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1.1 Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) ein kleines, gasformiges, radikalisches Molekgkewann stark an
Bedeutung, als es 1987 aisdothelium derived relaxing factEDRF) identifiziert wurdé!'

117992 wurde es von der Zeitschrift AScience
erhielten Furchgott, Ignarro und Murad fir ihre Forschung an EDRF/NO den Nobelpreis fur

Medizin !

NO ist ein physiologischer Transmitteder in der Regulation des Nervenmmun und
kardiovaskuldaren Systems eine wichtige Rolle spielt, aber auch an vielen
pathophysiologischen Prozessen beteiligt®istDiese Vielseitigkeit erklart das groRe
wissenschaftliche Interesse auf diesem stafforbehten Gebiet und wird durch mehr als
100.000 Publikationen unterstrichen.

Durch seine Radikaleigenschaften ist NO sehr reaktiv: so reagiert es in wassriger Lésung
schnell zu Nitrit und Nitrat. Seine spontane Reaktion mit dem Superoxidradikalamorzy

dem starkeren Oxidanz Peroxynitrit ( / /) ist Teil der unspezifischen Immunabwé&hr.
Weiterhin reagiert es mit Oxyhamoglobin sofort zu Nitrat, welches im Oxyhdmoglobin Assay
zur Quantifizierung von NO ausgenutzt WAfd.Trotz dieser vielen Inaktierungs
moglichkeiten und seiner biologischen Halbwertszeit von weniger als einer Sekunde, kann
NO aufgrund seiner kleinen, lipophilen Struktur und gasfoérmigen Eigenschaft leicht durch

Membranen diffundieren und an seinen Wirkort gelady&n.

Bereits seiteinem Jahrhundert sind organische Nitrate Beinandlung und Prophylaxe von
Angina PectorisAnfallenim Einsatz, obwohl das Wirkprinzip der Ni&¥eisetzung 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 einhdfflges Gasgemisch zur
Behandlung von Neugeborenen mit pulmonaler Hypertonie. 2011 wurde die Zulassung fur
alle Altersklasen fur per und postoperative pulmonaltypertonie in Verbindung mit einer

Herzoperation erweiteft.
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1.2 L-Arginin

Das zentrale Substrat der physiologischen$§@these ist-Ar gi ni n, doch nur c
verfligbaren Plasmaarginins werden hietienctigt!'® Der groBere Anteil wird im Korper

auf vielfaltige Weise umgesetzt. Da es sichibdirginin um eine proteinogene Aminosaure

handelt, spielt es einen wichtigen Part in der Proteinbiosynthese. Weiterhin ist es ein
Zwischenprodukt der korpereigen Ammoniakentgiftung im Harnstoffzyklus. Neben
Harnstoff entsteht dabei-Ornithin, welches sowohl als ein Substrat fir die Synthese der
AminosaureL-Prolin, als auch fiir die Bildung von Polyaminen von Bedeuturt§istProlin

ist essentiell fir die #&llagenbiosynthese und Polyamine sind an Zellwachstum
und-differenzierung beteiligt?!

Bei einem gesunden Erwachsenen ist die korpereigeAgginin-Synthese ausreichend,
sodass enicht supplementiert werden muss. Bei Kindern und im FallekatebolemStress

wie z.B. Entziindungsreaktionefmnfektionen oder auchbei Niereninsuffizienz kann der
Bedarf jedoch nicht immer ausreichend gedeckt werden und muss durch die exogene Zufuhr

erganzt werden. Somit witdtArginin als semiessentiell eingesttit.

1.3 Regulation endogener NO-Konzentration

1.3.1 Allgemeine Ubersicht

Das Schaubild in Abkl.1 gibt eine vereinfachte Ubersicht Uber das Zusammenspiel
verschiedener Enzyme, die in die Regulation derBi@yerfligbarkeit eingreifen. Isoenzyme,
unterschiedliché&ewebsverteilung sowie Expressionslevel bleiben hierbei unberiicksichtigt.
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Abbildung 1.1: Vereinfachte schematische Darstellung der Regulation deStdfbvechsels in Anlehnung an
die Literatur™™ ADMA, N*,N*-Dimethyl-L-arginin; arg, proteingebundenegArginin; DDAH, Dimethylarginin
Dimethylaminohydrolase; NMMA,N*-Monomethy-L-arginin; NOHA, N*-Hydroxy-L-Arginin; NOS, NG
Synthase; PRMTs, Protefwrginin-Methyltransferasen.

Das verantwortlich&nzym der endogenen NEroduktion ist die NEsynthase (NOS). Diese
katalysiert die Bildung von NO ausArginin Uber das Intermedidt*-Hydroxy-L-Arginin
(NOHA) zu L-Citrullin und NO. Die Arginase konkurriert mit der NOS um das gemeinsame
Substrat und kan so die NGProduktion reduzieren. Sie selbst wird durch NOHA
physiologisch gehemnf*'>) Endogene Hemmstoffe der NOS, asymmetrischEN*-
Dimethyl-L-arginin (ADMA) undN¥-Monomethy-L-arginin (NMMA), werden Uber Protein
Arginin-MethyltransferaseffPRMTS) gebildet, die proteingebundene Arginine methylieren.
Durch Proteolyse freigesetzt, hemmen sie die NOS und kdnnen durch die Dimethylarginin
Dimethylaminohydrolase (DDAH) abgebaut werdh.In einer Art Riickkopplungs
mechanismus kann gebildetes K@ DDAH wiederum durch Nitrosylierung hemmiéfi.
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1.3.2 NO-Synthasen (NOSSs)

Die NO-Synthase (NOS) (EC 1.14.13.39) gehort zur Klasse der Oxidoreduktasen und
katalysiert in zwei Schritten die FiaBiektronerOxidation vonL-Arginin. Der erste Schritt
beinhaltet & Hydroxylierung eines endstandigen Sticksistfibms der GuaniduStruktur

unter Verbrauch eines Aquivaleri#otinamid-AdeninDinukleotid-Phospha{NADPH) und
Sauerstoff (Q) 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 Q benétigt werdeng 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-Arginin zu Stickstoffmonoxid und.-Citrullin durch die NG
SynthasenNADPH, NikotinamidAdeninDinukleotid-Phosphat; NOHA N'-Hydroxy-L-arginin; NOS, NG
Synthase.

Man unterteilt die NOS in drei Isoenzyme. Die neuronale NOS (nNOS, NOS1), die
induzierbare NOS (iNOS, NOS2) und die endothelld{@S (eNOS, NOS3)Die Existenz
weiterer NOSIsoformen wie dermitochondriale NOS® oderdererythrozytara NOS2%2!!
wird diskutiert Doch bisher ist nicht geklart, ob es sich um eigene Isoenzyme oder um Splice

Varianten der bekannten Isoenzyme hedtitf?%

Die verschiedenen humanen Isoformen werden auf unterschiedlichen Genen kodiert, in
unterschiedlichen Geweben exprimiert und besitze 51 % Sequenzhomol ogi e.
in ihren katalytischen Eigenschaften, Inhibitorempfindlichkeiten und falkor-
Abhangigkeiteﬁ?zl Die Bezeichnungen fir die eNOS und die nNOS rihren 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 Isofobes&tzen zwei

Domaéanen:

- Eine N-terminale Oxygenasedomédne mit einer Bindestelle fir Ham, Tetrahydro
biopterin (BH,) undL-Arginin,

- Eine Gterminale Reduktasedomé&ne mit BindestellenRiavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD), FlavinrMononikleotid (FMN) und NADPH.

Zwischen beiden Doménen befindet sich ein Bindemotiv fiir das Protein Calmédulin.

ihrer aktiven Form liegen die Isoenzyme als Homodimer vor, von denen jedes Monomer ein
Calmodulin gebunden h&f! Die Monomere sind katalytisch inék weil die
Elektronentbertragung vermutlich Uber Kreuz erfolgt und der Elektronenfluss von der
Reduktasedomane eines Monomers auf die Oxygenasedomdne des anderen Monomers
erfolgt?4

Bei der NOS-Entkopplung handelt essich um einen Zustand, bei de®uperoxid

radikalanionenan Stelle von NO produziexerden In diesem Fall ist dieenzymatische
Reduktiondes Sauerstoffs von der katalytischen ReaktionLrditginin entkoppelt. Dieser
Zustand tritt vor allem dann ein, wenn zu wenig sB¥brhanden ist. Diese gebildete
Superoxidradikalaniorreagiert schnell mit NO zuPeroxynitrit welches wiederum BH

abbaut??2°!

Endotheliale NOS (eNOS)

Die eNOS ist ein konstitutiv exprimiertes Enzym, das in Endothelzellen, Thrombozyten und
bestimmten Gehirnarealemorkommt. Unter bestimmten Umstéanden, beispielsweise bei
chronischer korperlicher Anstrengung oder wahrend der Schwangerschaft, kann sie zusétzlich
induziert werdef?®?”! Durch Palmitoylierung von CysteinrRestendes Proteinswerden
posttranslational Liglanker ausgebildet, Uber die die eNOS fest an die Zellmembran
gebunden vorliedt® Der kationischeAminosaurerTransporter CATL ist vermehrt in der

Nahe grol3er eNOSorkommen lokalisiert, wodurch dieskrekt mit dem Substrat-Arginin

versorgt werdendnnen'?®!

Transmitterstoffe wie Acetylcholin oder Bradykinin sowie Scherstress der Gefal3e aktivieren
C&*-vermittelt die eNOS. Das gebildete NO diffundiert in benachbarte glatte Muskelzellen.
Dort entfaltet eseine Wirkung durch die Aktivierung der lodien Guaylatcyclase (sGC),
die aus Guanosintriphosphat (GTd®tlischesGuanosimonophosphaicGMP)bildet. Dieses
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aktiviert verschiedene Proteinkinasen, in deren Folge die intrazellul&feK@azentration
abnimmt undlie glatte GefaRmuskulatuatilatiert (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. BH4, Tetrahydrobiopterinp-ARG, L-Arginin; L-CIT, L-Citrullin; PK, Proteinkinasen(Schema
modifiziert in Anlehnung an die Literatlit)

Zudem bt NO ahlreiche gefal3schitzende Wirkungen audie die Inzidenz von

Atherosklerose zu reduzieren vermogh:

- Hemmung der Bildung von Adhé&sionsmolekilesuf der Oberflache von
Endothelzellen und somit Hemmung deukozytemnheftung

- Hemmung der Oxidation vdoow Density Lipoprotein (LDL)

- Hemmung defrhrombozytenktivierungundi aggregation

- Hemmung der Gefal3muskelproliferation

Die Vielzahl an Effekten, die NO auf das Gefal3system ausibt, zeigt, dagyysiagulation
in Zusammenhang mit vielen kardiovaskularen Erkrankungen gebracht werden kann.
Krankheiten, deren gemeinsame Komponente die endotheliale Dysfunktion ist, sind u.a.
Atherosklerosé®>* Diabetes mellitu§” Hypertonie®®*” koronare Herzrankheit,

Herzinsuffizienz, Herzinfarkf® und Hypercholesterolami&!



Einleitung und Zielsetzun i Gz

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 Zentralnervesystem (ZNS) kommt sie
ausschlieBlich in Neuronen V8t auRerhalb des ZNS wurde sie sowohl in Neuronen als auch

im Epithel der Skelettmuskulatur, Plazenta und Bronchien nachgewWiggeH!
Normalerweise wird die nNOS konstitutiv exprimiert, jedochrkénre Expression analog zur

eNOS, z.B. in der Schwangerschaft, induziert £&in.

Subzellular kann die nNOS sowohl zytosolisch als auch membrangebunden vorliegen. Diese
Eigenschaft verdankt sie einer PImane, die nur bei dieser Isoform vorkomraine
PDZ-Domane ist ein Teil eines Proteins, welcher mit anderen Proteinen interagieren kann
Liegt ein entsprechendes Motiv vor, so kann es zur Assoziation undur Bindung an die

Membran kommef?

Durch nNOS gebildetes NO Ubernimmt die Funktion eiNesirotransmitters. Es entfaltet
seine Wirkung wie bei der eNOS beschrieben durch die Aktivierung der™3GcC.
Physiologische Funktionen von NO im Gehirn sind die Beteiligung an der
Gedachtnisbildunf” der zerebralen Durchblutufif sowie der Regulation der
NeurogenesE® Physiologische Konzentrationen von NO sind neuroprotektiv, erhohte
Konzentrationen hingegen neurotoxisthln peripheren Nervenzellen wie inCorpus
cavernosumwird der nNOS eine Mitverantwortung fir die Relaxation der glatten
Muskekellen zugesprochdff! Eine dort auftretende Dysregulation soll an der Pathogenese

der erektilen Dysfunktion beteiligt seft!

Durch nNOSUberexpression verursachte, pathophysiologische Konzentrationen des NO
werden mit der Pathogenese des Schlagaffiliider Migrané?® Morbus Alzheimef® 52

Morbus Parkinsdf>***und Depressionéft in Verbindung gebracht.

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

peripheren Schmerzhemmiity bzw. am Wirkmechanimus vieler analgetisch wirksamer

Arzneistoffel®®!
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Induzierbare NOS (iNOS)

Die im Korper vorhandene Menge an iNOS wird durch immunologische und entziindliche
Prozesse bestimmt. Endotoxine und proinflammatorische Zytokine indudierEmxpression

des Enzymsin Makrophagen.Bekannteste Induktoren sind IF TNFU IL-16 und
bakterielle Lipopolysaccharid®! In manchen Geweben, wieB. im Lungenepithel, im
Dunndarmjn der Rattenniere oder fetalem Gewgdtegt die INOS auch kotigutiv vor 2557

Die hohere NO-Konzentratim, die die iINOS im Gegensatz zu den beiden anderen
Isoenzymen produzierist wenigerdurch eine hoherspezifische Aktivitdtsondern vielmehr
durch héhere Proteinexpressionslevels und einer langeren Uberlebersstaiadet:®

Die zytotoxische Wirkung, die NO zugesprochen wird, beruht vermutlich nicht allein auf NO.
Aktivierte Makrophagen produzieren neben NO a&elperoxidradikalanionen, sodass das
daraus resultierende Peroxynitoiler auch das Zusammenspieh NO und Peroxynitritils
wahrscheinlichere zytotoxische Mechanismen in Betracht kommen. Peroxynitrit oxidiert
DNA-Basen, Lipide und Metklonen in Enzymen. Proteine kénnen je nach funktioneller
Gruppe oxidiert oder nitriert werden. Diese Mechanismed §ir die physiologische Rolle

der unspezifischen Immunabwehr zur Bekampfung von Krankheitserregern und Tumorzellen
von Bedeutung. Bei entzindlichen Krankheiten, die mit einer starken -IN€d&tion in
Verbindung gebracht werden, wurden in den entspredreGeweben nitrierte, in Proteine
eingebaute Aminosauren gefunden. Hierbei handelt es sich um Krankheiten wie Rheumatoide
Arthritis, Multiple Sklerose, Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson und Colitis Ulcétd¥a.

Ein weiteres Problerau starker iNOSnduktion,wie im Falle des septischen Schodks die
resultierendenassiveNO-Konzentration und dess&Virkung auf die glatte Gefalirskulatur.

Es kommt zu einer UbermafRigen Vasodilatation, die earastische Absenkung des
Blutdrucks veursacht. Dadurch ausgeldstes Multiorganversagen erklart die hohe
Mortalitat8tate von 60 %.
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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 Harnstof{s. Abb.1.4). In der Natur sehr weit verbreitet,

kommt sie in Bakterien, Hefen, Pflanzen undTiiarreich vor™®

. o
j'\"' Q Arginase o
H,N N/\/\A)kOH > HZN/\/\HkOH + S
H H,0 H,N~ “NH,
NH, NH,
L-Arginin L-Ornithin Harnstoff

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

Die humane Arginasdiegt in ihrer aktiven Form als Homotrimer vor, wobei an jede
Untereinheit zwei MA" gebunden sindwas eine Voraussetzung fir die Enzyktivitat
darstellt 6. Abb.1.5). Fir einigeSpezies konnte gezeigt werden, dass auch ageerendene
bivalenteKationen wie z.B. C8 oder N#* zu aktiven Formen fiihréf{’ Bei der humane
Arginase kommt es durch den Austausch von Kfh zu Cd* sogar zu einer

Aktivitatssteigerung untgshysiologischen pHBedingunger®"
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T 0" 0
Asp-128 o \j—”’/ 8:——#
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Abbildung 1.5: Links: Kristallstruktur de Arginase | als Homotriméf? Rechts: Mangancluster mit den
interagierenden Aminoséaurerestéh.

Die beiden MA*sind ibereine Reihean Aspartatund HistidinRest& im aktiven Zentrum
gebunden undlurch ein Hydroxidin miteinander verbakt. Ahnliche Anordnungen findet
man auch bei verschiedenen anderen bimetallischen Hydrolasen, z.B. Phosphotriesterase oder
Aminopeptidase BY Der Katalysemechanismus der Arginase wird in der aiter
folgendermal3en beschriebedobald sich ein ArginiMolekdl im &tiven Zentrum anlagert,
greift das metallgebundene Hydroxoti nucleophil am GuanidiKohlenstoff an. Es kommt

zur Ausbildung eines tetrahedralen Ubergangszustdadsach Protonenbereitstellung durch
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ein Histidin zu Ornithin und Harnstoff zerfafit®®! Das pHOptimum fiir die Katalyse liegt
bei neun bis zeh’!

Bei der humanen Arginase s i idehtitailzwunierschelem f or me r
Arginase | wurde zuerst in der Leber nachgewiesen wid deshalb auchhaufig
Leberarginasgenannt Es handelt sich dabei um ein zytosolisches Enzym, das in der Leber
hauptsachlich am Harnstoffzyklus und sorait der kérpereigenen Ammoniakentgiftung

beteiligt ist. Arginase Il wurdeunachsin der Nierenachgewiesgrkommt aber in diversen
extrahepatischen Geweben vor. Sie istden Mitochondrien lokalisiert undient unter

anderem als Lieferant fur Ornithin, welches als Vorstufe von Prolin und Polyaminen fiur die

Kollagerbiosynthese und Zellproliferation von Bedeutund'st> %64

Seit der Entdeckung der NOs ist das Interesse am Zusammenspiel zwischen N@f8
Arginase gewecktvorden Viele Gewebe exprimieren sowohl Arginase | und IlI, als auch
NOSs. Da beide um das gleiche Substrat konkurrieren, scheint eine gegenseitige
Beeinflussungwahrscheinlich. Das Intermediat NOH&aus der NOSynthese fungiert als
kompetitiver Inhibitor der Arginase mit einem-Wert im Bereich von 1@2 pM 415656

Es wurde nachgewiesen, dasgnifikante Mengen dieser Verbindung vom aktiven Zentrum
der NOSdiffundieren und die Arginase hemm&h®® Physiologisch relevante NOHRevel
wurden zudem im Plasma detekti&.Durch Konkurrenz umL-Arginin kann eszu einem

Substratmangélir die NOSund somit zu verminderter NBioverfiigbarkeikommen.

Eine patlophysiologisch erhdhte Expression und/oder Aktiviaitreliert mit verschiedenen
Krankheitsbildern,wie z.B. der endotheliala Dysfunktion!’® Krebd™” und Asthmd’>"!

Auch im Alter ist die Arginas&xpression erhoht.
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1.3.1 Protein -Arginin -Methy|-Transfe rasen (PRMTS)

Die posttranslationale Methylierung von Argininresten in Proteinen spielt eine Rolle bei
verschiedenen zellregulatorischen Prozessen, wie z.B. der |-Sigmsduktion, der
subzellularen Lokalisation von Proteinen oder @eanskriptionsregulatiod? Katalysiert

wird diese Reaktion durch PRMTs (EC 2.1.1.23), welche Methylgruppeis¥aenosy-L-
Methionin (AdoMet) auf einen der terminalen Guani@itickstoffe des Arginingransferieren.
Verschiedene Isoenzyme dieser Klagagden identifiziert und in vier Gruppen unterteilt.
Typ | PRMTs katalysieren die Monomethylierung und die Dimethylierung am selben
Stickstoffatom K*), wohingegen Typ Il PRMTs die Dimethylierung am anderen terminalen
GuanidinStickstoff (N* + N*") katalysieren. Typ 1l PRMTs kénnen lediglich mono
methyliere und Typ IV methyliert am mittren Stickstoff K und kommt nur in Hefen vor

(s. Abb. 1.6)!"® Durch Proteolyse werden die methylierten Arginine ins Cytosol freigesetzt.
Mogliche Vertreter dieser kkse sind ADMA, NMMA und symmetrisches Dimdthy
arginin (SDMA)!"® Die beiden ersten Substanzen sind fiir die vorliegende Arbeit interessant,
da sie als Inhibitoren der NOSynthasen in die N®iosynthese eingreifen kdnnen,

wohingegen SDMA diese Eigenséhaicht besitzt.

CH,
H,N_ _N_
Ty e
N
L
e RY 0
cH, < N "R
O
HZN\[//NH HZN\(NH HZN\fN pd o
[ = N ~ )
PRMT I, Il +1
N‘CH3 PRMT \Y) NH | B 1l NH sox-ADMA-30K
- —_—
AdoMet AdoMet o
1 1 1 LTS CH, CH
< N 3
R\u 0.2 R\H 0.p2 R N O.p2 3 7y HN\%I{I
[7
(o} (o] (o} o,
/%t NH
xxx—N‘SfMethyl—L—Arginin—xxx XXX-L-Arginin-xxx XXX-NMMA-xxx
1
RLy O p2
H o

XXX-SDMA-xxx

Abbildung 1.6: Ubersicht zur posttranslationalen Methylierung von proteingebundendmginin durch
PRMTSs. (Schema modifiziein Anlehnung an die Literatiir)
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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 MNKOnzentration spielt. Sie ist verantwortlich fir den
enzymatischen Abbau von ADMA und NMMA zuCitrullin und den entsprechenden
Methylamine (s. Abb. 1.7)M°!

NH o) o) o)
|"3(:\NJ\N OH A + /n\
N > HN" N OH H,C™ “CH,
CH, NH, H,0 NH,

ADMA L-Citrullin Dimethylamin

Abbildung 1.7: Katalysereaktion der DDAH am Beispiel von ADMA zCitrullin und Dimethylamin

Bei Saugern sind bis heute zwadrschiedene Isoformen neiner Sequenzidentitat von ca.
50% und unterduiedlicher Gewebeverteilungekannt, wobei DDAHL vorwiegendin Hirn,
Niere, Bauchspeicheldrisend Leber exprimiert wird, DDAF2 dagegen in Heradliere und

Placenta’” "8l

Die SaugetieDDAH ist im Gegensatz zu der bakteriellen, die als Homodwoeiegt, als
Monomer aktii’® Ihre hydrolytische Aktivitat vermittelt einkatalytische Triade im aktiven
Zentrum der DDAH bestelend aus einem Cystein einem Histidin und einem
GlutaminsduréRest. Durch Anlagerung von NMMA oder ADMA wird das Cystein
deprotoniert und das dabei entstandene Thiolat kann den GuHKwidienstoff nukleophil
angreifen. Der gebildete tetrahedrale Ubergangszustand kollabiert unter Freisetzung von
Mono- bzw. Dimethylamin und eines Thiouronium Intermediats, welches durch Hgérol
L-Citrullin freisetzt" Unter physiologischen Bedingungen ist im aktiven Zentrum efii Zn
gebunden, das die Aktivitdt der DDAH einerseits inhibiert, sie andererseits vor thermischen
Belastungen und CysteMitrosylierungen durch NO schiitzen kafftf>®! Die letzte
Reaktion soll gleichzeitig eirRegulationsmechanismusn Sinne einerRuckkopplung-
reaktion durch erh6hteNO-Konzentration sein Durch den verminderten Abbau der
natiirlichen NOSHemmstoffeADMA und NMMA wird die Freisetzung von N@esenk!*”

Verschiedene Studien zur Kolokalisation der DDAdformen mit den unterschiedlichen
NOSs deuten auf einesoformspezifische Rgulation Uber die MethylarginiKonzentrationen
hin7# Leiper et al publizieren 1999 dass beide Isoformen die gleé enzymatische

Reaktion katalysieren unbabendiese These mit zwei unterschiedlichep-Werten flr
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NMMA unterstrichei’”) Studien in Zellkultur miDDAH-2-transgenen Mausen od@bAH-
2-Uberexpressiorscheinendiese Hypotheseu bestatigeH® Allerdings wurde bisher noch
keine aktive rekombinant®DAH-2 fir eine weitergehende Beweisfihrung isoliert und

biochemisch charakterisiert

In jungster Zeit werderfir DDAH-2 zunehmend ander®/ege der NO-Beeinflussung
diskutiet und DDAH1 als alleiniges ADMA/NMMA metabolisierende Enzym

behandelt®%) DDAH-2 soll an der Reglation der EDRF/NGFreisetzung beteiligsein.

Eine DDAH-2-Uberexpression verbssrt die endothelabhdngige Vasodilatation steigert
die NO-Produktion wohingegen ein siRNAnockdown der DDAH-2 die NO-Synthese
reduziert, den ADMASpiegel jedoch unbeeinflusst 148t Des Weiteren wurde bei
homozygoterDDAH-1-KnockoutMéausen kein Abbau von ADMA undlMMA detektiert,

obwohl DDAH-2 unverandert exprimiert wurd® Ebenso sollen beée Isoformen an
ProteinProteirWechselwirkungen Dbeteiligt sein und so auch unabhangimm

ADMA /NMMA -Mechanismus in die N@®egulationeingreifen'®®2!

Eine pharmakologische Beeinflussung der DDAH k#ramapeutisch in vielerlei Hinsickibn
Interesse sein. Meist beziehen sich die Studien auf erhdhte ABpiEgel, die mit einer
Vielzahl von Krankheiten assoziiert sind, wie z.Rardiovaskuldare Erkrankungen,
Schlaganfalle odebepressionef®®8% Hier ware eine Aktivierung der DDAH siehlich
sinnvoll. Doch es gibt auch Krankheitsbilder, die mit erniedrigten ADRSphegeln
einherghen, wie z.B. Morbus Alzheint&? sowie, wie eingangs erwahnt, pathologisch
erhohte NGKonzentrationen, bei denen eine Steigerung der PHEDMA -Spiegel
vorteilhaft ist’® Die Entwicklung selektiver, potenter DDAthibitoren ist in diesem

Zusammenhang von grof3er wissenschatftlicheeBtohg.
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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 erhdhte als auch erniedrigte NO
Spiegel mit untersaedlichen Krankheiten assoziiert sind, stellt die agonistische sowie
antagonistische Beeinflussung seiner Konzentration wertvolle therapeutische Ansatze dar.
Hierbei ist es sinnvoll unterschiedliche Gewebe und Funktionen des NO zu unterscheiden,
damit mogichst gezielt therapiert werden kann (z.B. Hemmung der nNOS bei Migrane). Im
Folgenden soll auf unterschiedliche Mdoglichkeiten pharmakologischeB&&hflussung

eingegangen werden.

1.4.2 NO-Donatoren und alternative NOS -Substrate

Eine Mdglichkeit erniedrigte 8-Spiegel zu erhdhen, ist die Gabe von -B6Gnatoren.
Hierbei handelt es sich um Arzneistoffe, die enzymatisch oder auch nichtenzymatisch NO
freisetzen und dadurch eine Dilatation der GefalR3e herbeifihren. Eingesetzt werden sie bei
Angina pectoris und zur Hanfarkt-Prophylaxe. Das aus NDonatoren freigesetzte NO
erniedrigt die Vorlast des Herzens und fihrt zu einer Dilatation der Koronararterien.
Strukturell ist diese Arzneistoffklasse sehr vielfaltig: es gibt sowohl organische (z.B.
Glyceroltrinitrat, Mokidomin, Isosorbiddinitrat) als auch anorganische Vertreter (z.B.
NitroprussidNa)

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

Abbildung 1.8: Beispiele fiir NGfreisetzende Verbindungen, die erfolgreich therapeutisch eingesetzt werden.

Ein weiterer Ansatz ist di Supplementierung alternativer Substrate fur die NOS. Allerdings

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

besitzt alg -Arginin.*-%2



Einleitung und ZielsetzunJF G

1.4.3 Hemmung der NOS

In pathophysiologischen Zustéanden, in denen NO Uberproduziert wird, liegt es auf der Hand
die NOS zu hemmen. Die Schwierigkeit hierbei besteht in einer ausreichenden
Isoformspezifitat. Zwar durfen die nNOS (Migrane, neurodegenerative Erkrankungen) und
die INOS (chronische Entziindungen, septischer Schock) gehemmt werden, aber die eNOS
sollte unbeeinflusst bleiben. Das katalytische Zentrum ist bei allen-IsSid&men stark
konserviert, sodass die Entwicklung selektiver Hemmstoffe schwierig ist. Des Westieesn i
sinnvoll, nicht nur Isoformspezifitat, sondern auch eine Selektivitit gegentber anderen

L-Arginin undi Analoga verstoffwechselnden Enzymen, wie z.B. der Argiraserreichen.

