Eine mdgliche Erklarung konnte in der
Zuganglichkeit der Hydroxylgruppe liegen. Bei NOHA (45) liegt diese gut zuganglich vor, da
das Guanidin nur einfach N-substituiert ist. Die anderen beiden Verbindungen enthalten zwei
Alkyl-Substituenten. Unterschiede liegen hier besonders im Substitutionsmuster: Bei NHAM
(46) liegt das Guanidin N,N-disubstituiert und bei N-OH-AbMEG (32a) N,N"-disubstituiert
vor. Inwiefern dieses Substitutionsmuster einen Einfluss hat, misste durch weitere Studien
untermauert werden und ist an dieser Stelle nur spekulativ. Hilfreich fir eine Erklarung wére

eine Rontgenkristallstruktur von hmARC, die bisher jedoch nicht existiert.

3.4.6 Diskussion

Eine Inhibition der DDAH-1 wird bei verschiedenen Erkrankungen als nitzliche
therapeutische Malnahme erachtet (s. Kap. 1.4.3.2). Fiur einen Einsatz beim septischen
Schock kann die stark basische, hydrophile Substanz ADMEG (27) direkt intravends appliziert
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werden. Da es sich meist um akute, lebensbedrohliche Félle handelt, ist hier eine schnelle
Wirkung erforderlich und eine vorherige Bioaktivierung eher von Nachteil. Bei anderen
Anwendungsgebieten hingegen ist die Entwicklung von AbMEG-Prodrugs sinnvoll. Bei
Indikationen wie z. B. Morbus Alzheimer oder Migréne, ist der Einsatz einer oralen Therapie
winschenswert, da besonders im ersten Fall eine Dauermedikation notwendig ist. Fir eine
gute Patienten-Compliance und einem damit verbundenen Therapieerfolg sind orale
Arzneimittel am besten geeignet. Bisher sind keine DDAH-1-Inhibitoren in der
Arzneimitteltherapie zugelassen. Die Entwicklung von Prodrugs zur Erhohung der oralen

Bioverfugbarkeit konnte dieses Ziel einen Schritt ndher bringen.

Zwei Prodrugs von ADMEG (27) konnten erfolgreich synthetisiert werden, das
Hydroxyguanidin 32a und das O-methylierte Hydroxyguanidin 32b. Die Guanidin-Funktion
wurde hierbei Uber unterschiedliche Thioharnstoffe aufgebaut. Die Abspaltung der
Schutzgruppen war ebenfalls in guten Ausbeuten mdglich. Die Verbindungen 32a und 32b
konnten in iiber drei Syntheseschritte in Gesamtausbeuten von 66% bzw. 40% hergestellt

werden. Die Synthese des Galaktosyl-Prodrugs 32c war bisher leider nicht méglich.

Es konnte rechnerisch gezeigt werden, dass die synthetisierten Prodrugs 32a,b verbesserte
physikochemische Eigenschaften aufweisen als ADMEG (27). Eine orale Bioverfligbarkeit ist
auch ohne vorhandene Transporter durch passive Diffusion wahrscheinlich. Ein Beweis flr

diese These misste durch geeignete zellbasierte bzw. in vivo-Studien noch erbracht werden.

Weiterhin konnte fur beide Prodrugs eine ausreichende hydrolytische Stabilitat bei pH 2,0, pH
7,4 und pH 9,0 demonstriert werden. Die stérkste Zersetzung findet bei pH 9,0 (37°C) nach
24 Stunden statt und betragt lediglich 14% des freien Hydroxyguanidins 32a. Das O-Methyl-
Derivat 32b unterliegt innerhalb der Versuchszeit keinerlei Zersetzungsprozessen. Somit ist
selbst das nichtsubstituierte Hydroxyguanidin stabiler als zuvor erwartet. Eine Bioaktivierung
von 32a zum aktiven Metaboliten konnte anhand der Untersuchung an porcinen
Leberfraktionen und dem rekombinanten humanen mARC-haltigen Enzymsystem belegt
werden. Die Untersuchung der O-Desalkylierung von 32b steht noch aus. Eine solche
Umsetzung wurde anhand der strukturverwandten Verbindung O-Methyl-NOHA im
Arbeitskreis bereits gezeigt und ist daher auch fir die vorliegende Verbindung sehr

wahrscheinlich."]
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3.5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit sollten neue DDAH-Inhibitoren entwickelt werden, die in ihren
Eigenschaften den bisher bekannten Verbindungen tberlegen sind. Zu diesen Eigenschaften
zahlen eine gute biologische Aktivitat (Potenz) an der DDAH, eine Selektivitit gegentber den
NOSs und der Arginase sowie verbesserte Arzneistoffqualitaten. Ferner sollte die Synthese
neuer Derivate zur Aufklarung von Struktur-Wirkungsbeziehungen beitragen. Hierbei sollte
insbesondere der Einfluss bestimmter Substitutionsmuster auf einen Verzicht der
Carboxylgruppe ohne gleichzeitigen Verlust der biologischen Aktivitdt untersucht werden.
Die Grundlage dieses Ansatzes bilden die bereits bekannten Inhibitoren L-257 (K; = 13 uM)
und dessen Weiterentwicklung AbBMEG (27, K; = 18 uM) sowie der derzeit potenteste
DDAH-Inhibitor Vinyl-NIO (K; =2 uM) und decVNIO (K; = 768 uM).

Das Ziel den 2-Methoxyethyl-Rest der Leitstrukturen L-257 bzw. AbMEG auf Amidine zu
ubertragen, konnte durch die Synthese der homologen Reihen von Methoxyalkyl-N-imino-L-
ornithinen (NIOs, la-c) bzw. deren decarboxylierten Derivaten (NIOdecs, 2a-c) erreicht
werden. Weiterhin wurde basierend auf diesen Verbindungen ein nor-L-Ornithin-Derivat (21)
generiert. Sdmtliche neue Amidine konnten Uber Pinner-Synthesen in guten Ausbeuten erzielt
werden. Daruber hinaus war die Synthese des decarboxylierten Derivates von Butenyl-Arg
(22, K; = 57 puM), das AbBG (26), erfolgreich. Die Guanidin-Funktion konnte in sehr guten

Ausbeuten Uber einen intermediaren Thioharnstoff aufgebaut werden.

In in vitro-Experimenten wurde die Aktivitat jeder neuen Verbindung an den Enzymen des
NO-Stoffwechsels (DDAH, NOSs, Arginase) untersucht. Dabei wurde die starkste
Inhibitoraktivitat an der DDAH bei dem NIO-Derivat 1b (K; = 9 uM) festgestellt. Generell
konnte gezeigt werden, dass Amidine mit Carboxylfunktion im Vergleich zu solchen ohne
diese Funktionalitit eine wesentlich bessere Hemmpotenz aufwiesen. Folglich konnte auch
die Tendenz der Docking-Ergebnisse aus Kapitel 2.3 in diesem Punkt bestatigt werden. Die
vorausgesagte Potenz des Derivates 1¢ hingegen konnte nicht nachgewiesen werden. In den
experimentellen Untersuchungen hat sich dieses als das NIO-Derivat mit der geringsten
Hemmwirkung herausgestellt. Die Testdaten der NIOdecs (2a-c) weisen darauf hin, dass nicht
der 2-Methoxyethyl-Rest des AbMEGs (27) fir dessen gute Inhibitoraktivitat verantwortlich
ist, da das Amidin-Analogon des AbDMEGSs nur eine sehr geringe Hemmwirkung besitzt. Es
existiert bisher kein Amidin-Derivat ohne Carboxylgruppe, das eine gute Hemmwirkung an
der DDAH aufweist.
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Verbindung 21 basiert im Unterschied zu l1a-c auf nor-L-Ornithin und zeigt erwartungsgeman
keine Inhibitoraktivitat. Die These, dass die Kettenldnge zwischen Aminogruppe und Amidin-
bzw. Guanidin-Funktion fur eine gute Hemmwirkung mindestens vier C-Atome betragen

muss, kann somit bekraftigt werden.

Das AbBG (26) zeigt eine deutliche, mit Butenyl-Arg (22, K;=57 uM) vergleichbare
Inhibitoraktivitat an der DDAH (K; = 59 uM). Neben AbMEG (27) existiert insofern eine
weitere Verbindung, die die Behauptung aus Kapitel 2.4.1, dass die starkeren
Wechselwirkungen der Guanidin-Funktion, im Vergleich zur Amididn-Funktion, eine
entscheidende Rolle fur die Wirkung spielt, unterstitzt. Der 2-Methoxyethyl-Rest kann
folglich durch vergleichbare Substituenten ersetzt werden.

Bezlglich einer Selektivitat gegenuber Arginase und NOSs hat sich gezeigt, dass der
potenteste neu entwickelte DDAH-Inhibitor 1b im Vergleich zu den anderen neuen
Verbindungen auch hier die starkste Hemmung aufweist und dementsprechend am wenigsten
selektiv ist. Folglich besitzt ADMEG (27) nach wie vor die besten Eigenschaften in Hinsicht

auf Inhibitorpotenz, kombiniert mit Selektivitat und Arzneistoffqualitét.

Zur Steigerung der oralen Bioverfligbarkeit sollten fiir diese Verbindung Prodrugs entwickelt
werden. Konzepte zur Senkung der Basizitat, Erhéhung der Lipophilie bzw. Ansteuerung von
Transportern wurden in Betracht gezogen. Die Synthesen des Hydroxyguandins 32a und des
O-Methyl-Hydroxyguanidins 32b waren (ber den Weg der Thioharnstoffe méglich. Das
Prodrug mit dem Galaktosyl-Rest 32c zur Ausnutzung von Glukose-Transportern konnte

bisher jedoch nicht hergestellt werden.

Die Prodrugs 32a,b zeigen rechnerisch deutlich verbesserte physikochemische Eigenschaften
(gesenkte Basizitat, erhohte Lipophilie) als AbMEG (27). Eine gesteigerte orale
Bioverfugbarkeit durch passive Diffusion ist dadurch sehr wahrscheinlich. Ebenfalls konnte
fir beide Verbindungen eine sehr gute hydrolytische Stabilitat festgestellt werden. Im
Gegensatz zu anderen Hydroxyguanidinen wie z. B. NOHA (98% Zersetzung nach 24
h),[167'171] war 32a auch bei pH 9 {iber 24 Stunden stabil (nur 14% Zersetzung). Eine fiir die
Wirkung im Korper erforderliche Bioaktivierung zum aktiven Metaboliten von 32a konnte
ebenfalls nachgewiesen werden. Die O-Desalkylierung von 32b wurde bisher nicht tGberpriift

ist aber tiber mikrosomale CYP450-Enzyme sehr wahrscheinlich.[¢77!
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In folgenden Arbeiten sollten die berechneten physikochemischen Eigenschaften fiir die
Prodrugs experimentell tberprift werden. Ebenfalls sollte eine Aktivierung des Prodrugs 32b
durch O-Desalkylierung und anschlieender Reduktion zum Guanidin bewiesen werden.
Obwohl fur beide Prodrugs eine sehr gute, hydrolytische Stabilitat nachgewiesen wurde, kann
eine oxidative Stabilitat kritisch sein. Bei anderen Hydroxyguanidinen wurde bereits gezeigt,
dass eine O-Substitution zu einer deutlichen Verbesserung fuhrt.*” Folglich sollte besonders
das O-Methyl-Prodrug 32b gegeniiber oxidativen Einflussen stabil sein, was es zu Uberprifen
gilt. Weiterhin interessant ware die Uberpriifung der Inhibitoren in Zellkultur, sowie durch
geeignete in vivo-Studien. Hier konnte AbMEG (27) z. B. in einem septischen-Schock-
Tiermodell getestet werden, bzw. die AbMEG-Prodrugs 32a,b sollten auf ihre orale
Bioverflgbarkeit untersucht werden.

Ferner ist es von groRem Interesse das Galaktosyl-Prodrug 32c zu synthetisieren, da dieses
durch Ausnutzung von Glukose-Transportern im Darm eine groRere Bioverfligbarkeit
verspricht. Da das freie Hydroxyguanidin stabiler ist, als angenommen, kénnte z. B. eine

Substitution an der Hydroxylgruppe ausprobiert werden.

Zur weiteren Aufklarung des Bindemodus von AbMEG im aktiven Zentrum der DDAH, ware
es nach wie vor spannend eine Rontgenkristallstruktur durch Ko-Kristallisation mit dem

Protein zu erzeugen.
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4 Hemmung der Arginase

4.1 Einleitung und Zielsetzung

Im folgenden Kapitel werden Synthese und in vitro-Testung eines neuen potentiellen
Arginase-Inhibitors, dem N®-Hydroxy-N"-methyl-nor-L-arginin (nor-NHAM), vorgestelit.
Das besondere Interesse an der Entwicklung dieser Substanz liegt in der Hemmpotenz
strukturverwandter Verbindungen (NOHA, nor-NOHA, NHAM) begriindet und wurde bereits
in Kapitel 1.5.2 erldutert. Der therapeutische Nutzen einer Arginase-Hemmung ist in Kapitel
1.4.2 diskutiert worden.

4.2 Synthese

In Anlehnung an die Synthese des NHAM (46) sollte die Hydroxyguanidin-Funktion Uber
eine Cyanamid-Zwischenstufe aufgebaut werden.?®>?®! Da der einzige strukturelle
Unterschied von NHAM (46) zu nor-NHAM (54) eine Methyleneinheit in der Grundkette ist,
musste als Ausgangsverbindung nor-L-Ornithin anstelle von L-Ornithin gewéhlt werden. Ein
wichtiger Aspekt der Syntheseplanung war die Entwicklung eines geeigneten
Schutzgruppenkonzeptes, um unerwinschte Nebenreaktionen zu vermeiden. Strategisch
sinnvoll war es, die Schutzgruppen fur die a-Amino- und die Carboxylgruppe so zu wéhlen,
dass sie am Ende des Prozesses simultan abgespalten werden konnen. Erfillt wird dieses
Kriterium u. a. von der sdurelabilen Boc-Schutzgruppe fiur das Amin und einem tert-
Butylester fur die Carboxylgruppe.™® Eine solche Verbindung 19 ist zwar kommerziell

erhaltlich, jedoch sehr teuer, weshalb das Edukt selbst synthetisiert wurde.

Aus N*-Boc-geschitztem L-Glutamin 47 konnte in einer Art Hofmann-Umlagerung mittels
lodosobenzoldiacetat (PIDA) nach einer Vorschrift von Andruszkiewicz und Rozkiewicz das
N“-Boc-nor-L-ornithin (48) hergestellt werden.”®® Vor der Veresterung der Carboxylgruppe
mit dem tert-Butyl-Rest musste die neu entstandene y-Aminogruppe geschitzt werden. An
dieser Stelle war es wichtig, diese neue Schutzgruppe so zu waéhlen, dass bei deren
Abspaltung die beiden anderen Gruppen erhalten bleiben. Als geeignet erwies sich hier die
Cbz-Schutzgruppe, welche hydrogenolytisch entfernt werden kann. Dieses Konzept wurde
bereits von Moali et al. fir die Synthese von nor-NOHA erfolgreich umgesetzt.® In
Anlehnung an deren Vorschrift wurde die Schutzgruppe mit Cbz-Cl durch Rihren in
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NaOH/Toluol tGber Nacht eingefiihrt. Nach Extraktion konnte Verbindung 49 als kristalliner
Schaum isoliert werden. Ebenfalls nach Moali et al. war es moglich die Carboxylfunktion zu
verestern. Hierzu wurde die Aminosaure 49 mit tert-Butylbromid in N,N-Dimethylacetamid
(DMAC) unter Phasentransferkatalyse durch Benzyltriethylammoniumchlorid (BTEAC)
umgesetzt. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung wurde die an allen funktionellen
Gruppen geschiitzte Verbindung 50 als Ol erhalten. Im Anschluss an die katalytische
Hydrierung mit Wasserstoff (4 bar) Uber Pd/C in Methanol und mindestens 24 Stunden
Reaktionszeit wurde das am y-Stickstoff freie Amin 19 quantitativ in einer Gesamtausbeute

von 47 % erhalten. Das Schutzgruppenkonzept ist in Abb. 4.1 dargestellt.

9 H,N oo
HoN o PIDA W\HOJ\ Cbz-Cl HN 0
OH  THF/H,0, 4°C N NaOH pH 10, Toluol, RT MOH
NH~Boc “Boc NH~poc
47 48 72% 49 80%

Br
)< 0 Pd/C, H, 0

H
> Cbz/N o/t-Bu > H,N o/t-Bu
K,CO, [BTEAC, 14q.],
DZMA?:', 55°C NH-Boc MeOH, RT NH-Boc
50 82 % 19 99 %

Abbildung 4.1: Darstellung des geschitzten Amins 19 ausgehend von N®-Boc-geschiitztem L-Glutamin
(47).[91,208]

Die weitere Synthesestrategie zum Aufbau der Hydroxyguanidinfunktion ist in Abb. 4.2 a)
gezeigt. In einem ersten Schritt sollte Amin 19 zum Dimethylamin 51 alkyliert werden.
Dialkylierte Amine kénnen durch einen VVon-Braun-Abbau mit Bromcyan durch Substitution
einer Alkylgruppe zu dem entsprechenden Cyanamid-Derivate umgesetzt werden,?%52%!
Ausgehend von 51 wirde durch diese Reaktion das Produkt 52 erhalten werden. Da
Cyanamide als Zwischenstufe fir den Aufbau von Guanidin-Funktionen genutzt werden
konnen,?221 wiirde eine weitere Umsetzung mit Hydroxylamin im vorliegenden Fall zum
Hydroxyguanidin N*-Boc-O-tert-butyl-nor-NHAM 53 erfolgen. Durch die Reaktion mit einer
starken Sdure, z. B. HCI, kdnnen beide Schutzgruppen simultan entfernt werden, sodass man

das Endprodukt als Dihydrochlorid 54 erhalten wiirde.
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Abbildung 4.2: a) Synthesestrategie zur Darstellung der Zielverbindung nor-NHAM (54).12%! b) Durchgefiihrte
Methoden zur Synthese des dimethylierten Amins 51,:632122%3]

In Abb. 4.2 b) sind die verschiedenen Versuche den vy-Stickstoff des geschiitzten nor-L-
Ornithins 19 zu methylieren dargestellt. In vorangegangenen Arbeiten von Schnérwangen und
Topker werden Alkylierungen an Stickstoff mit Methyliodid, Kaliumcarbonat (K,CO3) in
Diethylether bzw. reduktiv mit Paraformaldehyd, Natriumcarbonat (Na,CO3) und
Natriumborhydrid (NaBH,) in Methanol beschrieben.[*®*#? Beide Ansitze wurden fiir die
Synthese von 51 getestet. Die Alkylierung mit Methyliodid flihrte auch bei Variation von

Reaktionsbedingungen und Lésungsmitteln, wie z.B. Dioxan, Diethylether, Nitromethan, u. a.
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zu Gemischen aus Edukt 19, mono- 55, di- 51 und trimethylierter 56 (quartérer Stickstoff)
Verbindung. Aufgrund des +1-Effektes der Methylgruppen wird die Nucleophilie des Amino-
Stickstoffs bekanntlich erhoht, was die verhéltnisméaRig starkere Detektion der
quarternisierten  Verbindung 56 erklart. Abhangig vom LoOsungsmittel ist die
Zusammensetzung der Produkte unterschiedlich. Nachteile dieser Methode sind die
Schwierigkeit einer Trennung der Substanzen voneinander und die resultierende schlechte

Ausbeute des gewinschten Produktes.

Die in der Dissertation von Topker beschriebene Methode zur reduktiven Alkylierung konnte
nicht reproduziert werden. Jedoch sind in der Literatur weitere Varianten dieser Reaktion zu
finden, wie z. B. von Alinezhad et al.*¥! (s. Abb. 4.3) Nach dieser Vorschrift erfolgte die
Umsetzung von 19 mit wassriger 35%iger Formalinlésung in Methanol bei pH 6-7. Als
Reduktionsmittel wurde Zinkborhydrid-N-methylpiperidin (ZBNMPP) eingesetzt, welches
nach einer Vorschrift der gleichen Autoren hergestellt wurde.”*#°! Der pH-Wert der
Reaktionsldsung wurde mit 10%iger Salzsdure in Methanol eingestellt. Nach Isolation des
entstandenen Produktes durch Saulenchromatographie an Kieselgel, stellte sich jedoch heraus,
dass statt der gewunschten Verbindung 51 ein Gemisch aus den zwei zyklisierten Produkten
57 und 58 entstanden ist.

Ein von Underwood und Carr beschriebener Fall der Zyklisierung verlief ahnlich. Jedoch
handelt es sich dabei nicht um Aminogruppen, die trotz Schutzgruppe reagieren, sondern um
primare Amine.”®! Ein vorgeschlagener, an die Literatur angelehnter Mechanismus der
Reaktion ist in Abb. 4.3 dargestellt. Das Halbaminal 19a/b der Reaktion von Verbindung 19
mit einem Molekil Formaldehyd bildet unter Kondensation ein sechsgliedriges
Zyklisierungsprodukt 57, welches thermodynamisch stabil ist. Diese Reaktion [lauft
anscheinend schneller ab als die Reduktion der Hydroxyl-Gruppe durch das ZBNMPP. Bei
Topker wurde die reduktive Alkylierung mit L-Ornithin, also einer Verbindung, die eine
Methylengruppe langer ist, durchgefuhrt. In dem Fall wirde es zur Bildung eines
siebengliedrigen Rings kommen, welcher thermodynamisch weniger stabil ist. Demzufolge
scheint eine Zyklisierung hier nicht bevorzugt abzulaufen, sodass das dimethylierte Produkt

erhalten wurde.

Im Anschluss an den Ringschluss kann 57 durch Reaktion mit weiterem Formaldehyd und

anschlieBender Reduktion zu Verbindung 58 methyliert werden.
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Abbildung 4.3: Vorgeschlagener Mechanismus zur Bildung der cyclischen Nebenprodukte 57 und 58 bei der
reduktiven Alkylierung von Amin 19 mit Formaldehyd und ZBNMPP. Mechanismus angelehnt an
Literaturangaben. !

