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Zusammenfassung der Dissertation

Proteinkinasen stellen ein hochrelevantes Target zur Behandlung vieler Erkrankungen,
darunter Autoimmunerkrankungen und Tumore, dar. Die Januskinasen (JAKs) gehéren zu den
zytosolischen Tyrosinkinasen und sind von grof3er Bedeutung fir die Bildung von Blutzellen
und eine geregelte Funktion des Immunsystems. Die JAK3 zeichnet sich gegeniber den
anderen drei JAKs durch diverse strukturelle Alleinstellungsmerkmaleaus, vor allem durch die
auf Immunzellen beschrankte Expression. Sie spielt insbesondere fir die Entwicklung und
Funktion der Lymphozyten eine tragende Rolle.

Bisher wurden lberwiegend JAKInhibitoren zugelassen, die mehrere JAKs zugleich hemmen.
Es gibt noch keine zugelassenen selektivenJAK3Hemmer. Von diesen erhofft man sich i durch
die erwéhnte Lokalisation in Immunzellen i ein gunstigeres Sicherheitsprofil, da die unselektive
Hemmung der JAKs in anderen Zellen bzw. Geweben zu unerwinschten und mitunter
schwerwiegenden Nebenwirkungen fihrt. Es ist noch unklar, ob die alleinige Inhibition der

JAKS fir ausreichende therapeutische Wirksamkeit gentuigt, da diese als Dimer mit der JAK1
an die Zytokinrezeptoren assoziiert Die nicht inhibierte JAK1 kénnte unter Umstéanden noch
immer gewisse Aktivitat zeigen.

Im Rahmen der Arbeit von Dr. Michael Forster wurde durch Ausnutzen der JAK3spezifischen
Strukturmerkmale ein hochselektiver und 1 potenter niedermolekularer JAK3Hemmer (FM-
381) dargestellt. Die Substanz adressiert eine zuvor unbekannte induzierbare Tasche und
erzielt dadurch, in Kombination mit einem C909 adressierenden MichaelAkzeptor, hohe
Selektivitat Uber das Kinom hinweg.

FM-381 war f ¢r den BeftwddAKSh palobelh bereits opiti mier:t
vivo Wirksamkeit und die Pharmakokinetik (PK) des Stoffes war aber zu Beginn der Arbeit noch
nichts bekannt. Zunachst wurden diese Eigenschaften in Mausen untersucht und paralleldazu
strukturell verwandte Derivate synthetisiert und getestet. Ziel war es, unter Erhalt der
Grundstruktur und des elektrophilen CyanacrylamidWarheads die Selektivitat und Aktivitat
beizubehalten, wahrend Modifikationen der Seitenketten die T noch unzulanglichen - Pk
Eigenschaften des Stoffes optimieren sollten. Zudem wurden die Testsubstanzen weiter
charakterisiert, z. B. deren Aufnahme in Immunzellen und Verteilung innerhalb von Organen
(u. a. Uber Fluoreszenzmikroskopie), metabolische Stabilitat und die Effekte der Stoffe auf
Lipopolysaccharidebasierte Entziindungsreaktionen. Zuletzt wurden die vielversprechendsten
Substanzen in /n vivo Krankheitsmodellen getestet.

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

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

1 Die Kopplung des elektrophilen JAK-Warheads an Makrolid-basierte Carrier konnte
wiederum genutzt werden, um die /n vivo Stabilitat der Stoffklasse, die Anreicherung
in Organen und Immunzellen sowie die allgemeine anti-inflammatorische Wirksamkeit
zu steigern. Die Stoffe waren unter anderem in LPS-basierten /n7 vivo Modellen akuter
Entziindung wirksam und steigerten das Verhéltnis an freigesetztem IL-10 zu TNFa im
Plasma

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

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

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

been largely ignored by the scientific community and warrants further investiga tion.

Within the scope of Dr. Mi chael For st -enoldgtide
JAK3 inhibitor (FM-381) was obtained by exploiting unique structural elements of the
i soenzyme. -fetefsible hinding anbde totthe kinase was also demonstrated. The

compound addresses ani as of then i unknown inducible pocket. This, combined with an
electrophilic Michael acceptor interacting with C909, leads to impressive selectivity within the
human kinome.

t hesi s

FM-381 was already optimizedforusea s &mwitrod AK3 probeodo to a great de

its /n vivo efficacy and pharmacokinetics were yet unknown at the start of this thesis. The first

step was thus to investigate these properties in mice; simultaneously, derivates of the structure

were synthetized and then characterized in the same manner. The aim was to improve
pharmacokinetics i which were found to be unsatisfactory in FM-381 1 by modifying
noncritical side chains. Concurrently, the core scaffold and the electrophilic cyanoacrylamide
warhead were kept in order to retain potency and selectivity for JAK3. The compounds were
then further characterized, e.g. their uptake and accumulation in immune cells and distribution
within organs (by fluorescence microscopy), metabolic stability and their efficacy at
attenuating LPS-induced inflammatory reactions. Lastly, the most promising substances were
then tested in /n vivo models of inflammatory disease.

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

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

1 On the other hand, by coupling the electrophilic JAK warhead to a macrolide based
carrier scaffold, we were able to greatly increase /1 vivo stability, accumulation in
organ tissues and within immune cells and general anti-inflammatory potency. They
were effective in LPS based/n vivo models of acute inflammation and caused a
favorable shift in the cytokine response, increasing the ratio of IL -10 to TNFa in
plasma.

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

1.1 Proteinkinasen

Die Ubertragung von Phosphat auf Proteine zahlt zu einem der wichtigsten und
haufigsten Schritte bei der Ubertragung und Amplifizerung extrazellularer Signale in
den Zellkern. Bei dieser sogenannten Phosphorylierung wird der g-Phosphatrest eines
Nukleotids (meist ATP) auf eine spezifische OHGruppe des Substrats tGbertragen. Die
Reaktion wird durch Proteinkinasen katalysiert, die man i je nach phosphorylierter
Aminosaure 1 in Tyrosin- sowie Serin/Threoninkinasen unterteilt. Nach
Phosphorylierung des Substras &ndert sich dessen Konformation, es ist sozusagen
Aangeschaltetid und kann seinerseits seine af
Weg stellen Kinasen eine essentielle regulatorische Einheit flr die Zellen dar. Die
involvierten Signalwege sind in vielen Fallen quervernetzt und kénnen sich gegenseitig
verstarken bzw. hemmen. Durch die kaskadenartige Weitergabe des Signals kommt es
zudem zu dessen Verstarkung mit jeder Stufe. Der genaue Hergang und dessen
Auswirkungen sind dabei auch von der fur den Zelltyp spezifischen Expression der
beteiligten Kinasen und Transkriptionsfaktoren abhangig. Heutzutage stellen
Proteinkinasen, neben den GProtein gekoppelten Rezeptoren, eine der wichtigsten
Zielgruppen fur Arzneistoffe dar.'3

Es existieren verschiedene Mdglichkeiten zur Gegenregulation der Signalpfade, um
eine fur die Zelle sinnvolle Homoostase einzuhalten: So kann es, nach Bindung eines
Transkriptionsfaktors, durch Feedback Loops zu einer verminderten Expression der
beteiligten Kinasen oder bestimmter Substrate kommen. Eine andere Methode ist die
(induzierte) Bildung von Phosphatasen, welche die phosphorylierten Substrate durch
Abspaltung der tUbertragenen Phosphatgruppen wieder inaktivieren.® Auf weitere, fir

die Familie der Januskinasen spezifische Gegenspieler wird in Kapitell.4.3 naher
eingegangen.

Das menschliche Kinom umfasst 518 fur Proteinkinasen codierende Gene. Durch
alternatives Splicing liegt die Zahl an exprimierten Kinasen allerdings noch héher. Etwa
ein Zehntel dieser Kinasen wird auch als Pseudokinasen bezeichnet, da sie nur Uber
schwache oder gar keine katalytische Aktivitat verfiigen. Es handelt sich aber nicht
etwa um (mittlerweile funktionslose?) evolutiondre Relikte, sondern v.a. um

regulatorische Proteine, die wichtige physiologische Funktionen ausiiben#®
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Neben der bereits erwahnten Einteilung nach dem Substrat lassen sie sich zudem auch
auf Basis ihrer genetischen Gemeinsamkeiten (bzw. Sequenzhomologien der
katalytischen Domane) unterteilen. Man unterscheidet dabei zwischen sieben
Superfamilien typischer Proteinkinasen sowie der Familie der atypischen
Proteinkinasen:

{1 Tyrosin-Kinasen (TK)
1 Tyrosin-Kinase-like (TKL)

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

Proteinkinase A, Proteinkinase G und Proteinkinase C Familien (ACG)
Calcium/Calm odulin-dependent kinases (CAMK)
Homologues of yeast sterile 7, sterile 11 and sterile 20 kinases (STE)

Casein Kinase 1 Familie (CK1)

= =/ =4 -4 =4

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

Man unterteilt die Tyrosinkinasen ferner noch in Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK, z.B.
der EGFR oder PDGFR) und nichRezeptorTyrosinkinasen (nRTK, meist cytosolische
Kinasen, z.B. die Januskinasen oder p38 MAFKinasen).*6

Die RTKs sind membranstandig und verfigen sowohl lber eine (N-terminale)
extrazellulare, als auch (Gterminale) intrazellulare Doménen. Erstere ist Bindestelle
fur Signalmolekule, typischerweise Zytokine oder (Peptid-)Hormone. Auf cytosolischer
Seite befinden sich sowohl die Kinasedomane, diefur die katalytische Phosphorylierung
zustandig ist, als auch Domanen mit regulatorischen und unterstiitzenden Funktionen.
Eine transmembranare Helix verbindet beide Teile der RTKs und dient der Verankerung
in der Zellmembran.’

Die nRTKs verfiigen Uber keine eigene als Rezeptor agierende Doméane. Stattdessen
binden sie, meist auf cytosolischer Sedte, an zugehérige Rezeptoren ohne eigene
katalytische Aktivitat und geben deren Signale entsprechend weiter. Manche Kinasen
kénnen dabei an mehrere unterschiedliche Rezeptoren binden, deren jeweilige

Expression vom Zelltyp abhangt. Strukturell verfigen die nRTKs zusatzlich zu den
katalytischen und regulativen Domé&nen noch Uber eine weitere Domane, die die

Rezeptorbindung ermdglicht.?

1.2 Aufbau der Proteinkinasen

Die Proteinkinasen weisen generell hohe Ahnlichkeiten im allgemeinen Aufbau auf,
gerade innerhalb der jeweiligen Familien. Insbesondere Teile der katalytischen
Domane sind i. d. R. stark konserviert i dies ist nicht weiter verwunderlich, da zur

Ubertragung der Phosphatgruppe auf ein Substrat erst ATP (seltener GTP) gebunden
werden muss. Strukturelle Unterschiede zwischen den Kinasen existieren dennoch, sie
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sind u.a. fur die Differenzierung bzw. Bindung der jeweiligen Substrate von Bedeutung.
Auch regulatorisch agierende Domanen, z.B. die PseudokinaseDoménen der JAk
Familie (s. 1.3), kénnen ein weiteres Alleinstellungsmerkmal mancher Kinasen sein®?

N-lobe {

C-lobe {

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

Als Beispiel ist der Aufbau der JAK3 n Abbildung 1.1 dargestellt. Grob lasst diese

sich, wi e di e mei st en Ki nasen, i n zwe i

verhaltnismanRig groRere Gterminale lobe sowie der kleinere N-terminale lobe. Beide
sind Uber die flexible hinge region verbunden. Die fur die Phosphorylierung des
Substrats wichtige katalytische Tasche, in der auch ATP gebunden wird (Abbildung
1.2), befindet sich zwischen den lobes.1%!! Der C-lobe beinhaltet viele Elemente die
zur regulativen oder katalytischen Funktion beitragen. Die wichtigsten Motive sollen
nun in Kiirze zusammengefasst werden:

A
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Abbild ung 1.2: Bindemodus des natirlichen Substrats ATP in derATRBindungstasche der JAK3 Der Adenin-Ring
kommt in der Adenin-Region zum liegen und geht zwei Wasserstoffbriicken mit Aminoséuren der Hinge-Region
(blau) ein. Der Ribose-Rest wird in der hydrophilen Zuckertasche positioniert. In der Phosphatbindenden Region
wird der Triphosphat-Rest liber Wechselwirkungen mit zwei Mg?* -lonen und einem konservierten Lysin, K855 der
aC-Helix (grin), koordiniert. Das dem HRD-Motiv (rot) zugehdrige D949 dient bei der Phosphorylierung des
Substrats als Base und féangt das abgesaltene Proton des STAFTyrosins (orange) ab. Adaptiert nach Forster.*

Die sogenannte Mg?* -binding loop befindet sich auf der dem Solvens fernen Seite

der ATP-Bindetasche. Ihr wichtigstes Element ist das konservierte DFG-Motiv , dessen
Konformation sich in Abh2ngigkeit vooutZiust an
Konformation ist die aromatische Seitenkette des F968 in die ATR-Bindetasche hinein

orientiert. Dadurch ist die Bindung von ATP nicht mdglich, die Kinase ist inaktiv. Wird

die Kinase aktivierti,nift rZustt adnadg eegienn: dwarh rAeDnFdC
nun eher nach auRen verschoben wird, ragt nun der zu D967 zugehdérige Rest in die
Bindetasche hinein. Dies ermdglicht die Komplexierung eines Mdg*-lons, welches

seinerseits mit den b- und g-Phosphatresten von ATP wechselwirkt und sie an die

richtige Stelle platziert. Der im DFG-in Zustand verschobene Phenylrest ist nun

auRerdem in der Lage, die nétigen Wechselwirkungen zur Ausbildung der Rspine (s.u.)

einzugehen #1213

Die catalytic loop befindet sich unterhalb der ATP-Bindetasche. Ihr ebenfalls
hochkonserviertes HRDMotiv (H947, R948, D949) ist wichtig fir den
Phosphorylierungsschitt: Das abgespaltene Proton des zu phosphorylierenden
Tyrosin-Rests wird vom hier als Base agierenden Aspartat aufgenommen#!4 Die
Histidin-Seitenkette wiederum geht aromatische Wechselwirkungen mit der
PhenylalaninSeitenkette des DFGMotivs ein, was fir die Konformation der
Bindetasche bzw. die Ausbildung der R-spine (s.u.) von Bedeutung ist.13

Die activation loop  liegt, am Proteinstrang betrachtet, hinter dem DFG-Motiv. Sie ist
zwischen den verschiedenen Kinasen weniger konserviert. Ein gemeigsames Element
i st das Vor hande nMAsnosauren, di@im AkBvenZastandeder Kinase
phosphoryliert vorliegen. Bei der JAK3 sind dies die benachbarten Aminoséuren Y980
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und Y981. Werden diese phosphoryliert &ndert sich die Konformation der katalytischen

Domane insofern, dass sich die ATRBindetasche 6ffnet und die Bindung von ATP sowie

dem Substrat erlaubt. Stabilisiert wird dieser Zustand durch Wechselwirkungen von

pY981 zur basischen Seitenkette von K972 sc
zwischengeschaltetes Wassermolekil vermittelte) Wasserstoffbriicke von pr981 zu

R870.10.11

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

N-terminale Strukturelemente von Interesse sind u.a. die aC-Helix und die glycine

rich loop. Erstere andert ihre Konformation nach Aktivierung der Kinase (durch

Interaktion von p Tyr981 der activation loop mit R866 und R870)1° und nahert sich dem

Cl obe an, ei n AGisnfane deirc rardl est Awi r d. I n dies
einen in der Helix befindlichen hochkonservierten Glutamat-Rest eine Salzbriicke zu

einem (ebenfalls konservierten) Lysin (K855) aufgebaut. Dieses wird dadurch so
positioniert, dass seine Aminogruppe mit den a- und b-Phosphaten von ATP interagiert

und die Phosphatkette optimal fur die Phosphorylierungsreaktion koordiniert. Fur eine

katalytische Aktivitat sind sowohl die DFG-in (s.0.) als auch die aC-in Konformation

noétig, der DFG-in Zustand alleine ist noch nicht ausreichend.**

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

Auch der s Gaekeepeniit ee Ai n d e-termialen fobei Die dahinter
befindliche Tasche wird von ATP nicht adressiert und ist damit fir dessen Bindung
wenig bedeutsam. Da die relevante GatekeeperAminosaure aber weniger konserviert
ist, hat sie durchaus Relevanz fir die Entwicklung von Kinaseinhibitoren. Ist die
Seitenkette des Gatekeepers klein (z.B. Threonin beim EGFR), kann die Tasche von
Inhibitoren belegt werden, wodurch Selektivitat gegentber anderen Kinasen
gewonnen wird. Hier kann es aber auch i v.a. im onkologischen Bereichi zur Bildung
von Resistenzen kommen, indem die Gatekeeper-Aminosaure per Punktmutation durch
eine grof3ere ausgetauscht wird. Bei EGFRabhangigen Tumoren kommt es so z.B. nach
langerer Behandlung mit EGFRInhibitoren der ersten Generation zum Auftreten der
T790M-Mutante. Durch die nun groRere Seitenkette des Gatekeepers kann die
Bindetasche nicht mehr adressiert werden, die Positionierung der Inhibitoren wird
gestort und es kommt zu einem Verlust der Wirksamkeit.1617 Bei der JAK3 ist der
Gatekeeper das relativ sperrige M902.

Ein allen Khasen eigenes, aus Aminosauren beider lobes zusammengesetztes
Strukturel ement sind zwe hy drspnedhifio.b e Di erseeg u
existieren nur in der aktiven Konformation der Kinase durch spezifische
Wechselwirkungen von zueinander ausgerichteten AminosaureResten. Die erste, auch
Rspine (fe¢r Aregulatoryin) genannt, wird im &
aus je zwei hydrophoben Resten der N- und C-lobes. Es handelt sich im Falle der JAK3
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um das H947 des HRDMotivs, FO968 des DFGMotivs sowie L877 und Y886 aus
Abschnitten des N-lobes. Diese gehen jeweils in der genannten Reihenfolge
hydrophobe Wechselwirkungen miteinander ein und bilden gemeinsam ein Rickgrat,
dessen Existenz kritisch fur die katalytische Aktivitat der Kinase ist. Die Gspine (fur
Acatalyticid) wurde sp2ter entdeckt und
ausgebildet. Bei der JAK3 wird desen Adenin-Ring von V836, A853 und L956
umschlossen, was die beiden lobes einander naherbringt und die Kinase in eine
geschlossene Konformation versetzt, die die Phosphatibertragung auf das Substrat
begulnstigt. Beide spines sind mit einer ebenfalls hydrophoben, im C-lobe lokalisierten
F-Helix verbunden.412:13

1.3. Aufbau der Januskinasen

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

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

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

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

JH3 und JH4 befinden sich weiter in Richtung N-Terminus gelegen und bilden
zusammen die SH2like (Src Homologie 2 like) Domane. SH2 Domaren zeigen hohe
Affinitat zu Phosphotyrosinen und dienen tblicherweise (nicht bei den Januskinasen)
der Erkennung anderer Proteine oder Peptide, wie es z.B. auch beim
Transkriptionsfaktor STAT1 der Fall ist. Die genaue Funktion der SH2//ke Domane der
JAKsist aber noch nicht eindeutig geklart. 1020
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N-Terminal befinden sich JH5, JH6 und JH7, di e zusammen di e

radi xi n, moesi ni ( FERM) Dom2 ne bil den.

regulatorischen Einfluss auf die KinaseDomane, was bei FAK, einer weiteren
Tyrosinkinase, gezeigt wurde?! Sie dient auRerdem der Bindung an die cytosolisch
gelegenen Abschnitte der JAkabhangigen Rezeptoren?°

Tabelle 1 .1. Einteilung der JAKs in sieben JAK Homologie Doménen.

No. Bezeichnung Rolle

JH1 KinaseeDomane katalytisch aktiv

JH2 Pseudokinase regulatorisch

jgj SH2 Domaéne Erkennung von pTyr (?)

JH5

JH6 FERM Doméane Rezeptorbindung, regulatorisch
JH7

1.4 JAK: Biologische Funktionen und der JAK -STAT Signalweg

1.4.1 Rezeptorassoziation der JAKs

Die Januskinasen erftllen wichtige Funktionen fur Reifung, Wachstum, Differenzierung
und Uberleben bzw. Apoptose von Zellen, insbesondere bei der Erythropoese und bei
Zellen des Immunsystems. Dabei binden an die meisten Rezeptoren verschiedene JAKs
als Heterodimere oder itrimere, weswegen es lange Zeit schwer war, die Effekte
einzelner Isoenzyme zu identifizieren. Die Kombination der JAKs ist jeweils vom
Rezeptor abhéngig. Interessanterweise gibt es Anhaltspunkte fur eine hierarchische
Anordnung innerhalb der JAKs, bei denen je eine der Kinasen als Aktivator fur eine
andere dient, welche dann den eigentlichen Effektor darstellt und den Rezeptor
phosphoryliert. Gezeigt wurde dies z.B. beim IL-3 Rezeptor, der in JAKL/- Zellen noch
(geschwachte) IL-3  Signale weitergibt, wahrend bei JAK2/~ Zellen keine
entsprechende Antwort mehr festzustellen war. Auch fur die JAK1/JAK3Paarung
wurde ahnliches Verhalten beobachtet, in diesem Fall nahm JAK1 eine dominante Rolle
ein.9,22

Allein die JAK2 bildet auch Homodimere, die z.B. an die Rezeptoren fir EPO, TPO und
GM-CSF assoziiert sind. Hierbei handelt es sich um Wachstumsfaktoren, die jeweils fur
die Blutbildung, Pléttchenbildung und das Wachstum myeloischer Immunzellen von
Bedeutung sind. Eine andere Gruppe von Signalmolekilen sind die Interferone, deren
Rezeptoren meist von Dimeren aus JAK1/TYK2 (Typ | Interferone), bzw. fir INFgvon
JAK1/JAK2 (Typ Il Interferon) ge bunden werden. Die Interferone sind wichtig fur die
Bekampfung intrazellularer Erreger (z.B. Viren, Staphylokokken, Mykobakterien) und
haben entzindungsfordernde Eigenschaften. Die grof3te Gruppe der uber JAK

Abar
Di
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abhangige Rezeptoren signalisierenden Botenstofe stellen die Interleukine dar. Die

Signalpfade der Interleukine sind sehr heterogen und lassen sich keiner pradominanten
JAK-Kombination zuordnen. Interessant sind die common g chain Interleukine (IL -2,

IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 und IL-21), an deren Rezeptoren stets ein JAK1/JAK3
Heterodimer bindet. Eine Mutation der diesen Rezeptoren gemeineng chain fihrt zum

identischen Phanotyp wie ein Defekt der assoziierten JAK323:24

IFNa IL-6 IL-11 IL-3IL-5 IL-12 IL-2IL-4
IFNB IFNy IL-13 IL-27 GM-CSF IL-23 IL-7 IL-9
IL-10 IL-31 IL-35 EPO TPO IL-15 IL-21
Prolactin
TH1-, NK-Zellen
Intrazell. Erreger Intrazell. Erreger Akute-Phase-Proteine Bildung & Tumorbe_kénln'.!fung
promfanmatorisch | | proinammatorisch || PORenatonech | | Entwickngvon || tHzenkden

Abbildung 1. 3: Di- bzw. Trimere der Januskinasen, ihre zugehdrigen Rezeptoren und die wichtigsten
physiologischen Effekte der jeweiligen Signalwege. Die Signale der Interferone (IFNa, IFNb, IFNg) sowie des
antiinflammatorisch wirksamen IL-10 sind dabei von JAK1 sowie TYKZ2 oder JAKZ (IFly) abhéngig. Die JAK2 formt
als einzige Januskinase Homodimere und bindet an Rezeforen von Wachstumshormonen der Blutzellen (EPO, TPO,
GM-CSF...). Die JAK3 bindet nur an Rezeptoren der g Zytokine (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, IL-21) und formt

Heterodimere mit der JAK1. Die g Zytokine sind vor allem fiir Zellen der adaptiven Immunantwort relevant. 232

1.4.2 Signaltransduktion des JAK -STAT Wegs

Der JAKSTAT Signalweg @bbildung 1.4 ) ist im Vergleich zu den meisten anderen
Signalwegen von Kinasen deutlich kirzer und beinhaltet weniger Zwischenschritte.
Nach Bindung einesextrazellularen Botenstoffes an den zugehdérigen Rezeptor &ndert
dieser seine (intrazellulare) Konformation. Die an seine intrazellularen Domanen
assoziierten JAKs sind nun einander nah genug, um erst sich selbst und dann den
Rezeptor zu phosphorylieren. Van der Transphosphorylierung der JAKs wird
angenommen, dass diese strenggenommen nicht zu deren Aktivierung dient, wohl aber
zur Stabilisierung eben jener aktiven Konformation. An den aktivierten Kinase
Rezeptorkomplex k°nnen nun activaters oAtsansgriptianifi
(STAT) Proteine binden; die Erkennung erfolgt dabei Uber die SH2 Domanen. Die
Struktur der SH2 Domdanen einzelner STATs ist unterschiedlich genug, um die
spezifische Erkennung verschiedener phosphorylierter Motive zu ermogliche.®20.24.25
Es sind sieben verschiedene STATs bekannt (STAT-H, STAT5a, STAT5b, STAT6) die
an verschiedene Kombinationen aus Rezeptor und JAK binden kénnen. Im Falle der
JAK3abhangigen Rezeptoren binden entweder STAT3, STAT5a/b oder STAT6. Nach
Phosphorylierung der STATs dimerisieren diese, wobei sowohl Home als auch
Heterodimere moglich sind. Die Dimerisierung erfolgt Uber Erkennung des
Phosphotyrosins des jeweiligen Partnerproteins durch die eigene SH2Doméane und
umgekehrt. Ergebnisse anderer Forschungsgruppen lggen wiederum nahe, dass die
STATs auch schon vor ihrer Phosphorylierung als vorgeformte, inaktive Dimere

trans
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vorliegen.®2® Mithilfe von Importinen und Ran werden die STATs zum Zellkern
transportiert: Die Importine ermdglichen die Passage durch die den Zugang
kontrollierenden nuclear pore complexes. AnschlieRend disoziiert Ran die Importine
wieder von den STATSs ab, sodass diese an die entsprechenden Promotorregionen der
DNA binden und die Genexpression modulieren kénnen?’

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

Interleukin, Hormon, ...

*~

- @@ — @@ —> @9
L
@ B

i ﬂ |

STAT-Proteine Translokation E@'i importin,

Nucleus

Transkription @':
Genexpression =0

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

Abbildung 1. 4: Schematischer Ablauf des JAKSTAT Signalwegs. Nach Bindung eines Botenstoffes an der
extrazelluldren Andockstelle eines Rezeptors dndert dieser seine intrazelluldre Konformation. Auf cytosolischer Seite
am Rezeptor assoziierte JAKs bildemun Di- oder Trimere. Sie sind dadurch in ausreichender Ndhe um erst sich
gegenseitig und anschlielSend den Rezeptoran spezifischen Tyrosinrestenzu phosphorylieren. Nun binden STAT
Proteine an den KinaseRezeptorkomplex, werden phosphoryliert und dimerisieren ebenfalls. Die STAT-Dimere
wandern nun mithilfe von Importinen und Ran in den Zellkern, um dort ihre Funktion als Transkriptionsfaktoren
auszutiben.

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

Um die Aktivitat des JAK-STAT Wegs in physiologisch sinnvollemRahmen zu halten,
haben sich, zusatzlich zur intrinsischen Regulation durch die Pseudokinase,
verschiedene extrinsische Mittel der Gegenregulation entwickelt. Man teilt diese
negativ regulierenden Proteine in drei grol3e Gruppen ein:

Protein Tyrosin Phospha tasen (PTPs) deaktivieren Proteine des JAKSTAT Wegs,
indem sie die Tyrosinreste von STATs, JAKs oder den JAKabhangigen Rezeptoren
wieder dephosphorylieren.?®

Die Protein inhibitors of activated STATs (PIAS) werden konstitutiv exprimiert und

deaktivieren gezielt STAT Proteine durch Ubertragung von small ubiquitin-related
modifier (SUMO) auf sie. Dadurch werden Phosphorylierung und Translokation der
STATs verhindert, ebenso wie ihre Fahigkeit als Transkriptionsfaktoren zu wirken. Fur
die PIAS werden auch andere Mechanismen der Hemmung, z.B. direkte Interaktion
mit den STATS, diskutiert.30:3

Suppressors of cytokine signaling (SOCS konnen auf zwei Arten negativ

regulierend wirken: Uber ihre SH2 Doméane kénnen sie die Phosphotyrosine aktivierter
JAKs erkennen und direkt an diese binden, wodurch deren katalytische Aktivitat gestort

wird. Des Weiteren kénnen SOCS zur Bildung von UbiquitinLigase Komplexen
beitragen, die den Degradationsmarker Ubiquitin auf Proteine tGbertragen und so deren

Abbau herbeifthren. Die Expression der SOCS ist induzierbar und wird durch Binden
von STATs an den Nukleus gesteigert (z.B. fuhrt das STAT3vermittelte Signal von IL-

10 zu erhohter Bildung von SOCS1 urd SOCS3)3%? Die wichtige Rolle der SOCS zeigte
sich auch im Tiermodell: SOCS1 Defizienz durch Knockout fiihrte zu exzessiver IFN
gAntwort mit diversen entziindungsbedingten Gewebeschaden. Der gleiche Planotyp

resultierte ebenfalls, wenn Wildtyp-Tieren hohe Dosen an IFN-g verabreicht wurden.

Die Symptomatik lie3 sich in beiden Fallen durch Verabreichung von antilFN-g
Antikdrpern behandeln. Doppelter Knockout von sowohl fir SOCS1 als auch fir IFNg
codierenden Genen fuhrte zu lebensfahigen Tieren. Zusammengefasst ist eine
funktionierende Expression von SOCS1 essentiell dafur, die Immunantwort auf IFN-g
im physiologischen Rahmen zu halten32

Auf Ebere der STATs existiert noch eine weitere, vierte Moglichkeit der i positiven
oder negativen i Regulation durch gezielte Acetylierung bestimmter Lysin-
Seitenketten. Die Reaktion wird durch Histon-Acetyltransferasen katalysiert, die
hauptsachlich fur die Beeinflussung der Gentranskription durch Acetylierung der
Histone bekannt sind. Ihre biologischen Gegenspieler, die HistonDeacetylasen,
katalysieren die entsprechende Gegenreaktion und Uben so ebenfalls einen Einfluss
auf die STAT-Aktivitat aus. Die detaillierten Geschehnisse, wie auch die Identifizierung
der betroffenen Lysine, sind noch nicht vollstdndig aufgeklart und werden weiterhin
beforscht.34

1.4.4 Mit JAK -Mutationen assoziierte Erkrankunge n

Die Funktionen der verschiedenen Januskinasen erschliel3en sich auch aus den durch
JAK-Defekte entstehenden Krankheitsbildern. Ein kompletter Mangel an
funktionsfahiger JAK1 oder JAK2 ist in der Wildbahn nicht zu beobachten, und deren
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genetischer Knockout in Mausen fuhrt zu nicht lebensfahigen Tieren, die spatestens
innerhalb eines Tages nach der Geburt versterben. Insbesondere bei JAK2Knockouts
ist dies nicht weiter verbliffend, da diese eine obligatorische Rolle bei der Erythropoese
spielt. Spaterer, systemischer Knockout verursacht bei Versuchstieren Anamie,
Thrombozytopenie und Knochenmarksinsuffizienz mit eventueller Todesfolge. Bei
JAKL/~ Tieren wird als Todesursache gestorte Signaltransduktion des gp130
Rezeptors vermutet, was zu zahlreichen, insgesamt letalen Defekten flhrt.

JAK3 und TYK2 KnockoutMause sind dagegen sowohl lebens als auch
reproduktionsfahig, verfigen aber Uber eine geschwéachte Immunabwehr. Die JAK3
wird hauptséchlich von Lymphozyten exprimiert. Ein kompletter Knockout der JAK3
fuhrt zum SCID (severe combined immune deficiency) Phanotyp, der auch beim
Menschen beobachtet wurde. Es kommt zu einer schweren Beeintrachtigung der B,
T- und NK-Zellen und infolgedessen zu starker Infektanfalligkeit. Die B-Zellzahlen snd
bei dieser Variante der SCID normal, allerdings ist deren Funktion gestort; dagegen
kommt es zu einem absoluten Mangel an viablen T- und NK-Zellen. Ein weiterer
Gendefekt, der die common g-chain Zytokinrezeptoren (fur IL-2, IL-4, IL-7- IL-9, IL-
15 und IL-21) betrifft, flhrt zu einem identischen Phanotyp. Hier ist die Interaktion der
mutierten Rezeptoren mit der nachgeschalteten Kinase gestort. Aul3erhalb der
schwerwiegenden Immunschwache weisen SCIDPatienten Kkeine weiteren
Beeintrachtigungen auf. Aufgrund dieser Beobachtungen konnte die Bedeutung der
JAK3 flr das Signaling der commong-chain Zytokinrezeptoren erkannt werden. Zudem
wird hieraus die funktionelle Begrenzung der JAK3 auf Immunzellen deutlich. Der
Knockout von TYK2 erhoht vor allem die Anfélligkeit gegenuber intrazellularen Erregern
aufgrund einer Beeintrachtigung des Interferon -Signalings 2:3335

Beim Menschen kénnen Lossof-Function Mutationen der TYK2 Ursache fir das Hyper
IgE-Syndrom (auch als Hiob-Syndrom bekannt) sein, fur welches hohe Blutspiegel an
IgE Antikdrpern kennzeichnend sind. Das klinische Erscheinungsbild &ul3ert sich durch
Ekzeme, wiederkehrende StaphylokokkeniInfekte der Haut und Atemwege und
auffallige, anomale Gesichtsztige3®

Exzessive oder gar konstitutive Aktivitat der JAKs,z.B. durch aktivierende Mutationen,
fuhrt ebenfalls zu einer Reihe von Krankheitshildern, die von Autoimmunerkrankungen
zu proliferativen Erkrankungen und Malignitéaten reichen. Viele dieser Mutationen
betreffen Aminosauren der PseudokinaseDomane, was deren regulatorische Funktion
verdeutlicht.3’

Eine die JAK1 beteffende Gain-of-Function Mutation kann zu einem sich durch
Gedeihstorungen, Eosinophilie und diversen weiteren, mit Autoimmunitat assoziierten
Symptomen auszeichnenden Phanotyp flihren38

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

Gain-of-function Mutationen der JAK3 wurden in Verbindung mit Formen der
Leukédmie, insbesondere T und NK-Zell-Lymphomen, in Verbindung gebracht. Der
Einsatz selektiver JAK3Inhibitoren bei diesen Krebsarten ist Gegenstand aktueller
Forschung041

1.5 Die Katalyse -Tasche der JAK3

Die JAK3 grenzt sich durch mehrere Alleinstellungsmerkmale von den anderen Kinasen
der Familie ab. So ist ihre Expression fast ausschlie3lich auf (sowohl myeloische als
auch lymphatische, v.a. letztere) Immunzellen begrenzt, fi r welche sie eine essentielle
Rolle spielt®1° Sie bindet dort, stets als Heterodimer mit JAK1, an Rezeptoren der
common g chain Zytokine (s.0.). Die Paarung mit JAK1 macht die JAK3 zu einem
interessanten pharmakologischen Ziel: Es ist noch nicht hinreichend geklart, ob ihre

alleinige Inhibition zur Behandlung chronisch-entzundlicher Erkrankungen ausreicht,

oder ob Uber die (bei der Signalweitergabe dominante) JAK1 noch immer zu viele
Signale ins Zellinnere weitergeleitet werden.?? Teil dieser Arbeit war der /in vitro und in
vivo Vergleich selektiver JAK3 Inhibitoren mit Hemmestoffen, die andere oder sogar alle

JAKs potent inhibieren.

Auch in ihrer Proteinstruktur bestehen feine, aber fur die Entwicklung von
Hemmstoffen relevante Unterschiede zwischen der JAK3 und den anderen Mitgliedern
der JAK-Familie. Bevor auf die strukturellen Besonderheiten der JAK3 eingegangen
wird, soll an dieser Stelle zunachst die allgemeine Beschaffenheit der ATPBindetasche
erlautert werden. Abbil dung 1.5 zeigt die Einteilung der Bindetasche nach Traxler®
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Abbildung 1.5. Unterteilung der ATP-Bindetasche der JAK3 nach Traxler®> Rot beschriftet ist der Gatekeeper-
Rest von Met902, der den Zugang zur Hydrophoben Region I blockiert. Das der JAK3 eigene (7s909 befindet sich
nahe der Hydrophoben Region Il und ist blau gekennzeichnet Das natlirliche Substrat ATP wird in der Adenir-
Region (rdtlich), Ribose-Tasche (violett) und Phosphat-bindenden Region (blau) positioniert. Es bildet zwef
Wasserstoffbriicken zu Glu903 und Leu905 der HingeRegion aus. Adaptiert nach Michael Forster.

Die Adenin-Region ist hydrophober Natur und dem Rickgrat der hinge region
benachbart. Das natirliche Substrat ATP, dessen AdenirCore in dieser Region
positioniert wird, baut hier zwei Wasserstoffbriicken zur hinge auf. Ublicherweise
verfigen (in der ATP-Bi ndet asche bindende) Ki nbindirghe mmer
mot i f A, ndebenfalls tien Ausbildung von Wasserstoffbricken ermdéglicht.
Gegebenenfalls wird dabei noch eine dritte Wasserstoffbricke mit einem in der
Hydrophoben Region Il befindlichen Wassermolekil eingegangen, wie es z.B. bei

Tofacitinib der Fall ist (Kapitel 1.6.4). Die RiboseTasche (od€as AZetker s
hydrophiler beschaffen und beherbergt den Ribose-Rest des gebundenen Nukleotids.

Dahinter liegt die Phosphat-bindende Region, in der der Triphosphat-Rest zu liegen

kommt. Dieser wird durch die Seitenkette von L855 sowie durch ein (vom D967 des

DFG Motivs koordinierten) Mg?*-lon fir den Phosphorylierungsschritt positioniert. Die

Region ist solvensexponiert, was beim Wirkstoffdesign die Einbringung von Resten

ermoglicht, die der Optimierung von Loslichkeit oder Pharmakokinetik dienen. Aus dem

Schema wird schnell ersichtlich, dass nur drei der fiinf von Traxler definierten Regionen

von ATP adressiert werden. Die beiden verbliebenen hydrophoben Regionen sind aber

fur die Wirkstoffentwicklung von hohem Interesse.
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Der Zugang zur Hydrophoben Region | (HRI) wird durch den bereits unter Kapitel 1.2

beschriebenen Gatekeeper kontrolliert. Wie bereits erwéhnt, ermoglicht die

Adressierung der HRI bei Kinasen mit kleinen GatekeeperResten einen
Selektivitatsgewinn gegenuber jenen, bei denen die Seitenkette volumingser ausfallt.

Die HRII wird ebenfalls nicht von ATP belegt und ist, wie die Phosphat-bindende
Region, dem Losemittel zugewandt. Auch sie kann deswegen zur Optimierung diverser
Stoffeigenschaften genutzt werden.*%°

Insgesamt ist die Kinase-Domane zwischen den JAKs hochkonserviert wie bereits
erwahnt bestehen aber kleine Unterschiede zwischen den Isoenzymen, die zum
Selektivitatsgewinn genutzt werden kdnnen. Die der JAK3 ahnlichste Struktur hat die
JAK2, wahrend die Unterschiede zu JAK1 bzw. TYK2 vergleichsweise groRer ausfallen.
Allgemein bestehen deutlichere Unterschiede in den weniger konservierten nicht
katalytischen Domé&nen (SH2 bis SH7), was ggf. einen Einfluss auf die Zuganglichkeit
niedermolekularer Inhibitoren zu bestimmten Konformationen haben kann, ansonsten
aber eher fir die Entwicklung allosterischer Hemmstoffe von Interesse ist.4?

Das wohl wichtigste Alleinstellungsmerkmal der JAKS ist das in der ATPBindetasche
befindliche C909. Die anderen Vertreter der JAKs besitzen an aquivalenter Stelle ein
Serin*? Die Thiol-Seitenkette des Cysteins ist deutlich nukleophiler als Alkohole und
kann durch Einsatz elektrophiler Inhibitoren kovalent gebunden werden. Da das Thiol

auch vergleichsweise Aweicherfi nach dem HSAI

weiche Elektrophile wie MichaelAkzeptoren hierfiir.44

Ein weiterer subtiler Unterschied der JAK3 ist die Prdsenz eines Alanins an Position
966, nahe dem DFG-Motiv; bei den anderen JAKs liegt hier ein Glycin vor. Diskutiert
wird, dass im Falle der JAK1/2 und TYK2 im inaktiven Zustand ein Tyrosin der activation
loop in die ATP-Bindungstasche hineinragt und diese blockiert. Bei der JAK3 dagegen
wird durch den 1 sterisch etwas anspruchsvollereni Alaninrest die tyrosinhaltige Kette
gestort, wodurch die Bindetasche frei bleibt und ATP auch im inaktiven Zustand der
Kinase bereits gebunden werden kann!®

Eine vor kurzem erst beschriebene strukturelle Eigenheit der JAK3 ist die induzierbare
AArgTasaohefi, die durch CokrFMs384a (Khpites B71i) o n
entdeckt wurde und einzigartig fur die Stoffklasse der Cyanacrylamide zu sein scheint.
Das Niril des Inhibitors geht dort Wechselwirkungen mit R911 ein, w odurch sich die
Ausrichtung der Guanidin-Seitenkette drastisch veréndert. Diese bildet eine
Wasserstoffbriicke zum Nitril aus und es formiert sich eine neue Einbuchtung, in der
die Seitenkette des Warheads zu liegen kommt. Zu den anderen Seiten hin wird das
Nitril von D912 und R953 umschlossen. Die anderen JAKIsoenzyme verfigen in
diesem Teil der katalytischen Domane zwar Uber eine weitgehend ahnliche Sequenz,
nicht aber Uber das nukleophile C909. Im Gegensatz dazu existieren zwar weitere
nicht-JAK Kinasen mit einem Cystein in aquivalenter Position; ihnen fehlt aber das fur
die Ausbildung der Tasche nétige R911. Dieser doppelte Selektivitatsfilter tragt einen
wesentlichen Beitrag zur Selektivitat der Cyanacrylamide bei##°

der
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1.6 Kinase -Inhibitoren

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

Die diesbezliglichen Anforderungen an Kinasehemmer sind aber auch an das
Krankheitsbild gebunden: Zur - oft lebenslangen - Behandlung chronischer
Erkrankungen wird vor allem ein gutes Sicherheitsprofii mit minimalen

Nebenwirkungen gewtinscht, was Selektivitat zur Prioritat macht. Zur Behandlung von

Tumoren dagegen werden auch schwerere Nebenwirkungen in Kauf genommen, wenn
ausreichende Wirksamkeit bzw. Lebenszeitverlangerung gegeben sind; geringere
Selektivitat gegentber anderen Kinasen kann hier sogar von \brteil sein, da dies das

Auftreten von Escape-Phanomenen und die Resistenzbildung mindert. Zudem muss
eine Hemmung von off-Target Kinasen nicht zwingend dem Auftreten nicht

tolerierbarer Nebenwirkungen einhergehen, was sich u.a. an der guten Vertraglichkeit

von Stoffen wie Imatinib 46 und dem verwandten Dasatinib*’ zeigt.

1.6.1 Klassifizierung der  Kina seinhibitoren

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

Die sogenannten Typ | Inhibitoren binden die Kinase in der DFGin Konformation,
also im aktiven Zustand. Sie sind dabei ATRkompetitiv und &hneln strukturell oft dem
Adenin. Gemein ist ihnen die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zur Hinge Region,
doch auch weitere Regionen koénnen adressigt werden. Der Aufbau der ATP-
Bindetasche ist Uber das Kinom hinweg im Allgemeinen recht konserviert. Um
Selektivitat gegentber off-target Kinasen zu erzielen ist die Adressierung weniger
konstanter Elemente, z.B. der GatekeeperRegion, nétig. Typ | Inhibi toren stellen die
grofdte Gruppe der entwickelten Kinasehemmer dar.