Die bisher bekannten NGI8hibitoren sind strukturell vielfaltig; es hagitl sich ua. um
Aminosaurebasierte Inhibitoren, verschiedene Amidine und Guanidine, Isothioharnstoffe,
Indazole, Imidazole und Tetrahydrobiopteinaloga®™ Sie konnen nach ihren
verschiedenen Angriffspunkten unterschieden werden: Dimerisietdegsrstoffe,

Substratanaloga im aktiven Zentrum oder auch Hemmstoffe der Kofak@ren.

Die endogenen Hemmstoffe der NOADMA und NMMA - zdhlen zu den Aminosaure
basierten Inhibitoren und sind gleichzeitig Substratanaloga. Die Mdglichkeit der NOS
Hemmung Ubr einen reduzierten Abbau dieserrbadungen wird in Kapitel 1.4.8 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 wiedenh hat es
noch keine Verbindung zur Zulassungsreife geschafft. Dies liegt an mangelnder
Korrelation der Daten aus vitro-Testungenmit denin vivo beobachteten Wirkungen,

toxischen Effekten und anderen ungiinstigen pharmakokinetischen Eigéersi¢fia?!

1.4.4 Hemmung der Arginase

Eine Hemmung der Arginassur Erh6hung des-Arginin-Angebotes fir die NOS kann eine
interessante Strategie zur SteigerengiedrigteNO-Spiegelsein, insbesondere aufgrund der
in Kapitel 1.3.2erwahnterpathophysiologich erhéhten Arginas&xpression

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

BoronsaureDerivate undL-Arginin-Analoga. Unterden Boronsauregelten(S)-2-Amino-6-
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boronhexans&ure (ABH) url(2-Boronoethyl)L-cystein (BEC) als potenteste Vertretér'!

Bei den Argininanalogaist das N*-Hydroxy-nor-L-arginin (or-NOHA) die potenteste
Verbindung®® Ein zusatzlicher Vorteil desor-NOHA gegeniiber NOHA ist, dass es sich
nicht um ein Substrat der NOS hand®h.Weitere Vertreter dieser Klasse sindau.
NYHydroxy-L-lysin, N*-Hydroxy-L-indospicid® und die kirzlich  verffentlichen
2-Aminoimidazd-Aminosauren  mit  $-2-Amino-5-(2-aminoimidazb-1-yl)pentanséaure
(A1P) als potenteste Verbindulid Angaben zu den KWerten sind in der Literatur sehr
heterogen beschrieben uwakiieren je nack\rbeitsgruppe EnzyniSpeziesund pHWert sehr
stark Ausgevdhlte Hemmdaten sind in Tall.l zusammengefasst. Gut miteinander
vergleichbar sind die Teflaten an der humanen Arginase Il, die 2001 von Colleluori und
Ash veroffentlicht wurden weil eine einheitliche Methode bei physiologischen- pH
Bedingungen zum &tgleichvon ABH, BEC, NOHA undnor-NOHA angewendet wurde.
Dabei wurde nor-NOHA als potentesterVertreter mit einem KWert von 51 nM

identifiziert[*0%

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

I nhibitor Ki-Werte in pM
Ratten Bovine Leishmania, Humane Humane
Arginasel  Arginasel  Arginasel  Arginasel  Arginasell
[15,66] [65] [101] [101] [100]
10+ 22169 30+5° ] ¥
85 7 1,6+0,1%
NOHA 42+ 421 30+8°
nor-NOHA | 0,5+ 0,12 50° 10° 0,051+ 0,008
ABH 1,2 3,5 0,25+ 0,05
BEC 10° 14 0,31+ 0,04

apH 7,4;°pH 9,0

OH
HZN Itl
HN)LNH2
H,N COOH COOH COOH COOH /fCOOH
BEC ABH N-OH-L-Lysine AlP nor-NOHA

Abbildung 1.9: Strukturformeln der potentesten bekannten Argistdssmmstoffe aus der Literatur.
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Bei einer Studie an alten Rattkonnte gezeigt werden, dass eine ArgirAkavierung durch
Nitrosylierung eines Cysteinrestes, vermittelt durch eine erhdhte -BXp&ssion zu
endothelialer Dysfunktion flhrt undie Langzeitgabe@on ABH die Endothelfunktion wieder
herstellen konnte.nl einer Kontrollgruppe von jungen Ratten hatte die Argitdeseamung
keine Auswirkung gezeiéi‘.)] Ebenso konntaor-NOHA erfolgreich bei hypertensiven Ratten
zur Blutdrucksenkung eingesetzt werd®f. Mehrere Studien zum Einsatter Arginase
Inhibitoren bei Asthmabronchialein Maus und Meerschweinchelodellen zeigten eine
starke Verminderung der Hyperreaktivitat der LuftwEdeAuch durch InhibitorStudien an
isoliertem humaneCorpuscavernosunriGewebekonnte gezeigt werden, dass eine Arginase
Hemmury bei erektiler Dysfunktion erfolgversprechenddét.

Esexistieren jedoch auch Studien wskularerEndothelzellen, bei denatie Inhibition der
Arginase | und Il durch BEC unabr-NOHA einen Anstieg von Arginase Il auf Proteinebene
induziert und esiach Absetzen des Inhibitomu einer erhéhten Aktivitat kommEs wird
vermutef dass die Halbwertszeit der Args®all verlangert wird. Genaueténtersuchungen

stehen noch ad¥®!

1.4.5 Modulation der DDAH

Die DDAH ist ein interessantes therapeutisches Tadgeneben erhdhten auch erniedrigte
ADMA -Spiegel pathologische Prozesse indizieren. Somit kdnnen sowohl Hemmung als auch
Aktivierung der DDAH ein therapeutisches Ziel sein. Aufgrund fehlender aktiver DRAH
kann bisher leider keine Aussage zur Isof@eEkktivitdt gemacht werden. In dieser Arbeit

angegebene Hemmdaten beziehen sich ausschliel3lich auf ADAH

1.4.5.1 Aktivierung

Zu der Aktivierung der DDAH werden in der Literatur verschiedene Strategien diskutiert:
Transkriptionssteigerung,GenTherapie Verminderung oxidativer Inaktivierung oder
allosterische Aktivierun® Im Folgenden soll auf einzelne Méoglichkeiten naher

eingegangen werden.

Steigerung der Transkription

Achan et al publizierten 2002, dasall-transRetinolsduredie DDAH-2 Expression in
kultivierten Endothelzellen steigeund dadurch dieADMA -Spiegel sentk sowie dieNO-
Produktion erhth®! A u ¢ H.ipodsaure soll den ADMAAbbau durch DDAHAKtivierung
in kultivierten Endothelzellen steigern und zu einer Hochregulation DDAH-2-mRNA
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fuhren'*®! Ob eine Verminderung der ADM&piegel an dieser Stelle tatsachlBBAH-2-
abhangig ist, scheint lajitngere Erkenntnissgdie die Beteiligung der DDA2 am ADMA-

Metabolismus in Frage stellen, allerdings zweifelf@fKap.1.3.2).

Eine IL-1b-induzierte Expressionsteigerung ddDAH-1 in vaskularenglatten Muskelzellen
reduziert ebenfalls ADMASpiegel'*®!

Weiterhin sind Farnesoid-Rezeptor (FXR)-Agonisten in der Lage die Expression von
DDAH-1 zu steigern und dariiber ADMBpiegel zu reduzierdtf”"* Die DDAH-
Promoterregion besitzt eine FXBndestelle Gber deren Modulation Transkriptionsprozesse
gesteuert werden koénnen. Eine dieser Verbindungen, das GalleDsiivat INT-747
(6-EDCA, OCA), wird derzeitin einer klinischen Phas# -Studie fiir die Indikatiodpriméare
biliare Zirrhose (PBQ) unt eFis die indikationenAnonalcoholic steatohepatitis
(NASH)f und Aportale Hypertonigbefindet sich die Substanz in Phasgfy.

c
o

Cl
HO \\'7‘
a Sale
a HO :
~

“'OH

GW4064 INT-747

Abbildung 1.10: Strukturformeln von Farnesoei-RezeptorAgonisten'?”:109110]

Uberselektive Aktivatoren der DDAH ranskription wurde bis dato nichts veroffentlicBin
Problem bei der Entwicklung ist, dass der angesteuerte Promotor bave
Transkriptionsfaktoren neben der DDAH noch weitere Targetgene hatzkdas Ergebnis
eines solchen Wirkmechanismus daher schwer vorherzusagen ist. Deutlich wird alies u.
daran, dass obwohl dieromoter beider DDAHsoformen eine FXMBindestelle besitzen, nur
die DDAH-1 induziert wird. Die therapeutische Nutarkeit eines solchen Ansatzes ist

fraglich.
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Allosterische Aktivatoren

Der Einsatz kleiner Molekule als allosterische Aktivatoren der DD#étd eine ideale
Strategie zur Senkung erhohter ADMBpiegel. Ghebremariaret al. [2011] haben auf
diesem Gebiet einHigh Throughput ScreeningHTS) mit 132.000 Verbindungen
durchgefuhrt.Im Zuge der H#Validierung wurde eine positive Wirkung fur eikdeine
Anzahl an Verbindungen bestatigcenauere Angaben zu diesen Verbindungen wurden
bisher nicht publizieft'!!

1.4.5.2 Hemmung

Eine Hemmung der DDAH kann sowohl bei erniedrigten ADMpiegeln als auch bei
UberschieBender N@roduktion indiziert sein. Durchdie Hemmung wirde ADMA
vermindert abgebaut und dadurch NO indirekt gesenkt werden. Der Vorteil der indirekten
Hemmung gegentber der direkten N@8ibition ist, dass auf diesem Wege die NOS
vermutlich zu nicht mehr al s t8 Otal@iNCBleckademmt wi

unwahrscheinlich idf®12113

Zu den endogenen DDAhhhibitoren zahlen ZH, L-Citrullin (Produkthemmung),
L-Homocystein undS-Nitroso-L-homocysteid’®14115 Wesentlich breiter ist das Feld der
synthetischen Inhibitoren, da uth verschiedene neue Techniken, wie z.B.
computergestiitztes Design/Screening, Hiif®er auch rational&/berlegungerzu Struktug
Wirkungsbeziehungensehr unterschiedliche Substanzklassen als Inhibitoren identifiziert

wurden.

Eine mittlerweile stark befochite Wirkstoffklasse sind ArginiAnaloga. Das
2-Methoxyethy-L-arginin (-257) und sein Methylestet{291), wurden 2005 von Rossiter
etal. entwickelt und basieren auf der Struktur des DDB3tbstrates NMMAL-257 ist der
potenteste  Hemmstoff  dieserSubstanzreinB!® Etwa zeitgleich wurden die
Pentafluorphenylsulfonsaurerals Hemmstoffe derPseudomonas aeruginos®DAH
(PaDDAH) und der bakteriellen ArginiDeiminase von Vallancet al publiziert!**”!

Die Stoffklasse der Indolthiobarbitursauren, efepotentester Vertreter das SR445 ist, sind
gute Hemmstoffe dePaDDAH,™® jedoch unwirksam am humanen Enzyfii.Im Rahmen
ihrer Promotion haben Kotthaus und Schade auf Basis dieser Erkennteissbiedene
Guanidine und Amidinsynthetisierbbzw. gescreenund an der hDDAHL getestet. So wurde

auch das 1989 von Babwet al. verdffentlichte N°-(1-lmino-3-butenyl}L-ornithin
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(Vinyl-N10),?? ein NOSInhibitor, als potentester Vertreter seiner Klasse als DDAH
Hemmstoff mit einem KWert von 2+ 1 uM identifiziert.*® Ein tberraschendes Ergebnis

der Arbeiten ist, dass auch die decarboxylierte Varianté ¢, das\-(4-Aminobutyl}-N’"-
(2-methoxyethyl)guanidin (AbMEG) eine vergleichbare Hemmpotenz aufweist.

Als Weiterentwicklung der im Arbeitskreis entdeckten Wirkstoffe wurden weitere
Alkylamidine von Wanget al [2009] als duale bzw. spezifische Inhibitoren von DDAH und

NNOS vorgestelltJe nach Kettenlange des Substituenten wird entweder die nNOS oder die
DDAH starkergehemmt. Bei mittleren LAngen werden beide Enzgheeh gut gehemmt,
hierbei spricht der Altf kistallographischk dntersucumden | n h i
mit N°-(1-Iminopentyl}L-ornithin (Propy-NIO) zeigen eine reversible kovalentenBung im

aktiven Zentrum*??

Durch ein HTS entdeckten Johnsetral.[2011] 4Halopyridine als zeitabhangige, kovalente,
irreversible Inhibitoren mit einem interessanten Hemmmechanismus. Die in Losung im
Gleichgewicht weniger vorliegende, am Pyridinssicckf protonierte Form der Verbindung

wird durch Asp66 im aktiven Zentrum gebunden. Ein nukleophiler Angriff des Cys249
Thiolats an @ fuhrt zur Elimination des Halogenids. Das Inhibitormolektl wird irreversibel
verandert. Aufgrund ihrer GréRe werden diel4 | o p y r ifrdgmentsizedil sh eSS chr i eb e
und sind eher als modifizierbare Grundkorper fur die Synthese selektiver Verbindungen zu

verstehet?>124

Ebenfalls durch ein HTS wurde Ebselen von Linskyal. [2011] als DDAHInhibitor
identifiziert. Deg Bindemodus ist kovalent, irreversibel und geht mit einer strukturellen
Veranderung einher. Dabei wird der Selend2mg durch den Cys24Schwefel
aufgebrochen und eine neue Selenstiddung geformt. Eine Selektivitat fur die DDAH

liegt nicht vor, sodern auch andere Enzyme (z.B. Lipoxygenase, NADPH Oxidase,
Proteinkinase C) werden gehemmt. Durch eventuell nutzbare Synergieeffekte verspricht es
ein interessantes Multitargbtolekll zu sein, das derzeit in einer Phé$eStudie fur die

| ndi kateiron iAsackhudtmi scher S&hl aganfall A getest

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

erschwert, dass nur dgWerte bestimmt wurdeh?®!
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Tabelle 1.2: Hemmdaten ausgewahlter kompigtr Inhibitoren der BDAH-1

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

L-257 13+£2 Vinyl-NIO 21

Propargy-Arg 175 Methyl-NIO / L-IPO 145+15/52+%

AbMEG 18+6 Ethyl-NIO 32+6
Propy-NIO 75+04

Sofern nicht anders deklariert slammen die Testdaten von Kothat/$'**?®Daten von Wangt 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 ausgewahlter potenter DDAhibitoren aus der Literatur.

Eine Selektivitat gegeniiber anderen Enzymen, insbesondere der NOS und der Arginase, und
eine gleichzeit ausreichende Hemmpotenz gegeniber der DDAH sei laut einem Review von
Leiper und Nandi aus dem Jahr 2011 nurlfi#57 undL-291 gegebeH® Doch auch das im
Arbeitskreis Clement daraus weiterentwickelte AbMEG ist in Bezug auf die hDDAH
Hemmpotenz mitL-257 vergleichbar wh in Punkto Selektivitat gegentber Arginase und
NOSs verbesselt:>*2!

In vivo-Studien an Nagetieren belegen die Wirkung w6857 undL-291. Nach Infusion
wurde eine Erhohung des zirkulierenden ADMA nachgewiesen und in einem Iseptisc
SchockModell wurde die Stabilisierung des Blutdrucks festgedtéfit”!
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollen neue Modulatoren degyii@rierenden Systems entwickelt
werden. Ziel ist inshesondere eine selektive Hemmungedeyme DDAHund Arginase,
durch deren Modulation die NB8ioverfugbarkeit indirekt beeinflusst werden kann. Die

therapeutische Bedeutung wurde in Kapitel 1.4 bereits ausfuhrlich diskutiert.

1.5.1 DDAH-Inhibitoren

Als Leitstrukturen und Grundlage fur die Entwickuneuer kompetitiver Inhibitoren dienen

das vonL-257 abgeleitete ADMEG und das im Arbeitskreis als potentester DIDAHitor
entdeckte ViniNIOR2 (K; = 2 pM)™% (s. Abb. 1.12). Bei den beidanArginin-Derivaten

L-257 und AbMEG handelt es sich uirukturen mit Guanidufrunktion, die gute Inhibiter
Eigenschaften gegeniiber der DDAH aufweiser<&3 pM bzw. 18 uMy***3%und selektiv
gegentuber NOSs und Arginase sind. Bezuglich der Arginase ist AODMEQ. €257 sogar

leicht Uberlegen § 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 Selektivitat®©ptimierung gegentber
Arginase und NOSs wurde v@thade und Kotthaus das decarboxylierte M¥MiO-Derivat
N-(4"-Aminobutyl)but3-enamidin (decVNIO), analog u+257/AbMEG, synthetisieft*1%8!
Uberraschenderweise fiihrt im Gegensatz zum AbMEG der Verlust der Carboxylgruppe bei
decVNIO zu einem massiae/erlust der Hemmpotenz fur die DDAH (K 768 uM; s.Abb.

1.12), wohingegen die NOSs, zwar etwas reduziert, weiterhin stark gehemmt vgeiitn (

1.3). Dieses Phanomen konnte auf einen unterschiedlichen Bindemodus der Guanidin
(AbMEG) und Amidin(decVNO)-basierten Substanzen im katalytischen Zentrum

zuruckzufihren sein.

Im Rahmen dieser Arbeit soll geklart werden, ob die unterschiedlichen Substitutionsmuster an
den Guanidin und AmidinFunktionen oder die unterschiedlichen Funktionalitaten selbst
daflr verantwortlich sind. Ebenso soll der Einfluss der Carboxylgruppe beziglich Selektivitat

und Hemmpotenz genauer untersucht werden.
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AbMEG (K; = 18 pM) decVNIO (K; = 768 uM)

NH NH
_0 COOH ! /\)J\ COOH
HyC \/\NJJ\N/\/\‘/ . H,c7 N/\/\‘/
H H ! H
NHZ 1 NHZ
L-257 (K, = 13 pM) : Vinyl-NIO (K, = 2 pM)
NH ! NH
_0 NH | /\)k /\/\/NH
H3C \/\H)J\”/\/\/ 2 : Hzc/ H 2

Abbildung 1.12.Vergleich der Auswirkung des Carboxylgruppenverlusts vior257 und Viny-NIO
hinsichtlich der Hemmpotenz an der DDAH.

Tabelle 1.3: Hemmdaten devier Leitstrukturen an den NOBoenzymen und Arginasgf27:130!

. Hemmung bei 100 uM / %
Verbindung : .
nNOS eNOS INOS Arginase |
L-257 4+12 4+7 0+13 16+9
AbMEG 0+9 4+6 0+10 7+6
Vinyl-NIO 94 +3 45+ 2 84+1 25+9
decVNIO 831 51+2 77+3 165

Die Synthese und Testung strukturverwandter Derivate der Leitstrukturen soll zur Aufklarung
beitragen und gleichzeitig eine Verbesserung in HemmpotenSeiedtivitat erbringen. Ein
diesbeziiglich rationaler Losungsansatz ist die Ubertragung von MethoxRakgn auf
Amidin-Funktionen (sAbb. 1.14a). Die Alkylkette der Aminosaure sollte dabei in der Lange
konstant gehalten werden, da der Abstand zwischen Aminogruppe und Gudradin
Amidin-Funktion wichtig fiir die Hemmpotenz i#$t® Des Weiteren ist es elementar jeweils
auch die dec@éoxylierten Varianten der neuen Verbindungen, sowie die decarboxylierte

Variante eines zweiten Gudin-basierten Inhibitors (f\bb. 1.14b)zu synthetisieren.

Neben den rationalen Losungsvorschlagen soll eine im Arbeitskreis resheniH zum
Inhibitor-Deggn genutzt werden. Durch computergestiitzte Doclnglysen mit realen
Rontgenkristallstrukturen der hDDAH und bekannten Inhibitoren, soll ein Modell zur

Identifizierung potentieller neuer Inhibitoren entwickelt werden. Die bekannten Hemmstoffe
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werden @zu in das aktive Zentrum der Struktur gedockt und das erhaltene Resultat in
Relation zu ihren experimentell bestimmtenWi{erten gesetzt. &ue Hemmstoffé&Odnnen so

gezieler 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 Hemmstefntwicklung, soll die Synthese geeigneter Prodrug
Kandidate fir eine mdgliche orale Applikation sein. Ein Prodrug ist eine Wirkstoffvorstufe,
die erst im Koérper durch Biotransformation in die eigentliche Wirkform tiberfiihrt{irt??

Im Arbeitskreis wurden bereits verschiedene Prodrechniken 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 Verfiugung stehen, weisen sie meist eileehsehorale
Bioverfugbarkeit auf, weil passive Diffusion durch Biomembranen fur geladene Teilchen
nicht moglich ist. Durch geeignete Modifikationen der Struktur kann die Basizitat
herabgesetzt werden und die Absorption im Gastrointestinaltrakt nach Apgiékation
erhéht werden. Einige bekannte ProdRmnzipien 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 dekerzeit potent&en Arginaselnhibitors nor-NOHA, im Vergleich
zuNOHA, dem endogenen Hemmstoff und Intermediat derSyBtheseist die Verklrzung
um eine Methylengruppe. Dieskleine strukturelle Anderung erbrachte bereits eisianken
Potenzgewinn(Kinonay = 1042 uM>®>e0 Ko vona = 0,5 uM®) und zusétzlich den
Vorteil, dass es kein Substrat der NOSsEgte weiterestrukturell &hnliche Substangt das
N*-Hydroxy-N"-methy-L-arginin (NHAM), bei der anii-Stickstoffatomeine Methyl-Gruppe
substituiert wurd. Diese wurde im Arbeitskreis zufallig als potenter Arginasgbitor
entdeckt (K= 17 pM™%), als sie auf etwaige NOSRubstrateigenschaften untersucht wurde.
Auch NHAM scheint beim direkten Vergleich dey-Werte innerhalb der gleichen Spezies
etwaspotenter als NOHA zu sein (bovine Arginase Inkqa) = 30 UM, Kinnamy = 17 pM).

Es liegt daher auf der Hand die Struktureigenschaften dieser beiden Verbindungen mit der
Synthese vonNY-Hydroxy-N°-methyi-nor-L-arginin  fror-NHAM) zu kombinieren. Durch
diese Strategie wird erwartet die Hemmpotenz und Selektivitat innerhalb der Adgialinga

als ArginaseHemmstoffe 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 Unterschied® NOHA,NHAM, nor-NOHA und Vorschlag von
nor-NHAM als neuen Arginaselemmstoff.
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2.1 Einleitung und Zielsetzung

Der B e g r MdletularAModdingfi umfasst verschiedene Techniken computergestiitzten
Modellierens chemischer Moleklle. Modelle haben in der Wissenschaft unterschiedlichen

Nutzen und kénnen folgendermaRen klassifiziert weld&n:

- Modelle sind nuatzlich zuVereinfachung bei der Erklarung wichtiger Phanomene
anhand limitierter Analytik.

- Sie dienen als didaktische lllustrationen sehr komplizierter Sachverhalte, die anders
nicht zuganglich wéren. Hierbei muss bericksichtigt werden, dass die Modelle nicht
die Ralitat 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 DatenBé&spiel
hierfir sind Kraftfelder.

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

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

Das DrugDesign ist ein essentieller Schritt der Modellierung. Mit Hilfe der getem
Modelle kodnnen Inhibitoren virtuell erstellt und im ComptiEperiment getestet
werden™*® Weitere Informationen zur Theorie tber &dukturen, Kraftfelder, Geometrie
Optimierung, EnergiMinimierungsVerfahren, Ladungs und Solvatation&ffekte,
guantenmechanische Methoden, Konformationsanalysen, Interaktionspotdeliksie/
konnen zB. in der folgenden Ubersichtsarbeit nachgelesen werden: Hblg§e Molecular
Modeling™**!

In Kooperation mit Prof. Gohlke soll im Rahmen dieser ArbeitRrmgnoseModell auf Basis

der hDDAH1-Kristallstruktur und einer Reihe strukturverwandter, aminosaurebasierter
Inhibitoren mit bekanntem KWert erstellt werden. Dazu werden Techniken
dreidimensionaler, quantitativer StrukdfirkungsBeziehungen (3D QSARjusgenutzt, mit
denen die Struktur der Verbindung zu dessen biologischer Aktivitat in Korrelation gesetzt
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wird. Voraussetzung hierfur ist dadignment(deutsch: Uberlagerung/Ausrichtung) von-3D
Strukturen, eine relative, raumliche Orientierung der Wafiistolekdile, in der Art wie sie in
der Bindetasche vorliegen wirden. Nach diesem Schritt kbnnen verschiedene Methoden
angewendet werden, wie z.B. CoMFA (enGlbmparative Molecular Field Analysig und
dessen Variante CoMSIgengl. ComparativeMolecular Similarity IndicesAnalysi9. Hierbei
werden aber lediglich die Informationen der alignten LigarelenBerechnung biologischer
Aktivitdten unbekannter Verbindungegenutzf™***3% Die in dieser Arbeit verwendete
Methode ist AFMoC (englAdaption of Fields for Molecular Comparison, welcheeine
Weiterentwicklung von CoMFA darstellt, indem siezusatzlich Proteininformationen
miteinflieRen 14sst*® An dieser Stelle soll AFMoC zusammen mit weiteren wichtigen
Begriffen kurz erklart werden.

DrugScore: Wissensbasierte Wertungsunktion zur Vorhersage von Protdilgand
Interaktionen. Hierbei werden Strukturinformationen von Kkristallographisch ermittelten
ProteinLigand-Komplexen genutzt und a. in distanzabhangige Paarpotentiale fir Pretein
und LiganderAtome umgewandelt. Dies dient zur Vorhersage von Bindemodi und
Bindungsaffinitater:3®

AFMoC: DrugScore Potentialfelder werden durch Platzieren eines Gitters in der
Proteinbindetasche generiert, indem die Paarpotentiale zwischen Ligatmeisonden 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 LeastSquareg.**
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Abbildung 2.1: Schema zur Bgrdsmung der Interaktionsfelder. Mibtr gezeichnet sind die Potéitelder des

Proteins fir den AtoAfyp AHydr oxyl sauer stof fn i n dern mBiderdet asch
Ligandeninformation (lau) enstehen die Interaktionsfelderi¢lett) in der Bindetasché®®!

Moloc: Eine Molecular Desigrsoftware Suite vomer FirmaGerber Molecular Desigrdie

fur interaktive Manipulation, Visualisierungnd Evaluationvon Molekulstukturenim drek
dimensionaédn Raum entwickelt wurde. Hierbei wurde besonderer Wert auf hohe
Interaktionsmoglichkeiten mit dritten Programmen gelZgiei Kraftfelder sind direkt in der

Mol oc Soft war eMAIBnatl atgm foreer fielgundddasé r Ad u z-algha t e C
Kraftfeld fe¢er PEPYide und Proteinedfi.

PLS-Analyse: Bildung eines funktionellen Zusammenhangs zwischen chemischer Struktur
(berechneten Energien) und biologischer Aktivitat).(K0abei wird versucht, fur die grofRe
Zahl an Variaken, die bei der 3BQSAR-Analyse entsteht, eine glnstige Kombination von

wenigen Deskriptoren zu findéfi?!

Kreuzvalidierung: Uberprifung der statistischen Signifikanz und Vorhersagbarkeit des
Model | s. H2 ufi g an dgeavednedCHit(LOO)Methode. Essvird eidd e A
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 experimentéhnies
Affinitdten bestimmt. Dieser Vorgang wird flr jede Verbindung des Datensatzes wiederholt.
Die Summe der quadratischen Differenzen ergibt den PRE&S (engl. Predictive
REsidual Sum ofSquare$, aus dem sich def4Vert errechnen lasst, welcheneianaloge

GroRe zum Regressionskoeffizientérist und Aussagen zur Qualitat des Modells erlaubt.

Als statistisch signifikant gilt, wenrfe 0,3 ist. Ein Modell ist gut, wenrf g 0,5 isti*34139
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2.2 Kristallstrukturen der hDDAH -1

(Alle in dieser Arbeit verwendeten Kristallstrukturen sind in der Prdbg@itenBank (PDB)

unterhttp://www.rcsb.orgzu finden.)

Die ersten beiden Kiristallstrukturen der hDDAHwurden 2007 von Leipeet al.
veroffentlicht. Dabei wurde dieBDDAH-1 einmalmit L-Citrullin (PDB 2JAI) und einmal mit
L-257 (PDB 2JAJ) kokristallisieH?® In den darauffolgenden Jahren wurden weitere
Kristallstrukturen generiert: im Komplex mi-(1-Iminopropyl)-L-ornithin (Methyl-N1O,L-
IPO, PDB 314A)™?Y ohne Kosubstrat (PB 312E¥*?) und mit PropyiNIO (PDB 3P8E)!?#

Ein direkter Vergleich dieser fiinf Kristallstrukturen durch dreidimensionale Uberlageiting
der Software PyMOL zeigt, dass Unterschiede bei der Ausrichtung der
Aminosaureseitenketten im aktiven Zentrumfjeiteils uerheblich sind (sAbb. 2.2). Nur

zwei RestgHis173 und Agl45) weisen Abweichungen auf, die naher erlautert werden sollen.