Verschiedene Ansatze wurden unternommen, um die Zyklisierung durch Anderung der
Reaktionsbedingungen zuriickzudrangen und die Reaktion in Richtung der dimethylierten
Verbindung 51 zu lenken. Zun&chst wurde die Reihenfolge der Reaktanden-Zugabe geédndert:
Das Reduktionsmittel wurde als erstes hinzugefiigt, dann der pH-Wert eingestellt und als
letztes die Formalin-Losung hinzugefugt. Ein zweiter Ansatz war der zusétzliche Austausch
des Reduktionsmittels zu NaBH,; da dieses eine starkere Reduktionskraft besitzt.[*!)
Allerdings fuhrte das zu einem raschen Anstieg des pH-Wertes und zu schneller Zersetzung
des NaBH,. Die dritte Die

Literaturvorschrift schreibt Raumtemperatur vor. Deshalb wurde zundchst auf 0°C gekiihlt

Idee war die Erniedrigung der Reaktionstemperatur.
und in weiteren Versuchen auf bis zu -78°C. Einzig die Anderung der Reaktanden-
Reihenfolge fiihrte zur Entstehung des Dimethylamins 51. Dennoch war die Zyklisierung die
uberlegene Reaktion und die Ausbeute des gewinschten Produktes sehr gering. Anfallende
Kosten und zeitlicher Aufwand sind bei dieser Methode sehr unwirtschaftlich.
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Beide Methylierungs-Varianten haben den Nachteil, das gewunschte Produkt in nur sehr
geringem Ausmall zu liefern, so dass es sinnvoller war, das Schutzgruppenkonzept zu
uberdenken. Eine zweite Boc-Schutzgruppe an der a-Aminofunktion misste die Ringbildung
vollstandig verhindern und das gewinschte Produkt so durch reduktive Alkylierung in guten

Ausbeuten erhalten werden.

In Abbildung 4.4 ist der Versuch dargestellt, eine zweite Boc-Schutzgruppe in Anlehnung an
die Literatur mittels Di-tert-butyldicarbonat ((Boc),0) in Acetonitril und DMAP-Katalyse bei
Raumtemperatur in die dreifach geschutzte Aminoséure 50 einzufiihren um zu Verbindung 59
zu gelangen.!?#?% Bej der Reaktionskontrolle via Diinnschichtchromatographie (DC) bildete
sich zundchst ein Produkt und im weiteren Reaktionsverlauf ein zweites. Die Auswertung der
NMR-Spektren beider isolierter Verbindungen ergab, dass die zweite Boc-Gruppe zunachst
an den y-Stickstoff bindet (zu Verbindung 60). Die Weiterreaktion zu 61 erfolgt vermutlich

erst nach nahezu vollstandiger Reaktion des Edukts 50 durch tberschiissiges Boc-Anhydrid.

H 0o BOCZO H 0
N _t-Bu _N _t-Bu
Cbz” \/\Hko DMAP, /MeCN Chz V\HJ\O
NH— 7 = N
Boc Boc” “Boc
50 59
E|30c (0] Elioc (0]
N t-Bu N t-Bu
CbZ/ \/\)ko/ o CbZ/ \/\‘)J\O/
_NH _N_
Boc Boc Boc
60 61

Abbildung 4.4: Darstellung des Einfihrungsversuches einer zweiten Boc-Schutzgruppe an Verbindung 50 durch
(Boc),0 unter DMAP-Katalyse in Acetonitril.[218-22%

Die Erkenntnis dieser Reaktion ist, dass bevor das N“-Atom doppelt Boc substituiert werden
kann, erst das N'-Atom doppelt geschiitzt sein muss. Folglich ist eine Anderung des
Schutzgruppenkonzeptes direkt am Beginn der Synthese erforderlich. Eine Uberlegung war,
die y-Aminogruppe in einen Zyklus einzubinden und somit in einem Schritt doppelt zu
schiitzen, damit kein freies, substituierbares Wasserstoffatom mehr vorliegt. Ein Beispiel fur

eine solche Schutzgruppe ist das Phthalimid.

Ein von N®-Boc-nor-L-ornithin (48) ausgehender, dem neuen Schutzgruppenkonzept

angepasster, vollstandiger Syntheseweg bis zum nor-NHAM (54) ist in Abbildung 4.5
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dargestellt. Erste Versuche WVerbindung 48 in Anlehnung an die Literatur mit
Phthalsaureanhydrid (62) in Chloroform zum Ruckfluss zu erhitzen, fuhrten zwar zu einer
Additionsreaktion am y-Stickstoff, der Ringschluss zum Phthalimid 63 unter Kondensation
von Wasser gelang unter diesen Reaktionsbedingungen jedoch nicht.”?Y! Ein Wechsel zu
hoher siedenden Lésungsmitteln wie z. B. Perchlorethylen oder Chlorbenzol fiihrte
schlie3lich zum Produkt 63, welches anschlieBend mit tert-Butylbromid verestert wurde. Die
Phthalimidschutzgruppe wurde auch in Verbindung 19 eingefiihrt, was direkt zur
dreifachgeschiitzten Aminosaure 64 fihrte. Hiervon ausgehend konnte mit (Boc),O wie oben
beschrieben eine zweite Boc-Schutzgruppe an der a-Aminogruppe eingeflihrt werden. Der
Reaktionsansatz musste dabei teilweise mehrere Tage gertihrt werden und absolut wasserfrei
sein, andernfalls wurden schlechte Umsetzungsraten mit reduzierter Ausbeute erzielt. Eine
Rickgewinnung des Edukts war zwar moglich, jedoch bilden sich im Verlauf langer

Reaktionszeiten Nebenprodukte, die mit Substanzverlusten einhergingen.

Phthalimid-Spaltungen werden in der Literatur haufig durch Hydrazinolyse erreicht, wie z. B.
bei der bekannten Gabrielsynthese.™®? Die Reaktion wird dabei meist mit den Reagenzien
Hydrazin oder Methylhydrazin durchgefiihrt, welche aufgrund ihres kanzerogenen Charakters
ersetzt werden sollten. Alternative Mdglichkeiten sind z. B. die Entschutzung mit NaBH,4 und
Essigsaure(??? oder mit Methylamin,??®) bzw. vermutlich einer ganzen Reihe anderer primarer
Amine (z. B. Ehanolamin s. Kap. 3.4.2), deren Einsatz in der Literatur jedoch wenig
beschrieben ist. Ausgesucht wurde die Aminolyse mit Methylamin, da diese eine einfache,
gunstige und schnelle Variante versprach. Ferner sind alle eingesetzten Substanzen fllichtig
und somit leicht zu entfernen. Zum Entschiitzen wurde die vollgeschiitzte Verbindung 65 mit
wassriger Methylamin-Lésung (40%) und Ethanol versetzt und eine Stunde Dbei
Raumtemperatur geruhrt. Losungsmittel und Methylamin wurden am Rotationsverdampfer
entfernt und das freie Amin 66 durch Extraktion aus dem Ansatz isoliert. Fortgefahren wurde
nach der oben beschriebenen Methode durch reduktive Alkylierung mit Formalinlésung und
ZBNMPP zum dimethylierten Produkt 67. Nach der Aufreinigung tber Kieselgel wurde
dieses durch Von-Braun-Abbau mit Bromcyan in Dioxan durch Rihren unter
Schutzgasatmosphére zum entsprechenden Cyanamid-Derivat 68 umgesetzt. Dieses wurde
ebenfalls mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt.

Der Aufbau der Guanidin- bzw. Hydroxyguanidin-Funktion aus dem Cyanamid konnte durch
Reaktion mit der freien Hydroxylamin-Base erreicht werden. Die Umsetzung erfolgte in
trockenem Methanol unter Stickstoff-Atmosphére bei Raumtemperatur. Erhalten wurde das
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geschutzte nor-NHAM 69. Verschiedene Versuche zur Darstellung einer geschitzten
Hydroxylfunktion durch Umsetzung von 68 mit O-THP-Hydroxylamin sowohl in Dioxan als
auch Methanol mit DIPEA oder TEA als Hilfsbasen verliefen erfolglos. Der letzte
Syntheseschritt war die Entfernung aller Schutzgruppen mit HCI in Dioxan, um zum
Endprodukt nor-NHAM Dihydrochlorid 54 zu gelangen. Bei optimalen Reaktions-

bedingungen konnte eine Gesamtausbeute von 14 % erreicht werden.
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Abbildung 4.5: Finale Synthese der Zielverbindung nor-NHAM (54) mit optimiertem Schutzgruppenkonzept.
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4.3 Invitro-Testung an der Arginase

Hemmstudien zur Untersuchung der Inhibitorqualitdt von nor-NHAM (54) erfolgten an
boviner Arginase | mittels eines kolorimetrischen Plattenreader-Assays (s. Kap. 6.2.2.2).
Quantifiziert wurde die aus L-Arginin durch Arginase-Katalyse gebildete Menge an Harnstoff.
Mit der Synthese des nor-NHAM (54) wurde angestrebt, eine gesteigerte Hemmpotenz im
Vergleich zu strukturverwandten Verbindungen zu erzielen. Deshalb wurden die ermittelten
Hemmdaten mit denen von NOHA (45), nor-NOHA (70) und NHAM (46) verglichen. Um
eine gute Vergleichbarkeit zu schaffen, wurden diese unter gleichen Bedingungen
mitinkubiert. Die bestimmten Hemmdaten sind in Abb.4.6 gezeigt.

120,0
100’0 P U e P

80,0
= 1000 puM
@100 pM
m10 pM

60,0

40,0

20,0

Arginase-Hemmung bezogen auf
Positivkontrolle in %

NHAM NOHA nor-NHAM nor-NOHA

Abbildung 4.6: Hemmung an der bovinen Arginase I. Die gezeigten Daten sind MW £ SD von mindestens vier
Inkubationen.

Ferner wurde fur nor-NHAM der Ki-Wert ermittelt, indem unterschiedliche Konzentrationen
an Inhibitor mit unterschiedlichen Konzentrationen an Substrat inkubiert wurden. Bei den
angegebenen K;-Werten handelt es sich um den Kj.-Wert, der die Affinitat eines kompetitiven
Inhibitors zum katalytischen Zentrum beschreibt. Fur jede Inhibitor-Konzentration wurden K,
und Vma-Werte berechnet, aus denen dann der Ki-Wert bestimmt wurde. Ebenso wurde der
Ki-Wert flr nor-NOHA ermittelt, obwohl dieser vielfach in der Literatur zu finden ist. ES
sollte sichergestellt werden, dass keine fehlerhafte Interpretation der Ergebnisse aufgrund
unterschiedlicher Testbedingungen erfolgt. Die ermittelten Daten sind in Tab. 4.1 aufgefuhrt.
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Tabelle 4.1: Ermittelte K;-Werte an der bovinen Arginase I. Die gezeigten Daten sind MW = SD. Die K;-Wert-
Bestimmung wurde mindestens doppelt durchgefiihrt.

Verbindung Struktur Ki/uM
Ho,  §Hs o
nor-NHAM (54) NYNMOH 4+1
NH, NH,
HO, K Q
N« _N
nor-NOHA (70) Y \/\‘)%H 0,5+0,2
NH, NH,

4.4 Diskussion und Ausblick

Die Synthese des nor-NHAM (54) gestaltete sich komplizierter als erwartet. Der geplante
Syntheseweg in Anlehnung an die NHAM-Synthese bestand aus acht Schritten, die mehr oder
weniger nach Literaturangaben modifiziert wurden. Das erste Problem ergab sich bei der
Methylierung des doppelt geschiitzten nor-L-Ornithins (19). Durch Alkylierung mit
Methyliodid wurden Substanzgemische unterschiedlich methylierter Produkte erhalten und
bei der eleganteren, reduktiven Alkylierung kam es zur Zyklisierung des Edukts. Daraufhin
wurde das gewahlte Schutzgruppenkonzept iberdacht und eine zweite Boc-Schutzgruppe an
der a-Aminogruppe eingefuhrt. Zuerst wurde versucht, diese auf Stufe der Cbz-, Boc- und
tert-Butyl-geschiitzen Verbindung 50 einzufiihren. Jedoch stellte sich heraus, dass dabei die y-
Aminofunktion bevorzugt doppelt geschiitzt wird. Deshalb wurde eine Anderung zu Beginn
der Syntheseplanung vorgenommen und anstelle der Cbz-Schutzgruppe zuerst eine
Phthalimid-Schutzgruppe am N'-Atom der Verbindung 48 eingefiihrt. Daraufhin gelang die
weitere Synthese Uber eine Cyanamid-Zwischenstufe und lieferte nor-NHAM nach neun

Syntheseschritten in einer Gesamtausbeute von 14 % unter optimalen Synthesebedingungen.

Die in vitro-Testung an der bovinen Arginase | erfolgte nach einem im Arbeitskreis
etablierten Plattenreader-Assay. Die erhaltenen Hemmdaten von nor-NHAM wurden mit
denen der strukturverwandten Inhibitoren NOHA (45), nor-NOHA (70), und NHAM (46)
verglichen. Dabei zeigte sich, dass nor-NHAM zwar ein potenterer Hemmstoff als NOHA
und NHAM, jedoch weniger potent als nor-NOHA ist. Dies konnte auch bei der Bestimmung
der Ki-Werte gezeigt werden, bei der nor-NOHA eine ca. 10fach hohere Affinitat zur
Arginase aufwies als nor-NHAM.
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Hintergrund zur Synthese des nor-NHAM waren die Hemmeigenschaften von NOHA (K =
30 uM), NHAM (K = 17 uM) und nor-NOHA (K; = 0,5 puM) an der Arginase. Die Tatsache,
dass die Einfilhrung einer Methylgruppe am N°-Atom bei NOHA eine Steigerung der
Hemmpotenz ergab, filhrte zu der Annahme, dass selbige am N'-Atom bei nor-NOHA auch
zu einer Steigerung der Hemmpotenz filhren misste. Leider konnte dies im in vitro-
Experiment nicht bestatigt werden. Des Weiteren konnte auch die Uberlegenheit von NHAM
gegentiber NOHA nicht reproduziert werden. Der zuvor ermittelte Ki-Wert fur NHAM wurde
bei einem pH-Wert von 9,4 bestimmt. Da fur die Hemmpotenz von NOHA bei
physiologischem pH und dem von 9,4 kein Unterschied festgestellt wurde,® wurde
postuliert, dass selbiges auch fir NHAM gilt.”*"! In dieser Arbeit wurden die Hemmdaten bei
physiologischem pH bestimmt, was eine Ursache fur die festgestellte Diskrepanz der
Ergebnisse sein kann. Die durchgefiihrten Untersuchungen lassen die Schlussfolgerung zu,
dass die Einfihrung einer Methylgruppe am N° bzw. N'-Atom eher zu einer

Affinitdtsminderung als zu einer Steigerung fihrt.

Dennoch konnte mit nor-NHAM ein neuer, sehr potenter Inhibitor der Arginase entwickelt
werden. Obwohl die Einfihrung der Methylgruppe zu einem gewissen Affinitatsverlust zum
Enzym gefliihrt hat, kann dies aus Sicht der Metabolisierung einen Vorteil bedeuten.
Betrachtet man die Untersuchung der Biotransformation von NOHA und NHAM, so ist
erkennbar, dass NOHA schneller metabolisiert wird als NHAM. Die auf die Reduktion von
BAO normierten Daten sind in Kapitel 3.4.5.2.3 dargestellt. Da es sich bei nor-NOHA und
nor-NHAM jeweils um die nor-L-Arginin-Derivate der oben genannten Verbindungen
handelt, durfte die Metabolisierung hier &hnlich verlaufen. Fir nor-NHAM heilit das, das es
zwar in seiner Affinitat zum Enzym und damit in der Hemmstéarke nor-NOHA unterlegen ist,
jedoch geringeren Metabolisierungs-Prozessen unterliegt und somit eine langere
Halbwertszeit aufweist. Dies kann sich in einer verlangerten Wirkdauer bemerkbar machen.
Besonders interessant ist dieser Aspekt fur die Anwendung bei der Indikation Asthma
bronchiale. Je seltener ein Arzneistoff eingenommen (inhaliert) werden muss, desto besser ist

die Patienten-Compliance und der Therapieerfolg.

In fortfuhrenden Arbeiten wdaren von Interesse, diese aufgestellten Hypothesen durch
geeignete Biotransformations- und Wirksamkeitsstudien zu belegen. Zunachst sollte die
Biotransformation durch in vitro-Testungen an subzelluldren Fraktionen sowie dem
rekombinanten, mMARC-haltigen Enzymsystem untersucht werden, um zu zeigen, dass nor-

NHAM langsamer metabolisiert wird als nor-NOHA. Des Weiteren besteht die
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Notwendigkeit, die an boviner Arginase gewonnenen in vitro-Ergebnisse am humanen Enzym
zu reproduzieren bzw. mogliche Unterschiede zu analysieren. In diesem Zusammenhang
sollten zusatzlich die hier verglichenen Substanzen hinsichtlich ihrer Selektivitit gegenuber
anderen wichtigen Enzymen der physiologischen NO-Bereitstellung (NOSs und DDAH)
untersucht werden, um eine antagonistische Wirkung auszuschlieRen. Fir NHAM und andere
methylierte Arginine wurde festgestellt, dass die NOSs nur sehr schwach und die DDAH gar
nicht gehemmt werden.!”*®! Fiir nor-NHAM diirfte die gleiche gute Selektivitét gegeben sein.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Stickstoffmonoxid (NO) erfillt im Stoffwechsel viele physiologische Funktionen. Eine
Dysregulation ist mit unterschiedlichen Krankheiten sowohl durch erhéhte als auch
erniedrigte NO-Spiegel assoziiert. Daher stellt die Beeinflussung seiner Konzentration einen
wertvollen therapeutischen Ansatz dar. Hierbei ist es wichtig, unterschiedliche Gewebe und
Funktionen des NO zu unterscheiden, damit moglichst gezielt therapiert werden kann.
Bereitgestellt wird NO aus L-Arginin durch die NO-Synthasen (NOSs), aber die NO-

Bioverfugbarkeit wird u. a. auch indirekt durch andere Enzyme beeinflusst.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde sich auf die Hemmstoffentwicklung fiir zwei dieser Enzyme,
die Dimethylarginin Dimethylaminohydrolase (DDAH) und die Arginase, konzentriert. Die
DDAH baut die physiologischen Hemmstoffe (N®,N®-Dimethyl-L-arginin (ADMA), N°-
Monomethyl-L-arginin (NMMA) der NOSs ab. lhre Inhibition fihrt zur Erhéhung der
Hemmstoff-Spiegel und senkt dartiber die NO-Freisetzung durch die NOSs. Gleichzeitig gibt
es auch Krankheiten, wie z. B. Morbus Alzheimer, die mit einem erniedrigten ADMA-Spiegel
in Verbindung stehen und eine DDAH-Hemmung hier ein direkter Therapieansatz bedeutet.
Die Arginase konkurriert mit den NOSs um das gemeinsame Substrat L-Arginin. Eine
Enzymhemmung steigert die Substratverfuigbarkeit fiir die NOSs, was in einer NO-Erhéhung
resultiert. Bei einigen Krankheitsbildern, z. B. Asthma bronchiale, und auch im Alter ist die
Arginase-Aktivitat/Expression gesteigert, sodass eine Hemmung in diesem Kontext von

groBem Interesse ist.

Auf Basis der bekannten Rontgenkristallstrukturen der hDDAH-1 wurde im Rahmen dieser
Arbeit mit AFMoC ein 3D-QSAR-Modell zur Vorhersage der biologischen Aktivitat neuer
DDAH-Inhibitoren erstellt. Mit einem g*Wert von 0,59 besitzt dieses Modell eine gute
Vorhersagekraft. Aufgrund des vergleichsweise kleinen Trainingsdatensatzes von 15
bekannten Inhibitoren wurde ein Mix-Koeffizient aus AFMoC und DrugScore errechnet und
in fortflhrenden Berechnungen eingesetzt. Der erstellte Testdatensatz besteht aus einer Reihe
bekannter Strukturen (R-Reihe), jedoch ohne bekannten K;-Wert, und einer Reihe
hypothetischer neuer Inhibitoren (TV-Reihe). Fir diese Verbindungen wurden mit dem
Modell pK;-Werte berechnet. Als beste Verbindung wurde TV 24 vorhergesagt, das Amidin-
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Analogon des potenten, bekannten Inhibitors L-257 (K; = 13 uM). Fur Verbindungen ohne
Carboxylgruppe wurden deutlich niedrigere pK;-Werte (geringere Hemmpotenz) berechnet als
fiir die Derivate mit Carboxylgruppe.

Anhand der Schrodinger Software Glide wurden die Bindemodi substratanaloger, Guanidin-
und Amidin-basierter Inhibitoren im Komplex mit der hDDAH-1 naher betrachtet. Anhand
der berechneten Wasserstoffbriickenbindungen konnte gezeigt werden, dass bei Guanidin- im
Gegensatz zu Amidin-basierten Hemmstoffen die Carboxylgruppe als verzichtbar einzustufen

ist, ohne dass die biologische Aktivitat bedeutend abnimmt.

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten DDAH-Inhibitoren sollten in den Aspekten
Hemmpotenz, Selektivitat gegentiber den NOSs und der Arginase sowie Arzneistoffqualititen
bekannten Inhibitoren (berlegen sein. Ferner sollten sie zur Aufklarung von Struktur-
Wirkungsbeziehungen beitragen. Als Leitstrukturen fir die Synthese dienten die bekannten
hDDAH-1-Inhibitoren L-257 (K; = 13 uM) und dessen Weiterentwicklung AbDMEG (27, K; =
18 uM) sowie der derzeit potenteste DDAH-Inhibitor Vinyl-NIO (K; =2 uM) und decVNIO
(K; = 768 puM).