Typ Il Inhibitoren bi nden di e i-oakiij ve&KonfA®F@ati on

W2 hr end di eser Konfor mati on i st dur ch de

Aspartatrests zusatzlich noch die hydrophobe Deep Pocket zuganglich, wodurch ein
Selektivitatsgewinn erzielbar ist. Der Bindemodus ist wie beim Typ | ATP-kompetitiv,
durch die niedrigere Affinitat der meisten inaktiven Kinasen zu ATP ist dieses aber
leichter verdréngbar. Ein gerade fir den onkologischen Bereich relevanter Nachteil der
Typ Il Inhibitoren ist die hohere Wahrscheinlichkeit zur Resistenzbildung: Mutationen
in der Deep Pocket fuhren im Gegensatz zu jenen in der ATRBindungstasche seltener
zum Funktionsverlust der Kinase. Es kann zur Etstehung einer noch immer katalytisch

d
n
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aktiven Mutante kommen, die nur schlecht vom bisher eingesetzten Inhibitor
gebunden wird.

Eine Zwischenform stellen Typ 1.5 Inhibitoren dar. Sie binden wie die Inhibitoren
des Typ | in der DFG-in Konformation, allerdings im inaktiven Zustand der Kinase. Im
Gegensatz zu Typ | Inhibitoren wird die vom Gatekeeper-Rest blockierte, hydrophobe
Back Pocket adressiert. Durch Interaktion mit einem Glutamat der aC-Helix wird ein
Konf or mat i oaGHeelcihxs eolu t(fid) er it katahytistrgereAktiyitatdicht
vereinbar ist.

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

Die Unterteilung wurde spater noch um Typ IV -VI erweitert: Dabei werden
allosterische Inhibitoren, die nicht nahe der ATP-Bindungstasche binden, zu den Typ
IV Inhibitoren  gezahlt (im Gegensatz zu den unmittelbar neben dieser Tasche
bindenden Typ Il Inhibitoren ). Auch sie stabilisieren dabei die inaktive Konformation
der Kinase. Typ V Inhibitoren  sind bivalenter Natur, oft mit einem fur den optimalen
Abstand sorgenden Spacer, und adressieren mehrere Regionen der Kinase gleichzeitig.
Sie kdnnen dabei entweder rein allosterisch binden, oder allosterisch mit dem einem,
ATRkompetitiv mit dem anderen Teil de s Liganden. Zu guter Letzt umfasst die Klasse
der Typ VI Inhibitoren grundsatzlich alle kovalent bindenden Substanzen,
ungeachtet der adressierten Region*6449 Auf diese soll im Folgenden noch
detaillierter eingegangen werden.

1.6.2 Kovalente Inhibitoren

Neben der Unterscheidung zwischen innerhalb und auB3erhalb der ATPBindetasche
bindenden Inhibitoren lasst sich noch eine Einteilung anhand des Bindemodus treffen:
Man spricht von reversibel bzw. nicht-kovalent, kovalent-irreversibel/ und kovalent-
reversibe/bindenden Inhibitoren.

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

Kovalent bindende Inhibitoren gehen i. d. R. zunachst ebenfalls reversible
Wechselwirkungen mit der Kinase ein. Sie bilden aber zuséatzlich feste Bindingen zu
ausreichend reaktiven (nukleophilen) Resten von Aminoséauren, z.B. der Thiolgruppe
des Cysteins, aus. Dadurch sind sie nur noch schwer durch ATP aus ihrer Bindung
verdrangbar und hemmen die Kinase langfristig, sodass diese zur Wiederaufnahme der
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Signaltransduktion erst wieder resynthetisiert werden muss.®° Ein Nachteil ist die
Maglichkeit der Reaktion mit Nukleophilen au3erhalb des Zielproteins.

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

Die fur die Ausbildung der kovalenten Bindung verantwortlichen (i. d. R. elektrophilen)

Organyle eines Inhibitors werd en gel 2ufig auch als AWar head
Kontext auch das gesamte Molekll. Es stehen verschiedene Elektrophile zur
Verfugung, die sich auch in ihrer Reaktivitat gegentber nukleophilen Aminosaureresten
unterscheiden. Mdégliche Warheads sind u.a. a- Halogencarbonyle, Epoxide und eine

Reihe a,b-ungesattigter Carbonylverbindungen wie Acrylester, Acrylamide,
Cyanacrylamide sowie Vinylsulfonamide®® Im Falle der a,b-ungeséattigten Carbonyle

geht das Nukleophil eine MichaelAddition mit dem ungesattigten b-Kohlenstoff ein:

Ungebunden Reversibel gebunden Kovalent gebunden
lKinas’ llnhibito' —_ X - [Kinase—lnhibitorl
Tverdréngt
ATP — —
o (0]

a,p unges. Ester/Amid  Cys

Abbildung 1.6: Verlauf der Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen Protein und Inhibitor. Zundchst wird
der Inhibitor durch nicht -kovalente Wechselwirkungen reversibel gebunden und konkurriert dabei mit ATP. Durch
nukleophilen Angriff am elektrophilen Warhead, hier durch das Thiol eines Cysteins, wird eine kovalente Bindung
zum Protein ausgebildet. Im kovalent gebundenen Zustand ist der Inhibi tor nicht mehr durch ATP verdrdngbar. Im

Falle kovalentreversibler Inhibiforen kann es aber gegebenenfalls zur Rlckreaktion kommen. Adaptiert nach
Forster?

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

Haufig wird Cystein als Nukleophil adressiet, da das Thiol ein gutes Nukleophil fur die
gangigen verwendeten Elektrophile darstellt. In der Regel ist die Bindung nach ihrer
Ausbildung unter zellularen Bedingungen nicht mehr reversibel.
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Bei der JAK3 handelt es sich um das bereits erwahnte Cys909. En weiterer Vorteil in
diesem speziellen Fall ist, dass sich an der aquivalenten Position bei den anderen
Isoenzymen der JAKFamilie ein (weniger nukleophiles) Serin befindet; jedoch gibt es
weitere Kinasen aul3erhalb der JAKFamilie, bei denen an vergleichbarer Position ein
Cystein vorkommt.*> Dementsprechend ist auch hier wiinschenswert, dass der
verwendete kovalente Inhibitor auch aufgrund anderer Strukturelemente mdglichst
selektiv und schon durch seinen reversiblen Bindemodus potent ist.

Bei den nicht-kovalent bindenden Inhibitoren liegt led iglich ein Gleichgewicht zwischen
zwei Zustanden, frei und reversibel gebunden, vor. Kovalent bindende Hemmstoffe
durchlaufen dagegen zwei Stufen, da dem Ausbilden der kovalenten Bindung ebenfalls
der reversibel gebundene Zustand vorgelagert ist (Abbildung 1.6 ). Anders gesagt ist,
wie auch bei den nicht-kovalent bindenden Inhibitoren, zunachst die Verdrangung von

ATP aus der Bindetasche notig. Ist dieser Schritt einmal erreicht, kann nun die Michael
Addition an das reaktive Cystein erfolgen. Nach kovalenter Bindung des Inhibitors ist
dieser nicht mehr durch ATP verdrangbar und bleibt, wie bereits erwéhnt,

Ublicherweise bis zum Abbau des Proteins gebunden.

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

Die kovalente Bindung bleibt aber i. d. R. erhalten, solange das Inhibitormolekul
durch seine Wechselwirkungen mit der ATRBindetasche auch anderweitig
ausreichend stabilisiert wird. Erst nach Verlust der Tertiarstruktur (z.B. Verdau durch
Proteasomen) wird der Hemmstoff wieder frei. 5152

0 N 2 H N
A ZN Michael-Addition Z
N N
Y\SH N | N
v \;

Abbildung 1.7: Darstellung der reversiblen MichaetAddition eines Thiols an den elektrophilen b-Kohlenstoff eines
Cyanacrylamids. Nach Ausbildung der kovalenten Bindung kann es durch Deprotonierung am CHaziden a-
Kohlenstoff zur Rlickreaktion (ber einen E;c,-Mechanismuskommen.
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Die postulierten Vorteile des kovalent-reversiblen Bindemodus sind u.a. eine
verlangerte Wirksamkeit der Stoffe nach Verabreichung, da die nach Abbau der Kinase

wi eder Aregeneriertenf Inhibitoren wieder er
Zudem ist anzunehmen, dass die Madoglichkeit zur Rickreaktion das Risiko der
Haptenisierung und allergisch bedingter Nebenwirkungen senkt, da bei off-target

Bindung auferhalb der ZielBindetasche das Ausmall stabilisierender
Wechselwirkungen deutlich geringer ist. 4

1.6.3 Zugelassene niedermolekulare JAK -Inhibitoren

Die Bedeutung der verschiedenen JAKSTAT Signalwege fur Zellwachstum, Reifung,
Uberleben und weitere zellulare Funktionen macht sie zu vielversprechenden Zielen
zur Behandlung einer Vielzahl von Krankheitsbildern. Die tUberwiegende Mehrheit
davon liegt im onkologischen oder immunologischen Bereich, was angesichts der den
JAKszugehdrigen Rezeptoren nicht tberraschend ist.

Die Therapie mit JAKKHemmern zielt darauf ab, die Aktivitat der JAKs nur in solch
einem Mal3e (reversibel) zu senken, wie es fiir den therapeutischen Erfolg notig ist.
Eine komplette Signalblockade ware unerwirnscht und wirde zu schwerwiegenden
Folgen, u.a. Blutbildveranderungen und Immundefizienz fihren. (s. 1.4) Ein Vorteil
der JAK-Inhibition gegenuber der Blockade eines spezifischen Zytokins durch
Biologicals ist die bessere Steuerbarkeit durch kiirzere biologsche Halbwertszeiten und
s c hnel |/eo fEffeldedn

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

Abbildung 1.8: Strukturen und Selektivitéten diverser von der EMA, FDA oder anderen Agenturen zugelassener
JAKHemmer.

Ruxolitinib  wurde als erster Stoff seiner Klasse 2012 in Europa zugelassen. Es hemmt
selektiv die JAK1 und JAK2 und wird zur Behandlung der Polycythemia Vera,
Myelofibrose, Graft-versus-Host-Reaktionen sowie topisch bei Atopischer Dermatitis
verwendet.5*5°
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Das ebenfalls JAK1/2selektive Baricitinib  wurde 2017 von der EMA als
Zweitlinientherapie fir Rheumatide Arthritis (RA) zugelassen (entweder als
Monotherapie oder in Kombination mit Methotrexat). Inzwischen erfolgte auch eine
Zulassung bei Atopischer Dermatitis. Sowohl Baricitinib als auch das strukturell eng
verwandte Ruxolitinib werden auch bei Patienten mit schweren COVID-19-Verlaufen,
die oft mit einem Zytokinsturm einhergehen, eingesetzt. 5657

Filgotinib  gehort zu den fir die JAK1 selektiven Vertretern der Substanzklasse, mit
ca. 30-fach geringerer Inhibition der JAK2. Es zeigte in klinischen Studien zur
Behandlung der RA gute Wirksamkeit und erhielt Ende 2020 in Europa und Japan die
Zulassung fur diesen Einsatbereich 58

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

Delgocitinib ist, &hnlich dem Tofacitinib, als pan-JAKInhibitor zu bezeichnen. Es wird
als Topikum gegen Atopische Dermatitis verwendet.®° Bisher erfolgte die Zulassung
erst in Japan.

1.6.4 Tofacitinib

Da Tofacitinib im Rahmen dieser Arbeit flir mehrere Experimente als
Vergleichssubstanz eingesetzt wurde soll nun naher darauf eingegangen werden.
Tofacitinib gehort zur ersten Generation der klinisch eingesetzten JAKInhibitoren und
wurde 2017 von der EMA flr die Behandlung von RA und PsoriasisArthritis zugelassen.
Spater wurde die Zulassung noch auf die Anwendung bei Colitis Ulcerosa erweitert.
Zunachst wurde der Stoff als selektiver Inhibitor der JAK3 beschrieben, stellte sich aber
inzwischen als pantJAK Inhibitor mit gewisser Praferenz fir JAK1 (1Go = 15 nM) und
JAK3 (IGo = 55 nM) heraus. Tofacitinib verflugt Gber gute Selektivitdt gegentber
Kinasen auBerhalb der JAKFamilie 8764 Aufgrund der geringen Wasserloslichkeit der
freien Base wird Tofacitinib Gblicherweise als Citratsalz verwendet.

Das Nebenwirkungsprofil von Tofacitinib lasst sich vor allem Uber seinen

Wirkmechanismus begrinden. Unter anderem sind Veranderungen des Blutbildes
typisch: Durch Inhibition der JAK2, die unter anderem am Signalling von GM-CSF,
Thrombopoietin und Erythropoetin beteiligt ist, kann es jew eils zu Neutropenie,

Thrombozytopenie und Andmie kommen. Die JAK1/3Blockade wiederum fihrt

potentiell zum Abfall der NK-Zellzahlen. Die hamatologischen Anderungen kénnen
sowohl transient als auch fur die Dauer der Behandlung auftreten.®® Aus der
Langzeitbeobachtung nach der Zulassung gingen zudem ein erhdéhtes Auftreten an
malignen Tumoren und kardiovaskularen Komplikationen hervor.%%' 68 Ersteres lasst
sich durch die Immunsuppression erklaren, da die Abtétung entarteter Zellen durch

zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen eingeschrankt wird. Die kardiovaskularen
Ereignisse sind schwerer einer einzelnen Ursache zuzuordnen; da diese aber auch bei
Baricitinib und Upadacitinib beobachtet wurden®:70 ist anzunehmen, dass die JAK%

Blockade eine Rolle spielt.
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Abbildun g 1.9 : Schematische Darstellung der Interaktionen von Tofacitinib mit der ATP-Bindetasche. Uber den
heteroaromatischen, ATP mimierenden Kern werden zwei HBriicken zur hinge region (liber Glu903, Leu905) sowie
eine weitere zu einem Wassermolekdl ausgebildet. Die RiboseTasche wird von der Pjperidin-Seitenkette ausgefiillt
und eine Methylgruppe belegt die JAK-Selektivitdtstasche (griin). Zuletzt wird der P-loop (orange) vom Nitril des
Cyanacetamids adressiert. Adaptiert nach Michael Foster.*

Tofacitinib ist den Typ-I Inhibitoren zuzuordnen. Sein Bindemodus in der ATR
Bindungstasche ist in Abbildung 1.9 dargestellt. Wie bei vielen niedermolekularen
Kinaseinhibitoren bildet das heteroaromatische Ruckgrat von Tofacitinib zwei
Wasserstoffbriicken zur Hinge-Region (zu E903 und L905) aus. Eine weitere
Wasserstoffbriicke geht vom N3 zu einem in der Hydrophoben Region Il befindlichen
Wassermolekil aus. Die in der Gegenrichtung befindliche - vom volumindsen
GatekeeperRest M902 blockierte - Hydrophobe Region | wird nicht adressiert. Die
Uber eine Aminogruppe mit dem Kern verbundene Piperidinyl-Seitenkette ist in der
Ribosetasche lokalisiert, wodurch das Nitril des Cyanacetamids mit dem PLoop in
Interaktion treten kann. Die Methylgruppe der Seitenkette sorgt zusatz lich noch fur
einen weiteren Selektivitatsgewinn gegenuber anderen Kinasefamilien: Die vier JAk
Kinasen verfiigen Uber eine kleine Vertiefung an dieser Stelle, welche anderweitig im
Kinom nicht vorzufinden ist. Eine Belegung erzielt Selektivitat gegentber nicht-JAK

Ki nasen, ni cht aber i n nSe lheakl thi Wietr?2 tFsatma 4 d lee i Dk

das 3R-, 4R-lIsomer von Tofacitinib adressiert werden, nicht von dessen anderen
Stereoisomeren?43.71
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Abbildung 1.10 : Struktur und JAK3Hemmkonstante des niedermolekularen JAK3Inhibitors FM-381 , der fiir die
in dieser Arbeit entwickelten Testverbindungen als Leit- und Referenzsubstanz diente

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

1.7.1 Bindemodus von FM  -381 in der JAK3

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

Uber einen Furyklinker wird der Michael-Akzeptor, ein Cyanoaciylamid, nahe dem Ziel-

Nukleophil Cys909 platziert. Die Nitri-Gruppe wechselwirkt mit R911 und R953,
wodurch die bereits erwahnte Arginin-Tasche zugénglich wird. Die eigens hierdurch
induzierte Tasche Aumschl i eCt A danerha¥iddr

JAK-Familien recht konserviert ist, nicht aber unter den restlichen Kinasen mit

aquivalent positionierten Cysteinen, fuihrt deren Adressierung zu einem weiteren

Selektivitatsgewinn gegentber nicht-JAK Kinasen. Tatsachlich kann hierdurch aber
selbst innerhalb der JAK-Familie an Selektivitat fir JAK3 gewonnen werden, wie durch

Tests verwandter Substanzen im Rahmen von Michael Forsters Arbeit gezeigt wurde.
Es wird postuliert, dass die Offnung und Besetzung der Arginin-Tasche einen positiven
Beitrag zur kovalenten Bindungsbildung zu C909 leistet, da die vorher ndétige

Positionierung bzw. Stabilisierung des Warheads verbessert wird.
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Abbildung 1.11: Schematische Darstellung des reversiblen Bindemodus/on FM-381 . Wie bei Tofacitinib werden
liber den heteroaromatischen Core zwei H-Briicken zur hinge region aufgebaut (Glu903, Leu905), sowie eine
weitere zu einem gebundenen Wassermolekiil. Uber Wechselwirkungen der Nitrilgruppe am Warhead mit Arg953
und Arg911 wird die Arginin-Tasche (orange) zugénglich. Adaptiert nach Michael Forster?

Der vermutete kovalente Bindemodus von FM-381 konnte rontgenkristallographisch
nicht nachgewiesen werden. Dies gelang jedoch fur eine strukturell eng verwandte
Substanz, die in Position 2 der CyclohexyiSeitenkette noch einen (die JAK
Selektivitatstasche besetzenden) Methylrest aufweist. Aufgrund der grof3en
strukturellen Ahnlichkeit wird davon ausgegangen, dass der kovalente bzw. kovalent-
reversible Bindemodus an Cys909 auch fur andere Vertreter dieser Substanzklasse
moglich ist.*

1.7.2 Aktivitat und Selektivitat

FM-381 verfligt Uber hohe /in vitro Potenz: Gegen die solierte JAK3 betragt die 1Cso
im ELISA 9+ 1 nM. Auch auf zellularer Ebene zeigt FM-381 beachtliche Aktivitat: Im
nanoBRETFAssay, der an anderer Stelle detaillierter beschrieben werden soll, betragt
die JAK3 EGo in HeLa Zellen 168 nM.2

In einem weiteren Testverfahren wurden zudem menschliche CD4" T-Zellen mit FM-
381 inkubiert, mit den JAK-abhangigen Zytokinen IL2, IL4, IL6 oder IFN -a stimuliert
und anschlief3end die Auswirkungen auf die STAFPhosphorylierung per Western-Blot
untersucht. Dabei wurde eine potente Inhibition der IL -2 bzw. IL-4 abh&ngigen
Signalwege, an deren zugehdrige Rezeptoren JAK1 und JAK3 assoziieren, festgestellt.
Gezeigt wurde hierbei auch, dass auch ein JAK3selektiver Hemmestoff in der Lage ist,
den JAK1/3-abhéngigen Signalweg ausreichend zu inhibieren?>72
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Die Selektivitdit von FM-381 wurde sowohl innerhalb der JAK-Familie in einem
radiometrischen Assay untersucht, als auch gegentiber dem Grol3teil des bekannten
Kinoms. In Ersterem zeigte die Substanz eine etwa 400-fach geringere Aktivitat gegen

JAK1 im Vergleich zu JAK3 und noch héherenAbfall der Potenz gegentber JAK2 und
TYK2. Da die JAK3 eine hthere ATPAffinitat aufweist als ihre Isoenzyme, wurde der

radiometrische Assay zusatzlich ein weiteres Mal bei einer erhdhten, den reellen
Bedingungen eher entsprechenden ATRKonzentration von 200 uM (statt 10 puM)

durchgefiihrt. Dies fuhrt (aufgrund der unterschiedlichen ATP-Affinitaten der JAKS)
Ublicherweise zu einer Veranderung der Selektivitaten. Auch unter diesen Bedingungen
wurde die Selektivitat gegentber den anderen Isozymen beibehalten und eine Uber
330-fache Selektivitat gegentiber JAK1 ermittelt.”?

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

Auf zellularer Ebene wurde die Selektivitat fir JAK3 Gber andere JAKs im bereits weiter
oben erwahnten CD4* T-Zell Assay gezeigt: Wahrend die JAK1/JAK3abhangigen

Phosphorylierungen von STAT5 bzw. STAT6 (Stimulus IE2 bzw. IL-4) schon mit

nanomolaren Konzentrationen unterbunden wurden, wurde dies bei STAT1 bzw.
STATS3 nicht beobachtet. Im Falle des STAT1BIots wurde mit IFNa stimuliert, dessen

Rezeptor das Signal Uber JAK1/TYK2 transduziert. Der Stimulus fir STAT3 war IL6,

welches tber JAK1, JAK2 und TYK2 ins Zellinnere signalisiert. Somit wurden hier durch
FM-381 zwar die JAK3 involvierenden Signalwege gehemmt, nicht aber die JAK3

unabhangigen.*

Die Stabilitat von FM-381 wurde bereits /n vitro sowohl in menschlichem Vollblut als
auch in murinen Lebermikrosomen (MLM) untersucht. Im Vollblut zeigte der Stoff eine
adaquate Stabilitat: Nach 3 h Inkubation konnten immer noch ca. 50 % der

unveranderten Substanz detektiert werden. Die Stabilitdt in MLM war geringfiigig
hoéher, nach 3 h waren noch ca. 58 % des eingesetzten FM-381 intakt. Die per MS
detektierten Massen der Metaboliten lieRen auf Desalkylierung der Amid-Substituenten
oder der Cyclohexylgruppe, Hydroxylieungen sowie Hydrolyse des Nitrils schlieBen?®

Aufgrund des exzellenten Selektivitatsprofils sowohl in enzymatischen als auch

zellularen Assays sowie hoher Potenz stelltFM-381 einen ausgezeichneten Stoff zur
Erforschung der biologischen Rolle der JAK3 dar. Er wurde in den Bestand des

Structural Genomics Consortium aufgenommen, einer Organisation zur Erforschung

noch nicht vollstéandig erfasster Signalwege und potentieller therapeutischer Targets.

Des Weiteren wurde FM-381 vom Chemi c al Pr eStaeP rPoobr diBa | al s
Hochstwertung - eingestuft. Die gute /n vitro Stabilitat lasst zudem darauf hoffen, dass

es sich nicht nur um ein hervorragendes /n vitro Werkzeug handelt, sondern dass der

Stoff auch fur /n vivo Wirksamkeitsstudien gut geeignet ist.

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

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

Unter diesen Gesichtspunkten wurde FM-381 als Leitsubstanz fir diese Arbeit
ausgewabhlt, mit dem Ziel seine /n vivo Eigenschaften zu erforschen und gegebenenfalls
durch Derivatisierung noch weiter zu optimieren. Durch die nachweislich
herausragende Selektivitat und /7 vitro Aktivitat eignet es sich zudem bestens als
Vergleichssubstanz fir alle darauf basierten neuen Stoffe.

1.8 Azithromycin

Azithromycin gehdrt zur Klasse der Makrolidantibiotika und wurde erstmals 1980 von
Pliva beschrieben. Die Sruktur mit der im Folgenden verwendeten Z&ahlweise ist in

Abbildung 1.12  abgebildet. Azithromycin verflgt Uber einen fiinfzehngliedrigen

Lacton-Ring, an den zwei Zucker glykosidisch gebunden sind: An Position 3 ein
CladinoseMolekdl, an Pacsition 5 ein Desosamin. Eine Besonderheit gegentber den
zuvor bekannten Makroliden ist die zwischen C9 und C10 eingeschobene
Aminofunktion. Diese stellt eine semisynthethische Verbesserung des saurelabilen
Vorgéangers Erythromycin dar, welches am C9 eine Keogruppe aufweist.

20\

Abbildung 1.12 : Struktur und Zdhiweise des Makrolid-Antibiotikums Azithromycin. Zwei Zuckerreste, Cladinose
und Desosamin, sind jewells dber die 3- bzw. 5-Position des Lactons glykosidisch verkniipft.
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Wie die anderen Vertreter seiner Klasse wirkt Azithromycin bakteriostatisch tber
Bindung an die 50S-Untereinheit bakterieller Ribosomen. Praziser ausgedriickt wird
ein ATunnelfi der Untereinheit durch das
der Proteinbiosynthese, da der Translokationsschritt verhindert wird. ”374 Die Bindung
an die Zielstruktur erfolgt durch Wechselwirkungen des Desosamin-Zuckers mit der

ri bosomal en RGrdppe blui eine BWasseGtefforickenbindung zum N1
von A2058 aus, der Stickstoff der an 360
wechselwirkt wiederum mit einem Wassermolekdl, das seinerseits eine
Wasseistoffbriicke zum primaren Amin von A2058 sowie zu einem proximalen
Phosphatrest von G2505 ausubt. Ein vor kurzem erschienener Bericht legt nahe, dass
ein Faktor fur bakterielle Resistenz gegentiber Makrolidantibiotika von der zweifachen
Methylierung der erwahnten Aminogruppe von A2058 herrihrt: Das nun tertiare

Amin kann nicht mehr als Donor fir H-Brucken fungieren, wodurch die Koordination
des Wassermolekiils gestort ist. Auch aus rein sterischen Griinden wird jenes
verdréangt, wodurch sowohl der Dimethylaminog ruppe des Desosamins als auch dem
G2505 zugehdrigen Phosphat der WasserstoffbriickeaDonor fehlt. 7>

Ein Nachteil des ersten entdeckten Makrolidantibiotikums, Erythromycin, ist dessen
Instabilitdt gegentber Magenséaure (Abbildun g 1.13 ). Unter aziden Bedingungen
kommt es zun&chst zur Ausbildung eine Halbacetals durch intramolekularen Angriff der
12-Hydroxygruppe an den Carbonylkohlenstoff. Durch eine weitere OH-Gruppe
(Position 6) wird dann unter Abspaltung von Wasser ein Acetal ausgebildet, das nicht
mehr ausreichend antibiotisch wirksame Anhydroerythromycin.”® Um diesen Vorgang
bei einer p.o. Behandlung zu vermeiden, sind magensaftresistente Schutzilme nétig,
die sich erst bei héherem pH, wie er distaler im Gl-Trakt vorliegt, langsam losen.
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HO OH OH
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N ‘. "O R N\ ~a ‘o 'IO R N\ Hzo
—_— —
(6) O
..\O --\O
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Erythromycin Erythromycin 9,12-hemiacetal Anhydroerythromycin

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

Durch chemische Modifikation des Makrolidringes kann diese Problematik auf andere
Art umgangen werden: So ist z.B. bei Clarithromycin (Abbildung 1.14 ) eine der an
der Acetalbildung beteiligten OH-Gruppen methyliert, was dem Molekll so eine
ausreichende Saurestabilitat fiir eine orale Gabe ohne speziellen Uberzug verleiht.

Ma k r

Posi
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Abbildung 1.14 : Erythromycin und zwei seiner weniger fiir Magensdure anfélligen Derivate, Clarithromycin und
Azithromycin. Bei Clarithromycin wird die problematische Acetalbildung durch Methylierung der 6-OH-Gruppe
verhindert, bei Azithromycin wurde die Ketogruppe entfernt und ein tertidres Am in in den Makrocyclus eingefiifirt.

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

1.Hy, RhonC
2. Formaldehyd,
Ameisensaure

Formaldehyd,
Ameisensaure

Schema 1.1.: Semisynthetische Herstellung von Azithromycin aus Erythromycin. Zundchst wird lber Einsatz von
Hyadroxylamin das Keton zum Oxim umgesetzt. Uber p-Tosylchlorid kommt es zu einer Variante der Beckmanrr
Umlagerung mit intramolekularem Ringschluss. Als letzte(r) Schritt(e) erfolgt die Reduktion der entstandenen
Funktion mit anschlieBender EschweilerClarke-Methylierung. Schema adaptiert nach Bakheit et al™

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

Ein weiterer Vorteil von Azithromycin gegentber Erythromycin ist dessen geringere
Affinitat zu hERG-Kanalen wodurch ein deutlich geringeres Risiko fur die
arzneibedingte Entstehung von Arrhythmien besteht. Dennoch besteht auch unter
Azithromycin-Behandlung eine gewisse Gefahr des Auftretens von Torsade-de-
Pointes Arthythmien, insbesondere bei Patienten die weitere QT-Intervall
verlangernde Wirkstoffe einnehmen oder andere Risikofaktoren aufweisen.’®7?

Die pharmakokinetischen Eigenschaften von Azithromycin, wie auch anderer
Makrolide, sind mittlerweile sowohl beim Menschen als auch in diversen Tierspezies
ausfuhrlich erforscht. Sie zeichnen sich durch eine gute orale Bioverfugbarkeit, lange
biologische Halbwertszeiten und eine starke Aufnahme in diverse Organe aus. Selbst
nach Einmalgabe sind noch nach mehreren Tagen hohe Konzentrationen in Leber,
Lunge, Nieren, Mandeln und Prostaa messbar. Bedingt durch die hohe Verteilung in
jene Gewebe sind die Plasmaspiegel vergleichsweise gering und fallen schneller ab.
Durch langsame Ruckverteilung von der Peripherie ins Plasma bleiben sie aber tGber
langere Zeit stabil, was wahrscheinlich einen Beitrag zum beobachteten
postantibiotischen Effekt leistet: Selbst nachdem die Plasmakonzentrationen die
minimale Hemmkonzentration unterschritten haben ist die Vermehrung der Erreger
noch fir einen betrachtlichen Zeitraum gestort. 89782 Die lange Verweildauer im Korper
wirkt sich auch gunstig auf die Compliance der Patienten aus, das Einnahmeregime
ist im Vergleich zu vielen anderen typischen Antibiotika recht simpel: Die tbliche
Dosis fur unkomplizierte Infekte im ambulanten Bereich betragt einmal taglich 500
mg Uber drei, in schwereren Verlaufen Gber sechs Tage.

Ein weiterer Vorteil fir die ambulante Anwendung ist das gegeniber den Vorgangern
verminderte Potential fur Wechselwirkungen. Azithromycin wird 7 im Gegensatz zu
Clarithromycin und Erythromycin i nicht (bzw. in klinisch nicht relevantem Mal3) von
CYP3A4 verstoffwechselt was das Risiko von Arzneimittelinteraktionen mindert.”®
Neben der antibiotischen Wirksamkeit wurden auch immunomodulatorische Effekte
fur Azithromycin festgestellt. Beispiele sind die Hemmung der Produktion bzw.
Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, TNFa und GM-CSF,
Verminderung des Abbausvon Autophagosomen und eine Stérung der STAT:
Phosphorylierung. Im Gegensatz dazu sind nach AzithromycinGabe erh6hte Spiegel
an IL-10 zu beobachten. Diese zuséatzlichen Effekte helfen u.a. im Kontext eines
Infekts dabei, die Gewebeschadigung durch eine tberschielfende Immunantwort zu
begrenzen, kdnnen aber auch bei anderen Krankheitsbildern von Nutzen sein:
Diskutiert wird z.B. der Einsatz bei chronisch-entztindlichen Erkrankungen, oder auch
bei schweren Verlaufen von COVID19, wo der vorliegende Zytokinstur m fur
Gerinnungsstérungen und Organschaden sorgen kanng3'85
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1.9 Makrolidbasierte Konjugatwirkstoffe

Die pharmakokinetischen Vorteile der Makrolide lassen sich durch chemische
Konjugation auch auf andere Pharmakophore ubertragen (Abbildung 1.15 ). So

wurden makrolidbasierte ACarrierfi bereits e
Warheads verknipft, sodass diese ihre Wirkung - bei gleichzeitiger Verbesserung des
PK-Profils - beibehielten. Von besonderem Nutzen ist diese Methode

verstandlicherweise fur antiinflammatorische Stoffe, da sich die Makrolide vor allem in
entziindeten Geweben anreichern (siehe auch Kapitel4.2.5). Durch die erwdhnten
immunomodulatorischen Eigenschaften der Makrolide ist zudem ein synergistischer
Effekt beider Bestandteile denkbar, gegeben dem Fall, dass pharmakologisch aktive
Metaboliten gebildet werden.85' 90

Cl

2

Modifikation Azithromycin, \\\1 4 -

Konjugatlon mit Wirkstoff

- In vivo Stabilitit/Verweilzeit |

- Distribution saure Kompartimente
- In vivo Wirksamkeit 4

- Antibiotizitét |

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

Abbildung 1.15: Schematische Darstellung der Konjugation von pharmakologisch aktiven Wirkstoffen an
makrolidbasierte Trdgergeriste und die postulierten Vorteile (erhéhte Stabilitdt und Verweilzeit in vivo,
Anreicherung in entziindetem, saurem Gewebe und dadurch insgesamt erhéhte antiinflammatorische Wirksamkeit)
am Beispiel von Diclofenac. Di e Ver bi ndungen -Pssitiondam Pdsesamin aarkalipft2ndrde n.
Detailliertere Beispiele sind in Kapitel 3.3 anhand der fiir diese Arbeit dargestellten Konjugate zu finden.

Eine antibiotische Wirkung der Konjugate durfte aus bereits diskutierten
mechanistischen Grunden nicht erwartet werden. Dies ist insofern auch erforderlich,
damit es nicht zur unerwlinschten Entstehung resistenter Bakterienstamme kommt,
insbesondere  bei der langerfristigen Behandlung chronischentzindlicher
Erkrankungen.

Als Nachteil des Konzepts ist anzumerken, dass nur bestimmte Pharmakophore dafir
zuganglich sind. Der sperrige Carrier darf die Bindung an das Zielprotein nicht
behindern. Dementsprechend kénnen nur fur die Wirkung unkritische Gruppen des
Warheads als Anknipfpunkt dienen, und selbst dann ist die Einfiihrung eines Spacers
ratsam. Das erhohte Molekulargewicht erschwert auch die Adressierung bestimmter
Gewebe, insbesondere die Passage durch die BluiHirn-Schranke. Zu guter Letzt ist die
Synthese der Konjugatwirkstoffe mit erh6htem praparativen Aufwand verbunden und
wirkt sich, aufgrund der zusatzlichen Reaktionsschritte, negativ auf die
Gesamtausbeute aus. Dieser Umstand lasst sich aber in gewissem MalRe wieder durch
konvergente Synthese mildern, indem das zu verknUpfende Pharmakophor und der
Carrier erst im letzten Schritt miteinander zur Reaktion gebracht werden.
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2 Aufgabenstellung

Der bereits beschriebene selektive JAK3 Inhibitor FM-381 st el | t ei n&
viloPr obei dar. Di e Ei gnmww ArdvenslungSwaiozii Begian
dieser Arbeit aber noch weitestgehend unbekannt und unerforscht. Vor allem war FM-
381 bisher noch nicht auf pharmakokinetische Parameter wie Plasmagabilitat,
Verteilung und Bioverfugbarkeit untersucht worden. Eslagen auch noch keine Daten
zur /n vivo Wirksamkeit vor.

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

9 Zum einen sollten die PK-Parameter von FM-381 und strukturell verwandten
Stoffen in Tiermodellen erfasst werden. Basierend auf den gewonnenen
Erkenntnissen sollten dann die Strukturen zum Erhalt von Ain vivo Probesfi
optimiert werden . Mit diesen sollte die bessere Erforschung der Rolle der JAK3
in diversen entzindlichen Prozessen und Kankheitsbildern ermdglicht werden.

1 Zum zweiten war es ebenfalls ein Ziel, einen oder mehrere Kandidaten flr den
Einsatz in praklinischen Krankheismodellen zu entwickeln. Dafir sollte zunéchst
die allgemeine antiinflammatorische Potenz /n vitro, spater in vivo, in LPS
basierten Entzindungsmodellen erfasst werden. Anhand der daraus erhaltenen
Daten sollten dann schlie3lich Kandidaten selektiert und in Tiermodellen
entzundlicher Erkrankungen (z.B. Colitis, Multiple Sklerose) getestet werden.

1 Und zum dritten bestand die Aufgabenstellung dieser Arbeit in der Etablierung
einer robusten Syntheseroute fur auf dem Makrolid-Antibiotikum Azithromycin
basierte Carrier-Scaffolds. Diese sollten durc Konjugation mit den elektrophilen
JAKWarheads zur Verbesserung von Wirkstoffaufnahme, -verteilung und
Plasmastabilitat beitragen und ggf. (nach metabolischer Abspaltung weitere
immunomodulatorische Effekte austben. Insbesondere sollte durch die
Konjugation auch die Anreicherung in Immunzellen gesteigert werden.
Letzteres sollte durch geeignete analytische Verfahren Gberpruft werden.

exzel
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Abbildun g 2.1 : Schematische Zusammenfassung des Entwicklungsprozesses von Derivaten des JAKBhibitors
FM-381 dle fir die in vivo Anwendung im prékiinischen Bereich optimiert werden sollten. Zum Erhalt der hohen
JAKZAKtivitdt und | Selektivitédt wurde das Grundgertist, insbesondere der Cys909 adressierende MichaelAkzeptor,
belassen. Durch Variation der Reste am Cyanoacrylamid bzw. am Imidazolsollten Derivate mit erhdhter biologischer

Stabifitédt und in vivo Wirksamkeit sowie auf bestimmte Anwendungsgebiete zugeschnittene Verteilungsmustern
erhalten werden.
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3 Chemischer Tell

3.1 Synthese der JAK3 -Inhibitoren vom Cyanacrylamid -Typ

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

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

Als Ausgangsstoff fur die Synthese der Testverbindungen diente 4Chloro-7-azaindol.
Der AzaindolKern ist fur die Wechselwirkung zur Hinge-Region essentiell und geht
Uber die beiden Stickstoffe Wasserstoffbriicken zu deren Seitenketten ein. Wahrend
der Chlorsubstituent in frGheren Arbeiten noch in einer zweistufigen Synthese
(ausgehend von 7-Azaindol) selbst eingefihrt werden musste, ist 4-Chloro-7-azaindol
mittle rweile zu akzeptablen Preisen kommerziell erhéltlich.

Davon ausgehend wurde das wichtige Intermediat 4-Chlor-5-nitro-1-tosyl-1+-
pyrrolo[2,3-H)pyridin (2) synthetisiert (Schema 3.1), an dem dann in Folgeschritten
Uber SNar-Reaktionen die Seitenketten fur die JAK-Selektivitdtstasche eingefihrt
werden sollten.

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

Schem a 3.1: Synthese von 4-Chlor-5-nitro-1-tosyl-1H-pyrrolo/2,3 -bjpyridin (2). (a) NaH, pTosylchlorid, THF, 0 °C
A rt(92 %); (b) MesN-NOs. TFAA, DCM, 05 °C (72 %).

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

Die Nitrierung des nun geschuitzten Heteroaromaten zu 2 erfolgte nun im Zuge einer
SEa-Reaktion. Durch den erwahnten Elektronenzug der Schutzgruppe ist die Aktivitat
des aromatischen Systems diesem Reaktionstyp gegeniber herabgesetzt, was hier
allerdings erwinscht ist, da so auch die Entstehung von Nebenprodukten reduziert
wird. Wie zuvor wurde auch hier mit trockenem Ld&semittel unter Schutzgas und
Kihlung gearbeitet. Die Nitrierung erfolgte Uber frisch /n situ gebildetes
Trifluoracetylnitrat, das durch langsame und portionsweise Zugabe von TFAA zum mit
Tetramethylammoniumnitrat beschickten Ansatz zugegeben wurde?®® Nach
vollstéandiger Zugabe der TFAA (ber ca. 8 h wurde i. d. R. Uber Nacht gerthrt. Dabei
wurde am Folgetag oft ein Stoppen der Reaktion beobachtet und noch substantielle
Mengen des Edukts 1 detektiert. Ein mdglicher Grund hierfir kdnnte die ge ringe
Stabilitat des Trifluoracetylnitrats bei Raumtemperatur sein. Gleichzeitig verlauft die
Reaktion unter Kiihlung allerdings recht langsam. Um die Ausbeute zu erh6hen wurde
deswegen Ublicherweise nach Stocken der Reaktion unter erneuter Kiihlung weiteres
TFAA zugegeben, bis kein Edukt mehr detektierbar war. Nach unkomplizierter
Aufarbeitung durch Waschen der organischen Phase, Suspension in eiskaltem MeOH
und nachfolgender Filtration konnten auf diese Art saubere Produkte mit noch
zufriedenstellenden Aushkeuten von ca. 70 % erhalten werden.

3.1.2 SNar zur Einfuhrung der Seitenkette, Reduktion zum vicinalen Diamin

Nach der Herstellung des Schlusselintermediats2 verzweigte sich der Synthesepfad
durch Einfuihren der jeweiligen Seitenketten fur die JAK-Selektivitatstasche. Wie bereits
erwahnt ist das aromatische System gegeniber nukleophilen Substitutionsreaktionen
aufgrund der elektronenziehenden Substituenten aktiviert. Die Reaktion gelang mit
einer Vielzahl an Aminen (Schema 3.2), selbst mit (dem aromatischen, weniger
nukleophilen) Anilin unter Einsatz einer Hilfsbase und Refluxbedingungen. Die
Darstellung der nicht kommerziell erhaltlichen Amino-Bausteine ist in Kapitel 3.4

beschrieben.
e \(O \(@ \(Ol/
R 3a (1) / 4a () 3b (1) / 4b (1) 3c (1) / 4c(l)
cl HN 2 .
O2N X a R X E
oy = 0D A
e P& AV,
, Ts - ‘NOTS 3d()/ad () 3e(I)/ de (II) 3¢ (1) / 4F (1)
. 1~ 2
IR, = NHy <] ble @ @
3g()/4g ()  3h(1)/4h ()

Schema 3.2: Einfiihrung der Seitenketten fiir die JAK-Selektivitédtstasche und Reduktion zum vicinalen Diamin. (a)
EBN, entsprechendes Amin, iPrOH, reflux (80 - 95 %), (b) H 5, Pd/C oder Pt/C, MeOH/EtOAc oder EtOAc, 60 °C
oder rt (78 % - quant.); (c) Na »S5:0s, EtOH/H-0, rt (98 %).
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Als Basenkomponente diente Triethylamin, welches aufgrund seiner sterisch
anspruchsvollen Struktur selbst nicht als Nukleophil reagiert. Die Menge der
eingesetzten Hilfsbase wurde an das jeweilige eingefiihrte Amin angepasst; im Falle
von Hydrochloriden wurde dementsprechend ein weiteres Aquivalent EtsN zugegeben,
damit das Amin als reaktivere, freie Base vorlag.

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

Die Aufreinigung der Rohprodukte gelang elegant durch Fallung mit NHs+Clhaltiger
wassriger Losung und nachfolgender Filtration. Die schlecht wasserldslichen
Substitutionsprodukte fielen i. d. R. nahezu quantitativ als feine, intensiv gefarbte
Nadeln oder Plattchen von hoher Reinheit aus. Nur in wenigen Fallen waren noch
weitere Reinigungsschritte wie z.B. Flash-Chromatographie noétig. Mitunter fiel das
Produkt auch schon wahrend der Reaktion im heil3en iPrOH aus (z.B. bei der Reaktion
mit Cyclopropylmethylamin), was zum Stillstand des Ruhrfisches fihren konnte, sich
aber durch Zugabe weiteren Lésemittels beheben liel3.