Abbildung 2.2: Kristallstruktur der hDDAHL mit MethykNIO (314A,pink) und vergréf3ertem Ausschnitt des
aktiven Zentrums, tberlagert mit 2JAJ (grin), 2JAI (turkis), 312E (rosa) und 3P8E (gelb).
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Bei Hisl73 findet man in den verschiedenen Strukturen unterschiedliche Konformationen.
Der Imidazolring ragt bei 2JAl un@Il4A in die Bindetasche hinein, sodass ein Ring
Stickstoff fur Wechselwirkungen mit dem Liganden zur Verfugung steht. Bei 2JAJ, 3I12E und
3P8E hingegen steht der Imiddizng parallel zur BindetaschéDies bedeutet, dass der
Abstand zum Liganden flr etwaigeeshselwirkungen zu graBt. Eine Erklarung fir dieses
Phanomen ist schwierig, da keine Rationale beim Vergleich der zugehdrigen Liganden
gefunden werden konnt8I4A, 2JAJ und 3P8E sind mit Inhibitoren komplexiert, 2JAI mit
dem Hydrolyseprodukt-Citrullin und 3I2E enthalt keinen Liganden.

Besonders interessant ist die Anordnung von Argl45, welches nur bei 2JAJ aus der
Bindetasche heraus gedreht ist, und so keine direkten WechselvarkomgElektronenpaar
Donatorenwie z.B. einer Carboxylgruppe eingehkann. L-257 liegt im Vergleich zu den
anderen Liganden leicht verschoben in der Bindetaséle.scheint, als wirde der
MethoxyethylReststerischpassen und die Verbindurtie gesamtaéBindetascheausfiillen
sodass £257 fur seine inhibitorische Potenz Imicauf Wechselwirkungen im Arg145
angewiesen ist (#\bb. 2.2 und 2.3).

Ein Vergleich der von PyMOL gefundenen polaren Wechselwirkungen von 2JAJ mit 314A
und den jeweiligen Liganden soll eventuelle unterschiedliche Einflisse von Guamidins
Amidin-Funktion aufzeigen. PyMOL ist ein 3Brafikprogramm zur Visualisierung von
Biomolekilen, das wa. mdgliche polare Kontakte aufzeigen kann, die Gber den Abstand von
Atomen berechnet werden. Die in Abb. 2.3 angezeigten Wasserstoffbriickenbindungen sind
bei L-257 und MethyiNIO gleichwertig. Somit scheint auf diesem Weg kein echter

Unterschied zwischen Guanidin und Amidin zu finden zu sein.
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Abbildung 2.3: Kristallstrukturen der hDDAHL im Komplex mit Inhibitoren. Links: 2JAJ mit-R57 (roter
Kreis: Wassermolekiil}* Rechts: 314A mit Methy-NIO.'?Y  Gestrichelte Linien stellen polare
Wechselwirkungen darDie unterschiedliche Nummerierung der Reste ist auf die jeweilige Publikation
zuruckzufuihrenDie Abbildungenwurdenin Anlehnung an die Literat modifiziert

Es existieren noch weitere Kristallstrukturen der hDDAIhit Mutationen an verschiedenen
Aminosauren,auf dieim Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht ndher eingegangen werden

soll 1?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 2JAI erstellt.

Die Vorgehensweise fur die Modellerstellung erfolgte in den folgenden Schritten:

1. Zunachst erfolgte die Modifikation der KiristallstrukiDatei 2JAl. Da die
Kristallstruktur im Original als Dimer (Aund B-Kette) vorliegt, wurde fur die weitere
Bearbeitung das Monomer {Kette) ohne gebundenen Liganden und ohne
Wassermolekile erzeugtagen zwei Konfigurationen von Aminosaureseitenketten
vor, so wurde die Unwahrscheinlichere davon entfernt. Des Weiteren wurden alle
SeleneMethionine gegen Methionin ersetzt.

2. Darauf erfolgte die Auswahl geeigneter Verbindungen mit bekankieiert an der
hDDAH-1 fur einen Trainingsdatensatz. Kap. 2.3.1). Aus den experimentellef K
Werten wurden pkWerte berechnet.
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3. Mit dem DockingProgramm Moloc wurden eine weitere Bearbeitung der
Kristallstruktur, das LigandeAlignment und eine Energillinimierung durchgefihrt
(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 Batap(2.3.3).

2.3.1 Verbindungen fir Trainingsdatensatz

Bei der Auswahl geeigneter évbindungen fir die Erstellung eines Modells sollte auf
strukturelle Ahnlichkeiten und eine moglichst groRe Spannis;aerten geachtet werden.
Diese wiederum sollten unter gleichen Testbedingungen ermittelt worden sein, um eine gute
Vergleichbarkeit zu ewéhrleisten. Das ist in der Literatur meistens nicht der Fall. Deshalb
wurden ausschlie3lich Verbindungen gewahlt, dereiWVKrt von Kotthaus bestimmt und
groBtenteils veroffentlicht wurdéh®*2813%E(r die 19 gewahlten Verbindungen wurden die
expermentell bestimmten KWerte 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 fir d&nainingsdatensatz

Bezeichnung  K; [uM] pK; Bezeichnung Ki [UM] pK;
3-MeBUMEG 2763 +714 2,56 L257 13+2 4, 89
AbMEG (27) 18+6 4, 74 Methyl-N1O 145+ 15 3,84
Allyl -Arg 58+ 9 4, 24 NIO 1155+ 112 2,94
ButenytArg 57+9 4, 24 Nitro-Arg 1968 + 260 2,71
Canavanin 495 + 17 3,31 PenMEG 2815 + 946 2,55
CarbArg 764 £ 107 3,12 PropargyArg 175 4., 77
CbMEG 489 + 16 3,31 PropytArg 905 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 Docking in Moloc

Mit dieser Software sollte das Alignment der 19 Liganden durchgeftihrt werden. Dafir wurde
die bearbeitete Kristallstruktur mit dem OriginalliganderCitrullin in der Software
aufgerufen. Zuerst wurde die Protonierung der Aminosauren im katalytischen Zentrum
festgelegt, anschlieend eine Energieminimierung vorgenommen. Dabei wurde die
Proteinstruktur fixiert und als unbeweglich eingestellt. Der Ligamndde 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 Tabl wurden auf Basis eser
energieoptimierten Ligandenkonformation in der Bindetasche alsStBiktur erstellt,
minimiert, Uberprift und dieser VorgangTz. mehrfach wiederholt. Die dadurch erhaltenen
LigandenRKonf or mati onen wurden Aal i gnedrol2Biled f ¢r
erstellt. Fir die weiteren Berechnungsschritte mit AFMoC wurdemadl-Files zu einem
Multi-mol2File zusammengeflgt, an dessen vorderster Stelle der grofdte, gittermal3igebende
Ligand positioniert wurde. Somit muss von AFMoC nur eine Dateibektannter Liganden

Reihenfolge zur Berechnung herangezogen werden.

2.3.3 Berechnungen mit DrugS core z AFMoC

2.3.3.1 Trainigsdatensatz

Ein in die Bindetasche gelegtes Berechnungsgitter wurde an den grofRten Liganden, dem
CarbArg, plus 4A in jede Richtung angepasst. Diaschenweite des Gitters wurde auh 1
gesetzt. Die Atomtybonden an den Gitterknotenpunkten wurden nach der SYBYL
Nomenklatur gewahlt. Die hier verwendeten sind in Rab.aufgelistet.

Tabelle 2.2:Verwendete Atomtypen nach SYBYNomenklatur

Code Definition

C.3 sp3Kohlenstoff

C.2 sp2Kohlenstoff

0.2 sp2Sauerstoff

0O.co2 CarboxylatSauerstoff
N.3 sp3 Stickstoff

N.pl3 trigonal planarer Stickstoff
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Mittels DrugScore wurde pro Atomtyp fir jeden Gitterpunkt ein HPaential bestimmt und
durch AFMoGAnalyse mit der Information der gedockten Liganden des Trainingsdatensatzes
(wie in Abb. 2.1 dargestellt) multipliziert. Die daraus resultierenden Irtteredtelder wurden
mit den experimentell ermittelten Daten Uber eine fAb&lyse korreliert und die

Vorhersagekraft des Modells durch eine L®€uzvalidierung tberprift.

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

Bezeichnung  pK;exp p&)cglc Bezeichnung pK; exp p&)cglc
3-MeBUMEG HZpcC 2, 42 L257 nxyd 5,50
AbMEG (27) nxTn 3, 05 MethylNIO ozyn 3,64
Allyl -Arg nXHnN 5,06 NIO HZdn 3,83
ButenylArg nXHnN 3, 75 Nitro-Arg HXT M 3,13
Canavanin OXO0M 3,48 PenMEG HZpp 2,82
CarbArg OXZMH 4, 77 PropargyArg nxTT 3,914
CbMEG OXZO0M 3, 77 PropytArg nxnn 3,13
decVNIO 0OZMM 5,18 Tfe-Arg OZHH 4, 24
ENIPO nxnn 5, 14 Vinyl-NIO PpXIT 3,59
Ethyl-NIO nxndg 4,22

Beim Vergleich der experimentellen Werte mit denen der EQ®@lyse fallt auf, dass einige

der Verbindungen dabei sehr schlecht vorhergesagt werden. Dies trifft auf die Substanzen
AbMEG, CarbArg, decVNIO und VinyiNIO zu. Toleriert wurden Abweichungen von
maximal einer LogStufel** Um uberhaupt ein Modell erstellen zu kénnen, wurden diese
Verbindungen als Ausrei3er entfernt. In Abb 2.4 sind zum Vergleich Plots der beiden LOO
Analysen dargestellt.
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Trainigsdatensatz in 2JAI ohne Ausreisser

PKLi exp
+

pPKi exp

' '
3.5 4

PKi calc

'
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Abbildung 2.4: Plots der LOGAnalysen; links: kompletter Dateatz, § = 0,01963; rechts: ohne die vier
AusreiRer, = 0,5898; Die Mittellinie (griin) bedeutet, dass pKi exp = pKi calc. Die &uReren Linien beschreiben

die Abweichung von einer le§tufe.

Der of-Wert von 0,59 besagt, dass dieses Modell eirte §lorhesagekraft haben sollte.

Allerdings beschreibt die Literatur, da84 S-Ergebnisse vorkleinen Datensatzen stark

verwandte Ligandenund einer Affinitatsspannweite von nicht mehr als drei ZelRwenzen

mit grolBen Vorhersagefehlern behaftet sind. Hierbeirdeti die reinen DrugScore

Paarpotential e
Koef fi
gewichtet!>®!

zientni

genut zt

verl 2ssl

chere

Ergebni sse I

wer den -Werte euntersathiedéch Dr u g !

Die ersten Berechnungen mit dem Modell wurden anhasdTd&ningsdatensatzes in einer

Art Selbsttest getatigt. Dazu wurde fir die Gewichtung einmal AFMoC = 1 und einmal

DrugScore = 1 gesetzt. Fur die MBerechnungen wurden AFMoC und DrugScore in 0,1er

Verhéltnisschritten gesetzt und die Daten miteinandeglichen (Daten nicht gezeigt). Das

beste
calc LOi

Ergebni s

ergab si

c h

n Bezug

auf

d i p&; exifiundrdil at i on

DrigScoeVerhatns vénFOM @ 0,3 mit einem

Korrelationskoeffizienten # 0,913. Dieses ModeWurde fur die weiteren Berechnungen des

Testdatensatzes herangezogen. Die verwendeten Daten kdnnen in Tab. 2.4 nachgelesen

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

sezeichnung  pkiep  PIUEY REUSS  DrigSeore A (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
ButenylArg 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 4,009
L257 4,89 5,00 5,06 4,60 4, 92
Methyl-NIO 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
PropargyArg 4,77 4,00 4,43 3,43 4,13
PropytArg 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 Prognoddodell berechnet werden soll. Zur
Erstellung wurden insgesamt 60 Verbindungds 3D Strukturen in Moloc aufgebaut und
aligned. Ein Teil dieser Verbindungen (Ross{te)-Reihe) wurde bereits von Rossitdral
veroffentlicht undsoll anhand von Ig-Werten einer weiteren Uberpriifung des Modells
dienen™® Da keine K-Werte vorhanden sind, konnten sie leider nicht in den
Trainingsdatensatz eingefligt werden, um die Aussagekraft des Modells zu erhdhen.
Strukturformeln sind im Anhad dieser Arbeit zu findefAnhang, Tab. II).

Die anderen Verbindungen (theoretische Verbindungen-Raihe) wurden durch rationale
Betrachtungen auf chemisslgnthetischer Ebene erstellt. Berlcksichtigt wurden dabei
potentielle Eigenschaften in BezugfaBelektivitat und Hemmpotenz anhand bekannter
Inhibitoren, kommerziell erhéltliche Edukte, sowie gemeinsame Syntheserouten. Zu dieser
Reihe gehdren auch die vorgeschlagenen Modifikationen von AbMEG (TV21, TV23, TV25)
bzw. L-257 (TV20, TV22, TV24). Alle Vebindungen sind mit ihren kalkulierten piWerten
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in Tab. 2.5 zusammengefasst. Zugehorige Strukturformeln befinden sich im Anhang der
Arbeit (Anhang, Tab. IlI).

Tabelle 2.5: Testdatensatmit den vorausgesagtgi;-Werten(AFMoC-DrugScore 0,7:0,3)

Bezeichnung pK;calc Bezeichnung pKjcalc Bezeichnung pK;calc
TVO01 4,04 TV21 3,19 R14 4,11
TV02 4,47 TV22 4,76 R15 4,27
TV03 4,46 TV23 3,56 R17 4,57
TV04 4,31 TV24 5,00 R19 3,93
TVO05 4,24 TV25 3,72 R22 3,88
TV06 4,32 TV26 3,86 R23 4,16
TVO7 4,39 TV27 4,84 R24 4,00
TV08 3,66 TV28 4,63 R25 3,59
TV09 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 RO4 3,39 R31 3,65
TV15 4,16 R08 2,98 R32 3,04
TV16 3,97 R09 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 derReihe ist eine Verifikation des entwickelten
PrognoseModells anhand bekannter §&Werte. Jedoch ist die Berechnung eines einfachen
linearen Zusammenhangs zwischen den berechnetenupidi denexperimentellen 16

Werten aus der Publikation von Rossitdr al. an dieser Stelle unzulanglich. Fur einen
adaquaten Datenvergleich muss dabei auf strukturelle Ubereinstimmungen bzw. Unterschiede
geachtet werden. Deutlich wird dies bereits bei der kh@a Betrachtung des
Trainingsdatensatzes. Von urspringlich 19 Verbindungen wurden vier in Voruntersuchungen
als Ausreil3er klassifiziert und das Modell aus den verbliebenen 15 Verbindungen erstellt. Je
haufiger ein Strukturmerkmal in einem Datensatz vonkdmdesto starker wird dieses
gewichtet. Existiert ein Strukturmerkmal im Datensatz Uberhaupt nicht, so kann Uber dieses
auch keine gute Aussage getroffen werden. Beispielsweise kommt die Carboxylgruppe bei 13
der Verbindungen vor, der Methylester keinzeges Mal und ein Fehlen der Carboxylgruppe

ist zwei Mal der Fall. Folglich sollte die Beurteilung der Daten nicht im Ganzen erfolgen,

sondern einzeln fur die jeweiligen Strukturmerkmale:

- Di e ;dApHW\eie fir R3637 (Methylester) korrelieren mittelmi@l mit den
ICso-Werten (r = 0,44). Obwohl die HgWerte relativ niedrig sind und nah
beieinander liegen (201 8 9 OM) , s tj¢ & Weife 2dT- £07)5tark und
werden teilweise viel zu schlecht vorhergesagt. Ausnahmen bilden dabei28ié L
Analoga R30 und R37, die durch ihren MethoxyetRgkt relativ gut vorherbestimmt
werden.

- Bei R2529 ist dasN'-Atom entweder disubstituiert oder in einen zyclischen
Substituenten eingebunden. Derartige Strukturen kommen im Trainingsdatensatz nicht
vor, somt ist eine prazise Vorhersage unwahrscheinlich (r = 0,35).

- Bei R424 ist dasN*-Atom monosubstituiert. Da auch der Trainingsdatensatz
ausschlieRlich N*-monosubstituierte  Verbindungenbeinhaltet, ist es nicht
Uberraschend, dass hier die beste Korrelation (r 0, 5 4) z wiastashie n A p K
ICso-Werten vorliegt.

- Ein zusatzlicher kritischer Aspekt dieser Datenerhebung ist, dass d
Trainingsdatensatz nur-Arginin-Analoga enthéJtR4-35 aber Analoga vonnor-L-

Arginin sind. Dennoch werden sie gleigut bewerte obwohl dieser Unterschied bei
den experimentellen Daten erheblich ist. Deutlich wird dies beim Vergleich von R30
(ICs. 96 OGMal ApK 4, 0520 pMjAtpiKRa3I7c fi(:1 C4, 03), we
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nur in der Kettenlange des Grundkérpers unterscheidgine ausreichende
Differenzierung scheint nicht gegeben. Wie wichtig diese Kettenlange fiur die
Hemmpotenz ist, beweist auch R42, welches um eine Methylengruppe kurzer ist als
AbMEG, die DDAH aber kaum heltfmt (Hemmung

Da eine sinnvolleBeurteilung des Modells kompliziert ist und eine Korrelation zwischen
biologischer Aktivitat und Vorhersage fur die Gesamtheit der Verbindungen nicht méglich ist,
sollten die errechneten Werte kritisch betrachtet werden. Vergleichbare Ergebnisse kdnnen

aber bei homologen Substanzreihen erwartet werden.

In Kapitel 2.2 wurde bereits erortert, ob Guaridimd AmidinGruppen unterschiedliche
Einflisse auf das aktive Zentrum der DDAH ausiben, indem durch PyMOL gefundene polare
Wechselwirkungen verglichen wwed. Analog zu dieser Analyse wird auch im Prognose

Modell nicht zwischen Guanidinund AmidinFunktion differenziert. Die am besten
vorhergesagte Verbindung ist das TV24, dem Amidiralogon des 2 5 7 miti-ei nem
calciA von 5, 0. Hume einb ¥arbinduagn dieealich duecls diesratianalen
Ansatze zur Verbesserung von AbMEG bzw257 angedacht wurde. Die nachstbeste
Verbindung TV22 gehdrt ebenfalls in diese Reihe und enthalt einen Methylengruppen
verkirzten MethoxyalkyRest. Es scheint alware ein Austausch der Guanigtanktion

gegen eine Amidifunktion hinsichtlich der Hemmpotenz unbedenklich, bzw. laut der
errechneten Daten sogar von Vorteil. Fir einen moglichen Einsatz als Arzneistoff kann dieser
Austausch sogar von Nutzen sein, da Gdiae einen starker basischen Charakter aufweisen

als Amidine™® Dariiber hinaus sind fiir Amidine im Arbeitskreis sehr gut erprobte Prodrug
Prinzipien entwickelt worden, wahrend diese fir Guanidine noch nicht so ausgepragt
vorliegen**H

Aus dem Ergebis der Berechnung des Prognddedells 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
fuhren kann. Hie abschlielRende 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 WReihe von Rossiteet al. mit vorausgesagten pKund getesteten kg
Werterf"®!

Bezeichnung pKjcalc ICso, uM Bezeichnung pKjcalc ICso, uM
RO4 3,39 1510 R25 3,59 325
RO8 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 4,11 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 Schrddinger Software

2.4.1 Einleitung

Mit Ausnahmevon L-257 wurden die in dieser Arbeit zugrunde liegenden Leitstrukturen
(AbMEG, Vinyl-NIO und decVNIO) aufgrund schlechter Vorhersagbarkeit als Ausreil3er aus
dem obigen Prognogdodel entfernt §. Kap.2.3.3). Doch sind gerade diese Verbindungen
aufgrund hrer Hemmpotenz an der DDAH interessant und sollen in Kooperation mit Prof.
Peifer mit Molecular Modelingnéaher untersucht werden:-257 und seine decarboxylierte
Variante AbMEG sind gute DDAHhhibitoren (K; = 13 uM bzw. 18 uM) wohingegen die
Decarboxylerung von VinyNIO zu decVNIOzu einemmassiven Hemmverlusiihrt (K; =

2 UM bzw. 768uM).M*Mi t Hil fe des Programms AGIlided
Suite, einem SoftwarBaket, das unterschiedliche ModeftpckingAnwendungen

beinhaltet, sibdieses Phanomen naher untersucht weldéi*®

Die Fragestellung lautet: Warum kann beR%7 die Carboxylgruppe entfernt werddn (
biologisch aktiv), nicht aber bei VinyINIO (I biologisch inaktiv)? Welchen Einfluss Heen
der 2MethoxyethylRest desL-257 bzw. die Wechselwirkungender Guanidin/Amidin
Funktion? Ist der Einfluss desNethoxyethytRestes oder die unterschiedliche Basizitat von
Guanidin (pk = 13,6) vs. Amidin (pK = 12,4) bzw. derenunterschiedliche Anzahl an
Wechselwirkungemvichtiger?*4”

Zur Beantwortung dieser Fragen sollen die Kristallstrukturen 2JAJ @2&7*2% und 314A
(mit Methy-N10)*2 dienen, in die 1257, ABMEG, VinytNIO und decVNIO hineingedockt
werden. Uber die Berechnung von DockiBgores konnen Aussagezur Starke der
Wechselwirkungen und somit der potentiellen Hemmpotenz getroffen werden. Da die
experimentellen Daten vorliegen, konnen die Scores damit verglichen und so die

Aussagekraft dieser beurteilt werden.

2.4.2 Docking -Analyse

2.4.2.1 Vergleich der polaren Kon takte von 2JAJ und 314A

Die Nummerierung der Aminosauren wurde fur alle Kristallstrukturen an die von &tang

al.*?Y angepasst, um einfachere Vergleichsméglichkeiten zu schaffen.
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Bei 2JAJ sind wmrke Wechselwirkungn der GuanidirFunktion tber Wasserstoficken
bindungen (WBB) mit den Seitenketten Asp269, Asp79 und His173 vorhanden. Diese WBB
sind unter andereriber Wassermolekuien aktiven Zentrunverbrickt.Bei 314A findet man
ebenfalls einestarke Wechselwirkung der Amidiunktion mit Asp79 und Gl 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 Ladcheyged bzw.

An i dddang polar) der Aminosauren kenntlich gemacht. Bei Guandinea,itiier eine
grolRere Anzahl mesomerer Grenzformen als Amidwegfigen, konnen mehr der

energiereichen ionischen Wechselwirkungen auftreten.

Die Substratspezifitat und Hemmwirkung fihEBantiomerezeigt, dass die Carboxylgruppe
eine wichtige Rolle bei deAusrichtung und Fixierungl e r-Amidogruppe spielt, welche
WBB zu AspB und Leu3Gusildet Die Carboxylgruppselbstist bei den unterschiedlen
Kristallstrukturen mit Ard45 (2JAJ) Uber Wassermolekulenbriickt, oder direkt mit Arg145

und Arg98 (314A). Diese Verbriickung von -R57 mit Argl45 Uber Wassermolekile
widerspricht der Aussage, dass Argl45 keine Wechselwirkung mit dem Inhibitor eingehen
wirde. Fir die vorher dargestellte Modellerstellursy Kap. 2.3) wurden jedoch alle

Wassermolekule entferrgpdass 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 Carboxylgrupgiedie hydrophobe
Alkylkette des Grundgedis der Inhibitoren zum Solvens exponiert, sodass ungiinstige
Solvatisieungseffekte resultieren wirdeftattdessersolvatisiertdas Wassedie Ligand
Protein bindungsvermittelnddminogruppe und kann das Molek®lompetitiv aus der
Bindetasche drangeDurch die starkeren WBB der Guanidgtruktur des E257 sollte diese
einen moglichen Verlust der Carboxylgruppe besser kompensieren kdnnen als die- Amidin
Struktur beim VinyNIO. Folglich dirfte es zu einem wesentlich geringeren Abfall in der
Hemmpotenkomme. Dies ware eine mogliche Erklarung fir die schlechte Hemmwirkung
des decVNIO im Vergleich zu AbMEG.
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Abbildung 2.5: Ligand-Proteininteraktionen aufgezeigt durch die Software Glide. Links: 2JAJ r#§T?°)
rechts: 314A mit MethyNIO;*?" unten: Legende.

2.4.2.2 Berechnung von Docking -Scores

Durch errechnete Dockir§cores lasst sich die obige Aussage leider nicht unterstreichen.
Das Redocking der Strukturen in die Bindetasche war zwar erfolgreich, esjedwdbkeine
Korrelation der Dockingscores mit den biologischen Aktivitaten der Verbindungesim
Valideren des Modells festgestellt. Eine Schwierigkeit hierbei ist, uass Interaktionen
zwischen Wasser und den Hemmstoffmolekilen nicht parametrisiert sind, diese aber einen
gro3en Einfluss austben. Ein weiteres Indiz fur die mangelnde Aussagekr&itatesin

diesem Modell ist, dass beim Vergleich von VinrldIO und decVNIO je nach
Hydratisierungszustand des starren Proteins der ScoreidlletzigenannteVerbindung

besser sein kann, obwohl diese wesentlich schlechter hemieb. 2.7)

Auch dasDocking von REnantiomeren bestatigt, dass die berechneten Scores kritisch
betrachtet werden muissen. Das von Rossteal. synthetisierte und an der hDDAH
getestete HEnantiomer des 4257 weist im Experiment keine Hemmpuazeauf (Hemmung

bei 100 pM: 2%,**® dennochwurde 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 auszeichndder8Ehnungen werden
in der Regel bei grof3en Datenbanken durchgefuhrt ur8étBchnungen bei ein&leineren
Anzahl von Verbindungen zur Leitstrukturoptimierutf:**!

Tabelle 2.7: Mit Glide berechnete Dockin§cores.SP, Standard Precision; XP, Extra Precisiom., nicht
berechnet.

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

Vinyl-NIO -6,55 -7,21 -8,22
decVNIO -6,88 -8,53 -7,40
L-257 (SEnantiomer) -5,10 -9,66 n.b.
L-257 (REnantiomer) -5,87 -8,14 n.b.
AbMEG (27) -4,10 -8,82 n.b.

2.4.3 Abschliel3ende Beurteilung

Abschlie3end lasst sich sagen, dalser 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 GGanfpe einen

Verlust vermutlich bess&kompensieren als die AmidiGruppe.

Das Docking mit Glide konnte an dieser Stelle nicht validiert werden. Die errechneten Scores
kbnnen die erste Aussage nicht bekraftigen. Um besser mit biologischen Aktivitaten
korrelierende Scores zu erreichen, hasténe vorliegenden Fall mehr Aufwand bedurftBz.

durch eininducedfit-docking
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2.5 Zusammenfassung

Auf Grundlage der bekannten RoOntgenkristallstrukturen der hDDA#hd einer Reihe
bekannter, strukturverwandter Inhibitoren wurde im Rahmen dieser Aabi¢atoperation mit

Prof. Gohlke ein Prognoddodell zur Vorhersage der biologischen Aktivitdt neuer
Verbindungen erstellt. Hierzu wurde die -8I5AR-Methode AFMoC verwendet, die die
biologische Aktivitat in Korrelation mit der Struktur der jeweiligen Vething setzt. Der%

Wert des entwickelten Modells von 0,59 steht fur eine gute Vorhersagekraft. Aufgrund der
kleinen Datenmenge von 15 bekannten Inhibitoren wurde einKdeffizient aus AFMoC

und DrugScore (0,7:0,3; r&913 errechnet und mit diesem waitverfahren.

Bei der Erstellung des Testdatensatzes wurde eine Reihe bekannter Strukigeshe()Rdie
ohne bekannten jRVert nicht in den Trainingsdatensatz genommen werden konnten, und
eine Reihe neuer Verbindungen (FRéihe), die noch nicht syntheast und/oder an der
DDAH getestet wurden, als 3Btruktur erstellt. Fir diese Verbindungen wurden mit dem
Modell pKi-Werte berechnet. Als beste Verbindung wurde TV 24 vorhergesagt, das Amidin
Analogon des potenten, bekannten Inhibitor257 (K =13+ 2uM™%. TV 24 und
Homologe sowie die jeweiligen decarboxylierten Verbindungen (TV220sollen im

Folgenden synthetisiert werden.