Mittels Pinner-Synthese konnte der 2-Methoxyethyl-Rest des L-257/AbMEG auf Amidine in
guten Ausbeuten (Ubertragen werden. Homologe Reihen von Methoxyalkyl-N-imino-L-
ornithinen (NIOs, 1a-c) bzw. deren decarboxylierten Derivaten (NIOdecs, 2a-c) sowie das
Methoxypropyl-N-imino-nor-L-ornithin (21) wurden synthetisiert. Dartiber hinaus wurde das
decarboxylierte Derivat von Butenyl-Arg (22), das AbBG (26), Uber eine Thioharnstoff-

Zwischenstufe mit EDCI als Entschwefelungsreagenz in guten Ausbeuten hergestellt.

In in vitro-Experimenten wurde die Aktivitadt der Verbindungen an zentralen Enzymen der
NO-Bereitstellung (DDAH, NOSs, Arginase) untersucht. Dabei wurde die starkste Potenz an
der DDAH bei dem NIO-Derivat 1b (K;j = 9 uM) festgestellt. Bezliglich der Struktur-
Wirkungsbeziehungen lieferten die in vitro-Testdaten wichtige Erkenntnisse. Es konnte
gezeigt werden, dass Amidine mit Carboxyl-Funktion im Vergleich zu solchen ohne diese
Funktionalitat eine wesentlich bessere Hemmpotenz aufweisen, was die Ergebnisse der
Docking-Studie aus Kapitel 2.3 in diesem Punkt bestatigt. Ferner kann die These, dass die
Kettenldnge zwischen Aminogruppe und Amidin- bzw. Guanidin-Funktion fiir eine gute
Hemmwirkung mindestens vier C-Atome betragen muss, bekréftigt werden. Die schon langer
bekannte Verbindung AbMEG (27) zeigt eine hohe Hemmpotenz, obwohl die a-Carbonséure

nicht mehr vorhanden ist. Offenbar wird durch die Guanidin-Funktion dieser Verbindung eine
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so hohe Wechselwirkung erreicht, dass die Carbonsdure entbehrlich wird. Dies zeigt sich auch
an der Verbindung AbBG (26), die ebenfalls eine Guanidin-Funktion tragt und keine
Carbonséure und trotzdem ebenfalls so gut hemmt wie die Verbindung mit Carbonséure (22).
Amidine, mit einem Stickstoff weniger und damit geringeren Wechselwirkungen, bendétigen
hingegen die Carbonsdure, um eine gute Aktivitat aufzuweisen (s. 1a-c (mit Carbonséure) und
2a-c (ohne Carbonsaure)). Zur Absicherung dieser Aussage sollte in fortfihrenden Arbeiten
eine Rontgenkristallstruktur der hDDAH-1 im Komplex mit AbMEG (27) erzeugt werden,

um den Bindemodus zu untersuchen.

In Hinblick auf eine Selektivitit gegenuber Arginase und NOSs hat sich der potenteste neu
entwickelte DDAH-Inhibitor 1b als die am wenigsten selektive Verbindung im Vergleich zu
den anderen neuen Substanzen herausgestellt. Demnach bleibt ADMEG (27) der Kandidat mit
den besten Eigenschaften in den drei gewiinschten Aspekten Hemmpotenz, Selektivitat und

Arzneistoffcharakter.

Zur Steigerung der oralen Bioverfiigbarkeit sollten Prodrugs fur AbDMEG (27) entwickelt
werden. Hierflr wurden Konzepte zur Senkung der Basizitat, Erhohung der Lipophilie und
Ansteuerung von Transportern betrachtet. In die basische Guanidin-Funktion wurde eine
Hydroxylgruppe eingefiihrt, die fur weitere Derivate methyl- bzw. galaktosylsubstituiert
werden sollte. Das Hydroxyguanidin 32a und das O-Methyl-Hydroxyguanidin 32b konnten
uber intermedidre Thioharnstoffe mit EDCI als Entschwefelungsreagenz in guten Ausbeuten
aufgebaut werden. Diese Thioharnstoffe beinhalten bereits O-substituierte Hydroxylamine
und ermoglichen dadurch einen neuen Ansatz zur Darstellung O-substituierter
Hydroxyguanidine. Das O-Galaktosyl-Prodrug 32c konnte auf diesem und anderen getesteten

Wegen bisher nicht hergestellt werden.

Die Prodrugs 32a,b stellen durch ihre verbesserten physikochemischen Eigenschaften eine
Optimierung von AbMEG (27) dar. Zu diesen Eigenschaften z&hlen eine gesenkte Basizitat
(PKaGuanidin, 27y = 12,55; pKa(Hydroxyguanidin 32a,0) = 7,71) sowie flr das O-methylierte Prodrug
(32b) eine erhohte Lipophilie (clogP 7324y = -0,95; clogP ) = -0,57). Eine bessere orale
Bioverfligbarkeit ist dadurch aller Voraussicht nach gegeben. Im Gegensatz zu anderen
literaturbeschriebenen Hydroxyguanidinen konnte fir beide Prodrugs eine sehr gute
hydrolytische Stabilitat festgestellt werden. Die stérkste Zersetzung fand bei dem freien
Hydroxyguanidin 32a bei pH 9,0 statt, bei dem nach 24 Stunden bei 37°C noch 86% der
Verbindung detektierbar war. Eine Bioaktivierung zum aktiven Metaboliten konnte fir 32a
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gezeigt werden. Die Aktivierung von 32b durch O-Desalkylierung und anschlieRende
Reduktion wurde bisher nicht berpruft, ist aber fir &hnliche Verbindungen beschrieben und
daher sehr wahrscheinlich. Interessant fir folgende Arbeiten ist die weiterfiihrende
Charakterisierung der hier vorgestellten Prodrugs sowie eine Untersuchung der in vivo-
Wirksamkeit.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neuer Hemmstoff der Arginase, das N“-Hydroxy-N'-
methyl-nor-L-arginin (nor-NHAM, 54), synthetisiert. Begrindung fir diesen Ansatz bieten
die Hemmeigenschaften bekannter strukturverwandter Verbindungen. Die Einfiihrung einer
Methylgruppe am N°-Atom bei NOHA (45) fiihrte in vorangegangenen Arbeiten zu einer
Steigerung der Hemmpotenz (Kinona, 45 = 30 UM; Kinnam, 46) = 17 UM), genauso wie eine
Verkurzung der Hauptkette um eine Methyleneinheit (Kinor-noHa 700 = 0,5 pM) Eine
Kombination dieser Modifikationen, sprich die Einfilhrung ein Methylgruppe am N'-Atom
bei nor-NOHA, war aus rationaler Sicht ein vielversprechender Ansatz und sollte in einer
weiteren Steigerung der Hemmpotenz resultieren. Die Synthese des nor-NHAM gelang durch
ein striktes Schutzgruppenkonzept, bei dem es wichtig war, die a-Aminogruppe der
Ausgangsverbindung nor-L-Ornithin doppelt zu schiitzen. Die Zielverbindung konnte in einer
insgesamt neun Stufen umfassenden Synthese in einer Gesamtausbeute von 14% aufgebaut

werden.

Durch Vergleich der in vitro-Daten an der bovinen Arginase | zeigte sich, dass nor-NHAM
zwar ein potenterer Hemmestoff als NOHA und NHAM ist, nor-NOHA jedoch unterlegen ist.
Bei der Bestimmung der Kj-Werte konnte gezeigt werden, dass nor-NOHA (K; = 0,5 uM)
eine ca. 10fach hohere Affinitat zur Arginase besitzt als nor-NHAM (K; = 4 uM). Allerdings
konnte die, der Synthese zugrunde liegende, in vorherigen Arbeiten beschriebene
Uberlegenheit von NHAM gegeniiber NOHA ebenfalls nicht reproduziert werden. Die
Einfihrung einer Methylgruppe am N°- bzw. N*-Atom fiihrt laut neuesten Erkenntnissen eher

zu einer Affinitatsminderung als zu einer Steigerung.

nor-NHAM ist ein neuer, sehr potenter Inhibitor der Arginase, der in vivo in einem geringeren
Ausmal als nor-NOHA metabolisiert werden sollte, analog zur bekannten Biotransformation
von NHAM vs. NOHA. Dies wirde in einer langeren Halbwertszeit und somit langeren
Wirkdauer bzw. einer besseren Bioverfugbarkeit durch einen geringeren First-Pass-Effekt
resultieren. nor-NHAM sollte daher nor-NOHA einer Anwendung als Arzneistoff vorgezogen

werden.
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In fortflihrenden Arbeiten ist es wichtig, die hier aufgestellten Hypothesen zum nor-NHAM
durch geeignete Studien zu belegen. Dabei gilt es insbesondere, die langsamere
Biotransformation zu beweisen. Des Weiteren sollten die Verbindungen am humanen Enzym
sowie auf Selektivitat gegenuber NOSs und DDAH untersucht werden. Zum Erreichen einer
guten oralen Bioverfugbarkeit sollten Prodrugs analog zur Darstellung anderer
Hydroxyguanidine (NOHA (45), N-OH-AbMEG (32a)) synthetisiert werden. Dies ist
besonders fiir Indikationen wie der endothelialen oder auch der erektilen Dysfunktion, die mit
altersabhéngiger, erhdhter Arginase-Aktivitat in Zusammenhang stehen und einer peroralen

Applikation bedurfen interessant.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Synthesen

6.1.1 Gerate und Materialien

NMR-Spektroskopie

Kernresonanzspektrometer Bruker ARX 300, Bruker Topspin 2.1 Software

'H-NMR:  Messfrequenz = 300.13 MHz

BC-NMR:  Messfrequenz = 75.47 MHz

PN-NMR:  Messfrequenz = 30.42 MHz

Interne Standards: Tetramethylsilan (TMS) bei CDCl3, Natrium 4,4-Dimethyl-4-sila-pentan-
sulfonat (DSS) bei D,O. Bei DMSO-ds wurden die Verschiebungen auf die
Restlésungsmittelsignale bezogen. Zur Charakterisierung der Signale werden folgende
Abkirzungen verwendet:

s = Singulett, d = Dublett, dd = Dublett eines Dubletts, dddd = Dublett eines Dubletts eines
Dubletts eines Dubletts, t = Triplett, q = Quartett, sx = Sextett, m = Multiplett,
br = verbreitertes Signal, J = Kopplungskonstante in Hz

Die Auswertung erfolgt nach den Regeln fiir Spektren 1. Ordnung.

Massenspektrometrie

Bruker Esquire-LC, Elektrosprayionisierung (ESI),

Methode A:  Direkteinlass als Methanol-Wasser-Losung

Methode B:  Sdule: Agilent Zorbax Eclipse XDB-CS8, 125 x 4.6 mm, 5 um; Eluent A: 10%
Acetonitril, 90% 0,1%ige Essigsdure; Eluent B: 95% Acetonitril, 5% 0,1 %ige
Essigsdure; Gradient: 0-5 min (0-60% B), 5-10 min (60-100% B), 10-12 min
(100%B), 12-13 min (100-0% B), 13-15 min (0% B); Flussrate: 1 ml/min

Hochauflésende Massenspektrometrie
Bruker Daltonics Apex Il 7 Tesla FT-ICR Massenspektrometer, ESI am Institut fir
Analytische Chemie der Universitat Leipzig
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Schmelzpunkte
Schmelzpunktapparatur Stuart Scientific SMP3, die Angabe der Schmelzpunkte erfolgt

unkorrigiert.

Elementaranalysen
Institut fir Anorganische Chemie der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel (CHNS-
Analysator der Firma HEKAtech GmbH).

Dunnschichtchromatographie:
DC-Fertigplatten: Polygram SIL G/UV3s54 0.2 mm Kieselgel (Macheryl-Nagel, Diren)
Detektion erfolgte durch:

e UV-Licht bei 254 nm (Fluoreszenzldschung),

e Ninhydrin-Sprihlésung: 150 mg Ninhydrin, 47,5 ml i-Propanol, 2,5 ml Eisessig

e FCNP-Sprihlosung: 1 g NaOH, 1 g Nitroprussid-Natrium, 1 g Ks[Fe(CN)e] gel6st zu
60 ml Wasser. Vor Anwendung mit der gleichen Menge Aceton zu verdiinnen.

e Cer(IV)sulfat-Oxidations-Spriihlosung: 0,2% (m/v) Ce(SO4)2, 5% (m/v) H,SO4, 5%
(m/v) (NHz)2Mo30- in Ethanol

e |od-Kammer

Praparative Chromatographie

Die sdaulenchromatographische Aufreinigung der Rohprodukte erfolgte tGber Kieselgel G60,
0,063-0,2 mm (Macheryl-Nagel, Duren)

Die Flashchromatographie (ber RP:s-Sdulen (RediSep®) wurde mit der CombiFlash®
RETRIEVE durchgefihrt.

Chemikalien

Die verwendeten Reagenzien wurden von den Firmen ABCR, Acros, Bachem, CNH
Technologies, Fluorochem Ltd, LT Pharmatech, Merck, Roth und Sigma-Aldrich bezogen
und ohne vorherige Aufreinigung verwendet.

Das Reduktionsmittel Zinkborhydrid-N-methylpiperidin (ZBNMPP) wurde nach einer

Literaturvorschrift von Alinezhad et al. synthetisiert.[
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6.1.2 Synthesevorschriften

6.1.2.1 Darstellung von Methoxyalkylamidinen

6.1.2.1.1 4-Methoxybutyronitril (8)[157]

H3C\O/\/\\\N

Synthese nach Zhi et al. [2003]:1°"}

Eine Losung von 5g (32,7 mmol) 1-Brom-3-methoxypropan in 5 ml Methanol wird
tropfenweise Uber 30 Minuten zu einer rihrenden Lésung von 3,4 g (52,3 mmol) KCN in 5 ml
Methanol und 5 ml Wasser gefugt. Der Ansatz wird 20 Stunden zum Ruckfluss erhitzt,
abkuhlen gelassen und mit 10 ml Wasser versetzt. Die wassrige Phase wird 4-mal mit je 10 ml
Ethylacetat extrahiert, Gber Na,SO,4 getrocknet und am Rotationsverdampfer einkonzentriert.
Zur weiteren Aufreinigung wird das Produkt mittels Mikrodestillationsapparatur destilliert.
Siedepunkt: 168-169°C

Ausbeute: 1,7 g einer farblosen Flissigkeit (52%) (Literatur: 86 %)

'H-NMR (DMSO-ds)
8/ppm = 1.78 (m, 2H, CH,-CH,-CH,), 2.50 (t, ®J = 7.2 Hz, 2H, CH,-CN), 3.25 (s, 3H, CH5-0),
3.38 (t, J = 6.1 Hz, 2H, O-CH,)

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen der Literatur.
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6.1.2.1.2 Methoxyalkylimidoester

Allgemeine Vorschrift in Anlehnung an Bretscher et al. [2003]:°%!

20 mmol des entsprechenden Methoxyalkylnitrils werden in 40 mmol trockenem Methanol
geldst und 30 Minuten lang in einem Eis-Wasserbad auf ca. 5°C gekihlt. Anschliefend wird
HCI (g) fur ca. 5 Minuten durch die Losung geleitet. Der Kolben wird verschlossen und 20-24
Stunden im Kihlschrank stehen gelassen. Dann wird die Lésung auf 100 ml trockenen

Diethylether gegossen und ein Feststoff préazipitiert.

Alle Imidoester hydrolysieren sehr schnell, sodass sowohl die Massen- als auch die NMR-

Spektren Zersetzungsprodukte enthalten.

6.1.2.1.2.1  2-Methoxyethanimidsauremethylester Hydrochlorid (9a)

cr NH2+

Hac/odj\o/CH3

Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und Uber Phosphorpentoxid getrocknet. Die
Lagerung erfolgt im Kuhlschrank.

Ausbeute: 2,659 feines, weildes Pulver (95%)

'H-NMR (DMSO-dg)
8/ppm = 3.38 (s, 3H, CH3-O-CH,), 4.13 (s, 3H, O-CHz), 4.39 (s, 2H, CHy), 11.56 (br s, 2H,
NH_").

BC-NMR (DMSO-dg)
8/ppm = 59.2 (CH3-0), 59.9 (O-CH3), 68.0 (O-CHy), 177.5 (C=N)

MS (ESI)
m/z =104 [M + H]"
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6.1.2.1.2.2  3-Methoxypropanimidsauremethylester Hydrochlorid (9b)

d NH,*

HSC\O/\)J\O/CHS
Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und Uber Phosphorpentoxid getrocknet. Die
Lagerung erfolgt unter Argon im Kihlschrank.

Ausbeute: 2,76 g feines, weiles, leicht hygroskopisches Pulver (90%)

'H-NMR (DMSO-dg)
8/ppm = 2.91 (t, %] = 6.0 Hz, 2H, O-CH,-CHy), 3.24 (s, 3H, CH3-O-CH,), 3.62 (t, *J = 6.0 Hz,
2H, CH3-O-CHy), 4.10 (s, 3H, O-CH3), 11.89 (br s, 2H, NH,")

3C-NMR (DMSO-ds)
&/ppm = 33.0 (CH,-C=N), 58.0 (CH3-0), 59.6 (O-CH3), 66.7 (O-CH,), 178.3 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 118 [M + H]"
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6.1.2.1.2.3  4-Methoxybutanimidsauremethylester Hydrochlorid (9c)

Der Diethylether wird vom ausgefallenen Feststoff abdekantiert, da das Produkt sehr
hygroskopisch ist und sich beim Abfiltrieren sofort verflussigt. Anschlieens wird das
Restlosungsmittel im Vakuum entfernt und tGber Phosphorpentoxid getrocknet. Die Lagerung

erfolgt unter Argon im Kuhlschrank.
Ausbeute: 3,05 g weiRes, stark hygroskopisches Pulver (92%)

'H-NMR (CDCls)

8/ppm = 1.99 (m, 2H, CH2-CH,-CHy), 2.81 (t, *J = 7.2 Hz, 2H, CH,-C=N), 3.28 (s, 3H, CHs-
0), 3.43 (t, % = 5.6 Hz, 2H, O-CHy), 4.24 (s, 3H, O-CH3), 11.44, 12.35 (2 x br s, 2 x 1H,
NH;")

B3C-NMR (CDCl3)
8/ppm = 25.0 (CH»-CH,-CHy), 29.8 (CH,-C=N), 57.8 (CH3-0), 59.6 (O-CHj), 70.1 (O-CH,),
179.8 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 154 [M + Na]*, 132 [M + H]*
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6.1.2.1.3 Methoxyalkylamidine, geschiitzte Vorstufen

Methode A — Vorschrift in Anlehnung an Bretscher et al. [2003]:1°%!

Es werden 1 mmol des entsprechenden Amins 10, 11 oder 19 und 3 mmol des jeweiligen
Imidoesters 9a-c in 10 ml Wasser gel6st. Der pH-Wert der Lésung wird mit Natronlauge auf
pH 10 eingestellt und im Laufe der Reaktion regelmaRig kontrolliert und gegebenenfalls
erneut eingestellt. Der Ansatz wird zwei Stunden bei 0°C und danach zwei weitere Stunden
bei Raumtemperatur gerthrt. Das Gemisch wird mit verdinnter Salzsdure auf pH 7 eingestellt
und dber Nacht ruhren gelassen. Am Rotationsverdampfer wird das Ldsungsmittel bei ca.

45°C im Vakuum abgezogen.

Methode B

Es werden 1 mmol des Amins 10 und 3 mmol des jeweiligen Imidoesters 9a-b in 15 ml
Methanol geldst. Zu dieser Losung werden 1 ml DIPEA und ein Kristall DMAP hinzugefiigt.
Der Ansatz wird 8 Stunden bei 0°C und dann unter langsamer Erwarmung auf
Raumtemperatur tber Nacht gertihrt. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer im
Vakuum abgezogen.

Eine weitere Aufreinigung erfolgt bei beiden Methoden Uber eine Kieselgelsaulen-

chromatographie mit Ethylacetat/Methanol (6:1) als Elutionsmittel.
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6.1.2.1.3.1 N2 (t-Butoxycarbonyl)-N°-(1-imino-2-methoxyethyl)-L-ornithin-t-butylester
Hydrochlorid (12a)

NH,t

0
H3C’O\/U\N/\/\Hj\ok
H HN\(O
oj<
Die Darstellung erfolgt nach Methode B.

Ausbeute: 280 mg eines farblosen Ols (71%)
DC: R¢ = 0,44 (Ethylacetat/Methanol 3:2)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

8/ppm = 1.39 (s, 9H, C(CHa)s), 1.40 (s, 9H, C(CHs)3), 1.52-1.70 (m, 4H, 3,4-CHy), 3.25 (m,
2H, 5-CH,), 3.51 (s, 3H, CH3-0), 3.78 (m, 1H, CH), 4.25 (s, 2H, O-CH,), 7.10 (d, 3J = 7.6 Hz,
1H, NH-Boc), 9.01, 9.17, 9.55 (3 x br s, 3 x 1H, NH, NH,")

3C-NMR (DMSO-ds)

8/ppm = 24.0 (4-CH,), 27.6 (C(CHs)3), 27.7 (3-CHy), 28.2 (C(CHs)3), 41.2 (5-CHy), 54.0
(CH), 58.9 (CH3), 68.0 (2"-CHy), 78.1 (C(CHa)s), 80.3 (C(CHa)s), 155.5 (C=0-Boc), 163.7
(C=0'Bu), 171.6 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 360 [M + H]"
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6.1.2.1.3.2  N2(t-Butoxycarbonyl)-N°-(1-imino-3-methoxypropyl)-L-ornithin-t-butylester
Hydrochlorid (12b)

NH,* O

o)
ch\o/\)J\N&/\‘)kok
H HNYO
o\’<
Die Darstellung erfolgt nach Methode B.