Vor der Cyclisierungsreaktion zum Imidazol war es noch nétig, die aromatische
Nitrogruppe zum Amin zu reduzieren. Hier bot sich die katalytische Hydrierung mit
Wasserstoff an, da diese tblicherweise mit hohen, bis zu quantitativen, Ausbeuten und
geringem Auftreten unerwiinschter Nebenprodukte gelingt. Zudem ist die Aufreinigung

der Produkte einfach, nach Filtration des Katalysators lassen sich diese durch
Verdampfen des Losemittels in hoher Reinheit gewinnen. Im Gegensatz zur in vorigen
Arbeiten beschriebenen Synthese stand kein Druckreaktor zur Verfiigung, weswegen
auf einen alternativen Aufbau ausgewichen wurde. Das Reaktionsgefal? wurde tber
eine Waschflasche mit einer Wassersaule verbumen, wodurch ein milder Uberdruck
erzeugt und ein Reservoir fur den aufgezogenen Wasserstoff geboten wurde. Uber den
Pegel des Meniskus konnte zudem das Fortschreiten der Reaktion abgeschatzt weden.

Die griindliche Sattigung des Aufbaus mit Argon sowie der gelinde Uberdruck waren
ausreichend, um Luftsauerstoff auszuschliel3en.

Bis auf den Druck wurden vorerst die von Michael Forster beschriebenen Bedingungen
(60 °C, Lésung in MeOH und EtOAc, Vervendung von Palladium auf Kohle als
Katalysator) ibernommen. Diese fuihrten aber unter dem vglw. geringeren Druck zu

langen Reaktionszeiten von 59 Tagen, was zu unerwiinschten Verzogerungen in der
Synthese flihrte.

Alternativ wurde der Palladiumkatalysator durch Platin auf Kohle ersetzt und das
Methanol-haltige Losemittelgemisch durch reinen EtOAc (was auch Bedenken bzgl. der
Entflammbarkeit von Methanol in Kontakt mit dem Katalysator behob). Die Hydrierung

erfolgte auf diese Art schon innerhalb eines, gegebenenfalls zwei Tagen und bei
Raumtemperatur. Die hoheren Kosten des verwendeten Platinkatalysators wurden
wieder dadurch ausgeglichen, dass vergleichsweise geringere Aquivalentmengen zur
zugigen Umsetzung bendtigt wurden.



36 3 Chemischer Teil

Die erhaltenen Reduktionsprodukte sind nicht lange lagerstabil, was schon in vorigen
Arbeiten berichtet wurde. 2 Dies machte sich insbesondere an der offenen Luft schon
nach relativ kurzer Zeit durch Verfarbungen bemerkbar. Es ist deshalb sinnvoll, die
Produkte mdglichst zligig weiter zu verarbeiten oder, wenn nétig, unter Schutzgas und
bei -20 °C zu lagern.

3.1.3 Alternative Reduktionsmethode (c) mit Natriumdithionit

Im Zuge der Entwicklung der phenylsubstituierten Verbindungen wurde eine weitere
Methode zur Reduktion der Nitrogruppe erprobt. Die Reaktion mit Na>$04 in
ethanolisch-wassriger Losung (Schema 3.2, c) erfolgte bereits bei Raumtemperatur,
liel3 sich aber durch Erwarmen auf ca. 70 °C beschleunigen, ohne dass dabei
Nebenprodukte oder Zersetzung aufgefallen waren. Die Aufarbeitung gelang durch
Entfernung des EtOH unter reduziertem Druck und Extraktion der wassrigen Phase mit
DCM. Problematisch war die schlechte Trennbarkeitbeider Phasen, die eine lange
Standzeit erforderte. Dennoch fuhrte die Methode zu nahezu quantitativen Ausbeuten
und eignet sich somit als Alternative zur katalytischen Hydrierung. Von Vorteil ist auch
der dadurch ermoglichte Verzicht auf das i potentiell explosivei Wasserstoffgas.

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

Fur den Spacer zwischen HingeBindungsmotiv und dem elektrophilen Warhead wurde
ein Furylrest eingefuhrt, da sich dieser bereits als ausgezeichnet geeignet fur diese
Strukturklasse erwiesen hatte.*’? Zu diesem Zwecke wurde der Spacer Uber 5
Hydroxymethylfurfural eingefiigt, um mithilfe eines Oxidations mittels mit den zuvor
dargestellten vicinalen Diaminen einen Ringschluss zum Imidazol einzugehen?*
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Ro~ = 5a (ll) 5b (Ill) 5c (Il
/ 6a (IV) 6b(IV)  6c(IV)
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Schema 3.3: Ringschlussreaktion zum 2-substituierten Imidazol, Oxidation am furylischen Alkohol und
Entschiitzung. (a) 5-hydroxymethylfurfural, KHSOs, DMF/H,O, rt (42-85 %), (b) DMP, DCM, 0 °C A rt (70-90 %),
(c) KOH, MeOH, rt (28-88 %),

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

Bei der Reaktion mit dem N-methylpiperidin substituierten 5c¢ entstand zunachst nicht
das erwiinschte Produk, sondern dessen N-Oxid, wie anhand der Masse und der hohen
Polaritat des Stoffes festgestellt wurde. Dieses lie3 sich durch Titration mit TiCls-
Losung wieder reduzieren und das Produkt5c nach Alkalisierung der Losung organisch
extrahieren. Aufgrund von Nebenreaktionen und des erhéhten Aufwands bei der
Aufarbeitung mussten dadurch jedoch Verluste bei der Ausbeute in Kauf genommen
werden.

Die anschlieRende Oxidation des primaren Alkohols zum Aldehyd war ein nétiger
Funktionalisierungsschritt, um spater die KnoevenagelKondensation zu den fertigen
Testsubstanzen zu erméglichen. Als Oxidationsmittel diente DessMartin-Periodinan,
welches Alkohole selektiv und schon bei Raumtemperatur zu Aldehyden bzw. Ketonen
umsetzt.®® Die Selektivitat fur Alkohole war insbesondere im Falle des Amino
substituierten Edukts 5¢ von Vorteil, um eine (erneute) Oxidation des Seitenketten -
Stickstoffs zu vermeiden.
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Die Dess-Martin-Oxidation wurde nach den von Forster beschriebenen Methoden ohne
weitere Anderungen durchgefuihrt und verlief stets unproblematisch und mit guten

Ausbeuten. Die in seiner Arbeit erwdhnten Probleme bei der extraktiven Aufarbeitung
groRerer Ansatze wurden nicht beobachtet.*"2

Dennoch wurde eine alternative Aufreinigungsmethode erprobt, unter anderem auch

im Falle chromatographisch schwer trennbarer Ansétze: Das aldehydische Rohprodukt
wird in Toluol geldst und mit frischer, gesattigter Natriumbisulfit -Losung versetzt. Es
kommt zur Bildung einer a-Hydroxysulfonsaure, die in unpolaren Medien ausfallt und
durch Filtration gewonnen werden kann. Die Rickreaktion zum gewinschten Aldehyd
erfolgt unter basischen Bedingungen, z.B. in heil3er Natriumcarbonat-L6sung, die mit

Toluol Gberschichtet wird. Das Produkt kann so aus der organischen Phase in hoher
Reinheit wiedergewonnen werden.

Die TosylSchutzgruppe wurde nun in methanolischer Kalilauge wieder entfernt. Die
Entschitzung unter basischen Bedingungen sollte aufgrund des vorliegenden Adehyds
unter Ausschluss von- gréf3eren Mengen an- Wasser durchgefuhrt werden, da dieser
sonst Nebenreaktionen, z.B. eine Disproportionierung nach Cannizzaro eingeht und
das Produkt verloren wird.

Die extraktive Aufarbeitung wurde haufig durch sich an den Phasengrenzen
anlagernde, schwerlosliche Nebenprodukte erschwert, welche sich aber durch
Filtration weitestgehend entfernen lieRen. Weitere Komplikationen ergaben sich bei
der Entschiitzung des Methylcylopropansubstituierten 6d: Die Seitenkette erwies sich
als labil gegeniuber den Reaktionsbedingungen, es entstand ein schwerl6sliches,
intensiv rot gefarbtes Nebenprodukt welches nicht naher identifiziert wurde. Die
Ausbeuten fielen dementsprechend gering aus. Auch unter Verwendung anderer Basen
(C=CGs, K2CGs, Anilin, Piperidin, 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan, 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en, 1,8-Bis(N, A(dimethylamino)naphthalin) kam es nicht
oder nur in geringem MalRe =zur gewlnschten Umsetzung. Alternative
Entschitzungsmethoden, z.B. die Verwendung feiner i gegebenenfalls zuvor mit
Dibromethan aktivierter i Magnesiumspane und Ultraschall waren ebenfalls ohne
Erfolg. Hier kam es zwar zur erwinschten Abspaltung der Schutzgruppe, allerdings
zeitgleich auch zur Reduktion des Aldehyds bzw. anderer Gruppen, wie anhad
massenspektrometischer Kontrollen festgestellt wurde.

3.1.5 Knoevenagel -Kondensation zu Cyanacrylamiden

Der Ublicherweise letzte Schritt zum Erhalt der Testverbindungen war die Knoevenaget
Kondensation der Aldehyde zu Cyanacrylamiden §chema 3.4 ). Als Edukte dienten
hierbei diverse Cyanacetamide, deren Synthesei falls nicht kommerziell erhaltlich T in
nachfolgenden Abschnitten (Kapitel 3.2) behandelt wird. Cyanacetamide weisen am
CHaziden a-Kohlenstoff einen pka von ungefahr 8-13 auf, dementsprechend ist die
Zugabe katalytischer Mengen Piperidin ausreichend fir eine saubere und glatte
Umsetzung. Auch die voluminésen Makrolid Konjugate (Kapitel 3.3) reagierten unter
den gleichen Bedingungen problemlos. Die Ausbeuten fielen Uberwiegend
zufriedenstellend aus. I. d. R. war es moglich, das Produkt bereits durch Lagerung bei
T 20 °C oder sogar Raumtemperatur zu fallen und per Filtration sauber zu isolieren.
Wenn notig lieRen sich angefallene Verunreinigungen ansonsten chromatographisch
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gut entfernen. B ei ersterer Methode der Aufreinigung war es mitunter 1 beim Verdacht
auf unvollstandige Ausféallung - lohnenswert, das Filtrat einer Sdulenchromatographie
zu unterziehen, um die Ausbeute weiter zu steigern.

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

“ N “ N
NT N NT TN
V (7a-h) VI (8-49)

NN

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

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

Auch das CarbonsaureAnalogon zu FM-381, 48, wurde per Knoevenagel
Kondensation von 7a mit Cyanessigsaure mit akzeptabler Ausbeute (69 %) dargestellt.
Die Substanz diente primér als Referenz zur ldentifizierung von Metaboliten der
Cyclohexan-Reihe, zeigte selbst aber auch hohe Aktivitdt gegen die JAK3 (Kapitel4.1).

3.1.6 Reduktion des elektrophilen Warheads

Im Rahmen der Arbeit von Michael Forster wurden reduzierte Analoga einer Reihe von
Acrylamiden hergestellt, um die Rolle des elektrophilen Warheads né&her zu
untersuchen. Wahrend zwar ein Verlust an JAK3Aktivitat festgestellt wurde, wurde
dieser als nicht stark genug gewertet um einen kovalenten Bindemodus der
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ungesattigten Derivate zu bestatigen. Vermutet wird, dass erst durch die zusatzlichen
Interaktionen der in den Cyanacrylamiden vorhandenen Nitrilgruppe mit R911 und
R953 (wodurch die Arginin-Tasche zwganglich wird) eine ausreichende Stabilisierung
vorliegt, um eine kovalente Bindung zu C909 auszubilden72

Um dies naher zu beleuchten, wurde zun&chst ein reduziertes Analogon vonFM-38 1
synthetisiert. Dieses war auch aus pharmakokinetischen Aspekten interessant, da als
ein Grund fur die niedrige scheinbare Bioverfligbarkeit vieler der dargestellten
Testsubstanzen vermutet wurde, dass diese schon vor Aufnahme ins Plasma
unspezifische Reakionen mit Nukleophilen im Magen-Darm-Trakt eingehen kénnten.
Eine hohere orale Bioverfiigbarkeit des reduzierten Derivats ware ein Indiz hierfur.

Das Cyanacetamid50 war direkt aus FM-381 zuganglich (Schema 3.5). Von einer
katalytischen Hydrierung durch Palladium oder Platin auf Aktivkohle wurd e abgesehen,
da auf diese Weise wahrscheinlich auch die Nitrilgruppe mitreduziert werden wurde.

R = X =
FM-381
8 50 CH, CH,
9
N

10 —><— Keine Umsetzung H 0

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

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

Stattdessen wurde die Reduktion mithilfe von Natriumborhydrid durchgefuhrt. Das

durch NaBH, iibertragene Hydridion gilt nach HSABKonz ept al s Awe|

daher bereitwillig mit dem weichen elektrophilen Zentrum des Michael-Akzeptors. Die
Reaktion verlief schnell und ohne Komplikationen, andere funktionelle Gruppen wurden
unter den gewahlten Bedingungen nicht angegriffen. Nach simpler wassrig-
organischer Extraktion konnte das Produkt 50 in hoher Reinheit isoliert werden.

Die Reaktion wurde neben FM-381 auch mit den verwandten Stoffen 8-10
durchgefiihrt, um weitere Cyanacetamide in die geplanten Aktivitdtsassays und PK-
Studien aufnehmen zu konnen. Bei der Reduktion von 9 wurde die extraktive
Aufarbeitung durch die Prasenz eines Tensidartigen Nebenproduktes erschwert. MS-
Analyse ergab, dass wahrscheinlich diea-N-acyl-Esterfunktion teilweise zum Alkohol
reduziert wurde,®® was auch die vglw. niedrigen (ansonsten (blicherweise
guantitativen) Ausbeuten erklaren wiirde. Bei der versuchten Reduktion von10 konnte
sogar ausschlief3lich das vermutete alkoholische Nebenprodukt extrahiert werdenDie
Struktur der Verbindung konnte aber nicht vollstandig schliissig aufgeklart werden.
Das den anderen Testsubstanzen &hnliche Verhalten inin vitro Assays (z.B. dem LPS

chin

L
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Stimulus Experiment) spricht aber dafiir, dass es sich wahrscheinlich ebenfalls um
einen selektiven JAK3 Inhibitor handelt.

3.2 Synthese der Cyan acetamid -Bausteine zur Einfiihrung des
Michael - Akzeptors

Die Amid-Reste der dargestellten JAKInhibitoren sind zum Solvens-exponierten Teil
der katalytischen Doméne hin ausgerichtet und damit weniger entscheidend fir die
Aktivitat oder Selektivitat der Substanz.”? Dies erlaubt die Einfiihrung von Gruppen, die
vor allem der Optimierung der pharmak okinetischen Eigenschaften oder der Erh6hung
der Loslichkeit dienen.

Die fur den letzten Reaktionsschritt benoétigten Cyanacetamide (Abbildung 3.1)
wurden zum Teil selbst synthetisiert, da nicht alle kommerziell verfiigbar waren.

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

kommerziell verfiigbar

0 0 0 | 0 0 0
K\NJ\/CN (AN A on N~ AN /OW/\NJ\/CN Ay on
IS G | Fre o

54

C

53 55 56 57 Makrolid-Carrier

(s. 3.3)

synthetisiert

Abbildun g 3. 1: Ubersicht iiber die fiir die Knoevenagel-Reaktion eingesetzten Cyanacetamide. Struktur und
Synthese der an Makrolide gekoppelten Amide sind unter Kapitel 3.3 naher ausgefiihrt.

Die Synthese der diversen CyanacetamidBausteine ist in Schema 3.6 dargestellt.

Dabei wurde direkt von der Cyanessigsaure oder deren Estern ausgegangen. Die
Aminolyse mit Letzteren war dabei zu bevorzugen, da die Ester im Gegensatz zur freien
Saure ohne ANivierungsschritte bereits reaktiv genug waren. Zudem konnte durch

deren Vorliegen als Flissigkeit bei Raumtemperatur teilweise ohne Zugabe weiterer
Losemittel gearbeitet werden. Nur 57 wurde nach vorheriger Umsetzung der
Cyanessigsaure zum Saurechlorid ud darauffolgender Schotten-Baumann-ahnlicher
Reaktion dargestellt, da unter Verwendung der vorhandenen Ester keine Umsetzung
beobachtet worden war.

Generell verliefen die Reaktionen unter milden Bedingungen, einzig bei der Synthese
von 53 war tberhaupt das Zuftihren von Warme nétig. Zur Aufreinigung erwies es sich

in vielen Fallen (z.B. 54, 56, 57 ) als gunstig, das Rohprodukt wiederholt in

Diethylether zu suspendieren, fein zu dispergieren und die Etherphase vorsichtig zu
dekantieren. Dennoch war in der Regel eine Flash-Chromatographie der Rohprodukte
notig, um ausreichend saubere Produkte zu erhalten.
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Die in-ProzessAnalyse der Stoffe war in einigen Fallen problematisch: So war es z.B.
nicht immer moglich, die Produkte (insbesondere 57) anhand ihrer Molekularmasse zu
identifizieren. Dies wurde durch Probereaktionen umgangen, i. d. R. durch
KnoevenagelReaktionen der isolierten Stoffe mit Pyridincarboxaldehyd. Die dadurch
entstandenen Produkte waren gut massenspektrometrisch erfassbar und konnten so
indirekt die Identifikation der Cyanacetamide erméglichen.

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

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

57 53

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

o)
CH; (Y) oder b
CN 3
ROJ\/ CH,CHj3 (2) N\)

54
d (o
| 0 i
CN
| HO
56 55

Schema 3.6. Synthese verschiedener Cyanacetamide als Edukte zur KnoevenageKondensation. (a) Z,
Thiomorpholin, Natriumethoxid, EtOH, 70 °C (56 %), (b) Y, N-methylpiperazin, 0 °C A rt (71 %); ( ¢) Z, 4-
Hydroxypiperidin, Natriumethoxia, EtOH, rt (30 %), (d) Y, N, -thmebidethylendiamin, rt (80 %) ; (€) X,
Oxalylchlorid, Sarkosinmethylester, kat. DMF, EEN, DCM, 0 °CA rt (10 %).

3.3 Synthese von Azithromycin  -basierten Tragermolekllen

Aus bereits in der Einleitung erwéhnten Griinden wurden im Rahmen dieser Arbeit eine
Reihe von Makrolid-Carriern synthetisiert, die mit den pharmakologisch aktiven JAK3-
Inhibitor Warheads verknipft werden sollten. Ein zu erwartendes Problem ist ein
Aktivitatsverlust des Inhibitors, da die volumindsen Makrolidreste den korrekten Fit in

die ATP-Bindetasche erschweren. Gunstigerweise ist die beabsichtigte Bindestelle ftr
die Konjugation, der Amidrest des Warheads, zum Solvens hin orientiert.”? Durch
Einflhrung eines geeigneten, flexiblen Linkers sollte ein ausreichender Abstand
zwischen Carrier und Waihead geschaffen werden, um weiterhin hohe Aktivitat zu

gewabhrleisten (Abbildu ng 3. 2).
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Abbildun g 3.2: Konzeptueller Aufbau der MakrolidKonjugate. Uber einen an Position 26 am Desosamin
eingefiihrten Amino-Linker wird der JAK-Inhibitor Warhead (rechts) mit dem auf Azithromycin basierenden
Trdgermolekiil (links) verbunden. R = cyclisches Alkan, cyclisches Heteroalkan oder Benzol

Der generelle Aufbau sieht die Verbindung des AzithromycinGrundgerists Uber einen

ADi afii mk e rdid é wPosBidh der Cladinose mit dem Warhead vor. Bevorzugt

wurde dabei di e Ko nRositigra (ivasanneing DKd-Gr wp pee 2a0n 3 6
resul tieren wg¢r de)-Konjhgate sind @esStrukturides Azithrotngcim, 2 0

bei dem sich die OHGr u p p e -Caumd d@r @imethylamino-Re s t -& imefirkién,

weniger ahnlich. Dadurch wurde eine geringere (hier unerwiinschte) anti biotische

Aktivitat erhofft. Wie bereits in der Einleitung erwahnt werden Erythromycin und

Azithromycin durch Wechselwirkungen des DesosaminZuckers mit dem N1 von A2058

bzw. einem koordinierenden Wassermolekull gebunden’®> Durch Austausch der beiden
Gruppierungen f2l]l]lt mindestens eine di-eser W
C befindliche (tertidre) Aminogruppe keine Wasserstoffbriicke zum N1 aufbauen kann.

Eine antibiotische Aktivitat durfte aber aufgrund der eingesetzten volumindsen Reste

ohnehin kaum mehr vorhanden sein, da eine Bindung an die ribosomale Untereinheit

dadurch auf3erst unwahrscheinlich wird.

Es wurden Linker variabler Kettenlange synthetisiert, um den idealen Abstand von
Makrolid und War head zu er mit t-ArinogruppPpund Abst 2
dem Amid-Stickstoff des CyanacrylamidWarheads wurden zwischen 2 und 5 Atomen

gewahlt.

Als letzter Schritt vor der Verknipfung mit dem JAK3 Warhead wurde die distale

sekundare Aminogruppe des Linkers dann mit Cyanessigsaure oder einem geeigneten
ahnlichen Baustein zu Cyanacetamiden umgesetzt. Diese konnten dann analog zur
Synthese der nicht-konjugierten Inhibitor en in einer KnoevenagelKondensation zu den

Endprodukten umgesetzt werden.

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

Als Ausgangsmaterial fur die Synthesevon Azithromycin-basierten Carriern diente ein
Epoxid-Derivat von Az i t hr o my c i n ;desoxyeBadedimett®lémino-2 6 3 6
epoxyazithromycin (58, Abbildung 3.3). Dur ch Funkti onatunddi 80ung
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Position des DesosaminZuckers lassen sich hier eine Vielzahl an Resten durch
nukleophilen Angriff einfuhren, worauf spater noch detaillierter eingegangen wird. Das
Epoxid stellt somit einen bedeutsamen Grundstoff fur viele der im Rahmen dieser
Arbeit, aber auch in anderen Projekten synthetisierten Stoffe dar.

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

Abbildung 3. 3. Struktur des Schlisselintermediats 58, von dem ausgehend die Makrolidcarrier synthetisiert
wurden. Ausgehend von Azit hr omyc/i-nunwuR&litemnamddespsantthezim Epoxidn 2 0
umgeselzt, was die Einfiihrung neuer Gruppen ermdglicht.

Eine Methode zur Epoxidierung von Azithromycin ist bereits in einem Patent der Synovo
GmbH beschrieben. Der Reaktionsmechanismus ist nicht belegt, spekuliert wird aber
ei ne Al kyl i ePositiondgefiadechen Bimethgl@&mino-Gruppierung und deren

darauffol gende Ver dr 2 ngu n-Grupgefs DiehAustieuten figled in Oad

Regel recht gering aus. Da sowohl Azithromycin als auch die verwendeten
Epoxidbildner auch in gré3eren Mengen verhaltnismaRig gunstig erhaltlich sind, konnte
dieser Umstand durch groRe Reaktionsansatzei Ublicherweise ca. 20 g - gut

ausgeglichen werden. Zudem wurde, auch wenn die genaueren Ablaufe des
Reaktionsmechanismus nicht nachvollziehbar sind, auf verschiedene Art versucht die
Reaktion fur die routinemaRige Synthese zu optimieren. Da das im Patent verwendete
Epichlorhydrin als eindeutig krebserregend eingestuft wurde, wurde zunéchst versucht
einen geeigneten Ersatz zu finden. In einer Reihe von Vorversuchen wurden
verschiedene potentielle Reagenzien fir die Bildung des Epoxides getestet. Eingesetzt
wurden unter anderem Polyethylenglycoldiglycidylether,

¢ Glycidoxypropyltrimethoxysilan, Glycidyltrimethylammoniumchlorid und Glycidol

(siehe Abbildun g 3.4).
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Epichlorhydrin  Polyethylenglycoldiglycidylether y-Glycidoxypropyltrimethoxysilan  Glycidyltrimethylammoniumchlorid Glycidol

sehr glinstig teurer relativ glinstig teurer relativ glinstig

Siedepunkt 116 °C  nicht fliichtig Siedepunkt 120 °C nicht fliichtig Siedepunkt 167 °C

krebserregend krebserregend nicht krebserregend (?) Losemittel? wahrscheinlich krebserregend
krebserregend

Abbildung 3. 4. Potentielle in Frage kommende Reagenzien fiir die Epoxidierung von Azithromycinund ihre Vor-
und Nachteile.

Die Vorversuche zeigten verschiedene Grade der Umsetzung zum Zielprodukt nach
einer festgelegten Zeit: Bei Glycidyltrimethylammoniumchlorid wurde keine Umsetzung

zum Abbruchzeitpunkt festgestellt. Im Falle von gGlycidoxypropyltrimethoxysilan kam

es nur zu einer geringen Umsetzung zum Produkt und es entstanden in wesentlich

héherem Ausmal3e Nebenprodukte. Der Polyethylenglycoldiglycidylether fihrte zwar
zu einer sauberen Umsetzung, jedoch deutlich langsamer als es beim Glycidolder Fall

war.

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

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

Generell lief die Reaktion wie folgt ab: Azithromycin wurde in einen Dreihalskolben
eingewogen und im angegebenen Ldsemittel geldst. Der Ansatz wurde auf die
angegebene Temperatur erhitzt und tber einen Tropftrichter langsam, tber ca. 1 h,

eine 1:1 Mischung aus einem Uberschuss (ca. 30 Aquivalente) Glycidol und dem
verwendeten Ldsemittel zugetropft. Danach wurde fir ca. 30 min in der Hitze

weitergerthrt und der A nsatz auf die angegebene Art aufgearbeitet.

Tabelle 3.1 zeigt eine Auflistung an erprobten Ansatzen und deren Unterschiede.
Nicht gelistet sind Synthesen, bei denen vor dem Kristallisationsschritt oder der
Séaulenchromatographie mehrere Ansatze vereint wurden, oder bei denen die
Mutterlauge von vorigen Versuchen zur Kristallisation verwendet wurde (da dann
aufgrund der unbekannten Produktmenge in der Mutterlauge keine Ausbeute mehr
angegeben werden kann). Ebenfalls nicht gezeigt sind Ansatze mit Einsatz geringerer
Aquivalentmengen an Glycidoli diese wurden bereits vor dieser Arbeit getestet und
fuhrten stets zu niedrigeren Ausbeuten.
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Tabelle 3.1 : Unterschiedliche Ansétze fiir die Synthese von58.

Losemittel Volumen [ml Temperatur [° C] Aufarbeitung @ Sonstige Ausbeute
pro g Variation [%]
Azithromycin]
iPrOH 5 90 F, SC,U Glycidol 5
komplett

zugefigt statt
tropfenweise

iPrOH 5 90 F,SC, U / 20
iPrOH 7 90 F,SC,U / 26
iPrOH 10 85 F,U / 20
iPrOH 7 70 F,U ON 21
iPrOH 7 90 F,U ON 21
iPrOH 7 90 F,E,U / 13
Toluol 7 100 F,U Nicht verworfen
kristallisierbar
Toluol 10 Reflux A U ON 18
iBuOH 7 80 E, SC / 31
iBUOH 7 70 F, U / 15
iBuOH 7 75 F,U / 21
iBUOH 7 75 F, U / 20
iBuOH 7 75 F,U Verkirzte 24
Reaktionsdauer
(2 hinkl.
Zutropfen)
iBUOH 7 75 F,U 1 Woche in H,O 24
gefallt
iBUuOH 7 75 F,U / 32
iBUOH 7 85 F, U Kleinerer Ansatz 22
(ca.7g
Azithromycin)
iBuOH 7 90 F, U / 23
iBUOH 2,3 90 F, U / 5
iBuOH 10 90 F, U / 28
iBUOH 7 115 F, U Brauner, zaher Verworfen,

Schlamm, nicht | Aufreinigung
kristallisierbar problematisch

DMF 7 130 / Schwarzfarbung, Verworfen
kein Produkt

aF = Aufkonzentration des Ldsemittels, dann Féllung in H-O lber Nacht und anschlieSende Filtration; SC =
Sdulenchromatographie; U = Umkristallisation; ON = nach GlycidotZugabe liber Nacht bei Raumtemperatur
gerihrt A = org. Phase durch Ausschlitteln mit NaHCO3-Ldsung aufgereinigt, dann einrotiert; E = mit H >O/Ether
ausgeschuittelt
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Die Ausbeuten konnten trotz vielfaltigen Optimierungsansatzen nur auf etwa 30 %

gesteigert werden, was aber aufgrund der groRen Ansatze ausreichend fir die
weiterfuhrenden Synthesen war. Generell zeigte es sich als vorteilhaft, das Glycidol
Uber den Verlauf einer Stunde langsam zuzutropfen, bei sofortiger Zugabe der
gesamten Menge war die Ausbeute deutlich geringer. Die Reaktionsdauer nach
Beendigung des Zutropfens scheint weniger entscheidend zu sein, sowohl eine kurze
Dauer von ca. 15 min als auch das Ruhren tuber Nacht (bei langsamer Annahme von
Raumtemperatur) fuhrten zu ahnlichen Ausbeuten.

Betreffend der Aufarbeitung wurde mit einer wassrig-organischen Extraktion mit
Diethylether und anschlieRender Saulenchromatographie ein gutes Ergebnis erzielt,
das jedoch unter &hnlichen Bedingungen durch Fallung in Wasser und anschlie3endes
Umkristallisieren des Niederschlags in Methanol ebenfalls erzielt wurde. Fir die
Mehrheit der Versuche wurde demzufolge letztere, weniger aufwandige Methode der
Aufreinigung verwendet. Zur Féallung des Rohprodukts wurde Ublicherweise Giber Nacht
in Wasser gerihrt, eine Verlangerung dieser Dauer auf eine Woche hatte keinen
zusatzlichen Nutzen.

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

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

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

Die in Schem a 3.7 dargestellte Struktur wurde zunachst durch die Aufnahme von 2D
NMRSpektren (Anhang , 7.2.1) analysiert. Zusatzlich wurden durch mehrfache
aufeinanderfolgende Umkristallisationsschritte ausreichend grof3e und reine Kristalle
geziuchtet, um diese rontgenkristallographisch untersuchen zu lassen. Wie in
Abbildung 3. 5 ersichtlich, konntendi e Epoxi di e-rumnrdeg@#ion saver 2 0
die dortige Stereochemie bestétigt werden.

Abbildun g 3. 5. Struktur von 58 und einem cokristallisierten Molekil Methanol (mittig) anhand der durch
Rontgenkristallographie erhaltenen Daten. Unten gut sichtbar ist das synthetisch verdnderte Desosamin, das nun
an Positiuan Bd efApoxid &ifwBist. Die kristallographischen Daten sind (iber
www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif abrufbar (Hinterlegungsnummer 2121076).
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332 Nukl eophil er An3BEpoxidf am 26

OH

e
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Schema 3.8: Sy nt h essgbstiturter Azithromycin-Derivate aus 58. ( a ) -dimefdethylendiamin, 60 °C (66
%) ; ( b-dimebyl-Bl&d i ami nopr opan, 1 0 5 -diba€thyl¢1B-@liantaphutan( ierdH, 86, °G/@d0
%)

~0
: a-c
-
O
O\

59a/59b/59¢c 59d/ 59e
n=2 3 4 2 4

Das in der vorigen Reaktion erhaltene Epoxid58 wurde im nachsten Schritt wieder mit
verschiedenen Nukleophilen getffnet. Auf diese Art sind nicht nur Makrolid-basierte
Konjugate synthetisch zuganglich, sondern auch z.B. nichtantibiotische, aber noch
immer immunomodulatorisch wirksame Azithromycin-Derivate oder Tragerstoffe fur
kurzkettige Fettsauren.®0°7

Die Offnung des Epoxids wurde mit sekundaren Aminen verschiedener Kettenlangen
durchgefiihrt; es wurden dabei methylierte Amine verwendet, da langere N-
Substituenten fur unerwinschte sterische Hinderung und erhéhte Lipophilie des
Produkts gesorgt hatten. Die Reaktion erfolgt im Sinne einer SN> Reaktion unter

Umkehr der Stereochemi e an 2 6min{Zuckers. I3 6

Abhangigkeit der Grof3e des angreifenden Nukleophils fallen die beiden mdglichen
Produkte in unterschiedlichen Ver h?2l tni
sterischen Griunden nur fur kleinere Nukleophile gunstig. Diese ist dafir
ver gl ei chswei s e -Rostiarkgegeniteer nukiebphilendAngeifferd. 6

Es wurden Linker verschiedener Kettenlange zwischen Makrolid und JAKWarhead
eingefuhrt. Die verwendeten Diamine wurden T je nach deren Preisi entweder direkt
als Losemittel, oder in geringem Uberschuss in iPrOH verwendet.

Pos

ssen

Zun2chst wur de di e -dirvethylethyleadiamin milber Nacht N 6

durchgefiihrt; dieses war gunstig genug, um gleichzeitig als Losemittel und Base
verwendet zu werden, und reagierte bereits bei 60 °C. Bei der Reaktion entstanden
sowohl das an Positi on 2 ésubatituerte®nodukt, erdteres
dabei in ca. 4-fach groRBerer Menge. Die beiden Produkte waren gut
saulenchromatographisch voneinander trennbar und wurden i da sie leider nicht
kristallisierbar waren i durch 2D NMR identifiziert (2D Spektren sind im Anhang ,

721 zu finden). Es wurde haupts?2chli &¥m mit

weitergearbeitet, da dieses dem Azithromycin weniger ahnlich ist und, wie bereits in

an

derEinlet ung erw2hnt, nicht mehr ant i fAquivdlents c h

59d wurde spater ebenfalls weiter zu einer fertigen Testsubstanz umgesetzt, um die
Auswirkungen beider Offnungsmuster auf Hemmaktivitat und PK zu ermdglichen.

Po

d

W i
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Das homo-Analogon, N, NDdmethyl-1,3-diaminopropan, wurde in einer &ahnlichen
Reaktion ebenfalls im Uberschuss eingesetzt, allerdings war hier eine hohere
Reaktionstemperatur von ca. 105 °C nétig. Es wurden ebenfalls zwei Produkte erhalten
und d-®reduk? zur weiterfilhrenden Synthese isoliert. Der Polaritatsunterschied
der beiden Isomere war hierbei allerdings deutlich geringer, was die Trennung
erschwerte und fur niedrigere Ausbeuten sorgte.

Di e Synt he sbDémethyi-1t4-didninbbatan wurde ebenfalls in PrOH unter
Refluxbedingungen durchgefuhrt. Bei der Reaktion kam es zur Bildung substantieller

Mengen eines Nebenproduktes, dessen Masse einem Konjugat aus zwei Molekilen des

Epoxids 58 und einem Molekul des Diamins entspricht. Eine &hnliche Nebenreaktion

fand bei den vorigen, kirzerkettigen Analoga vermutlich aufgrund starkerer sterischer

Hinderung nicht statt. Wie zuvor bei der Synthese von 59a k onnt en sowohl d
(59c) alsa u c h  dGifrsung8ptodukt (59e) isoliert und tber 2D -NMR identifiziert

werden. Das st er i sch weni g e r-sulsstiueger Rraduktsentstdantl e 3 6
gr°Cerer Menge als das 206 Produkt, ihre Verh

3.3.3 Amidbildung mit Cyanessigsaure zu Cyanacetamiden

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

Schema 3.9. HATUvermittelte Amidbildung des zuvor erhaltenen Amins mit Cyanessigsdure unter basischen
Bedingungen. (a) Cyanessigséure, HATU, EIN, THF, rt (64-90 %)

| n einer Fol gereaktion wur den -Dérieate nib subs
Cyanessigsaure zu den fur die KnoevenagelReaktion mit den JAK3Warheads
benttigten Cyanacetamiden umgesetzt. Zunachst wurde Cyanessigsaure unter
basischen Bedingungen mit HATU &tiviert und dann mit dem entsprechenden
sekundaren Amin zur Reaktion gebracht. Dieser Schritt wurde Ublicherweise bel
Raumtemperatur Uber Nacht ausgefihrt. Bei der unter milden Bedingungen
ablaufenden Reaktion sollte moglichst wasserfrei gearbeitet werden, weswegen
trockene Losemittel verwendet wurden. Ublicherweise wird fir HATU-vermittelte
Amidkupplungen DMF als Losemittel eingesetzt, in diesem Falle wurde aber auf THF



3 Chemischer Teil 51

zurlckgegriffen. Zwar wurde hierdurch teilweise in Suspension gearbeitet, aber dafur
eine einfache Aufarbeitung erméglicht und gute Ausbeuten erzielt.

Die im vorigen S cdubsiitiietten Blebénprodukee rb@dn und 506
wurden ebenfalls mit Cyanessigsdure umgesetzt (60d und 60e, siehe 6.5). Im
Gegensatz zuden 2 -&naloga gerieten die Reaktionen aus unbekannten Grinden oft
ins Stocken bzw. liefen auch unter Zugabe mehrerer Aquivalente der aktivierten Saure
nicht vollstandig ab. Dementsprechend niedrig waren die Ausbeuten. Die Produkte
konnten dennoch erfolgreich im nachsten Schritt mit dem JAK-Warhead 7a konjugiert
wer den, sodass desubstiwiertey Infebitoceh 13d wnd 442ndt den
j ewei |-Anglegad7 idd 46 ermdglicht wurde.

3.3.4 Darstellung des Knoevenagel -Partners 63:

NH
H j
" ~
WOH a
e
59a
| (6]
N CN
j \HANJJ\/
o |
WOH

63

Schema 3.10: Darstellung des MakrolidtDerivats 63 als Edukt fiir die KnoevenagelReaktion mit 7a oder 7h. (a)
Z-Sar-OH, HATU, EEN, THF, rt (73 %); (b) H 5, Pd-C, EtOAc, rt (49 %), (c) Cyanessigsdure, HATU, EEN, THF, rt
(80 %).

Die Synthese des Uber ein weiteres Amid mit dem Cyanacetamid verknupften Carriers
63 erfolgte ausgehend von 59a undistin Schema 3.10 dargestellt: Zunachst wurde
am Stickstoff geschitztes Sarkosin nach Aktivierung mit HATU an das sekundare Amin
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von 59a gekoppelt; die Reaktionsbedingungen waren analog zu den oben bereits
erwahnten und fuhrten zu ausreichenden Ausbeuten. Die zur Schitzung von Aminen
verwendete Z-Schutzgruppe wird bevorzugt hydrogenolytisch oder unter Einsatz von
Bromwasserstoffsaure und Essigsaure entschitzt. In diesem Falle wurde mit
Wasserstoff und Pd-C als Katalysator analog zum bereits in Kapitel3.1 beschriebenen
Hydrierungsschritt gearbeitet. Die Verwendung von Palladium ist hier von Bedeutung:
Zunachst wurde die Reaktion mit Platin getestet, welches sich zur Entschutzung der Z-
Gruppe als ungeeignet herausstellte und zu keiner Umsetzung fuhrte. Die Ausbeute
fiel aber auch unter Einsatz von Palladium auf Aktivkohle mit 49 % unerwartet schlecht
fur eine katalytische Hydrierung aus. Ein potentieller Grund hierfiir kbnnten Probleme
bei der Aufarbeitung, z.B. Rickstande auf dem Celite-Pad (beim Filtrationsschritt) oder
Adsorption an die Kohle sein, jedoch wurden diese grindlich mit EtOAc nachgesplilt.
Nebenprodukte oder andere entstandene Verunreinigungen wurden nicht detektiert.

Nach erfolgreicher Entschiitzung erfolgte dann erneut die HATU-vermittelte Bildung
eines Amids aus62 und Cyanessigsaure unter den bereits etablierten Bedingungen.

3.3.5 Weitere Syntheseansatze fur Makrolid -Spacer:

o

T bt

SN
L
o 5
>N c,dodere
AN

' on — K>
0 o

9!
o

Ol
65

. 0
H

Nebenreaktion:
Cyclisierung? f

Schema 311: Versuchte  Synthese  eines  Nmethyl-2-(methyl(3-(methylamino)propyl)amino -N-3-
(methylamino)propyl)acetamid -Linkers zwischen Desosamin und Cyanacetamid. (a) Chloressigséurechlorid, BN,
DCM, 0 °Czurt( 73 %) ; -dqintethyl-N3-déminopropan, THF, rt (52 %), (c) Cyanessigséure, HATU, E&N,
THF, rt (keine Umsetzung); (d) Ethylcyanoacetat, EtsN, THF, 50 °C (keine Umsetzung), (e) Cyanessigsédure, HATU,
EtN, MeCN, 50 °C (keine Umsetzung),; (f) 2-cyano-N-methyl-N-(3-(methylamino)propyl)acetamid, K.CO oder
DIPEA, MeCN, rt (keine Umsetzung)

Um einen noch langeren Spacer zwischen Makrolid und JAK3Narhead zu generieren,
wurde die in Schema 3.11 aufgezeigte Synthese unternommen.

Zunachst wurde das sekundare Amin 59b (s.0.) mit Chloressigsaurechlorid zur
Reaktion gebracht, um das 2-chloracylierte 64 zu erhalten. Problematisch bei der
Synthese von64 mit Chloressigsaurechlorid war, dass die Reaktion ab einem gewissen
Zeitpunkt ins Stocken geriet und keine weitere Umsetzung mehr detektierbar war. Eine

erneute Zugabe von Chloressigsaurechlorid fihrte zwar zu weiterer Umsetzung des
Edukts, jedoch wurden bei den Reaktionskontrollen per MS auch m/z Verhaltnisse
detektiert, die auf ein dop pelt chloracyliertes Produkt hindeuten. Die Reaktion wurde
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deswegen vorzeitig abgebrochen und noch nicht umgesetztes Edukt nach erfolgreicher
Flash-Chromatographie zurickgewonnen. Ungunstig am erhaltenen Produkt war
dessen Instabilitat: Vor allem im Zuge der nachfolgenden Reaktionen wurde die
fortschreitende Umsetzung zu einem Nebenprodukt beobachtet, dessen m/z und hohe
Polaritat vermutlich einer Cyclisierung unter Abspaltung von Chlorid (Verlust des
Isotopenmusters) entsprachen. Besagtes Nebenprodukt wurde aber nicht isoliert oder
naher charakterisiert.

Das erhaltene Chloracetamid64 wur de anschlieCend mit-
dimethyl-1,3-diaminopropan versetzt und in wenig THF bei Raumtemperatur zu 65
umgesetzt. Die Ausbeute fiel hierbei 7 vermutlich aufgrund der erwéhnten

Nebenreaktion i mit 52 % eher gering aus. Aufgrund der nur geringen Unterschiede

in den Retentionszeiten der vorliegenden Stoffe gelang auch keine ausreichend gute
Aufreinigung, um die Struktur per NMR zu bestatigen. Dennoch wurde versucht, das
Rohprodukt im Folgeschritt zu 66 umzusetzen.

Nachdem die Bildung von Amid-Derivaten der Makrolide mit Cyanessigsaure und HATU
bisher gute Erfolge und Ausbeuten gezeigt hatte, wurde auch fur den letzten

Syntheseschritt zu 66 zu dieser Methode gegrffen. Es wurde aber unter diesen

Bedingungen keine Umsetzung zum gewinschten Produkt festgestellt. Ein Wechsel
des Losemittels zu Acetonitril und Zufihren von Wéarme (50 °C) fuhrten ebenfalls nur

zu sehr schwacher Umsetzung. Letztlich wurde versucht, auf die Aktivierung der als

gelegentlich problematisch bekannten Cyanessigsaure zu verzichten und stattdessen
deren Ethylester zu verwenden. Auch hier wurde T selbst nach einer Woche
Reaktionszeit unter Warmezufuhr 1 keine tber Spuren hinausgehende Menge an
Produkt detektiert.