Unter Zuhilfenahme der Schrédinger Software Glide in Kooperation mit Prof. Peifer wurden
die Bindemodi substratanaloger, @Gitin- und Amidinbasierter Inhibitoren im Komplex mit

der hDDAH-1 naher betrachtet. Die fur die Analyse herangezogenen Kristallstrukturen waren
2JAJ und 314A und deren gebundene Liganden. Anhand der berechneten WBB lasst sich
postulieren, dass bei Guamebasierten Hemmstoffen die Carboxylgruppe als verzichtbar
einzustufen ist, ohne dass die biologische Aktivitat stark abnimmt. Bei Adibédiierten
Hemmstoffen trifft dies nicht zu. Die errechneten DockBupres konnten nicht validiert
werden und wurdeneshalb nicht ndher analysiert.
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3 (Al DT BAG $B

3.1 Einleitung

Im folgenden Kapitel werden die in dieser Arbeit verfolgten Anséatze zur Entwicklung neuer
DDAH-Inhibitoren beschrieben. Wie bereits in der Zielsetzung erlautert, sollen die
literaturbekannten bzw. im Arbeitskreis entwickelten Verbindunge2?5T/AbDMEG und
Vinyl-NIO/decVNIO als Leitstrukturen fungieren. Die angewendeten SyrfRes&en zur
Darstellung neuer InhibiteKandidaten sowie derein vitro-Testdaten werden in den
folgenden Abschnitten aufgefihrt. Weiterhin wird auf ProdBoigitegien fur den

aussichsgvollsten Kandidaten eingegangen.
3.2 Methoxyalkylamidine

3.2.1 Einleitung

Zur Weiterentwicklung des derzeit besten DD#thibitors AbDMEG sollte der
MethoxyalkytRest auf Amidine Ubertragen werden Kap. 1.5.1). Dieser rationale Ansatz
wurde durch das in Kapit@.3 beschriebene, strukturbasierte Progidedell bestatigt. Die
Kette des MethoxyalkyRestes sollte dabei eine Lange von ein bis dr8t@nen umfassen.
Als Grundkorper wurden-Ornithin bzw. 1,4Diaminobutan gewé&hlt, um die richtige Distanz
zwischen de Amidin-Funktion und det}Aminosédure bzw. Aminogruppe zu gewéhrleisten.
Der genaue Abstand von vierA&tomen ist essentiell fir eine gute HemmwirkuisgKap.
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 synthetisierend&ielverbindungen:N-(Methoxyalkyk1-imino)-L-ornithin-
Derivate (a-c, NIOs) und N-(Methoxyalkyll-imino)-1,4-diaminobutarDerivate Qa-c, NIOdecs). TV
Nomenklatur aus Kapitel.2
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3.2.2 Synthesestrategien

In der Literatur ist eine Vielzahl an Verfahren z@&ynthese substituierter Amidine
beschrieben. Moglich ist B. eine direkte Reaktion von Aminen mit Nitrilen, die jedoch nur
ablauft, wenn das Nitril elektronenziehende Gruppen #4Bei weniger reaktiven Nitrilen
missen Katalysatoren, wie B. Lewis Sauref:*® oder Cu(l)Ci*"! zugesetzt werden. Eine
andere Maoglichkeit besteht darin, die Nitrile in Gegenwart von Alkoholen durch Einleiten von
Chlorwasserstoff in reaktivere Alkylimidoester (Imidate) zu tberfuhren, welche dann mit den
Aminen unter Apaltung des Alkohols reagieren kdnnen. Diese Methode wurde erstmals
1892 von Adolf Pinner beschrieben und wird immer noch haufig zur Darstellung von
Amidinen angewandt*®*?! Als eine Modifikation der PinneBynthese kénnen anstelle der
Imidate auch Tioimidate verwendet werden, denn Thioalkohole stellen bessere Nucleophile
und Abgangsgruppen d&r® Thioimidate konnen sowohl durch die Reaktion von
Thioamiden mit seitenkettenhalogenierten, aromatischen Verbindtithals auch durch die
Umsetzung vo Nitrilen mit Thioalkoholen (zB. Thiophendl®?) erhalten werden. Der
Einsatz von Trihaloethylimidaten als weitere Variante der PiReaktion fuhrt ebenfalls zu
reaktionsfreudigeren Agenzi@ﬁ?] Neben Nitrilen sind auch aktivierte Amide als
Ausgangverbindungen zur Synthese von Amidinen beschriéf®n. Mogliche
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 werdeh®!

N\ @
’b 5‘3\' \

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

R,
A \§
% /
&)

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung méglicher Synthesewege ausgehend von SizilkerHerstellung
substituierter Amiding> 148152155

I

=2
T

Rl

'
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Fur die Darstellung der Zielverbindungera-c sowie 2a-c wurde die PinneReaktion
gewahlt, weil die daflr bendtigten idate einfach zugénglich sind und diese Methode fir
strukturell ahnliche Verbindungen, wie z. B. fur VifylO, in der Literatur bereits
erfolgreich angewendet wuréé®*°® Da das 4Mlethoxybutyronitril @) nicht kommerziell
erhaltlich war, wurde diesegundchst nach einer Vorschrift von Zlet al. aus 3
Methoxypropiobromid 7) und Kaliumcyanid hergestellt und durch anschinelg&eDestillation
gewonnen (sAbb. 3.3)1*7]

KCN

7, N
3 \O/\/\Br H3C/O\/\/C

20h, Ruckfluss
MeOH/H,0
7 8c

Abbildung 3.3: Gewinnung des-Methoxybutyronitrils(8c) nach Zhiet al*>"!

Die Synthese der Imidate erfolgte in Anlehnung an Vorschriften von Bretstla&r2003]

und Schade [2008], bei der Methanol als Alkoholkomponente gewahlt Weftf8! Die

Nitrile 8a-c wurden unter HGBegasung mit Methanadu den Imidaten9a-c) verestert (s.

Abb. 3.4) und das Produkt nach 18 Stunden im Kihlschrank mit Ether ausgefallt. Da es sich
um hygroskopische, temperaturempfindliche Stoffe handelt, wurden diese unter Sehutzgas
Atmosphare und kuhl gelagert. Auffallig walie 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 Methoxyallkymidate9a-c nach Pinner.

Die erhaltenen Imidat@a-c wurden zur weiteren Reaktion mit einem dreifachen Uberschuss
an NU-Boc-l_-ornithin-tert-butylester 10) bzw. N-Boc-1,4-diaminobutan 11) in wéssriger
Losung bei pH 10, umgesetzt (s. Abb. 3.5). Durch diese Reaktion wurden die geschitzten
Vorstufen der Zielerbindungen 12c und 13ac erhalten, die anschlieRend mittels
Saulenchromatographie Uber Kieselgel aufgereinigt wurden. Die Verbinduhgaj

konnten Uber 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 I
n ! |
1 a ' 10,12 0 :
! , 12a-c i
2 b : )J\OtBu E
3 ¢ ' ,
' 11, 13a-c H ,

Abbildung 3.5: Synthesestrategie zur Darstellung der geschitzte Vorstufen der Zielverbind@agennd
13a-c durch Reaktion der Imida&a-c mit den AminenlOund11.

Alternativ wurden andere Synthesewege zur Darstellungl2anb angewandt. Ausgehend
von den Nitrilen 8a,b wurden nach verschiedenen Vorschriften (Methodei€)Adie

entsprechenden Thioamidda,omi t Aus be-8t0e® \hem gestellt (s.

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 deethoxyalkylthioamidel4a,baus den NitrilerBa,bin Anlehnung an die Literatur.
A) Al,05, NH,(EtO,PS, 5 min, 300 W nach Kaboudat al,**®***°IB) P,S;, Na,SO;, RT, 20 min nach Goswami
et al,**? C) NaSHx H,0, DEA x HCI, Dioxan/bO 5 5 Aath Boyet £

Methode A: Aus Ammoniumacetat und saurem Aluminiumoxid 4@d) wurde eine
Verreibung hergestellt, zu der eine Lésung aus Phosphorpentasuyifig) (i;did Ethanol
gegeben wurde. Diese Mischung wurde eine Minute in der Mikrowelle bei 300 W bestrahilt.
Das entstandene eRgenz aluminumhaltiges AmmoniumO,O’-Diethyldithiophosphat
(NH4(EtO)LPS), wurde mit dem Nitril 8a vermischt und weitere funf Minuten in der
Mikrowelle bestrahlt. Durch Extraktion mit Chloroform wurde das Thioafhdd mit einer
Ausbeute von(Lit548m0e¥Ht ahi er
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Methode B: Die Nitrile 8a,b wurden mit BSs und Natriumsulfit (NaSQs) bei
Raumtemperatur 20 Minuten in einer Reibschale verrieben. Anschlie3end wurde die Masse
mit Wasser versetzt und mit Dichlormethan extrahiert. Ein Probieser Methode ist, dass

ein Verreiben nach wenigen Minuten kaum noch maglich ist, weil sich die Masse zementartig
verfestigt und an der Reibschale haftet. Dies kdnnte auch die schlechten Ausbeuten von
520 % er k| @8r0erms (flirt .a:l i BNE% i sche Thi oam

Methode C:Die Nitrile 8a,b wurden mit Natriumhydrogensulfid Hydrat (NaSHH,O) und

Diethylamin Hydrochlorid (DEAx HCI) in einem DioxarAWassetGemisch (1:1) unter
Stickstoffd mosphar e bei 55 AC drei St uWeadsermvurlea n g u I
das Produkt mit Ethylacetat extrahiert. Es wurden Ausbeuten v8n®2 % er hal t en (L
fiir Methoxythioacetamid 4a).1*?"

Da mit Methode C die besten Ausbeuten erzielt wurden, wurde diese fortan als
Standardvorschrift angewendet. Aus derhaltenen Thioamidl4a wurde analog zur
Synthesevorschrift von Shearet al. (s. Abb. 3.7, Weg A) das Thioimiddt6a erzeugt,
jedoch nur i n Ausbeuten von 10 %. Ei Ad2za wei t e
gelang auf diesem Weg nicht. Des Weitevaurde versucht die Thioamidda,blber eines
Methylierung (s. Abb. 3.7, Weg B) mit Methyliodid analog zu Thioharnstoffen zu
entschwefeln und dann mit dem Aniif weiter umzusetzen. Diese Darstellungsversuche der

Amidine waren jedoch ohne Erfolg.

oo

15 NH,* NH
R-NH
S - )K/O\ % o\)k R
oL Vern S CH, HyC N
HyC” NH, 8 H
14a 16a 10% 12a
HaC,
(0] CH
Methylierung _>7$/ 3 R-NH,
Weg B HN
17a

Abbildung 3.7: Weg A: Synthese in Anlehnung an Sheaetral. ausgehend von Methoxythioacetamid
(148)."Y'Weg B: Versuchte Darstellung dur&Methylierung.
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Modifiziert in Anlehnung an Baagt al. wurde eine Lésung des Nitri&b 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 keineKristalle gebildet haben, wurde die Reaktion genau nach
Literaturangaben mit Bromwasserstoff (HBr) durchgefuhrt, weldnersitu nach einer
Literaturvorschrift erzeugt wurd®? Auch dabei ist kein Produkt auskristallisiert. Bei der
Reaktionskontrolle v 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 AmitD in Methanol bei Raumtemperatur finf Stunden gerihrt.
Zur Neutralisation von ulsschissigem HBr wurde der Ansatz mit verdinnter Natronlauge
behandelt. Das gewlnschte ProdL®&bwurde mit dieser Methode leider nicht erhalten.

Parallel wurde nach einer Vorschrift von Roussetedl. versucht, das Amid0 an das Nitril

8bunt er -Katalyse yu aGdieren und so direkt zum Amidizb zu gelangef*"! Als
Losungsmittel dient bei dieser Synthese das Nitril selbst. Die Reaktion wurde unter
Stickstoffatmosph?@re bei 80 AC durchgrefe¢hrt.
wurde die Temperatur schrittweise erhoht. Das Produkt, das bei dieser Reaktion isoliert
werden konnte, war jedoch nicht das erwinschte Amidin, sondern das durch Vertast der
Butyl-Schutzgruppe gebildete LactalB. Diese Reaktion wurde von S@rwangn bei der
katalytischen Hydrierung mit Wasserstoff tiber R/ARalyse beschriebétf’!

NH (0]

18

Abbildung 3.8: Syntheseversuch des Amidii&b nach einer Vorschrift von Roussektt al™*” und Bildung
des Lactam48.*%%
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Das Lactaml8 wurde auch als Nebermguukt der Pinne6ynthese (sAbb. 3.5) bei leichter
Temperaturerh®°hung 40 AC i
wurde. Letztendlich konnten die Verbindung&®a,b durch eine Modifikation dePinner

auf denti fiziert,
Synthese dargestellt werden, indem die Imid#&eé mit dem Amin10 in Methanol unter
Zusatz von Diisopropylethylamin (DIPEA) und katalytischer Mengend-ébimethylamino)
pyridin © MA P) Stunden | bei Ochéinichginer ¢ hrt

auch die Derivatd2csowiel3a-c Uber diesen Weg herzustellen, was jedoch nicht Gberprift

dr ei ang
wurde. Ein Nachteil dieser Modifikation ist eine aufwendigere saulenchromatographische
Aufreinigung der Produkte zur Abtrennung von DIPEA. Die Methimdevassriger Lésung

sollte nach Moglichkeit bevorzugt angewandt werden.

Die Schutzgruppen der Verbindung&8ac und 13ac wurden in einem 1l:Gemisch aus
Trifluoressigsaure (TFA) und Dichlormethan abgespalten und das erhaltene Rohprodukt tGber
eine RRg-Saule mittels Flashchromatographie uigua bidestals Elutionsmittel gereinigt.

Der komplette Syntheseweg ist in Abbildung 3.9 dargestellt.

______________________________

N MeoH, Hal (g) e o E i
L0, C7 eOH, Rclle oM)k CH
H,C™ 1, - : > H,C” n o073
ca-5 Cf. 5 min 1a-c /COOH
8a-c 18 h, Kuihlschrank 9a-c
' (0]
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
3h0o°C .
Y
NH
NH," Cl H TFA, H3C/OT\4%LN/\/\_/NH2
N CH,Cl, 1:1 H =

x 1-2 CF;COOH

la-c
2a-c

R

Abbildung 3.9: Uberblick der Synthesen fiir die erfolgreiche Darstellung der Verbinduregemind 2a-c.
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Rossiteret al.[2005] hatten bereits viele Guanidine auf Basis monL-Arginin synthetisiert
sowie das um eine Methylengruppe verkiirzte AbME® Diese Verbindngen weisen alle
schlechtere Inhibitoraktivitaten auf als ihréArginin-Analoga 6. Kap. 2.3.4) Jedoch wurde
noch nicht getestet, ob die verminderte Hemmwirkung auch bei Amidinen zutrifft. Zur
Uberprifung wurde ein weiteres Amidi@l mit dem Imidat, dessen Methoxyalkiglest der
Langste in der Reihe is®¢), und N“-Boc- nor-L-ornithin-tert-butylester {9) nach der Pinner
Reaktion in wassriger Losung hergestellt (s. Abb. 3.10).

(0]

H,N
2 \/\H‘LOI’BU

HN_
Boc

NH,* CI 19 = NHZ"/\J\:
0 CH _0
HyC” MO/ 3 H,C \/\)J\N N,Boc

H,0, NaOH (pH 10)
2h 0°C, 2h RT

Y

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 Amidirsl auf Grundlage vonor-L-Ornithin.
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3.2.3 In vitro Hemmdaten an den Enzymen des NO-Stoffwechsels

Die synthetisierten Verbindungeba-c, 2ac und 21 aus Kapitel 3.2.1 wurden auf ihre
Hemmeigenschaften gegeniber den Enzymen deStafiwechsels untersucht. Das Ziel ist
maoglichst potente Hemmstoffe der DDAH zu entwickeln, die gleichzeitig selektiv gegentuber
den NOSs und der Arginase sindKap.1.5.1)

3.2.3.1 Hemmung der DDAH

Die Untersuchung der neuen Verbindungen wurde mit einem im Arbeitskreis etablierten
kolorimetrischen Plattenread@ssay an rekombinanter humaner DDAHdurchgefihrt §.
Kap.6.2.2.1). Quantifiziert wurde die aus NMMA durch DDAfkhtalyse gebildete Menge an
L-Citrullin. Die ermittelten Hemmdaten sind in Tabelle 3.1 dargestellt.

Tabelle 3.1: Ubersicht der getesteten Verbindungen und deren Hemmdaten an der hDIBAe! gezeigten
Daten sind MW = SD von drei separaten Inkubationen. DigVi€rt-Bestimmung wurde mindestens doppelt
durchgefiihrt. nb., nicht bestimmt. Daten wurdenT.von J. Kotthaus oder J. Platzek bestirtfit.

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

NH
la H3C/O\)J\N/\/\‘/COOH 75+3 73+6
H NH,
NH
1b “3C\o/\)L”WC°°H 99+ 1 9+1
NH,

NH
/o\/\)L COOH
1c H3C HW\I& 571 156 + 9
2

NH
2a O N 20 + 4 983 19
3
H
NH

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

NH
2c 4 O~ A N, 116 n.b.

3
H
NH NH,

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
OxyhamoglobirAssay bestimmt. Gemessen wurde die durch M@tlyse aud -Arginin
freigesetzte Menge an NO, welches aquimolar mit Oxyhamoglobin zu Methdmoglobin und
Nitrat reaiert! 1%l Bej den verwendeten rekombinanten Enzymen handelt es sich um
RatternnNOS, murine iINOS und bovine eNOS. Die ermittelten Hemmdaten sind in Tabelle

3.2 gezeigt.

Tabelle 3.2: Hemmdaten fir die Verbindungdra-c und 2a-c an den NOSsoenzymen. Die gezeigten Daten
sind MW + SD von drei separaten Inkubationen. Die Daten wurden von J. Platzek bé$fimmt.

Hemmung / %
Substanz nNOS iNOS eNOS

1mM  100uM  1mM 100 pM 1 mM 100 uM
1a 93+2  71+5  75%5 26 + 7 89+ 4 48+ 6
1b 65+1 23+15 50%7 12+20 54+18  24+35
1c 35+13 15420 26+13 21+26 29+19 2647
2a 78+1  41+11 428  35+16 44+19 337
2b 19+£23 7413 1645 7+9 28+ 6 7+9
2c 7+13  14+13  15%4 10£5 36+ 6 10£5
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3.2.3.3 Hemmung der Arginase

Die Hemmdaten an der Arginase wurden n@inem im Arbeitskreis etablierten
kolorimetrischen Plattenread@ssay an boviner Arginase | durchgefilst Kap. 6.2.2.2).
Quantifiziert wurde die aus-Arginin durch ArginaseKatalyse gebildie Menge an Harnstoff.

Die ermittelten Hemmdaten sind in Tabelle 3.3 dargestellt.

Tabelle 3.3:Hemmdaten fur die Verbindungd@a-c und 2a-c an der Arginase. Die gezeigten Daten sind MW *
SD von drei separaten Inkubationen. Die Daten wurden von J. Kotikatisimt. (bisher unveréffentlicht)

Hemmung / %
Substanz

1 mM 100 pM
la 222 13+5
1b 43+ 1 32+5
1c 201 19+8
2a 212 14+4
2b 22+2 18+6
2C 14+2 11+6
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3.2.4 Diskussion

Die zentrale Aufgabe war die Entwicklung neuBDAH-Hemmstoffe, bei denen der
MethoxyalkytRest des £257 bzw. AbMEGs Z7) auf Amidine Ubertragen wird. Mehrere
literaturbekannte Wege zur DarstelluNgsubstituierter 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 Alkylke®ao waren bei den gegebenen
Reaktionsbedingungen nicht reaktiv genug um mit dem geschutz@mithin 10 zu
reagieren. Uber eine Mifikation der PinneiSyntheseWechsel von Losungsmittel und Base
(Wasser zu Methanol, bzw. NaOH zu DIPEA), konnten die Verbindutgdmerfolgreich
hergestellt werden. Bemerkenswert war die Temperaturempfindlichkeit des geschitzten
Eduks 10, welches bei erhdhteReaktionstemperaturen durch Aminolyse Qetert-Butyl-
Schutzgruppe zum Lactah® zyklisierte. Abschliel3end lasst sich sagen, dass alle gewiinschte
Derivate mittels PinneBynthese Uber zwei leicht variierende Methoden (A und B)
zuganglich waren. Die Venmbdungen lac, 2ac und 21 konnten erfolgreich als

TrifluoracetatSalze furin vitro-Testungen zur Verfligung gestellt werden.

Alle neuen Verbindungen wurden an wichtigen Enzymen desrdgOlierenden Systems
getestet. Das Ziel war moglichst potente Inhit@to der DDAH zu finden, die selektiv
gegenuber NOSs und Arginase sind. Im Zuge dieser Testungen sollte untersucht werden, wie
grol3 der Einfluss des Methoxyalkigestes von 1257/AbMEG auf die Hemmwirkung bei
Amidinen ist. Ist es moglich durch Einfihrungnes solchen Substituenten auf die
Carboxylgruppe der Aminosaufanktion zu verzichten? Bisher existierten nur die zwei
decarboxylierten Verbindungen decVNIO und AbMEZZ)( die sich in ihrer Hemmpotenz

auf die DDAH deutlich unterscheideni@cynio)= 768 UM, Kiabviea) = 18 uM) 9!

Als Ergebnis der Dockingtudien wurde die Verbindurir (pK; calc = 5,00) als potentester
Inhibitor der Reihela-c vorhergesagt. Fiur die decarboxylierten Derivasec wurde eine
wesentlich schlechtere Wirkung errechnet;(p#lc = 3,183,72). Verglichen mit dem vitro-
Testdaten an der hDDAH konnte die Tendenz fur die schlechtere Wirkung der
Verbindungen ohne Carboxylgruppe bestatigt werden. Jedoch hat sich Verbitiahg)
potentester Vertreter der Methoxyalkylamidimeif einem Ki Wert von 9 uM (pK = 5,04),
herausgestellt. Der zugehoérige vorhergesagtecalcGWert ist 4,76. Fur den vermeintlich
besten Kandidatefhic wurde bei denn vitro-Studien ein kWert von 156 uM (pK= 3,81)
ermittelt und somit ist dieser die aschlechtesten hemmende Verbindung aus dieser Reihe.

Dieses Ergebnis ist Uberraschend, da es sich hierbei um das direkte -Amadtigon zu E
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257 handelt. Der einzige strukturelle Unterschied ist der Austausch eiAesné des 257
gegen ein €Atom beilc. Eine mdgliche Erklarung ist ein leicht veranderter Bindungswinkel
des Substituenten am @n Vergleich zum NAtom oder die etwas langerenBindungen (C
N-C = 2 x 147 ppm; GC-C = 2 x 154 ppm). Somit kénnt&c gerade eben zu grol3 sein,

wohingegen E257 noch gut in die Bindetasche passt.

Trotzdem sind die Vorhersagen mit dem Progrdselell anwendbar. Bei einem kleinen
Trainingsdatensatz von 15 Verbindungen sind die kalkulierten Daten akzeptabel. Fur
Verbindunglb passt der errechnete Wert sogar relativ gut zum experimentell ermittelten.
Auch die decarboxylierten Derivate bestatigen den errechneten Abfall der Hemmpotenz. Im
Experiment fallt der Abfall noch deutlicher aus (B2p: pKi = 2,84) als zuvor berechn@K;

calc = 3,56). Beriicksichtigt man die Tatsache, dass bei den fur die Erstellung des Prognose
Modells verwendeten Verbindungen L&Xbweichungen von bis zu einer L&jufe toleriert

wurden, liegen die meisten Wertepaare innerhalb dieser Toleranz (8.4)ab.

Tabelle 3.4:Vergleich der experimentell ermittelten-Kind daraus abgeleiteten pé&kp-Werte und den mittels
PrognoseModell errechneten pi€alcWerten. nb., nicht bestimmt.

Verbindung Ki/ uM pKi 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 zGa-c auf nor-L-Ornithin und ist somit in der
Grundkette um eine Methyleneinheit verkurzt. Eine analoge Substanzreihe von RbsHiter
existiert fur Guanidirbasierte Verbindungen und weist wesentlich schlechtere Hemmwerte an
der DDAH als die langerkettigen Derivataf&'® Dieser Unterschied wurde auf Amidin

Basis noch nicht Uberprift, 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 ee K-Wert-Bestimmung sowie weitere Untersuchungen

verzichtet wurde. Es kann bestétigt werden, dass die Kettenlange zwischen Aminogruppe
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und Amidin bzw. GuanidinFunktion fir eine gute Hemmwirkung mindestens vieAtGme

betragen muss.

Die SelektivitatsUntersuchungen gegeniber den NOSs zeigen zwar grolde
Standardabweichungen, die in der Methode an sich begriindet [i&#§ernnoch ist ein

klarer Trend zu erkennen: Je kirzer der Substituent, desto starker ist die Hemmwirkung an
den NOSs, da die Bindetdwrder NOSs besonders kleinere Molekiile toleriert. In das aktive
Zentrum der DDAH passen auch noch etwas gréf3ere Verbindungen, die von den NOSs nicht
gut akzeptiert werden. Eine gewisse Selektivitat gegentber der NOS kann also Uber die GroRRe
der Inhibitore erreicht werden. Diese Erkenntnis wurde in friheren Arbeiten bereits
gewonnen und durch die hier generierten Daten weiter bekf&igt "' Fur den hier
potentesten DDAHnNhibitor 1b ist noch eine deutliche NG8emmung detektierbar, jedoch
konnte diese Verbindung als dualer Inhibitor (DDAH/NOS) analog der von W&tngl.
publizierten Substanzen eingesetzt werdfeh.

Kritischer ist der Aspekt der Arginag¢emmung, weil in diesem Fall ein funktioneller
Antagonismus vorlages(Kap. 1). Eine mdglichst gute Selektivitat ist von Vorteil, doch leider
ist Verbindunglb auch der beste Arginagehibitor innerhalb der Substanzreih&a-c und

2acmi t einer Hemmung von 43 % bei 1 mM und 32

Abschliel3end bleibt zu sagen, dagdh sverbindunglb (K; = 9 uM) als potenterer DDAH
Inhibitor als AbMEG 27, K= 18 pMf**¥ und L-257 (K = 13 uMf**% erwiesen hat, diesen

in Bezug auf Selektivitat gegentiber NOSs und Arginase jedoch unterlegen ist. ABMEG (
bleibt der bisher einzige ogeente DDAHHemmstoff 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 derbindungen 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 fir den Verzicht der Carboxylgruppe
spielt und weniger der -RlethoxyethytRest. Zur Uberpriifug dieser Theorie war es
notwendig neben ADMEG 2f) einen weiteren Guanidibasierten Hemmstoff ohne
Carboxylgruppe zu synthetisieren. Als Ausgangssubstanz wuBlgeBylarginin (Butenyl

Arg, 22) gewahlt, welche einenKNert von 57+ 9 UM an der DDAH aufeist!**"

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

22 (Butenyl-Arg)

3.3.2 Synthese

Da es sich bei der neuen Verbinduxg4-Aminobutyl)}N"-but-3-enylguanidin(AbBG, 26)

um ein Derivat des AbMEGs handelt, wurde die Synthese nach dem gleichen
literaturbekannten Syntheseschetiachgefiihrt?21%81%°Ipje GuanidinFunktion wird dabei

Uber einen Thioharnstoff aufgebaut, welcher mit einem Amin in Gegenwart des
EntschwefelungfRReagenzesN-Ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid Hydrochlorid
(EDCI, 33) umgesetzt wird.

Der Cbzgeschitzten Thioharnstof23 wurde durch Addition des Amindl an N-
Benzyloxycarbonylisothiocyanat (CbzNCS), welches als ca. 0,5 M Losung in Dichlormethan
eingesetzt wurde, i n einer AusesthlgewomenvDien 82
weitere Reaktion mit BuB-enylamin @4), EDCI (33) und DIPEA als Hilfshase in
Dichlormethan erfolgte ebenso in Anlehnung an Lirgbml, Gber Nacht, in einer Ausbeute

von 90 % 255t eDnrechdwiassrige Aufarbeitung wurden DIPEA, (iberschiissiges

Amin sowie der aus EDCI entstandene Thioharnstoff entfernt. Zur Abtrennung lipophiler
Verunreinigungen und EduRUckstande wurde eine Séaulenchromatographie an Kieselgel
durchgefuhrt. Als finaler Syntheseschritt wurden die -Qlad die BoeSchutzgruppen in
Anlehnung an Kiscet al simultan in einem Gemisch aus Trifluoressigsaure und Thioanisol

durch 30minutiges Rihren bei Raumtemperatur abgespalten. Das erhalte G2éndinde



Hemmung der hDDAHL

mittels Flashchromatographie Uber eine: &P2 ul e mi t OAqua bidest®BIBE A i n

Elutionsmittel gereinigt und liegt als Trifluoracetat V8P 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 vomN-(4-Aminobutyl}N"-but-3-enylguanidin (AbBG26) mit einer Gesamtausbeute
von56 %

3.3.3 Invitro Hemmdaten an den Enzymen des NO-Stoffwechsels

Das Guanidin 26 wurde analog der Verbindungen aus Kapitel 3.2 auf potentielle
Hemmstoffqualitaten gegentber den Enzymen desSiffwechsels 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 AbB@6| an den Enzymen des N&toffwechsels. Die gezeigten
Daten sind MW + SD von mindestens drei separaten Inkubationen. DiEKBestimmung wurde mindestens
doppelt durchgefiihrt. Die Testung an den NOSs und der Dtde von J. Platzek durchgefiififf! n. b.,
nicht bestimmt.

Hemmung / %
Enzym
1mM 100 puM Ki/ uM
DDAH 721 29+1 50+3
Arginase 0+12 0+9 n. b.
nNOS 5%+5 8+4 n. b.
INOS 23+6 16 +12 n. b.
eNOS 35+17 32+32 n. b.