Ausbeute: 323 mg eines farblosen Ols (79%)
DC: R¢ = 0,51 (Ethylacetat/Methanol 3:2)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

&/ppm = 1.38 (s, 9H, C(CHs)3), 1.39 (s, 9H, C(CHs)3), 1.50-1.73 (m, 4H, 3,4-CHy), 2.69 (t, ]
= 6.1 Hz, 2H, 2"-CH,), 3.20 (m, 2H, 5-CH,), 3.26 (s, 3H, CH3-0), 3.64 (t, %J = 6.1 Hz, 2H, O-
CHy), 3.77 (m, 1H, CH), 7.10 (d, *J = 7.6 Hz, 1H, NH-Boc), 8.80, 9.31, 9.77 (3x brs, 3 x 1H,
NH, NH")

BC-NMR (DMSO-dg)

8/ppm = 24.0 (4-CHy), 27.6 (C(CHa)3), 27.7 (3-CHy), 28.2 (C(CHs)3), 32.7 (2"-CHy), 41.4 (5-
CHy), 54.0 (2-CH), 57.9 (CHs), 68.4 (3 -CH,), 78.1 (C(CHs)3), 80.3 (C(CHa)s), 155.5 (C=0-
Boc), 165.0 (C=0'Bu), 171.6 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 374 [M + H]"
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NZ-(t-Butoxycarbonyl)-N°-(1-imino-4-methoxybutyl)-L-ornithin-t-butylester
Hydrochlorid (12c)

NH,* 0
H3C/OMH/V\HJ\OJ<
HN_ _O
\[4

Die Darstellung erfolgt nach Methode A.

Ausbeute:

DC:

Detektion:

351 mg eines farblosen Ols (83%)
R = 0,21 (Ethylacetat/Methanol 9:1)
Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

S/ppm = 1.38, 1.39 (2 X s, 9H, C(CHa)3), 1.49-1.89 (m, 6H 3,4,3 -CH,), 2.44 (t, 3] = 7.7 Hz,
2H, 2"-CHy), 3.17 (m, 2H, 5-CH), 3.23 (s, 3H, CH3-0), 3.33 (t, %] = 6.1, 2H, O-CH,), 3.78
(m, 1H, 2-CH), 7.09 (d, 3J = 7.6 Hz, 1H, NH-Boc), 8.61, 9.13, 9.49 (3 x br s, 3 x 1H, NH,

NH,")

BC-NMR (DMSO-dg)

8/ppm = 24.0 (4-CHy,), 26.8 (3'-CHy), 27.6 (C(CHs)3), 27.7 (3-CH>), 28.2 (C(CHa)3), 29.4 (2'-
CH,), 41.3 (5-CH,), 54.0 (2-CH), 57.8 (CH3), 70.6 (4 -CH,), 78.0 (C(CHs)3), 80.3 (C(CHs)3),
155.5 (C=0-Boc), 166.9 (C=0'Bu), 171.6 (C=N)

MS (ESI)

m/z = 388 [M + H]*
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6.1.2.1.3.4  N-[4-(t-Butoxycarbonyl)-aminobutylJmethoxymethanamidin Hydrochlorid (13a)

NH2+ cr H
H3C/o\)LN/\/\/N\n/Oj<

H 0
Die Darstellung erfolgt nach Methode A.

Ausbeute: 294 mg eines farblosen Ols (90%)
DC: R¢ = 0,23 (Ethylacetat/Methanol 7:3)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

8/ppm = 1.37 (s, 9H, C(CH3)3), 1.38-1.53 (m, 4H, 2°,3-CH,), 2.92 (q, %) = 6.6 Hz, 2H, 4'-
CHy), 3.28 (t, *J = 7.2 Hz, 2H, 1"-CH,), 3.34 (s, 3H, CH3-0), 4.27 (s, 2H, O-CH,), 6.82, 9.12,
9.23,9.70 (4 x brs, 4 x 1H, 2 x NH, NH,")

B3C-NMR (DMSO-ds)
8/ppm = 24.7 (3'-CHy), 26.6 (2'-CHy), 28.2 (C(CHs)3), 39.2 (4 -CHy), 41.4 (1"-CH,), 58.8
(CH3-0), 67.9 (O-CHy), 77.4 (C(CHs3)3), 155.6 (C=0), 163.4 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 260 [M + H]*
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6.1.2.1.3.5  N-[4-(t-Butoxycarbonyl)-aminobutyl]-2-methoxyethanamidin Hydrochlorid (13b)

Die Darstellung erfolgt nach Methode A.

Ausbeute: 213 mg eines weilien Schaums (67 %)
DC: Rt = 0,30 (Ethylacetat/Methanol 4:1)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

8/ppm = 1.37 (s, 9H, C(CH3)3), 1.39-1.52 (m, 4H, 2",3"-CH,), 2.68 (t, J = 6.3 Hz, 2H, 2-CHy),
2.92 (g, *J = 6.5 Hz, 2H, 4"-CH»-NH), 3.21 (t, *J = 6.5 Hz, 2H, 1"-CH,), 3.25 (s, 3H, CH3-0),
3.62 (t, J = 6.2 Hz, 2H, O-CH,), 6.84 (t, %] = 5.4 Hz, 1H, NH-Boc), 8.78, 9.25, 9.72 (3 X brs,
3 x 1H, NH, NH,")

3C-NMR (DMSO-ds)
8/ppm = 24.6 (3'-CHy), 26.7 (2°-CH,), 28.3 (C(CHa)s), 32.8 (2-CHy), 39.3 (4"-CHy), 41.5 (1'-
CHy), 58.0 (CH3-0), 68.4 (O-CHy), 77.4 (C(CHs3)s), 155.6 (C=0), 165.0 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 274 [M + H]", 218 [M — C4Hg + H]*
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6.1.2.1.3.6  N-[4-(t-Butoxycarbonyl)-aminobutyl]-3-methoxypropanamidin Hydrochlorid
(13c)

Die Darstellung erfolgt nach Methode A.

Ausbeute: 278 mg eines farblosen Ols (86%)
DC: R¢ = 0,37 (Ethylacetat/Methanol 7:3)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

8/ppm = 1.38 (s, 9H, C(CHs)3), 1.39-1.53 (m, 4H, 2",3"-CHy), 1.84 (m, 2H, 3-CHy), 2.44 (t, %J
= 7.7 Hz, 2H, 2-CHy), 2.93 (q, ®J = 6.1 Hz, 2H, 4 -CH,), 3.18 (t, %1 = 6.9 Hz, 2H, 1"-CH,),
3.24 (s, 3H, CH3-0), 3.34 (t, J = 6.1 Hz, 2H, O-CH,), 6.82 (t, *J = 5.1 Hz, 1H, NH-Boc),
8.65, 9.05 9.45 (3 x br s, 3x 1H, NH, NH;")

BC-NMR (DMSO-dg)
8/ppm = 24.6 (3'-CH,), 26.7 (2-CH,), 26.8 (3-CHy), 28.2 (C(CHs)3), 29.5 (2-CH,), 39.3 (4'-
CHy), 41.5 (1"-CHj), 57.8 (CH3-0), 70.6 (O-CH,), 77.4 (C(CHs)s3), 155.6 (C=0), 166.9 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 288 [M + H]"



Experimenteller Teil

6.1.2.1.3.7  N2(t-Butoxycarbonyl)-N*(1-imino-4-methoxybutyl)-nor-L-ornithin-t-butylester
Hydrochlorid (20)

Die Darstellung erfolgt nach Methode A.

Ausbeute: 209 mg eines farblosen Ols (51%)
DC: R¢ = 0,34 (Ethylacetat/Methanol 7:3)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

8/ppm = 1.38 (s, 9H, C(CHs)3), 1.39 (s, 9H, C(CH3)3), 1.77-1.91 (m, 4H 3,3'-CHy), 2.47 (t, %]
= 8.1 Hz, 2H, 2"-CHy), 3.22 (s, 3H, CH5-0), 3.25 (m, 2H, 4-CH,) 3.33 (t, °J = 6.2, 2H, O-
CHy), 3.87 (m, 1H, 2-CH), 7.27 (d, *J = 7.7 Hz, 1H, NH-Boc), 8.88, 9.47, 9.77 (3 x br s, 3 x
1H, NH, NH,")

3C-NMR (DMSO-ds)

8/ppm = 26.7 (3 -CHy), 27.6 (C(CHs)3), 28.1 (C(CHs)s3), 28.2 (3-CH,), 29.4 (2'-CH,), 38.9 (4-
CHy), 52.1 (CH), 57.8 (CH3), 70.6 (4 -CH,), 78.2 (C(CHs)3), 80.5 (C(CHs)s), 155.4 (C=0-
Boc), 167.1 (C=0'Bu), 171.2 (C=N)

MS (ESI)
m/z =374 [M + H]"
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6.1.2.1.4 Methoxyalkylamidin - Trifluoracetate

Vorschrift in Anlehnung an Martin et al. [2006] :[*°]

0,5 mmol der geschitzten Amidine 12a-c, 13a-c oder 20 werden in 5 ml TFA/Dichlormethan
(1:1) far ca. 30 min bei Raumtemperatur gerthrt und anschlieBend im Vakuum
einkonzentriert. Der Rickstand wird mit etwas Wasser versetzt und zweimal mit Diethylether
gewaschen. Die wassrige Phase wird am Rotationsverdampfer einkonzentriert und Gber eine

RP-18-Saule mittels Flashchromatographie aufgereinigt. Als Elutionsmittel dient Aqua bidest.

6.1.2.1.41  N°-(1-Imino-2-methoxyethyl)-L-ornithinium Bis(trifluoracetat) (1a)

NH,* 0
0}
NH,*
2 CF,CO0"

Ausbeute: 129 mg farbloses Ol (65%)
DC: R¢ = 0,14 (i-Propanol/Wasser/Eisessig 8:2:0.5)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)
8/ppm = 1.50-1.90 (m, 4H, 3,4-CH,), 3.28 (m, 2H, 5-CH,), 3.36 (s, 3H, CH3-0), 3.92 (m, 1H,
CH), 4.23 (s, 2H, O-CHy), 8.32 (s, 3H, NHs"), 8.97, 9.12, 9.46 (3 x br s, 3 x 1H, NH, NH")

3C-NMR (DMSO-ds)
8/ppm = 23.2 (4-CHy), 27.3 (3-CHy), 41.0 (5-CH,), 51.7 (CH), 59.0 (CHs), 67.9 (2"-CHy),
164.0 (C=0), 170.8 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 204 [M + H]", 187 [M — NH3 +H]"

HRMS (ES” fur C8H18N303+:
berechnet: 160,14444
gemessen: 160,14450
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6.1.2.1.4.2  N°-(1-Imino-3-methoxypropyl)-L-ornithinium Bis(trifluoracetat) (1b)

NH,* o)
H.C
3 \O/\)LH/\/\HJ\OH
NH3+
2 CF,CO0"

Ausbeute: 134 mg farbloses Ol (67 %)
DC: R¢ = 0,10 (i-Propanol/Wasser/Eisessig 8:2:0.5)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

8/ppm = 1.53-1.90 (m, 4H, 3,4-CH,), 2.65 (t, °J = 6.1 Hz, 2H, 2"-CH,), 3.23 (t, ®J = 6.2 Hz,
2H, 5-CH,), 3.25 (s, 3H, CH3-0), 3.64 (t, *J = 6.1 Hz, 2H, O-CH,), 3.80 (t,%J = 6.2 Hz, 1H, 2-
CH), 8.80, 9.31, 9.77 (3 x br s, 3 x 1H, NH, NH,")

3C-NMR (DMSO-ds)
8/ppm = 23.1 (4-CHy), 27.2 (3-CHy), 33.0 (2°-CH,), 40.9 (5-CH,), 51.6 (CH), 58.9 (CHa),
67.9 (O-CHy), 164.0 (C=0), 170.8 (C=N)

MS (ESI)
m/z =218 [M + H]"

HRMS (ES” fur C9H20N303+:
berechnet: 218,14992
gemessen: 218,15005
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6.1.2.1.4.3  N°-(1-Imino-4-methoxybutyl)-L-ornithinium Bis(trifluoracetat) (1c)

2 CF,C00°

Ausbeute: 135 mg farbloses Ol (75%)
DC: R¢ = 0,12 (i-Propanol/Wasser/Eisessig 8:2:0.5)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

8/ppm = 1.54-1.86 (m, 6H, 3,3",4-CHy), 2.41 (t, %3 = 7.7 Hz, 2H, 2"-CH,), 3.18 (t,%J = 6.1 Hz,
2H, 5-CH,), 3.22 (s, 3H, CH3-0), 3.32 (t, %1 = 6.1 Hz, 2H, O-CH,), 3.41 (t, 3J = 6.1 Hz, 1H,
CH), 8.85, 9.03, 9.95 (3 x br s, 3 x 1H, NH, NH,")

B3C-NMR (DMSO-ds)
8/ppm = 23.3 (4-CH,), 26.6 (3'-CHy), 27.9 (3-CHy), 29.7 (2'-CHy), 41.3 (5-CHy), 52.9 (CH),
57.9 (CH3), 70.6 (O-CHy), 167.1 (C=0), 170.3 (C=N)

MS (ESI)
m/z =232 [M + H]"

HRMS (ES” fur C10H22N303+:
berechnet: 232,16557
gemessen: 232,16559
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6.1.2.1.4.4 N-(4-Aminobutyl)methoxymethanamidinium Bis(trifluoracetat) (2a)

NH,*
o] NH,*

2 CF,C00°

Ausbeute: 133 mg weile, wachsartige Plattchen (67 %)
Smp.: 83°C

DC: R¢ = 0,10 (i-Propanol/Wasser/Eisessig 8:2:0.5)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

d/lppm = 1.57 (m, 4 H, 2°,3"-CH,), 2.81 (m, 2H, 4"-CH>), 3.28 (m, 2H, 1"-CH,), 3.35 (s, 3H,
CH3-0), 4.23 (s, 2H, O-CH,), 7.90 (br s, 3H, NH3"), 8.99, 9.12, 9.48 (3 x br s, 3 x 1H, NH,
NH")

3C-NMR (DMSO-ds)
8/ppm = 24.1 (3'-CH,), 24.2 (2"-CHy), 38.3 (4"-CHy), 40.9 (1-CH,), 58.9 (CH3-0), 67.9 (O-
CHy), 163.8 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 160 [M + H]", 143 [M — NH3 + H]"

HRMS (ESI) fiir C;H1gN3O"™:
berechnet: 160,14444
gemessen: 160,14450
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6.1.2.1.45  N-(4-Aminobutyl)-2-methoxyethanamidinium Bis(trifluoracetat) (2b)

NH,*

H3c\0/\)LN/\/\/NH3+

H
2 CF,CO00°

Ausbeute: 130 mg eines farblosen Ols (63%)
DC: R¢ = 0,17 (i-Propanol/Wasser/Eisessig 8:2:0.5)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

8/ppm = 1.57 (m, 4 H, 2",3"-CHy), 2.65 (t, %J = 6.1 Hz, 2H, 2-CH,), 2.81(m, 2H, 4 -CH,), 3.22
(m, 2H, 1"-CHy), 3.25 (s, 3H, CH3-0), 3.60 (t, *J = 6.1 Hz, 2H, O-CHy), 7.93 (br s, 3H, NH3"),
8.73,9.14, 9.55 (3 x br s, 3 x 1H, NH, NH;")

BC-NMR (DMSO-dg)
8/ppm = 24.1 (3"-CHy), 24.2 (2'-CHy), 33.0(2-CH,), 38.2 (4'-CHj), 41.1 (1"-CH,), 58.0 (CHs-
0), 68.2 (O-CHy), 165.3 (C=N)

MS (ESI)
m/z =174 [M + H]"

HRMS (ES” fur C8H20N30+:
berechnet: 174,16009
gemessen: 174,16008
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6.1.2.1.4.6  N-(4-Aminobutyl)-3-methoxypropanamidinium Bis(trifluoracetat) (2c)

NH,*

H C/O\/\)LN/\/\/NH;'

3 H
2 CF,CO0"

Ausbeute: 120 mg eines farblosen Ols (52%)
DC: R¢ = 0,19 (i-Propanol/Wasser/Eisessig 8:2:0.5)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

8/ppm = 1.57 (m, 4H, 2",3"-CHy), 1.83 (m, 2H, 3-CH,), 2.42 (t, *J = 7.8 Hz, 2H, 2-CH,), 2.81
(m, 2H, 4"-CH,), 3.20 (g, *J = 5.6 Hz, 2H, 1"-CHy), 3.23 (s, 3H, CH3-0), 3.34 (t, %) = 6.1 Hz,
2H, O-CHy), 7.87 (s, 3H, NH3"), 8.62, 9.08 9.46 (3 x br s, 3 x 1H, NH, NH,")

BC-NMR (DMSO-dg)
8/ppm = 24.1 (3"-CH,), 24.3 (2"-CH,), 26.7 (3-CH,), 29.7 (2-CH,), 38.3 (4"-CH,), 41.1 (1"-
CHy), 57.9 (CH3-0), 70.5 (O-CHy), 167.2 (C=N)

MS (ESI)
m/z =188 [M + H]"

HRMS (ESI) fiir CoH22N30™:
berechnet: 188,17574
gemessen: 188,17579
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6.1.2.1.4.7  N*(1-Imino-4-methoxybutyl)-nor-L-ornithinium Bis(trifluoracetat) (21)

2 CF,CO0°

Ausbeute: 65 mg eines farblosen Ols (30%)
DC: R¢ = 0,11 (i-Propanol/Wasser/Eisessig 8:2:0.5)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

8/ppm = 1.78-1.97 (m, 4H 3,3 -CH,), 2.43 (t, *J = 7.8 Hz, 2H, 2"-CH2), 3.23 (s, 3H, CH3-0),
3.34 (t, ®J = 6.0, 2H, O-CHy), 3.35 (m, 1H, CH), 3.46 (m, 2H, 4-CHy), 8.24 (br s, 1H, NH),
9.02 (s, 1H, NH), 9.87 (br s, 1H, NH)

BC-NMR (DMSO-dg)
8/ppm = 26.4 (3-CH,), 29.3 (3"-CH2), 29.9 (2'-CH2), 39.1 (4-CH,), 50.7 (CH), 57.9 (CHa),
70.6 (2'-CHy), 167.8 (C=0), 170.1 (C=N)

MS (ESI)
m/z =218 [M + H]"

HRMS (ES” fur C9H20N303+:
berechnet: 218,14992
gemessen: 218,14999
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6.1.2.2 Darstellung von Methoxyalkylguanidinen

6.1.2.2.1 N-Benzyloxycarbonylisothiocyanat (25)[128,168,169]

Synthese nach Schade: ™!

Zu 100 ml Perchlorethylen werden 500 mg 18-Krone-6, 4,5 g frisch gepulvertes und gut
getrocknetes KSCNM %8 sowie 5,0 ml Chlorameisensiurebenzylester (Chz-Cl, 24) gegeben
und 12 Stunden bei 80-90°C kriftig geriihrt. Dem Reaktionsgemisch werden unter
Eiskiihlung 100 ml n-Hexan zugegeben und der Niederschlag tber Celite filtriert. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und das erhaltene Rohprodukt in einer
Reinheit von ca. 90% (It. DC und *H-NMR) ohne weitere Aufreinigung fiir weitere Synthesen

verwendet.
Ausbeute: 80% (L.iteratur: 80-90%)

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen der Literatur.

6.1.2.2.2 N-[(2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-$-pD-galactopyranos-1-yl)oxy]phthalimid
(43)

Vorschrift in Anlehnung an die Literatur;[128:184.185]

1,10 g (2,66 mmol) 1-Brom-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranose (42) und 2,13 ¢
(13,03 mmol) N-Hydroxyphthalimid werden in 22 ml Dichlormethan gel6st. Zu dieser LAsung
werden 0,91 g Tetrabutylammoniumhydrogensulfat und 22 ml 1 M NaOH gegeben. Es wird 4
Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und anschlieBend 21 ml Dichlormethan zum Ansatz
gegeben. Die organische Phase wird sechs Mal mit je 10 ml Wasser und zwei Mal mit je

10 ml geséttigter NaCl-Losung gewaschen und im Anschluss tUber Na,SO, getrocknet. Das
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Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer unter Vakuum abgezogen und das erhaltene

Rohprodukt tiber Kieselgel mit Toluol/Ethylacetat 1:1 aufgereinigt.

Ausbeute: 0,76 g weiler, kristalliner Schaum (58%) (Literatur: 55-80%)
DC: R¢=0,51 (Ethylacetat/Toluol 1:1)
Detektion: UV, Cer(IV)sulfat-Oxidation

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen der Literatur.[*?®]

6.1.2.2.3  1-Aminoxy-2,3,4,6-tetra-0-acetyl--p-galaktopyranose (35)

OAcOAc

AcO O.
OAc NH,

Vorschrift in Anlehnung an die Literatur:[2815°]

410 mg (0,83 mmol) N-[(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranos-1-yl)oxy]phthalimid (43)
werden in 15 ml trockenem Ethanol gel6st. 189 pl (3 mmol) Ethanolamin werden dazu
gegeben und der Ansatz wird 25 Minuten geriihrt. Durch Zugabe von 8 ml geséttigter
NaHCOs-Losung wird die Reaktion beendet. Die Ldsung wird mit 10 ml Wasser verdiinnt
und drei Mal mit je 10 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden mit 10 ml gesattigter NaCl-Losung gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer im Vakuum entfernt. Die Aufreinigung erfolgt Gber
Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:3 als Elutionsmittel.

Ausbeute: 150,4 mg weiler, kristalliner Schaum (50 %)
DC: Rt = 0,32 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:3)
Detektion:  Cer(IV)sulfat-Oxidation

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen der Literatur.[*?®]



Experimenteller Teil

6.1.2.2.4 Thioharnstoffe

6.1.2.2.4.1  N-Benzyloxycarbonyl-N"-[4-(t-butoxycarbonylamino)-butyl]thioharnstoff (23)

Vorschrift in Anlehnung an Linton et al. [2000]:[*%®!