Auch die direkte Umsetzung von 64 mit  2-Cyano-N-methyl-N-(3-
(methylamino)propyl)acetamid fuhrte nicht zum gewinschten Ziel: In drei
verschiedenen Probeansatzen (Variation der Base von DIPEA zu ¥CQ; bzw. Einsatz
verschiedener EduktBatches) wurde vor allem das bereits erwahnte Nebenprodukt
von 64 detektiert und allenfalls schwache Signale von zum Produkt passenden Massen.

Weitere Versuche zur Synthese von 66 waren nicht mehr innerhalb des Rahmens
dieser Arbeit mdglich. Eine Option ware jedoch z.B. die Synthese eines N(3-(2-cyano-
N-methylacetamido)propyl)-sarkosin Bausteines (bzw. eines Esters hiervon,Sche ma
3.12), der dire kt mit 59b verknupft wird.

ei

neir



54 3 Chemischer Teil

o
H I
~ ~ )J\/N N
NH N ~ TN CN
o \gﬂ
y PN~ N ~oy
QM o) HOS -QH
N — ~N
o ~OH R = H, CHy oder CH,CH; | ~OH
’ o)
EN

Schema 3.12: \Vorschlag zur direkten Synthese von 66 aus 59b unter Einsatz von N-(3-(2-cyano-N-
methylacetamido)propyl)-sarkosin bzw. dessen Ester.

3.4 Synthese neuer Cycloalkylamine zur Einfihrung metabolisch
stabiler Seitenketten

Nachdem durch Pharmakokinetikstudien erfolgreich gezeigt wurde, dass die
Modifikation der CyclohexylSeitenkette (z.B. durch Austausch durch einen Aromaten
oder Einsatz gespannter Ringsysteme wie Cyclopropyl) zu einer verlangerten/in vivo
Plasmahalbwertszeit und Stabilitat fuhrt (Kapitel 4.1), wurden weitere Seitenketten in

Erwagung gezogen. Problematisch an den Testverbindingen mit Phenyl-Seitenkette
(30-33) als auch jenen mit Cyclopropyl-Seitenkette (29) war der Verlust an Aktivitat

im enzymatischen JAK3Assay um ca. eine Zehnerpotenz. Grund fur den Wirkverlust
konnte im Falle der ersteren Stoffklasse eine verminderte Flexbilitat sein, die das
Adressieren der JAKSelektivitatstasche erschwert. Im Falle von 29 wiederum ist zu
erwarten, dass das kleinere Ringsystem die Bindetasche nur unzureichend ausfullt und
weniger aktivitatssteigernde Wechselwirkungen vorliegen. Der gleiche Effekt wurde
bereits bei den von Michael Forster synthetisierten Verbindungen beobachtet, wo der
Austausch der Cyclohexylgruppe durch einen Methlyrest zu einem ca. 4Gfachen
Aktivitatsverlust fuhrte. 72

Die Stabilitats-Steigerung durch Einfuhrung der erwéhnten Gruppen ist wahrscheinlich
darauf zuriickzufuihren, dass zur Desalkylierung des Ringsystems zunachst das an dem
zum Imidazol verknipfenden Kohlenstoff befindliche Proton abstrahiert werden muss.
Durch Austausch mit einem sp?-Kohlenstoff (ohne Proton, 30-33) bzw. durch ein stark
gespanntes Ringsystem @9) kann so die Desalkylierung der Seitenkette verhindert
bzw. stark erschwert werden. %8

Zwei Ansatze wurden zur Synthese von Seitenketten verfolgt, die eine gute
Adressierung der JAKSelektivitatstasche und metabolische Stabilitat vereinen sollten:

Zum einen sollte ein Uberbrickter gesattigter Ring, Bicyclo[3.1.0]hexan eingeflhrt
werden, dessen Avulnerablesfi Proton sich in
aufhalten sollte. Zum anderen war vorgesehen, das an dieser Stelle befindliche Proton

durch eine Methylgruppe zu ersetzen (und im Gegensatz zum Einsatz eines Aromaten

die Flexibilitdt des Ringsystems zu erhalten).
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3.4.1 Synthese von Bicyclo[3.1.0]hexan -6-amin (70)

\ R

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

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

e

Schema 3.13: Synthese von 70. (a) Cyclopenten, Rhodium(ll)acetat (kat.), DCM, rt; (b) KOH, EtOH, reflux (91
%), (c) CDI, konz. NH 3, DMF, 0 °C A rt (35 %); (d) NaOH, NaClO, H-O, 0 °C A rt A 60 °C (31 %), (e) 1.
Chlorameisensduremethylester, NaN, EtsN, H.O/Aceton, 0 °C; 2: Toluol, 100 °C; 3: HCI, rt (47 %), (f) NH 5, MeOH,
D (keine Umsetzung).

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

Im darauffolgenden Schritt wurde der Ester in ethanolischer KOH unter Reflux zur
freien Saure 68 hydrolysiert.®®1% Da wie schon bei der Vorstufe eine Detektion bzw.
Charakterisierung mit den vorhandenen technischen Mitteln nicht moglich war, wurde
das nach der extraktiven Aufarbeitung erhaltene Ol direkt zur néchsten Stufe
genommen.

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

Abbildu ng 3. 6: Réntgenkristallographisch ermittelte Struktur der aus EtOH/Wasser gewonnenen Kristalle von 70.

Eine direkte Ammonolyse von 67 zu 69 mit methanolischem Ammoniak, was einen
Reaktionsschritt eingespart hatte, fihrte leider nicht zum gewinschten Produkt. Selbst

unter Reaktion im Druckrohr und Hitzezufuhr konnte keine zu 69 passende Masse
detektiert werden.

Die Hofmann-Umlagerung des Amids zu 70 gelang unter Einsatz von
Natriumhypochlorit und schwacher Hitze. Zur Aufreinigung wurde das Rohprodukt
einer Wasserdampfdestillation unterzogen und, durch Beschicken der Vorlage mit HCI
Ldsung, als Hydrochlorid gewonnen. Die Ausbeute liel3 mit 31 % zu winschen Ubrig,
die Reaktion wurde aber im Weiteren nicht mehr optimiert.

Als gunstiger erwies sich die CurtiusReaktion von 68 zu 70, da so eine Reaktion
eingespart wurde und sich so auch die Gesamtausbeute verbessertel® Zur
Durchfuhrung der Reaktion wurde die S&ure durch Chlorameisensauremethylester zum
gemischten Anhydrid aktiviert und anschlie3end mit Natriumazid zum Carbonséureazid
umgesetzt. Dieses Intermediat wurde in Toluol extrahiert, gereinigt und wieder

aufkonzentriert. Durch langsame Zugabe zu einem auf ca. 100 °C erhitzten Kolben
wurde die Umlagerungsreaktion gestartet. Danach wurde das entstandene Isocyanat
mit konzentrierter HCI zum gewulnschten Amin umgesetzt und gleichzeitig als
Hydrochlorid geféllt. Nach einem weiteren Extraktionsschritt mit n-Pentan und 10
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%iger Kalilauge wurde das Rohprodukt im Kugelrohr destilliert. Die wiederholten,
aufwandigen Extraktionsschritte und die Destillation gingen zu Lasten der Ausbeute,
die knapp unter 50 % ausfiel.

Bei den Synthesewegen zu 70 wurden wie bereits erwdhnt Isomerengemische
erhalten; eine Aufreinigung auf dieser Stufe ware deutlich aufwendiger gewesen als
nach der SNar-Reaktion mit dem 7-AzaindotGrundgertst. Das cis/trans-Gemisch wurde
also analog zu den bisher eingesetzten Aminen mit2 zur Reaktion gebracht und die
dort nach dem Fallungsschritt erhaltenen Produkte isoliert.

Die Auswertung der NMR Spektren der zwei isolierten Produkte fihrte zu keinem
klaren Ergebnis bezuglich der Stereochemie an der eingefuhrten Seitenkette: Die
gemessenen 3Jy1-Kopplungskonstanten der relevanten Protonen passten i unter
Betrachtung der Karplus-Beziehungi weder zu den erwarteten Winkeln der c¢/s-, noch
denen der frans-Konfiguration.

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

Abbildung 3.7 Struktur von 3h, ermittelt anhand von réntgenkristallographischen Aufnahmen. Der
cyclopentylische Teil der Seitenkette und die zum Azaindol verbindende Aminogruppe sindrans-standig zueinander.

Die kristallographischen Daten sind lber www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif abrufbar (Hinterlegungsnummer
2192391).

Wie Abbildung 3.7 zeigt, liegt die Seitenkette trans-konfiguriert vor. Dies war
insofern wunschenswert, dass von dieser Konfiguration ein besserer Fit fur die JAKk
Selektivitatstasche erwartet wurde.


http://www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif
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3.4.2 Synthese von 1 -Methyl -cyclo hexylamin und Folgereaktionen

Al s alternative A me t tetkette iwsirdeh ein oap tPbsitioneT t e fi
methylierter Cyclohexylrest angedacht. Wie schon bei den mit Phenylresten
substituierten Inhibitoren war das Ziel die Einfiihrung einer Seitenkette ohne das
metabolisch angreifbare Proton. Zu diesem Zwecke musste zunachst da& zu
verwendende 1-methyl-cyclohexylamin 71  synthetisiert werden (Schema

3.14 ): 101,102

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

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

Schema 3.14. Synthese von 71 und Folgereaktionen. (a) NCk, AICk, DCM, -5i 5 °C,; dann aq. HCI, 0 °C A rt (42
%); (b) 72, EtsN, iPrOH, reflux (81 %), (c) H 5, Pt-C, EtOAc (96 %), (d) 5-hydroxymethylfurfural, KHSOs, DMF,
H-0, rt (keine Umsetzung).

Das fur die Reaktion bendtigte hochreaktive Trichloramin wurde /n situ aus
Ammoniumchlorid und Calciumhypochlorit in salzsaurer Losung generiert. Uber ein
Trockeneis-Aceton-Bad wurde dabei eine Innentemperatur von 0-10 °C eingehalten.

Das entstandene NCt wurde als Teil der organischen Phase abgetrennt und war in
dieser Form gut handhabbar. Die gewonnene Lésung in DCM wurde dann in einem
Folgeschritt langsam zu einer auf ca. 0 °C gekuhlten Suspension aus Methylcyclohexan
und dem Katalysator AICk gegeben. Reaktionskontrollen per MS ergaben hierbei schon
erste Produktpeaks, vermutlich aufgrund intermediar entstandener HCI (s.u.). Durch

GielRen auf eisgekuhlte konzentrierte HCI erfolgte dann die vollstandige Umsetzung
zum Produkt.

Als Reaktionsmechanismus digutiert wird die Entstehung eines Chloronium-lons durch
Interaktion des verwendeten Trichloramins mit dem Katalysator. Das Cl*-lon
abstrahiert ein Hydridion vom tertiaren Kohlenstoff des Methylcyclohexans. Das daraus
resultierende Carbokation wird dann nukleophil durch NCbk™ angegriffen. Zuletzt folgt
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die rasche Umsetzung zumprimaren Amin mithilfe von (zusétzlich zugegebener sowie
bereits gebildeter) HC|.192

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

Die MSAnalyse des Produkts zeigte geringfigige Verunreinigungen mit einer im
Vergleich zum Produkt um zwei Protonen leichteren Masse, was auf eine ungesattigte
Verbindung hindeuten kénnte. Auch in der Literatur werden Cycloalkene als potentielle
Nebenprodukte aufgefiihrt. 192 Dies wurde in Kauf genommen, da die Unsattigung
erwartenswerterweise bei der spéter folgenden katalytischen Hydrierung reduziert
werden durfte.

Die SNa-Reaktion des Amins mit 2 verlief problemlos unter den gewohnten

Bedingungen. Auch hier wurden geringfiigige Mengen eines Nebenprodukts detektiert,
dessen Masse auf eine Unsiéttigung hindeutete. Bei der darauffolgenden
Hydrierungsreaktion zu 73 wurde keinerlei solches Nebenprodukt mehr detektiert, was

den Verdacht erhéartete.

Die Ringschlussreaktion mit 5Hydroxymethylfurfural fihrte nicht zum erwarteten

Produkt 74 : Im Zuge der Reaktion entstand ein Stoff, dessen detektierte Masse der
des Zielprodukts +16 entsprach, das Zielprodukt selbst wurde jedoch nicht gebildet.
Auch eine Reaktion unter erhohter Temperatur sorgte nicht fir die erwinschte
Umsetzung. Denkbar ist, dass es sich bei dem angefallenen Stoff um ein Intermediat
handelte, das aufgrund der sterischen Hinderung durch die zuséatzliche Methylgruppe
nicht weiter zum Imidazol umgesetzt werden konnte.

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

3.5 Synthese von FITC -Dextran (75)

Im Zuge der IBD-Studien (Kapitel 4.3.5) wurde den Tieren jeweils 2 h vor deren
Euthanasie eine Mischung aus Lactulose, Mannitol und FITC-Dextran (mit dem
Thiocyanat des  Fluoreszenzfarbstofes  Fluorescein  beladenes  Dextran,
durchschnittliches MW von ca. 6.000) in Wasser oral verabreicht. Es handelt sich um
eine gangige Methode zur Bestimmung der Darmpermeabilitdt. Geschadigtes
Darmgewebe ist durchlassiger fur Dextrane dieser Grof3e als gesundes, wodurch
fluorimetrisch erfassbare Mengen des FITGKonjugats ins Blut gelangen. Bestimmt
wurde die Konzentration im Rahmen dieser Arbeit aus Herzserum. Das
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Absorptionsmaximum des Fluorophors liegt bei 490 nm, wahrend das
Emissionsmaximum bei 520 nm liegt.

)
HO

HO

0

o § 00
: TR
DL | WA Tt
= —a 3 0 COOH o o

o COOH HO
0 A

OH 0
OH HO

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

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

Die Synthese ist schnell durchfiihrbar. Dextran und FITC werden lediglich fur ca. 2 h
in DMSO mit katalytischen Mengen an Dibutylzinndilaurat und Pyridin in der Hitze
geruhrt. Die Aufarbeitung ist simpel, da das FITC-Dextran durch Zugabe eines
Uberschusses an Ethanol ausgefallt und per Filtration gewonnen werden kann. Durch
wiederholtes grundliches Waschen mit weiterem Ethanol kann darin I6sliches,
ungebundenes FITC entfernt werden. Da der exakte Beladungsgrad des erhaltenen
Dextrans mit FITC unbekannt ist, ist eine Batch-spezifische Aufnahme von
Standardkurven bei jeder Studie unerlasslich.

3.6 Synthese des Fluorophor  -Konjugats 76

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Aufnahme und Verteilung der (fluoreszenzaktiven)

Testsubstanzen in Immunzellen unter anderem durch Fluoreszenzmikroskopie
untersucht (siehe Kapitel 4.2.5). Die Hypothese war, dass sich die mit Makrolid-

Carriern verknupften Stoffe besonders stark in Immunzellen, insbesondere in sauren
Kompartimenten wie Ly s 0 s o me n, anreichern wg¢grden

Erforschung dieses Phanomens war geplant, als Vergleichssubstanz ein definiertes
Fluorophor mit einem der in Kapitel 3.3 beschriebenen Carrier zu konjugieren. Dies
war auch insofern nutzlich zur allgemeinen Charakterisierung der Makrolide, als dass
die JAKWarheads keine optimierten Fluorophore waren und deswegen mit

vergleichsweise schwachen Intensitdten emittierten. Ein optimiertes, kommerziell

erhéltliches Fluorophor sollte dagegen auch noch in geringen Konzentrationen

detektiert werden kdnnen, z .B. bei der histologischen Untersuchung von /n vivo Proben

(Kapitel 4.3.1).

(¢ be
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An die Wahl des zu verknipfenden Fluorophors wurden mehrere Anforderungen
gestellt:

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

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

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

d) Absorptions- und Emissionsmaxima sollten in einem Bereich liegen, der den
zeitgleichen Einsat von Farbstoffen fiir Lysosomen und Zellkerne erlaubt (siehe
Kapitel 4.2.5 . fur Details zu den Farbstoffen). Idealerweise lage die Emission
al so im Detektionsbereich des verwendeter
Fluoreszenzmikroskops.

e) Das Fluorophor solte mit méglichst wenig Schritten und ohne Einfluss auf das
farbgebende System mit dem Makrolid-Carrier kovalent verkntpft werden
konnen.

Die Wabhl fiel auf den kommerziell erhaltlichen Stoff Cumarin 343, der die meisten der

Kriterien gut erfillte. Gewisse Bedenken gab es aufgrund der Einstufung als reizende
und potentiell gesundheitsschadliche Substanz. Sowohl der Farbstoff als auch das
Produkt 76 wurden aber vor Ort einem /n vitro Toxizitats-Assay unterzogen und fur
unproblematisch befunden. Auch /n vivo wurden bei den eingesetzten Dosen keinerlei
toxische Effekte festgestellt.

\OH

76
Amax = 438 nm

Schema 3.15: Synthese des Fluorophors 76. (a) Coumarin 343, EtsN, HATU, DCM, rt (50 %).

Als Makrolid-Carrier wurde das bereits unter Kapitel 3.3 beschriebene Azithromycin
Derivat 59a verwendet. Geplant war die Bildung eines Amids aus der Carboxylgruppe
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des Fluorophors und dem gut zuganglichen sekundaren Amin des Linkers. Die
Amidbildung zu 76 erfolgte unter &hnlichen Bedingungen wie die Reaktion von 59a

mit Cyanessigsaure Uber HATUvermittelte Kupplung bei Raumtemperatur (Schema

3.15). Das Produkt wurde durch sauer-basische Aufarbeitung extrahiert, wodurch

nicht umgesetztes Cumarin 343 entfernt wurde, und anschlie3end chromatographisch
aufgereinigt.

Der letzte Syntheseschritt wurde von Simon Strass im Rahmen eines anderen Projektes
durchgefuhrt, der Stoff wurde freundlicherweise fur die Fluoreszenzmikroskopie
Experimente zur Verfugung gestellt und im Laufe dieser Arbeit ndher charakterisiert.

Absorptionsspektren von 76 und Cumarin 343 Emissionsspektren von 76 und Cumarin343
24 150000

— 76
Cumarin 343
= 100000-

at

Intensit.

50000

Absorption (10 mm)
-
1

0 T T T T T T 1
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I [nm] I [nm]

Abbil dung 3. 8: Absorptions- und Emissionsspektren von 76 und dem nicht-konjugierten Edukt Cumarin 343 bei
Raumtemperatur in PBS (pH 7.4) und 0,5 % DMSO. ¢ = 50 uM. Die Spektren wurden auf verschiedenen Geréaten
aufgenommen (siehe Experimenteller Teil). Anregungswellenldangen zur Messung der Emission waren 438 nm(76)
bzw. 428 nm (Cumarin 343), Emissionswellenldngen < 475 nm wurden zur Vermeidung von Spillover-Effekten nicht
erfasst.

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

76 wurde wie auch die anderen Testverbindungen in PK-Studien auf seine Stabilitat
und Verteilung in verschiedene Gewebe getestet. Es zeigte dabei das fur
Makrolidkonjugate typische Muster: Hohe Aufnahme in periphere Organe -
insbesondere in Leber, Nieren- und Darmgebewebe - sowie eine vglw. lange
Plasmahalbwertszeit (Kapitel4.2.1 ). Aus diesem Grund wurden in einer Folgestudie
Gewebeproben aus Mausen entnommen, prapariert und fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. Ziel war es, die gewebespezifische Verteilung des gut detektierbaren
Fluorophors 76 stellvertretend fur die strukturell verwandten Makrolidkonjugate

aufzuzeigen.
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4 Biologische Test s und Ergebnisse

4.1 JAK3-Aktivitat und pharmakokinetische Eigenschaften

Die Stammverbindung FM-381 ist bezuglich ihrer Potenz als JAK3Hemmer schon
ausoptimiert worden und erreicht JAK3 ICso-Werte im einstellig nanomolaren
Bereich#>72 Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag daher in der pharmakokinetischen
Untersuchung und Optimierung der FM-381 -Derivate. Sowohl eine Verbesserung der
allgemeinen metabolischen Stabilitdt als auch die gezielte Adressierung bestimmter
Zielgewebe standen im Fokus. Unter anderem wurden geeignete Kandidaten fur
Krankheitsmodelle gesucht, die z.B. primar das ZNS oder den Gl-Trakt betreffen. Bei
der Synthese der neuen Testverbindungen wurde demnach vor allem Wert auf
pharmakokinetische Eigenschaften, insbesondere/n vivo Stabilitat und ein gunstiges
Verteilungsmuster, gelegt. Gleichzeitig war selbstverstandlich eine hohe Potenz
gewinscht, um ausreichende Wirksamkeit gewéhrleisten zu kdnnen. Die Aktivitat der
Testsubstanzen gegen die JAK3 wurde an der Universitat Tubingen im Arbeitskreis
Laufer getestet. Das ELISAbasierte, zellfreie Verfahren wurde bereits
veroffentlicht. 194195 Als Referenz dienten dabeisowohl das selbst synthetisierte FM-
381 (JAK31Go =12 +3 nM) als auch Tofacitinib (JAK3 1Go = 8 £ 1 nM).

Alle der dargestellten Testverbindungen wurden in einem standardisierten Verfahren
(Abbildung 4.1 ) /n vivo auf ihre pharmakokinetischen Eigenschaften untersucht. Die
aus diesen Standard-Studien resultierenden PK-Profile sind fur jede Testsubstanz im
Anhang (7.1) aufgefihrt. Als Modellorganismus dienten weibliche Balb/c Mause im
Alter von ca. 8 Wochen. Erfasst wurden die zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Verabreichung vorliegenden  Plasmakonzentrationen und die terminalen
Konzentrationen in diversen Organen. Anstelle von Plasmaware auch die Analyse von
Vollblut denkbar, was bei Stoffen mit hoher Bindung an Blutzellen zu empfehlen ist.
Wie sich aus Vergleichen der Blut und Plasmakonzentrationen bei einigen der
durchgefiihrten Studien ergeben hat, liegen diese beim Grof3teil der verwendeten
Testverbindungen aber in ahnlichen Verhaltnissen vor (Daten nicht aufgefuhrt).

»,( Behandlung (i.v. oder p.o.) Entnahme von Blut Entnahme von
N Herzblut und Organen

BALB/c, weiblich, ~ 8 Wochen

Abbild ung 4.1: Schematische Darstellung des typischen Aufbaus der durchgefiihrten PKStudien. Mduse wurden
entweder durch Injektion in die Schwanzvene oder durch orale Gavage behandelt. Zu definierten Zeftpunkten nach
der Verabreichung wurde Blut entnommen, mit Gerinnungshemmern versetzt zentrifugiert und das gewonnene
Plasma analysiert. 8 h nach Behandlung wurden die Tiere euthanasiert und Organe sowie Herzblut zur Analyse der
Stoffkonzentrationen entnommen.
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Jeder Stoff wurde sowohl intravenés als auch oral verabreicht, was den Vergleich der
AUCs der Plasmakonzentrationen und damit die Berechnung der oralen
Bioverfugbarkeit erlaubt. Erfasst wird dabei allerdings nur die scheinbare
Bioverfigbarkeit, da ausschlie3lich die im Plasma detektierten Molekile erfasst
werden, nicht aber die ins Organgewebe aufgenommenen. Die Details zur
Durchfiihrung der Studien und Analyse der Proben sind dem Experimentalteil unter
6.3 zu entnehmen. Erwahnenswert ist an dieser Stelle noch, dass Mause u.a. hdhere
Eliminierungsraten und eine andere Zusammensetzung an CYPEnzymen als der
Mensch auweisen, was man bei der Interpretation der Ergebnisse bertcksichtigen
sollte.106.107

Ergebnisse: Da sowohl die JAK3AKktivitat als auch die PK-Eigenschaften durch die
Struktur der Substanzen beeinflusst werden, sollen diese im folgenden Abschnitt
gemeinsam diskutiert werden. Zunachst wurden die PK-Eigenschaften der Leitsubstanz
FM-381 untersucht. Dargestellt sind die in Plasma und Organen gemessenen
Konzentrationen der intakten, metabolisch unveréanderten Substanz:

Plasmakonzentrationen Organkonzentrationen
10000 10000 )
-l 2.4 pmol/kg i.v.
10004 1000+ = 12 pmol/kg p.o.
= =
S, 1004 S, 1004
o (]
N N | I II I 'I
1 T T T T 1 1 I I T T T
0 50 100 150 200 250 @ X >
& S &
t [min] TS & @‘ ¥ \q?

x\“@

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

Die Substanz wird relativ schnell eliminiert, die Plasmahalbwertszeit betragt ungefahr
23 min (berechnet aus 6 verschiedenen Pk Studien, in denen der Stoff als Referenz
i.v. verabreicht wurde). Nach oraler Gabe wurden i. d. R. deutlich niedrigere Spiegel
gemessen, die Spitzenkonzentrationen (meist im Bereich 100200 nM, bei
Verabreichung von 12 umol/kg) wurden tblicherweise 15 bis 30 min nach Behandlung
erreicht. FM-381 hat eine niedrige orale Bioverfigbarkeit (BV) von ca. 10 %
(Durchschnitt aus vier Studien). Zum Vergleich: Im gleichen Mausstamm wird die orale
BV von Tofacitinib in der Literatur als 57 % angegeben.%® Fir FM-381 wurde in
diesem Falle aber nur die sogenannte scheinbare BV bestimmt, die sich rein aus den
Plasmaspiegeln berechnet; die Anreicherung in Organen wird dabei nicht
miteinbezogen. Dies ist vor allem fur die spater noch beschriebenen Makrolide
relevant, die sich besonders stark in periphere Organe verteilen. Die mittlere
Verweilzeit (MRT) des Stoffes im Kdrper betrug 37 min nach i.v. bzw. 125 min nach
p.o. Behandlung, was jeweils der unteren Halfte der MRTs der dargestellten
Testsubstanzen entspricht.
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8 h nach i.v. Injektion wurden die hochsten Wirkstoffspiegel im Lungengewebe
detektiert (ca. 2 uM), wahrend in den anderen Organen nur noch niedrige nhanomolare

Konzentrationen vorlagen. Die bevorzugte Verteilung in die Lunge ist vermutlich eine
Folge der Lipophilie des Stoffes und macht ihn potentiell zu einem interessanten
Kandidaten fur die intravendse Behandlung schwerer Lungenleiden, z.B. dem durch
ungunstige COVID-Verlaufe hervorgerufenen Acute Respiratory Distress Syndrom.
Orale Verabreichung fuhrte hauptséachlich zur Anreicherung im GFTrakt bzw. der Galle,
was flr eine primar hepatische bzw. biliare Ausscheidung des Stoffes spricht.

Von FM-381 ausgehend wurde eine Reihe von Derivaten synthetisiert, die sich
entweder an der die JAK-Selektivitatstasche adressierenden Seitenkette, am AmidRest
oder an beiden Gruppen unterschieden. Ziel war es, die Stabilitdt und Aufnahme des
Stoffes zu optimieren und Derivate mit bevorzugter Verteilung in bestimmte Zielorgane

zu erhalten. Zur besseren Ubersicht werden die getesteten Substanzen im Folgenden
in verschiedenen Serien zusanmengefasst:

Die erste dargestellte Serie (Tabelle 4.1 ) an Testverbindungen behielt die Cyclohexyl

Seitenkette der Leitverbindungen und die Anderungen beschrankten sich auf den

Amidrest. Fur die meisten Vertreter der Serie wurden nur vernachlassigbar geringe

Verluste an JAK3Aktivitat festgestellt, aber ebenso waren die Auswirkungen auf die

biologische Halbwertszeit und Bioverfiigbarkeit gering. Nur fir 11 wurde eine erhéhte

Plasmahalbwertszeit festgestellt. Durch die Einfihrung des basischen tertiaren Amins
kommt es vermutlich zur Anreicherung in sauren Kompartimenten oder der Bindung

an saure Proteine, mit anschlieendem langsamen Freiwerden des Stoffes. Als
metabolisch aul3erst instabil erwies sich 9, dessen Methylester wahrscheinlich rasch
durch PlasmaEsterasen u.a. gespalten wird. Es ist allerdings auch von der

resultierenden freien Saure noch inhibitorische Potenz zu erwarten, da der betroffene

Rest nicht fur die Wechselwirkungen mit der Kinase essentiell ist.
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Tabelle 4.1: PK-Parameter und JAK3Hemmwerte der CyclohexanSerie.

o)
=
R)‘\/ ;
cN O
/N
N

Bl
—
NT N
No. R= JAK3 IC 59 MRT Clearance tie Bv¢
nM min ml/min min %
[nM] @ [min] [ml/min] [min] * [%]
FM-381 HsC }E 12+1 37 (i.v.) 0,87 23d 10®
N
|
CHj 125 (p.o.)
f f f f
9 /O\H/\N}““ 21+2 n.b. n.b. n.b. n.b.
O CH,
11 | 133+9 70 (i.v.) 0,89 31 11
/N\/\N}‘ﬂ
| 80 (p.o.)
21 }i 20+1 42 (i.v.) 0,75 11 4
-
OJ 185 (p.o.)
24 }’1 24+ 2 15 (i.v.) 1,28 10 5
N
Q 20 (p.o.)
27 }&& 68 + 10 23 (i.v.) 0,98 8 1
N
S\) 74 (p.o.)
28 }‘a 41+ 4 26 (i.v.) 0,59 18 10
N
HO/Q 102 (p.o.)
48 }‘a 4+ 1 90 (i.v.) 1,35 54 0,3
HO
n.b.?(p.o0.)

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

Spater wurde das Carbonsaure-Analogon von FM-381, 48, synthetisiert um dessen
potentielles Auftreten als aktiver Metabolit der Substanzklasse zu untersuchen. Die
hohe Potenz von FM-381 konnte dabei beibehalten werden (JAK3 1Go =4 £ 1 nM).
48 wies eine unerwartet hohe Plasmahalbwertszeit von ca. 54 min auf. In den i.v.

behandelten Tieren wurden die héchsten Konzentrationen in Galle, Leber und Milz
detektiert (Abbildung 4.3 ).

Plasmakonzentrationen nach 2,4 pmol/kg i.v. Organkonzentrationen
1500 100000+ B 2,4 umol/kg i.v.
10000 I 12 pmol/kg p.o.
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Abbildung 4.3: Konzentationen (Mittelwert + SD) von 48 in Plasma (links) und Organen (rechts) von BALB/c
Méusen in Abhéngigkeit von der Verabreichungsart (schwarz: i.v. Injektion; blau.: orale Gavage). Die Organe
wurden 8 h nach der Behandlung entnommen. n = 3.

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

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

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

Tabelle 4.2: PKParameter und JAK3Hemmwerte der Tetrahydropyran-Serie.
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= (0]
RJ\/O/ Q
CN
/N
N
DS,

7

N
N"H
No. R= JAKS IC 50 MRT Clearance tin BV°
[nM] @ [min] [ml/min] [min] [%]
8 HSC\N}E 24+1 24 (i.v.) 0,39 18 6
|
CHj 132 (p.o.)
10 o }E 21+ 2 n.b.? n.b.? n.b.? n.b.?
~
N
O CH,
12 | }\ 51+1 23 (i.v.) 4,29 17 11
N
PN
'T‘ 90 (p.0.)
19 19+2 12 (i.v.) 1,17 8 12
S8

OJ 65 (p.0.)

20 }“a 25+1 14 (i.v.) 1,43 10 10
N

/,\Q 72 (p.o.)

23 };& 25+6 11 (i.v.) 3,48 10 4
N
Q 35 (p.o.)
25 ﬁ }E 66 +4 14 (i.v.) 0,23 6 0
N
S 19 (p.o.)

2Mittelwert + SEM h = 3). Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PKStudien berechnet.
cScheinbare orale BV. YNicht bestimmbar, da die Stoffkonzentrationen in Plasmaproben unterhalb der
Quantifizierungsgrenzen lagen.
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Die Plasmahalbwertszeiten waren verglichen mt der Cyclohexan-Serie geringflgig
niedriger. Denkbar erscheint eine O-Desalkylierung des Tetrahydropyran-Restes Uber
CYREnzyme als Teil des Phase | Metabolismus. Erwartenswerterweise war
dementsprechend auch die Clearance der meisten Testsubstanzen vergtichsweise
hoch. Auch die Bioverfligbarkeit der Stoffe lag im Allgemeinen niedriger. Grund dafir

konnten sowohl ein gesteigerter First-Pass Metabolismus sein, als auch eine
verringerte Membranpassage aufgrund des polareren Rests. Die Verteilungsmuster in
den Organen waren fir die meisten Stoffe ahnlich wie in der vorigen Serie, die

Konzentrationen lagen aber typischerweise niedriger.

Die nachste Serie (Tabelle 4.3 ) wurde mit dem Ziel synthetisiert, die Verteilung der

Stoffe in bestimmte Organe zu steigern und verfugte Uber einen N-methylpiperidin-
Substituenten. Die durch basische Gruppen gesteigerte Anreicherung in
Zielkompartimenten wird bereits an anderer Stelle diskutiert (Kapitel 4.2.5). Die
Seitenkette wurde im Hinblick auf JAK3-Hemmung weniger gut toleriert, es kam zu
einem Aktivitatsverlust um Faktor 2 (17) bis Faktor 10 (15) im Vergleich zu den
CyclohexytAnaloga. Ahnliches wurde bereits fur andere JAkHemmer in der Literatur
beschrieben: Hohere pks-Werte von stickstoffhaltigen Substituenten gingen mit
verminderter Potenz einher. Die Stoffe liegen dann Uberwiegend in kationischer Form
vor, wodurch die Interaktion mit der Kinase gestort wird. 199

Tabel le 4.3: PK-Parameter und JAK3Hemmwerte der 1-Methylpiperidin-Serie.

(0]
/
R/\X\/ // N
cN O
% N
N X
| A\
—
N
N"H
No. R= JAK3 IC 5 MRT Clearance tie BVv¢
[nM] @ [min] [ml/min] [min] [%]
15 142 +1 n.b.? n.b.? n.b.? n.b.?
H?,C\,Tl By
CHs
17 | }\ 260 + 26 16 (i.v.) 0,85 20 n.b.?
N\/\
- T n.b.? (p.o.)
18 }7’1 99 + 10 n.b.? n.b.? n.b.? n.b.?

Oy
O C

a\Mittelwert + SEM h = 3). °Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PKStudien berechnet.
cScheinbare orale BV. YNicht bestimmbar, da die Stoffkonzentrationen in Plasmaproben unterhalb der
Quantifizierungsgrenzen lagen.
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Die Stoffe erwiesen sich tberwiegend als metabolisch instabil, vor allem im Blut bzw.
Plasma. So wurden von 15 und 18 weder nach i.v. noch nach p.o. Verabreichung
messbare Konzentrationen in Plasmaproben gefunden.17 konnte nur im Plasma von
i.v. behandelten Tieren nachgewiesen werden. Die fehlenden Plasmaspiegel lassen
sich durch eine Kombination aus rascher Verteilung in periphere Gewebe und
metabolischer Umsetzung (vermutlich durch N-Desalkylierung der Methylgruppe)
erklaren. Interessanter waren die in d en Organen vorgefundenen Konzentrationen der
Stoffe: So wurden sowohl 17 als auch 18 in vielen Organen inklusive Hirngewebe in
hohen Spiegeln detektiert. Im Falle von 18 wurden dabei im Hirn, selbst 8 h nach
Verabreichung, noch ca. vierfach (p.o.) bzw. drei3igfach (i.v.) hGhere Konzentrationen
oberhalb der JAK3 1Go des Stoffes erreicht. Die Passage der Stoffe durch die BlutHirn-
Schranke (BHS) erscheint zunachst untypisch und ist fur Kinaselnhibitoren eher
selten.11%111 Dje klassischen von Lipinski beschriebenen Voraussetzungen zur guten
oralen Aufnahme eines Wirkstoffes lassen sich in gewissem Mal3e auch auf die
Uberwindung der BHS ubetragen. Demnach sollte ein auf Hirngangigkeit optimierter
Wirkstoff u.a. ein niedriges Molekulargewicht (< 500 u), nicht mehr als funf
Wasserstoffbriickendonoren bzw. nicht mehr als zehn i Akzeptoren und einen log P
Wert von maximal 5 aufweisen. Letzterer sollte allerdings auch nicht zu niedrig
ausfallen, da eine gewisse Lipophilie foérderlich zur Passage der hydrophoben Lipid
Doppelschichten der Zellen ist. Geladene Substanzen Uberqueren die BHS aufgrund
ihrer hohen Polaritat nur in geringerem Ausmal3. Andererseits kann die
Wechselwirkung positiv geladener Wirkstoffe mit der anionischen Zellmembran ggf.
die passive Diffusion fordern.112:113

Die Aufnahme der beiden Substanzen ins Hirn lasst sichtrotz ihrer nicht optimalen
Strukturen aber durch aktiven Transport erklaren: Organische Kationen-Transporter
kénnen - relativ unspezifisch - die Aufnahme positiv geladener organischer Molekile
ins ZNS fordern. Dies wurde bereits fur bekannte hirngangige Arzneistoffe beschrieben,
z.B. fur Opioide und Hi-Antihistaminika der ersten Generation.''4'116 Ein typisches
gemeinsamesStrukturmerkmal der erwdhnten Substanzklassen- wie auch von 17 und
18 - sind tertidre Aminogruppen, die bei physiologischem pH tberwiegend protoniert
vorliegen.
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Eine experimentelle Uberpriifung dieser Moglichkeit wiirde aber mit einem hohen
Kostenaufwand einhergehen und ist zu diesem Zeitpunkt der Wirkstoffentwicklung
noch nicht gerechtfertigt.

Die in Organen des ZNS gemessenen Stoffkonzentrationen solltenyor allem bei stark
streuenden Werten, kritisch betrachtet werden: Durch unsaubere Entnahme kann es
ggf. zu einer Verunreinigung mit wirkstoffhaltigem peripherem Blut u.4. kommen. Zur

Sicherstellung der Befunde ist es u.U. ratsam, weiterfihrende Studien mit den
Substanzen durchzufiihren. Dies wurde z.B. auch fir 18 so umgesetzt (s. 4.3.1 ) und
der Stoff konnte wiederholt in hohen Konzentrationen in Hirngewebe nachgewiesen
werden. Die gute ZNS-Gangigkeit und JAK3 Aktivitat des Stoffes machen ihn zu einem
bevorzugten  Kandidaten fiur den Einsatz in  neuroinflammatorischen
Krankheitsmodellen, z.B. fir die Erforschung der Multiplen Sklerose (Kapitl 4.3.4)
oder Morbus Alzheimer.

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

Die Plasmahalbwertszeiten der Stofe lagen alle leicht unter der von FM-381, daflr
war die Bioverfuigbarkeit des direkten Analogons 26 um das ca. 2,5-fache auf 25 %
gesteigert. Noch hoher lag sie bei 35 (35 %), allerdings ist dies eher auf die untypisch
geringe AUC der Plasmaspiegel nach i.xGabe zurlckzufiihren. Wie schon in vorigen
Serien stellte der Methylester einen metabolischen Schwachpunkt dar und wurde /n
vivo schnell gespalten. Die Organkonzentiationen der Testsubstanzen dieser Serie
waren im Allgemeinen eher gering; i.v. Injektion fuhrte bevorzugt zur Anreicherung in
der Lunge, wahrend die hdochsten Stoffmengen nach oraler Gabe v.a. im GI-Trakt bzw.
der Galle vorlagen.
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Tabelle 4.4: PKParamete und JAK3Hemmwerte der Methylcyclopropan-Serie.

0]
\
N
N H
No. R= JAK3 IC 5o MRT Clearance tie BVv¢
[nM] @ [min] [ml/min] [min] 2 [%]
26 139+ 16 24 (i.v.) 0,30 16 25
H3C\,}l}zi
CHj 125 (p.o.)
34 }4\ 150 + 30 29 (i.v.) 1,38 18 6
o
101 (p.o.)
N
35 114 + 33 25 (i.v.) 10,85 15 35
/O\ﬂ/\'}lk
(@) CHj 68 (p.o.)
36 99 + 16 15 (i.v.) 1,62 9 3

i
65 (p.o.)

2Mittelwert + SEM h = 3). Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PKStudien berechnet.
¢Scheinbare orale BV.

Da mit den bisherigen Serien noch keine Durchbrtiche hinsichtlich der Steigerung von
Halbwertszeit und Bioverfugbarkeit erreicht worden waren, wurden zwei neue
Substituenten (Tabelle 4.5 ) fur die JAK-Selektivitatstasche erprobt (und das N,N-
dimethylamid beibehalten). Zum einen wurde ein 4,4 -Difluorocyclohexan-Rest
eingefuhrt (22), zum anderen eine kleine, gespannte Cyclopropylgruppe (29). Die
Einflihrung von Fluor ist in der medizinischen Chemie ein beliebter Ansatz zur
Optimierung der pharmakokinetischen Eigenschaften eines Wirkstoffes: Die GF
Bindung ist metabolisch deutlich stabiler als eine G-H Bindung und kann in gesattigten
Systemen ggf. auch benachbarte Gruppen vor oxidativer Umsetzung schitzen. Auch
die Passage durch biologische Membranen kann durch Fluorierung gesteigert werden,
was wiederum zu verbesserter Bioverfligbarkeit fuhrt. Zudem wurde auch von
spezifischen Interaktionen zwischen eingefiihrten Halogenen und Aminosaure-Resten
in Zielproteinen berichtet, eine Erkenntnis die den Einsatz von Fluoriden in der
Wirkstoffentwicklung in den letzten Dekaden erneut ausweitete. 17118 Dies trifft vor
allem auf aromatische Systeme zu, wo die Einfihrung von Fluor zu einer Steigerung
des logPfuhrt. Bei der Fluorierung von Aliphaten ist insgesamt eher eine Senkungder
Lipophilie zu erwarten.119
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Der 4,4-Difluorocyclohexan-Rest wurde gut toleriert, die JAK3-Aktivitat fiel gegentber
der Leitsubstanz nur um ca. Faktor 2 ab, was aber durch die verbesserten Pk
Eigenschaften mehr als kompensiert werden durfte; zudem ist der Stoff noch immer
hochselektiv fur die JAK3 (Kapitel 4.2.1 ). Halbwertszeit, Clearance und MRT waren
vergleichbar mit denen des nicht fluorierten Analogons FM-381. Die scheinbar
ahnliche metabolische Stabilitdt legt nahe, dass die Substanzen an einer anderen
Position metabolisiert werden. Die orale Bioverfugbarkeit konnte wie erhofft um das
ca. 4,5-Fache auf 46 % gesteigert werden und es wurden deutlich hdhere
Plasmakonzentrationen erreicht. Selbst zum letzten Blutungszeitpunkt (8 h nach
Verabreichung) waren noch quantifizierbare Mengen der Substanz im Plasma
vorhanden, was fur die bisherigen Testverbindungen nur selten beobachtet wurde. In
Anbetracht der bereits diskutierten anderen Parameter ist davon auszugehen, dass der
erhohten Bioverfugbarkeit primar eine erhéhte Aufnahme des Stoffes (im Gegensatz
zu vermindertem First-Pass Effekt) zugrunde liegt. Ahnlich zu FM-381 fiihrte die i.v.
Injektion des Stoffes zu einer selektiven Anreicherung im Lungengewebe. Nach oraler
Gabe wurden die héchsten Konzentrationen in Nieren (ca. 7 uM nach 8 h) und Galle
(ca. 8 uM) gemessen, was eine gemischte Elimination nahelegt. Weitere Stoffe dieser
Serie sind geplant um die Befunde zur BV zu bestatigen bzw. die PK-Eigenschaften
noch weiter zu optimieren, waren aber nicht mehr im Rahmen dieser Arbeit
vorgesehen.

Tabelle 4.5: PKParameterund JAK3Hemmwerte von 22 und 29.
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22 F 28+4 25 (i.v.) 1,04 22 46

F
137 (p.o.)
29 f 122 + 18 135 (i.v.) 0,07 128 7
149 (p.o.)
aMittelwert + SEM 1 = 3). YBiologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PKStudien berechnet.