3.3.4 Diskussion

Das AbBG (26) liel3 sich gut Uber den Clgeschitzen Thioharnstof23 in einer
Gesamtausbés von 56% synthetisieren. Grund fir dessen Syntheae die Untersuchung

des Einflusses der Basizitat von Guanidis. Amidin-Funktion auf die Hemmwirkung an der
DDAH bei substratanalogen Verbindungen, denen die Carboxylgruppe fehlt. Bisher war
AbMEG (27) die einzige Verbindung, deren Hemmpotenz durch den Verlust der
Carboxylgruppe nicht massiv abgenommen hat.iigtro-Testdaten von AbBG26) an der
hDDAH-1 zeigendass auch hier annahernd die gleiche Hemmwirkung wie die von Butenyl
Arg (22) vorliegt (K @utenytarg) = 57 UMV K; (apsg)= 59 UM).

Somit scheinen die Fragerwarum kann bei 257 ohne Verlust der biologischen Aktivitat
die Carboxylgruppe entfermterden nicht aber bei VinyNIO und welchen Einfluss hat der
MethoxyethylRest des 257 bzw. die Guanidin/AmidinFunktion - aus Kapitel 2.4
beantwortet zu sein. Aufgrund dbesseren Wechselwirkurdger GuanidirFunktion durch
einen Stickstoff mehr alsebm Amidin, ist es mdglich auf die Carboxylgruppe de2%7 zu
verzichten und so mit AbDMEG einen ebenso potenten, selektiven hBDBWHIibitor zu

erhalten.
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3.4 Anwendung von Prodrug -Strategien

3.4.1 Einleitung und Zielsetzung

Anhand derin vitro-Ergebnisse der neuen Verbindungsmc, 2a-c, 21 und 26 bleibt die
Verbindung AbMEG 27) der beste Kandidat beziglich InhibiBotenz, Selektivitat und

Arzneistoffqualitat.

NH

NH
H3C/O\/\HJ\H/\/\/ P

27 AbMEG

Auch wenn keine Carboxylgruppe mehr vorhandemn bleibt der ionische Charakter der
Verbindung durch die Basizitat des vorhandenen primaren Amins und der Gefaundition
erhalten. Fir eine perorale Arzneistéjbplikationen sind solche Eigenschaften ungunstig
und fihren zu einer schlechten Biovetfagkeit im Gastrointestinaltrakt (GIT). Durch
strukturelle Modifikation kann beispielsweise die Basizitat der Guadfidimktion gesenkt
werden. Dadurch liegt ein geringerer Anteil der Verbindung in protonierter Form vor, der
besser absorbiert werden kamm. Arbeitskreis wurden verschiedene ProdKanzepte fur

Amidine und Guanidine entwickelt, von denen einige hier Anwendung finden
sollen132141,171]

Das einfachste Prodrugrinzip ist die Einflhrung einer Hydroxylgruppe am bisher nicht
substituierterN*1 Atom. Eine enzymatische Reduktion von Hydroxyguanidinen wurde bereits
an der physiologischen Substanz NOHA und anderen Verbindungen gezeigt und
charakterisiert:’?*’® Diese Reduktion entspricht im Fall des ProdRrnzips der

Bioaktivierung zum wirksaen 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

n’"18EGr NOHA wurde bereits gezeigt, dass

sie gegeniiber Basen oder auch Oxidantié
die Einfihrung eine®-Substituenten sowohl die oxidative, als auch hydrolytische Stabilitat
von Hydroxyguanidinen erhgHtY weshalb diese MaRnahme hier Anwendung findet sollte.
DarlUber hinaus ist di®-Substitutioneine zusatzliche Modifikation zur Steigerung der oralen
Bioverflgbarkeit der Verbindung. Im Folgenden sollen eine Methylgruppe, die die Lipophilie

der Verbindung erhdhen soll, und ein Galaktd®gkteingeflhrtwerden. Die erste Strategie
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hat den Nachteil, dass Cytochrom P4&hzyme in der Demethylierung als Part der
Bioaktivierung involviert sind:"” welcheszu Interaktionen mit anderen Arzneistoffen filhren
kann. Bei der zweiten Strategie sollen Gluk@sansporter zur gesteigerten Absorptiom de

Substanz sowie eine Bioaktivierung tlbeGalaktosidasen ausgenutzt werden. Ein Vorteil bei

dieser Strategie ist, dass keine toxischen Nebenprodukte entsteheH Sdffén.

3.4.2 Synthesestrategien

Um die Synthese der Prodr@ndidaten moglichst effizienzu gestalten, wurde ein
gemeinsamer Syntheseweg angestrebt. Analog zum AbMEL ollte dieser Uber
Thioharnstoffe moglich sein (s. Kap. 3.3.2). Als gemeinsamer Grundkérper, welcher bereits
den 2MethoxyethylRest sowie die AminobutyKette des ADMEGs dweist, ergab sich der
Thioharnstoff 29. Hiervon ausgehend sollten die Substituenten @ksubstituierte
HydroxylaminDerivate eingefihrt werden und in einem finalen Schritt vorhandene
Schutzgruppen simultan entfernt werden. Durch die EinfuhrungOd8ubdituenten Uber
HydroxylaminDerivate kann der Aufbau des Hydroxyguanidins und de@sabstitution in
einem Schritt erfolgen, sodass in keinem Syntheseschritt die empfindlichen freien
Hydroxyguanidine als Zwischenstufe auftauchen. Die vorgeschlageneeSerdhte ist in

Abb. 3.12 zusammenfassend dargestellt.



Hemmung der hDDAHL

.o O\ C S
H ’ o) PR H
WSS N 28 HyC™ " N7 N7 """ Boc
2N T T Bt - » H H
11 29
! NH,-R
. 30a-c
________________________________________________________ Y
R
R R
o
(. ] “
e
H a 0 N.
00" ° H,C \/\NJ\N/\/\/ Boc
H H
H.C. -
Hsc\o/ 307 b 31a-c
OAcOAC OH OH . Entschiutzen
o fo) \
AcO 0 0 c
¢ oac O~ | HO OH Y

R

S

N
(0) NH
H3C/ \/\”)km/\/\/ 2

32a-c

Abbildung 3.12: Vorgeschlagener Syntheseweg Uber das gemeinsame Interr@@diair Darstellung der
AbMEG-Prodrugs32a-c.

Die Synthese des Thioharnstoff29 erfolgt in Anlehnung an Lintonet al. mit 2-
Methoxyethylisothiocyanat2@) und dem Aminll in Dichlormethan durch Ruhren uber
Nacht bei Raumtemperatif® Nach wéssriger Aufarbeitung wurde das Produkt in einer
Ausbeute von 89 % eweiteee | Aufeeinigung reitigesktzt weardee. o0 h n
Zunachst sollte das einfache Hydroxyguanidin des AbMES&Z) (hergestellt werden.
Versuche zur Darstellung wurden sowohl r@®HTHP-geschitztem HydroxylamiB0a als

auch mit freiem Hydroxylamin durchgefiihrt. In Anieing an Martiret al. wurde EDCI 83)

als Entschwefelungsreagenz ubdPEA als Hilfsbasegewdahlt. Die Reaktion erfolgtéber
Nacht in DichlormethaH®® Mit keinem der eingesetzten Amine lieR sich das gewiinschte
Hydroxyguanidin 31a bzw. jenes ohne THBchutzgruppe herstellen. Die
Reaktionsverlaufskontrolle  mittels  Dinnschichtchromatographie ergab, dass der
Thioharnstoff nicht umgesetzt wurde. Daraufhin wurden alternative Verfahren zur
Entschwefelung Quecksilber(ll)chlorid (HgG), Methyliodid (Mel)) des Tioharnstoffs
durchgefilhrt*® 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 Hydroxygua8ichhew. 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 Thioharnsioffszun
durch Entschwefelung ein intermediares Carbodiimid entsteht, welches anschliel3end durch
nucleophilen Angriff der Aminkomponente zum Guanidin readigtt®? In Abb. 3.14 ist der
Reaktionsmechanismus dargestellt. Der als Nebenprodukt entstehaodarii$toff34 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 Farbungiit dem Derivatisierungs
Sprithreagenz FCNPfefricyanidenitroprussidg,[**® welche auch bei dem eingesetzten
Thioharnstoff29, jedoch nicht beim Cbaktivierten Thioharnstof23 beobachtet wurde.
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Abbildung 3.14: Postulerter Reaktionsmechanismus der Umsetzung von Thioharnstoffen zu Guanidinen am
Beispiel von Thioharnsto29 mit EDCI (33) als Entschwefelungsreagef?:*8%

Beim direkten Vergleich der Strukturen des intermediaren Carbodiigtidshd des EDCI

(33 fallt auf, dass beide Verbindungen keine elektronenziehenden Substituenten in
Nachbarschaft zur Diimi&truktur besitzen. Dies lasst folgende Schlussfolgerungen zu:
Entweder ist das Diimi€-Atom nicht elektrophil genug, sodass ein nucleophiler Angriff des
Amins 30anicht erfolgen kann, oder das CarbodiirBilwird auf diesem Weg nicht gebildet.

Es ist aber nicht ausgeschlossetass im Falle einer Reaktion des nichtaktivierten
Carbodiimids35 mit Amin 30a auch EDCI(33) in gleichem Ausmald mi80a reagiera@
misste, da eine vergleichbare Elektrophilie de&t@ns vorliegen sollte.Durch éne
Reaktion von EDCI[33) mit den zugesetzten Amineanachtdiese Entschwefelungsstrategie

aberkeinen Sinmmehr.

Anstelle des gemeinsamen Synthesewegs Uber ThioharB8tkdinn in einer aufwendigeren
Prozedur fur jedes Hydroxyguanidin ein eigener ThioharnsB&#&€) synthetisiert werden,

welcher dann mit Amiil zum entsprechenden Hydroxyguanidin umgesetzt wird.

0AcPAC

36a 36b 36¢
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Die Synthese dieser ThHiarnstoffe sollte analog der Verbindungghund 29 erfolgen. Fur

36a ergab sich auch nach Verlangerung der Reaktionszeit in Dichlormethan nur eine
Ausbeute von <ca. 40 %. Ein Wechsel des L°su
Erhitzen zum R¢gckfl uss Kkon(s.tAbb. 3d1b)Bie llagesubge ut e ¢
bei Raumtemperatur fuhrt zur schnellen Zersetzung, deshalb wurde die Substanz kurzfristig
im K¢ghlschrank bei -20 ARKC ugal ddergter fri stig be

Die Synthese vor36b gestaltete sich etwas schwieriger. Da das eingesetzte A0hirals
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 fiihrte

zu rascher Zersamting des entstandenen Thioharnstoffs und vielen Nebenprodukten. Dies
konnte durch langeres RiUhren bei Raumtemperatur reduziert werden, jedoch war eine
Ausbeute von ca. 25 % noch nicht 2z WKfaatz edens
(HoubenWeyl) mit NaOH als Hilfsbase, einer Mischung aus Diethylether und Dioxan als
L°sungsmittel und einer Reaktionszeit von
saulenchromatographischer Aufreinigung der Substanz. Thioharn3&i#f wurde im

K¢ hl schr an k gelagert, unt @ine frithzeidg€ Zersetzung zu vermeiden (s. Abb.
3.16).

Fur die Synthese der Verbindur@$c wurde zunéachst die bendétigteatninooxylierte b-
Galaktose30c modifiziert nach verschiedenen Vorschriften aus der Literatur hergestellt (s.
Abb. 3.15) Aus dem Bromid37 wurde durch Umsetzung nmi¥-Hydroxyphthalimid in einer
PhasefTransferKatalyse das entsprechende Phthali@&erzeugt*®*!8! zur Abspaltung

der Schutzgruppe wurde Ethanolamin anstelle des toxischen, krebserzeugenden
Methylhydrazin verwendet. Der Wechsel des Reagenzes flhrte zwar zu einer leichten
Reduktion der Ausbeute (50 % statt 67 %), wl
akzeptiert. Die Reduktion der Ausbeute liegt in der héheren Basizitat des Ethanolamins
(PKaethanotaniny= 9,50 pKaqvethyinydrazing= 7,8F° begriindet, was zu friihzeitiger, basischer
Verseifung der AcetyGruppen fuhrt. Eine Reaktionszeit von 25 Minuten wurde in
Anlehnung an Schade nicht tberschritten um diese Abspaltung zu redt@Feres war

wichtig das Bromid al§+Anomer einzusetzemm zur gewiinschtei-Form zu gelangen. Nur

diese wird von deb-Galaktosidasen als Substrat akzeptf&ft.
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Abbildung 3.15: Synthese von -Bminoxy-2,3,4,6tetraO-acetytb-D-galaktopyranose 35). a) N-Hydroxy-
phthalimid, TBAHS, DCM/1 M Na8OH%) ) 1: k), EdhadanoRadami 538 ot
50 %.

Die darauffolgende Synthese v86c gestaltete sich als erfolglos. Es wurden die gleichen
Verfahren wie flr36b (s. Abb. 3.16) einschliellictveiterg Variationen in Losungsmittel,
Reaktionszeit und Temperatur angewendet, jedoch konnte auf keine Weise das Produkt
erhalten werden. Uber D@nd massenspektrometrische Kontrolle konnte nur die Zersetzung

bzw. Oxidation des EdukB0cfestgestellt werden.

Die Hydroxyguanidine32a,b wurden nach dem in Kapitel 3.3.2 beschrieben Vorgehen in
Anlehnung an Lintoret al. synthetisiert'®®! Fiir einen mit36a vergleichbaren Thioharnstoff

mit O-THP-Schutzgruppe wurde von Martinet al. ein  AminAustausch zum
korrespouierenden Thioharnstoff anstelle der Reaktion zum gewilnschten Guanidin
beschriebeH®® Entgegen dieser Angaben konnte das Guanidia in guten Ausbeuten
synthetisiert und diese Aussage widerlegt werddach einer Saulenchromatographie Gber
Kieselgelbé r ugen di e Au3lhemnd e W 938fan d@hgenfSghstanz. Die
Abspaltung der Schutzgruppen wurde mit HCI(g) in Dioxan durchgefihrt. Die resultierenden
Verbindungen32a,b sind hygroskopische Hydrochloride und liegen in 6liger Form vor.
Verbindung 32awurde daraufhin auch als Sulfat hergestelltdasebei Hydroxyguanidinen
weniger hygroskopisch als Chlorhlze sein solleti’”! Alle Endverbindungen wurden
aufgrund mangelhafter Stabilitst b2 0 AC gel ager t . Di e gesamte
32a,bist in Abb. 3.16 zusammengefasst.
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Abbildung 3.16: Darstellung der vollstandigen Synthese der AbME@drugs32a,b a) 30a, Acetonitril, 5 h,
R¢ckfl uss, 85 %; b) 30b, Di oxan/ Dget hpli etxlaer,, 30a OH , n,
H,O/Dioxan, konz. iSO, 3 h , 89 %.

Da die Synthese des Thioharnsta®6c nicht gelang und das Galaktod3todrug32c auf

diesem Wege nicht erhalten werden konnte, wurde nach alternativen Methoden gesucht. Da es
sich bei der Zlverbindung um eirN,N",N”-substituiertes Guanidin handelt, fallen viele
Alternativen zum Aufbau der GuanidiFunktion (z.B. Uber aktivierte Thioharnstoffe oder
Cyanamide) weg. Zhwet al. berichteten von einer katalysatorvermittelten Addition von
Aminenan Carbodiimide. Bei dem Katalysator Ytterbium Triflat (Yb(Q)YfHandelt es sich

um eine Lewis Saure aus der Gruppe der Lanthanoide (Ln). Die katalytische Aktivitat nimmt

mit Abnahme des L#-lonenradius z{¥' Da diese Reaktion auch mit nichtaktivierte
Carbodiimiden (Bsp.N,N -Diisopropylcarbodiimidl ablaufen soll, war die Idee aus dem

leicht zuganglichen Thioharnsto#9 mit einer geeigneten Methode das korrespondierende
Carbodiimid35 zu erzeugen. Chaudhaat al. publizierten eine Entschwefelungsmethode mit
2-lodoxybenzoesaure (IBX39). Die Reaktiorvedauft in Gegenwart von Triethylamin (TEA)

bei 0 AC i nun®liefertAlisbeutemeont88 8 % nach ber &Plts zet
Nichtaktivierte Thioharnsto#f bedurften langerer Reaktionszeiten und Raumtemperatur fir

eine erfolgreiche Umsetzung. Als Beispiel ist -Di8yclohexylthioharnstoff mit einer
Ausbeute von 45 % bei 120 Minuten Reaktionsz
der Bildung des Diimidsind Weiterreaktion zum Guanidin ist in Abb. 3.17 Beispieldes

Thioharnstoff29 gezeigt.
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Abbildung 3.17: Postulierter Mechanismus der Entschwefelung durch IBX am Beispiel von Thioha2&toff
und der Weiterreaktion d&Sarbodiimids35 in Gegenwart von Yb(OTS) Abbildung modifiziert inAnlehnung
an die Literatuf*#1%l

Der postulierte Mechanismus verlauft wie folgt: Der Thioharns28ffwvird durch TEA an
einem der Stickstoffe deprotoniert, woraufhin der Schwefel adhAtom des IBX B9)
angreift. Es kommt zur Ausbildung einer kovalenten SchweftBindung @0). Durch
Abspaltung des zweiten Stickstd?fotons wird die Bindung zum Schwefsom gelst,
freigewordener Schwefel prazipitiert und es kommt zur BildungQkedodiimids35. Der
Katalysator (Yb(OTH), 42) bildet mit dem Carbodiimi®5 einen aktivierten Komplex, der
vom Amin 30c nucleophil angegriffen werden kann. Vermittelt durch einen intramolekularen

Protonentransfer werden Guani@hcund Katalysatod?2 freigesetzt.

Da es sich bei29 um einen nichtaktivierten Thioharnstoff handelt, wurden langere
Reaktionszeiten und Raumtemperatur gewahlt. Als keine Umsetzung erkennbar war, wurde
das in der Literatur gewéhlte Verhéltnis vbr:2 fir Thioharnstoff/IBX/TEAzugunsten des
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IBX erhéht. Doch auch dadurch konnte keine CarbodiBildung 35 beobachtet werden.

Ein Wechsel zu anderen LoOsungsmitteln (Tetrahydrofuran, Acetonitril und
Dimethylformamid), die auch in der Literatur angegeben sind, fiihrte ebenfalls zu nich
detektierbaren Umsetzungen. Ein groRes Problem stellt die schlechte Ldslichkeit des IBX in
den meisten Losungsmitteln dar. In einem Review von Duschek und Kirsch [2011] wird nur
DMSO als akzeptables Losungsmittel bei Raumtemperatur angegeben, woraafhtheses
erfolglos getestet wurd®? Eine weitere Verlangerung der Reaktionszeit sowie
Temperaturerhbhungen fuhrten zu einer Gelbfarbung des Reaktionsansatzes, was auf gelosten
Schwefel schlieRen lasst. Jedoch wurde durch»@ massenspektroskopische Kontrolle ein
nur sehr geringer Abbaued Thioharnstoff29 festgestellt. Eine Uberpriifung der Reaktion
anhand eines Modellversuchs mit dem aktivierten Thioharn&8fund anschlielender
Yb(OTf)s-katalysierter Addition von O-Methylhydroxylamin 80b) fihrte zu starker
Gelbfarbung der Lésung (Rhveis auf Schwefelfreisetzung). Das entsprechende Guanidin
konnte mittels Massenspektrometrie detektiert werden. Somit ist belegt, dassatkgi&

moglich, aber nicht auf Thioharnsta?® anzuwendetnst.

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass die Ry®8Ra und 32b erfolgreich synthetisiert

werden konnten, aber fB2c 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 Sub&2aSpektren
der *H- und *C- Kerne gemessen. Um genauere Aussagen (iber den ProtoniEustgsd
der StickstoffAtome zu treffen, wurden zuséatzlitiN-Spektren gemessen.

Im Folgenden sind die NMfSpektren der beiden unterschiedlichen Salze MH&3H-
AbMEGs 32a dargestellt. Das Hjrochlorid konnte in DMS@; vermessen werden.
Messungen beder tblichen Temperatur von @& lieferten verbreiterte Signale sowohl im

'H- als auch im°N-Spektrum. Diese Effekte sind besonders im paramagnetisch verschobenen
Bereich zu beobachten. Ein Gul fur dieses Phanomen kénnten Aggregationseffekte der
GuanidirProtonen sein. Durch Erhohung der Messtemperatur auk 3@8inten eine bessere
Aufspaltung und deutlichere Signale erzielt werden. Weitere Temperaturerhhungen ergaben

keine Unterschiede mehr

Aufgrund einer sehr schlechten DMS8®slichkeit musste das Sulfat in,O vermessen
werden, weshalb die austauschbaren Protonen nicht erfasst werden konnten. Auf die

Aufnahme eine$°N-NMR-Spektrums wurde deshalb verzichtet.

3.4.3.2 1H-NMR-Spektrum

Dargestelltsind die Spektren beider Salze. Das Spektrum des Hydrochlorids in ElyIStl

die Protonierung im paramagnetischen Bereich zeigen, das des Sulfai® irstCbesser
geeignet zur Darstellung des diamagnetischen Bereichs, welcher in foM@@ureichend
aufgeldst ist und besonders deM2thoxyethytRest der Verbindung nicht eindeutig belegt
werden kann. Die chemischen Verschiebungen sind auf das Restlésungsmittelsignal bezogen.
Die strukturelle Zuordnung der Signale erfolgte unter Zuhiliema eines 2D
Korrelationspektrums (H, ¥ COSY).
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Abbildung 3.18: a) N-OH-AbMEG Hydrochlorid 828 in DMSO-ds 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 324) in D,O
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3.4.3.3 1BCGNMR-Spektrum

Dargestelltist das Spektrum des Sulfats in Alle Signale sind bezogen auf den internen
Standard Natriud,4-Dimethyt4-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 2DKorrelationspektrums (HSQC).

HO_+_H
N

-

E I D A .
F/O\/\N)H\N/\/\/NH3
G H H B C

G E DSS

C DSS

DSS DSS

Abbildung 3.20: a) DEPT-135 und b)*C entkoppelt
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3.4.3.4 15N-NMR-Spektrum

Fir die *°N-Spektren wurde Nitromethan als externer Standard verwendet. Um auf die
AmmoniakSkala umzurechnen muss der Differdetrag 380,2 der chemischen

Verschiebung des Nitromethans addiert werden.

HO_+_H
i o
/0\/\,\, N/\/\/NH.’.+
CcC H HB

23
33
| |

_~-298.02
~_--301.16
~~_302.10
N _305.22

_—-340.27
Z 34265
——_345.02
™\ _347.39

Abbildung 3.21: a) *®N-INEPT und b)**N [*H]-entkoppelt, 323 K

--360
N A® k-340
+-a20
C HO_+_H
a N
> B" -300 )|\D A .
-280 CH HB
-260
- = D - _240
110 105 100 95 90 85 80 75 ppm

Abbildung 3.22: **N,"H-Cosy bei 323K, hohe Auflésung
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3.4.3.5 Auswertung und Diskussion

Die Auswertung der NMFSpektren lasst darauf schliel3en, dass die Substanz wie in der

vorgeschlagenen Struktur am 1$8ickstoff 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 eipf&ioniHund ein
Signal mit einem Integral von drei-Atomen vorliegen. Leider sind diese grof3tenteils
verbreitert und nur eins wird entsprechend der Multiplizitat aufgespalten. Ein genauerer
Aufschluss ergibt sich durch die Analyse {fit-NMR-Spektren.

Die Protonierung erfolgt ausschliel3lich am doppelbundenen Stickstoff der oximartigen
Struktur, was dagrch belegt wird, dass nur drei Dubletts und ein Quartett (fir 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 $pHybridisierung 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 misste bei 70 Hz liegen und damit im Bereich der
sp-hybridisierten AminStickstoffe!%?

Durch die spektroskopische Analyse kdnnen zwei Sachverhalte bewiesen .vEnstens
liegt die Verbindung in deoximartigenStruktur vor und zweitens erfolgt die Protonierung
am AOxim-Stickstoffi. Diese Daten liegen ibereinstimmung mit vorherigen beschriebenen

Strukturaufklarungen von Hydroxyguanidin@?f!
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3.4.4 Physikochemische Eigenschaften

3.4.4.1 Einleitung

Eine Beurteilung der angewandten Prodkanzepte fur AbMEG Z7) soll anhand
verschiedener physikochemischer Paramettaigen. Mittels errechneter giiWerte soll die

Reduktion der Basizitdt von Guanidin zum Hydroxyguanidin belegt werden. Dartber lasst

sich die Verteilung der unterschiedlich protonierten Zustamder@gspecies distributionder
Verbindungen ermitteln. Werhin soll auf die von Lipinski aufgestellfer u | e eofvie f i v e i,

auf die ermittelte hydrolytische Stabilitat der Verbindungen eingegangen werden.

3.4.4.2 Berechnung der pK a-Werte

Dargestellt in Abb. 3.23 sind die mit dem MarvinSketch Calculator Pldgiberechneten
pKo-Werte fir das Guanidin ADME®&2T7) und dessen Hydroxyguanidirrodrug32a Der
Abfall der Basizitat vom Guanidin zum Hydroxyguanidin wird dadurch deutlich, dass der
Iminostickstoff im Guanidin einen piWert von 12,55 aufweist und der im Hydggianidin

bei 7,71 liegt. Die pkWertBerechnung de®-Methyl-Prodrugs deckt sich mit den Werten
des nichtsubstituierten Hydroxyguanidins und wird deshalb nicht separat aufgefuhrt.

27 \
m OH 13,55
-4.,85

32a

Abbildung 3.23: Mit MarvinSketch berechnete pRVerte der Verbindungef7 und 32a Kennzeichnung der
Verschiebung des Iminostickstoffes vom Guanidin zum Hydroxyguahidin.

Zusatzlich wurden pkWerte mit einem zweiten Programm, der Schrodinger Software
Jaguar, erzeud®” Die berechneten Werte sind in Tab. 3.6 aufgefiihrt. Zum Vergleich
wurden auch fur andere Guanidine bzw. Hydroxyguanidine Berechnungen durchgefihrt und

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

sind potentiomeisch bestimmt wordeft?> *%’]

Tabelle 3.6: pK-Werte der Guanidifrunktion der Verbindunge@7 und 32a berechnet tber verschiedene
Methoden.

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

Tabelle 3.7:Vergleich vonexperimenteHbestimmten mit berechneten pWerten verschiedener Guanidine.