1,5 g (8,0 mmol) N*-(t-Butoxycarbonyl)-1,4-diaminobutan (10) werden in 250 ml trockenem
Dichlormethan geldst und auf 0°C gekihlt. 16 ml einer 0,5 M Lésung von N-Benzyloxy-
carbonylisothiocyanat (CbzNCS) in Dichlormethan werden tber 30 Minuten zum Ansatz
hinzugetropft. Das Gemisch wird (ber zwei Stunden gerthrt dabei langsam auf
Raumtemperatur gebracht. Der Ansatz wird am Rotationsverdampfer auf 100 ml eingeengt
und nacheinander mit jeweils 25 ml 1%iger Salzsaure, Wasser und geséttigter NaCl-Ldsung
gewaschen. Es wird Uber Na,SO,4 getrocknet und das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer
abgezogen. Es bildet sich ein weiller Niederschlag, der in Cyclohexan umkristallisiert wird.

Ausbeute: 2,5 g feines weilRes Pulver (82%)
Smp.: 143°C

DC: R¢ = 0,20 (Cyclohexan/Ethylacetat 4:1)
Detektion: Ninhydrin, UV, lod

'H-NMR (CDCls)

8/ppm = 1.43 (s, 9H, C(CH3)3), 1.49-1.76 (m, 4H, 2°,3-CH,), 3.15 (q, %) = 6.5 Hz, 2H, 4'-
CHy), 3.66 (q, °J = 7.0 Hz, 2H, 1"-CH,), 4.62 (br t, 1H, NH-Boc), 5.1 (s, 2H, CH,-Cbz), 7.34-
7.37 (m, 5H, ArH), 8.26 (s, 1H, NH-C=0), 9.66, (br t, 1H, NH-CH,)

BC-NMR (CDCl3)

8/ppm = 25.6 (3'-CHy), 27.4 (2°-CHy), 28.4 (C(CHs)3), 40.1 (4 -CH,), 45.2 (1"-CH,), 68.2
(CH,.Cbz),79.2 (C(CHa)s), 128.3, 128.8, 128.9 (5C, ArCH), 134.5 (ArC), 152.6 (C=0-Chz),
156.0 (C=0-Boc) 179.1 (C=S)

MS (ESI)
m/z = 382.6 [M + H]*326.6 [M — C4Hg + H]"

Elementaranalyse ~ CigH27N304S (381.5)
Ber. C56.67 H7.13 N 11.01 S 8.40
Gef. C56.96 H 7.25 N 11.18 S8.36
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6.1.2.2.4.2  N-[4-(t-Butoxycarbonylamino)-butyl]-N"-(2-methoxyethyl)thioharnstoff (29)

Vorschrift in Anlehnung an Linton et al. [2000] :[*%®!

1,929 (10,2 mmol) N*-(t-Butoxycarbonyl)-1,4-diaminobutan (10) werden in 250 ml
trockenem Dichlormethan gelést und auf 0°C gekihlt. 1,2g (10,2 mmol) 2-
Methoxyethylisothiocyanat (28) geltst in 20 ml Dichlormethan werden iber 30 Minuten zum
Ansatz hinzugetropft. Das Gemisch wird Uber zwei Stunden gertihrt, dabei langsam auf
Raumtemperatur gebracht und weitere 18 Stunden geruhrt. Der Ansatz wird am
Rotationsverdampfer auf 100 ml eingeengt und nacheinander mit jeweils 25 ml 1%iger
Salzsdure, Wasser und geséttigter NaCl-Losung gewaschen. Es wird Gber Na,SO,4 getrocknet
und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen.

Ausbeute: 2,9 g hellgelbes Ol (93%)
DC: R¢ = 0,25 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:2)
Detektion: FCNP, Ninhydrin, UV, lod

'H-NMR (CDCls)

8/ppm = 1.37 (s, 9H, C(CHa)s), 1.45-1.58 (m, 4H, 2,3-CH,), 3.07 (g, 3J = 6.2 Hz, 2H, 4-CH)),
3.30 (s, 3H, CH3-0), 3.43 (br s, 2H, 1-CH,), 3.47 (t, J = 4.7 Hz, 2H, 2'-CH,), 3.57 (m, 2H,
1"-CHy), 4.79 (br t, 1H, NH-Boc), 6.44, 6.90 (br s, 2 x 1H, NH)

BC-NMR (CDCl3)
8/ppm = 26.1 (3-CHy), 27.6 (2-CHy), 28.5 (C(CHs)3), 40.0 (4-CHy), 44.2 (2-CHy), 44.4 (1-
CHy), 58.9 (CH5-0), 71.8 (1-CHy),79.3 (C(CHa)3), 156.4 (C=0-Boc) 182.5 (C=S)

MS (ESI)
m/z = 328 [M + Na]"*, 306 [M + H]*, 250 [M — C4Hg + H]*

Elementaranalyse ~ Ci3H27N3O3S (305.4)
Ber. C51.12 H 891 N 13.76 S10.50
Gef. C51.15 H9.01 N 13.90 S$10.03




Experimenteller Teil

6.1.2.2.4.3  N-(2-Methoxyethyl)-N"-(tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)thioharnstoff (36a)

1g (8,5 mmol) O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)hydroxylamin (30a) und 1g (8,5 mmol)
2-Methoxyethylisothiocyanat (28) werden in 30 ml trockenem Acetonitril gelést und funf
Stunden zum Ruckfluss erhitzt. Der Ansatz wird am Rotationsverdampfer zur Trockne
eingeengt und der Rickstand in 50 ml Dichlormethan aufgenommen. Nacheinander wird mit
jeweils 10 ml 1%iger Salzsédure, Wasser und gesattigter NaCl-Losung gewaschen,
anschlieend wird Uber Na,SO,4 getrocknet und das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer

abgezogen. Die Lagerung muss aufgrund schneller Zersetzung bei -20°C erfolgen.

Ausbeute: 1,7 g farblose bis weilRe Kristalle (85%)
Smp.: 107°C

DC: R¢ = 0,42 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1)
Detektion: FCNP, Ninhydrin, UV, lod

'H-NMR (CDCls)

8/ppm = 1.50-1.90 (m, 6H, 4°,5",6"-CH,), 3.38 (s, 3H, O-CH3), 3.59 (m, 2H, 2-CH,), 3.55-
3.65, 3.77-3.98 (M, 2 x 1H, 3'-CHy), 3.85 (m, 2H, 1-CH)), 4.86 (dd, %J = 2.7 Hz, 1H, 1-CH),
7.52 (br s, 1H, NH-CH,), 8.37 (s, 1H, O-NH)

BC-NMR (CDCl3)
8/ppm = 19.6, 24.8, 28.6 (4',5",6"-CH,), 43.9 (1-CH,), 58.7 (CH3-0), 64.2 (3"-CHy), 70.5 (2-
CHy), 103.7 (1-CH), 182.9 (C=S)

MS (ESI)
m/z = 257 [M + Na]* 235 [M + H]* 151 [M — CsHgO+ H]*

Elementaranalyse ~ CgH1sN»O3S (234.2)
Ber. C46.13 H7.74 N 11.96 S13.68
Gef. (C46.80 H7.92 N 12.01 S13.93
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6.1.2.2.4.4  N-Methoxy-N"-(2-methoxyethyl)thioharnstoff (36b)

S
o) o R
IS

Vorschrift in Anlehnung an die Literatur:]

1.884 g (40 mmol) O-Methylhydroxylamin Hydrochlorid (30b) werden in 10 ml Diethylether
geldst und mit 3 ml 4%iger NaOH geldst. 887 mg (7.6 mmol) 2-Methoxyethylisothiocyanat
(28) in 20 ml 1,4-Dioxan werden langsam dazu getropft. Der Ansatz wird drei Tage bei
Raumtemperatur geruhrt und anschlieend im Vakuum eingeengt. Die Aufreinigung erfolgt

saulenchromatographisch tiber Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat (1:2) als Elutionsmittel.

Ausbeute: 685 mg eines weillen Feststoffs (55%)
Smp.: 80°C

DC: R¢ = 0,52 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:3)
Detektion: FCNP, UV, lod

'H-NMR (CDCls)
8/ppm = 3.39 (s, 3H, O-CH3), 3.59 (t, %) = 5.0 Hz, 2H, 2"-CH,), 3.75 (s, 3H, N-O-CHs), 3.87
(9, 3 =5.2 Hz, 2H, 1"-CHy), 7.21 (s, 1H, CH2-NH), 8.35 (s, 1H, NH-0)

BC-NMR (CDCl5)
8/ppm = 43.9 (1-CHy), 58.9 (CH3-0), 63.9 (N-O-CHs), 70.5 (2'-CH,), 182.2 (C=S)

MS (EI)
m/z = 164 [M]*" 119 [M -NOCHs]"" 74 [M — C;HsNOS]"", 59 [M — C,HsN,0S]*

Elementaranalyse =~ CsH12N,0,S (164.2)
Ber. C36.57 H7.37 N 17.06 S$19.52
Gef. (C36.80 H7.12 N 16.65 S$19.13
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6.1.2.2.5 Mehrfachsubstituierte Aminobutylguanidine, geschiitzte Vorstufen

Allgemeine Vorschrift in Anlehnung an die Literatur:*23:168]

Es wird 1 mmol des jeweiligen Thioharnstoffs 23 oder 36a,b in 10 ml trockenem
Dichlormethan gelost und mit 3 bzw. 6 mmol DIPEA (wenn Amin-Komponente als Salz
vorliegt) versetzt. Zu diesem Gemisch werden 2 mmol des entsprechenden Amins 24 bzw. 11
gegeben. Der Ansatz wird 30 Minuten bei 0°C geriihrt, mit 3 mmol EDCI versetzt und tber
Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die Lésung wird mit etwa 20 ml Dichlormethan versetzt
und mit jeweils 10 ml 1%iger Salzsaure, Wasser und geséttigter NaCl-Losung gewaschen.
Die organische Phase wird Uber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum
entfernt. Es folgt eine sdulenchromatographische Aufreinigung Uber Kieselgel. Als

Elutionsmittel werden Dichlormethan/Methanol-Gemische (98:2) verwendet.

6.1.2.25.1  N-Benzyloxycarbonyl-N""-(but-3-enyl)-N"-[4-(t-butoxycarbonylamino)-
butyl]guanidin (25)

Ausbeute: 375 mg hellgelbes Ol (90%)
DC: R¢ = 0,69 (Dichlormethan/Methanol 8,5:1,5)
Detektion:  Ninhydrin, UV

'H-NMR (CDCls)

8/ppm = 1.43 (s, 9H, C(CHs)3), 1.49-1.64 (m, 4H, 2",3"-CH,), 2.33 (tq, °J = 6.9 Hz, “J = 1.2
Hz, 2H, 2""-CH, ) 3.13 (q, 3J = 6.4 Hz, 2H, 4"-CHy), 3.23 (br s, 2H, 1"-CH2), 3.35 (br s, 2H,
17-CH2), 4.71 (br s, 1H, NH-Boc), 5.09-5.17 (m, 2H, CH=CH,), 5.11 (s, 2H, CH,-Cbz), 5.78
(ddt, 33 =17.1, 10.2, 6.8 Hz, 1H, CH=CH,), 7.22-7.41 (m, 5H, ArH)
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BC-NMR (CDCl3)

8/ppm = 26.1 (3'-CH,), 27.7 (2'-CH,), 28.4 (C(CHs)3), 33.6 (2"-CH,), 39.7 (4'-CH,), 40.2
(1”"-CH,), 40.7 (1'-CH,), 66.5 (CH,.Cbz),79.4 (C(CHa)s), 117.7 (CH=CHy,), 127.6, 128.0,
128.3 (5C, ArCH), 135.0 (CH=CH,) 137.7 (ArC), 156.4 (C=N), 160.1 (C=0-Chz), 164.1
(C=0-Boc)

MS (ESI)
m/z =419 [M + H]"

6.1.2.25.2  N-[4-(t-Butoxycarbonylamino)-butyl]-N"-(2-methoxyethyl)-N""-(tetrahydro-2H-
pyran-2-yloxy)-guanidin (31a)

Ausbeute: 338 mg braunes Ol (87 %)
DC: Rt = 0,47 (Dichlormethan/Methanol 8,5:1,5)
Detektion: ~ Ninhydrin, Cer(IV)sulfat-Oxidation

'H-NMR (CDCls)

8/ppm = 1.44 (s, 9H, C(CHa)s), 1.54-1.66 (m, 7H, 2,3-CH,, 4,5",6"-CH,), 1.79-1.86 (m, 3H,
457,67 -CH,), 3.04-3.17 (m, 4H, 1,4-CH,), 3.26 (g, *J = 5.2 Hz, 2H, 1'CHy), 3.36 (s, 3H,
O-CHj), 3.47 (t,%) = 5.2 Hz, 2H, 2'-CH}), 3.55-3.61, 3.91-3.97 (m, 2 x 1H, 3"-CH,), 4.01 (br
s, 1H, NH), 4.71 (br s, 1H, NH), 4.94 (dd, %) = 5.8, 2.1 Hz, 1H, 1""-CH), 5.24 (br s, 1H, NH-
CHy)

BC-NMR (CDCl5)

8/ppm = 20.9 (57"-CHy), 25.3, 27.5 (2,3-CHy), 28.4 (C(CHa)s), 29.8, 32.0 (4",6"-CH,), 40.2
(1-CHy), 41.1 (4-CHy,), 42.0 (1'-CH,), 58.8 (O-CHs), 63.9 (2'-CH,), 74.2 (3""-CHy), 79.2
(C(CHs)3), 101.2 (1"-CH), 156.2 (C=0), 156.7 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 389.5 [M + HJ*
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6.1.2.25.3  N-[4-(t-Butoxycarbonylamino)-butyl]-N""-methoxy-N"-(2-methoxyethyl)-guanidin
(31b)

Ausbeute: 250 mg hellgelbes O1 (79%)
DC: R¢ = 0,15 (Dichlormethan/Methanol 9:1)
Detektion:  Ninhydrin, FCNP

'H-NMR (DMSO-dg)

d/ppm = 1.37 (br s, 9H + 4H iiberlagert, C(CH3)3 + 2,3-CH,), 2.90 (m, 4H, 1,4-CH,), 3.11 (q,
%) = 5.7 Hz, 2H, 1'CHy), 3.25 (s, 3H, CH3-O-CH,), 3.37 (t,3J = 5.6 Hz, 2H, 2"-CH,), 3.47 (s,
3H, N-O-CHg), 5.30 (br s, 1H, NH), 5.42 (br s, 1H, NH), 6.77 (t, %] = 5.4 Hz, 1H, NH-Boc)

Aufnahme eines weiteren *H-NMR-Spektrums zur Absicherung der Signaliiberlagerung bei
1,37 ppm in CDCls: 8/ppm = 1.44 (s, 9H, C(CHs)3), 1.51-1.59 (m, 4H, 2,3-CHy,)

BC-NMR (DMSO-dg)
8/ppm = 26.5, 27.0 (2,3-CHy), 28.3 (C(CHs3)3), 39.6 (1-CHy), 40.4 (4-CH,), 40.5 (1'CH,), 58.0
(CH,-O-CHs), ), 60.6 (N-O-CHg) 71.4 (2 -CHy), 77.3 (C(CHs)3), 154.6 (C=0), 155.6 (C=N)

MS (ESI)
m/z =319 [M + H]", 263 [M — C4Hg + H]*
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6.1.2.2.6 Mehrfachsubstituierte Aminobutylguanidine

6.1.2.2.6.1  N-(4-Aminobutyl)-N"-but-3-enylguanidinium Bis(trifluoracetat) (26)

NH,*

O )L A~ NHS?

2 CF,CO0"

Vorschrift nach Schade [2008]:1%!

375 mg (0,9 mmol) des geschiutzten Guanidins 25 werden in 22 ml TFA und 6,5 ml
Thioanisol fir ca. 30 Minuten bei Raumtemperatur gertihrt und anschlieBend im Vakuum
einkonzentriert. Der Ruckstand wird mit 12 ml Wasser versetzt und zweimal mit je 25 ml
Diethylether gewaschen. Die Etherphase wird anschlieBend noch zweimal mit je 10 ml
Wasser extrahiert. Die wéssrige Phase wird am Rotationsverdampfer einkonzentriert und Gber
eine RP-18-Saule mittels Flashchromatographie aufgereinigt. Als Elutionsmittel dient ein
Gemisch aus 0,1% TFA in Aqua bidest. und Methanol (9:1).

Ausbeute: 282 mg hellgelbes Ol (76 %)
DC: R¢ = 0,15 (i-Propanol/Wasser/Eisessig 8:2:0.5)
Detektion: ~ Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

8/ppm = 1.48-1.60 (m, 4H, 2,3-CHy,), 2.24 (tq, 2H, J = 6.9 Hz, *J = 1.2 Hz, 2"-CH,), 2.79 (m,
2H, 4-CH,), 3.13 (m, 2H, 1-CH,), 3.20 (m, 2H, 1"-CH,), 5.09 (m, 2H, CH=CH,), 5.78 (ddt,
1H,%)=17.1, 10.2, 6.8 Hz, CH=CH,), 7.44 (br s, 2H, NH,"), 7.52, 7.65 (t, 2 x 1H, 3J = 5.5 Hz,
NH), 7.80 (br s, 3 H, NH3")

3C-NMR (DMSO-ds)
8/ppm = 24.7 (3-CHy), 25.9 (2-CH,), 33.2 (2'-CH,), 38.9 (4-CHy), 40.6 (1"-CH,), 40.7 (1-
CHy), 117.7 (CH=CH,), 135.4 (CH=CH,) 156.1 (C=N)

MS (ESI)
m/z =185 [M + H]"

HRMS (ESI) fir C9H21N4+:
berechnet: 185,17607

gemessen: 185,17611
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6.1.2.2.6.2  N-(4-Aminobutyl)-N""-hydroxy-N"-(2-methoxyethyl)guanidiniumdichlorid (32a)

S

+
NH cr

\
H3C/O\/\N)kN/\/\/NH3 cr
H H

Es werden 100 mg (0,26 mmol) der geschutzten Verbindung 31a in 10 ml Dioxan gel0st.
Uber finf Minuten wird vorsichtig Chlorwasserstoff eingeleitet. Das Lésungsmittel wird im
Vakuum abgezogen und der Rickstand lber eine RP-18-Séule mittels Flashchromatographie

aufgereinigt. Als Elutionsmittel dient Aqua bidest.

Ausbeute: 68 mg farbloses, viskoses Ol (90%)
DC: R¢ = 0,46 (i-Propanol/Wasser/Eisessig 6:3:1)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

8/ppm = 1.64 (m, 4H, 2,3-CHy), 2.77 (s, 3J = 6.4 Hz, 2H, 4-CHy), 3.22 (q, °J = 6.0 Hz, 2H, 1-
CHy), 3.27 (s, 3H, O-CHs), 3.42 (m, 4H, 1",2"-CH,), 7.83 (s, 1H, N"H), 7.90 (t,%J = 5.9 Hz,
1H, NH), 8.24 (s, 3H, NH3), 9.96 (br s, 1H, OH), 10.70 (s, 1H, N""H)

BC-NMR (DMSO-dg)
8/ppm = 23.9 (3-CHy), 25.4 (2-CHy), 38.1 (4-CHj,), 40.0 (1-CH,), 40.6 (1'-CH,), 58.1 (O-
CHa), 69.9 (2°-CHy), 156.5 (C=N)

N-NMR (DMSO-ds)
Nitromethan-Skala:  &/ppm =-345.02 (NHs), -303.66 (N"), -299.59 (N), -243.72 (N"")
Ammoniak-Skala:  &/ppm = 35.18 (NH3), 76.54 (N”), 80.61 (N), 136.48 (N"")

MS (ESI)
m/z = 205 [M + H]*

HRMS (ES” fur C8H21N402+:
berechnet: 205,16590
gemessen: 205,16597
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6.1.2.2.6.3  N-(4-Aminobutyl)-N""-hydroxy-N"-(2-methoxyethyl)guanidiniumsulfat (32a)

OH
NH* SO/
.
ch/o\/\N)kN/\/\/NHg
H H

400 mg (1,03 mmol) der geschitzten Verbindung 31a werden in 15 ml eines Wasser-Dioxan-
Gemisches (2:1) gelost. Es werden 3 ml konzentrierte Schwefelséure hinzugefiigt und bei
Raumtemperatur gerthrt. Nach drei Stunden wird der pH-Wert der Losung mit NaHCO3 auf
pH 6 eingestellt. Das Losungsmittel wird abrotiert und der Rickstand in Methanol
aufgenommen. Nach Abfiltrieren der Salze wird das Methanol abrotiert und der Rickstand
uber Umkehrphasen-Flash-Chromatographie mit Aqua bidest. als Elutionsmittel gereinigt.
Fraktionen, die Ninhydrin- und Sulfat-positiv sind, werden vereinigt und einkonzentriert.

Durch Trocknen tber Phosphorpentoxid wird ein kristalliner Schaum erhalten.

Ausbeute: 277 mg farbloser kristalliner Schaum (89 %)
DC: R¢ = 0,46 (i-Propanol/Wasser/Eisessig 6:3:1)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (D,0)
8/ppm = 1.74 (m, 4H, 2,3-CHy), 3.06 (t, 3 = 6.7 Hz, 2H, 4-CH,), 3.30 (t, *J = 6.1 Hz, 2H, 1-
CH,), 3.42 (s, 3H, O-CHs), 3.46 (t, 1 = 5.0 Hz, 2H, 1°-CHy), 3.66 (t, °J = 5.0 Hz, 2H, 2"-CH,)

BC-NMR (D,0)
8/ppm = 24.0 (3-CH,), 25.0 (2-CHy), 39.0 (4-CH,), 40.3 (1-CH,), 40.8 (1"-CHy), 58.3 (O-
CHa), 70.3 (2'-CHy), 157.6 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 205 [M + H]"

Elementaranalyse

CsH2N406S X 1 H,0 (320.37)

Ber. C29.99 H 7.55 N 17.49 S510.01
Gef. C29.99 H 7.89 N 17.12 S510.64
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6.1.2.2.6.4  N-(4-Aminobutyl)-N""-methoxy-N"-(2-methoxyethyl)-guanidiniumdichlorid (32b)

H;C

~0
3
NH* cr

(0] NH." CI

250 mg (0,79 mmol) des geschiitzten Guanidins 31b werden in 10 ml trockenem Dioxan
gelost. Uber funf Minuten wird vorsichtig Chlorwasserstoffgas eingeleitet. Der Ansatz wird
ca. 12 Stunden im Kihlschrank aufbewahrt und das Losungsmittel dekantiert. Der Riickstand
wird mit etwas Diethylether nachgewaschen und durch S&ulenchromatographie tber RPs-
Kieselgel mit Aqua bidest. als Elutionsmittel aufgereinigt.