¢Scheinbare orale BV.

Das Cyclopropytsubstituierte 29 war weniger aktiv gegen die JAK3 als vergleichbare
Stoffe mit groReren Substituenten. Dies st in Anbetracht der fiur die
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Methylcyclopropan-Serie erhaltenen Werte wenig Uberraschend, da die Seitenkette die
JAKSelektivitatstasche nicht adaquat ausfullt. Wie in /n vivo Entzindungsmodellen
gezeigt wurde (Kapitel 4.3.2 ), konnte dieser Aktivitatsverlust aber durch die deutlich

verbesserten PKEigenschaften tUberkompensiert werden: Die Plasmahalbwertszeit
wurde gegenidber FM-381 um ein Uber Finffaches (auf 128 min) gesteigert. Auch

nach 8 h konnten im Plasma beider Gruppen (i.v. und p.o. behandelt) noch
Konzentrationen im dreistellig nanomolaren Bereich, oberhalb der JAK3 1Go, gemessen
werden. Mit der hohen Halbwertszeit einhergehend sank die Clearance des Stoffes auf
0,07 ml/min. Die deutliche Verbesserung der /1 vivo Stabilitat fiihrte zu der Verm utung,

dass die mit dem Imidazol verbundene Position der Seitenkette einen metabolischen
Schwachpunkt darstellt. Dort kénnte z.B. durch CYREnzyme eine oxidative
Umwandlung der Substanz stattfinden. Im Vergleich zu gréf3eren Alicyclen ist der
planare Cyclogropyl-Ring aufgrund der spitzen Winkel deutlich gespannter; die Baeyer-

Spannung weicht stark von der idealen Geometrie eines Sechsrings ab. Infolgedessen
ist die Abspaltung von Protonen am Ring erschwert, was das System robuster
gegeniber oxidativem Metabolismus macht.®® 29 verteilte sich nach i.v. Behandlung
bevorzugt in die Lungen, allerdings in niedrigerer Konzentration als andere N,N-

dimethylamide. Eine p.o. Gabe fihrte v.a. zur Verteilung in lleum und Galle, allerdings

mit hohen interindividuellen Schwankungen der Messwerte.

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

Die Serie war, verglichen mit ihren gesattigten Analoga, deutlich weniger aktiv gegen
die JAK3. Die potenteste Verbindung30, die ein direktes aromatisches Gegenstiik zu
FM-381 darstellt, hatte eine JAK3 ICso von 175 nM. Als plausibel erscheint, dass der
aromatische Rest aufgrund seiner planaren, weniger flexiblen Struktur die Interaktion
mit der Kinase erschwert.
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Tabelle 4.6: PK-Parameter und JAK3Hemmuwerte der BenzolSerie.
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2Mittelwert + SEM h = 3). °Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PKStudien berechnet.
cScheinbare orale BV. YNicht bestimmbar, da die Stoffkonzentrationen in Plasmaproben unterhalb der
Quantifizierungsgrenzen lagen.

32

135 (p.o.)

Die /n vivo Stabilitat konnte wie erwartet signifikant gesteigert werden: Verglichen mit
ihren CyclohexylAnaloga verfugten die Testsubstanzen um zwischen Faktor 36
erhohte Plasmahalbwertszeiten. Uberraschenderweise erwies sich auch32, das uber
einen MethylsarkosinRest verfligt, als ausgesprochen stabil. Insbesondere nach i.v.
Gabe wurden Uber einen langen Zeitraum hinweg hohe Plasmakonzentrationen des
Stoffes detektiert, die Halbwertszeit berechnete sich auf ca. 3 h. Dies war insofern
unerwartet, da die Analoga anderer Serien (z.B.9 und 10) im Plasma auf3erst instabil
waren, was v.a. dem Methylester zugeschrieben worden war. Die Serie wurde in
vergleichsweise hoheren Konzentrationen in der Leber detektiert, v.a. nach i.v.
Behandlung. 32 reicherte sich zusatzlich noch stark in der Milz (i.v. Gruppen) und i in
dreistellig mikromolaren Konzentrationen 1 in lleum und Galle (p.o. Gruppen) an.
Leider war die orale BV der Substanzklasse im Allgemeinen niedrig (zwischen 0,9 und
2,5 %) und es wur den nur niedrige Spitzenspiegel im Plasma erreicht.

Die nachste synthetisierte Serie sollte die metabolischen Vorteile eines gespannten
Ringsystems und eines die Bindungstasche gut belegenden Sechsrings vereinen. Zu
diesem Zwecke wurde eine Reihe an Verbirdungen mit einem ( frans-stadndigen)
Bicyclo[3.1.0]cyclohexan-Rest dargestellt. Tabelle 4.7 zeigt die Dbeiden
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unkonjugierten Vertreter der Serie. Die verglichen mit Cyclohexan weniger flexible
Seitenkette hat einen negativen Einfluss auf die JAK3 Aktivitat, die Hemmkonstanten
fur 40 und 41 lagen ca. eine Zehnerpotenz hoher. Weniger drastisch war der
Unterschied bei dem Makrolidkonjugat 42, bei dem sich die ICso-Werte zum
unverbrickten Analogon 37 nur um Faktor 2 unterschieden. In diesem Falle war auch,
im Gegensatz zu anderen Serien, das Konjugat 42 aktiver als die unverknipfte
Substanz 40. Interessant ware eine Erfassung der Hemmkonstante von Stoffen mit
der isomeren c/s-standigen Seitenkette. Bei der Synthese des Bicyclo[3.1.0]hexylamins
fiel das dafur notwendige Isomer aber nur in aul3erst geringen Mengen an, die eine
Synthese bis zur fertigen Endverbindung extrem unwirtschaftlich gemacht hatten.

Tabelle 4.7: PKParameter und JAK3Hemmwerte der Bicyclo[3.1.0lhexan-substituierten Stoffe 40 und 41.
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[nM] 2 [min] [ml/min] [min] ° [%0]
40 H3C\N>E 236 + 18 74 (i.v.) 0,25 95 5
|
CH, 77 (p.o.)
41 }‘H 185+ 9 65 (i.v.) 0,39 85 1
ﬁN
58 (p.o.)

0]

aMittelwert + SEM h = 3). °Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PKStudien berechnet.
¢Scheinbare orale BV.

Die Plasmahalbwertszeiten konnten wie schon in der vorigen Serie deutlich gegentuber
den CyclohexytAnaloga gesteigert werden (um ein Vierfaches fur 40, achtfach fur
41), waren aber etwas geringer als bei 29 bzw. der Phenyl-Serie. Das fir 29
vorgefundene Prinzip der Stabilitdtssteigerung durch einen gespannten Ring an der
Seitenkette liel3 sich demnach gut Ubertragen. Die orale scheinbare Bioverflugbarkeit
war mit 5 bzw. 1 % eher gering, 40 erreichte aber nach p.o. Gabe dennoch relativ
hohe Plasmakonzentrationen (cmax = 700 nM). Beide Stoffe wurden vermutlich
hauptsachlich renal eliminiert, ihre Konzentrationen waren meistens im Nierengewebe
am hdchsten.
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Plasmakonzentrationen, 2,4 umol/kg i.v.

15000
—+— 29
= 30
10000 . 40
z ~ FM-381
(&)
5000
0_ T rrrrr |TE
0 100 200

t [min]

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

Von den drei zur Stabilitits-Optimierung erprobten Seitenketten erwies sich der
Cyclopropylrest von 29 als am besten geeignet, da er sowohl die hdchsten
Plasmaspiegel @bbildun g 4.5) als auch die niedrigste Hemmkonstante aufwies. Die
Potenz im JAK3ELISA war zwar nicht optimal, der Stoff zeigte aber sowohl im JAK-
Selektivitats-Assay (Kapitel 4.2.1 ) als auch vor allem im /n vivo Entzindungsmodell
(4.2.2) hohe Aktivitat. Er wurde demnach zur naheren Untersuchung einer
potentiellen Weiterentwicklung als praklinischer Kandidat in eine Reihe weiterer
Studien eingeschlossen.

Die strukturell distinkteste und auch pharmakologisch interessanteste der dargestellten
Serien an Testverbindungen war die der Makrolidkonjugate: Die JAK3-Inhibitor
Warheads wurden tber den Rest am Cyanacrylamid und einen kurzen Linker mit einem
auf Azithromycin basierten Carrier verknupft (Kapitel 3.3). Dies fuhrte vor allem im
Rahmen der PkEigenschaften zu deutlichen Untersdieden gegenuber den nicht-
konjugierten Substanzen. Die synthetisierten Konjugate lassen sich ferner noch in drei

Subkategorien einteil en: Zun? c hdositionvam d e

Desosamin mit den Warheads verknipft. Als Linker dienten dabei kurze AlkylKetten
(Tabelle 4.8 ).
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Tabelle 4.8: PK-Parameter und JAK3Hemmwerte d e r-all@lderlinkten Makrolid-Serie.

No. R= n= JAK3 IC 50 MRT Clearance tae BV¢

[nM] @ [min] [ml/min] [min] # [%6]

13 2 192 + 12 109 (i.v.) 0,43 98 6
236 (p.o.)

14 0 2 409 + 39 65 (i.v.) 0,37 75 3
153 (p.o.)

16 N/ 2 751 + 92 59 (i.v.) 0,28 55 3
147 (p.o.)

37 3 35+3 23 (i.v.) 0,42 96 4
106 (p.o.)

39 N/ 3 109 £ 12 72 (i.v.) 0,06 85 2
142 (p.o.)

42 H 3 69 + 17 84 (i.v.) 0,49 84 2
\Q@ 100 (p.o.)

H

44 4 136 + 31 154 (i.v.) 0,08 95 4
183 (p.o.)

45 N/ 4 933 + 202 107 (i.v.) 0,02 99 2
138 (p.o.)

2Mittelwert + SEM h = 3). °Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PKStudien berechnet.
¢Scheinbare orale BV.
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Allgemein wurde fur die Konjugate eine gegenuber den unkonjugierten Analoga

verringerte JAK3-Aktivitat im zellfreien Assay festgestellt; vergleicht man sie jeweils

miteinander, war di e Afr ei eDimettyloyansarymmic

Analogon) stets potenter. Denkbar ist, dass die volumindsen Makrolide i trotz, dass

sie zur Solvensexponierten Seite der Bindetasche ausgerichtet sird 1 die Bindung des
Warheads zur Kinase und die Verdrangung von ATP erschweren. Der Aktivitatsverlust
bezog sich aber vor allem auf den rein enzymatischen Assay, der nicht zwingend die
Aktivitat auf zellularer Ebene bzw. im lebenden Organismus wiederspiegdt, wo auch

Verteilung, Stabilitat und weitere PK-Parameter eine tragende Rolle spielen. Dies zeigte
sich z.B. auch durch die gute Wirksamkeit der Stoffklasse in den durchgefiihrten

Entzindungsmodellen (Kapitd 4.2.3 , 4.3.2 ). Als optimaler Linker dieser Serie erwies

sich ein PropytLinker: Sowohl das Cyclohexylsubstituierte 37 und das N-

methylpiperidin-haltige 39 wiesen die jeweils niedrigste JAK3 1Go ihrer Reihen auf. 37

war dabei auch insgesamt das potenteste Konjugat, die ICso lag mit 35 £ 3 nM nur

knapp Uber den meisten Hemmwerten der unkonjugierten Cyclohexyl-Serie. Es ist
anzunehmen, dass der vorliegende Linker ausreichend Abstand und Flexibilitat
zwischen Carrier und Warhead erlaubt, um eine gute Bindung zur JAK3 zu erméglichen.
Wurde der Linker um eine weitere Methylengruppe verlangert (44, 45) oder verkirzt

(13, 14, 16, nahm die Aktivitat wieder ab.

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

Umverteilung der Stoffe in Organkonzentrationen von 39
periphere Organe. In d.er Tat 1000000 - 2.4 molkg iv.
wurden von den Konjugaten 100000 == 12 molikg p.o.

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

10000+

c [nM]

10004

10-

die starke Anreicherung in & & PSSO
. o N4 o
Nieren- und Lebergewebe deckt vV s
8y

sich gut mit den fur Azithromycin
bekannten Abbildung 4.6. In Organen 8 h nach Verabreichung gemessene

. 120i 122 ) Konzentrationen (Mittelwert + SD) von 39 in BALB/c M&dusen. n = 3
Verteilungsmustern.t<” Dies

legt nahe, dass der Makrolid-

Carrier einen gegenuber den Warheads dominanten Einfluss auf die PKEigenschaften
hat. Um dies zu unterstreichen, wurde die Carrier-Vorstufe 60a ebenfalls in die Pk-
Studien eingeschlossen. Auch diese zeigte starke Anreicherung in den peripheren
Organen (s. Anhan g, 7.1).

Ebenfalls typisch fur die Konjugate waren sekundare Plasmapeaks nach p.o.
Behandlung, meist nach 90 oder 120 min. Die vorgefundenen Muster sprechen dafir,
dass die Testsubstanzen einem enterohepatischen Kreislauf unterliegen; es kommt

(das
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also zur Redistribution aus dem Plasma in den GITrakt, gefolgt von erneuter
Absorption in die Peripherie. Zu dieser Annahme passen auch die erwahntenhohen
Konzentrationen in lleum und Galle. Besonders stark reicherten sich die N
methylpiperidin-substituierten Konjugate, z.B. 39 (Abbildung 4.6 ), in den Organen
an. Wie schon fir die unkonjugierte analoge Serie diskutiert handelt es sich hier vor
allem um einen Effekt der zusatzlichen Base. Auch die Aminogruppen des
Makrolidcarriers tragen deutlich zur Verteil
bei, wie bereits an anderer Stelle ausgefihrt wird (Kapitel 4.2.5 ). Selbstin Hirngewebe
konnte 39 in recht hoher Konzentration detektiert werden (753 £ 54 nM nachi.v., 441
+ 18 nM nach p.o. Behandlung), was fir ein Molekul dieser GroRRe eher
unwahrscheinlich erscheint. Wie auch fir 18 vermutet kbnnte es sich hier um eine
Folge aktiver Transportprozesse handdn.

Die Bioverfuigbarkeiten der Serie waren mit 2-6 % auf den ersten Blick erntichternd
niedrig. Es sollte aber bedacht werden, dass es sich dabei nur um die bereits diskutierte
scheinbare orale BV handelt, die sich rein aus deni relativ niedrigen i Plasmagiegeln
berechnet und nicht die hohen Konzentrationen in den Organen miteinbezieht. Ein
vermutlich geeigneterer Parameter w&neataeds V
Bedingungen, d.h. nach wiederholter, regelméaRiger Behandlung und Einstellung eines
Gleichgewichts. Hierfur wéaren aber langerfristige Kinetikstudien und ein entsprechend
hoher Einsatz an Substanz noétig, was erst fir die spatere Weiterentwicklung
ausgewahlter Kandidaten sinnvoll erscheint.

Weitere drei Konjugate wurden udber einen N-methyl,N-ethyl-acetamid-Linker
verknupft (Tabel le 4.9 ). Die Substanzen waren /n vitro weniger aktiv als ihre tber
eine PropykBricke verknipften Derivate (37, 39, 42). Die ist vermutlich auf die
reduzierte Flexibilitat der Serie zurtckzufuhren, die die Bindung zur JAK3 erschwert:
Die Amidgruppe ist aufgrund mesomerer Effekte planar angeordnet und mindert die
Beweglichkeit des Linkers. Trotz der /n vitro gering erscheinenden Potenz als JAK3
Inhibitor zeigte 38 aber grol3e Wirksamkeit in allgemeinen Entziindungsmodellen
(Kapitel 4.3.2 ) und im Colitismodell (Kapitel 4.3.5). Die Substanz wurde durch den
Bedarf fur weitere Studien in groRerer Menge nachsynthetisiert und fir den neuen
Batch erneut die Hemmstérke erfasst. Dabei ergab sich eine deutlich héhere Potenz,
die in etwa der von 37 entsprach.

Ein weiterer Grund fur die /n vivo Wirksamkeit von 38 kdnnte auch die Entstehung
aktiver Metabolite wie z.B. 48 (Tabelle 4.1 ) sein, die nach Aufnahme in den Korper
frei werden und selber starkere JAK3Hemmung zeigen als die Konjugate.
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Tabelle 4.9: PKParameter und JAK3Hemmwerte d e r-N-&tg/i, N-methylacetamid-verlinkten Makrolid-Serie.

0]
CN
\Nkﬁ
o\\‘)
=
_N @] /
R
p OH ; N
N
"O \OH / AN \
NT N
0 H
@)
AN
No. R = JAK3 IC 59 MRT Clearance tie Bv¢
[nM] 2 [min] [ml/min] [min] ° [%0]
38 213+ 159 78 (i.v.) 0,09 97¢ 2
39+2d 130 (p.o.)
49 N/ 375+ 26 85 (i.v.) 0,08 73 0,2
131 (p.o.)
43 H 1051 + 39 71 (i.v.) 0,19 72 2
94 (p.o.)

H

2Mittelwert + SEM h = 3). °Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PKStudien berechnet.
cScheinbare orale BV.?Von 38 wurden zwei Batches angefertigt, fiir die jeweils der Hemmuwert bestimmt wurde.
eMittelwert aus zwei Studien.

Die Plasmahalbwertszeiten waren &hnich hoch wie die der zuvor beschriebenen
Makrolide und gingen mit niedrigen Clearance-Werten einher. Nach i.v. Injektion

reicherten sich die Substanzen in allen entnommenen peripheren Organen an,
insbesondere aber in Leber und Nieren. 49 wurde ebenfalls in zwei- bis dreistellig
nanomolaren Konzentrationen im Hirngewebe nachgewiesen. Orale Verabreichung
fuhrte vor allem zur starken Aufnahme ins lleum. (z.B. 17 = 2 uM fur 43). Gleichzeitig
war die orale BV aber fir alle drei Stoffe sehr niedrig (0,2-2 %), denkbar ist eine

Anreicherung im GI-Trakt mit nur geringer nachfolgender Passage ins Plasma. Die
bevorzugte Verteilung in das Darmgewebe bei geringer oraler BV macht die Konjugate
dieser Serie zu vielversprechenden Kandidaten fur Studien zu entzindlichen
Darmerkrankungen (4.3.5), da hierdurch gute lokale Wirkung bei nur geringen

systemischen Effekten zu erwarten ist.
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Um den Einfluss der LinkerPosition am Desosamin auf die JAK3Inhibition zu testen,
wurden zwei ¢, b ePositiah ivezknighfte Kdnjugate syltheetisiert:

Tabell e 4.10: PK-Parameter und JAK3Hemmwerte d e r-alkglderlinkten Makrolide 46 und 47 .

O
J\QCN
=
L ()
7N
N
=
I[N
X
N N
H
No. n= JAKS3 IC 50 MRT Clearance tie Bv¢
[nM] 2 [min] [ml/min] [min] ° [%0]
47 1 191 + 23 151 (i.v.) 0,18 120 4
191 (p.o.)
46 2 152 + 13 112 (i.v.) 0,11 105 3
224 (p.o.)

a\Mittelwert + SEM h = 3). °Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PKStudien berechnet.
¢Scheinbare orale BV.

47 st el | t d-Areledon voral8 ungl 46 das von 44 dar. Aus den jeweils sehr
ahnlichen Hemmwerten der Konstitutionsisomerenpaare 44/ 46 (136 bzw. 152 nM)
und 13/47 (192 bzw. 191 nM) geht hervor, dass es offenbar keinen Einfluss auf die
JAK3l nhi bition hat, 0 b - odd eer LdPositore @e§ Qesosamin
Zuckers verknupft sind. Dies deckt sich mit der Annahme, dass sich der Makrolid-
Carrier des Konjugats auf3erhalb der katalytischen Domane aufhalt und keine
relevanten Wechselwirkungen mit der Kinase eingeht. Im zellularen LPSModell (s.
423) z ei gt -substitdigrten K@njugate eine geringfligig starkere Wirkung als
ihre Gegenstlicke. Dies kann aber neben einer héheren JAK3Affinitdt ebenso ein
Resultat besserer Aufnahme in die Zellen, héherer Stabilitdt oder weiterer Parameter
sein.

di
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Die beiden Testsubstanzen Organkonzentrationen von 46

waren /n vivo stabil und hatten 100000+ S

Plasmahalbwertszeiten von 120 ! - 1£u kg p.o
. . . 10000 ; umol/kg p.o.

(47) bzw. 105 (46) min. Wie bei . .

den an Position 10007

Analoga reicherten sich die Stoffe

stark in den Organgeweben an, 10-

v.a. in Leber, Nieren und lleum,

wo noch 8 h nach i.v. Injektion

=
=)
o 100

RN NI

¢ & & &N

W K
NN 2

W& Qﬁ o
D \)Q \/Q; e\?z\

zweistellig mikromolare v S

. . ¢
Konzentrationen erreicht <

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

1,7 uM fur 46 iv., 2,2 £ 1,7 pM fur 47 i.v.) im Hirn vorgefunden, wenn auch mit

starker Streuung zwischen den Tieren. Auf molekularer Ebene sollte der Wechsel vom
2 -0z u m-v&kiniipftem Linker aber keinen nennenswerten Einfluss auf die Passage
der BHS haben. Weiterfuhrende PKStudien sind anzuraten, um diesen Befund zu
bestéatigen und Kontamination der Hirnproben auszuschliel3en.

Um die Bedeutung des elektrophilen MichaelAkzeptor Warheads fur die JAK3Aktivitat
der Substanzen naher zu erforschen, wurde eine Reihe gesatigter Derivate
verschiedener Testsubstanzen synthetisiert (Tabelle 4.11 ). Diese konnen keine
kovalente Bindung mehr zu C909 eingehen, was zu einem Verlust an Potenz und auch
an Selektivitat fuhren sollte. In der Tat nahm die Aktivitat durch die Reduktion d er
relevanten Doppelbindung signifikant ab: Im Falle des aus FM-381 erhaltenen
Derivats war die JAK3Hemmkonstante um ein tiber 50-Faches hdher. Fur die beiden
Tetrahydropyran-substituierten Stoffe 51 und 52 waren die Unterschiede zu den
ungesattigten Vorstufen mit Faktor 20 bzw. 14 vergleichsweise geringer, aber immer
noch markant.
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Tabelle 4.11: PK-Parameter und JAK3Hemmuwerte der reduzierten Serie.

0
= X No. =
R /
cN ©O 50 CH,
N
N’ 51 O
X
DR 52 CH,
N
N"H
No. R? = JAK3 IC 50 MRT Clearance tie Bv¢
[nM] @ [min] [ml/min] [min] 2 [%]
50 657 = 31 23 (i.v.) 0,60 16 45
H3c;\,Tl}zi
CHj 69 (p.o.)
51 H3C\N}“i 469 + 43 43 (i.v.) 0,85 28 7
|
CHj 68 (p.o.)
52 286 + 48 n.b.? n.b.? n.b.? n.b.?

O
O CHs

aMittelwert + SEM h = 3). Biologische Halbwertszeiten wurden aus den Kurven der i.v. PKStudien berechnet.
cScheinbare orale BV. YNicht bestimmbar, da die Stoffkonzentrationen in Plasmaproben unterhalb der
Quantifizierungsgrenzen lagen.

Der Verlust an Aktivitat ist deutlich drastischer als bei den von Michael Forster
beschriebenen Acrylamiden (Abbildung 4.8), wo er z.B. bei der strukturell

ahnlichsten Substanz und deren reduziertem Derivat gerade mal das Dreifache
betragt. 2 Aufgrund dieser Tatsachen konnte bei den Acrylamiden nicht von kovalenter
Bindung an C909 ausgegangen werden, wahrend der gro3ere Unterschied vonFM-
381 zu50 dem schon mehr entspricht (und die beiden Bindemodi der Cyanacrylamide
in der JAK3 schon im Rahnen der Forster-Arbeit nachgewiesen wurden).
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Abbild ung 4.8: Einfluss des MichaetAkzeptors sowie dera-Nitril-Gruppe auf die JAKZAktivitét. Die oberen beiden
Substanzen wurden in einer Publikation von Michael Forster verdffentlicht™ Die JAK3 1Gy des unten links
abgebildeten FM-381 entspricht der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Charge. Die unten rechts abgebildete
Struktur stellt das reduzierte Analogon 50 dar. Der wesentlich gréfSere Aktivitdtsverlust nach Reduktion des
Cyanacrylamids (verglichen mit dem Acrylamid) legt die Bedeutung des kovalenten Bindemodus fir die JAK3
Hemmung nahe.

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

Die Plasmahalbwertszeiten der Substanzen wurden durch die Reduktion nicht
wesentlich beeinflusst. Allerdings stieg die orale Bioverfugbarkeit des FM-381 -

Derivats 50 bemerkenswert an (von 10 % auf 45 %) u nd es wurden durch p.o. Gabe
hohe Spitzenkonzentrationen im Plasma erreicht. Eine mdgliche Erklarung ist, dass das
reaktivere FM-381 in der Lage ist, unspezifische MichaetReaktionen mit Nukleophilen
im Gl-Trakt bzw. in dessen Schleimhauten einzugehen, wasdie verfligbaren Mengen
an unveranderter Substanz mindert. Alternativ konnte es nach der Aufnahme in

Darmzellen zu einer Reduktion der Doppelbindung durch Glutathion oder andere
Reduktionsmittel kommen. Fir das Tetrahydropyran-substituierte Paar 8/51 wurde

keine derartige Steigerung der Bioverfigbarkeit beobachtet (wenngleich die

Plasmaspiegel von51 sowohl nach i.v. als auch nach p.o. Verabreichung héher lagen
als bei gleich dosiertem 8). Mdglicherweise ist der Tetrahydropyran-Rest in dieser
Hinsicht limitierend, weil er relativ schnell metabolisch umgewandelt wird. Die

Substanzen der reduzierten Serie werden wahrscheinlich hauptséchlich hepatischbiliar

eliminiert, die héchsten Konzentrationen zum Terminationszeitpunkt lagen in lleum,

Galle und der Leber vor.
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4.2 Weitere In vitro Testverfahren

4.2.1 Selektivitat innerhalb der JAK -Familie

Die Selektivitat der von Michael Forster entwickelten Leitverbindung FM-381 Uber das
menschliche Kinom hinweg wurde bereits dargelegt und in der Einleitung ausfihrlich
beschrieben (Kapitel 1.7.2).44° Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten
Testsubstanzen sind strukturell verwandte Derivate, die ebenfalls den (zur Selektivitat
beitragenden) CyanoacrylamidWarhead aufweisen. Dennoch kénnen sich die
eingefuhrten Anderungen, z.B. der Austausch des CyclohexylRests, auf das
Selektivitatsprofil auswirken. Die Selektivitat von vier Testsubstanzen (drei mit neuer
Seitenkette in der Selektivitatstasche sowie ein Makrolidkonjugat) innerhalb der JAK-
Familie wurde mit dem radiometrischen Assay der Firma Reaction Biology bestimmit.
Der Assay nutzt ATP, dessen ing-Position befindliche Phosphatgruppe mit33P markiert
wurde. Die Ubertragung des radioaktiven Phosphatrests auf das Substrat kann so'i

nach Fixierung des Substrats und Auswaschen von verbliebenem ATR szintigrafisch
quantifiziert werden. Uber den Einsatz der Testsubstanzen in einer Verdinnungsreihe
wird die Aufnahme einer Konzentrations-Wirkungs-Kurve ermdglicht, aus der die 1Cso-
Werte fur die jeweilige Kinase bestimmbar sind.

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

ICs0 [NM] @
No. JAK1L JAK2 JAK3 TYK2

18 541 + 101 5116 + 86 12+ 0,3 > 10 pM
22 > 10 pM 4128 + 197 8+ 0 7212 + 251
29 > 10 puM 1965 + 30 16+ 1,5 9647 % 0
37 1339 + 36 584 + 48 9+ 0,8 1059 + 68

a|Cso-Werte aus einem radiometrischen Assay der Firma Reaction Biology mitl10-Punkt Duplikatmessung (Von 10
UM bis 0,3 nM). [ATP] = 1 uM (JAK1), 0,3 uM (JAK2) oder 0,1 uM (JAK3, TYK2).

Generell lagen die JAK3Hemmwerte der Testsubstanzen im radiometrischen Assay
deutlich niedriger als im JAK3 ELISA (Kapitel4.1). Die beiden Assays unterscheiden

sich aber in Aspekten wie der eingesetzten Konzentration der Kinasen, ATP und DTT,
sowie im Ablauf (im radiometrischen Assay lagen die Testsubstanzen und ATP
gleichzeitig in Losung vor, bevor Enzym und Substrat zugegeben wurden; im ELISA
werden zunachst Substrat, ATP und Inhibitor vorgelegt, bevor die Kinase zugegeben
wird). Auf einige Unterschiede und deren potentielle Auswirkungen wurde bereits

ausfuhrlich in Michael Forsters Arbeit eingegangen?

Interessant ist unter diesen Gesichtspunkten auch, wie sich die JAK3 Aktivitdten der
Inhibitoren relativ zueinander verhalten. Die Spanne der ermittelten JAK3 ICso-Werte
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im radiometrischen Assay betrug ca. 8-16 nM, somit waren die Hemmwerte fir alle
vier Stoffe recht &hnlich (zum Vergleich: Beim ELISA lagen die Werte zwischen 28 und
122 nM). Die beiden N,N-dimethylcyanoacrylamide 22 und 29, die sich von FM-381
nur Uber die am Imidazol befindliche Seitenkette unterscheiden (4,4-
Difluorocyclohexan bzw. Cyclopropan), zeigten beide ausgezeichnete Selektivitat fur
JAK3: Die Hemmwerte fir JAK3 lagen im ein bzw. niedrig zweistelligen nanomolaren
Bereich, wahrend andere Kinasen deutlich schwacher gehemmt wurden (ICso Werte
im mikromolaren Bereich bzw. sogar aufRerhalb der AssayGrenze von 10 uM). Die
Praferenz fur JAKS3 der Leitsubstanz konnte also beibehalten werden.18, das Uber
eine N-methylpiperidin-Seitenkette am Imidazol und einen N-methyl-methylglycinat-
Rest verfugt, hemmte die JAK3 ebenfalls potent (ICso = 12 nM). Auch die JAK1 wurde
in gewissem Malfe inhibiert, allerdings um ca. Faktor 45 geringer als die JAKS.
Maoglicherweise rihrt der Selektivitatsverlust von der i in der JAK3 weniger gut
tolerierten 1 basischen Seitenkette her, die die Selektivitdtstasche adressieren soll.
Gegen die anderen beiden Isoformen wurde fur 18 kaum Aktivitat festgestellt. Das
sterisch anspruchsvolle Makrolidkonjugat 37 inhibierte die JAK2 im dreistellig
nanomolaren Bereich und JAK1/TYK2 im niedrigen mikromolaren. Auch wenn dabei
immer noch eine starke Préferenz fur JAK3 vorlag (ca. 65fach gegenliber JAK2), sollte
dies bei der Interpretation von zellularen oder /n vivo Daten mit 37 im Gedachtnis
behalten werden. Die Makrolide reichern sich bekanntermalRen stark in bestimmten
Zellkompartimenten bzw. Geweben an (Kapitel 4.1), wodurch i aufgrund der hohen
vorliegenden Konzentrationen i auch eine Inhibierung der off -target Kinasen nicht
vollkommen ausgeschlossen werden kann. In den LPS Challenge Modellen (Kapitel
4.2.3, 4.3.2) zeigen die vier genannten Substanzen &hnlichen Einfluss auf die
Freisetzung von IL-6, IL-10 und TNFa wie FM-381, was nahelegt, dass es sich um
JAK3abhangige Effekte handelt. Die off -target Hemmung anderer Kinasen scheint bei
den dort eingesetzten Konzentrationen noch keinen relevanten Einfluss auf die
Readouts zu haben.

Zur Interpretation der Daten sollten auch die jeweiligen Michaelis -Menten-Konstanten
(Km-Werte) der Kinasen und die verwendeten Konzentrationen an ATP beachtet
werden. Der Kn-Wert gibt die Affinitat einer Kinase zu einem bestimmten Substrat
wieder und beschreibt die Konzentration an Substrat, bei der die enzymatisch
katalysierte Reaktion mit halbmaximaler Geschwindigkeit stattfindet. 3*P-ATP wurde je
nach Kinase in einer Konzentration von 0,1-1 uM eingesetzt, was in etwa den fir diesen
Assay angegebenen ky,-Werten entspricht. Die Konzentrationen lagen somit fur alle
vier Kinasen deutlich niedriger als die intrazellulare ATP-Konzentration, die
Ublicherweise im niedrigen millimolaren Bereich liegt.'?® Im Gegensatz zu den anderen
JAKIsoformen zeigt die JAK3 eine hohere Affinitat zu ATP. Mit anderen Worten: Es ist
bei hypothetisch gleicher ATR-Konzentration schwieriger fur Hemmstoffe, ATP aus der
JAKS zu verdrangen und selbst die ATPBindetasche zu besetzen, alsbei den anderen
JAKs. Demnach ist zu erwarten, dass bei hohen (= physiologischen) ATR
Konzentrationen die Selektivitat eines Inhibitors flr die JAK3 geringer ausfallt als bei
niedrigen (bzw. dass der Aktivitatsverlust gegenuber der JAK3 starker ist als gegentber
anderen Isoformen). Vor allem bei rein reversibel bindenden Inhibitoren kann dies
problematisch sein. Bei den hier eingesetzten Testsubstanzen handelt es sich aber
wahrscheinlich wie bei FM-381 um kovalent-reversibel bindende Inhibitoren. Diese
sind nur feilweise ATP-kompetitiv, nach Ausbilden der kovalenten Bindung zur Kinase
ist eine Verdrangung des Hemmstoffs durch ATP nicht mehr méglich. Bei den von
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Michael Forster dargestellten Cyanoacrylamiden konnte so auch noch bei ATP
Konzentrationen weit Uber dem Km-Wert gute JAK3-Selektivitat beobachtet werden. 472

4.2.2 Zellulare Aktivitat ge gen die JAK3

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

Beim (nano)BRETFVerfahren werden Zellen eingesetzt, die ein Fusionsprotein aus der
zu untersuchenden Kinasei bzw. deren katalytischer Doméne 1 sowie einer fur die
Biolumineszenz verantwortlichen Luciferase exprimieren. Die durch die Luciferase
(NanoLuc) emittierte Energie wird vom Fluorophor eines Tracer-Molekils
aufgenommen, welches wiederum ein FluoreszenzSignal emittiert. Fur diesen
Energielbertragungsvorgang ist die raumliche Nahe von Luciferase und Tracer
notwendig. Werden Tracermolekile durch die Testsubstanz verdrangt, sinkt die
Intensitat des gemessenen Signals.

Zusatzlich zum ublichen Verfahren mit intakten Zellen wurde auch eine Variante des
Assays durchgefihrt, bei dem die Zellen mithilfe von Digitonin lysiert wurden. Die Lyse
wurde nach der Inkubationszeit der Zellen mit den Stoffen, aber vor Zugabe des
Tracers durchgefihrt. Ziel war es, die Potenz der Hemmstoffe auch unabhangig von
Faktoren wie der intrazellularen Anreicherung in Subkompartimenten (wie z.B. in den
Lysosomen) und von der Membranpassage zu evaluieren. Die Ergebnisse beider
Verfahren sind in Tabelle 4.13 dargelegt:
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Tabelle 4.13: Zelluldre Aktivitdt gegen JAKS3, bestimmt durch nanoBRE FVerfahren.

No. IC 50, intakt [uM] &7 IC 50, lysiert [uM] 2¢ Verhaltnis
Tofacitinib 0,89 + 04 0.23 +0 3,9
FM-381 0,35 + 0,2 0,10 +0 3,5
13 >45 16,5 + 2,6 /
15 1,03 + 0,4 0,27 +0 3,8
18 1,36 + 0,2 0,21 +0 6,5
21 0,88 +0 0,12 +0 7,7
22 0,60 + 0,1 0,13 +0 4,6
26 n.b.d 0,27 +0 /
29 3,81 + 0,1 0,44 + 0,1 8,7
30 9,71 + 15 0,47 + 0,1 20,5
37 19,86 + 3,8 2,2 + 0,1 9,0
38 >45 9,53 + 0,7 /
39 12,56 + 54 0,76 + 0,1 16,42
40 8,43 + 49 1,33 + 0,2 6,4

2Frhalten aus den BREFSignalverhdltnissen bei elf Verdinnungsschritten.®n = 4. °n = 2. Die Verdrdngung des
Tracers konnte fiir diesen Stoff nicht bestimmt werden, da es zu einer Stérung des BRET-Signales kam.

Die ermittelten Aktivitaten der Testsubstanzen im ersten Assay (intakte Zellen) decken
sich, relativ zueinander betrachtet, im Allgemeinen gut mit jenen aus den zellfreien
Experimenten (4.1). FM-381 zeigte nach wie vor die hochste Potenz unter den JAK3
Inhibitoren (ICso = 0,35 £ 0,2 pM). Der andere Vertreter der Cyclohexyl-Serie, 21,

und das Difluorcyclohexyl-substituierte 22 waren ebenfalls hoch aktiv (ICso = 0,88 *

0 bzw. 0,60 = 0,1 uM) und vergleichbar mit Tofacitinib. Das N-methylpiperidin Analog
von FM-381, 15, zeigte die vierthochste Aktivitat unter den Testsubstanzen (ICso =

1,03 + 0,4 uM) und war damit unerwarteter Weise deutlich potenter als im zellfreien

Assay, wo der Aktivitatsverlust gegentber FM-381 starker ausgepragt war (dort ca.

Faktor 12). Als mdglicher Grund ergibt sich die gesteigerte Aufnahme in die Zellen
aufgrund des tertiaren Amins; durch die erhdhten Konzentrationen konnte der

Potenzverlust durch die - fir die Hemmung weniger ginstige - Base teilweise
ausgeglichen werden.

Die Makrolide (13, 37-39) schnitten im ersten Experiment alle eher schlecht ab, ihre
Hemmwerte lagen alle im zweistellig mikromolaren Bereich bzw. auf3erhalb der
Bestimmungsgrenzen. Es bieten sich mehrere Erklarungsansatze: Zum einen kdnnte
eine schlechte Aufnahme der voluminésen Soffe in die HEK293T-Zellen zu niedrigen
intrazellularen Konzentrationen fuhren. Dies wiederspricht allerdings den Befunden der
fluoreszenzmikroskopischen Experimente (Kapitel4.2.5 ), bei denen fur die Makrolide
gute intrazellulare Anreicherung beobachtet wurde. Ein weiterer Grund konnte die
Struktur des JAK3/nanoLucFusionsproteines sein: Es ist grof3er als die nattrliche JAK3
und gegebenenfalls erschwert die zusatzliche nanoLueDomane den Zugang zur ATR
Bindetasche vor allem fir sterisch anspruchsvolle Inhibitoren. Zuletzt konnte die
erwdhnte Anreicherung der Stoffe, die vor allem im lysosomalen Kompartiment
stattfindet, einen Nachteil fir die Aktivitat darstellen. Zu hohe Anreicherung dort wirde
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potentiell die Konzentration im Cytosol mindern, wodurch letztendlich weniger
Molekdle zur Inhibition der (zytosolischen) Kinasen zur Verfiigung stehen. In anderen
Experimenten, wie z.B. der Stimulation von Zellen mit Lipopolysacchariden (Kapitel
4.2.3), war die (antiinflammatorische) Wirksamkeit der Makrolide vergleichbar mit der
ihrer unkonjugierten Gegenstiicke, was gegen einen tatsachlichen starken
Aktivitatsverlust spricht.

Im zweiten Experiment (lysierte Zellen) wurden fur alle Stoffe niedrigere IC so-Werte
ermittelt als im Vorigen. Die Aktivitat war tendenziell am meisten erhoht fir Stoffe, fur
die bei den fluoreszenzmikroskopischen Experimenten eine starke intrazellulare bzw.
intralysosomale Anreicherung beobachtet wurde (Kapiel 4.2.5 ). Dies betrifft z.B. das
N-methylpiperidin-substituierte Makrolidkonjugat 39, dessen Aktivitat sich im lysierten
Assay um en Sechzehnfaches steigerte (1Go von 12,56 + 5,4 auf 0,76 + 0,1 uM).
Damit war es sogar noch potenter als 37 (ICso = 2,2 + 0,1 uM), das in den zellfreien
Messungen noch das aktivste Makrolid war (Kapitel4.1). Plausibel erscheint, dass die
Lyse der Zellmembranen auch zum Zusammenbruch der Membranen intrazelluléarer
Kompartimente, z.B. der Lysosomen, fuhrt. Dies wurde grof3e Mengen der dort Gber
Aaci d trappingh angereicherten Testsu
Konzentration vorlagen um die Kinase zubinden.

Ein erwahnenswertes Problem des Assays fur die verwendeten Stoffe lag in der
Signalerfassung: Das von der nanoLucLuciferase ausgestrahlte Licht wird bei einer
Wellenlange von 450 nm quantifiziert, die des Tracermolekils bei 610 nm.

Farbintensive bzw. fluoreszierende Testsubstanzen kdnnten, vor allem bei hoéheren
Konzentrationen, die Signalerfassung storen und die Ergebnisse verfalschen. Zum
Zeitpunkt der Durchfihrung war das Absorptions- und Emissionsverhalten der
dargestellten Stoffe noch nicht bekannt. Durch ihr ausgepragtes p-System absorbiert
bzw. emittiert die Uberwiegende Mehrheit davon aber in fir die Messung relevanten

Bereichen (Kapitel 4.2.5). Sollte die Emission einer durch das Luciferase Signal
angeregten Testsubstanz sich mit der Emisson des Tracers tberschneiden, wirde dies
eine schwachere Inhibition der Kinase (bzw. weniger gute Verdrangung des Tracers)
vortauschen. Zusammengefasst ist also nicht auszuschlieBen, dass die wahre Aktivitat
der Testsubstanzen hoher liegt als die Messungennahelegen. Dies wirde besonders
auf die Vertreter mit guter intrazellularer Anreicherung, z.B. 18 und die

Makrolidkonjugate zutreffen.

4.2.3 Zytokinausschitt  ung nach LPS -Stimulus

Neben der Bestimmung der spezifischen Potenz als JAK3nhibitoren wurden samtliche
Testsubstanzen auch auf ihre allgemeine antiinflammatorische Wirksamkeit
untersucht. Das hierzu eingesetzte Routineverfahren umfasst die Inkubation von
Immunzellen mit den JAK-Hemmern vor Zugabe bakterieller Lipopolysaccharide (LPS),
die fur einen Toll-Like-Rezeptor 4 (TLR4) -basierten Entztindungsreiz sorgen (siehe
auch Kapitel 4.3.2). AnschlieRend werden per ELISA die Konzentrationen der
produzierten Zytokine quantifiziert. Gemessen wurden i. d. R. TNR als pro- und IL-10
als antiinflammatorischer Marker sowie in einigen Fallen das ebenfalls
proinflammatorische IL-6.

bstan:
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Die Auswirkungen der Hemmung verschiedener JAKs/n vitro sind in manchen Fallen
stark von den experimentellen Bedingungen wie Zelltypen, Polarisierung der Zellen,
Stimulus und Konzentration der Inhibitoren abhéngig. So wurden beispielsweise fur
die Hemmung der JAK1 und 3 sowohl pro- als auch antiinflammatorische Effekte
festgestellt. 124125

Die Substanzen wurden ublicherweise in menschlichem Buffy Coat (HBC) getestet,
welcher reich an Granulozyten, Monozyten, aber auch den Zellen der adaptiven
Immunantwort ist. Das Gemisch verschiedener Zelltypen bietet den Vorteil, dass es
realitdtsndher ist als der Einsatz einer einzelnen, definierten Zelllinie; dafur konnen die

Ergebnisse aber wiederum nicht auf einen bestimmten verantwortlichen Zelltyp

zuruckgefuhrt werden. Deswegen wurden flr einige Substanzen noch weiterfiihrende

Experimente in anderen Systemen, z.B. mit Vollblut, PBMCs und monoklonalen
Zelllinien durchgefuhrt. Bei den HBG und Vollblut-Assays ist zu beachten, dass es sich
um unbekannte und stets verschiedene Spender handelte, was aufgrund individueller

Schwankungen des Blutbilds den quantitativen Vergleich der durchgeflhrten
Experimente erschwert. Eine Auswahl an reprasentativen Datensatzen werden im

Folgenden diskutiert. Weitere Assay-Ergebnisse sindim Anhang (Kapitel 7.2.4) zu

finden.