Verbindung MarvinSketch empirisch
Guanidin 12,55 12,561, 13,6'%!
N-Methyl-Guanidin 12,78 13,41%
N,N"-Dimethyl-Guanidin 13,01 13,819
Hydroxyguanidin 7.64 7,967
Arginin 12,41 12,66

N*-Hydroxyarginin 7.46 n. b.
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3.4.4.3 Berechnung der Protonierungs -Zustande (microspecies distribution )

Mit dem MarvinSketch Calculator Pludiff! konnte auch die Verteilung der Protonierungs
zustande der Verbindunge2i/, 32a und 32b bei unterschiedlichen pM/erten bestimmt

werden. Eine Ubersicht ist in Tab. 3.8 gegeben. Fir die Mdglichkeit zur oralen Applikation
sollte mdglichst viel der Substanz ohegprotonierter Form vorliegen, damit eine passive
Diffusion durch die LipidDoppelscichten der Darmzellen mdglich ist. Fodm die

vollstéandig deprotonierte Substanz, liegt im Fall von AbMR@ (m pH-Bereich von 7,8,0

nicht vor. Die Werte fur die Prodrug®a,b sind nahezu identisch und steigen-abhéngig

von 0, 09 % auobesohders bothen %nteil Emnm & diesem-Béteich auch

Form2, bei der nur das primare Amin protoniert ist, mit 27878 , 53 % ei n. Bei m
277 tendiert di eser An-Euektidn liegtemgnermprotOniefovor. Ilhi e Gu
Darm, der stellenwse 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

protonierteSubstanz 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 Verbindurgér82ab.
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Tabelle 3.8: Ubersicht (ber die prozentuale Verteilung der unterschiedlich protonierten Formen der
Verbindunger27, 32aund32b bei verschiedenen pM/erten

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
32a ch/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
32b N
HSC,OV\HJLH/\/\/NHZ
pH Form 1/ % 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: geotoniert; Form 2: nur am Amin protoniert; Form 3: nur am Guanidin protoniert, Form 4:
sowohl am Amirals auch am Guanidin protoniert.
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3.4.4.4 Lipinski's Rule of Five

Die von Christopher Lipinski 1997 aufgesteltide of fiveist eine Faustregel fur die orale
Verfugbarkeit chemischer Verbindungen und findet a.u. Anwendung in der
ArzneistoffentwicklungFolgende Bedingungen miussen erfillt sein, damit die Substanz eine
gute orale Bioverfugbarkeit aufweistenn die Substanz nur Uber Diffusion aufgenommen

wird: 8]

- Nicht mehr als funf WasserstafrickerDo n at o r e nodé¢r NHGruppen) O H
- Nicht mehr alzehn WasserstorickenAkzeptoren (zB. O- oder NAtome)

- Ein Molekulargewich®500 g/mol

- Einen VerteilungskoeffizienteogP) zwischen Oktanol und Wasser 5

Die fur AbDbMEG @7) und dessen Prodrug32a,b mit dem MarvinSketch Calculator
Plugin**lermitelten Werte sind in Tab. 3.9 zusammengefasst und beziehen sich auf die
komplett unprotonierten Formen. Da diese fir AbMEX®) (bei physiologischen phiVerten

nicht vorliegt, dienen dessen Werte nur zum Vergleich. Alle drei Substanzen sind in den
geforderen vier Punkten regelkonform. DiegP-Wert ist an dieser Stelle der interessanteste
Parameter, da er die LipophHignterschiede der Verbindungé®2a und 32b aufzeigt. Je
grol3er detogP, desto hoher ist die Lipophile und desto besser ist die passiusi®iffdurch
Biomembranen. Die Obergrenze von finf ist bedingt durch eine unzureichende Léslichkeit im
wassrigen Medium. Der Unterschied asgP-Wertes von0,95 des HydroxyProdrugs32a

zu dem von0,57 defO-Methyl-Prodrugs32b lasstvermuten dass32b besser durch passive

Diffusion absorbiert werden kann &8a

Tabelle 3.9:Lipinski’s rule of fivefiir 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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3.4.45 pH-Wert -abhangige hydrolytische Stabilitat
Die hydrolytische Stabilitat der Verbindunge8Ra und 32b wurde pHWertabhangig

Uberpruft, um zu zeigen, dass die Substanzen in ausreichendem Mald stabil gegenlber den
unterschiedlichen pHBereichen im GIT sind. Getestet wurde bei pH 2,0, pH 7,4 und pH 9,0

in 10 mM Kaliumphosphatpuffer tiber einen Zeitraumvors24unden bei 37 AC n
Kap. 6.3.2.2 beschriebenen Methode. Das Diagramm in Abb5 Z&igt die
Konzentrationsabnahme der Substanz bezogen auf den Zeitpunkt t = 0. Insgesamt ist fr
Verbindung32aeine gute Stabilitat gegeben. Bei pH 2,0 komnmtiekeiner Zersetzung, bei

pH 7,4 nur geringf¢gig (96,5 % nach 24 h) wun
stabil (86,3 % nach 24 h). Durch Extrapol a
Halbwertszeit von if, = 75 Stunden ergeben. Ein Vixigh der Unterschiede in der
Substanzabnahme bei den unterschiedlicherWarten ist in Abb. 3.2 gezeigt. Fur
Verbindung32b kann tber den gesamten Zeitraum von 24 Stunden bei alléegtén eine

gute Stabilitat gezeigt werden. Der gemessene Gehdit lieg wi schen 98 wund 10
Schwankungen der Methode zurickzufuhren ist. Ein statistisch signifikanter Unterschied
konnte nicht festgetellt werden (Student®est). Es erfolgt keine Zersetzung der Verbindung

(s. Abb. 3.8, 3.27).

120,0
S
1 100,0
5
®©
$ 80,0
(@]
o 60,0 - —e—pH 2,0
L -&-pH74
S 40,0 - “reepH 9,0
g
S 200 -
N
S
X

0,0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Zeit/h

Abbildung 3.25: Hydrolytische Stabilitat der VerbindurigPa Die gezeigten Daten sind MW SD aus drei
separaten Messungen. Die Versuche wurden wie in Kapitel 6.3.2.2 beschrieben durchgefihrt.



Hemmung der hDDA-1

120,0 -

< 100,0%

5

©

S 80,0 -

(@]

o

N

(]

S 60,0 -

S —e—pH 2,0

% 400 -®-pH74

E 1 cooghere pH 9'0

=

N

N 200 -

o

~

0,0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Zeit/h

Abbildung 3.26: Hydrolytische Stabilitét der Verbindur8b. Die gezeigten Daten sind MWSD aus drei
separaten Messungen. Die Versuche wurden wie in Kapitel 6.3.2.2 beschrieben durchgefuhrt.

120,0

100,0 - * -
* *
80,0 -
mpH 2,0
60,0 | pH 7,4
mpH9,0
40,0 -
20,0 -
0,0 .
32a 32b

Abbildung 3.27: Vergleich der Hydrolytischen Stabilitdt der beiden Prod@@gbnach 24 Stunden be
*statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zu pH 2,0 (P = 0,006, Studen€st)t ** statistisch
signifikanter Unterschied im Vergleich zu pH 7,4 (RG;001, Student’sTest).

Konzentration / % (bezogenauf t = 0)
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3.4.4.6 Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass ein Austausch der idhudunktion gegen eine
HydroxyguanidinFunktion zu einer Reduktion des pWertes fihrt. Damit einher geht eine
Erh6éhung des unprotonierten Anteils der Verbindung in leicht alkalischer, wassriger Lésung.
Dieses Ergebnis deckt sich mit experimentell basiier Daten (pkWerte) verwandter
Substanzen. Die Lipinsikegeln werden alle erfillt, allerdings ist dgogP-Wert relativ
niedrig. Durch Einfuhrung einer Methylgruppe an der Hydroxyfunktion konnte eine leichte
Steigerung deslogP-Wertes und somit ddripophilie der freien Base erreicht werden, was
zusatzlich zu einer verbesserten Absorption durch passive Diffusion fuhrt. Ein Nachteil dieser
Modifikation ist jedoch die benétigte Bioaktivierung durch eine CYPdBBangige
O-DesalkylierungsReaktion. Diekann zu unerwinschten Arzneimittelinteraktionen fihren,

da eine Vielzahl amugelasseneArzneistoffen tber CYP450 metabolisiert wird.

Fur beide Prodrug32a,bkonnte eine gute ptdbhangige, hydrolytische Stabilitdt Gber einen
Zeitraum von 24 Stunden gezeigt werden. Entgegen einiger alterer Studien mit anderen
Hydroxyguanidinen ist das nichtsubstituierte Hydroxyguanidin unerwartet stabil gegeniber
hydrolytischenEinfliissen. Diese Eigenschaft unterstreicht auch die Einsetzbarkeit des freien
Hydroxyguanidins32aals 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 Untersuclwurder Bioaktivierung des Prodrud$-OH-
AbMEG (328 durch isolierte porcine Lebersubfraktionen und das rekombinante
mitochondriale Amidoxinreduzierende Komponente (mAR@altige Enzymsystem
beschriebeH™ Es soll belegt werden, dass das Hydroxyguanigdin aktiven Wirkform
AbMEG metabolisiert wird.

Hintergrund zu der Annahme ist, dasele Hydroxyamidine und guanidine durch dahl-
reduktive Enzymsystem mARC, Cytochrdrh und Cytochronb5-Reduktase reduziert
werden*1®2% |n der Schweineleber konntte Lokalisation dieses Enzymsystems auf der
aulleren Mitochondrienmembraouter membrane vesicle©OMV) bestimmt und durch
spezielle Reinigungstechniken isoliert werd®h Im Gegensatz zum NADRBbh&ngigen
mikrosomalen CYP45&nzymsystei’? ist das MARC-haltige Enzymsystem NADH
abhangigAufgrund der literaturbekannten Umsetzung éhnlicher Verbindungen durch mARC
(s. Kap. 3.4.1) wird vermutet, dasbl-OH-AbMEG (328 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 vorN-OH-AbMEG (323)
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3.4.5.2  Ergebnisse und Diskussion

3.4.5.2.1 Kalibrierung und Wiederfindung

Die verwendeten HPL®lethoden ermdglichen eine Trennung der strukturell &hnlichen
SubstanzeN-OH-AbMEG (328 und AbMEG (27) nach einer Vorsaulenderivatisierung mit
ortho-Phthaldialdbyd (OPA)-Reagenz und Fluoreszebetektion. Ein reprasentatives
Chromatogramm fir die HPL-®lethode aus Kap. 6.3.2.1 ist in Abb. @dargestellt.

o
=
n
o
-
o
w
=
s
I
e
z

ABMEG 14,416

Detektorsignal

o 1 2 3 4 k] & 7 8 a9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Zeit/ min

Abbildung 3.29: Repréasentatives Chromatogramm der Standardsubstanzen. Die Signale zwischen 10 und 12
Minuten sind dem Derivatisierungsreagenz zuzuordnen, was durch Injektion von reinem Wasser belegt werden
konnte. HPLGMethode s. Kap. 6.3.2.1

Zur Kalibrieung wurde der Metabolit in 7 verschiedenen Konzentrationeit2@06uM) in

Aqua bidestgeldst und mittels der in Kap.3.2 beschriebenen HPL&halytik vermessen.

Die Kalibriergeraden waren in den ermittelten Konzentrationsbereichen lingar1(R Die

Richtigkeit fur den ermittelten Bestimmungsbereich betrug+@%, 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 ug)

den getesteten Konzentrationen zugesetzt. Die Inkubationsanséatze wurden nach der in Kap.
6.3.2. beschrieb@&m Vorschrift aufgearbeitet und vermessen. Die Wiederfindung war im
ermittelten Konzentrationsbereich linear?(R 0,9999).Die Wiederfindung, besonderbei

niedrigen Konzentrationen (z.B. %M (711 %) ) , zeigte ungew?®

wahrscheinlich aufgrund unspezifischer Reaktionen der Proteine mit derR@&jyenzDie
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Richtigkeit derWiederfindung ergab einen Bestimmungsbereich vo20® uM und b&ug
101 + 5 %, an der Bestimmungsgrenze |{M) 109 % (s. Abb. 3.27)

16000000
14000000
R?=0,999
= 12000000
i)
‘©
£ 10000000
@ —
g 8000000 R2=1
()]
i)
£ 6000000
4000000 ¢ Kalibrierung
2000000 = Wiederfindung
0
0 50 100 150 200

Konzentration AbDMEG / uM

Abbildung 3.300 ReprasentativeKalibrierung und Wiederfindung fur 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 subzellularen Fraktionen

Die durchgeftihrten Biotransformationsstudien zeigen, dass das SObSIHADMEG (323)
durch die subzellularen Fraktionen der Schweineleber umgesetzt wird. Die ernhittelte
reduktive Aktivitat des ldmogenats ist in der mitochondrialen Fraktion (SLMts) cafat@
und der OMV ca. 10@ach angereichert und stimmt mit der mARGrkerAktivitat
(=Benzamidoxim (B\O)-Reduktion) tibereiff®? In diesem Zusammenhang sei auch darauf
hingewiesen, dass digktivitat im 9000y Uberstand (enthalt zytosolische und mikrosomale
Enzyme) deutlich reduziert bzw. nicht detektiert (Nachweisgrénenol xmin® x mg?)

wurde.Die Umsetzungsraten sind in Abb33Bdargestellt.

Identische Inkubationsansatze wurden mit N#D als CeSubstrat durchgefuhrt, doch
wurden dabei wesentlich niedrigere Umsetzungsraten erhalten (Daten nicht gezeigt), was
ebenfalls ein Hinweis darauf ist, dass das Substrat durch das NAB&hgige mARC
Enzymsystem und nicht primér durch CYP450 Enzyneg¢abolisiert wird.

350 ~
300 - 287,54
250 -
200 -

150 -

Spezifische Aktivitat
(nmol x min-1 x mg! Protein)

100 -

50 1 26,10

3,92 n.d. n.d.
O A eeeSe— -

Homogenat 9000g SLMt oMV ohne NADH
(SLMY)

Abbildung 3.31: Umsetzungsraten der Reduktion Ve#fOH-AbMEG (328 zu AbMEG @7) durchHomogenat

900 Uberstand, SLMt (Schweinelebermitochondrien) und OMWYut¢r membrane vesicles Die
Inkubationsanséatze waren wie folgt zusammengesetzt: 50 pg Protein (OMV 5 pg), 3 mM Substrat, 1 mM NADH
in 100 mM KaliumPhosphaPuffer pH 6,0 (Endvolumen 150 pl). Die Inkubationszeit betrug 20 Minuten. Bei
den Werten handelt es sich um M¥WSD auszwei 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 mAR@igen Enzymsystem zeigen ebenfalls
eineUmsetzung des SubstratsOH-AbDMEG (328 zum aktiven Metaboliten AbME@&27).
Zum Vergleich wurde die Reduktion von Benzamidoxim (BAO) unter gleichen Bedingungen

mit denselben Enzymchargen bestimmt. Gemessene Umsetzungsraten sind in32bb. 3.

gezeigt.
= 250
5 205,15
o » BAO
= £ 200 -
SE & N-OH-ADMEG
=0
T o
T2 150+
O
2%
§ T 100 -
n E
X
© 50 -
g 19,45
. | /RBBBBR
hmARC1 hmARC2

Abbildung 3.32: Umsetzungsraten der Reduktion vblhFOH-ADMEG (328 zu ADMEG @7) bzw. BAO zu
Benzamidin durch das rekombinante mAdR&ltige Enzymsystem. Die Inkubationsansatze waren wie folgt
zusammengesetzt: 4550 ug mMARC (entspricht5-116 pmol Mo), 75 pmol Ham/Cyt b5, 7,5 pmol FAD/b5
Reduktase, 3 mM Substrat, 1 mM NADH in 20 mM MESffer pH 6,0 (Endvolumen 150 pl). Die
Inkubationszeit betrug 20 Minuten. Die ermittelten Umsetzungsraten sind MW + SD aus drei separat
durchgefuhrten Inkbationen, die jeweils mind. doppelt inkubiert wurden.

Es kann deutlich gezeigt werden, dass das Sul3esdurch hmARGCL1 schneller umgesetzt

wird als durch hmAR (Faktor 4) wohingegen die spezifische Aktivitat beider Isoenzyme
fir BAO gleich ist. Dies Ergebnisse liegen in Ubereinstimmung mit denen anderer Substrate,
die an diesem Enzymsystem getesteten wurden. Mit Ausnahme von NOHA wurden alle
getesteten Substrate durch hmARGchneller metabolisiert, als durch hmARE 72:203.204]

Ein direkter Vertgich zwischen der Umsetzungsrate des Subs32asit denen von NOHA

(45 und NHAM @6) uber die LiteratuDaten von Kotthaust allt™ jst schwierig, da
verschiedene Enzymchargen und unterschiedliche Inkubationsbedingungen gewahlt wurden.
Deshalb wurd eine Normierung tber die jeweilige Umsetzungsrate von BAO durchgefihrt.
Die Daten sind in Abb. 33 dargestellt.
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Abbildung 3.33: Zur Berechnung der relativen speznzymaktivitdt wurde die spezifische Reduktion von
NOHA (45), NHAM (46) und N-OH-AbMEG (328 auf die spezifische Reduktion von BAO normiert. Die
dargestellten SD berticksichtigen die Streuung der spezifischen Umsetzungsraten. Fir die Reduktion von NOHA
undNHAM wurden die Literaturdaten von Kotthaesal. verwendet’?

Es kann gezeigt werden, dass alle Substrate anndhernd gleich umgesetzt werden, bzw. die
Reduktion von NOHA 45) etwas schneller verlauft als die der anderen Substrate. Durch die
Normierungkann weiterhin gezeigt werden, dass eigentlich auch NOHA durch hrARC
schneller umgesetzt wird als durch hmAR(s. o0.). Eine mdgliche Erklarung kdnnte in der
Zuganglichkeit der Hydroxylgruppe liegen. Bei NOHA&9) liegt diese gut zuganglich vor, da
dasGuanidin nur einfactN-substituiert ist. Die anderen beiden Verbindungen enthalten zwei
Alkyl -Substituenten. Unterschiede liegen hier besonders im Substitutionsmuster: Bei NHAM
(46) liegt das GuanidirN,N-disubstituiert und beN-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 bisheogdnicht existiert.

3.4.6 Diskussion

Eine Inhibition der DDAHLl wird bei verschiedenen Erkrankungen als nitzliche
therapeutische MalRnahme erachtet (s. Kap. 1.4.3.2). Fur einen Einsatz beim septischen
Schock kann die stark basische, hydrophile Substanz AbMBGlifekt 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 Entwicklurapn AbMEGProdrugs sinnvoll. Bei
Indikationen wie zB. Morbus Alzheimer oder Migrane, ist der Einsatz einer oralen Therapie
winschenswert, da besonders im ersten Fall eine Dauermedikation notwendig ist. Fir eine
gute Patienteilcompliance und einem damitesbundenen Therapieerfolg sind orale
Arzneimittel am besten geeignet. Bisher sind keine DBlAIHhibitoren in der
Arzneimitteltherapie zugelassen. Die Entwicklung von Prodrugs zur Erhdéhung der oralen

Bioverfligbarkeit konnte dieses Ziel einen Schritt ndingrgen.

Zwei Prodrugs von ADbMEG 2{7) konnten erfolgreich synthetisiert werden, das
Hydroxyguanidin32a und dasO-methylierte Hydroxyguanidi®2b. Die GuanidirFunktion

wurde hierbei Uber unterschiedliche Thioharnstoffe aufgebaut. Die Abspaltung der
Schutgruppen war ebenfalls in guten Ausbeuten mdglich. Die VerbinduB8amnd 32b
konnten in ¢ber dr ei Syntheseschritte in Ge
werden. Die Synthese des GalakteBybdrugs32cwar bisher leider nicht moglich.

Es kontte rechnerisch gezeigt werden, dass die synthetisierten PragRagsverbesserte
physikochemische Eigenschaften aufweisen als AbMER: Eine orale Bioverfligbarkeit ist
auch ohne vorhandene Transporter durch passive Diffusion wahrscheinlich. Ein Baweis

diese These miusste durch geeignete zellbasiertemxivo-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 starkste Zersetzung findet pH 9, 0 (37 £
24 Stunden statt und betra@gt |38adDagOMetbyh 14 %
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
Lebefraktionen und dem rekombinanten humanen mAR@igen Enzymsystem belegt

werden. Die Untersuchung deéd-Desalkylierung von32b steht noch aus. Eine solche
Umsetzung wurde anhand der strukturverwandten VerbindO@alethy-NOHA im
Arbeitskreis bereits gezgti und ist daher auch fur die vorliegende Verbindung sehr

wahrscheinlicH®”
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3.5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit sollten neue DDAhibitoren entwickelt werden, die in ihren
Eigenschaften den bisher bekannten Verbindungen UbersdgénZu diesen Eigenschaften
zahlen eine gute biologische Aktivitat (Potenz) an der DDAH, eine Selektivitat gegentber den
NOSs und der Arginase sowie verbesserte Arzneistoffqualitdten. Ferner sollte die Synthese
neuer Derivate zur Aufklarung von Strukiifirkungsbeziehungen 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 lukeeits bekannten Inhibitoren257 (K = 13 uM)

und dessen Weiterentwicklung ADME@7( K; = 18 uM) sowie der derzeit potenteste
DDAH-Inhibitor Vinyl-NIO (K; =2 uM) und decVNIO (K= 768 pM).

Das Ziel den 2VethoxyethytRest der Leitstrukturen-R57 bzw.AbMEG auf Amidine zu
Ubertragen, konnte durch die Synthese der homologen Reihen von MethoXatkylo-L -
ornithinen (NIOs,1a-c) bzw. deren decarboxylierten Derivaten (NIOde2ac) erreicht
werden. Weiterhin wurde basierend auf diesen Verbindungemoein-Ornithin-Derivat 1)
generiert. Samtliche neue Amidine konnten Uber Pi@yathesen in guten Ausbeuten erzielt
werden. Daruber hinaus war die Synthese des decarboxylierten Derivates von-Brgenyl
(22, K; = 57 yM), das AbBG 46), erfolgreich. DieGuanidirFunktion 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 wudie starkste
Inhibitoraktivitdt an der DDAH bei dem NHDerivat 1b (K; = 9 uM) festgestellt. Generell
konnte gezeigt werden, dass Amidine mit Carboxylfunktion im Vergleich zu solchen ohne
diese Funktionalitat eine wesentlich bessere Hemmpotenz aufwiesiglich konnte auch

die Tendenz der Dockingrgebnisse aus Kapitel 2.3 in diesem Punkt bestatigt werden. Die
vorausgesagte Potenz des Derivdtesiingegen konnte nicht nachgewiesen werden. In den
experimentellen Untersuchungen hat sich dieses als dasDBii@at mit der geringsten
Hemmwirkung herausgestellt. Die Testdaten der NIOd2&s)(weisen darauf hin, dass nicht
der 2MethoxyethylRest des ADMEGs2({) fur dessen gute Inhibitoraktivitat verantwortlich

ist, da das AmidirAnalogon des AbMEGs nur eirsehr geringe Hemmwirkung besitzt. Es
existiert bisher kein AmidibDerivat ohne Carboxylgruppe, das eine gute Hemmwirkung an
der DDAH aufweist.
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Verbindung2l basiert im Unterschied ZLe-c auf nor-L-Ornithin und zeigt erwartungsgeman
keine Inhibitoraktiviat. Die These, dass die Kettenlange zwischen Aminogruppe und Amidin
bzw. GuanidiaFunktion fur eine gute Hemmwirkung mindestens vieAtGme betragen

muss, kann somit bekraftigt werden.

Das AbBG R6) zeigt eine deutliche, mit Butenplrg (22, K;=57uM) vergleichbare
Inhibitoraktivitdt an der DDAH (K= 59 uM). Neben AbMEG 47) existiert insofern eine
weitere Verbindung, die die Behauptung aus Kapitel 2.4.1, dass stiiekeren
Wechselwirkungen derGuanidinFunktion im Vergleich zur AmididaFunktion, eine
entscheidende Rolle fiur die Wirkung spielt, unterstibx¢r 2MethoxyethylRest kann
folglich durch vergleichbare Substituenten ersetzt werden.

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

auf Inhibitorpotenz, kabiniert mit Selektivitat und Arzneistoffqualitét.

Zur Steigerung der oralen Bioverfugbarkeit sollten fir diese Verbindung Prodrugs entwickelt
werden. Konzepte zur Senkung der Basizitat, Erhéhung der Lipophilie bzw. Ansteuerung von
Transportern wurden iBetracht gezogen. Die Synthesen des Hydroxyguargflasind des
O-Methyl-Hydroxyguanidins32b waren tber den Weg der Thioharnstoffe moglich. Das
Prodrug mit dem GalaktosfRest 32c zur Ausnutzung von GlukosEransportern konnte

bisher jedoch nicht herge#itaverden.

Die Prodrugs32a,b zeigen rechnerisch deutliclerbesserte physikochemische Eigenschaften
(gesenkte Basizitat, erhohte Lipophilie) als AbME@7)( Eine gesteigerte orale
Bioverfugbarkeit durch passive Diffusion ist dadurch sehr wahrscheiidiobnfalls konnte

fur beide Verbindungen eine sehr gute hydrolytische Stabilitat festgestellt werden. Im
Gegensatz zu anderen Hydroxyguanidinen wiB zz NOHA (98 % Zer set z.
h)*%"*war32aauch bei pH 9 ¢ber 24 Stunden stabil
Wirkung im Korper erforderliche Bioaktivierung zum aktiven Metaboliten 8@a konnte

ebenfalls nachgewiesen werden. Didesalkylierung vorB2b wurde bisher nicht tberpruft

ist abe iber mikrosomale CYP48Bnzyme sehr wahrscheinli¢fi’*"!
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In folgenden Arbeiten sollten die berechneten physikochemischen Eigenschaften fur die
Prodrugs experimentell tberpruft werden. Ebenfalls sollte eine Aktivierung des Prdalugs
durch O-Desalkyierung und anschlieRender Reduktion zum Guanidin bewiesen werden.
Obwohl fur beide Prodrugs eine sehr gute, hydrolytische Stabilitdt nachgewiesen wurde, kann
eine oxidative Stabilitat kritisch sein. Bei anderen Hydroxyguanidinen wurde bereits gezeigt,
das eineO-Substitution zu einer deutlichen Verbesserung fifftFolglich sollte besonders
dasO-Methyl-Prodrug32b gegeniiber oxidativen Einfliissen stabil sein, was es zu tberprufen
gilt. Weiterhin interessant ware die Uberpriifung der Inhibitoren inkidkdlir, sowie durch
geeignetein vivo-Studien. Hier kdnnte AbDMEG27) z.B. in einem septische8chock
Tiermodell getestet werden, bzw. die AbM#REodrugs 32a,b sollten auf ihre orale

Bioverfuigbarkeit untersucht werden.

Ferner ist es von groBem Interesss @GalaktosyProdrug32c zu synthetisieren, da dieses
durch Ausnutzung von Glukosgansportern im Darm eine grol3ere Bioverfugbarkeit
verspricht. Da das freie Hydroxyguanidin stabiler ist, als angenommen, korBitesine

Substitution an der Hydroxylgrpe ausprobiert werden.

Zur weiteren Aufklarung des Bindemodus von AbMEG im aktiven Zentrum der DDAH, wére
es nach wie vor spannend eine Rontgenkristallstruktur durcKristallisation mit dem

Protein zu erzeugen.
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4.1 Einleitung und Zielsetzung

Im folgenden Kapitel werden Synthese umd vitro-Testung eines neuen potentiellen
Arginaselnhibitors, dem N¥-Hydroxy-N’-methytnor-L-arginin (or-NHAM), vorgestellt.

Das besondere Interesse an der Entwicklung dieser Substanz liegt in der Hemmpotenz
strukturverwandter Verbindungen (NOHAor-NOHA, NHAM) begrindet und wurde bereits

in Kapitel 1.5.2 erlautert. Daherapeutische Nutzen einer Argindéemmung ist in Kapitel

1.4.2 diskutiert worden.

4.2 Synthese

In Anlehnung an die Synthese des NHANbB) sollte die Hydroxyguanidifrunktion Uber

eine CyanamigZwischenstufe aufgebaut werdé®:*°®! Da der einzige struktelle
Unterschied von NHAM46) zu nor-NHAM (54) eine Methyleneinheit in der Grundkette ist,
musste als Ausgangsverbindumgr-L-Ornithin anstelle von-Ornithin gewahlt werden. Ein
wichtiger Aspekt der Syntheseplanung war die Entwicklung eines geeigneten
Schutzgruppenkonzeptes, um unerwinschte Nebenreaktionen zu vermeiden. Strategisch
sinnvoll war es, die Schutzgruppen fiir dlé&mino- und die Carboxylgruppe so zu wahlen,

dass sie am Ende des Prozesses simultan abgespalten werden kdénnen. Erflllt veird diese
Kriterium u. a. von der sadurelabilen B8chutzgruppe fur das Amin und einet@rt-
Butylester fur die Carboxylgrupp®” Eine solche Verbindung 19 ist zwar kommerziell

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

Aus NU-Boc-geschUtztem-GIutamin 47 konntein einer Art Hofmam-Umlagerung mittels
lodosobenzoldiacetaP(DA) nach einer Vorschrift von Andruszkiewicz und Rozkiewicz das
N'-Boc-nor-L-ornithin (48) hergesteliwerden® Vor der Veresterung der Carboxylgruppe

mit dem tert-Butyl-Rest musste die neu entstanden®minogruppe geschitzt werden. An
dieser Stelle war es wichtig, diese neue Schutzgruppe so zu wahlen, dass bei deren
Abspaltung die beiden anderen Gruppen erhalteibdn. Als geeignet erwies sich hier die
CbzSchutzgruppe, welche hydrogenolytisch entfernt werden kann. Dieses Konzept wurde
bereits von Moaliet al. fir die Synthese vomor-NOHA erfolgreich umgeset#t! In
Anlehnung an deren Vorschrift wurde die Sguuppe mit CbzCl durch Ruhren in
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NaOH/Toluol Gber Nacht eingefiihrt. Nach Extraktion konnte Verbindlthgls kristalliner
Schaum isoliert werden. Ebenfalls nach Medlal. war es moglich die Carboxylfunktion zu
verestern. Hierzu wurde die Aminosaut@ mit tert-Butylbromid in N,N-Dimethylacetamid
(DMAC) unter Phasentransferkatalyse durch Benzyltriethylammoniumchlorid (BTEAC)
umgesetzt. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung wurdendadlen funktionellen
Gruppen geschiitzte Verbindur0 als Ol erhalten. Im Anschluss an diekatalytische
Hydrierung mit Wasserstoff (4 bar) Uber Pd/C in Methanol und mindestens 24 Stunden
Reaktionszeit wurdelas amo-Stickstoff freie Amin19 quantitativ in einer Gesamtausbeute
von 47 % er hal t en. ptBtansAbbS4Aclidardgestefitr uppenkonze

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.],
Dzl\/IAé, 55°C NH-Boc MeOH, RT NH-Boc
50 82 % 19 99 %

Abbildung 4.1: Darstellung des geschitzten Amid® ausgehend von\lU—Boc—geschUtztemL—GIutamin
(47).[91,208]

Die weitere Synthesestrategie zum Aufbau der Hydroxyguanidinfunktion ist in Abb. 4.2 a)
gezeigt. In einem ersten Schritt sollte Ani@ zum Dimethylamin51 alkyliert werden.
Dialkylierte Amine kdnnen arch einen VorBraunAbbaumit Bromcyan durch Substition

einer Alkylgruppe zu dem entsprechenden Cyanabedvae umgesetzt werdef’>2%%
Ausgehend von51 wirde durch diese Reaktion das Prod®& erhalten werden. Da
Cyanamide als Zwischenstufe fur den Aufbau von Guaskdimktionen genutzt werden
konnen®**?™M wiirde eineweitere Umsetzungmit Hydroxylaminim vorliegenden Fall zum
HydroxyguanidinNU-Boc-O-tert—butyl-nor—NHAM 53 erfolgen Durch die Reaktion mit einer
starken Saure, B. HCI, kdnnenbeide Schutzgruppesimultanentferntwerden, sodassian

das Endprodukt als Dylrochlorid54 erhalten wirde.
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Abbildung 4.2: a) Synthesestrategieir Darstellung der Zielverbindumpr-NHAM (54).2%! b) Durchgefiihrte
Methoderzur Synthese des dimethylierten AmBs! 322213

In Abb. 4.2 b) sind die verschiedene Versuche derp-Stickstoff desgeschitztemor-L-
Ornithins19 zu methyliererdargestellt In vorangegangemeArbeitenvon Schnérwangen und
Topker werden Alkylierungen an Stickstoff mit Methyliodid, KaliumcarbonaK,CQOs) in
Diethylether bzw. reduktiv mit Paraformaldehyd, Natriumcarbonat ,G8g und
Natriumborhydrid (NaBk) in Methanolbeschieben!*®3#'? Beide Ansatze wurden fiir die
Synthese vorbl getestet.Die Alkylierung mit Methyliodid fihrteauch bei Variaon von

Reaktionsbedingungamd Lésungsmittel, wie z.B. Dioxan, Diethylether, Nitromethan a.
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zu Gemischeraus Edukt 19, monc 55, di- 51 und trimethylierter56 (quartarer Stickstoff)
Verbindung.Aufgrund des +Effektes der Methylgruppen wird die Nucleophilie des Amino
Stickstoffs bekanntlich erhoht, was die verhaltnisméaRig starkere Detektion der
guarternisierten  Verbindung56 erklart. Abhéngig vom Loésungsmittel ist die
Zusammensetzung der Prodelkiunterschiedlich.Nachteie dieser Methodesind die
Schwierigkeit einer Trennung der Substanzemeinanderund die resultierende schlechte
Ausbeute des gewlnschten Produktes.