Ausbeute: 210 mg weilles Pulver (92 %)
DC: R¢ = 0,44 (i-Propanol/Wasser/Eisessig 6:3:1)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (D,0)

8/ppm = 1.76 (m, 4H, 2,3-CH,), 3.07 (t, %] = 6.6 Hz, 2H, 4-CH,), 3.31 (t, %1 = 6.2 Hz, 2H, 1-
CH,), 3.44 (s, 3H, CH3-O-CH,), 3.47 (t, %) = 5.0 Hz, 2H, 1'CH,), 3.67 (t, 3J = 5.1 Hz, 2H,
2'CH,), 3.79 (s, 3H, N-O-CHs)

'H-NMR (DMSO-dg)

8/ppm = 1.59 (m, 4H, 2,3-CH,), 2.78 (m, 2H, 4-CH,), 3.23 (m, 2H, 1-CH,), 3.28 (s, 3H, CHs-
O-CHy), 3.37-3.48 (m 4H, 1",2"-CHy), 3.66 (s, 3H, CH3-O-NH"), 8.19 (br s, 5H, 2 x NH,
NH3"), 11.63 (br s, 1H, CH3-O-NH")

BC-NMR (D,0)
8/ppm = 25.1, 26.1 (2,3-CHy), 40.2 (1-CH,), 41.5 (4-CHy), 42.1 (1" CH,), 59.4 (CH3-O-CHy),
65.8 (CH3-O-NH"), 71.4 (2"-CH,), 157.6 (C=N)

N-NMR (DMSO-ds)
Nitromethan-Skala: 6/ppm =-345.15 (NHj3), -302.77 (N”), -298.98 (N), -219.30 (N"")
Ammoniak-Skala:  &/ppm = 35.05 (NH3), 77.43 (N”), 81.22 (N), 160.90 (N™")
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MS (ESI)
m/z = 219 [M + H]*

HRMS !ESH fur C9H23N402+:
berechnet: 219,18155
gemessen: 219,18160
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6.1.2.3 Darstellung von N»-Hydroxy-NY-methyl-nor-L-arginin Dihydrochlorid

6.1.2.3.1  Ne-(t-Butoxycarbonyl)-nor-L-ornithin (48)

*H3N o
Lk
HN_ O
T
Synthese nach Andruskiewicz et al. [2004]:1%!
3,69 g (15 mmol) N“*(t-Butoxycarbonyl)-L-glutamin (47) werden in 36 ml THF und 9 ml
Wasser in einem Erlenmeyerkolben gel6st und im Kihlschrank bei 4°C temperiert. 5,79 g (18
mmol) PIDA wird hinzugefiigt und 18 Stunden unter Lichtausschluss im Kihlschrank kraftig
geriihrt. Der Ansatz wird zur Trockne eingeengt, in 20 ml Wasser aufgenommen und mit 3 x
20 ml Ethylacetat gewaschen. Die organische Phase wird verworfen und die wassrige Phase
bis zur Trockne evaporiert. Das entstandene Rohprodukt wird mehrfach mit kaltem
Chloroform gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 2,2 g feines, weildes Pulver (72%) (Literatur: 82%)
DC: Rt = 0,16 (Ethylacetat/Methanol 1:1)
Detektion: ~ Ninhydrin

Aufgrund schlechter DMSO-L6slichkeit wurde das NMR abweichend von der Literatur in

D,0 vermessen.

'H-NMR (D,0)
8/ppm = 1.52 (s, 9H, C(CHa)3), 1.99-2.28 (m, 2H, B-CH,), 3.16 (t, °J = 7.8 Hz, 2H, y-CH, )
4.06 (br s, 1H, a-CH)
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6.1.2.3.2  Ne-(t-Butoxycarbonyl)-Nv-benzyloxycarbonyl-nor-L-ornithin (49)

(@] OH
i & L L
©/\O)J\N N)ko
H H
.[o1]

Synthese modifiziert in Anlehnung an Moali et al. [2000]:

4,7 g (21 mmol) N*-Boc-nor-L-ornithin (48) werden in einen Erlenmeyerkolben gegeben und
in 25 ml Wasser und 5 ml 2,5 M NaOH gelost. Es werden 25 ml Toluol und 4 g (23 mmol)
Cbz-ClI hinzugefigt. Die Mischung wird mit fest verschlossenem Stopfen 18 Stunden kréftig
geriihrt, sodass die Phasen sich vermischen kénnen. Im Anschluss wird die wéssrige Phase
mit Phosphorsdure auf pH 6-7 eingestellt und dreimal mit je 20 ml Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel

evaporiert.

Ausbeute: 5,9 g feines, weilles Pulver (80%) (Literatur: 60% ausgehend von 47)
DC: R¢ = 0,54 (Cyclohexan/Ethylacetat/Eisessig 5:5:0,5)
Detektion:  Ninhydrin, UV

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen der Literatur.

6.1.2.3.3  Ne-(t-Butoxycarbonyl)-Nv-benzyloxycarbonyl-nor-L-ornithin-t-
butylester (50)

Synthese nach Moali et al. [2000] ;1!

1g (2,8 mmol) N“-Boc-N'-Cbhz-nor-L-ornithin (49), 640 mg (2,8 mmol) Benzyltriethyl-
ammoniumchlorid (BTEAC), 99 (26 &q) K;COs, 23 ml N,N-Dimethylacetamid (DMAC)
(8 ml/mmol 49) und 15ml tert-Butylbromid (46 4g) werden in einem Rundkolben
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zusammengefugt und 18 Stunden bei 55°C unter Ruckflusskihlung erhitzt. Der Kihler wird
mit Ethylacetat nachgespult und die Mischung abkiihlen gelassen. Die ausgefallenen Salze
werden abfiltriert und mit Ethylacetat nachgewaschen. Das Lésungsmittel wird anschliel}end
bis zur Trockne im Vakuum abgezogen. Der Riickstand wird in 20 ml Wasser aufgenommen
und dreimal mit je 20 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
uber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel evaporiert. Das Rohprodukt wird Uber
Kieselgel mit einem Cyclohexan/Ethylacetat-Gradienten (4:1-1:1) gereinigt.

Ausbeute: 940 mg farbloses Ol (82%) (Literatur: 99%)
DC: R¢ = 0,31 (Cyclohexan/Ethylacetat 4:1)
Detektion: Ninhydrin, UV

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen der Literatur.

6.1.2.3.4  Ne-(t-Butoxycarbonyl)-nor-L-ornithin-t-butylester (19)

HZN\/\‘)(iok
HN 0}
T

1 g der vollgeschutzten Verbindung 50 werden in 30 ml Methanol gelést und mit 100 mg
Pd/C versetzt. Der Ansatz wird 24 Stunden mit elementarem Wasserstoff (4 bar) hydriert und
anschlieBend ber Blauband filtriert. Nach Entfernung des Ldsungsmittels am
Rotationsverdampfer kann das NMR-reine Rohprodukt ohne weitere Aufreinigung verwendet

werden.

Ausbeute: 670 mg farbloses Ol (99%) (Literatur: 99%)
DC: Rt = 0,48 (Ethylacetat/Methanol/Ammoniak 6:4:0,5)
Detektion:  Ninhydrin

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen der Literatur.
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6.1.2.3.5 Ne-(t-Butoxycarbonyl)-Ny-phthalimido-nor-L-ornithin (63)

Modifizierte Vorschrift in Anlehnung an Sasaki et al. [1978] ;%%

Es werden 0,5 g (2,3 mmol) N*-Boc-nor-L-ornithin (48) mit 0,43 g Phthalsdureanhydrid (62)
in 5 ml Chloroform suspendiert und anschlieBend mit 50 ml Chlorbenzol versetzt. Zunachst
wird 2 Stunden bei 60°C gerthrt und danach weitere 5 Stunden bei 100°C. (DC-Kontrolle ob
vollstandige Umsetzung erfolgt ist, ansonsten langere Reaktionszeit). Die Losung wird im
Vakuum bis zur Trockne einkonzentriert und der Rickstand (ber Kieselgel mit
Dichlormethan/Methanol (100:5) aufgereinigt.

Ausbeute: 0,75 g feines, weildes Pulver (91%)

Smp.: 163°C

DC: Rt = 0,24 (Dichlormethan/Methanol 20:1)
Detektion: Ninhydrin, UV

'H-NMR (DMSO-dg)
&/ppm = 1.37 (s, 9H, C(CHs)3), 1.80-2.18 (m, 2H, B-CH,), 3.66 (m, 2H, y-CH, ) 3.92 (dt, *J =
4.7,8.8 Hz, 1H, a-CH), 7.14 (d, *J = 8.4 Hz, 1H, NH-Boc), 7.84 (m, 4H, ArH)

BC-NMR (DMSO-dg)

8/ppm = 28.1 (C(CHa)s), 29.1 (B-CHy), 34.8 (y-CHy), 51.2 (a-CH), 78.1 (C(CHa)s), 122.9,
134.3 (2 x ArCH), 131.6 (ArC), 134.3, 155.4 (C=0-Boc), 167.7 (C=0-Phthalimid), 173.4
(C=0-OH)

MS (ESI)
m/z =371 [M + Na]" 249 [M — C4Hg, - COy, + H]"

Elementaranalyse ~ Ci7H20N20¢ (348.4)
Ber. (C58.61 H5.79 N 8.04
Gef. (C58.13 H5.74 N 7.78
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6.1.2.3.6  N2-(t-Butoxycarbonyl)-Nv-phthalimido-nor-L-ornithin-¢t-butylester
(64)

Vorschrift in Anlehnung an Moali et al.[2000]:Y

0,93 g (2,6 mmol) der N“-Boc-N’-Phthalimid-geschitzten Verbindung 63, 0,6 g BTEAC (1
aq), 9 g K,CO3 (26 &q), 21 ml DMAC (8 ml/mmol CB-DAB) und 14 ml tert-Butylbromid
(46 4q) werden in einem Rundkolben zusammengefiigt und 18 Stunden bei 55°C unter
Ruckflusskuhlung erhitzt. Der Kihler wird mit Ethylacetat nachgespilt und die Mischung
abkihlen gelassen. Die ausgefallenen Salze werden abfiltriert und mit Ethylacetat
nachgewaschen. Das Losungsmittel wird anschliefend bis zur Trockne im Vakuum
abgezogen. Der Ruckstand wird in 20 ml Wasser aufgenommen und dreimal mit je 20 ml
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden (ber Na,SO4 getrocknet
und das Losungsmittel bis zur Trockne abgezogen.

Ausbeute: 0,7 g farblose bis weille Kristalle/Nadeln (67 %)
Smp.: 160°C

DC: R¢ = 0,36 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1)
Detektion:  Ninhydrin, UV

'H-NMR (CDCls)

8/ppm = 1.41 (s, 9H, C(CHs)3), 1.43 (s, 9H, C(CHs)s), 1.96-2.23 (m, 2H, B-CH,), 3.67-3.84
(m, 2H, y-CH, ) 4.26 (q, *J = 6.7 Hz, 1H, a-CH), 5.27 (d, ®J = 7.6 Hz, 1H, NH-Boc), 7.69 (m,
2H, ArH), 7.82 (m, 2H, ArH)

BC-NMR (CDCl3)

8/ppm = 27.9 (C(CHa)3), 28.3 (C(CH3)3), 31.0 (B-CHy), 34.4 (y-CH,), 52.0 (0-CH),79.8, 82.3
(2 x C(CHas)3), 123.3, 134.0 (2 x ArCH), 132.2 (ArC), 155.4 (C=0-Boc), 168.1 (C=0-
Phthalimid), 171.0 (C=0'Bu)
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MS (ESI)
m/z = 427 [M + Na]", 249 [M — 2 X C4Hg, - CO,, + H]"

Elementaranalyse ~ Cy1H2sN20g (404.5)
Ber. C62.36 H 6.98 N 6.93
Gef. C62.58 H 7.08 N 7.20

6.1.2.3.7  N«,N«-Bis-(t-Butoxycarbonyl)-Nv-phthalimido-nor-L-ornithin-t-
butylester (65)

Vorschrift in Anlehnung an Grehn und Ragnarsson [1985]: 2!

450 mg (1,1 mmol) des dreifach geschitzten nor-L-Ornithins 64, werden in 12 ml
wasserfreiem Acetonitril geldst. Zu der Losung werden 12 mg (0,1 mmol) DMAP und
360 mg (1,5mmol) Di-tert-butyldicarbonat hinzugefiigt. Der Ansatz wird unter
Stickstoffatmosphére bei Raumtemperatur Gber Nacht gerlhrt. Sofern keine vollstandige
Umsetzung erfolgt ist, werden weitere 360 mg Di-tert-butyldicarbonat hinzugefuigt und erneut
24 Stunden ruhren gelassen. Nach dem Abrotieren des Ldsungsmittels im Vakuum wird das
Rohprodukt ber Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat (6:1) aufgereinigt. Ninhydrin-positive

Fraktionen werden vereinigt und am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt.

Ausbeute: 510 mg hellgelbes, viskoses Ol (kristallisiert nach einigen Tagen aus), (91%)
Smp.: 77°C

DC: R¢ = 0,43 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1)

Detektion: Ninhydrin, Dragendorff, UV

'H-NMR (CDCls)

8/ppm = 1.44 (s, 9H, C(CHs)3), 1.48 (s, 18H, 2 x C(CHa)3), 2.18 (m, 1H, B-CH,), 2.54 (m, 1H,
B-CH,), 3.78 (dt,%J = 7.3 Hz, “J = 1.2 Hz, 2H, y-CH, ), 4.82 (dd, % = 8.2, 6.0 Hz, 1H, a-CH),
7.70 (m, 2H, ArH), 7.83 (m, 2H, ArH)
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BC-NMR (CDCl5)

8/ppm = 27.9 (C(CHs)3), 28.0 (2 X C(CHs)3), 28.7 (B-CH,), 35.9 (y-CH,), 56.7 (0-CH), 81.5
(C(CHs)3), 83.0 (2 x C(CHa)s), 123.2, 133.8 (2 x 2 ArCH), 132.3 (2 ArC), 152.2 (2 C=0-Boc),
168.2 (2 C=0-Phthalimid), 170.7 (C=0'Bu)

MS (ESI)
m/z =527 [M + Na]"

Elementaranalyse ~ CysH3sN20g (505.6)
Ber. C61.89 H7.19 N 5.55
Gef. C61.76 H7.44 N 5.61

6.1.2.3.8  N¢ N2-Bis-(t-Butoxycarbonyl)-nor-L-ornithin-t-butylester (66)

0]
HZN\/\‘)kOJ<
Oo__N__O
TR

Vorschrift in Anlehnung an Magnus et al.[2005]:%%!

880 mg (1,75 mmol) der vollgeschitzten Aminosaure 65, werden mit 20 ml Ethanol und
12 ml einer 40%igen Ldsung von Methylamin in Wasser versetzt und zwei Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer abgezogen und
der Ruckstand zwischen 40 ml Diethylether und 40 ml Wasser separiert. Die wassrige Phase
wird zweimal mit 40 ml Diethylether extrahiert und die vereinigten Diethylether-Extrakte
noch einmal mit 20 ml Wasser gewaschen. Anschlieend wird zweimal mit 20 ml 1%iger HCI
extrahiert. Die HCI-Phase wird mit 5%iger KOH alkalisiert und im Anschluss 3 Mal mit 40
ml Ethylacetat extrahiert. Die Ethylacetat-Phase wird noch einmal mit 20 ml Wasser
gewaschen, (ber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum am

Rotationsverdampfer abgezogen.

Ausbeute: 461 mg farbloses Ol (70%)
DC: R¢ = 0,69 (Dichlormethan/Methanol/Ammoniak 8,5:1,5:0,5)
Detektion: Ninhydrin, Dragendorff
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'H-NMR (CDCly)
8/ppm = 1.45 (s, 9H, C(CHs)3), 1.51 (s, 18H, 2 X C(CHs)3), 1.77 (br s, 2H, NH,), 2.01 (m, 1H,
B-CH,), 2.20 (m, 1H, B-CHy), 2.78 (m, 2H, y-CH, ), 4.84 (dd, *J = 5.0, 9.6Hz, 1H, a-CH)

BC-NMR (CDCl3)
8/ppm = 26.9 (C(CHa)s), 27.0 (2 x C(CHa)3), 31.9 (B-CHy), 37.8 (y-CHy), 55.6 (a-CH), 80.3
(C(CHa)3), 82.0 (2 x C(CHa)3), 151.6 (2 x C=0-Boc), 168.8 (C=0'Bu)

MS (ESI)
m/z = 375 [M + H]+, 319 [M - C4Hg + H]+, 275 [M -C4Hg - COy + H]+, 219 [M -2 X C4Hg -
CO, + H]", 163 [M - 3 X C4Hg - CO; + H]*

Elementaranalyse ~ CigH34N20g (374.5)
Ber. C57.73 H9.15 N 7.48
Gef. C57.22 H 9.56 N 7.43

6.1.2.3.9 N¢Nc«-Bis-(t-Butoxycarbonyl)-Nv,Nv-dimethyl-nor-L-ornithin-t-
butylester (67)

CH, o)
Hye N

o<

o__N_O
o1 T <
Vorschrift in Anlehnung an Alinezhad et al. [2006] ;32

Es werden 400 mg (1,1 mmol) des doppelt Boc-geschitzten Amins 66 in 5 ml Methanol
geldst. Zu dieser Lésung werden 600 pl 35%ige waéssrige Formalin-Lésung (ca. 7 mmol)
gegeben und mit 10%iger methanolischer HCI der pH-Wert auf 6-7 eingestellt. In 50 mg
Schritten werden alle 30 Minuten insgesamt 300 mg ZBNMPP hinzugefiigt. Der pH-Wert
wird jedes Mal berprift und gegebenenfalls korrigiert. Nach vier Stunden werden die
entstandenen Salze abfiltriert, mit Methanol gewaschen und das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer  abgezogen. Zur  Aufreinigung der Substanz  wird eine
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (50:1
— 9:1) durchgefiihrt.



Ausbeute: 371 mg farbloses Ol (84 %)

Experimenteller Teil

DC: R¢ = 0,80 (Dichlormethan/Methanol/Ammoniak 8,5:1,5:0,5)

Detektion:  Ninhydrin, Dragendorff

'H-NMR (CDCls)

8/ppm = 1.45 (s, 9H, C(CHs)s), 1.51 (s, 18H, 2 X C(CHa)3), 2.03 (m, 1H, B-CHy), 2.35 (s, 6H,
(CHs)N), 2.37 (m, 1H, B-CH,), 2.53 (m, 2H, y-CH, ), 4.80 (dd, °J = 5.3, 8.4 Hz, 1H, a-CH)

BC-NMR (CDCl3)

S/ppm = 26.0 (B-CHz), 26.9 (C(QHg)g), 27.0 (2 X C(QHg)g), 43.8 (N(CHg)z), 55.3 (’Y-CHz),
56.0 (a-CH), 80.4 (C(CH3)s), 81.9 (2 x C(CH3)s3), 151.4 (2 x C=0-Boc), 168.6 (C=0'Bu)

MS (ESI)
m/z = 403 [M + H]*

Elementaranalyse Co0H3sN206 (402.5)
Ber. (C59.68 H 9.52 N 6.96
Gef. C59.40 H 9.48 N 6.73
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6.1.2.3.10 (S)-N3-t-Butoxycarbonylhexahydropyrimidin-4-carbonsiure-t-
butylester (57)

o] J<
K\H‘\o
HN N 0o

T
>

Bei reduktiven Alkylierung des einfach Boc-geschutzen Amins 19 entstandenes Produkt,
anstelle der gewtinschten N,N-dimethylierten Verbindung 51. Vorschrift siehe 6.1.2.3.9.

Sowohl im *H- als auch im “*C-NMR-Spektrum liegt fiir viele Signale ein doppelter Satz vor
(Verhaltnis 1:1), der vermutlich durch Isomere zustande kommt. Im Folgenden sind beide
Signale angegeben.

'H-NMR (CDCls)

8/ppm = 1.45 (s, 9H, C(CHs)s), 1.47 (s, 9H, C(CH3)3), 1.91 (m, 2H, 5-CH,), 2.55 (m, 1H, 4-
CHy), 2.91 (d, 2J = 12.2 Hz, 1H, 6-CH), 3.30 (s, 1 H, NH), 3.85 (m, 1 H, 2-CH,), 4.79 (br s,
0,5 H, 6-CH), 4.82, (br s, 0,5 H, 6-CH), 4.82 (br s, 1 H, 2-CH,)

BC-NMR (CDCl3)
8/ppm = 22.9 (5-CH,), 28.1 (C(CHs)s), 28.3 (C(CHa)s), 46.2, 46.3 (4-CH,), 53.5, 54.7 (6-CH),
60.9, 61.4 (2-CH,), 80.0 (C(CHs)s), 81.6 (C(CHs)s), 155.1 (C=0-Boc), 171.0 (C=0'Bu)

MS (ESI)
m/z = 287 [M + H]", 231 [M - C4Hg + H]", 175 [M — 2 X C4Hs + H]*
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6.1.2.3.11 (S)-N3-t-Butoxycarbonyl-N1-methylhexahydropyrimidin-4-

carbonsaure-t-butylester (58)

Ak

HSC/N\/N o]
>
Bei reduktiven Alkylierung des einfach Boc-geschutzen Amins 19 entstandenes Produkt,
anstelle der gewtinschten N,N-dimethylierten Verbindung 51. Vorschrift siehe 6.1.2.3.9.