4.2.3.1 Selektivitatsvergleich in HBC

Die kommerziell verfugbaren JAKInhibitoren Upadacitinib (selektiv fur JAK1),

Ruxolitinib (JAK1/2) und Tofacitinib (pan-JAK) wurden mit dem als JAK3selektiv

bekannten FM-381 verglichen (Abbildung 4.9 ). So sollten invitro AZyt oki npr of i
fur die jeweiligen Selektivitaten unter den vorliegenden Assaybedingungen erfasst

werden.

Generell ahnelten sich die Zytokinmuster der kommerziellen Vergleichsstoffe, was
nahelegt, dass die Effekte aus der (den Stoffen gemeinsamen) Inhibition der JAK1
resultieren. Bei allen dreien kam es zu einem deutlichen Anstieg der TNFRa-Freisetzung
(bis zu ca. dem Doppelten der Kontrollzellen), der fir Upadacitinib und Tofacitinib
konzentrationsabhéngig verlief. Hohere Konzentrationen (5 pM) an Ruxolitinib fihrten
wiederum zu einer Normalisierung der TNFa-Werte auf Kontrollniveau; dies lasst sich
entweder auf beginnende off-target Effekte (oder zunehmende Auswirkungen der
JAK2Hemmung) zurtckfihren, oder aber auf Zytotoxizitat des Stoffs bzw. verminder te
Viabilitat der Immunzellen. Der selektive JAK3-Inhibitor FM-381 erzeugte dagegen
eine konzentrationsabhangige Senkung der TNR-Freisetzung, die bei hoheren Dosen
sogar nahezu vollends gestoppt wurde. Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit den
anderen in dieser Arbeit dargestellten JAK3Hemmern erzielt (s.u. bzw. Anhang ,
7.2.5).
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Abbildung 4.9: Nach Behandlung von HBGZellen mit verschiedenen JAKInhibitoren und LPS gemessene
Konzentrationen von TNFa (oben links), IL-10 (oben rechts) und IL -6 (unten links). Die kommerziell erhéltlichen
Inhibitoren Upadacitinib, Ruxolitinib und Tofacitinib, denen die Hemmung der JAK1 gemein ist, hatten dhnliche
Effekte auf die bestimmten Zytokine. Durch sie kam es zu ener gesteigerten Ausschiittung von TNF, IL-6 und IL -
10 (jeweils bis ca. Faktor 2). Das JAKS3 selektive FM-381 fiihrte dagegen zu einer konzentrationsabhéngigen
Senkung der TNR-Produktion (auf < 10 % der Kontrolle bei 2,5 uM FM-381 ), wéhrend IL -6 und IL-10 relativ
unbeeinflusst blieben. n = 3.

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

Auch bezuglich der Freisetzung des antiinflammatorischen IL-10 verhielten sich die
kommerziellen Inhibitoren &hnlich, es kam bei den meisten verwendeten
Konzentrationen zu einer Steigerung. Interessanterweise unterschieden sich aber
Ruxolitinib und Tofacitinib bei hoheren Konzentrationen von Upadacitinib: Die
gemessenen IL-10 Konzentrationen naherten sich wieder dem Kontrollniveau, wahrend
sie bei Upadacitinib weiterhin stark erhéht blieben. Dies legt nahe, dass die durch beide



4 Biologische Tests und Ergebnisse 93

Stoffe hervorgerufene JAK2Hemmung bei diesen Kanzentrationen potentiell einen IL -
10 senkenden Einfluss haben kénnte.FM-381 hatte bis ca. 1 uM keine nennenswerten
Auswirkungen auf die IL-10 Spiegel, erst bei h6heren Konzentrationen kam es zu einer
Steigerung lber den Kontrollwert. Ahnlich verhielt es sich auch in weiteren Assays mit
verwandten Substanzen, wobei T in Abhangigkeit von Spender bzw. Zelltyp und
Substanzi auch Senkungen der IL-10 Freisetzung beobachtet wurden. Letztere waren
aber meist nur gering ausgepragt (s.u. bzw. Anhang , 7.2.5). Eine Senkung der TN
Produktion bei unbeeinflussten bzw. sogar gesteigerten IL-10 Spiegeln ist zur
Bekampfung akuter oder chronischer Entzindungen besonders potent und
wunschenswert. Auch /i vivo wurden diese Effekte fur die in dieser Arbeit hergestellten
JAK3Hemmer dargelegt (Kapitel 4.3.2).

4.2.3.2 Vergleich von FM -381 mit verschiedenen Derivaten
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Abbildu ng 4.10: Nach Behandlung von HBGZellen mit verschiedenen JAK3Inhibitoren und LPS gemessene
Konzentrationen von TNFa (oben links), IL -10 (oben rechts) und IL -6 (unten links). Die Stoffe folgen dem bereits
fiir FM-381 beschriebenen Muster einer konzentrationsabhédngigen Hemmung der TNf@&-Produktion und nur
geringfligiger Beeinflussung von IL-6 und IL-10. n = 3.

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

Wie fur FM-381 bereits beschrieben kam es auch bei Einsatz der anderen Substanzen
zu einer starken Reduktion der TNFa Freisetzung, die durch die hdochste Dosis gegen
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Null gesenkt wurde. FM-381 , das unter den Substanzen die hdchste Aktivitat gegen
die JAKS3 zeigt, hatte dabei auch den starksten Effekt auf die TNFa Werte.

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

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

4.2.3.3 Vergleich mit Tofacitinib und Ruxolitinib
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Abbildun g 4.11: Nach Behandlung von HBGZellen mit JAKZInhibitoren (FM-381, 13, 37, 30), Tofacitinib oder
Ruxolitinib und LPS gemessene Konzentrationen an TN (links) und IL -10 (rechts). Wieder kam es zur TNFa-
Senkung durch die JAK3 Hemmer, wéhrend die (u.a.) JAKI1 inhibierenden Vergleichssubstanzen zu einer
konzentrationsabhdngigen Steigerung der TNFR-Ausschiitung fihrten. Die IL -10 Konzentrationen wurden von
Tofacitinib und Ruxolitinib stark (bis auf das Doppelte), von den JAK3 Hemmern FM-381, 13 und 37 nur maiig
(bis zu ca. 20 %) erhéht. n = 3.

Tofacitinib und Ruxolitinib wurden in vielen Assays als Vergleichssubstanzen
miteingeschlossen. Abbildung 4.11  zeigt die Ergebnisse eines solchen Assays, bei
dem FM-381 mit zwei Makrolid-verknipften Derivaten sowie dem phenyl-
substituierten 30 verglichen wurde. Die nicht JAK3-selektiven Inhibitoren hatten die

gleichen Effekte auf die Zytokinfreisetzung wie schon in Abbildung 4.9 dargestellt:

Sowohl die TNFRa- als auch die IL-10-Spiegel wurden mit steigenden
Wirkstoffkonzentration deutlich erhoht.

Die JAK3selektiven Testsubstanzen zeigten das typische Muster aus TNR&-Senkung
und schwach gesteigerter IL-10 Produktion (mit Ausnahme von 30, bei dem die IL-10
Konzentrationen bei hoheren Dosen stattdessen geringfiigig abnahmen). Die TNRa-
Werte spiegeln zudem gut die unterschiedliche Potenz der Stoffe wieder: 37, dessen
JAK3 1Go um ein ungeféhr Sechsfaches niedriger liegt als jene von 13, fuhrte bei
gleicher Konzentration auch zu starkerer Senkung der TNFa-Werte.
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4.2.3.4 Vergleich unkonjugierter Testsubstanzen mit M akrolid -konjugierten
Deri vaten und den Carrier -Vorstufen
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Abbildu ng 4.12: Nach Behandlung von HBGZellen mit LPS sowieJAK3Inhibitoren oder deren makrolidbasierten
Vorstufen (59a, 63) bzw. Azithromycin gemesseneKonzentrationen an TNFa (oben links), IL -10 (oben rechts) und
IL-6 (unten links). Weder Azithromycin noch59a oder 63 hatten in den eingesetzten Konzentrationen (0,01-5 uM)
einen nennenswerten Einfluss auf die Produktion von TNR, IL-6 oder IL-10. n = 3.

Aufgrund der fur Makrolide wie Azithromycin und dessen Derivate postulierten
immunomodulatorischen Effekte (Kapitel 1.8) wurden die unkonjugierten
TestsubstanzenFM-381 und 40 mit den konjugierten Analoga 37 und 43 sowie den
Carrier-Vorstufen 59a, 63 und Azithromycin verglichen. Ziel war darzulegen, ob der
Makrolidkern der Konjugate im LPSModell ebenfalls einen Einfluss auf die Zellen bzw.
deren Zytokinfreisetzung ausibt, oder ob die Effekte rein auf Hemmung der JAK3
basieren. Wie Abbildung 4.12  zeigt, waren die genannten Vorstufen bzw.
Azithromycin bei den eingesetzten Konzentrationen nahezu inert. Eine schwache
Hemmung der IL-6 Freisetzung konnte fir niedrige Dosen der Stoffe beobachtet
werden, die aber nicht Giber ca. 10 % hinausging.
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42.3. 5 Ver gltend hveriihider Makrolidkonjugate:
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Abbildun g 4.13: Nach Behandlung von HBGZellen mit JAK3Inhibitoren und LPSgemessene Konzentrationen an
TNFa (oben links), IL -10 (oben rechts) und IL -6 (unten links). Die Makrolid-Konjugate 13 und 44 sind tiber Position
20 am Des os amiWarheadstvertahitol dieljewkiligen Strukturanaloga 46 und 47 ¢ b e r  -@asigon. 3 6
n=2.

Im Zuge der Optimierungdes Ma kr ol i dcarri er s wualsauehnie s owohl
3 -®osition des DesosaminZuckers verlinkte Konjugate dargestellt. Diese waren sich

sowohl in ihren pharmakokinetischen Eigenschaften als auch in ihrer Potenz im
enzymatischen JAK3Assay (Tabelle 4.8, Tabelle 4.10 ) auB3erst &dhnlich. Die Aktivitat

sollte nun auch im zellularen Kontext verglichen werden, wo u.a. auch die Aufnahme

und (intrazellulare) Stabilitat der Stoffe und eventuelle off -target Effekte eine Rolle

spielen. Als Surrogatparameter fur die allgemeine antiinflammatorische Wirksamkeit

wurde hier TNFa verwendet, da die Herabsetzung dieses Zytokins tblicherweise gut

mit der Aktivitat der Stoffe im JAK3-Assay einherging. Davon ausgehend zeigten sich

d i everRniipften Stoffe (13, 44)alset was wi r k s a iGegenstidkes@7i, hr e 3 «
46). Bei beiden Klassen der Konjugate kam es in der hochsten Konzentration (5 puM)

zu einem sprunghaften Anstieg der IL-6 Freisetzung. Wie bereits diskutiert wurde,

handelt es sich hier vermutlich primar um Folgen beginnender zytotoxischer
Stoffkonzentrationen.

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

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

Abbildung 4.14  zeigt einen aus U937-Zellen erhaltenen Datensatz. Die aus einem
Lymphom-Patienten isolierten, immortalisierten U937 Zellen entsprechen in etwa den

menschlichen Monozyten. Letztere sind relativ grol3e Fresszellen myeloischen
Ursprungs, die je nach Stimulus zu Makophagen oder dendritischen Zellen
ausdifferenzieren konnen. Tendenziell verhielten sich die Stoffe gleich wie im
komplexeren HBC. Die Auswirkungen auf die Zytokinfreisetzung, insbesondere auf
TNFa bezogen, fielen aber geringer aus: So konnte z.B. die TNFRa-Freisetzung durch
FM-381 erst bei einer Konzentration von 5 pM auf unter 50 % gesenkt werden,
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wahrend dies in HBC Ublicherweise schon mit einem Zehntel dieser Dosis erreicht
wurde.

4.2.3.7 Durchfuhrung in menschlichem Vollblut
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Abbildung 4.15: Nach Behandlung von menschlichem Vollblut mit JAK3Inhibiforen und LPS gemessene
Konzentrationen an TNf (links) und IL -10 (rechts). Sowohl durch FM-381 , dessen konjugierte Derivate 13 und
37 als auch durch N-methyipiperidin-Analog 18 wurde die Freisetzung von IL-10 gesteigert. n = 3.

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

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

Diskussion.Die Literatur liefert diverse Beispiele mit verschiedenen Zelllinien, in denen
ebenfalls JAKHemmer in &hnlichen Experimenten verwendet und die
Zytokinfreisetzung erfasst wurden:

In M2-Makrophagen fuhrt TLR4-Stimulus zur Aktivierung des JAK3/STAT3Signalwegs.
Unter diesen Bedingungen wurden von Quero et a/. bereits Tofacitinib und FM-381
verglichen. Der pan-JAK Inhibitor erzielte eine starke Steigerung der IL-6 Freisetzung,



4 Biologische Tests und Ergebnisse 99

wéhrend die IL-10 Spiegel bis zu einer Dosis von 1 uM unbeeinflusst blieben, erst bei
C(Tofacitiniy = 5 UM kam es schlieBlich zur Abnahme?® Der IL-10 Anstieg durch
Tofacitinib im in Abbildu ng 4.8 gezeigten Datensatz ist also auf andere Zelltypen
zurlickzufiihren. Auch in Monozyten wurde fir Tofacitinib eine erh6hte Ausschuttung
der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNFa nach LPSStimulus dargelegt. Dabei
kam es allerdings zu einer Senkung statt Steigerung der IL-10 Konzentrationen, was
ggf. tber die recht hohe eingesetzte Dosis (10 uM) zu erklaren ist.1?’

Die Blockade von JAKlunterbindet die Signalfunktion von IL-10, da u.a. JAK1 an den
IL-10 Rezeptor assoziieren muss, damit das Signal ins Zellinnere weitergegeben
werden kann.'?>128 Dies erklart die deutlich verstarkte Ausschuttung von IL-6 und

TNFRa in den mit JAKI-Hemmern behandelten Zellen. lhr antiinflammatorisch

wirksamer Gegenspieler IL-10 wird zwar freigesetzt, kann aber keine hemmende

Wirkung mehr auf die Produktion der beiden Zytokine ausiben. Die ebenfalls erhhte

Freisetzung von IL-10 selbst lasst sich dadurch erklaren, dass ohne Transkription des
IL-10 Signals auch keine Autoinhibition bzw. negative FeedbackMechanismen
stattfinden und die Zellen vermehrt IL -10 nachbilden.

Bei den von Quero et al. mit 1 pM FM-381 behandelten M2-Makrophagen kam es zu
einer leicht gesteigerten IL-6 Freisetzung und einer zeitgleichen Senkung von IL-10.
In (eher proinflammatorisch agierenden) M1-Makrophagen erzeugten sowohl
Tofacitinib als auch FM-381 dagegen eine dosisabhangig verringerte Ausschiittung
von |L-6.1%6

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

Die teils beobachtete Steigerung von IL-10 durch die JAK3Hemmer (bei hoéheren
Konzentrationen) lasst sich ggf. auf deren Wirkung auf dendritische Zellen rickfihren:
Fur JAK3'- dendritische Zellen wurde eine gegentiber Wildtyp deutlich erhohte 1L-10
Produktion i sowohl nach inflammatorischem Stimulus, als auch konstitutiv i
festgestellt.1?° Eine starke Hemmung der JAK3 durch die Testsubstanzen konnte davon
ausgehend auch im weniger homogenen HBC direkt zur IL-10 Steigerung fuhren. Der
Anteil dendritischer Zellen im menschlichen Blut ist aber vergleichsweise gering13°

Zusammengefasst fuhrte der Einsatz selektiver JAKS3Inhibitoren im /n vitro LPS
Experiment zu einem hervorragenden antiinflammatorischen Profil aus gesenkter
TNFa- sowie weitestgehend intakter oder gar gesteigerter IL -10 Freisetzung. Dieses
aulerst gunstige Verhaltnis liel3 sich spater auch/n vivo (Kapitel 4.3.2 ) erzeugen.
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4.2.4 Toxizit ats-Assays

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

MTT-Assay: Der MTT-Assay unterscheidet Zellen nicht anhand der Kiriterien

Al ebend/ tot d, sondern anhand i hrer St of f wec
Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-25-di phenyl tetrazol i umbromid
durch mitochondriale Oxidoreduktasen unter Verbrauch von NADH zum blauen
Formazanderivat reduziert wird. Die Viabilitat der Zellen wird also in Abhangigkeit von

der Zellatmung erfasst. Verwendet wurden U937 Zellen, eine den Monozyten ahnliche
immortalisierte Linie, oder die ahnlichen J774 Zellen. Gezeigt werden nur einige
reprasentative Datensets, weitere sind den Anhangen (7.2.3 ) zu entnehmen:

MTT Assay, U937-Zellen B FM-381
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Abbildun g 4.16: Durch Férbung mit MTT erfasste Viabilitdt von U937-Zellen in Abhdngigkeit von der Konzentration

der eingesetzten Testsubstanzen. Die Spitzenkonzentrationen von 2550 uM fihrten i.A. zu einer deutlichen
Abnahme der Zellviabilitdt. n = 3.

Grundsatzlich waren die meisten der dargestellten Testverbindungen in den fur /n vitro
Experimente relevanten Konzentrationen (i. d. R. bis 10 uM) untoxisch und fuhrten im
MTT-Assay zu keiner nennenswert reduzierten Zellviabilitaét. Erst in hoheren
Konzentrationen (O 25 uM) kam es zu toxischen Effekten (Abbildung 4.16 ). Wie
bereits erwahnt wurde in diesem Assay aber nicht direkt nach lebenden und toten
Zellen unterschieden, sondern primar der mitochondriale Stoffwechsel erfasst. Ein
nicht auszuschlieRender weiterer Grund flr zytotoxische Effekte der Substanzen
koénnte auch die oft suboptimale Lo6slichkeit sein: Eine starke Anreicherung einer
Verbindung in bestimmten Kompartimenten konnte zum Ausfallen des Stoffes flihren,
was wiederum Zellorganellen oder essentelle Membranen schédigen wirde.

Auch in J774 Zellen (Abbildung 4.17) wurde die Uberwiegende Mehrzahl der
Testsubstanzen gut toleriert:
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MTT Assay, J774-Zellen
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Abbild ung 4.17: Durch Farbung mit MTT erfasste Viabilitdt von J774-Zellen in Abhdngigkeit von der Konzentration

der eingesetzten Testsubstanzen. Wie schon in U937-Zellen beschrieben kam es zu einer konzentrationsabhéngigen
Abnahme der Viabilitdt. n = 3.

Im Gegensatz zu den humanen U937 Zellen sind J774 Zellen murinen Ursprungs. Sie
entsprechen aul3erdem eher den (Ublicherweise in Geweben vorkommenden)
Makrophagen als (im Blut zirkulierenden) Monozyten. Die gute Vertraglichkeit der

Testverbindungen auch in murinen Zellen war eine grundlegende Voraussetzung fur
die spateren /n vivo Studien in M&usen.

Im Zuge der MTT-Screenings wurde fur die beiden Makrolidkonjugate 37 und 42
Toxizitat bei unerwartet niedrigen Konzentrationen festgestellt. Dies war bisher bei
anderen, strukturell &ahnlichen Konjugaten nicht beobachtet worden. Um
sicherzustellen, dass essich um stoffspezifische Toxizitat handelt, wurde ein weiterer
Batch von 37 synthetisiert. Dieser wurde mit dem anderen Batch sowie der Vorstufe
60b verglichen, um Batch-spezifische bzw. aus vorigen Reaktionen mitgeschleppte
toxische Verunreinigungen auszuwschlieBen (Abbildung 4.18).

MTT Assay, U937-Zellen
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Abbildung 4.18: Durch Farbung mit MTT erfasste Viabilitét von U937-Zellen in Abhéngigkeit von der Konzentration

der eingesetzten Testsubstanzen. n = 3. Von 37 wur den zwei separat synthetisierte
verglichen. Um toxische Effekte aufgrund von mitgeschleppten Verunreinigungen der Vorstufe auszuschliel3en,

wurde 60b ebenfalls in den Versuch eingeschlossen.Beide Batches von37 zeigten dhnliche Zytotoxizitéat ab einer
Wirkstoffkonzentration von 5 uM. Die Vorstufe 60b erwies sich dagegen selbst bei 50 UM als untoxisch.
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Beide Batches sowie das Uber den gleichen Linker verbundene42 zeigten schon bei 5
UM einen starken Abfall der Viabilitat, die gemeinsame Vorstufe war dagegen auch in
der hochsten Konzentration noch relativ untoxisch. Der Grund fur die im MTT-Assay
beobachtete Toxizitat ist nicht bekannt. Sie ist auch im Hinblick auf die Strukturen der
betroffenen Substanzen schwer erklarbar, da verwandte Stoffe erst bei deutlich
hoheren Konzentrationen Toxizitdt aufwiesen. Eine off-target Wirkung kann nicht
ausgeschlossen werden, musste aber spezifisch fur Konjugate mit gleicher Linkerlange
vorliegen. Dagegen spricht, dass 39 in einem weiteren Assay erst bei 25 uM
nennenswert toxisch war.

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

Die Substanzen wurden fur diesen Assay in eher niedrigen Konzentrationen getestet,
in denen sie alle gut toleriert wurden. Auch der unselektive JAK-Hemmer Tofacitinib

wurde miteinbezogen und zeigte ebenfalls keine bedenkliche Toxizitat (Abbildung
4.19).

7AAD Assay, Buffy Coat B FMV-381
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Abbildung 4.19: Durch Farbung mit 7AAD erfasste Viabilitdt einer gemischten Leukozytenpopulation (HBC) in
Abhéngigkeit von der Konzentration der eingesetzten Testsubstanzen. Weder die JAK3Hemmer noch Tofacitinib
zelgten im Bereich von 0.1-5 uM toxische Effekte. n = 2.

Die meisten 7AADbasierten Assays wurden nicht als reine ToxizitatsExperimente
durchgef ¢hrt, sondern im Zusammenhang mit de
chal |l enge fid.2.E)L DSnkrdgspreChend wurden auch die gleichen dort
verwendeten Stimuli (i. d. R. LPS) zugegeben. Ziel war zu zeigen, dass die im ELISA
beobachteten Effekte (v.a. reduzierte TNFa-Freisetzung) durch die JAKkHemmung
zustande kamen und nicht etwa durch cytotoxische Nebeneffekte. Dementsprechend
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wurden auch die gleichen Konzentrationen (i. d. R. bis 5 pM) wie im ELISA-Verfahren
angewandt.

7AAD Assay, THP1-Zellen
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Abbildu ng 4.20: Durch Fadrbung mit 7AAD erfasste Viabilitét von THP1Zellen in Abhdngigkeit von der
Konzentration der eingesetzien Testsubstanzen. Da es sich um einen Kontrol#Assay fir ein LPSbasiertes
Experiment handelte, wurden die Zellen hier ebenfalls mit LPS behandelt. Die Viabilitdt der Zellen wurde durch die

JAK3Hemmer 8-10 sogar tiber den Kontrollwert gesteigert. Dies spricht fiir eine Schutzwirkung gegentiber der
durch LPS ausgeldsten Schddigung der Zellenn = 3.

Interessanterweise zeigten die Testsubstanzen bei solchen Assays sogar einen
gewissen protektiven Effekt: Die Viabilitatt war fur die meisten Stoffe und
Konzentrationen erhéht gegentber THP1-Zellen, die ausschlie3lich mit LPS behandelt
worden waren (Abbildung 4.20 ). Angesichts des antiinflammatorischen Effekts der
JAK3Inhibitoren war dies zu erwarten und p asst zu den Befunden aus den LPSELISAs,
bei denen eine potente, konzentrationsabhangige TNFa-Senkung festgestellt wurde.

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

7AAD Assay, THP1-Zellen
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Abbildung 4.21: Durch Fadrbung mit 7AAD erfasste Viabilitdét von THP1Zellen in Abhdngigkeit von der
Konzentration der eingesetzten Testsubstanzen. Da es sich um einen Kontro#lAssay fir ein LPSbasiertes
Experiment handelte, wurden die Zellen hier ebenfalls mit LPS sowie LPS + IL-4 behandelt. Die durch LPS bzw. LPS

+ IL -4 verursachte Zytotoxizitdt konnte durch die JAK3-Hemmer FM-381 und 10 schon ab einer Konzentration
von 0,01 uM verhindert werden. n = 2.
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In einem weiteren Assay wurde zusatzlich zu LPS auch mit I1L-4 stimuliert ( Abbildung
4.21). Durch die Kombination kam es in den ansonsten unbehandelten Proben zu einer
weiteren Abnahme der intakten Zellen (auf ca. 69 %). Durch Einsatz der
Testsubstanzen konnte die Viabilitdt jedoch in beiden Gruppen (nur LPS bzw. LPS +
IL-4) auf ahnlich hohem Niveau gehalten werden. Der IL -4 Rezeptor leitet sein Signal
Uber JAK1/JAK3Heterodimere weiter, die Testsubstanzen konnten der IL-4
abhangigen Toxizitat dementsprechend direkt entgegenwirken.

4.2.5 Fluoreszenzverhalten, Zellaufnahme -Experimente

Die Konjugation der JAK3Inhibitoren an Makrolidcarrier diente nicht nur der

Optimierung der generellen PK-Eigenschaften, sondern auch einer verstarkten
Aufnahme in Leukozyten bzw. deren sauren Kompartimenten. Lysosomen sind
Organellen, die u.a. zum Verdau von Makromolekilen und auch Pathogenen bendtigt
werden. Sie kommen in einer Vielzahl an Zellen vor, insbesondere aber in Immunzellen.
Innerhalb der mit Membranen versehenen Lysosomen liegt ein saures Milieu vor (pH

4-5), das durch ATP-abhangige Protonenpumpen aufrechterhalten wird. Die
lysosomalen Enzyme sind nur unter diesen sauren Bedingungen optimal aktiv; dies
dient vermutlich zum Schutz der Zelle im Falle einer Membranschadigung®31132 Von
Azithromycin ist bereits bekannt, dass es sich rasch und in hohem Ausmal in
Immunzellen ansammelt, wobei ca. 70 % der gemessenen Stoffmenge im lysosomalen
Kompartiment vorliegt. *33. Verantwortlich hierfur sind die beiden tertiaren Amine,

deren pKa-Werte bei 8,1 bzw. 8,8 liegen: 34 Innerhalb der sauren Lysosomen liegt
Azithromycin fast ausschlief3lich in protonierter Form vor und kann somit nicht mehr

die lysosomale Membran passieren. Die Folge ist eine starke Anreicherung in
Konzentrationen, die um ein Vielfaches tUber den cytosolischen und v.a. denen im
Extrazellularraum liegen (Abbildung 4.22).
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Abbildung 422:Sc hemati sche Darstappiungridélechibaase mus, durch den si
( A Bifi hohen Konzentrationen innerhalb saurer Kompartimente, z.B. den Lysosomen, anreichern. Geht ein

ausreichend basischer Wirkstoff in das lysosomale Kompartiment liber, wird er dort aufgrund des erniedrigten pH-

Werts (ca. 4-5) protoniert ( A Bi)Die Membranpassage ist fiir geladene Molekiile deutlich erschwert, wodurch es

zu einer Anreicherung der Substanz im Lysosom kommit.

Die langsame Ruckverteilung des Stoffes aus den Lysosomen ins Zytosol und von dort
in die Peripherie ist einer der Grinde flr die lange Verweildauer im Kérper, selbst nach
nur einmaliger Verabreichung.'3® Denkbar ist, dass dieser Verteilungsmechanismus
auch genutzt werden kann um gezielt Aleukotr
zum Einsatz zu bringen: So wurde bereits gezeigt, dass Azithromycin sich in gré3erem
Mal3ein infiziertes Gewebe verteilt, indem es zunachst von Phagozyten aufgenommen
wird, die dann zum Ort des Infekts wandern und den Stoff dort wieder freigeben. Bei
weniger basischen Makroliden, z.B. Clarithromycin, ist der Effekt nicht (oder nur
vermindert) zu beobachten. Da auch bei nicht-infektbedingten Entziindungen hohe
Konzentrationen an Leukozyten vorzufinden sind, kann dort ebenfalls mit einer
bevorzugten Anreicherung der Azalide gerechnet werden®>13¢ Eine solche
Anreicherung ist auch fur die hergestellten Konjugate denkbar, da ihr basisches
Makrolid-Gertst einen starken Einfluss auf die physikalixhen Eigenschaften und das
PK-Profil austbt. Die Aufnahme der Testverbindungen in Immunzellen wurde /n vitro
auf zwei Arten untersucht. Zum einen wurde die intrinsische Fluoreszenz der
Substanzen ausgenutzt, um diese qualitativ per Fluoreszenzmikroskopie
nachzuweisen. Zum anderen wurde die Anreicherung in Zellpellets per HPLEMS
quantifiziert.
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Fluoreszenzmikroskopie. Die auf FM-381 basierenden JAK3Hemmer verfiigen alle
Uber ein ausgepragtes p-Elektronensystem, was sich auch an ihrer intensiven Farbe
zeigt. lhr Absorptions- und Emissionsverhalen im UV/VIS-Bereich erwies sich als
geeignet fur die Detektion per Fluoreszenzmikroskopie, die Lage der
Absorptionsmaxima ist flr einige Beispiele in Abbildung 4.23 gezeigt.

Absorptionsspektren ausgewéhlter Testsubstanzen
2_
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= — 18
o 17
g -- 30
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Abbildung 4.2 3. Absorptionsspektren von FM-381 und einer Reihe von Derivaten bei pH 7,4 (c = 50 nM in PBS
+ 0,5 % DMSO). Typisch fiir die Substanzklasse inklusive der Konjugate, sind Absorptionsmaxima im Bereich von
ca. 370-380 nm mit verhaltnisméfig breiten Peaks.

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

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

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

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

Beide Stoffe weisen ein nahezu identisches Absorptionsprofilauf (Abbildung 4.24 ),
allerdings liegt der freie Cumarinfarbstoff bei physiologischem pH tiberwiegend ionisch
vor und reichert sich daher deutlich weniger in Zellen an. Der Unterschied wird
deutlich, wenn beide Stoffe in einer Konzentration von 10 pM mit suspendierten
Immunzellen inkubiert werden ( Abbildung 4 .25): Nur das Konjugat akkumuliert in
ausreichender Konzentration innerhalb der Zellen, umi bei gleicher Belichtungszeiti
sichtbar zu fluoreszieren.

Abbildung 4.25: Mit Cumarin 343 (links) oder 76 (mittig) inkubierte U973 Zellen (¢ = 10 uM). Nur das Konjugat
76 reichert sich in ausreichender Konzentration innerhalb der Zelle an, um im GFRFilter (griin) sichtbar zu werden.

Zellkerne (blau) und Lysosomen (rot) sind ebenfalls angefdrbt. Mit gro8en Konzentrationen an 76 angereicherte
Lysosomen erscheinen durch Uberéppung der Signale gelb. Rechts.: Aufnahme einermit 76 inkubierten U937 Zelle
in zwei verschiedenen Kandlen, um entweder dje Testsubstanz (griin) oder den LysosomenFarbstoff (rot)

darzustellen.
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Wie erwartet wurde 76 dabei nicht nurim Zytosol vorgefunden, sondern auch verstarkt
in den Lysosomen, was durch Uberlagerung des Signals mit dem des Lysosomen
Farbstoffes deutlich wurde.

FM-381 vs. 50
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Abbildung 4.26: Die Rediktion des MichaetAkzeptors von FM-381 zu 50 fihrt zu einer Verkiirzung des
delokalisierten Elektronensystems und damit zur hypsochromen Verschiebung des Aborptionsmaximums um etwa
70 nm. Ahnlich verhielt es sich fiir die Paare 9/51 und 10/52 (s. Anhang , 7.2.2). ¢ = 50 uM, pH = 7,4.

Als Negativkontrolle wurden die reduzierten Analoga der JAK3Warheads eingesetzt:
Durch das Fehlen der MichaelAkzeptor Doppelbindung ist das p-System verkurzt und
die Absorptions/Emissbnsmaxima sind zu kirzeren Wellenlangen verschoben
(Abbildung 4.26 ), wodurch keine Detektion im GFRFilter mehr mdoglich ist. Durch
die ansonsten gleiche Struktur der reduzierten Testsubstanzen sollte ein nahezu
identisches Verteilungsmuster zu erwarten sein.

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

Abbildung 4.27: Vergleich der Aufnahmen von FM-381 und den Derivaten 50, 18 und 13 in U937 Zellen (c =
10 uM). Nur die tiber zusétzliche basische Gruppierungen verfligenden Substanzen {8 und 13) reicherten sich
ausreichend intrazelluldr an, um sichtbar griin zu fluoreszieren.
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Wie zu erwarten war, trugen die Uber zwei basische Aminogruppen verfliigenden
Makrolidcarrier dazu bei, die Anreicherung in Immunzellen deutlich zu steigern. Dies

wurde gleichermalien fur das designierte Fluorophor 76 als auch fir die konjugierten
JAK3Hemme r festgestellt. Erkl2ren | 2sst sich
trappinght, bei dem eine (ungel adene, basi sch
Kompartiment protoniert wird. In kationischer Form ist die Ruckverteilung durch die

das Kompartiment umfassende umschlielRende Membran deutlich erschwert, wodurch

es zur starken Ansammlung der Substanz kommt. Auch unter den getesteten
unkonjugierten Substanzen wurde eine Substanz in hohem Mal3e intrazellular
vorgefunden, das N-methylpiperidin-substituierte 18. Freies N-methylpiperidin hat

einen pKa von ca. 10,137 ein ahnlicher Wert kann fir die Seitenkette angenommen

werden. Nimmt man einen lysosomalen pH von 4,5 an, so ware das Verhaltnis an
kationischem zu neutralem 18 im Bereich ca. 10° zu 1, was die verbesserte Aufnahme
gegenuber anderen, weniger basischen Testsubstanzen erklart.

Bei den anderen unkonjugierten Substanzen wurde nur selten bis nie eine fir sichtbare

Fluoreszenz ausreichende Akkumulation in den Zellen beobachtetDer trizyklische Kern

der getesteten JAK3Hemmer ist selbst basisch, es wurden aber keine Saure bzw.

Basenkonstanten experimentell bestimmt. Der pka der konjugierten Saure von 7-

Azaindol wird in der Literatur mit 4.59 angegeben 313 das Indolderivat ist also

deutlich schwacher basisch als Azithromycin und dessen Folgeprodukte. Das mit dem
Kern der Testsubstanzen konjugierte Cyanoacrylamid sorgt fiir einen zusatzlichen
Elektronenentzug, was die Basizitat weiter vermindert. In Kombination mit den

fluoreszenzmikroskopischen Beobachtungen ist demnach nicht von einer starken
intrazellularen bzw. intralysosomalen Anreicherung der meisten unkonjugierten JAK-

Hemmer auszugehen.

Neben der Mikroskopie von Zellen wurden auch /n vivo Proben auf die Ansammlung
fluoreszierender Testverbindungen in bestimmten Zellen bzw. Geweben analysiert,
siehe dazu4.3.1 .

Quantifizierung per LC-MS: Um deren Aufnahme in Immunzellen nicht nur qualitativ,

sondern auch quantitativ zu demonstrieren wurden die Testsubstanzen in Leukozytern-
reichem HBC bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die Konzentrationen in den
zentrifugierten Zellpellets per LC-MS bestimmt und das Verhaltnis von im Pellet
vorliegenden  Substanzen zu jenen im  Uberstand erfasstl*®  Die
Konzentrationsverhaltnisse sind in Tabelle 4.14 aufgelistet:
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Tabell e 4.14: Aufnahme der Testverbindungen in menschiiche Buffy Coat Zellen.

No. Crellet [MM] CMedium [MM] Verhéltnis @
FM-381 50+ 20 0,8+ 0,2 43+ 1
13 36+ 12 05+ 04 114 + 54
18 40+25 0,6+ 0,1 71+1
29 20+ 0,8 0,6 £ 0,2 40+ 1
30 26+ 0,7 05+0,1 50+ 2
38 20+ 3,7 0,7+ 0,4 2301
37 20+ 3,3 0,6 £ 0,2 44 + 4
39 12+ 3,1 0,7+ 0,0 13+ 2
42 18+ 1,1 0,4+ 0,0 42 + 11
43 9,8+ 1,0 0,9+ 0,1 11+ 2
50 35+18 0,6 £ 0,2 52+ 2
76 8,7+ 1,0 0,6+ 0,1 17+ 1
Cumarin 343 15+ 0,4 04+0,1 360

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

Passend zu den qualitativen Beobachtungen aus den MikroskopieVersuchen wurden
die Makrolide (13, 37-39, 42, 43 und 76) in deutlich h6heren Konzentrationen in den
Zell-Pellets vorgefunden als im (zellfreien) Uberstand. Besonders deutlich wird die
Steigerung der Aufnahme, wenn man FM-381 mit seinen konjugierten Derivaten 13,
37 und 38 vergleicht; 13 war etwa drei3igfach héher in den Zellen konzentriert als
FM-381. Unter den unkonjugierten Stoffen reicherte sich wie zu erwarten 18 am
starksten in den Zellpellets an. Die Konzentrationen waren aber sowohl in den Pellets
als auch im Uberstand vergleichsweise niedrig, da die Substanz wenig stabil ist.
Allgemein ist bei der Interpretation der Ergebnisse anzumerken, dass nur intakte,
unveranderte Molekulle per MS erfasst wurden. Im Falle der Umwandlung von Stoffen
(z.B. durch intrazellulare Enzyme) wirden die gemessenen Konzentrationen vor allem
im Zellpellet niedriger liegen, als man es erwarten wirde.
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4.2.6 Metabolische Stabilitat

Neben den /n vivo PK-Studien wurde die metabolische Stabilitat einiger Testsubstanzen
auch /n vitro in murinen Lebermikrosomen untersucht. Auch wenn das System der
Realitat weniger getreu wird als eine Studie am lebenden Tier, bietet es dafur die

Maoglichkeit die Stabilitdt unabhéangig von Verteilungs- bzw. Ausscheidungsprozessen
zu betrachten.

Tabelle 4.15: Stabilitat ausgewéhlter Testsubstanzen in murinen Lebermikrosomen.

No. Verblieben nach 2 h 4 [%)] taz [min]
FM-381 79+ 9 142

18 4+0 26

29 54+1 133

30 44 +5 103

4Prozentsatz an nach 2 h Inkubation bei 37 °C noch verbliebenem Stoff in Relation zu to. Aliquote wurden zu 6
verschiedenen Zeitpunkten gezogen und per LGMS quantifiziert (n = 3).

Im Gegensatz zu den /n vivo Beobachtungen (Kaptel 4.1) zeigte FM-381 ho6here
Stabilitat als seine Cyclopropyt bzw. Phenylsubstituierten Analoga 29 und 30: Nach
2 h Inkubationszeit lagen noch tber 75 % des Stoffes unveréandert vor, wahrend von
29 und 30 nur noch jeweils 54 + 1 und 44 + 5 % vorlagen. Uber potentielle
Metaboliten von FM-381 wurde bereits in der Literatur berichtet. 72

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

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

Fur 30 wurden analoge Metaboliten detektiert, sowie m/z Werte die fur einen Verlust
der PhenylSeitenkette sprechen.

Waéhrend die berechneten Halbwertszeiten von 29 und 30 zu den aus /n7 vivo Studien
gewonnenen Werten passen, verfluigte FM-381 im Mikrosomen-Experiment offenbar
Uber eine deutlich erhdhte Halbwertszeit (142 min, im Gegensatz zu 23 min /n vivo).
Ein mdoglicher Erklarungsarsatz hierfur ist, dass dessen rasche Elimination /n vivo
hauptsachlich ein Resultat von Verteilungsprozessen oder direkter Exkretion sein
konnte, nicht aber von metabolischer Umwandlung in der Leber.'4!
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Parallel zu den Experimenten in murinen Lebermikrosomen wurde der Metabolismus
dreier Testverbindungen mit menschlichen Leberenzymen erforscht. FM-381 , 29 und
30 wurden mit Enzymen der S9 Fraktion inkubiert und auf Stabilitat sowie auftretende
Metabolite untersucht. Es handelt sich dabei um eine Mischung aus Leberenzymen, die
nach Zentrifugation aufgeschlossener Leberzellen bei 9000 g aus dem Uberstand
gewonnen werden.

Tabell e 4.16: Stabiitdt ausgewdéhlter Testsubstanzen inkubiert mit menschlichen Leberenzymen (S9Fraktion).

No. Verblieben nach 3 h 4 [%)]
FM-381 72+ 2

29 0

30 88 + 17

4Prozentsatz an nach3 h Inkubation bei 37 °C noch verbliebenem Stoff in Relation zu t o. Die Proben wurden zum
Abbruch der Reaktion mit EtOH versetzt, zentrifugiert und die Ubersténde per LG-MS quantifiziert (n = 3).

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

Das CyclopropytAnalogon 29 verhielt sich deutlich anders als im vorigen Experiment:

Am Ende der Inkubationszeit konnte die urspringliche Substanz nicht mehr detektiert

werden, daflr aber ein polarerer Metabolit (s.u.). Ein mdglicher Erklarungsansatz fir
die stark abweichenden Ergebnisse beider MetabolismusExperimente konnten

Unterschiede in den CYPRAusstattungen von Mensch und Maus seinl%:107 Dies wiirde

den Abbau von 29 durch humane CYPs bedingen, die die beiden anderen
Testsubstanzen wiederum nicht oder nur in geringem Mal3e umsetzen.

Das Phenytsubstituierte 30 zeigte die groéf3te Stabilitat, nach 3 h waren noch ca. 88
% in unveranderter Form vorliegend. Auch hier wurde ein friher eluierender +2 -
Metabolit detektiert.

Bei allen Substanzen wurden zudem (in verschiedenem Ausmal3e) Metaboliten
detektiert, deren berechnete Massen um jeweils -27 von den urspringlichen
Verbindungen abweichen. Ein passender solcher Metabolit kdnntez.B. durch Hydrolyse
des Amids zur freien Saure entstehen, was durch Vergleich der Retentionszeiten des
gefundenen Metaboliten von FM-381 und dem selbst synthetisierten Carbonsaure-
Analog 48 gezeigt werden sollte (Abbildun g 4.28).
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Abbil dung 4.28 : Die Retentionszeit des bei Inkubation von FM-381 mit menschiichen Leberenzymen detektierten
Metaboliten wurde mit dem synthetisierten 48 verglichen, um zu dessen ldentifikation beizutragen. Der unbekannte
Metabolit und 48 zeigen identische Fragmentationsmuster und Retentionszeiten.

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

Im Falle von 29 wurde zudem noch ein Metabolit mit um 25 u geringerer Masse als
die Ausgangssubstanz gefunden, der womdglich aus einer Kombination des vorigen
Schrittes -Matdadeki Ae@fi entstand.

4.2.7 St abilit &t in menschlichem Vollblut und Plasma

Mehrere Testverbindungen wurden in einem weiteren Stabilitdtsassay in Vollblut
inkubiert. Neben anderen Nukleophilen enthalt menschliches Blut durchschnittlich ca.
850 umol/l Glutathion (GSH), welches potentiell mit ausreichend starken Elektrophilen
reagieren konnte.1#? Die MichaelWarheads der dargestellten Substanzen wurden zwar
als reversibel bindende Elektrophile designt, die erst nach Stabilisierung in der Kinase
kovalent gebunden bleiben sollten; dennoch sollte die Reaktion mit GSH nicht
vollstandig aufer Acht gelassen werden. In Vorversuchen (Inkubation der

Testsubstanzen mit GSH bei pH 7.4 und 37 °C) konnte allerdings keine Veranderung
der Substanzen per MS oder in den Absorptionsspektren festgestellt werden. Neben
der Reaktion mit GSH ist auch eine Umsetzung der Stoffe durch Blutzellen, zB. durch
intrazellulare Enzyme wie Oxidoreduktasen, ein moglicher Faktor fur den Abbau im
Vollblut.