Die in der Dissertation von Topker beschriebdfethode zureduktiven Alkylie rung konnte

nicht reproduziert werdededochsind in der Literatur weiter¥ariantendieser Reaktion zu

finden, wie z. B. von Alinezhadt al®¥ (s. Abb. 4.3) Nach dieser Vorschrift erfolgte die
Umsetzung vonl9 mit wassriger 35%iger Formalinlésung Methand bei pH 67. Als
Reduktionsmittel wrde ZinkborhydridN-methylpiperidin (ZBNMPP) eingesetztyelches

nach einer Vorschrift der gleichen Autoren hergestellt wiffdé™ Der pHWert der
Reaktionsbsung wrde mit 10%iger Salzsduran Methanol eingstellt. Nach Isolation des
entstandenen Produktes durch Saulenchromatographie an Kieselgel, stellte sich jedoch heraus,
dassstattder gewtinschtervVerbindung51 ein Gemisch aus den zweyklisierten Produkten

57 und58entstanden ist

Ein von Underwoodund Carr beschriebenérall der Zyklisierung verlief ahnlich Jedoch
handelt es sickdabeinicht um Aminogruppen, die tro&chutzgruppe reagieren, sondern um
primare Amind?*®! Ein vorgeschlagener, an die Literatur angelehnter Mechanismus der
Reaktion is in Abb. 43 dargestellt. Daglalbaminall9a/b der Reaktion von Verbindunt®

mit einem Molekil Formaldehyd bildet unter Kondensati@in sechsgliedriges
Zyklisierungsprodukt 57, welches thermodynamisch stabil ist. Diese Reaktion lauft
anscheinendgchnelér ab als die Reduktion & Hydroxyl-Gruppe durch das ZBNMPBei
Topker wurde die reduktive Alkylierungnit L-Ornithin, also einer Verbindung, die eine
Methylengruppe langer istdurchgefuhrt In dem Rl wirde es zur Bildung eines
siebengliedrigen Ringkommen, welcher thermodynamiseleniger stabil ist Demzufolge
scheinteine Zyklisierung hier nicht bevorzugalzulaufen, sodass das dimethylierte Produkt

erhalten wurde

Im Anschluss an den Ringschluss kaihdurch Reaktion mit weiterem Formaldehyd und

anschlieBender Reduktion zu Verbindd@methyliert werden.
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Abbildung 4.3: Vorgeschlagener Mechanismus zur Bildung der cyclischen Nebenprdeitikied 58 bei der
reduktiven Alkylierung von Amin19 mit Formaldehyd und ZBNMPPMechanismus angelehnt an
Literaturangabeff*®

VerschiedeneAnsatze wurden unternommen, urdie Zyklisierung durch Anderung der
Reaktionsbedingungenuriickzudrangen und die Reaktion in Richtung der dimethylierten
Verbindung51 zu lenken Zunéchst wurde die Reihenfolge der Reaktardiegabe geandert:
Das Reduktionsmittel wurde als erstes hinzugefiigt, dann deN@it eingestellt und als
letztes die Formalih.osung hinzugefligt. Ein zweiter Ansatz war der zusétzliche Austausch
des Reduktionsmittels zu NaBH da dieses eine starkere Reduktionskraft bé&ifrt.
Allerdings fuhrte das zu einem raschen Anstieg des\fEtes und zu schneller Zersetzung
des NaBH. Die dritte Idee war die Erniedrigung der Reaktionstemperatur. Die
Literatr vor schr i ft schreibt Raumt emperatur vor .
und in weiteren Versuchen auf bis zd 8 AC. E Anderuingg der Rdaktanden
Reihenfolgefiihrte zur Entstehundes Dimethylamin®l. Dennoch war die yklisierungdie
Uberlggere Reaktionund die Ausbeute des gewiinschten Produkéds gering Anfallende
Kosten und zeitlicheAufwandsind bei dieser Methode sehr unwirtschatftlich.
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Beide Methylierung-Varianten haben den Nachteidas gewiinschte Produkt in nsehr
geringem Ausmalfd zu liefernso dass es sinnvoller war, das Schutzgruppenkonzept zu
UberdenkenEine zweite BoeSchutzgruppe an dékAminofunktion misste die Ringbildung
vollstéandig verhindern und das gewtinschte Produkt so durch red@kiyieerung in guten

Ausbaiten erhalten werden.

In Abbildung 4.4ist der Versuch dargesteliine zweite Bo&Schutzgruppen Anlehnung an
die Literaturmittels Dttert-butyldicarbonat (B0c),0) in Acetonitril und DMARKatalyse bei
Raumtemperatur in die dreifach geschigeinoséaue 50 einzufiihren um z¥erbindung59
zu gelangeff*® 2% Bei derReaktionskntrolle via Diinnschichtchromatographie (DC) bitlet
sich zunachst ein Produkt und weiteren Reaktionsverlauf ein zwest®ie Auswertung der
NMR-Spektrenbeider isolierter Vésindungen ergab, dass die zweite Barippe zunachst
an deno-Stickstoff bindet(zu Verbindung60). Die Weiterreaktion z1 erfolgt vermutlich
erst nach nahezu vollstandiger Reakti@s Edukt$0 durchliberschissigeBoc-Anhydrid.

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

Abbildung 4.4: Darstellung des Einfuhrungsversuches einer zweiter@beitzgruppe an Verbindud® durch
(Boc),0 unter DMARKatalyse in Acetonitrif?*8 22

Die Erkenntnis dieser Reaktiast, dass bevor das'’hatom doppét Boc substituiert werden
kann, erst das NAtom doppelt geschiitzt seinmuss. Folglich ist eine Anderung des
Schutzgruppenkonzeptes direkt am Beginn der Synthese erforderlich. Eine Uberlegung war,
die o-Aminogruppe in einen Zyklus einzubinden und somiteinem Schritt doppelt zu
schitzen, damit kein freies, substituierbares Wasserstoffatom mehr vorliegt. Ein Beispiel fur

eine solche Schutzgruppe ist das Phthalimid.

Ein von N“Boc-nor-L-ornithin (@8) ausgehender, dem neuen Schutzgruppenkonzept

angepasstervollstandiger Syntheseeg bis zumnor-NHAM (54) ist in Abbildung 4.5
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dargestellt Erste Versuche Verbindungd8 in Anlehnung an die Literaturmit
Phthalsdureanhydrids2) in Chloroform zum Ruckfluss zu erhitzeriihrten zwar zu einer
Additionsreaktionam 2-Stickstoff, der Ringschluss zurhthalimid 63 unter Kondensation

von Wasser gelang unter diesen Reaktionsbedingungen jedoct??idEin Wechsel zu
hoher siedenden Lésungsmitteln wie Bz. Perchloretillen oder Chlorbenzol fihrte
schlie3lich zum Produle3, welches anschlielRend nért-Butylbromid verestert wurdéie
Phthalimidghutzgruppe wurdeauch in Verbindung 19 eingefuhrt, vas direkt zur
dreifachgeschitzten Aminosaugé fuhrte Hiervon ausgehend konnte nigoc),O wie oben
beschrieben eine zweite B&chutzgruppe ra der -Aminogruppeeingefiihrt werdenDer
Reaktionsansatz musste dabei teilweise mehrere Tage gerihrt werden und absolut wasserfrei
sein, andernfalls wurden schlechte Umsetzungsraten mit reduzierteeudeisdrzielt. Eine
Ruckgewinnung des Edukts war zwar mdglich, jedoch bilden sich im Verlauf langer

Reaktionszeiten Nebenprodukte, die mit Substanzverlusten einhergingen.

Phthalimid Spaltungen werden in der Literatur hgudurch Hydrazinolyse erreicht, &k. B.

bei der bekannteabrielsynthesE®? Die Reaktion wird dabei meist miten Reagenzien
Hydrazin oder Methylhydrazidurchgefiihrtwelche aufgrund ihres kanzerogen@marakters
ersetzt verdensollten Alternative Moglichkeiten sind B. die Entsbiitzung mit NaBH und
Essigsaurté®? oder mit Methylamiti?*® bzw. vermutlich einer ganzen Reihe anderer primarer
Amine (z.B. Ehanolamin s. Kap3.4.2) deren Einsatzin der Literaturjedoch wenig
beschriebenst Ausgesucht wurde die Aminolyse mit Mgtamin, da diesesine einfache,
gunstige und schnellgarianteversprach Ferner sindalle eingesetzten Substanzen flliichtig
undsomit leicht zu entferneiZum Entschitzen wurde dimligeschitzte Verbindun@5 mit
wassriger Methylambbosung ( 4 O ut@) Etlanol versetzt und eine Stunde bei
Raumtemperatur gerthrt.osungsmittel und Methylamin wurden am Rotationsverdampfer
entfernt und dafeie Amin 66 durchExtraktionaus dem Ansatsoliert. Fortgefahren wurde
nach der oben beschrielmnMethodedurch reduktive Alkylierungnit Formalinlésung und
ZBNMPP zum dimethylierten Produl@7. Nach der Aufreinigung Uber Kieselgel wurde
dieses durch VoBraunAbbau mit Bromcyan in Dioxan durch Rdhren unter
Schutzgasatmosphamim entsprechenden Cyananlldrivat 68 umgesetzt.Dieses wurde
ebenfalls mittels Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt.

Der Aufbau der Guanidirbzw. HydroxyguanidirFunktion aus dem Cyanamid konrdarch
Reaktion mit der freien HydroxylamifBase erreicht werden. Die Umsetzungokgte in
trockenem Methanol unter Stickstgitmosphare bei Raumtemperatirhalten wurdedas
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geschutztenor-NHAM 69. Verschiedene Versuche zur Darstellung einer geschuitzten
Hydroxylfunktion durch Umsetzung va8 mit O-THP-Hydroxylamin sowohl in Dioxanls
auch Methanol mit IPEA oder TEA als Hilfsbaserverliefen erfolglos. Der letzte
Syntheseshritt war die Entfernung aller Schutzgruppen mit HCI in Dioxamm zum
Endprodukt nor-NHAM Dihydrochlorid 54 zu gelangen. Bei optimalen Reaktions

bedingungenkonat ei ne Gesamtausbeute von 14 % errei

(0]
6]
H,N
2 (0] 0 )<Br
62
OH > HN—Boc
NH-pgoc Chlorbenzol o. Perchlorethylen, K,CO3, [BTEAC, 1 &q. ]
60-100°C, 7-10 h DMAC, 55°C, 18 h
48 63 91%
0] 6]
0 Boc,0 0 MeNH, aq 40%,
N\/\‘)ko/t-BU > N\/\‘)J\O/t-BU >
HN_ DMAP, MeCN, RT, 0 N EtOH,RT,1h
Boc 24-48 h Boc Boc
64 67 % 65 91 %
i HCHO aq 37% Hs o BrCN
aqg o
H,N t-Bu N t-B
2 \/\HJ\O/ > H3C/ \/\‘)ko/ u -
_N_ ZBNMPP, MeOH, _N. NaZCO3I Dioxan tr.
Boc” “Boc RT, pH 6-7,4 h Boc” "Boc N,-Atm., RT, 20 h
66 70% 67 84 %

CH (0]
0 Bu NH,OH ho, G 9 HCl
N/// \/\‘)ko/ - NYN\/\‘)J\O/PBU _—
N._ MeOH tr., NH N Dioxan, RT,12 h
Boc” “Boc N.--At 2 Boc” “Boc
,-Atm., RT, 2 h
68 95% 69 87 %
CH (0]
Ho, o
OH
NH, NH,
x 2 HCI
60 72%

Abbildung 4.5: Finale Synthese der Zielverbindungr-NHAM (54) mit optimiertem Schutzgruppenkonzept.
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4.3 Invitro -Testung an der Arginase

Hemmstudien zur Untersuchung der Inhibitorqualit@n nor-NHAM (54) erfolgten an
boviner Arginase | mittels eines kolorimetrischen PlattenreAdsays §. Kap. 6.2.2.2).
Quantifiziert wurde die aus-Arginin durch ArginaséKatalyse gebildete Menge an Hatoff.

Mit der Synthese desor-NHAM (54) wurde angestreptine gesteigerte Hemmpotenz im
Vergleich zu strukturverwandten Verbindungen zu erzielen. Deshalb wurden die ermittelten
Hemmdaten mit denen von NOHAS), nor-NOHA (70) und NHAM (46) verglichen.Um

eine gute Vergleichbarkeit zu schaffemurden diese unter gleichen Bedingungen
mitinkubiert. Die bestnmten Hemmdaten sind in Abb.4gézeigt.

120,0
100’0 P U e P

80,0
= 1000 pM
@100 uM
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 |. Die gezeigten DatenMiict: SD von mindestens vier
Inkubationen.

Ferner wurde finor-NHAM der Ki-Wert ermittelt, indem unterschiedliche Konzentrationen

an Inhibitor mit unterschiedlichen Konzentrationen an Substrat inkubiert wurden. Bei den
angegebenen;KNerten handelt es $iaum den k-Wert, der die Affinitat eines kompetitiven
Inhibitors zum katalytischen Zentrum beschreibt. Fir jede InhiBitmzentration wurden K

und VinaxWerte berechnet, aus denen dann dewkrt bestimmt wurde. Ebenso wurde der
Ki-Wert fur 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 aufgefiuhrt.
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Tabelle 4.1:ErmittelteK;-Wertean der bovinen Arginase |. Die gezeigten Daten sind #8D. Die K-Wert
Bestimmung wurde mindestens doppelt durchgefihrt.

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 desor-NHAM (54) gestaltete sich komplizierter als erwartet. Der geplante
Syntheseweg in Anlehnung an die NHAB{nthese bestand aus acht Schritten, die mehr oder
weniger nach Literaturangaben modifiziert wurden. Das erste Problem ergab sich bei der
Methylierung des doppte geschutztennor-L-Ornithins (19). Durch Alkylierung mit
Methyliodid wurden Substanzgemische unterschiedlich methylierter Produkte erhalten und
bei der eleganteren, nektiven Alkylierung kam es zur Zyikierung des Edukts. Daraufhin
wurde das gewahlte Schutzgruppenkonzept tberdacht und eine zweiBedzgruppe an

der U-Aminogruppe eingefiihrt. Zuerst wurde versucht, diese auf Stufe der Bbz und
tert-Butyl-geschutzen Verbindurisp einzufihren. ddoch stellte sich heraus, dass dabepddie
Aminofunktion bevorzugt doppelt geschiitzt wird. Deshalb wurde eine Anderung zu Beginn
der Syntheseplanung vorgenommen und anstelle der-S€ztzgruppe zuerst eine
PhthalimidSchutzgruppe am ™NAtom der Verbindug 48 eingefiihrt. Daraufhin gelang die
weitere Synthese Uber eine Cyanafwischenstufe und liefert@aor-NHAM nach neun

Syntheseschritten in einer Gesamtausbeute vo

Die in vitro-Testung an der bovinen Arginase ifodgte nach einem im Arbeitskreis
etablierten Plattenreadéissay. Die erhaltenen Hemmdaten voor-NHAM wurden mit
denen der strukturverwandten Inhibitoren NOH#5)( nor-NOHA (70), und NHAM (46)
verglichen. Dabei zeigte sich, dassr-NHAM zwar ein potaterer Hemmstoff als NOHA
und NHAM, jedoch weniger potent at®r-NOHA ist. Dies konnte auch bei der Bestimmung
der K-Werte gezeigt werden, bei delor-NOHA eine ca. 10fach hohere Affinitat zur
Arginase aufwies alsor-NHAM.
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Hintergrund zur Synthese dasr-NHAM waren die Hemmeigenschaften von NOHA &

30 uM), NHAM (K; = 17 pM) undnor-NOHA (K; = 0,5 uM) an der Arginase. Die Tatsache,
dass die Einfuhrung einer Methylgruppe anf-Aom bei NOHA eine Steigerung der
Hemmpotenz ergab, fihrte zu der Annahoss selbige am°Mtom beinor-NOHA auch

zu einer Steigerung der Hemmpotenz flihren muisste. Leider konnte di@s witro-
Experiment nicht bestatigt werden. Des Weiteren konnte auch die Uberlegenheit von NHAM
gegenuber NOHA nicht reproduziert werd®er zuvor ermittelte kWert fur NHAM wurde

bei einem pHWert von 9,4 bestimmt. Da fur die Hemmpotenz von NOHA bei
physiologischem pH und dem von 9,4 kein Unterschied festgestellt Wtlrdeyrde
postuliert, dass selbigesichfir NHAM gilt.'*?? In dieser Abeit wurden die Hemmdaten bei
physiologischem pH bestimmt, was eine Ursache fir die festgestellte Diskrepanz der
Ergebnisse sein kanmlie durchgefihrten Untersuchungissen die Schlussfolgerung, zu
dass die Einfilhrung einer Methylgruppe am’ Nozw. N-Atom eher zu einer

Affinitatsminderungals zu einer Steigerung fihrt.

Dennoch konnte mihor-NHAM ein neuer, sehr potenter Inhibitor der Arginase entwickelt
werden. Obwohl die Einflihrung der Methylgruppe zu eirgawissenAffinitatsverlust zum
Enzym gefuhr hat, kann dies aus Sicht der Metabolisierung einen Vorteil bedeuten.
Betrachtet man die Untersuchuwgr Biotransformation von NOHA und NHAMso 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 sichob&OHA und
nor-NHAM jeweils um die nor-L-Arginin-Derivate der oben genannten Verhinden
handelt, durfte die Metabolisierung hier ahnlich verlaufen.rfeifNHAM heil3t dasdases

zwar in seiner Affinitat zum Enzym und damit in der HemmstédkeNOHA unterlegen ist,
jedoch geringeren MetabolisierunBsozessen unterliegtund somit eine langere
Halbwertszeit aufweistDies kann sich in einer verlangerté/irkdauerbemerkbar machen
Besonders interessant ist dieser Aspekt fur die Anwendung bei der Indikation Asthma
bronchiale. Je seltener ein Arzneistoff eingenommen (inhaliert) werden daes$s besser ist

die PatienterCompliance und der Therapieerfolg.

In fortflihrenden Arbeiten warewon Interesse diese aufgestellten Hypotheseaturch
geeigneteBiotransformations und Wirksamkeitdsidien zu belegen. Zunachst sollte die
Biotransformation durch in vitro-Testungen an subzellularen Fraktionen sowie dem
rekombinantenmARC-haltigen Enzymsystem untersucht werden, um zu zeigen, miass
NHAM langsamer metabolisiert wird alsior-NOHA. Des Weiteren besteht die
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Notwendigkeit, die an boviner Arginagiewonneneim vitro-Ergebnisse am humanen Enzym

zu reproduzieren bzw. mdgliche Unterschiede zu analysieren. In diesem Zusammenhang
sollten zusatzlich die hier verglichenen Substanzen hinsichtlich ihrer Selektivitat gegentuber
anderen wichtigen Enzymen dehysiologischen Né&Bereitstellung (NOSs und DDAH)
untersucht werden, um eine antagonistische Wirkung auszuschliel3en. Fir NHAM und andere
methylierte Arginine wurde festgestellt, dass die NOSs nur sehr schwach und die DDAH gar
nicht gehemmt werdéf’™ Fir nor-NHAM diirfte die gleiche gute Selektivitat gegeben sein.
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Stickstoffmonoxid (NO) erfullt im Stoffwechsel viele physiologische Funktionen. Eine
Dysregulation ist mit unterschiedlichen Krankheiten sowohl durch erhdhte als auch
erniedrigte NGSpiegel assoziiert. Daher stellt die Beeinflussung seiner Konzentratien ei
wertvollen therapeutischen Ansatz dar. Hierbei ist es wichtig, unterschiedliche Gewebe und
Funktionen des NO zu unterscheiden, damit mdoglichst gezielt therapiert werden kann.
Bereitgestellt wird NO aus-Arginin durch die NGSynthasen (NOSs), aber dNO-

Bioverfuigbarkeit wird ua. auch indirekt durch andere Enzyme beeinflusst.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde sich auf die Hemmstoffentwicklung fur zwei dieser Enzyme,
die Dimethylarginin Dimethylaminohydrolase (DDAH) und die Arginase, konzentriert. Die
DDAH baut die physiologischen Hemmstoff&l* (N*-DimethykL-arginin (ADMA), N*-
MonomethyiL-arginin (NMMA) der NOSs ab. lhre Inhibition fiuhrt zur Erhéhung der
HemmstoffSpiegel und senkt dariber die NfPeisetzung durch die NOSs. Gleichzeitig gibt
es auch Krakheiten, wie z. B. Morbus Alzheimer, die mit einem erniedrigten ADSAegel

in Verbindung stehen und eine DDAHemmung hier ein direkter Therapieansatz bedeutet.
Die Arginase konkurriert mit den NOSs um das gemeinsame Suhs&gdinin. Eine
Enzymhemmung steigert die Substratverfiigbarkeit fur die NOSs, was in eirREri¥@ung
resultiert. Bei einigen Krankheitsbildern, z. B. Asthma bronchiale, und auch im Alter ist die
ArginaseAktivitat/Expression gesteigert, sodass eine Hemmumgliesem Kontext von

groBem Interesse ist.

Auf Basis der bekannten Roéntgenkristallstrukturen der hDEJAWMurde im Rahmen dieser
Arbeit mit AFMoC ein 3DQSAR-Modell zur Vorhersage der biologischen Aktivitdt neuer
DDAH-Inhibitoren erstellt. Mit einem %Wert von 0,59 besitzt dieses Modell eine gute
Vorhersagekraft. Aufgrund des vergleichsweise kleinen Trainingsdatensatzes von 15
bekannten Inhibitoren wurde ein Mikoeffizient aus AFMoC und DrugScore errechnet und

in fortflhrenden Berechnungen eingesetar Brstellte Testdatensatz besteht aus einer Reihe
bekannter Strukturen ¢Reihe), jedoch ohne bekannten;-Wert, und einer Reihe
hypothetischer neuer Inhibitoren (IReihe). Fir diese Verbindungen wurden mit dem
Modell pKi-Werte berechnet. Als beste Vardung wurde TV 24 vorhergesagt, das Amidin
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Analogon des potenten, bekannten Inhibitof837 (K = 13 uM). Fir Verbindungen ohne
Carboxylgruppe wurden deutlich niedrigere;ferte (geringere Hemmpotenz) berechnet als
fur die Derivate mit Carboxylgruppe.

Anhand der Schrodinger Software Glide wurden die Bindemodi substratanaloger, Guanidin
und Amidin-basierter Inhibitoren im Komplex mit der hDDAH naher betrachtet. Anhand

der berechneten Wasserstoffbriickenbindungen konnte gezeigt werden, dass bei-Gomanidin
Gegensatz zu Amidibasierten Hemmstoffen die Carboxylgruppe als verzichtbar einzustufen

ist, ohne dass die biologische Aktivitat bedeutend abnimmt.

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten DDARhibitoren sollten in den Aspekten
Hemmpotenz, Selektitat gegentber den NOSs und der Arginase sowie Arzneistoffqualitéaten
bekannten Inhibitoren Uberlegen sein. Ferner sollten sie zur Aufkl&arung von Struktur
Wirkungsbeziehungen beitragen. Als Leitstrukturen fur die Synthese dienten die bekannten
hDDAH-1-Inhibitoren -257 (K = 13 uM) und dessen Weiterentwicklung AbMERY(K; =

18 uM) sowie der derzeit potenteste DDAhibitor Vinyl-NIO (K; =2 uM) und decVNIO

(Ki = 768 pM).

Mittels PinnerSynthese konnte derMethoxyethylRest des £257/AbMEG auf Amidine in
guten Ausbeuten Ubertragen werden. Homologe Reihen von Methoxalkyiho-L-
ornithinen (NIOs,1la-c) bzw. deren decarboxylierten Derivaten (NIOde2=sc) sowie das
MethoxypropytN-imino-nor-L-ornithin (21) wurden synthetisiert. Darliber hinaus wurde das
decarboxylierte Derivat von Butermdrg (22), das AbBG 26), Uber eine Thioharnstoff

Zwischenstufe mit EDCI als Entschwefelungsreagenz in guten Ausbeuten hergestellit.

In in vitro-Experimenten wurde die Aktivitat der Verbindungen an zentralen Enzymen der
NO-Bereitstellung (DDAH, NOSs, Arginase) untersucht. Dabei wurde die starkste Potenz an
der DDAH bei dem NIGDerivat 1b (K;j = 9 uM) festgestellt. Bezuglich der Struktur
Wirkungsbeziehungen lieferten dia vitro-Testdaten wichtige Erkenntnisse. Es konnte
gezeigt werden, dass Amidine mit Carbekynktion im Vergleich zu solchen ohne diese
Funktionalitéat eine wesentlich bessere Hemmpotenz aufweisen, was die Ergebnisse der
Docking-Studie aus Kapitel 2.3 in diesenurikt bestatigt. Ferner kann die These, dass die
Kettenlange zwischen Aminogruppe und Amidiozw. GuanidirFunktion fir eine gute
Hemmwirkung mindestens vier-&tome betragen muss, bekraftigt werdBie schon langer
bekannte Verbindung ADME@®Y) zeigt ene hohe Hemmpotenz, obwohl dieCarbonséure

nicht mehr vorhanden ist. Offenbar wird durch die Guarkiinktion dieser Verbindung eine
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so hohe Wechselwirkung erreicht, dass die Carbonsaure entbehrlich wird. Dies zeigt sich auch
an der Verbindung AbBG2¢), die ebenfalls eine GuanidFunktion tragt und keine
Carbonsaure und trotzdem ebenfalls so gut hemmt wie die Verbindung mit CarboB&aure (
Amidine, mit einem Stickstoff weniger und damit geringeren Wechselwirkungen, bendétigen
hingegen die Carbonsauren eine gute Aktivitat aufzuweisen (s-c (mit Carbonsaure) und

2a-c (ohne Carbonsaure)Xur Absicherung dieser Aussage sollte in fortfhrenden Arbeiten
eine Rontgenkristallstruktur der hDDAH im Komplex mit AbDMEG 27) erzeugt werden

um den Bindemodiizu untersuchen.

In Hinblick auf eine Selektivitdt gegentber Arginase und NOSs hat sich der potenteste neu
entwickelte DDAHInhibitor 1b als die am wenigsten selektive Verbindung im Vergleich zu
den anderen neuen Substanzen herausgestellt. DemnaclAbMIBG (27) der Kandidat mit

den besten Eigenschaften in den dy@iviinschterAspekten Hemmpotenz, Selektivitat und

Arzneistoffcharakter.