Sowohl im *H- als auch im “*C-NMR-Spektrum liegt fiir viele Signale ein doppelter Satz vor
(Verhaltnis 1:1), der vermutlich durch Isomere zustande kommt. Im Folgenden sind beide
Signale angegeben.

'H-NMR (CDCls)

8/ppm = 1.44 (s, 9H, C(CH3)3), 1.46 (s, 9H, C(CHs)3), 2.02 (m, 2H, 5-CH,), 2.14-2.24 (m, 1H,
4-CHy), 2.30 (s, 3H, N-CHs), 2.77 (dq, % = 2.6, 12.4 Hz, 1H, 4-CH,), 3.37 (d, 2J = 11.1 Hz,
0.5 H, 2-CH,), 3.51 (d, 2J = 11.5 Hz, 0.5 H, 2-CH,), 4.57 (d, 2J = 11.5 Hz, 0.5 H, 2-CH,), 4.71
(d, 23 =11.1 Hz, 0.5 H, 2-CH,), 4.57 (br s, 0,5 H, 6-CH), 4.78 (br s, 0,5 H, 6-CH)

BC-NMR (CDCl3)

8/ppm = 22.4, 22.6 (5-CH,), 26.3 (C(CHs)3), 26.6 (C(CHs)3), 39.6, 39.9 (N-CHs), 48.8, 48.9
(4-CH,), 50.8, 52.0 (6-CH), 62.7, 63.4 (2-CH,), 78.5 (C(CHs)3), 79.9 (C(CHs)3), 152.9 (C=0-
Boc), 168.8 (C=0'Bu)

MS (ESI)
m/z = 301 [M + H]", 245 [M - C4Hg + H]", 189 [M — 2 X C4Hg + HJ*
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6.1.2.3.12 N N«-Bis-(t-Butoxycarbonyl)-NY-cyan-NY-methyl-nor-L-ornithin-¢-
butylester (68)

Vorschrift in Anlehnung an Topker [1997]:1*4

In einem Schlenkkolben wird einer Suspension aus 80 mg (0,75 mmol) Bromcyan und 150
mg wasserfreiem Na,CO3 in 5 ml trockenem 1,4-Dioxan unter Stickstoff-Atmosphére, 200
mg (0,5 mmol) des Dimethylamins 67, gelost in 5 ml trockenem 1,4-Dioxan, langsam zu
getropft. Der Ansatz wird 20 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension wird
filtriert um vorhandene Salze zu entfernen und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer im
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird einer S&ulenchromatographie tber Kieselgel mit
Petrolether/Ethylacetat (3:1) als Elutionsmittel unterzogen.

Ausbeute: 196 mg hellgelbes, viskoses Ol (95 %)
DC: R¢ = 0,36 (Petrolether/Ethylacetat 3:1)
Detektion:  Ninhydrin, Dragendorff

'H-NMR (CDCls)

8/ppm = 1.45 (s, 9H, C(CHa)s), 1.52 (s, 18H, 2 x C(CHs)s3), 2.04-2.16 (m, 1H, B-CHy), 2.41-
2.53 (m, 1H, B-CH,), 2.86 (s, 3H, N-CHs), 3.00-3.16 (m, 2H, y-CH> ), 4.79 (dd, %] = 5.8, 8.4
Hz, 1H, a-CH)

BC-NMR (CDCl5)

8/ppm = 27.6 (B-CHy), 27.9 (C(CHs)s), 28.0 (2 x C(CHs)s3), 38.9 (N-CHs), 50.6 (y-CH,), 56.1
(a-CH), 81.8 (C(CHs)s), 83.3 (2 x C(CHs)3), 118.2 (CN), 152.3 (2 C=0-Boc), 169.0
(C=0'Bu)

MS (ESI)
m/z =849 [2x M + Na]", 436 [M + Na]”

Elementaranalyse ~ CyoH3sN30g (413.5)
Ber. C58.09 H 8.53 N 10.16
Gef. C57.63 H9.14 N 9.80
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6.1.2.3.13 NoN<«-Bis-(t-butoxycarbonyl)-N«®-hydroxy-NY-methyl-nor-L-arginin-t-
butylester (69)

Vorschrift in Anlehnung an Schade [2008] :[*?8]

In 5 ml trockenem Methanol werden 207 mg (0,5 mmol) des Cyanamids 68 gel6st. Es werden
50 mg (1,5 mmol) Hydroxylamin, in 5 ml trockenem Methanol gel6st, zugetropft und zwei
Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Entfernen des Lodsungsmittels wird das
Rohprodukt séulenchromatographisch Uber Kieselgel mit einem Dichlormethan/Methanol-
Gradienten (20:1 - 10:1) gereinigt.

Ausbeute: 194 mg hellgelbes, viskoses Ol (87 %)
DC: Rt = 0,51 (Dichlormethan/Methanol 8,5:1,5)
Detektion: Ninhydrin, FCNP

'H-NMR (CDCls)

8/ppm = 1.45 (s, 9H, C(CHa)s), 1.51 (s, 18H, 2 x C(CHs)3), 1.89-2.04 (m, 1H, B-CHy), 2.33-
2.48 (m, 1H, B-CHy), 3.09 (s, 3H, CHs), 3.20-3.49 (m, 2H, y-CHy), 4.64 (dd, 3J = 7.6, 5.5 Hz,
1H, a-CH), 6.65, 8.40 (3 x br s, 3H, NH,, OH)

BC-NMR (CDCl3)

8/ppm = 26.9 (C(CHs)3), 27.0 (2 x C(CHa)s), 27.1 (B-CHy), 35.7 (CH3), 47.6 (y-CH,), 54.7 (-
CH), 81.7 (C(CHs)3), 82.7 (2 x C(CHas)s), 151.5 (2 x C=0-Boc), 157.0 (C=N), 169.3
(C=0'Bu)

MS (ESI)
m/z = 447 [M + H]*, 391 [M - C4Hs + HJ*, 347 [M - C4Hsg - CO, + HT*, 291 [M - 2XC4Hs -
CO, + HI
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6.1.2.3.14 N«-Hydroxy-NY-methyl-nor-L-argininiumdichlorid (Nor-NHAM, 54)

- H oCHy 0
Nt _N
HO™ Y V\Hko*'
NH NH,*
2 3 cr

150 mg (0,34 mmol) der geschitzten Verbindung 69 werden in 10 ml trockenem Dioxan
gelost. Uber fiinf Minuten wird vorsichtig Chlorwasserstoff eingeleitet. Der Ansatz wird ca.
12 Stunden im Kihlschrank aufbewahrt und das Losungsmittel dekantiert. Der Rickstand
wird mit etwas Diethylether nachgewaschen und durch S&ulenchromatographie tber RPs-
Kieselgel mit Aqua bidest. als Elutionsmittel aufgereinigt.

Ausbeute: 64 mg weiles Pulver (72 %)
DC: R¢ = 0,45 (i-Propanol/Wasser/Eisessig 6:3:1)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)
8/ppm = 2.09 (m, 2H, B-CH,), 2.95 (s, 3H, CHs), 3.55 (t, *J = 7.9 Hz, 2H, y-CH,), 3.92 (m,
1H, a-CH), 7.97 (s, 2H, NH,), 8.67 (s, 3H, NHs"), 10.34 (s, 1H, NH"), 10.64 (s, 1H, OH)

3C-NMR (DMSO-ds)
8/ppm = 27.3 (B-CH,), 36.0 (CHs), 46.9 (y-CHy), 49.7 (a-CH), 157.8 (C=N), 170.3 (C=0)

MS (ESI)
m/z = 213 [M + Na]*, 191 [M + H]*

HRMS (ES” fur C5H15N403+:
berechnet: 191,11387
gemessen: 191,11393
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6.2 Hemmstudien an den Enzymen des NO-Stoffwechsels

6.2.1 Gerate und Materialien

Gerate:

Cary 50 MPR Microplate Reader (Varian GmbH, Darmstadt), Cary 50 Scan UV-Visible
Spectrophotometer, IKA-Vibrax-VXR-Schttler (IKA Labortechnik, Staufen), Mikroliter-
zentrifuge 2043 (Hettich, Tuttlingen), pH-Messgerat InoLab pH Level 1 (Wissenschaftlich-
Technische Werkstétten, Weilheim) mit pH-Glaselektrode LiQ Plast (Hamilton, Bonaduz,
Schweiz), Schittelinkubator DTS-4 (LTF Labortechnik, Wasserburg), Schuttelwasserbad
GFL-1083 (Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel), Trockenschrank Heraeus T6060
(Heraeus Holding GmbH, Hanau), Vortexer VF2 (IKA Labortechnik, Staufen)

Verbrauchsmaterialien:
96 well-Mikrotiterplatten, Sealing Tape Clear Polyolefin Non-Sterile (nunc GmbH & Co. KG,
Wiesbaden), Reaktionsgefale 1,5 ml (Sarstedt AG & Co., Numbrecht),

Enzymquellen:
Die hDDAH1 wurden im Arbeitskreis von Kotthaus und Altmann exprimiert, aufgereinigt
und mir zur Verfligung gestellt. Die isolierte bovine Leber-Arginase wurde von der Firma

Alexis Biochemicals (Lausen, Schweiz).

Chemikalien:
Sofern keine Angaben zu den Chemikalien gemacht werden, wurden diese Uber Bachem,

Merck, Roth und Sigma-Aldrich bezogen oder selbst synthetisiert.
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6.2.2 Biochemischen Methoden

Die im Folgenden beschriebenen Plattenreader-Assays wurden im Arbeitskreis von

Ji. Kotthaus entwickelt und etabliert.!
6.2.2.1 Citrullin-Plattenreader-Assay (hDDAH1)

6.2.2.1.1 Derivatisierung

Das Derivatisierungsreagenz (Colder) besteht aus zwei Losungen A + B, die unmittelbar vor
dem Einsatz im Verhéaltnis 1:3 miteinander vermischt werden. Das Gemisch ist im Dunkeln
bis zu 30 Minuten stabil.

Lésung A: - 80 mM Diacetylmonoxim, 2 mM Thiosemicarbazid (Lagerung bei 4°C, 1 Monat
haltbar)

Losung B: 200 ml H3PO4 konz., 330 ml H,SO,4 konz., 750 mg NH4Fe(SO,4), x 12 H,0 ad
1000 ml Aqua bidest.

Zur Derivatisierung wurden 200 pl Colder-Reagenz zu einem 150 pl-Inkubationsansatz in
einer hitzestabilen 96-well Mikrotiterplatte pipettiert. Die Platte wurde mit einer hitzestabilen
Klebefolie verschlossen und zur Farbentwicklung fiir 15 min bei 95°C in den Trockenschrank
gestellt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde die Platte im Absorptionsmaximum

bei 540,5 nm vermessen. Das Reaktionsprodukt ist ca. 20 Minuten stabil.[22¢]

6.2.2.1.2 Hemmung bei 1 mM- und 0,1 mM-Inhibitor-Konzentration

Ein Inkubationsansatz bestand aus 150 pl Gesamtvolumen 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH
7,4 mit NMMA in einer Endkonzentration von 300 pM. Die Inhibitoren wurden in
Konzentrationen von 1mM und 0,1 mM eingesetzt. Als Kontrollwert wurden vier
Inkubationen ohne Inhibitorzusatz durchgefihrt. Die Inkubation wurde durch Zugabe von
4 ug hDDAHI1 gestartet und mit geschlossenem Deckel bei 37°C 30 Minuten im
Platteninkubator inkubiert. Die Reaktion wurde mit 200 ul Colder-Reagenz abgestoppt und

derivatisiert.
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6.2.2.1.3 K;-Wert-Bestimmung

Die Bestimmung erfolgte wie unter 7.2.2.1.2 beschrieben mit dem Unterschied, dass flinf
verschiedene NMMA-Konzentrationen (50 uM, 100 uM, 300 puM, 700 uM, 1250 uM) sowie
fiinf verschiedene Inhibitorkonzentrationen (ermittelt aus der Hemmpotenz der Vortestung)
eingesetzt wurden. Jede Inhibitorkonzentration wurde jeweils doppelt mit jeder NMMA-
Konzentration inkubiert. Zusatzlich wurde zu jeder NMMA-Konzentration eine

Kontrollinkubation ohne Inhibitorzusatz durchgefihrt.

Mit Hilfe von Sigma-Plot 11.0 (SPSS Inc.,, Chicago, USA) wurden flr jede
Inhibitorkonzentration die entsprechenden Kp- und Vma-Werte ermittelt. Durch eine
Sekundarauftragung der Inhibitorkonzentration gegen Kn/Vmax Wurde durch Extrapolation der

Ausgleichsgerade auf die Abzisse der Ki.-Wert bestimmt.
Die Kj-Wert-Bestimmung wurde doppelt an unterschiedlichen Tagen durchgefihrt.

6.2.2.2 Harnstoff-Plattenreader-Assay (Arginase)

6.2.2.2.1 Derivatisierung

Die Derivatisierung erfolgte wie unter 6.2.2.1.1 beschrieben. Die Platten wurden abweichend

dazu im Absorptionsmaximum bei 526 nm bestimmt.

6.2.2.2.2 Hemmung bei 1 mM- und 0,1 mM-Inhibitor-Konzentration

Ein Inkubationsansatz bestand aus 150 pl Gesamtvolumen 50 mM Tris-Puffer pH 7,4 mit
L-Arginin in einer Endkonzentration von 7 mM. Die Inhibitoren wurden in Konzentrationen
von 1mM und 0,1 mM eingesetzt. Als Kontrollwert wurden vier Inkubationen ohne
Inhibitorzusatz durchgefihrt. Die Inkubation wurde durch Zugabe von 0,3 ug Arginase
gestartet, die zuvor zwei Stunden bei 37°C im Schiittelwasserbad, gelost in
Aktivierungspuffer (375 UM MnCl,, 375 pM Maleinsdaure in 50 mM Tris-Puffer pH 7,4),
rekonstituiert wurde. Mit geschlossenem Deckel wurde 30 Minuten bei 37°C im
Platteninkubator inkubiert. Die Reaktion wurde mit 200 ul Colder-Reagenz abgestoppt und

derivatisiert.
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6.2.2.2.3 Ki;-Wert-Bestimmung

Die Bestimmung erfolgte wie unter 6.2.2.2.2 beschrieben mit dem Unterschied, dass flinf
verschiedene L-Arginin-Konzentrationen (0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 5 mM und 20 mM) sowie
fiinf verschiedene Inhibitorkonzentrationen (ermittelt aus der Hemmpotenz der Vortestung)
eingesetzt wurden. Jede Inhibitorkonzentration wurde jeweils doppelt mit jeder L-Arginin-
Konzentration inkubiert. Zusatzlich wurde zu jeder L-Arginin-Konzentration eine

Kontrollinkubation ohne Inhibitorzusatz durchgefthrt.

Mit Hilfe von Sigma-Plot 11.0 (SPSS Inc.,, Chicago, USA) wurden flr jede
Inhibitorkonzentration die entsprechenden Kp- und Vma-Werte ermittelt. Durch eine
Sekundarauftragung der Inhibitorkonzentration gegen Kmn/Vmax Wurde durch Extrapolation der

Ausgleichsgerade auf die Abzisse der Kj.-Wert bestimmt.

Die Kj-Wert-Bestimmung wurde doppelt an unterschiedlichen Tagen durchgefihrt.
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6.3 Untersuchungen zur hydrolytischen Stabilitit und

Biotransformation

6.3.1 Gerate und Materialien

Gerate:

IKA-Vibrax-VXR-Schttler (IKA Labortechnik, Staufen), Mikroliterzentrifuge 2043 (Hettich,
Tuttlingen), pH-Messgerat InoLab pH Level 1 (Wissenschaftlich-Technische Werkstatten,
Weilheim) mit pH-Glaselektrode LiQ Plast (Hamilton, Bonaduz, Schweiz),
Schittelwasserbad GFL-1083 (Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel), Sonorex Super RK
510 H Ultraschallbad (Bandelin, Berlin), Vortexer VF2 (IKA Labortechnik, Staufen)

Verbrauchsmaterialien:
Sartorius Membranfilter (0,45 puM), Reaktionsgeféalie 1,5 ml (Sarstedt AG & Co., Niimbrecht)

Enzymquellen:

Die Gewinnung der verwendeten Schweineleberfraktionen erfolgte im Arbeitskreis Clement
von Treuer nach einem standardisierten Protokoll.””! Die rekombinanten Enzyme:
hmARC1+2, Cytochrom b5 und Cytochrom b5-Reduktase, wurden im Arbeitskreis von Prof.

Mendel (Molekular- und Zellbiologie, TU Carolo-Wilhelmina Braunschweig) exprimiert.

Chemikalien:
Sofern keine Angaben zu den Chemikalien gemacht werden, wurden diese tiber Fluka, Merck,
Roth und Sigma-Aldrich bezogen oder selbst synthetisiert. Acetonitril und Methanol stammen

von J.T. Baker (Griesheim)
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6.3.2 Methoden

Substrat und Metabolit wurden mittels HPLC-Analytik mit automatisierter

Vorséulenderivatisierung getrennt und durch Fluoreszenz-Detektion quantifiziert.

6.3.2.1 Derivatisierung

Die Derivatisierung ist bei allen aufgefiihrten HPLC-Methoden gleich und wird wie folgt

durchgefihrt:
Reagenz: 50 mg 0-PA geldst in 1 ml Methanol
9ml 0,2 M Kaliumborat-Puffer pH 9,4
53 ul  2-Mercaptoethanol
Derivatisierung: 10 ul der Probe wurden direkt im Autosampler mit 14 pl des

Derivatsierungs-Reagenzes gemischt und zwei Minuten lang vor der

Injektion bei Raumtemperatur reagieren gelassen.

6.3.2.2 Biotransformationsuntersuchung an Schweineleberfraktionen

6.3.2.2.1 HPLC-Methode

Stationdre Phase: NovaPak RP-18-Sdule 4 um (4 x 150 mm, VDS Optilab) Vorsaule:
Phenomenex C18 (4 x 3,0 mm)

Temperatur: 40°C

Mobile Phase: Eluent A: 10 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,6
Eluent B: Acetonitril 50% / Methanol 50%

Flussrate: 1 ml/ min

Gradienten-Profil ;

Zeit in min Eluent Ain% Eluent B in%
0 100 0
1 100 0
5 25 75
10 25 75
15 100 0

18 100 0
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Detektion: Fluoreszenz: Aex: 338 nm; Aem: 425 nm

Injektionsvol.: 10 pl

Retentionszeiten: N-OH-AbMEG (32a) 12,6 £ 0,1 min
ADbMEG (27) 14,4 £ 0,1 min

6.3.2.2.2  Kalibrierung und Wiederfindung

Es wurde eine 7-Punkt-Kalibrierung von AbDMEG im Bereich von 2,5 bis 200 uM in 100 mM
Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 durchgefiihrt.

Fur die Wiederfindung wurden die gleichen Konzentrationen an AbMEG mit 50 g
hitzedenaturiertem  Protein  und 15mM N-OH-AbDMEG in 150pul 100mM
Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 bei 37°C inkubiert. Nach 23 min wurde der Ansatz mit 150 pl
gekuhltem Methanol versetzt, die Proben flr finf Minuten geschdttelt und anschlieBend das

Protein abzentrifugiert (13.000g / 5 min). Der Uberstand wurde mit der HPLC vermessen.

6.3.2.2.3 Invitro-Reduktionsassay mit subzelluliren Fraktionen

Die Inkubationen wurden mit N-OH-AbMEG in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 in
einer Endkonzentration von 3 mM in einem Gesamtvolumen von 150 ul durchgefihrt. Als
Enzymquellen wurden 50 pg postnuclearer Uberstand (PNS), 50 pg Mikrosomen- und
Cytosol-Uberstand  (9000g), 50 pg Mitochondrien, und 5 pg Vesikel der &uReren
Mitochondrienmembran (OMV), aus Schweineleber gewonnen, eingesetzt. Der Ansatz wurde
in einem Schittelwasserbad bei 37°C drei Minuten vorinkubiert und die Reaktion durch
Zugabe von 1 mM NADH gestartet. Nach 20 Minuten aerober Inkubation bei 37 °C wurde die
Reaktion durch Zugabe von 150 pl gekihltem Methanol gestoppt, die Proben fur flnf
Minuten geschiittelt und anschlieBend zentrifugiert (13.000g / 5 min). Die Uberstande wurden
mittels HPLC analysiert.
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6.3.2.3 Biotransformationsuntersuchung am rekombinanten hmARC-Enzym-
system
6.3.2.3.1 HPLC-Methode

Stationdre Phase: Aeris PEPTIDE XB-C18, 3,6 um (4,6 x 150 mm, Phenomenex)

Vorséule: Phenomenex C18 (4 x 3,0 mm)

Temperatur: 40°C
Mobile Phase: 60% 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8,5 / 40% Methanol
Flussrate: 1 ml/ min
Detektion: Fluoreszenz: Aex: 338 NM; Aem: 425 nm
Injektionsvol.: 10 pl
Retentionszeiten: AbBMEG (27) 13,6 £ 0,1 min
N-OH-AbMEG (32a) 17,9 £ 0,1 min

6.3.2.3.2 Kalibrierung und Wiederfindung

Es wurde eine 7-Punkt-Kalibrierung von AbMEG (27) im Bereich von 2,5 bis 200 uM in 20
mM MES-Puffer pH 6,0 durchgefiihrt.