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

No. Verblieben nach 2 4 h? [%)] tiz [h]
FM-381 12+9 8,4

29 13+18 7,7

30 4+5 5,7

40 5+3 6,1

13 77+ 32 32,9

38 85+6 48,4

aProzentsatz+ SD an nach 24 h Inkubation bei 37 °C noch verbliebenem Stoff in Relation zu t o. Aliquote wurden
zu 8 verschiedenen Zeiflpunkten gezogen und per LGMS quantifiziert (drei biologische Replikate, Singlikatmessung
pro Spender).

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

Die beiden Makrolide 13 und 38 erwiesen sich als wesentlich stabiler: Nach 24 h waren
noch tber 75 % beider Stoffe vorhanden. Die kalkulierten Halbwertszeiten lagen im
Vergleich zum unkonjugierten Analog FM-381 um ein Vierfaches (13, ca. 33 h) bzw.
sogar um ein Sechsfaches @8, ca. 48 h) hoher. Wie in anderen Experimenten
dargelegt wurde (Kapitel 4.2.5), werden die Makrolide zwar in hohem Mal3e in
Blutzellen aufgenommen; sie scheinen aber robust gegentber Abbau durch deren
intrazellulare Enzyme zu sein.

Zusammengefasst konnten die Verbindungen mit metabolisch optimierten
Seitenketten, 29, 30 und 40, im Vollblut-Assayi im Gegensatz zu den /in vivo Pk
Studien - keinen Stabilitatsvorteil gegeniiber FM-381 demonstrieren. Dies legt nahe,
dass die Elimination der genannten Stoffe im Tier wohl wie vermutet v.a. auf

enzymatischer Umwandlung der Selektivitatstaschen Seitenkette in der Leber beruht.

Die dagegen auch in diesem Assay beobachtete hohe Stabilitdt derMakrolidkonjugate
unterstitzt die aus /n vivo Studien gewonnenen Erkenntnisse Uber diese
Substanzklasse.

Stabifitat in menschlichem Plasma:

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

Tabelle 4.18:  Stabilitat ausgewadhliter Testsubstanzen in menschlichem Plasma

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

29 0,03 £ 0,04 2,3

30 0,12 + 0,03 2,8

40 0,02+0 2,3

13 68+6 66

38 30+ 15 30

4Prozentsatz+ SD an nach 24 h Inkubation bei 37 °C noch verbliebenem Stoff in Relation zu t o. Aliquote wurden
zu 8 verschiedenen Zeifpunkten gezogen und per LGMS quantifiziert (zwei biologische Replikate, Singlikatmessung
pro Spender).

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

4.2.8 L6 slichkeit bei pH 7,4

Ein von FM-381 bereits bekannter Nachteil war die geringe Lo6slichkeit in Wasser (24
mg/l), die die Handhabung hoherer Konzentrationen in Assays erschwert und
gegebenenfalls auch fir die Formulierung fir /n vivo Studien ein limitierender Faktor
sein kann. Durch Optimierung des Amidsubstituenten konnten diesbezuglich bereits
Verbesserungen erzielt werden, ohne dass es zu nennenswerten Verlusten an Aktivitat
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kam.”? Auch Vertreter der in dieser Arbeit dargestellten Substanzen wurden auf ihre
Loslichkeit untersucht und gegen FM-381 verglichen. Die Ergebnisse sind inTabelle
4.19 dargestellt:

Tabelle 4.19: Ldslichkeit ausgewdéhlter Testswbstanzen bei pH 7,4.

No. Loslichkeit 2 [uM ] No. Loslichkeit 2 [uM ]
FM-381 3,9+ 0,7 26 103 + 31
8 20+ 16 27 26+ 11
9 612+ 12 28 1142 + 16
11 4200+ 127 29 1967 + 33
15 0,0¢+x 0 30 23+ 3,6
18 32682+ 278 13 487+ 21
19 78 + 16 37 40+ 1,3
20 138 + 17 38 834%+ 231
21 56 + 29 39 8762+ 119
22 72+ 35 40 103 + 26
24 46 + 13 48 294% + 15
50 1767+ 29

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

Bis auf 15, das unter den Assaybedingungen offenbar instabil war, lag die gemessene
Stoffkonzentration im Uberstand fur alle Testsubstanzen héher als die von FM-381 .
Dies war insbesondere der Fall fur Stoffe, die Uber eine zusatzliche basische
Seitenkette verfigen (z.B. 18, dessen Konzentration in der gesattigten Lésung mehr
als 800-fach hoher lag als bei FM-381). Der pka-Wert vieler tertidrer Aminogruppen
betragt ungefahr 10-11 (konjugierte Saure), bei physiologischem pH liegt demnach
der Grof3teil der Molekule in protonierter Form vor. Bei den Makroliden lagen mitunter
wesentliche Unterschiede vor: Die beste Loslichkat ergab sich bei den tber einen N-
Ethyl,N-methylethylamid-Linker verknupften Substanzen 38 und 39, die jeweils ca.
200- bzw. 2000-fach hoher konzentriert vorlagen als FM-381. Die kirzerkettigen
Analoga 37 und 13 waren dagegen nur ca. 10- bis 12-fach besser I6slich als ihr
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unkonjugiertes Analog. Bei ihnen kam es in /n wvitro Assays gelegentlich zur
Prazipitatbildung beim Einsatz hoéherer Konzentrationen in wassriger Ldsung.
Modifikationen am Amid, z.B. der Einsatz hydrophiler Gruppen wie Morpholin (19, 21)
oder Hydroxypiperidin (28) erwiesen sich als gunstig und fiihrten zu verbesserter
Loslichkeit bei weiterhin guter Aktivitdt. Auch Uber Austausch der Cyclohexyl-
Seitenkette (z.B. 8, 22, 29) konnte eine Verbesserung der Ldslichkeit erzielt werden,
wobei die Anderungen ggf. mit verminderter Aktivitat gegen die JAK3 einhergingen
(Kapitel 4.1).
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4.3 Weitere /n vivo Studien

4.3.1 Zusatzliche P K-Studien:

Neben dem fur alle Testverbindungen vorgesehenen Standardmodell wurden fir
ausgewahlte Kandidaten noch weiterfiihrende PKStudien durchgefuhrt: Unter
anderem wurden verschiedene Vehikel und Applikationsarten verglichen, die orale
Dosis verdoppelt und die PKEigenschaften in Wistar-Ratten untersucht.

4.3.1.1 Vehikel -Studie fir orale Applikation

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

a) 10 % DMSO in 0,5 % Zitronensaure

b) PEG400Polysorbat 80 (4:1), 20 % in 0,5 % Hydroxypropylmethylcellulose
(HPMQ

c) Miglyol812/Polysorbat80 (4:1), 20 % in 0,5 % HPMC.

Formulierung a) war die fur die bisherigen PK-Studien geléaufige Standardformulierung
und diente als Vergleichsvehikel. Das fur b) verwendete Gemisch eignet sich aufgrund
der emulgierenden Eigenschaften von Polysorbat80 und der viskositatssteigernden
HPMC fur die Einarbeitung schwerldslicher Substanzen. Fur c) wird der PEGAnteil
durch ein Gemisch mittelkettiger Triglyceride ersetzt. Man fordert dadurch eine
verzogerte bzw. verlangsamte Freisetzung der Wirkstoffe aus der Emulsion.

Zuséatzlich wurde noch eine Gruppe in die Studie eingeschlossen, die mit einer
niedrigeren  Dosis intraperitoneal behandelt wurde (mit dem Vehikel
PEG400/Polysobat 80 4:1, 10 % in Wasser). Ziel war, die Eignung der
intraperitonealen Verabreichung von 18 fir eine geplante ca. zweiwéchige EAE Studie
(Kapitel 4.3.4) zu evaluieren und die im Hirn erreichbaren Konzentrationen
abzuschatzen. Aufgrund der raschen Umwandlung von18 im Plasma wurde auch nach
den Massen des demet hyl i erlBie)n ded wdhotl i tlem
sind deswegen auch die Konzentrationen an Desmettyl-18, nicht die der Ursubstanz,
dargestellt.

R oA
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Ergebnisse.Die Art der Formulierung hatte im Falle von FM-381 sowohl Einfluss auf
tmax als auch auf die in Organe aufgenommenen Stoffmengen (Abbildung 4.29 ):

Plasmakonzentrationen von FM-381 Blutkonzentrationen von FM-381
600+ 2501 . "
-»- DMSO/Citronenséure
2007 - PEG/Tween/HPMC
5 4007 S 150 -+ Mygliol/Tween/HPMC
= = -+ PEG/Tween i.p.
%) 200 o 100
504
O T 'T T T 1 0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
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Plasmakonzentrationen von Desmethyl-18 Blutkonzentrationen von Desmethyl-18
5000+ 1000
4000+
S’ 3000 3
= S, 500
o 2000 o .
1000 WAV ~ L
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0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
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Organkonzentrationen von FM-381 Organkonzentrationen von Desmethyl-18
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Abbildung 4.29:  Konzentrationen (Mittelwert + SD) von FM-381 und dem demethylierten Metaboliten von 18 in
Plasma, Organen bzw. Blut von BALB/c Mdusen Behandelt wurde entweder p.o. mit 12 umol/kg in verschiedenen

Vehikeln (s.0.) oder ip. mit 2,4 umol/kg in PEG/Tween/H-0O. Die Organe wurden 8 h nach der Behandlung
entnommen. n = 3.

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

Die Plasmaspiegel des demethylierten Metaboliten von18 waren Uber den Verlauf der
Blutungszeitpunkte hinweg eher niedrig, wahrend die Werte im Blut 7 je nach
Formulierung 7 mitunter deutlich fluktuierten. Die in den Organen gefun denen
Stoffmengen entsprechen dem in vorigen Studien fur 18 gefundenen
Verteilungsmustern, inklusive der Aufnahme ins ZNS. Auch nach intraperitonealer Gabe
einer niedrigeren Dosis (2,4 pumol/kg) wurden erfreulich hohe Konzentrationen von

Metabolit und Ursubstanz (nicht gezeigt) im Hirngewebe detektiert, wodurch diese

Applikationsart als fur die geplante EAEStudie geeignet befunden wurde.

4.3.1.2 Hochdosierte p.o. Studie mit frherer Termination

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

Ergebnisse. Die Plasmakonzentrationskurven der Testsubstanzen Abbildun g 4.30 )
entsprachen den jeweils bekannten Mustern.

Plasmakonzentrationen nach 24 umol/kg p.o.
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Abbildung 4.30 . Plasmakonzentrationen (Mittelwert + SD) von 18, 29, 37 und 40, die BALB/c Mé&usen in einer
Dosis von 24 umol/kg p.o. in 0,5 % Zitronenséure -Ldsung verabreicht wurden. n = 3.
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Der labile Methylester 18 wurde wie zu erwarten kaum intakt im Plasma vorgefunden,

und auch das Bicyclo[3.1.0]hexyl-substituierte 40 war nur in niedrigen

Konzentrationen messbar. 37 zeigte den fur die Makrolide typischen spaten Peak um
ca. 90-120 min nach Verabreichung, der dem enterohepatischen Kreislauf der
Stoffklasse zugeschrieben wird. Erfreulich waren die Uber einen relativ langen Zeitraum

stabilen Plasmaspiegel des metabolisch robusten CyclopropylAnaloges von FM-381 ,

29. Aus therapeutischer Sicht ist dies besonders wiunschenswert, um ein langes
Dosierintervall zu ermoéglichen und gleichzeitig toxische Spitzenspiegel direkt nach
Applikation zu vermeiden. Die Daten unterstitzen die Vermutung, dass die gute
Wirksamkeit des Stoffes im /n vivo LPS Challenge Modell (Kapite#.3.2 ) vor allem den

pharmakokinetischen Vorteilen zuzuordnen ist.
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Abbildu ng 4.31. Konzentrationen (Mittelwert + SD) von 18, 38, 29 und 40 in diversen Organen von BALB/c
Mé&usen nach oraler Verabreichung von 24 pumol/kg des jeweiligen Stoffes in 0,5 % Zitronensdure -Ldsung. Die
Proben wurden entweder 2 h (schwarz) oder 4 h (blau) nach der Behandlung entnommen. n = 3.

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

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

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

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

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

4.3.1.3 PK-Eigenschaften von 76 und Scan von Metabolitenmassen
Bicyclo[3.1 .0O]hexylsubstituierter Makrolide

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

Ergebnisse.Die Plasmakurven (Abbildung 4.32)von 42, 43 und 18 entsprachen im
Wesentlichen den Beobachtungen aus vorigen Studien. Interessant war das spate
Maximum von 18 nach oraler Gabe; hohe Plasmakonzentrationen der intakten
Substanz sind fur diesen Stoff unublich, da der metabolisch labile Methylester rasch
gespalten wird. Das Farbstoff-Konjugat 76 erwies sich als stabil, die
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Plasmahalbwertszeit nach i.v. Gabe erwies sich mit ca. 80 min als vergleichbar mit
jenen der beiden anderen eingesetzten Makrolide 42 und 43 (je ca. 90 min). Nach

oraler Verabreichung des Fluorophors wurden vergleichsweise hohe Plasmaspiegel
erreicht, die bis zum Ende der Studie relativ stabil blieben. Vermutlich kam es zur

stetigen Rickverteilung von in peripheren Geweben aufgenommenen Stoffmengen ins

Plasma, wodurch die dortigen Konzentrationen fir langere Zeit konstant gehalten

wurden.

Plasmakonzentrationen, i.v. Behandlung Plasmakonzentrationen, p.o. Behandlung
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Abbildun g 4.32: Konzentrationen (Mittelwert + SD) von 18, 42, 43 und 76 im Plasma von C57BL/6 Madusen nach
Lv. Injektion von 4,8 umol/kg (in 10 % DMSO in Serum, links) bzw. p.o. Gavage von 24 umol/kg (in 0,5 %
Zitronensdure, rechts) des jeweiligen Stoffes. n = 3.

Die in peripheren Organen gefundenen Konzentrationen an 76 entsprachen den
typischen Verteilungsmustern der Makrolide (Abbildung 4.33 ): Mikromolare
Konzentrationen waren in Lunge, Leber, Milz, Nieren und vor allem (nach oraler Gabe)
im lleum detektierbar. Der Stoff wurde nur in geringen Mengen ins ZNS aufgenommen,
die aber dennoch tber der unteren Quantifizierungsgrenze lagen.
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Abbildung 4.33: Konzentrationen (Mittelwert + SD)

von 18, 42, 43 und 76 in diversen Organen ménnlicher

C57BL/6 M&duse,4 h nach Gabe von 4,8 umol/kg der Stoffe i.v. (in 10 % DMSO in Serum, schwarz) bzw. 24 umol/kg

p.o. (in 0,5 % Zitronensdure, blau). n=3

Die Konjugate 42 und 43 zeigten ebenfalls die bekannten Makrolid-Verteilungsmuster:
Hohe Stoffmengen wurden in den peripheren Organen gemessen, insbesondere im

lleum nach oraler Verabreichung (75 *

2 UM far 42, 25 + 3 pM fur 43). Das N-

methylpiperidin-substituierte 18 wurde nach beiden Applikationsarten ausgesprochen
gut in samtliche entnommenen Organe, inklusive Testis, Ruckenmark und Hirn,
aufgenommen. Die im Hirn vorgefundenen Konzentrationen lagen mit 6 + 0,5 uM
(p.0.) bzw.5 + 0,8 uM (i.v.) um ein Vielfaches héher als die JAK3 1Go des Stoffs. Noch
héhere Konzentrationen wurden in den Milzen der Tiere gefunden, was auf eine gute

Aufnahme in Immunzellen (und nachfolge

nde Wanderung jener Zellen ins Milzgewebe,

wo der Stoff dann detektiert wurde) hinweist.

Herzplasma und Leber der Tiere wurden auflerdem nach m/z-Werten potentieller
Metaboliten von 42 und 43 durchsucht. Es handelt sich dabei um rein qualitative
Angaben, da fur eine Quantifizierung die jeweils zu suchende Substanz zur Verfiigung

stehen misste.
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Tabelle 4.20: In C57BL/6 Madusen vorgefundene Massen potentieller Metabolitender Makrolide 42 und 43.

Vermutete Struktur Mg Metabolit von Plasma Leber Kommentar

o Y / H@ 399,14 42 Ja Ja Hydrolyse Amid
74
OHH o N

0 418,4 42 Nein Ja Hydrolyse Amid und
Nitril
OH
647,9 42 Nein Ja Hydrolyse Amid,

Verlust von Cladinose

1027,3 42 Nein Ja Verlust von
Cladinose, Oxidation

792,1 43 Nein Ja Spaltung Amid

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

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

Desalkylierung

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

Fur beide Makrolidkonjugate wurden Massen detektiert, die plausibel zu erwarteten

Metaboliten passen (Tabelle 4.20). Typisch fir die Substanzklasse scheint eine
Hydrolyse des Cyanacrylamids zu sein. Dés wurde ebenfalls in einer separaten Studie
beobachtet, in der 48 als Metabolit von 38 nachgewiesen wurde. Auch hier wurde fir
42 die Masse der vermuteten freien Saure des JAKWarheads detektiert. Weitere
Folgereaktionen scheinen die Hydrolyse des Nitrils und Desalkylierungen am Makrolid
Carrier zu umfassen. Auch der Velust des Cladinose Zuckers ist fur beide Substanzen
moglich; dabei kann es noch zu einer nachfolgenden Oxidation der verbliebenen
Hydroxygruppe an Position 3 des Lactons kommen. Geht man davon aus, dass die von
den Carriern abgespaltenen JAKWarheads gute JAK-Aktivitat zeigen (wie z.B. fur 48

gezeigt wurde), liefern die Daten eine Erklarung fur die gute /n vivo Wirksamkeit der
Konjugatwirkstoffe: Die intakten Substanzen werden aufgenommen und reichern sich

in peripheren Geweben an, von wo sie sich langsam ins Blut zurtickverteilen und fur

langanhaltend stabile Wirkstoffspiegel sorgen. Durch Spaltung am Cyanacrylamid
werden dann die (weniger voluminésen und dafur aktiveren) JAK-Warheads frei und
sorgen fiur potente Inhibition der JAK3. Man kann die Makrolidkonjugate in diesem

Sinne also gewissermalf3en auch als Prodrugs betrachten.

4.3.1.4 Vergleich weiterer Applikationsarten

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

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

die Wirkstoffkonzentrationen in den entnommenen Organen bestimmit.

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

FM-381 37
150+

- p.o.
- topisch

-+ aurikular

¢ [nM]

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

Die Aufnahme ins Plasma aus der topisch angewandten DMSO/PEG40Q6sung bzw.
den Ohrentropfen fiel sowohl fir FM-381 als auch fir sein Makrolid-Analog 37 relativ
gering aus, es wurden keine nennenswerten Spiegel erreicht. Dies ist positiv zu
bewerten, da eine starke Aufnahme in den Kérper nach topischer Anwendung im
Ublichen nicht erwiinscht ist und zu systemischen Nebenwirkungen fiihren konnte.
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Abbi ldung 4.35: Konzentrationen (Mittelwert + SD) von FM-381, 18 und 37 in den Organen von BALB/c M&usen
nach Verabreichung von 12 umol/kg des jeweiligen Stoffes in oraler, topischer oder aurikuldrer Form. Die Proben
wurden 2 h (schwarz) bzw. 4 h (blau) nach Verabreichung entnommen. n = 3.

Die in peripheren Organen vorgefundenen Konzentrationen von FM-381 waren
Uberwiegend niedrig, auch nach oraler Verabreichung. Interessanterweise wurden
aber in allen drei Behandlungsgruppen mikromolare Konzentrationen des Stoffes in
den entnommenen Hautproben gemessen. Wahrend dies in der topisch behandelten
Gruppe nicht weiter verwunderlich ist (es wurde zwar eine andere Stelle behandelt,
aber eine Verteilung der Loésung durch die Mause ist nicht auszuschliel3en), deuten die
Messwerte in den beiden anderen Gruppen auf eine gezielte Verteilungdes (lipophilen)
Stoffes in Haut- bzw. Fettgewebe hin. Ansonsten war FM-381 in den Organen von
topisch bzw. aurikular behandelten Tieren nur in niedrigen Konzentrationen (meist <

100 nM) vorzufinden, was eher gegen eine starke Aufnahme durch die Haut spricht.

18, das in anderen Studien in fast allen Organen angereichert vorgefunden wurde, lag
in der p.o.-Gruppe in vielen Organen in Uberraschend geringen Konzentrationen vor.
Die Ausnahme bildete das lleum, in dem 2 h nach Gabe zweistellig mikromolare
Konzentrationen gemessen wurden. Im Gegensatz zu vorigen Experimenten wurde
auch im ZNS fast kein 18 detektiert. Da sich die Bedingungen (Dosis, Tierstamm,
Vehikel) nicht wesentlich von anderen p.o.-Studien unterschieden ist nicht
auszuschliel3en, dass es aufgrund externer Faktoren zu Instabilitaten der Proben (oder
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bereits der formulierten Substanz) kam. Nach topischer Anwendung wurden nur im
lleum und in Hautproben hdhere Konzentrationen gemessen. Das Verteilungsmuster
in der mit Ohrentropfen behandelten Gruppe war ahnlich, hier wurde aber zusatzlich
zu lleum und Haut auch das ZNS erreicht: 2 h nach Behandlung wurden 640 + 840
nM im Hirn und 79 + 97 n M im Liquor Cerebrospinalis detektiert. Zum 4 h Zeitpunkt
waren die Konzentrationen aber bereits wieder stark abgefallen.

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

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

4.3.1.5 Pharmakokinetik nach i.n. Verabreichung

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

Getestet wurden insgesamt sechsSubstanzen, die sich in vorigen Studien bereits durch
eine hohe Aufnahme ins Lungengewebe ausgezeichnet hatten: Die Makrolide37, 38,
44, 46 und 47 sowie das unkonjugierte, Methylpiperidin-substituierte 18. Die
verabreichte Dosis war mit 1,68 pmol/kg vergleichsweise geringer als in vorigen
Studien, da nur ein geringes Volumen (25 ul pro Nasenloch) zur Verabreichung zuléssig
war. Hohere Wirkstoffkonzentrationen waren in dem begrenzten Volumen des Vehikels
(5 % DMSO, 5 % PEG400 und ein molares Aquivalent Fumasaure in Wasser) nur noch
schwer loslich gewesen bzw. hatten den i schlecht tolerierten 7 Zusatz weiterer
organischer Losemittel erfordert. Terminiert wurde entweder 1, 2 oder 16 h nach

Verabreichung und es wurden diverse Organe (s.u.) entnommen. Zudem wurde zu vier
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Zeitpunkten nach Verabreichung Plasma aus der Schwanzvene entnommen und die
Wirkstoffkonzentrationen bestimmit.

Ergebnisse: Schon 15 min nach der Verabreichung wurden mit den meisten
Testsubstanzen hohe systemische Konzentrationen im mikromolaren Bereich erzielt
(Abbildung 4.36). Di e Ausnahme b-Pdsitior ernipfteniKenjugatee r
46 und 47, bei denen die Messwerte etwa eine Zehnerpotenz niedriger lagen.

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

¢

38
37
44

1

47

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

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

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

Im Gegensatz dazu reicherte sich18 massiv im Hirn an und erreichte Konzentrationen
zwischen 39 und 93 uM (1 bzw. 16 h nach Behandlung). Noch héhere Werte wurden

in der Lunge detektiert, diese lagen mitunter oberhalb der Quantifikationsgrenze. Auch

in Leber und Milz kam es zur starken Anreicherung des Stoffes, der selbst zum 16 h
Zeitpunkt noch in ahnlichen GréfRenordnungen vorlag. Die Werte erscheinen im
Hinblick auf bisherige Studien (mit anderer Applikationsart) unerwartet hoch. Die

Standardkurven und Retentionszeiten der Testsubstanz aus den Rohdaten waren
jedoch schliissig, was gegen falsch positive Messwete spricht. Dennoch sollten die

Befunde ggf. durch eine Wiederholungsstudie Uberprift werden, falls die i.n.

Behandlung mit 18 flr zukinftige Studien erwogen werden sollte.

4.3.1.6 Pharmakokinetik in Wistar Ratten

Eine Auswahl an Testsubstanzen wurde in einer weiterfihrenden Studie auf ihre Pk
Eigenschaften in Ratten (Wistar) untersucht. Anzunehmen ist, dass sie zwischen
verschiedenen Vertretern der Nagetiere ahnlich sind; es kdénnen aber, z.B. durch
abweichende enzymatischen Ausstattung der Leber, durchaus relevante Unterschiede
auftreten. 143 Beispielsweise wurden groRe Unterschiede zwischen Maus und Ratte im
First-Pass Metabolismus des NMDAAntagonisten Memantin oder beim
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enterohepatischen Kreislauf von Compound K, einem Inhaltsstoff des Ginsengs,
beobachtet.144145

Bei der Studie in Ratten wurde sowohl intravends (2,4 umol/kg in 10 % DMSO in

Serum) als auch oral (2,4 pmol/kg in 0,05 % Zitronensaure + 0,5 %
Hydroxypropylmethylcellulose) mit FM-381, 13 und 29 behandelt. In einer weiteren

p.o. Gruppe wurden noch 30 und 40 in die Studie eingeschlossen. 8 h nach
Behandlung wurden die Tiere euthanasiert und Herzblut sowie Organproben

ent nommen. Von der Leber wurden verschiede
genommen, die sich in ihrem Abstand zur Pfortader (I bis 1ll, zunehmend) bzw. zum

Gallengang (IV bis VI, zunehmend) unterscheiden.

Die Leitverbindung FM-381 wurde nach i.v. Gabe rasch eliminiert (Abbildung 4.38 ):
2 h nach Applikation konnte keine Substanz mehr detektiert werden. In oral
behandelten Tieren wurde in keiner der Blutproben noch intaktes FM-381 gefunden,
was flr eine schlechte orale Bioverfigbarkeit, einen hohen First-Pass Effekt oder eine
Kombination beider Faktoren spricht. Im Gegensatz zu den standardisierten
Mausestudien wurde hier allerdings auch eine flinffach geringere Dosis (2,4 pumol/kg)
angewendet. Mdglicherweise wurde damit noch nicht die nétige Schwellendosis
erreicht, um nach erster Leberpassage messbare Konzentrationen im Blut zu erreichen.
Auch in der Mehrzahl der Organe war der Stoff nicht messbar, lediglich in lleum und
Caecum der p.o.-Gruppe war die Konzentration oberhalb der
Quantifikationsuntergrenze (jeweils 92 + 108 und 223 + 149 nM). Das Fehlen
messbarer Mengen des unveranderten Stdfes nach i.v. Gabe spricht fir eine rasche
und vollstdndige Umwandlung zu Metaboliten anderer Massen, die dann nicht mehr
detektiert wurden. Eine Studie mit friherem Terminationszeitpunkt kénnte hier von
Nutzen sein, um die Vorgange besser zu verstehen.
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Abbildung 4.38: Konzentration (Mittelwert + SD) von FM-381 im Blut von Wistar-Ratten nach i.v. Injektion von
2,4 umol/kg (oben) bzw. in Organproben, die 8 h nach der Behandlung mit 2.4 umol/kg i.v. (schwarz) bzw. p.o.
(blau) entnommen wurden (unten). n = 3.
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29, das sich in Studien mit Mausen als stabiler erwiesen hatte, war ebenfalls 2 h nach
Injektion nicht mehr detektierbar ( Abbildung 4.39, oben links).
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Abbildung 4.39 : Konzentration (Mittelwert + SD) von 29 im Blut von Wistar-Ratten nach i.v. Injektion von 2,4
umol/kg (oben links), p.o. Gabe von 2,4 umol/kg ( oben rechts) bzw. in Organproben, die 8 h nach der Behandlung
mit 2.4 umol/kg i.v. (schwarz) bzw. p.o. (blau) entnommen wurden (unten). n = 3.

Die AUCs der i.v. Kurven vonFM-381 und 29 waren zudem nahezu identisch (30257
vs. 31693). Auch die jeweiligen Halbwertszeiten nach Injektion lagen in &hnlichen
Groflkenordnungen (FM-381: 8 min, 29: 12 min). Eine andersartige
Verstoffwechselung der als metabolischen Angriffspunkt vermuteten alicyclischen
Seitenkette in Ratten ware ein interessanter Erk&rungsansatz fur die scheinbar
ahnliche Stabilitat. Eine naherere Uberprifung durch weitere Studien war aber im
Rahmen dieser Arbeit nicht mehr méglich.

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

Das PhenytAnalogon von FM-381, 30, wurde nur oral verabreicht. Zu keinem der
Blutungszeitpunkte konnten quantifizierbare Konzentrationen des Stoffes gemessen
werden. Auch hier handelt es sich um einen Stoff, der aufgrund der Studien in Mausen
als vergleichsweise stabil betrachtet wird. Eine schlechte orale Bioverfugbarkeit war
allerdings schon in vorigen Studien aufgefallen.
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Abbildung 4.40: Konzentration (Mittelwert + SD) von 30 in Organproben von Wistar-Ratten, die 8 h nach der
Behandlung mit 2,4 umol/kg p.o. entnommen wurden. n = 3.

Im Gegensatz zu 29 war 30 jedoch in vielen der enthommenen Organproben

(Abbildung 4.40 ) noch in relevanten Konzentrationen zu finden, insbesondere in den

Darmabschnitten (z.B. Caecum: 3,0+ 0,8 uM) sowie in Leber (bis zu 297 + 121 nM),

Galle (228 + 81 nM) und Niere (320 + 83 nM). Die Substanz wurde auch im

Hirngewebe (z.B. Hippocampus: 70 £ 29 nM) vorgefunden, was bei Vertretern dieser

Klasse in den Mausestudien nur vereinzelt beobachtet worden war. Zusammengefasst
scheint die metabolisch optimierte Seitenkette gegentber FM-381 fur das Erreichen
therapeutischer Konzentrationen auch in Ratten von Vorteil zu sein.

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

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

38 wurde nur oral verabreicht. Ahnlich wie bei 13 wurden dabei nur geringe

Spitzenspiegel im Blut erreicht (Abbildung 4.42 ). Die in den Organproben

gemessenen Konzentrationen lagen im Allgemeinen in &hnlichen Bereichen wie beim
anderen Makrolid 13, mit Ausnahme der Leber (bis zu 134 + 91 nM), Milz (329 + 331

nM), Niere (131 + 92) und Lunge (66 = 74 nM), die jeweils ca. eine Zehnerpotenz

niedriger lagen. Plausibel erscheint eine geringere Stabilitat von 38 gegenuber 13

durch Spaltung des Amid-Linkers durch unspezifische Amidasen. Hoher lagen dagegen
die im ZNS detektierten Konzentrationen (136 £ 44 nM, ca. Faktor 30 héher als bei 13

p.o.). Die hdchsten Werte von 38 lagen erneutim lleum (15,9 + 15,81 M) und Caecum
(2,3 £ 1,3 TM) vor, was es auch in Ratten zu einem interessanten Kandidaten flr

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

Zusammengefasst lassen sich die in Mausen demonstrierten Vorteile der
Makrolidcarrier auf Stabilitat und die Anreicherung in bestimmten Geweben auch auf
Ratten Ubertragen. Es konnten insbesondere fur 13 durch eine relativ geringe Dosis
bereits hohe, therapeutisch relevante Konzentrationen in vielen Organen erreicht
werden.



138 4 Biologische Tests und Ergebnisse

4.3.1.7 Fluoreszenzmikroskopie des Gewebes von mit 76 behandelten
Tieren:

Das Konjugat aus Azithromycinbasiertem Carrier und dem Fluorophor Cumarin 343,

76, wurde nach den erfolgreichen /n vitro Experimenten (Kapitel 4.2.5 ) auch /n vivo

untersucht. Ziel war es, die Verteilung der Makrolide nicht nur in Blutzellen, sondern

auch innerhalb von Organgeweben durch  Fluoreszenzmikroskopie zu
veranschaulichen.76 wurde ausgewéhlt, da es sowohl ein hervorragendes Fluorophor
darstellt, als auch sehr ahnliche PKEigenschaften aufweist wie die JAKInhibitor -

Konjugate. Parallel zur Entnahme der Proben fiir die Histologie wurden weitere Teile

der Organe zur Quantifizierung des Wirkstoffes per MS entnommen. Behandelt wurde

wie in der vorausgegangenen Pk Studie (Kapitel 4.3.1.3 ) mit 24 pmol/kg des Stoffes

p.o. in 0,5 % Zitronensaure-Losung.
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Abbildu ng 4.43: Konzentration (Mittelwert + SD) von 76 im Blut von C57BL/6 Méusen nach p.o. Behandlung mit
24 umol/kg (links) bzw. in Organproben, die 4 h nach der Behandlung entnommen wurden (rechts). Wie die
anderen vorgestellten Makrolidkonjugate reicherte sich die Substanz stark in peripheren Organen an, insbesondere
in Leber und lleum. n = 3.

Die PKEigenschaften von 76 entsprachen im Allgemeinen jenen der anderen
Makrolidkonjugate (Abbildu ng 4.43 ). Der Stoff lag nach oraler Verabreichung tber
lange Zeit in hohen Konzentrationen im Plasma vor und erreichte nach 2 h einen
Spitzenspiegel von 1,7 £ 0,1 pM. In allen peripheren Organen war er zum
Terminationszeitpunkt (4 h nach Behandlung) nachweisbar, vor allem in der Leber
(19,7 £ 1,9 uM) und im lleum (34,3 = 3,9 uM). Interessanterweise lagen die im Colon
gemessenen Konzentrationen deutlich niedriger (1,1 £ 0,3 puM); der Grof3teil der
Absorption des Stoffes bzw. dessen Ralistribution finden demnach im Dlinndarm statt.

Im ZNS wurden nur vernachlassigbar geringe Mengen an 76 gemessen, was sich
ebenfalls mit den Daten der anderen Makrolide deckt.
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Die in dieser Studie erhaltenen Organproben der Verumgruppe zeigten deutliche
Anreicherung des Fluorophors, insbesondere in Lunge, lleum, Niere und Leber
(Abbildung 4.44 ). Wie schon bei den /n vitro Experimenten konnte die Fluoreszenz
von 76 deutlich im GFRMessbereich beobachtet werden. Fir die jeweiligen Organe
waren klare Verteilungsmuster vorhanden: Z. B. reicherte sich die Testverbindung im

lleum vorzugsweise an der Oberflache der Mikrovilli an (Abbildung 4.45 | rechts). In

der Lunge war die Fluoreszenz an den Oberflachen der Epithelien am intensivsten
(Abbildung 4.45 , links). Ubertragt man die Befunde auf gangige Makrolid-Antibiotika
mit ahnlicher Pharmakokinetik, erklart sich die gute Wirksamkeit bei Krankheitsbildern,
die vor allem die oberen Zellschichten eines Gewebes betreffen .B. bei chronischen
Atemwegs- oder Darmerkrankungen).

Abbildun g 4.44: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Organproben von mit76 behandelten Tieren. Von
oben links im Uhrzeigersinn: Lunge, lleum, Leber, Niere. Die Testverbindung 76 fluoresziert griin, die Zellkerne
wurden mit Hoechst blau eingefdrbt. Die Aufnahmen wurden aus Einzelbildern zusammengefigt, die mit
zwanzigfacher VergréBerung aufgenommen woren waren.
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Abbildung 4.45 : Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Lunge (links) bzw. lleum (rechts) einer Maus, die mi
76 behandelt wurde. Die Testverbindung fluoresziert griin, Zellkerne wurden mit Hoechst blau geférbt. Die
Aufnahmen wurden bei zwanzigfacher Vergréferung aufgenommen. Anreicherung in der Lunge ist besonders zu
Epithelschicht hin zu beobachten. Im lleum reich erte sich der Stoff vor allem auf der Oberfldche von Darmzotten
an.

4.3.1.8 Fluoreszenzmikroskopie des Gewebes von mit JAK3 -Hemmern
behandelten Tieren

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

Die Plasmakonzentrationen (Abbildung 4.46 ) der beiden Makrolide waren tber den
Verlauf der Studie hinweg stabil und passten zu den bisherigen Studien. 38 erreichte
ca. zehnfach hohere Konzentrationen als das kirzer verlinkte 13. Das nicht
plasmastabile 18 war in den meisten Plasmaproben nur knapp ober- bzw. unterhalb
der unteren Quantifizierungsgrenze, im Gegensatz zu den Organen.
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Abbildun g 4.46 : Konzentrationen von 13, 18 und 38 im Plasmavon C57BL/6 Mdusennach Gabe von 24 pmol/kg
p.o.(n=3).
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Die Testsubstanzen reicherten sich in dentypischen Mustern in hoher Konzentration
in der Mehrheit der peripheren Organe an (Abbildu ng 4.47 ). Insbesondere 38
erreichte dabei ein- bis zweistellige mikromolare Werte in Herz, Lunge, Leber, lleum
und vor allem in der Milz und den Nieren. Das die BHS penetrierende 18 wurde
zusatzlich in hoher Konzentration (> 1 uM) im Hirngewebe detektiert. 38 wurde
ebenfalls im Hirngewebe vorgefunden, was fur ein Molekul dieser Grof3e zunachst
unwahrscheinlich erscheint. Die bereits an anderer Stelle aufgefuhrten Anmerkungen
dazu sind auch hier zu bedenken.
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Abbildung 4.47 . Konzentrationen von 13 (links), 18 (mittig) und 38 (rechts) in Organen von C57BL/6 Mé&usen
2 h nach Gabe von 24 umol/kg p.o. (n = 3).

Fur alle drei Substanzen fiel die Anreicherung im Illeum geringer aus als in friheren
Studien (zum Vergleich: 13 lag in einer PK-Studie mit halber oraler Dosis selbst nach
8 h noch in einer Konzentration von ca. 19 pM vor). Grund hierfur kdnnten

unterschiedlich vorangeschrittene Darmpassagen sein, die u.a. durch die
verschiedenen Terminationszeitpunkte bedingt sind.
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13 war vor allem in Herzmuskel, Lunge, Leber und Niere gut sichtbar, sowie in
geringerer Intensitat in lleum und Milz ( Abbildung 4.48 und 4.49 ). Die beobachteten
Verteilungsmuster decken sich dabei Uberwiegend mit den quantitativen Daten aus der
MS-Analyse. In der Lunge war vor allem um die Gefalle starke Fluoresznz
detektierbar. Das schwache Signal in der Milz (trotz hoher gemessener
Stoffkonzentrationen) lasst sich ggf. durch die Aufnahmemethode erklaren: Das
Gewebe ist reich an Erythrozyten, die im gleichen Kanal deutliche Autofluoreszenz
zeigen. Fur die Aufnahmen der Verumgruppen wurde zunachst die
Belichtungsintensitat so angepasst, dass in den jeweiligen Organen der Vehikelgruppe
keine Autofluoreszenz im GFPKanal mehr sichtbar war und dann bei gleicher
Belichtung die Verumprobe mikroskopiert. Das Resultat ig ein relativ schwaches Signal
in Organen mit von Natur aus starker Autofluoreszenz.

Abbildung 4.4 8. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen vonHerz (oben), lleum (mittig) und Niere (unten) von
mit 13 behandelten Tieren. Die linke Hélfte zeigt die (iberlagerten Signale des DAPF (blau, Zellkerne) und GFP
Kanals (griin, 13), die rechte nur den GFP-Kanal. Die Aufnahmen wurden aus Einzelbildern zusammengefiigt, die
mit zwanzigfacher VergréSerung aufgenommen worden waren.
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Abbildung 4.4 9. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen vonlLeber (oben), Lunge (mittig) und Milz (unten) von
mit 13 behandelten Tieren. Die linke Hélfte zeigt die (iberlagerten Signale des DAPF (blau, Zellkerne) und GFP
Kanals (griin, 13), die rechte nur den GFRPKanal. Die Aufnahmen wurden aus Einzelbildern zusammengeftigt, die
mit zwanzigfacher Vergrdf3erung aufgenommen worden waren.
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Auch 18 war in der Mehrheit der Organproben sichtbar fluoreszent (Abbildung 4.50
und 4.51), auch im Hirn. Wie schon bei 76 wurde in Proben des lleums starke
Anreicherung auf der Oberflache der Darmzotten beobachtet. Im Gegensatz zu den
Makroliden war die Verteilung im Lungengewebe eher diffus und weniger auf die
Epithelien fokussiert.

Abbildung 4. 50: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen vonHirn (oben), Herz (mittig) und lleum (unten) von
mit 18 behandelten Tieren. Die linke Hélfte zeigt die (iberlagerten Signale des DAPF (blau, Zellkerne) und GFP
Kanals (griin, 18), die rechte nur den GFP-Kanal. Die Aufnahmen wurden aus Einzelbildern zusammengefiigt, die
mit zwanzigfacher Vergré3erung aufgenommen worden waren.
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Abbildung 4. 51 : Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen vonNiere (oben), Lunge (mittig) und Milz (unten) von
mit 18 behandelten Tieren. Die linke Hélfte zeigt die (iberlagerten Signale des DAPF (blau, Zellkerne) und GFP
Kanals (griin, 18), die rechte nur den GFRKanal. Die Aufnahmen wurden aus Einzelbildern zusammengefiigt, die
mit zwanzigfacher Vergré3erung aufgenommen worden waren.
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Das zweite getestete Makrolid, 38, ahnelte im Verteilungsmuster dem verwandten 13
(Abbildung 4.52 und 4.53). Wie bereits erwdhnt war die Anreicherung im lleum

unerwartet schwach verglichen mit friheren PK-Studien. Das Signal war dagegen
besonders in der Niere intensiv. Interessanterweise wurden wie auch bei 13 nur die
aulReren Bereiche der Leber eingefarbt, die weiter distal der Pfortader liegen.

Abbildung 4. 52 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen vonHerz (oben), lleum (mittig) und Niere (unten) von
mit 38 behandelten Tieren. Die linke Hélfte zeigt die (iberlagerten Signale des DAPF (blau, Zellkerne) und GFP
Kanals (griin, 38), die rechte nur den GFP-Kanal. Die Aufnahmen wurden aus Einzelbildern zusammengeftigt, die
mit zwanzigfacher Vergrdf3erung aufgenommen worden waren.
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Abbildung 4. 53. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen vonlLeber (oben), Lunge (mittig) und Milz (unten) von
mit 38 behandelten Tieren. Die linke Hélfte zeigt die (iberlagerten Signale des DAPF (blau, Zellkerne) und GFP
Kanals (griin, 38), die rechte nur den GFRKanal. Die Aufnahmen wurden aus Einzelbildern zusammengefiigt, die
mit zwanzigfacher Vergrdf3erung aufgenommen worden waren.
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4.3.2 LPS challenge Modell

Die Zellwand gramnegativer Bakterien enthalt grof3e Mengen an Lipopolysacchariden
(LPS). Diese werden von fur die Erkennung von Pathogenen verantwortlichen Pattern

Recogniton Receptors (PRR) detektiert, genauer gesagt dem TLR4. Stimulation des
TLR4 16st eine Immunreaktion aus, die Uberwiegend auf Zellen der angeborenen

Immunitat beruht. Der TLR4 -Signalweg kann so genutzt werden, um durch Einsatz von

LPS eine Entzindungsreaktion hervorzurufen, beispielsweise in Modellen zur
Charakterisierung neuer antiinflammatorischer Substanzenl!4® Diese Modelle sind

insofern relevant, dass sowohl der TLR-Signalwegals auch die Zellen der angeborenen

Immunantwort eine bedeutende Rolle bei der Entstehung bzw. dem Fortschreiten

verschiedener Autoimmunerkrankungen spielen1471149

Die im Rahmen dieser Arbeit erstellten Testverbindungen wurden alle, wie bereits
erwahnt, zunachst /n vitro auf ihre antiinflammat orische Potenz untersucht (Kapitel
4.2.3). Eine Auswahl von ihnen wurde weiterfuhrend /n vivo im sogenannten LPS
ChallengeModell getestet: BALB/c Mausen wurde intraperitoneal LPS injiziert, um eine
Entziindungsreaktion hervorzurufen und zu festgelegten Zeitraumen Blut bzw. Plasma
entnommen, um die Konzentration an TNFa, IL-6 und IL-10 zu bestimmen. Alternativ
zur Gabe einer (hoheren) Dosis LPS alleine kann dieses auch in niedrigerer Dosis (10
Mo/kg statt 10 mg/kg) zusammen mit Galactosamin verabreicht werde n. Letzteres
verstarkt den proinflammatorischen Stimulus deutlich. Beide Induktionsmethoden
wurden bei den durchgefiihrten Studien erprobt und fuhrten zu vergleichbaren
Ergebnissen, wie anhand der Zytokinspiegel der Vehikelgruppen festgestellt wurde.