Zur Steigerung der oralen Bioverfiigbarkeit sollten Prodrugs fur AbMEL éntwickelt
werden. Hierfir wurden Konzeptaur Senkung der Basizitat, Erhéhung der Lipophilie und
Ansteuerung von Transportern betrachtet. In die basische Gu#&uidktion wurde eine
Hydroxylgruppe eingefihrt, die fur weitere Derivate methlggw. galaktosylsubstituiert
werden sollte. Das Hydroxygnidin 32a und dasO-Methyl-Hydroxyguanidin32b konnten

Uber intermediare Thioharnstoffe mit EDCI als Entschwefelungsreagenz in guten Ausbeuten
aufgebaut werden. Diese Thioharnstoffe beinhalten be@egsbstituierte Hydroxylamine

und ermdglichen dadurcheinen neuen Ansatz zur Darstellun@-substituierter
Hydroxyguanidine. Da®-GalaktosyiProdrug32c konnte auf diesem und anderen getesteten

Wegen bisher nicht hergestellt werden.

Die Prodrugs32a,b stellen durch ihre verbesserten physikochemischen Hbafisn eine
Optimierung von AbMEG Z7) dar. Zu diesen Eigenschaften zahlen eine gesenkte Basizitat
(PKaGuanidin27y = 12,55; pKyHydroxyguanidinszay = 7,71) sowie flr da®-methylierte Prodrug

(32b) eine erhohte LipophilieclogPe7,329 = -0,95; clogPz2n = -0,57). Eine bessere orale
Bioverflugbarkeit ist dadurch aller Voraussicht nach gegeben. Im Gegensatz zu anderen
literaturbeschriebenen Hydroxyguanidinen konnte fir beide Prodrugs eine sehr gute
hydrolytische Stabilitat festgestellt werden. DB&rkste Zersetzung fand bei dem freien
Hydroxyguanidin32a bei pH 9,0 stattbeidemnach 24 Stunden bei 37
Verbindung detektierbar war. Eine Bioaktivierung zum aktiven Metaboliten konnt&2&ir
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gezeigt werden. Die Aktivierung vo®2b durch O-Desalkylierung und anschlie3ende
Reduktion wurde bisher nicht Gberpruft, ist aber fur ahnliche Verbindungen beschrieben und
daher sehr wahrscheinlich. Interessant fur folgende Arbeiten ist die weiterfihrende
Charakterisierung der hier vorgestelltenodfugs sowie eine Untersuchung der vivo-
Wirksamkeit.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neuer Hemmstoff der ArginaseNbts/droxy-N°-
methyknor-L-arginin flor-NHAM, 54), synthetisiert. Begriindung fiir diesen Ansatz bieten
die Hemmeigenschaften bekaanstrukturverwandter Verbindungen. Die Einfuhrung einer
Methylgruppe am NtAtom bei NOHA @5) fuhrte in vorangegangenen Arbeiten zu einer
Steigerung der Hemmpote&inona, 45y = 30UM; Kinnam, 46 = 17 M), genauso wie eine
Verkurzung der Hauptkette um eine Methyleneinheitn{kiora 709 = 0,5uM) Eine
Kombination dieseModifikationen, sprich die Einfiihrung ein Methylgruppe amAtom

bei nor-NOHA, war aus rationaler Sicht ein vielversprechenflesatz und sollte in einer
weiteren Steigerung der Hemmpotenz resultiel®a.Synthese desor-NHAM gelang durch
ein striktes Schutzgruppenkonzept, bei dem es wichtig war, Ufleninogruppe der
Ausgangsverbindungor-L-Ornithin doppelt zu schiitzen. Dfselverbindung konnte in einer
insgesamt neun Stufen umfassenden Synthese

werden.

Durch Vergleich dein vitro-Daten an der bovinen Arginase | zeigte sich, adessNHAM
zwar ein potenterer Hemmstoff als NOHA uN&8IAM ist, nor-NOHA jedoch unterlegen ist.
Bei der Bestimmung der RNerte konnte gezeigt werden, dags-NOHA (K; = 0,5 uM)
eine ca. 10fach hohere Affinitat zur Arginase besitzhalsNHAM (K; = 4 uM). Allerdings
konnte die, der Synthese zugrunde liggn in vorherigen Arbeiten beschriebene
Uberlegenheit von NHAMgegeniiber NOHA ebenfalls nicht reproduziert werdBie
Einfiihrung einer Methylgruppe am"Nozw. N-Atom fiihrt laut neuesten Erkenntnissen eher

zu einer Affinitditsminderung als zu einer Steige).

nor-NHAM ist ein neuer, sehr potenter Inhibitor der Arginase,ml@ivoin einem geringeren
Ausmal’ alsror-NOHA metabolisiert werden sollte, analog zur bekannten Biotransformation
von NHAM vs. NOHA. Dies wiurde in einer langeren Halbwertszeit und somit langeren
Wirkdauer bzw. einer besseren Bioverfugbarkeit durch einen geringerefP&asiEffekt
resultierennor-NHAM sollte dahemor-NOHA einer Anwendung als Arzneistoff vorgezogen

werden.
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In fortfihrenden Arbeiten ist es wichtig, die hier aufgestellten HypothesematNHAM

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 gegentiber NOSs und DDAH untersucht werden. Zum Erreichen einer
guten oralen Bioverfugbarkeit sollten Prodrugs analog zur Darstellung anderer
Hydroxyguandine (NOHA @5), N-OH-AbMEG (32g) synthetisiert werden. Dies ist
besonders fir Indikationen wie der endothelialen oder auch der erektilen Dysfunktion, die mit
altersabhangiger, erhohter Arginasktivitat in Zusammenhang stehen und einer peroralen

Applikation bedurferinteressant
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6.1 Synthesen

6.1.1 Geréate und Materialien

NMR -Spektroskopie

Kernresonanzspektrometer Bruker ARX 300, Bruker Top2gdirSoftware

'H-NMR:  Messfrequenz = 300.13 MHz

BC.NMR:  Messfrequenz = 75.47 MHz

>N-NMR:  Messfrequenz = 30.42 MHz

Interne Standards: Tetramethylsilan (TM&i CDCE, Natrium 4,4Dimethyl4-sila-pentan
sulfonat (DSS) bei D,O. Bei DMSOds wurden die Versdebungen auf die
Restlésungsmittelsignale bezogeBur Charakterisierung der Signale werden folgende
Abkulrzungen verwendet:

s = Singulett, d = Dublett, dd = Dublett eines Dubleattidd = Dublett eines Dubletts eines
Dublets eines Dublettst = Triplett, g = Quartett, sx = Sextett, m = Multiplett,
br = verbreitertes Signall = Kopplungskonstante in Hz

Die Auswertung erfolgt nach den Regeln fur Spektredriinung.

Massenspektrometrie

Bruker EsquireLC, Elektrosprayionisierung (ESI),

Methode A: Direkteinlass als MethandaVasseil6sung

Methode B: Séaule: Agilent Zorbax Eclipse XDB 8 125 1 4.6 mm, 5 Om;
Acetonitril, 90 % 0,1 % ge Essigs?2ur e;
EssigsaureGradient: 8 min (06 0 % -1Bmin(6BL 00 % -1Bnin 1 0
(100 %WBmnp@A@mw2 % B)S nli3n (0 % B); Fl ussr e

Hochauflosende Massenspektrometrie
Bruker Daltonics Apex Il 7 Tesla FICR Massenspektrometer, ESI am Institut fur

Analytische Chemie der Universitat Leipzig
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Schmelzpunkte
Schmelzpunktapparatur Stuart Scientific SMP3, die Angabe der Schmelzpunkte erfolgt

unkorrigiert.

Elementaranalysen
Institut fur Anorganische Chemie der ChristidibrechtsUniversitdt zu Kiel (CHNS
Analysator der Firma HEKAtech GmbH).

Dunnsdichtchromatographie:
DC-Fertigplatten: Polygram SIL G/U¥, 0.2 mm Kieselgel (MacheryMagel, Diren)

Detektion erfolgte durch:

UV-Licht bei 254 nm (Fluoreszenzléschung),

Ninhydrin-Sprihlésung: 15éng Ninhydrin, 47,5l i-Propanol, 2,5nl Eisessig

FCNR-Spruhlésung: g NaOH, 1g NitroprussidNatrium, 1g Ks[Fe(CN)] gelost zu

60 ml Wasser. Vor Anwendung mit der gleichen Menge Aceton zu verdinnen.
1 Cer(IV)sulfatOxidations-Spruhlésung: 0,2 (m/v) Ce(SQ),, 5% (Mm/v) H,SO,, 5%

(m/v) (NH4)2M030y in Ethanol

1 lod-Kammer

Préaparative Chromatographie

Die saulenchromatographische Aufreinigung der Rohprodukte erfolgte tUber Kieselgel G60,
0,0630,2 mm(MacherytNagel, Diiren)

Die Flashchromatographie tber BSaulen (Redef) wurde mit der CombiFlash
RETRIEVE durchgefihrt.

Chemikalien

Die verwendetenReagenzienwurden von den Firmen ABCR, Acros, Bachem, CNH
TechnologiesFluorochem Ltd, LT PharmatecMerck, Roth und SigmaAldrich bezogen
und ohne vorherige Aufreinigung verwendet.

Das ReduktionsmittelZinkborhydridN-methylpiperidin  (ZBNMPP) wurde nach einer

Literaturvorschrift von Alinezhaet al synthetisiert?'*!
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6.1.2 Synthesevorschriften

6.1.2.1 Darstellung von Methoxyalkylamidinen

6.1.2.1.1  4-Methoxy butyronitril  (8) [157]

H3C\O/\/\\\N

Synthes@ach Zhiet al.[2003}!°"]

Eine Losung von § (32,7 mmol) 1-Brom-3-methoxypropan in 5 ml Methanakird
tropfenweise tber 30 Minuten zu einer rihrenden Losung von (52,3 mmol)KCN in 5 ml
Methanol und 5 ml Wasser gefudder Ansatz wird 20 Stunderum RuUckfluss erhitzt,
abkuhlen gelassen und mit 10 ml Wasser versetzt. Die wassrige Phasemwairdt je 10 ml
Ethylacetat extrahiert, Gber P80, getrocknet und am Rotationsverdampfer einkonzentriert.
Zur weiteren Aufreinigung wird das Produkt mittékrodestillationsapparatur destilliert.
Siedepunkt: 16869°C

Ausbeute: 1,7 g einer farblosen Flissigkeit @2 (Literatur: 86/%)

'H-NMR (DMSO-dg)
U/ ppm = 1. %B8Hy-Chh), 2.50 (3] = 7CHHz, 2H, CHCN), 3.25 (s, 3H, CHO),
3.38 (t3J=6.1 Hz, 2H, GCH,)

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen der Literatur.
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6.1.2.1.2  Methoxyalkylimidoester

Allgemeine Vorschrift in Anlehnung an Bretsched. [2003]:!*°°!

20 mmol des entsprechenden Methoxyalkylnitrils werden in 40 mmol trockenem Methanol
gelost und 30 Minuten lang in einem BMasserbad auf ca.°6 gekunhlt. AnschlieRend wird

HCI (g) fir ca 5 Minuten durch die Losung geleitet. Der Kolben wird verschlossen u2d 20
Stunden im Kuhlschrank stehen gelassen. Dann wird die Lésung auf 10@ckenten

Diethylether gegossen und ein Feststoff prazipitiert.

Alle Imidoesterhydrolysieren sehr schnell, g@ss sowohl die Massenls 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 Gber Phosphorpentoxid getrocknet. Die
Lagerung erfolgt im Kihlschrank.

Ausbeute:  2,65g feinesweil3es Pulver (9%)

'H-NMR (DMSO-dg)
Wppm = 3.38 (s, 3H, Bs-O-CHy), 4.13 (s, 3H, GCH3), 4.39 (s, 2H, Ch), 11.56 (br s2H,
NH_").

"C-NMR (DMSO-de)
Wppm = 59.2 (CH-0), 59.9 (BCH;), 68.0 (GCHy), 177.5 (C=N)

MS (ESI)
m/z =104 [M + HJ
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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 Kuhlschrank.
Ausbeute: 2,76 g feines, weil3es, leicht hygroskopisches P(8@o)

'H-NMR (DMSO-dg)
U/ ppm =326.0Hz, 2H, 6GH»-CH,), 3.24 (s, 3H, B3-O-CH,), 3.62 (t,J = 6.0 Hz,
2H, CH3-O-CH,), 4.10 (s, 3H, GCHs), 11.89 (br s, 2H, NH)

¥C-NMR (DMSO-ds)
U/ ppm EH8), 58.0(CH-0), 59.6 (QCHs), 66.7 (QCH,), 178.3 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 118 [M + HJ
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6.1.2.1.2.3 4-Methoxybutanimidsduremethylester Hydrochlorid (9c¢)

Der Diethylether wird vom ausgefallenen Feststoff abdekantiert, da das Produkt sehr
hygroskopisch ist und sich beim Abfiltrieren sofort verflissigt. Anschlie3ens dasi
Restlosungsmittel im Vakuum entfernt und tber Phosphorpentoxid getrocknet. Die Lagerung

erfolgt unter Argon im Kihlschrank.
Ausbeute: 3,05 g weil3es, stark hygroskopisches Pul92%0)

'H-NMR (CDClk)

Wppm = 1.99 (m, 2H, CHCH»>-CH,), 2.81 (1,3 = 72 Hz, 2H, G,-C=N), 3.28 (s, 3H, CH
0), 3.43 (1,3 = 5.6 Hz, 2H, GCH,), 4.24 (s, 3H, GCHs), 11.44, 12.35 (2 x br s, 2 x 1H,
NH,")

¥C-NMR (CDCl)
Wppm = 25.0 (CH-CH,-CH;), 29.8 CH,-C=N), 57.8 (CH-0), 59.6 (QCHjs), 70.1 (QCH,),
179.8 (C=N)

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

Methode Ai Vorschrift n Anlehnung an Bretschet al.[2003}1*°¢!

Es werden Inmol des entsprechenden Amih8, 11 oder 19 und 3 mmol des jeweiligen
Imidoestera-c in 10ml Wasser gelost. Der pW/ert der Losung wird mit Natronlauge auf

pH 10 eingestellt und im Laufe der Reaktion regelmafiig kontrolliert und gegebenenfalls
erneut eingestellt. Der Ansatz wird zwei Stunden B€ Ond danach zwei weitere Stunden

bei Raumémperatur geriihrt. Das Gemisch wird mit verdinnter Salzsaure auéjpidestellt

und uber Nacht ruhren gelassen. Am Rotationsverdampfer wird das Losungsmittel bei ca.

45°C im Vakuum abgezogen.

Methode B

Es werden Inmol desAmins 10 und 3 mmol des jewkgen ImidoesterQa-b in 15ml
Methanol gel6st. Zu dieser Losung werdeml1IDIPEA und ein Kristall DMAP hinzugefiigt.
Der Ansatz wird 8 Stunden bei°© und dann unter langsamer Erwarmung auf
Raumtemperatur Gber Nacht geruhrt. Das Losungsmittel wird am Retagiolampfer im
Vakuum abgezogen.

Eine weitere Aufreinigung erfolgt bei beiden Methoden Uber eine Kieselgelsaulen

chromatographie mit Ethylacetat/hanol (6:1) als Elutionsmittel.
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6.1.2.1.3.1 N> (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 @)
DC: R: = 0,44 (Ethylacetat/Methanol 3:2)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

Wppm = 1.39 (s, 9H, C(CHk), 1.40 (s, 9H, C(Ch)3), 1.521.70 (m, 4H, 3,4CH,), 3.25 (m,
2H, 5CH;), 3.51 (s, 3H, CKO), 3.78 (m, 1H, CH), 4.25 (s, 2H;OH,), 7.10 (dJ = 7.6 Hz,
1H, NH-Boc), 9.01, 9.17, 9.55 (3 x br s, 3 x 1H, NH, NH

¥C-NMR (DMSO-ds)

Wppm = 24.0 (4CHy), 27.6 (CCHs)3), 27.7 (3CH,), 28.2 (CCHa)s), 41.2 (5CHy), 54.0
(CH), 58.9 (CH), 68.0 (2:CH,), 78.1(C(CHs)3), 80.3 C(CHs)3), 155.5 (C=GBoc), 163.7
(C=0Bu), 171.6 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 360 [M + HJ
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6.1.2.1.3.2 N> (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 farblosédls (79%6)
DC: R: = 0,51 (Ethylacetat/Methanol 3:2)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

U/ ppm s 9H, C(BH)s3), 1.39 &, 9H, C(CH)3), 1.501.73 (m, 4H3,4CH,), 2.69 (1,2
= 6.1 Hz, 2H, 2CH,), 3.20 (m, 2H, BCHy), 3.26 (s, 3H, ChtO), 3.64 (t2J = 6.1Hz, 2H, O
CH,), 3.77 (m, 1H, CH), 7.10 (d) = 7.6 Hz, 1H, NHBoc), 8.80, 9.31, 9.77 (3 x br3x 1H,
NH, NH,")

"C-NMR (DMSO-de)

Wppm = 24.0 (4CHy), 27.6 (CCHs)3), 27.7 (3CHy), 28.2 (CCHa3)s), 32.7 (2-CHy), 41.4 (5
CH,), 54.0 @-CH), 57.9 (CH), 68.4 B -CH,), 78.1(C(CHs)3), 80.3 C(CHs)3), 155.5 (C=Q
Boc), 165.0 (C=Bu), 171.6 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 374 [M + HJ
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6.1.2.1.3.3 N> (t-Butoxycarbonyl)-N°-(1-imino-4-methoxybutyl)-L-ornithin -t-butylester
Hydrochlorid (12c)

NH,*

H3C/OMN/V\H?\OJ<

H

Die Darstellung erfolgt nach Methode A.

Ausbeute: 351 mg eines farblosen Ols @3
DC: R: = 0,21 (Ethylacetat/Methanol 9:1)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

Wppm = 1.38, 1.39 (2 x s, 9H, C(Gl), 1.491.89 (m,6H 3,43"-CHy), 2.44 (1) = 7.7 Hz,
2H, 2°-CHy), 3.17 (m, 2H, BCHy), 3.23 (s, 3H, CkO), 3.33 (% = 6.1, 2H, GCH,), 3.78
(m, 1H,2-CH), 7.09 (d,3J = 7.6 Hz, 1H, NHBoc), 8.61, 9.13, 9.49 (3 x br 3,x 1H, NH,
NH_")

"C-NMR (DMSO-de)

Wppm = 24.0(4-CH,), 26.8 B'-CH,), 27.6 (CCHs)3), 27.7 (3CHy), 28.2 (CCHa)3), 29.4 Q-
CH,), 41.3 (5CHy), 54.0 @-CH), 57.8 (CH)), 70.6 @' -CHy), 78.0(C(CHs)3), 80.3 (C(CHa)3),
155.5 (C=GBoc), 166.9 (C=Bu), 171.6 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 388 [M + HJ
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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 o]
Die Darstellung erfolgt nach Methode A.

Ausbeute: 294 mg eines farblosen Ols @)
DC: Rt = 0,23 (Ethylacetat/Methanol 7:3)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

Wppm = 1.37 (s, 9H, C(CP), 1.381.53 (m, 4H, 2",3CHy), 2.92 (q,°J = 6.6 Hz, 2H, &
CHy), 3.28 (t,2J = 7.2 Hz, 2H, 1“CH,), 3.34 (s, 3H, CH-0), 4.27 (s, 2H, ECHy), 6.82, 9.12,
9.23,9.70 (4 x brs, 4 x 1H, 2 x NH, NH

¥C-NMR (DMSO-ds)
Wppm = 24.7(3-CHy), 26.6 (2:CHy), 28.2 (CCHs)3), 39.2 (4:CH,), 41.4 (1:CH,), 58.8
(CHs-0), 67.9 (OCHy), 77.4 C(CHs)s), 155.6 (C=0), 163.4 (C=N)

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

Die Darstellung erfolgt nach Methode A.

Ausbeute: 213 mg eines weil3en Schaums%g7
DC: Rt = 0,30 (Ethylacetat/Methanol 4:1)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

U/ ppm = 1. 335, 1.381.52nH4H2 BLCEIH 2.68 (1) = 6.3 Hz,2H, 2CHy),
2.92 (9,3 = 6.5 Hz, 2HA-CH»>-NH), 3.21 (t,3 = 6.5 Hz, 2H1"-CH,), 3.25 (s, 3H, CHO),
3.62 (t,°J = 6.2 Hz, 2H, GCH,), 6.84 (3] = 5.4 Hz, 1H, NHBoc), 8.78, 9.25, 9.72 (3 x br s,
3 x1H, NH, NH,")

¥C-NMR (DMSO-ds)
Wppm = 24.6 (3CH;), 26.7 (2:CHy), 28.3 (CCHs)3), 32.8 (2CHy), 393 (4"-CH,), 41.5(1 -
CHy), 58.0 (CH-0), 68.4 (QCHy), 77.4 C(CHs)s), 155.6 (C=0), 165.0 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 274 [M + HJ, 218 [Mi CqHg + 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 @
DC: R: = 0,37 (Ethylacetat/Methanol 7:3)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

U/ ppm =9HIC(GHYs), 1.381.53 (M, 4H 2",3-CH,), 1.84 (m, 2H, &CH,), 2.44 (1,
= 7.7 Hz, 2H, 2CH,), 2.93 (g,J = 6.1 Hz, 2H, 4CH,), 3.18 (1,3 = 6.9 Hz, 2H, 1:CH,),
3.24 (s, 3H, CHO), 3.34 (1,°J = 6.1 Hz, 2H, GCH,), 6.82 (t,°J = 5.1 Hz, 1H, NHBoc),
8.65, 9.05 9.45 (3 x br 8,x 1H, NH, NH;")

"C-NMR (DMSO-de)
Wppm = 24.6 (3CHy), 26.7 (2:CH,), 26.8 (3CHy), 28.2 (CCHa3)s), 29.5 @-CHj), 39.3 (4-
CH,), 41.5 (1CHj), 57.8 (CH-O), 70.6 (QCH;), 77.4 C(CHs)s), 155.6 (C=0), 166.9 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 288 [M + HJ
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6.1.2.1.3.7 N> (t-Butoxycarbonyl)-N*(1-imino-4-methoxybutyl)-nor-L-ornithin -t-butylester
Hydrochlorid (20)

" 0.0
e Xk
H3C/O\/\/U\H HJJ\O

Die Darstellung erfolgt nach Methode A.

Ausbeute: 209 mg eines farblosen Ols @)
DC: Rf = 0,34 (Ethylacetat/Methanol 7:3)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

U/ ppm (s 9H, C(BHs), 1.39 (s, 9H, C(Ch)3), 1.77-1.91 (m, 4H 3,3CHy), 2.47 (1,2
= 8.1 Hz, 2H, 2CH;,), 3.22 (s, 3H, CktO), 3.25 (m, 2H, £H,) 3.33 (1,31 = 6.2, 2H, O
CHy), 3.87 (m, 1H2-CH), 7.27 (d3J = 7.7 Hz, 1H, NHBoc), 8.88, 9.47, 9.77 (3 x br3x
1H, NH, NH;"

¥C-NMR (DMSO-de)

Wppm = 26.7 (3CHy), 27.6 (CCH3)3), 28.1 (CCH3)3), 28.2 (3CHy), 29.4 (2:CH,), 38.9 (4
CH,), 52.1 (CH), 57.8 (Ch), 70.6 (4:CH,), 78.2 C(CHs)3), 80.5 C(CHa)s), 155.4 (C=0
Boc), 167.1 (C=(Bu), 171.2 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 374 [M + HJ
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6.1.2.1.4  Methoxyalkylamidin - Trifluoracetat e
Vorschrift in Anlehnung an Martin et al. [2006f

0,5 mmol der geschiitzten Amidid@ac, 13ac oder20 werden in 5 ml TFA/Dichlormethan
(2:1) 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 Rotationsverdagipkemzentriert und Uber eine

RP-18-Saule mittels Flashchromatographie aufgereinigt. Als Elutionsmittel Aoprd bidest.

6.1.2.1.4.1 N>-(1-lmino-2-methoxyethyl)-L-ornithin ium Bis(trifluoracetat) (1a)

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

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

'H-NMR (DMSO-dg)
Wppm = 1.561.90 (M, 4H 3,4-CH,), 3.28 (m, 2H, BCH,), 3.36 (s, 3H, CKO), 3.92 (m, 1H,
CH), 4.23 (s, 2H, E@CHy), 8.32 (s, 3H, NKf), 8.97, 9.12, 9.463(x br s, 3 x 1H, NH, Nkf)

¥C-NMR (DMSO-ds)
Wppm = 23.2 (4CHy), 27.3 (3CH,), 41.0 (5CHy), 51.7 (CH), 59.0 (Ck), 67.9 (2:CHy),
164.0 (C=0), 170.8 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 204 [M + HJ, 187 [Mi NHs+H]"

HRMS (ESDfur C8H18N303+:
berechnet160,14444
gemessent60,14450



Experimentellefeil

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 ({67%)
DC: R: = 0,10 (-Propanol/Wasser/Eisessig 8:2:0.5)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

U/ ppm -E90 (m, 8443,4CH,), 2.65 (1,3 = 6.1 Hz, 2H,2-CH,), 3.23 (%) = 6.2 Hz,
2H, 5CH,), 3.25 (s, 3H, CHO), 3.64 (t2J = 6.1Hz, 2H, O-CH,), 3.80 (t3J = 6.2 Hz,1H, 2-
CH), 880, 9.31, 9.773 x br s, 3 x 1H, NH, Nb)

¥C-NMR (DMSO-ds)
Wppm = 23.1 (4CHy), 27.2 (3CH,), 33.0 @"-CH,), 40.9 (5CH,), 51.6 (CH), 58.9 (CH),
67.9 O-CHy), 164.0 (C=0), 170.8 (C=N)

MS (ESI)
m/z =218 [M + HJ

HRMS ( ESI )fur C9H20N303+I
berechnet218,14992
gemesser218,15005



Experimenteller Teil TG

6.1.2.1.4.3  N°-(1-lmino-4-methoxybutyl)-L-ornithin ium Bis(trifluoracetat) (1c)

2 CF,C00°

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

'H-NMR (DMSO-dg)

U/ ppm -186 (n, 848,3",4CH,), 2.41 (1,23 = 7.7 Hz, 2H2"-CH,), 3.18 (t3J = 6.1 Hz,
2H, 5CHy), 3.22 (s, 3H, CHO), 3.32 (1,3 = 6.1Hz, 2H, OCH,), 3.41 (1% = 6.1 Hz, 1H,
CH), 8.85, 9.03, 9.93(x br s, 3 x 1H, NH, Nb)

¥C-NMR (DMSO-ds)
Wppm = 23.3 (4CH,), 26.6 B"-CH,), 27.9 (3CHy), 29.7 @'-CHy), 41.3 (5CHy), 52.9 (CH),
57.9 (CH), 70.6 O-CHy), 167.1 (C=0), 170.3 (C=N)

MS (ESI)
m/z =232 [M + HJ

HRMS ( ESI )fur C10H22N3O3+I
berechnet232,16557
gemesser232,16559



Experimenteller Teil TG

6.1.2.1.4.4 N-(4-Aminobutyl) methoxymethanamidinium Bis(trifluoracetat) (2a)

NH,*
o] NH,*

2 CF,C00°

Ausbeute: 133 mg weil3e, wachsartige Plattchen%g7
Smp.: 83°C

DC: R: = 0,10 (-Propanol/Wasser/Eisessig 85)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

Wppm = 1.57 (m, 4 H2",3-CH,), 2.81 (m, 2H4"-CHy), 3.28 (m, 2H, 1CH,), 3.35 (s, 3H,
CHz-0), 4.23 (s, 2H, E@CHy), 7.90 (br s, 3H, NH), 8.99, 9.12, 9.483(x br s, 3 x 1H, NH,
NH"

¥C-NMR (DMSO-ds)
Wppm = 24.1(3"-CH,), 24.2 @"-CH,), 38.3(4"-CHy), 40.9 (1:CH,), 58.9 (CH-O), 67.9 (O
CH,), 163.8 (C=N)

MS (ESI)
m/z = 160 [M + HJ, 143 [Mi NHs+ H]*

HRMS (ESI)fiir C;H1gNzO™
berechnetl160,14444
gemessent60,14450



Experimenteller Teil |FENGzG

6.1.2.1.4.5 N-(4-Aminobutyl) -2-methoxyethanamidinium Bis(trifluoracetat) (2b)

Ausbeute: 130 mg eines farblosen Ols @3
DC: R = 0,17 (-Propanol/Wasser/Eisessig 8:2:0.5)
Detektion:  Ninhydrin

'H-NMR (DMSO-dg)

U/ ppm m,4H,2537CH), 2.65 (1) = 6.1 Hz,2H, 2-CH,), 2.81, 2H, 4:CH,), 3.22
(m, 2H,1-CHy), 3.25 (s3H, CHs-0), 3.60 (2] = 6.1 Hz, 2H, GCHy), 7.93 (br s3H, NHs"),
8.73,9.14, 9.553 x br s, 3 x 1H, NH, Nb)

"C-NMR (DMSO-de)
Wppm = 24.1 (3CHy), 24.2 (2:CHy), 33.0(2CHy), 38.2 (4:CHy), 41.1 (1:CHjy), 58.0 (CH-
0), 68.2 (OCH,), 165.3 (C=N)

MS (ESI)
m/z =174 [M + HJ

HRMS ( ESI )fur C8H20N30+:
berechnetl174,16009
gemessent74,16008













































































































































































































