Fur die Wiederfindung wurden die gleichen Konzentrationen an AbMEG mit 50 pg
hitzedenaturiertem Protein und 1,5 mM N-OH-AbMEG in 150 pl 20 mM MES-Puffer pH 6,0
bei 37°C inkubiert. Nach 23 min wurde der Ansatz mit 150 pl gekiihltem Methanol versetzt
die Proben fir funf Minuten geschuttelt und anschlieBend das Protein abzentrifugiert (13.000g
/'5 min). Der Uberstand wurde mit der HPLC vermessen.

6.3.2.3.3 Invitro-Reduktionsassay mit dem rekombinanten Enzymsystem

Die Inkubationen wurden mit N-OH-AbMEG (32a) in 20 mM MES-Puffer pH 6,0 in einer
Endkonzentration von 3 mM in einem Gesamtvolumen von 150 pl durchgefuhrt. Als
Enzymquellen wurden 2,3-7 pg hmARC (berechnet nach Molybdén-Gehalt), 10,8 ug
Cytochrom b5 (berechnet nach Ham-Gehalt) 0,25 pug Cytochrom b5 Reduktase (berechnet
nach FAD-Gehalt) eingesetzt. Der Ansatz wurde in einem Schuttelwasserbad bei 37°C drei
Minuten vorinkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 1 mM NADH gestartet. Nach 20
Minuten aerober Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 150 pl
gekuhltem Acetonitril gestoppt, die Proben fir funf Minuten geschittelt und anschliel3end
zentrifugiert (13.000g / 5 min). Die Uberstinde wurden der HPLC zugefiihrt.
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6.3.2.4 pH-abhangige, hydrolytische Stabilitit

6.3.2.4.1 HPLC-Methode

Stationdre Phase: Aeris PEPTIDE XB-C18, 3,6 um (4,6 x 150 mm, Phenomenex)
Vorsaule: Phenomenex C18 (4 x 3,0 mm)

Temperatur: 40°C

Flussrate: 1 ml/min

Detektion: Fluoreszenz: Aex: 338 NM; Agm: 425 nm

Injektionsvol.: 10 pl

Mobile Phase: fur 32a: 60% 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8,5 / 40% Methanol

fiir 32b: 42% 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8,5 / 58% Methanol
Retentionszeiten: N-OH-AbMEG (32a) 17,9 £ 0,1 min

Retentionszeiten: O-Methyl-HAM (32b) 10,6 £ 0,1 min

6.3.2.4.2  Invitro-Stabilitits-Assay

Die pH-abhéangige, hydrolytische Stabilitat wurde durch Inkubation von N-OH-AbMEG (32a)
und O-Methyl-HAM (32b) in 10 mM Kaliumphosphatpuffer bei pH 2, pH 7,4 und pH 9 tber
einen Zeitraum von 24 Stunden durchgefiihrt. Dazu wurden die Verbindungen in einer
Konzentration von 250 uM in 150 pl Puffer gelost und bei 37°C im Schiittelwasserbad
inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 3, 6, 9 und 24 Stunden wurden Proben gezogen und mit

150 pl 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 versetzt und mit der HPLC vermessen.
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Anhang

Strukturformelverzeichnis

Strukturen zu Kapitel 2:

I.  Verbindungen fur den Trainingsdatensatz (Kapitel 2.3.3.1): 91281301

Substanz IUPAC Struktur
3-MeBuMEG N-(2-Methoxyethyl)-N"-(3- )NE CH3
methylbutyl)guanidin Hsc/o\/\N N/\)\CH3
H H
AbMEG N-(4-Aminobutyl)-N"-(2- J\E
methoxyethyl)guanidin e O S S S
H H
Allyl-Arg N°-Allyl-L-arginin J'i
Hlo COOH
NH,
Butenyl-Arg N®-(But-3-enyl)-L-arginin J‘i
A COOH
H,C N H/\/\N‘:
2
Canavanin (S)-2-Amino-4- NH,
. ) o) COOH
(guanidinooxy)-buttersaure HNT SN
\/\l\ﬁz
Carb-Arg N®-(2-Carbamoylethyl)-L- j\/\ )NE
- COOH
arginin
2
CbMEG N-(4-Carboxybutyl)-N"-(2- JI:
methoxyethyl)guanidin Hsc/o\/\N N
H H
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decVNIO N-(4-Aminobutyl)but-3- NH
enamidin H Cé\)J\N/\/\/NHz
2 H
ENIPO N°-(1-Iminopent-3-enyl)-L- NH
- H,C _— COOH
ornithin 3 \/\)J\
”/\/ﬁN:
2
Ethyl-NIO | N°-(1-Iminobutyl)-L-ornithin /\Ji
COOH
2
L-257 N®-(2-Methoxyethyl)-L-arginin J':
O COOH
2
Methyl-NIO | N°-(1-Iminopropyl)-L-ornithin NH
H3C\)J\ COOH
”/\/I
2
NIO N°-(1-Iminoethyl)-L-ornithin J:
HyC ”/\/YCOO"'
NH,
Nitro-Arg N®-Nitro-L-arginin J‘i
O,N__ COOH
N
2
PenMEG N-(2-Methoxyethyl)-N"-(n- NH
pentyl)guanidin Hsc/o\/\NJ\N/\/\/C”3
H H
Propargyl- N®-Propargyl-L-arginin )Nt
COOH
Ar
2
PropyL-Arg N®-Propyl-L-arginin /'l\'t
HiC COOH
N
2
Tfe-Arg N®-(2,2,2-Trifluorethyl)-L- NH
H H

NH,
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Vinyl-NIO N°-(1-Iminobut-3-enyl)-L- NH
ornithin H c%\)J\N/\/\rCOOH
2 H
NH,
Il.  Verbindungen fir den Trainingsdatensatz (Kapitel 2.3.3.2) — R-Reihe:"®
Nr. Struktur Nr. Struktur
NH NH, NH NH,
H,yC )k : HyC )J\ AN
R04 3 \N N/\/\COOH R25 T ” COOH
H H n,
NH NH,
NH NH, )J\ H
RO8 JJ\ /\/-\ R26 H,e” N N~ " coom
H,NT N COOH ) H
H
H,C
NH NH Ji WA,
-2 -
R09 Hsc/\N)]\N/\/-\COOH R27 O\] ”/\/\CQOH
H H
NH NH,
CH, NH NH, -
R10 H,C N N/\/\COOH R28 (\N ”/\/\COOH
H H o\)

NH NH, )J\ N
R11 Hsc\/\N)]\N/\/-\COOH R29 G\I N oo

NH NH, NH NH,

: o
H,;C )J\ Hio” TN N CcH
R12 3 ﬁ/\N N~ " cooH R30 | H H 3
H,C H H o
CH,
NH NH " i
Ay o - o _CH
H.oC )J\ z H3C/ \/\N N ~— 3
R13 3 \M/\N N/\/\COOH R31 H H 5
6 H H

NH NH,
| | NH NH, 0 )k . _O_ _CH
: H3C/ \/\N N \H; 3
R14 N)J\N/\/\COOH R32 H H/\/E(




Strukturformelverzeichnis

NH NH, NH NH,
O~ /\/_\ H C/O\/\NJkN SN
R15 | HsC N7 N cooH | r33 | " N “/\/\ﬂ/ 3
NH |§1H2 J\E NH,
HiC O~ AN o ‘. _O_ _CH
N N COOH SN 3
R17 Ho W R35 | ™€ A
CH, o] CH,
NH (o]
NH NH
F )]\ H 2 Hac/o\/\N)]\N/\/ﬁ)ko/CHs
R19 N NS T e U R37 H o H A,
H H
NH (o]
NH NH
? 2 Hsc/o\/\”)l\”/\/\‘)ku/c'*a
R22 Hzcé\” ”/\/\cooH R38 NH,
CH, NH NH, NH
N PR : 0
H,e” "N SN " cooH He” > N7 SN N"NH
R23 | Hs NN R42 | Ms H H 2
NH NH,
R24 NN N"cooH
H H
1. Verbindungen fur den Trainingsdatensatz (Kapitel 2.3.3.2) — TV-Reihe:
Nr. Struktur Nr. Struktur
HC COOH 3 COOH
TVO1 NN TV18 | HsC N
NH, NH,
COOH H,C COOH
2 3v~
TVO02 HzC/\)J\”/\/\‘/ TV19 N N
CH, NH, NH,
\/\)NJ\H \)NE
H,C_~ COOH 0 COOH
TV03 ”/\/I TV20 | HsC g/\/m
2 2
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NH
COOH
TV04 Hszg/\/\( V21 | c/oQLN/\/\/NHz
NH, 3 H
CH; NH NH
H;C COOH H;C COOH
TVO5S 3 M”N\K TV22 3 o/\)J\”/\/\r
NH, NH,
NH
COOH NH
TVO6 | TNy NN TV23 | Mo A~ I N,
CH, NH, H

NH
NH
/OM COOH
H,C COOH H,C N
™vo7 | Mﬂ/\/\f Tvaa | H/\/\‘/NHZ
CH, NH,

NH
y N/\)LN COOH NT
V0S8 | M H/\/\hg TV25 |, 0 ”/\/\/NHz
2

H.C o, ~ COOH

HzNM COOH N0 TN N/\/\A/

TV09 ”/\/m TV26 H NH,

2

N_ _N -
TV10 | N7 0TS ook || T2

NH,
’ NH, NH
NN A~ A HyC /\)]\ COOH
TV11 V\o S COOH TV28 o X E/\/\‘/
NH, NH,
r s H NH, H NH,
HC N o N M ™ coon OV/\O/N\ I\I\/\/'\COOH
TV12 T TV29 I8
2 2

o. /)\ COOH
TV13 FMN/\/\‘/COOH V30 C/\:/\/ N ”/\/\‘/
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Feo COOH R N N/\/\rCOOH
TV14 N TV31 H NH,
F NH,
CH NH
NH Hc>l\3 2
3 o COOH
H;C_ /\)J\ COOH H,C™ "0 "N N
TV15 N NN TV32 m mez
CH, NH,
JN\HZ NH,
H,C. o. — COOH
3 I}l/\/ N N/\/\‘/ HZC&\o/\/O\N/)\N/\/\‘/COOH
TV16 CH H NH TV33 H
3 2 NH,
CH NH,
N
H3C/ \/\/O\N/)\N/\/\‘/COOH
TV17 H NH,
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Synthetisierte und charakterisierte Verbindungen:

Methoxyalkylimidate

Verbindung Ziffer Struktur
2-Methoxyethanimidséduremethylester Cl NH.*

. 9a 0 Z/CH3
Hydrochlorid H,C o
3-Methoxypropanimidsauremethylester ot

9b 2
Hydrochlorid HBC\o/\)ko/CH3
4-Methoxybutanimidsauremethylester C Np,
9c

Hydrochlorid
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Methoxyalkylamidine, geschitzte VVorstufen

NH H
0 N_ _O
H3C/ \M)kN/\/\-/
n H R \([)( \’<

Verbindung Ziffer n R
N2-(t-Butoxycarbonyl)-N°-(1-imino-3- 0

12a | 1 PP
methoxypropyl)-L-ornithin-t-butylester 0
N2-(t-Butoxycarbonyl)-N°-(1-imino-3- o

12b | 2 Lk
methoxypropyl)-L-ornithin-t-butylester 0
N2-(t-Butoxycarbonyl)-N°-(1-imino-4- o

12¢ 3 Lk
methoxybutyl)-L-ornithin-t-butylester o
N-[4-(t-Butoxycarbonyl)-

13a 1 M
aminobutyl]methoxymethanamidin
N-[4-(t-Butoxycarbonyl)-aminobutyl]-2-

13b 2 M
methoxyethanamidin
N-[4-(t-Butoxycarbonyl)-aminobutyl]-3-

13c 3 M
methoxypropanamidin
N2-(t-Butoxycarbonyl)-N*-(1-imino-4- 20 o 050 o
methoxybutyl)-nor-L-ornithin-t-butylester chzoMN/\INJ\ok

H H
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Methoxyalkylamidine

Oy "
H3C n H/\/Y
NH,
Verbindung Ziffer n R
5 . - o]
N°-(1-Imino-2-methoxyethyl)-L-ornithin la 1 )J\
OH
5 : - o]
N°-(1-Imino-3-methoxypropyl)-L-ornithin 1b 2 )j\
OH
5 . - o]
N°-(1-Imino-4-methoxybutyl)-L-ornithin 1c 3 )J\
OH
N-(4-Aminobutyl)methoxymethanamidin 2a 1 _H
N-(4-Aminobutyl)-2-methoxyethanamidin 2b 2 _H
N-(4-Aminobutyl)-3-methoxypropanamidin 2C 3 _H

NH
N“-(1-Imino-4-methoxybutyl)-nor-L-ornithin 21 Hac/OV\)LNAINH
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Thioharnstoffe

Verbindung Ziffer

23
N-Benzyloxycarbonyl-N"-[4-(t-butoxycarbonylamino)-butyl]thioharnstoff
S
0 AL H o]
H3C/ \/\N N/\/\/ Y \’<
" 0 29

S
KOJ/O\N)J\N/\/O\CHS
H H
36a

N-(2-Methoxyethyl)-N"-(tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)thioharnstoff

S

o) 0.
OO,

H 36b

N-Methoxy-N"-(2-methoxyethyl)thioharnstoff
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Aminobutylguanidine, geschitzte Vorstufen

Verbindung Ziffer

N
©/\OXHJ\H/\/\/HWO]/O\’< 25

N-Benzyloxycarbonyl-N""-(but-3-enyl)-N"-[4-(t-butoxycarbonylamino)-

butyl]guanidin

3,

3
0} )NL H 0}
H3C/ \/\N N/\/\/ \”/ \’<
H H

0 3la
N-[4-(t-Butoxycarbonylamino)-butyl]-N"-(2-methoxyethyl)-N""-
(tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)-guanidin
HsCog
N
H C/O\/\N)kN/\/\/H 0
3 NN TOK
© 31b

N-[4-(t-Butoxycarbonylamino)-butyl]-N""-methoxy-N"-(2-methoxyethyl)-

guanidin
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Aminobutylguanidine

Verbindung Ziffer
NH
H.CP "N )k NS NH
2
H H 26

N-(4-Aminobutyl)-N"-but-3-enylguanidin

OH

S
N
o NH

32a
N-(4-Aminobutyl)-N""-hydroxy-N"-(2-methoxyethyl)guanidin
H3C\O
3
N
O A N
HaC N“N 32b

N-(4-Aminobutyl)-N""-methoxy-N"-(2-methoxyethyl)-guanidin
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nor-L-Ornithine

éH
3 3
R\NJKOXCHS
R~ ~__OR3
Y
R, o]
Verbindung Ziffer R1 R2 R3 R#*
o}
N“-(t-Butoxycarbonyl)-N"- \
63 -H -H
phthalimido-nor-L-ornithin No
N“-(t-Butoxycarbonyl)-N*- 0
\ CH,
phthalimido-nor-L-ornithin-t- 64 CHj -H
N CH,
0
butylester
N* N“-Bis-(t-Butoxycarbonyl)- 0
\ CH,3 0 CHy
N-phthalimido-nor-L-ornithin- | 65 —{CH, s
N CH, 0" "CHs
t-butylester °
N“ N”-Bis-(t-Butoxycarbonyl)- CH,4 O CH
66 H H —cy | L Lot
nor-L-ornithin-t-butylester CHy 0" "CH,
N* N“-Bis-(t-Butoxycarbonyl)-
CHj O CHy .
N*,N*-dimethyl-nor-L-ornithin- 67 -CH -CH —QCH 3
Yy 3 3 CH33 AOXCHs.
t-butylester
N* N%-Bis-(t-Butoxycarbonyl)-
CH, 0 CHy
N’-cyan-N"-methyl-nor-L- 68 -CN -CH CH 3
y y : +CH33 )ko)<CH3
ornithin-t-butylester




Zyklisierte Nebenprodukte
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Verbindung Ziffer Struktur
0 J<
(S)-N3-t-Butoxycarbonylhexahydropyrimidin- K\H\ 0
o7 HN\/NYO
4-carbonséure-t-butylester 5
3 1 0
(S)-N°-t-Butoxycarbonyl-N"- (\H\ J<
0
methylhexahydropyrimidin-4-carbonsdure-t- 58 H3C,N\/N\I40
butylester >(O
nor-L-Arginine
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Kurzfassung

Kurzfassung

Aufgrund der vielen physiologischen Funktionen, die Stickstoffmonoxid (NO) im
menschlichen Kdrper erfullt, ist es nicht verwunderlich, dass eine Dysregulation mit verschie-
denen Erkrankungen in Zusammenhang steht. Bereitgestellt wird NO aus L-Arginin durch die
NO-Synthasen (NOSs), aber die NO-Bioverfligbarkeit wird u. a. auch indirekt durch andere
Enzyme beeinflusst. Fur zwei dieser Enzyme, die Dimethylarginin Dimethylaminohydrolase

(DDAH) und die Arginase, wurden im Rahmen dieser Arbeit Hemmstoffe entwickelt.

Die DDAH baut die physiologischen Hemmstoffe (N“-methylierte Arginine) der NOSs ab.
Ihre Inhibition kann pathologisch erhéhte NO-Spiegel, wie sie bei entziindlichen und
neurodegenerativen Erkrankungen vorkommen, senken. Auf Basis bekannter Rontgenkristall-
strukturen der hDDAH-1 wurde ein 3D-QSAR-Modell zur Entwicklung und Vorhersage der
biologischen Aktivitat neuer DDAH-Inhibitoren erstellt. In dem Zusammenhang wurde u. a.
eine Reihe von Methoxyalkyl-Amidinen synthetisiert. Dabei konnte N°-(1-Imino-3-
methoxypropyl)-L-ornithin als sehr potenter DDAH-Inhibitor identifiziert werden. Durch die
neuen Verbindungen wurden wichtige Erkenntnisse zur Aufkldrung von Struktur-
Wirkungsbeziehungen gewonnen: Ein Carboxylgruppen-Verlust fihrt bei Amidinen im
Gegensatz zu Guanidinen zu einer starken Minderung der Hemmpotenz. Selektivitatsunter-
suchungen der neuen Inhibitoren ergaben, dass der bekannte Inhibitor N-(4-Aminobutyl)-N"-
(2-methoxyethyl)guanidin der beste Kandidat hinsichtlich Hemmpotenz, Selektivitat und
Arzneistoff-qualitat ist, weshalb Prodrug-Konzepte darauf angewendet wurden. Das
korrespondierende  Hydroxyguanidin und das O-Methyl-Hydroxyguanidin  wurden
synthetisiert. Beide verfligen (iber eine sehr gute hydrolytische Stabilitat. Die Bioaktivierung
konnte fiir das Hydroxyguanidin-Prodrug bereits nachgewiesen werden.

Die Arginase konkurriert mit den NOSs um das gemeinsame Substrat L-Arginin. Eine
Enzymhemmung steigert die Substratverfiigbarkeit fur die NOSs, was in einer Erhéhung der
NO-Verfugbarkeit resultiert. Ein neuer Inhibitor, N®*-Hydroxy-N*-methyl-nor-L-arginin (nor-
NHAM), konnte Gber neun Stufen aus N* N*-Di-Boc-geschiitztem nor-L-Ornithin gewonnen
werden. Die Einfilhrung einer Methylgruppe am N°-Atom bei NOHA fiihrte in
vorangegangenen Arbeiten zu einer Steigerung der Hemmpotenz, weshalb in analoger Weise
mit nor-NOHA verfahren wurde. Die Hemmdaten belegen, dass mit nor-NHAM ein sehr
potenter Hemmstoff gefunden wurde, der in seiner Hemmpotenz nor-NOHA jedoch leicht
unterlegen ist. Beztiglich Metabolisierung und Selektivitat gegentiber DDAH und NOSs sollte
nor-NHAM gegeniber nor-NOHA verbessert sein, was aber noch gezeigt werden muss.



Abstract

Abstract

Nitric oxide (NO) fulfils a plethora of physiological functions in the human body. Therefore,
its dysregulation is related to different diseases. NO is released from L-arginine via nitric
oxide synthases (NOSs), but its bioavailability is also indirectly influenced by different
enzymes. In this work new inhibitors for two of these enzymes, dimethylarginine

dimethylaminohydrolase (DDAH) and arginase, were developed.

Endogenous inhibitors of NOSs (N“-methylated arginines) are degraded physiologically by
DDAH. Increased NO-levels, as they occur in inflammatory and neurodegenerative diseases
can be lowered through inhibition of DDAH. Based on the crystallographic structure of
hDDAH-1, a 3D-QSAR model was built and used to predict biological affinities of new
DDAH inhibitors. In this context, a series of methoxyalkyl-substituted amidines was
synthesized and N°-(1-1mino-3-methoxypropyl)-L-ornithine was identified as a very potent
inhibitor of DDAH. With these new compounds important structure-activity relationships
could be deduced. Omitting the carboxylic group results in strong reduced potency for
amidines, but not observed for guanidines. N-(4-Aminobutyl)-N"-(2-methoxyethyl)guanidine
exhibits the best lead profile among all developed DDAH inhibitors based on potency,
selectivity and drug-like properties and was therefore selected for the application of prodrug
concepts. The corresponding N-hydroxyguanidine and O-methoxyguanidine were synthesized.
Both compounds were stable towards hydrolysis. Bioactivation of the N-hydroxyguanidine-

prodrug could already be demonstrated.

Arginase competes with NOSs for their common substrate L-arginine. An inhibition increases
the substrate availability for NOSs which results in improved NO availability. A new inhibitor,
N®-Hydroxy-N"-methyl-nor-L-arginine (nor-NHAM), was prepared in a nine step synthetic
sequence from N N®-Di-boc-protected nor-L-ornithine. Since the introduction of a methyl
group to NOHAs N°-atom in previous work led to an increase in inhibition potency and
selectivity, a similar approach was realized for the more potent compound nor-NOHA. In
vitro data confirmed a good inhibitory effect for nor-NHAM, which is, however, slightly less
potent compared to nor-NOHA. It is anticipated that nor-NHAM is superior to nor-NOHA
regarding metabolic stability and selectivity over DDAH and NOSs, but this has to be

validated in future studies.