Die Behandlung mit den Testsubstanzen erfolgte praventiv schon vor der LPS Injektion
entweder i.v. oder p.o. in Abhangigkeit der geplanten Studie.
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Abbildung 4.54: Sc hemati scher Abl auf des ALPS ChallengedAd Model |l s:
Lv. oder p.o. mit den Testsubstanzen oder Vehikel vorbehandelt. Nach 15 bzw. 30 min wurde LPS bzw.
LPS/Galactosamin ins Perffoneum injiziert, um den Entziindungsreiz auszulésen. 60, 90 und 180 min nach der LPS

Injektion wurde Blut aus der Schwanzvene entnommen, zentrifugiert und der Zytokingehalt im Plasma bestimmt.

Nach dem 180 min Zeitpunkt wurden die Tiere euthanasiert und Herzblut entnommen.

Auch wenn das Modell eine relativ unaufwéndige Mdglichkeit bietet, die
entzindungshemmende Wirksamkeit neuer Wikstoffe zu vergleichen, sind die
Ergebnisse nur bedingt auf chronische Erkrankungen beim Menschen tbertragbar. Die
durch LPS ausgeléste Immunreaktion umfasst vor allem die angeborene (v.a.
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myeloische) Immunantwort, wahrend bei chronischen Autoimmunerkranku ngen auch
lymphatische Zellen eine bedeutende Rolle spielen kdénnen. Zudem wird nur die
Effektivitat bei der Bekampfung eines einzelnen proinflammatorischen Stimulus
untersucht anstelle eines langerfristigen Entziindungsgeschehens.

4.3.2.1 Etablierungsstudi  e:

Zunachst wurde eine Etablierungsstudie zur Optimierung des Verfahrens, inklusive der
Zeitpunkte zur Blutentnahme, mit dem Makrolid-Konjugat 13 durchgefihrt. Dieses
wies sowohl die erwinschten pharmakokinetischen Eigenschaften als auch
ausreichende /n vitro Aktivitat auf. Behandelt wurde mit 8,5 pmol/kg (entspricht 10
mg/kg) p.o., 15 min vor Injektion der LPS -L6sung.

TNFa IL-6 IL-10
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Abbildung 4.55 : Plasmaspiegel + SD von TNFa (links), IL-6 (mittig) und IL-10 (rechts) von BALB/c Mdusen zu
verschiedenen Zefipunkten nach intraperitonealer Injektion von 10 mg/kg LPS. Die Vorbehandlung der Tiere mit
8,5 umol/kg 13 p.o. fihrte zu signifikant verringerter Freisetzung von TNFa wéhrend der ersten 90 min. Statistische
Signifikanz gegentiber der Kantrollgruppe ist dargestellt als: * p < 0,05; ** p < 0,01, ** p < 0,001; ****p <
0,0001.

Die gewahlten Blutungszeitpunkte von 60, 90 und 180 min nach LPS-Injektion

erwiesen sich als geeignet zur Erstel

Substarzen. TNFa wurde schon eine Stunde nach dem LPSStimulus in hohen
Konzentrationen freigesetzt und erreichte seinen Hohepunkt nach ca. 90 min. Zum 180
min Zeitpunkt waren die Konzentrationen in beiden Gruppen schon wieder deutlich
gesunken. In den meisten spateren Studien waren die TNFa-Werte zu diesem
Zeitpunkt wieder mit denen unbehandelter Tiere vergleichbar und es bestanden keine
relevanten Unterschiede mehr zwischen den Gruppen; fur die Diskussion der TNR-
Konzentrationen sind demnach nur die ersten beiden Zeitpunkte von Bedeutung. Das
ebenfalls proinflammatorische Zytokin IL-6 wurde verzdgert und in kontinuierlich

steigenden Konzentrationen freigesetzt, die hochsten Konzentrationen wurden zum
dritten und letzten Blutungszeitpunkt (180 min) gemessen. IL -10 wurde im Vergleich
zu TNFa verzogert freigesetzt, erreichte aber ebenfalls 90 min nach LPSGabe seine
Hochstwerte. Die Konzentrationen waren zu t = 180 min jedoch immer noch hoch.

Mit 13 vorbehandelte Tiere wiesen wahrend der ersten beiden Blutungszeitpunkte
signifikant verringerte Konzentrationen an TNFa in ihrem Plasma auf (p < 0,01). Auch
/n vitro war die Substanz ein potenter Hemmer der TNFa-Freisetzung nach LPS
Stimulus (Kapitel 4.2.3 ).

ung
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13 hatte bei keinem der erfassten Zeitpunkte einen Effekt auf die Freisetzung von IL-

6 und IL-10, die gemessenen Konzentrationen entsprachen in etwa denen der
Vehikelgruppe. Dieser Befund deckte sich mit den zurzeit vorliegenden Ergebnissen
aus den /n vitro Experimenten mit LPS, wo 13 ebenfalls nicht die Spiegel der beiden
Zytokine beeinflusste. Wie sich in spéateren Studien noch zeigen sollte (s.u.), kann die

Behandlung mit héheren Dosen der JAKZHemmer (bzw. anderen Applikationsrouten)

aber durchaus einen Einfluss auf die Freisetzung dieser Zytokine haben.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Vorbehandlung von Tieren mit Tofacitinib vor
LPSInjektion ebenfalls die Freisetzung von TNFa (und IL-6) potent senkt, wahrend
die IL-10 Spiegel im Plasma gesteigert werden!>® Wie bereits erwahnt konnten die
Senkung der IL-6 Konzentrationen und die Steigerung der IL-10-Freisetzung auch bei
den in spateren Studien getesteten Substanzen (s.u.) beobachtet werden. Der durch
LPS aktivierte TLR4Rezeptor signalisiert nicht direkt tber die JAKs; der Einfluss der
JAKHemmer auf das resultierende Zytokinprofil legt aber nahe, dass auch JAK
abhéangige Zytokinrezeptoren in die von LPS hervorgerufene Signalkaskade involviert
sind. Durch nachgeschaltete parakrine Signalwege der betroffenen Immunzellen ist
das Gesamtgeschehen von hoher Kompéxitat. Beispielweise kommt es tber NfkB und
andere Transkriptionsfaktoren u.a. zur Bildung und Freisetzung von Interferon a und
b, welche ihr Signal tber JAK1/TYK2abhangige Rezeptoren weitertragen. Uber NikB
wird ebenfalls die Ausschittung von IL-2 und I L-21, an deren Rezeptoren JAK1/JAK3
Dimere assoziieren, angeregt, sowie die Transkription zahlreicher weiterer
proinflammatorischer Gene 23151152

Das Verhaltnis an freigesetztem IL-10 zu

TNFa (Abbildung 4.56 ) stellt einen  Ve€rhaltnis IL10/TNFa

weiteren Parameter dar, um die S §SS5S

.. . . 51 .
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signifikant (1,3 + 0,2 vs. 0,4 + 0,1, p < 0-

0,05 bzw. 33 + 1,3 vs. 1,3+ 0,2, p < 60 90 180
0,0001). Die  Annaherung  der t [min]

Verhdltnisse zu t = 180 min entspricht Abbidung  4.56:  Verhdltnis ~ der — gemessener

dem Umstand. dass die TN Fa-SpiegeI ZU Plasmakonzentrationen von [IL-10 und TNFain mit
’ Vehikel oder 13 sowie LPS behandelten BALB/c Mause,

diesem Zeitpunkt wieder WeiteStgehend Flr t = 60 bzw. 90 min waren die Zytokinverhéltnisse
gesunken waren und nur noch signifikant unterschiedlich zur Vehikelgruppe. Statistische

gerinnggige Unterschiede zwischen den S9nifikanz gegentiiber der Kontrollgruppe ist dargestell
. : als: *p < 0,05; *p < 0,01; **p < 0,001, **  *p<
Gruppen bestanden, wie es auch in den 0,0005 b P P

nachfolgenden  Studien  beobachtet
wurde.

Zusammengefasst fuhrte die Behandlung mit 13 vor allem innerhalb der ersten 90 min

nach LPSInjektion zu einer deutlichen Hemmung der TNFa-Freisetzung und verschob
das Verhéltnis von IL-10 zu TNFRa starker in Richtung des antiinflammatorischen
Zytokins.
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4.3.2.2 P.o. Studie I:

In einer Folgestudie wurden weitere Testsubstanzen oral verabreicht. Die Dosis wurde
auf 15 pmol/kg festgelegt und das Behandlungsintervall auf 30 min vor der LPS-Gabe
erhoht. Getestet wurden neben FM-381 zwei pharmakokinetisch verbesserte Analoga,
das Cyclopropytsubstituierte 29 und das Makrolid-Konjugat 38. Beide zeigten zwar
geringere Aktivitat gegen die JAK3 /n vitro, aber eine verbesserte Stabilitat /n vivo. 18

wurde wegen seines Status als Kandidat fur ZNSErkrankungen ausgewahlt, da es in
PK-Studien gute Hirngangigkeit aufwies. Zusatzlich wurden Tofacitinib und Ruxolitinib

als Vergleichssubstanzen eingesetzt, um die Auswirkungen der unterschiedlichen
Selektivitaten auf das Zytokinprofil zu erforschen.
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Abbildun g 4.57 : Plasmaspiegd + SEM von TNFa (oben links), IL-6 (oben rechts) und IL-10 (unten links) zu
verschiedenen Zeitbunkten nach intraperitonealer Injektion von 10 mg/kg LPS. Die gepunkteten Linien entsprechen
den durchschnittlichen Konzentrationen der Vehikelgruppen. Die Vorbehandlung von Médusen mit 15 pumol/kg der
JAKHemmer p.o. fiihrte in den meisten Gruppen zu reduzierter Ausschiittung von TNFa und IL -6, wéhrend die IL -
10 Konzentrationen im Plasma gleichblieben oder anstiegen. n = 4 (Vehikel) bzw. n = 8 (Verumgruppen). Nicht
gezeigt ist t = 180 min fiir TNF a, da die Konzentrationen in allen Gruppen an bzw. unter der Nachweisgrenze
waren. Statistische Signifikanz gegentiber der Kontrollgruppe ist dargestellt als: *p < 0,05, **p < 0,01; ***p <
0,001, ****p < 0,0001.

Die Vorbehandlung der Tiere mit JAKInhibitoren fiuhrte sowohl mit den JAKS-
Hemmern als auch mit den Vergleichssubstanzen Tofacitinb und Ruxolitinib zu einer
Senkung der TNFa-Konzentrationen im Plasma. Zu t = 90 min war der Effekt starker
ausgepragt, besonders fiur 18, 29 und 38. So konnte durch Gabe des Makrolids 38
die TNFa-Konzentration von 4,3 £ 1,3 ng/ml auf 0,9 + 1,8 ng/ml gesenkt werden.
Leider waren die Ergebnisse in keiner der Gruppen statistisch signifikant, was
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wahrscheinlich auf die reduzierte Zahl der Vehikeltiere und die grof3e Streuung in dieser
Gruppe zuriickzufuhren ist. Auch die fir FM-381 gemessenen Werte waren bei beiden
Zeitpunkten sehr heterogen, lagen im Schnitt aber im Bereich der anderen Gruppen
(60 min) bzw. dartber (90 min). Sowohl mit Tofacitinib als auch Ruxolitinib wurde eine
moderate Senkung der TNFa-Freisetzung erreicht, im Schnitt war diese aber fur t =
90 min geringer ausgepragt als bei den JAK3Hemmern 18, 29 und 38.

Aufgrund technisch bedingter Umsténde war fiir die t = 60 bzw. t = 90 min Zeitpunkte
nur jeweils eine Plasmaprobe zur Bestimmung von IL-6 auswertbar, weswegen eine
sinnvolle statistische Auswertung dieses Parameters leider nicht mdglich war. Die
durchschnittlichen Konzentrationen im Plasma der behandelten Tiere lagen alle
niedriger als der Vehikelwert. Der niedrigste IL-6 Spiegel zu t = 90 min wurde durch
Behandlung mit Ruxolitinib erzielt (23,4 + 9,7 ng/ml). Fir den letzten Zeitpunkt (180
min nach LPS i.p.) war die IL-6 Senkung durch 18, 29, 38 sowie durch Tofacitinib und
Ruxolitinib gegeniiber dem Vehikel statistisch signifikant (p < 0,0001). Auch zu diesem
Zeitpunkt erwies sich Ruxolitinib als am effektivsten zur Senkung von IL-6 (von 423,5
+ 104,7 ng/ml auf 287,4 £ 1189 ng/ml). Fiur FM-381 konnte dagegen keine
verringerte IL-6 Freisetzung mehr beobachtet werden.

Bezuglich der Ausschittung von IL-10 bestanden zwischen den Gruppen innerhalb der
ersten 60 min nur geringfgige Unterschiede. Die mit 29, 38 und Tofacitinib oder
Ruxolitinib behandelten Tiere wiesen zwar leicht erhéhte IL-10 Spiegel im Plasma auf,
die Anstiege waren aber im Vergleich zur Vehikelgruppe nicht statistisch signifikant.
Zum zweiten Blutungszeitpunkt (90 min nach LPS-Stimulus) wurden die Auswirkungen
dieser vier Substanzen deutlicher, wahrend FM-381 und 18 keinen Effekt auf die IL-
10 Konzentrationen hatten. Der starkste Anstieg wurde durch Ruxolitinib verzeichnet
(von 2,0 + 0,4 ng/ml auf 4,1 £ 0,9 ng/ml) und war statistisch signifika nt (p <

0,001), gefolgt von 29 und Tofacitinib. Zum dritten Blutungszeitpunkt wurden,

maoglicherweise durch bereits sinkende Wirkstoffkonzentrationen, vergleichsweise
geringere IL-10 Steigerungen gemessen; nur noch bei den mit 38 oder Ruxolitinib
behandelten Mausen unterschieden sich die Werte von der Referenz.

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

4.3.2.3 P.o. Studie ll

Eine weitere p.o. Studie wurde mit den Bicyclo[3.1.0] -substituierten Testverbindungen
40 -43 durchgefihrt, bei der diese mit zwei ihrer Cyclohexyl-Analoga, FM-381 und 21

sowie dem Makrolidkonjugat 39 verglichen wurden. Dosis, Behandlungszeitpunkt und
T Art wurden von der vorigen Studie ibernommen. Ferner wurden zwei Gruppen mit

unterschiedlichen Dosen an Tofacitinib eingeschlossen, um die Effekte einer niedrigen
Dosis (1,5 pmol/kg) des Stoffes zu erforschen.
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Abbildung 4.58 : Plasmaspiegd + SEM von TNFa (oben links), IL-6 (oben rechts) und IL-10 (unten links) zu
verschiedenen Zeitbunkten nach intraperitonealer Injektion von 10 mg/kg LPS. Die gepunkteten Linien entsprechen

den durchschnittlichen Konzentrationen der Vehikelgruppen. Die Vorbehandlung von Mé&usen mit 15 umol/kg der
JAKHemmer p.o. fiihrte in den mei sten Gruppen zu reduzierter Ausschiittung von TN und IL -6, wéhrend die IL -

10 Konzentrationen im Plasma gleichblieben oder anstiegen. n = 8. Nicht gezeigt ist t = 180 min fiir TNF a, da die

Konzentrationen in allen Gruppen vernachldssigbar gering waren. Statistische Signifikanz gegeniiber der
Kontrollgruppe ist dargestellt als: *p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

Wie schon in vorigen Studien fiihrte die Verabreichung von JAK-Hemmern vor dem
LPSStimulus zu geringeren resultierenden Plasmakonzentrationen an TNR. Als daflr
effektivste JAK3-Inhibitoren erwiesen sich zu den ersten beiden Blutungszeitpunkten

das Morpholinamid 21 (1,1 + 0,5 ng/ml nach 60 min, 0,8 + 0,5 ng/ml nach 90 min, p

< 0,01), und das Bicyclo[3.1.0]hexyl -substituierte Makrolid 43 (1,2 + 0,3 ng/ml nach

60 min, 0,8 + 0,1 ng/ml nach 90 min, p <0,05). 21 zeigte sich dabei auch wesentlich
effektiver als sein stabileres, aber /n vitro weniger potentes Analogon 41. Der
umgekehrte Effekt, wenn auch schwacher ausgepragt, wurde fir das Paar FM-381 /40

beobachtet: Mit 40 behandelte Tiere hatten niedrigere TNFa-Spiegel im Plasma als
jene, die FM-381 verabreicht bekamen.

Generell war die Wirksamkeit der JAK3Hemmer im Verhaltnis zur letzten Studie
scheinbar geringer. Zu beachten ist allerdings auch, dass die Tiere insgesamt auch
weniger stark auf den LPS-Stimulus reagierten, wie an der absoluten Konzentration an
TNFa der Vehikelgruppe ersichtlich ist (< 2 ng/ml zu beiden Blutungszeitpunkten, ca.
5-6 ng/ml in der vorigen Studie). Die Griinde dafur konnen sowohl bei der verwendeten
LPSBatch, deren Formulierung als auch bei den Tieren selbst liegen und sind nur
schwer nachverfolgbar. Interessanterweise war die niedrigere Dosis Tofacitinib (die
einem Zehntel der anderen Dosen entsprach) zur TNRa-Senkung effektiver als die
Standarddosis (p < 0,05 nach 90 min). Sie entspricht, bezogen auf das jeweilige



154 4 Biologische Tests und Ergebnisse

Korpergewicht, auch eher der beim Menschen angewandten Dosis. Beim Einsatz der
15 umol/kg Dosis treten moglicherweise bereits off-target Effekte auf, die der TNFa-
Senkung entgegenstehen. Auch die starkere Blockade des (antiinflammatorischen) IL-
10 Signalwegs, der von JAK1/TYK2 abhangt, ist als Erklarung in Betracht zu ziehen.

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

Die gemessenen IL-10 Spiegel waren, anders als bei der vorigen Studie, nur fir
bestimmte Substanzen und Zeitpunkte erhdht: Zu t = 60 min kam es sogar in einigen

behandelten Gruppen zu einer relativen Senkung der Konzentrationen. Am 90 min
Zeitpunkt wurde in allen mit JAK-Hemmern behandelten Gruppen, mit Ausnahme der
21-Gruppe, eine gesteigerte Freisetzung von IL-10 gemessen, vor allem fir FM-381

und sein Bicyclo[3.1.0]hexyl-substituiertes Analogon 40 . Der Anstieg war aber nur fur
die mit FM-381 behandelten Tiere statistisch signifikant (von 1,9 + 0,4 ng/ml auf 3,1

+ 1,5 ng/ml, p < 0,05). Zum letzten Blutungszeitpunkt normalisierten sich die Werte
in den meisten Gruppen wieder.

Zusammengefasg konnten die Bicyclo[3.1.0]hexan -Derivate trotz erhdhter /n vivo
Halbwertszeit keine eindeutig Uberlegene  Wirksamkeit gegenuber den
Vorgangersubstanzen demonstrieren. Zudem erwies sich die niedrigdosierte
Vorbehandlung mit Tofacitinib als effektiver als die Standarddosis. Generell sind die
Ergebnisse aber aufgrund desschwéacheren Ansprechens der Mause auf den LPSReiz,
verglichen mit der vorigen Studie, kritisch zu betrachten

4.3.2.4 |.v. Studie

Um die Wirksamkeit der Testsubstanzen innerhalb des Modells unabhangig von ihrer
oralen Bioverfugbarkeit zu vergleichen, wurde eine Studie mit intravendser Applikation
der Testsubstanzen durchgefuhrt. Behandelt wurde erneut 30 min vor der Injektion
einer LPS/GalN Ldsung, die Dosis der JAKnhibitoren betrug 9,6 pumol/kg. Als
Behandlung wurde FM-381 mit den Analoga 13, 18, 22, 26, 29, 30 und 50 sowie
Tofacitinib und Ruxolitinib verglichen. Wie bereits unter Kapitel 4.1. angefihrt handelt
es sich bei 29 und 30 um weniger potente, aber /7 vivo deutlich stabilere FM-381 -
Abkommlinge, wahrend 18 vor allem durch seine hohe Aufnahme in periphere Organe
und das ZNS auffiel. 13 stellt das Makrolid-Analogon zu FM-381 dar und besitzt im
Vergleich eine verbesserte Pharmakokinetik.22 und 26 sind weitere Vertreter mit von
FM-381 abweichenden Seitenketten in der Selektivitatstasche (Difluorcyclohexan
bzw. Methylcyclopropan. Zu guter Letzt handelt es sich bei 50 um ein Derivat von FM-
381, bei dem die Doppelbindung des MichaelAkzeptors reduziert wurde. Es ist
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demnach nicht mehr elektrophil und besitzt stark reduzierte /n vitro Aktivitat gegen die
JAK3. Zur Reduktion der durch die Analyse anfallenden Kosten wurden nur TN und
IL-10 und auch nur 90 bzw. 180 min nach LPS-Gabe erfasst.

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

0,05, **p < 0,01, **p < 0,001, ***p < 0,00 01.

Die Mehrheit der eingesetzten JAK3Hemmer konnte eindrucksvoll und signifikant die
Freisetzung von TNR reduzieren (p < 0,005 fur 18, 26, 29, 30 und 50; p < 0,001
fur 22; und FM-381). Die Effekte waren generell deutlich ausgepragter als in den
vorigen Studien, in denen p.o. behandelt worden war. In Anbetracht der parenteralen
Gabe der Inhibitoren und der vglw. hohen Dosis (9,6 umol/kg, bei den p.o. Studien
waren 15 pmol/kg verabreicht worden) ist davon auszugehen, dass relativ hohe
Konzentrationen der Stoffe im Blut vorlagen. Die niedrigsten TNFa-Spiegel wurden im
Blut von mit FM-381 behandelten Tieren gemessen (0,7 = 0,4 ng/ml; C vehikel = 2,5 %
1,1 ng/ml); es handelte sich dabei auch um den Kandidaten mit der starksten Potenz
gegen die JAK3. Interessanterweise zeigte auch 50, dessen elektrophiler Michaek
Warhead reduziert wurde, noch immer einen deutlichen Effekt auf die TNFa-Spiegel.
Die Substanz warim JAK3 ELISA deutlich weniger aktiv gegen die JAK3 als die Vorstufe
FM-381 (Kapitel 4.1), war aber bereits im /n vitro LPS Modell Gberraschend wirksam
(Kapitel 4.2.3 ). Die Hemmung anderer JAK:-Isoformen durch die Substanz wurde nicht
getestet. Es ist davon auszugehen, dass es ohne die Mdglichkeit zur kovalent
reversiblen an C909 zu einem gewissen Setktivitatsverlust kommt; das den anderen
Substanzen &hnelnde Zytokinprofil legt aber nahe, dass es sich noch immer um primar
JAK3abhangige Effekte handelt.

Die IL-10 Plasmakonzentrationen wurden nur 180 min nach LPSGabe analysiert. Fur
viele der Gruppen wurden dabei erhdhte Spiegel gemessen, die Anstiege waren aber
Uberwiegend gering gegentber der Vehikelgruppe. Betrachtet man die IL-10 Verlaufe
voriger Studien ist anzunehmen, dass die Unterschiede zu einem friiheren Zeitpunkt
(idealerweise 90 min) grof3er gewesen waren. Nur fur die mit 26 behandelte Gruppe
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wurde auch zu t = 180 min eine signifikante Erhdhung der IL -10 Ausschittung
observiert (p < 0,01).

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

4.3.2.5 Dosisfindungs  -Studie

Aufgrund der allgemeinen Effektivitat der JAK3-Hemmer in der i.v. Studie und der
guten Wirksamkeit des Konjugats 38 (s. P.o. Studie /) sollte zuletzt die optimale Dosis
dieses Stoffes im LPSModell ermittelt werden. Behandelt wurde intravengs in einer

Spanne von 10-0,03 umol/kg. Tofacitinib diente als unselektive Vergleichssubstanz;
hier bestand zudem besonderes Interesse an den niedrigeren Dosen, da diese eher
den beim Menschen verwendeten glichen. Bei einem 70 kg schweren Menschen wirde
die typische Einmaldosis von 10 mg in etwa 0,14 mg/kg bzw. 0,46 pmol/kg

entsprechen.

Erneut wurde der Entzindungsreiz 30 min nach Behandlung mit den JAKHemmern
durch die Kombination aus LPS und Galactosamin ausgeldst.Die jeweilige Dosis
entsprach den vorigen Studien.
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Abbildung 4.60 . Plasmaspiege/ + SD von TNFa (oben links) und IL -10 (unten) sowie deren Verhéltnis (oben
rechts) nach Vorbehandlung von BALB/c Médusen mit variablen Dosen (10/3/1/0,3/0,1/0,03 umolkg) an
Tofacitinib oder 38 p.o. 30 min vor intraperitonealer Injektion von 10 ug/kg LPS und 500 mg/kg Galactosamin. Die
gepunkteten Linien entsprechen den durchschnittlichen Werten der Vehikelgruppe. Insbesondere fir 38 ergab sich
eine komplexe, nicht-lineare DosisWirkungs-Beziehung. n = 6. Slatistische Signifikanz gegentiiber der
Kontrollgruppe ist dargestellt als: *p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

Wie aus Abbildung 4.60 ersichtlich fuhrte die Behandlung mit 38 zu einer
glockenformigen Dosis-Wirkungs-Beziehung. Sowohldie beiden héchsten als auch die
beiden niedrigsten Dosen fihrten zu signifikant verringerten TNFa-Spiegeln im Plasma
(p < 0,05 bzw. < 0,01). Die TNF a-Senkung durch Tofacitinib war in der mit 0,1

pmol/kg behandelten Gruppe am starksten ausgepragt, aber nicht von statistischer
Signifikanz. Generell war 38 1 bei jeweils gleicher Dosis i potenter darin, die

Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins zu hemmen.

Beide Wirkstoffe waren effektiv darin, die IL-10 Spiegel im Plasma zu steigern,
insbesondere zu t = 90 min. Sowohl bei Tofacitinib als auch 38 waren die Effekte der
beiden héchsten Dosen statistisch signifikant (p < 0,05 bis < 0,001). Im Gegensatz zu

TNFa hatte niedrigdosiertes 38 nur einen geringen Effekt auf die Zytokinfreisetzung.

Dies legt nahe, dass die TNFa-Senkung bei hohen Dosen des Stoffes vermutlich v.a.
Uber IL-10-abhangige Signalwege beeinflusst wird, wéhrend bei niedrigen Dosen
andere Mechanismen zugrunde liegen.
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180 min nach LPSGabe lagen in einigen Gruppen noch immer erhohte IL-10-Spiegel
vor, insbesondere in mit 10 pmol/kg oder 3 umol/kg 38 behandelten Tieren (p <

0,0001 bzw. < 0,05). Die Werte lagen fur diese beiden Gruppen in etwa im Bereich

des vorigen Zeitpunktes und lassen sich gegebenenfalls durch pharmakokinetische
Grinde erlautern: Durch Rickverteilungsprozesse aus peripheren Geweben in den
Kreislauf ist besonders bei hohen Dosen ein lang anhaltender Effekt zu erwarten. Eine
Bestatigung dieser Vermutung durch Quantifizierung der Wirkstoffkonzentration war

allerdings leider nicht méglich.

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

Zusammengefasst zeigte sich38 gegenuber Tofacitinib als tiberlegen zur Abmilderung
einer Immunreaktion. Die optimale i.v. Dosis des Konjugats liegt im Bereich von 3-10
pmol/kg. Der Stoff wurde in allen Gruppen gut vertragen, bei noch héheren Dosen als
10 pmol/kg durfte aber die Léslichkeit im i.v. -Vehikel einen limitierenden Faktor
darstellen.

4.3.3 Psoriasis Modell

Die Psoriasis, oder Schuppenflechte, ist eine chronische entziindliche Hauterkrankung,
die ca. 1-2 % der westlichen Bevdlkerung betrifft. Sie &uf3ert sich primér durch
Schuppung und Rétung der Haut und damit einhergehende Schmerzen. Hinzu kommen
weitere Komorbiditdten und ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung von
Stoffwechselstorungen und kardiovaskularen Erkrankungen. Gerade durch die
Sichtbarkeit der Erkrankung ist der Leidensdruck fiir viele Patienten hoch.
Risikofaktoren an Psoriasis zu erkranken sind unter anderem Umwelteinflisse,
genetische Préadisposition und friher aufgetretene virale Infekte. Im Gegensatz zu
vielen anderen Autoimmunerkrankungen ist die Pravalenz vom Geschlecht
unabhangig.153.154

Die konkrete Pathogenese ist noch nicht vollstandig aufgeklart, man vermutet aber
dass T-Zellen (insbesondere T417) und der IL-17/IL-23 Signalweg eine zentrale Rolle
bei der Entstehung spielen. Wie durch den Behandlungserfolg mit TNFa-Inhibitoren
bereits gezeigt wurde, tragt auch TNFa zur Erkrankung bei. Durch Interaktion zwischen
Immunzellen (v.a. Dendritische Zellen und Th17-Zellen) und Keratinozyten kommt es
lokal ~zur Ausschittung  proinflammatorischer  Zytokine  sowie  diverser
Wachstumsfaktoren. In Folge proliferieren die Keratinozyten stark, was zur fur die
Krankheit typischen Bildung von Hautschuppen und insgesamt zur Verdickung der
Epidermis fuhrt. Gleichzeitig verdiinnt sich das Stratum Granulosum, das in gesunder
Haut wesentlich zu deren Barrierefunktion beitrdgt. Durch die Weitung von
BlutgefalRen kommt es zudem zur auffalligen Rotung der Haut.153:155

Die Therapie der Schuppenflechte richtet sich nach der Ausbreitung bzw. dem
Schweregrad der Symptome. Bei leichten Verlaufen wird 7 zur Vermeidung
systemischer Nebenwirkungen i topisch behandelt, z.B. mit Glukokortikoiden,
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Dithranol, Retinsaure-Derivaten sowie unterstitzend zur Hautpflege mit

harnstoffhaltigen Topika. Auch die Bestrahlung der betroffenen Stellen mit UV-A Licht
nach vorheriger Sensibilisierung mit Psoralenen ist eine Option, hat aber eine
untergeordnete Rolle. Systemische Therapeutika umfassen u.a. Immunsuppressiva
wie Glukokortikoide, Methotrexat, Retinoide, Dimethylfumarat und die anti-TNFa

Biologicals (z.B. Etanercept, Infliximab, Adalimumab) und der IL-12/23 Antikorper

Ustekinumab. Problematisch am Einsatz der Biologicals sind zum einen die hohen
Herstellungskosten, zum anderen die breite immunsuppressive Wirkung, durch die
langerfristig das Risiko von Infekten oder sogar von Tumoren ansteigt. Zudem kann

es durch Bildung von Antikérpern gegen die Wirkstoffe zum Wirkverlust kommen.

Ausschliel3lich der Mensch ist von der Krankheit betroffen, weswegen die momentan

existierenden Tiermodelle alle nur in verschiedenen Aspekten bzw. Ausmal3en
Ubertragbar sind. Unterschiede koénnen z.B. in der Auswahl der auftretenden

Symptome oder in den Pathogenesetreibenden Faktoren (bestimmte Zytokine,

Zel | ty pegem.,So kbnnte z.B. durch transgene, konstitutiv STAT3 exprimierende
Mause ein deutlicher psoriatischer Phanotyp erzeugt werden. Die Inhibition der STAT3

Aktivitat fuhrte dabei zu einer wesentlichen Besserung der Symptomatik. Sollte STAT3
bei der menschlichen Schuppenflechte ebenfalls stark zum Krankheitsgeschehen
beitragen, wirde dies ein attraktives therapeutisches Target darstellen.'% Sowohl
Tofacitinib als auch Ruxolitinib wurden bzw. werden zurzeit fir den Einsatz bei der

Schuppenflechte gepruift, eine Zulassung wurde aber noch nicht erteilt.

Ein bekanntes, auch fur interne PsoriasisStudien der Firma Synovo durchgefiihrtes
Modell basiert auf dem Einsatz von Aldaré® (Abbildung 4.61 ). Dabei handelt es sich
um ein Fertigarzneimittel, welches topisch zur Behandlung von Feigwarzen, aktinischer
Keratose und oberflachlichen Formen des Hautkrebs verwendet wird. Als Wirkstoff
beinhaltet Aldara® 5 % Imiquimod (IMQ), einen TLR7 -Agonisten. Stimulation des TLR7
fuhrt, ahnlich wie bei TLR4-Stimulus, zu einer Entzindungsreaktion und kann bei
psoriatischen Patienten zu einer Verschlimmerung der Erkrankung fiihren. Dies wird in
Méausen zur Herbeifihrung eines Krankheitsmodells genutzt, das der menschlichen
Psoriasis in vielen Aspekten gleicht. Nach Auftragen von IMQ auf die Haut kommt es
zur Hyperproliferation von Hautzellen, Einwanderung von Immunzellen und der

Produktion proinflammatorischer Zytokine. Makroskopisch &ufRert sich das
Entzindungsgeschehen durch eine Verdickung der Haut, starke Rétung und die
Bildung von Hautschuppen, ahnlich wie bei der echten Schuppenflechte. Das Aldar& -

Modell bietet die Vorteile eines schnellen Auftretens der Symptome (wenige Tage),
hoher Ansprechraten der Tiere und eines gut definierten, glinstigen Fertigarzneimittels

zur Induktion. %7

Neben IMQ enthalt die Formulierung von Aldara® einen weiteren wichtigen
Inhaltsstoff, Isostearinsaure (ISS). Abgesehen von ihrem Nutzen als Hilfsmittel fir die
Formulierung steht ISS auch im Verdacht, einen betrachtlichen Anteil zur Entstehung
der lokalen Immunreaktion beizutragen. Dies konnte durch interne Synovo-Studien
durch Vergleich verschiedener Formulierungen gegen Aldara bestatigt werden. Die
Ergebnisse legten nahe, dass IMQ in groRem Mal3e systemisch wirkt, wahrend die ISS
ihre Wirkung v.a. topisch ausubt. (Aktuell zur Publikation eingereichr)
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Abbildung 4.61 : Ablauf des Aldard® -basierten PsoriasisModells. An Tag 0 wurden die Tiere am Rlicken rasiert
und Haarentfernungscreme aufgetragen. VVon Tag 1-7 wurden zur Hervorrufung der Entzindungsreaktion tdaglich
50 mg Aldara auf die freie Stelle aufgetragen,; 2 h spéter wurde dann topisch mit den Testsubstanzen oder Vehikel
behandelt. Die Tiere wurden téglich gewogen und gescored. Am letzten Studientag wurde zudem noch die Dicke
der Haut bestimmit.

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

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

Initial kam es in allen Gruppen zu einem Verlust des Kdrpergewichts (Abbildung

4.62). Dies ist typisch fur das Imiquimod-Modell und gut in der Literatur
dokumentiert. 15815 Etwa ab der Halfte der Studiendauer erholten sich die Tiere wieder
langsam; das durchschnittliche Kérpergewicht der Vehikeltiere lag dabei aber deutlich
unter jenen der behandelten Tiere und der gesunden Kontrollgruppe. 11 war am
effektivsten zum Erhalt des Korpergewichts, die Gewichte waren sowohl tUber den
gesamten Studienverlauf hinweg als auch am letzten Tag statistisch signifikant erhdht
(jeweils p < 0,01). Letzteres traf auch auf die Behandlung mit FM-381 zu (p < 0,01).
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Abbildung 4.62 : Verlauf der relativen durchschnittlichen Kérpergewichte (ber die Studie (oben links), AUC der
Jeweiligen Kurven (unten links) sowie durchschnittliche Kérpergewichte am letzten Tag der Studie (unten rechts).

Die Behandlung mit 11 schiitzte tiber den Studienverlauf hinweg signifikant vor Verlust des Kérpergewichts (p <

0,01). Am letzten Studientag waren die Kérpergewichte der FM-381 - und der 11-Gruppen signifikant erhéht

gegentiber der Vehikelgruppe (p < 0,01). Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt, n = 8. Statistische Signifikanz
gegentiber der Kontrollgruppe ist dargestellt als: * p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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Score:Die Schwere der spezifischeren Hautsymptome wurde durch einen kombinierten
Score erfasst, der sich aus der Bewertung von Hautverdickung, -Schwere und
Schuppenbildung zusammensetzt @Abbildung 4.63 ). Vollig unbehandelte, gesunde
Tiere dienten als Referenz.
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Abbildun g 4.63 : Verlauf der durchschnittlichen Symptom-Scores tiber die Studie (oben links), AUC der jeweiligen
Kurven (unten links) sowie durchschnittliche Scores am letzten Tag der Studie (unten rechts). Die Behandlung mit
den JAK3Hemmern 8 und 11 fiihrte zu einer (statistisch nicht signifikanten) Verbesserung der Symptomatik
gegentiber Vehikel. Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt, n = 8.

Die Effekte der Aldara®-Behandlung traten wie erwartet innerhalb weniger Tage auf,
die Tiere entwickelten alle zum gleichen Zeitpunkt (Tag 4) die typische Symptomtrias.
Die topisch eingesetzten JAKHemmer hatten leider nur einen geringen bzw. keinen
Einfluss auf die Scores. Fur8 und 11 wurde zwar eine numerische Verbesserung
gegenuber der Vehikelgruppe festgestellt, die Unterschiede waren aber aufgrund der
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hohen Streuung nicht statistisch signifikant. Den niedrigsten Symptom-Score am
letzten Studientag hatte die mit 11 behandelte Gruppe.

Hautdicke: Am letzten Studientag wurde, vor der Euthanasie der Tiere, die Dicke der
betroffenen Hautabschnitte gemessen (Abbildung 4.64 ). Das Krankheitsmodell fihrte
T durch starke Proliferation der Keratinozyten - zu einer deutlichen Verdickung der
Haut bis fast auf das Doppelte. Die JAKHemmer 8 und FM-381 konnten dem in
signifikantem Mal3e entgegenwirken (p < 0,05). 11, die Substanz mit der besten
Wirksamkeit bzgl. Kérpergewicht und Score, hatte nur einen geringen Effekt.

Die topische Behandlung mit den JAK3
Hemmern zeigte zwar in manchen
Aspekten Wirksamkeit im Modell gerade
der Einfluss auf die Scores fiel aber
enttduschend gering aus. Die Studie hatte
aber auch potentielle Schwachen, die zu
einem verminderten Behandlungserfolg
beigetragen haben kdnnten: Zum ersten
ist die topische Behandlung bei Mausen
mitunter prob lematisch, da diese ggf. dazu
neigen, aufgetragene Topika abzulecken. > qu’\/ SR
Dies wurde einerseits die lokal vorhandene Q‘}\Q@'

Wirkstoffmenge verringern, andererseits
unter Umstanden zu  systemischen N
Effekten (sowohl durch den Wirkstoff als .. .0 4 64 : purchschnittiche picke der Haut vor.
auch das Vehikel selbst) fihren. Die wzusen zum Ende der Studie. Das Krankheitsbild fiit
wirkstoffhaltigen Formulierungen waren uqz‘erande_rem zur Proliferation von.Keraz‘/'qazyz‘en una
durch die intensiv gelbe bis gelborange einer Verdickung der Haut. Der topische Einsatz von 8

. und FM-381 fihrte zu signifikanter Reduktion
Farbe der JAKInhibitoren ebenfalls gegendiver der venikelgruppe (p < 0,05). Statistische

eingefarbt. Ob die Farbung flr ein Signifikanz gegeniber der — Kontroligruppe Is.
verstarktes Abtragen der Creme durch die fiﬂggf‘z/"a ‘Z/g;*/’<0:05f **p < 0,01, **p < 0,001;
Mause sorgte, wurde nicht quantifiziert, T

Ruckstadnde im Geschtsbereich der Tiere waren aber haufig noch erkennbar. Eine
mehrfache Applikation pro Tag kénnte sowohl unter diesem Aspekt sinnvoll sein, als
auch um aufzuklaren ob die Wirksamkeit durch ein kirzeres Therapieintervall bzw.
hohere Tagesdosen erhoht wird. Zum zweiten sollte auch eine Optimierung bzw.
strengere Kontrolle der angefertigten Formulierung sollte erwogen werden. Die Stoffe
wurden zunéchst vollstandig in DMSO gel6ést und anschlieRend in die Basiscreme
eingearbeitet. Die Kontrolle auf Homogenitat erfolgte aber ausschlie3lich visuell; das
spatere Ausfallen von Wirkstoffpartikeln, z.B. wahrend der Lagerung, kdnnte unter
Umstanden nicht bemerkt werden und zu suboptimaler Verfugbarkeit am Wirkort
fuhren.

Hautdicke
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Interessant fiir eine Folgestudie wére die Entnahme von Herzplasma und peripheren
Organen zum Ende der Studie, um auf evtl. iber die Haut aufgenommene Mengen an
Wirkstoffen zu prufen. Gerade fir die Langzeitbehandlung am Menschen ist dies auch
aus sicherheitstechnischen Grinden relevant, um das Risiko sgtemischer
Nebenwirkungen Gberwachen zu kdnnen. Zuletzt erscheint ein Vergleich von topischer
zu oraler Applikation der Wirkstoffe sinnvoll. Wie bereits erwahnt tbt IMQ deutliche

systemische Wirkungen aus, weswegen im Aldar& -Modell eine rein lokale Behandlung
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moglicherweise nicht ausreicht, um in die zugrundeliegenden Pathomechanismen
einzugreifen.

Zusammengefasst konnten zwar bestimmte Studienparameter und auch die Art der
Therapie noch optimiert werden; es lagen aber bereits vielversprechende Hinweise auf
eine Therapiemdglichkeit durch JAK3Hemmer vor. Insbesondere 11 stellt den
Ergebnissen nach einen potentiellen Kandidaten fir Folgestudien dar. Wie in einem
Synovo-Paper kirzlich dargelegt wurde bietet sich auch der Einsatz von
Makrolidkonjugaten an, da sich diese in hohem Male in lokalen Immunzellen
anreichern und so gezielt in das Entziindungsgeschehen eingreifen (Aktuell zur
Publikation eingereichr).

4.3.4 MO G/PTX -induzierte EAE

Bei der Multiplen Sklerose handelt es sich um eine neurodegenerative
Autoimmunerkrankung, die vor allem das ZNS betrifft. Die Symptomatik ist
vielschichtig und riihrt hauptsachlich vom Verlust der axonalen Myelinschicht her.160
Diese Demyeliniserung wird durch autoreaktive Lymphozyten aus der Peripherie
verursacht, die die Blut-Hirn-Schranke Uberschreiten. Im ZNS angekommen schadigen
sie Nervenfasern und fiihren zum Abbau der Myelinscheideni6%162 Die resultierende
Storung der Nervenfunktion aulBert  sich unter  anderem durch
Taubheitserscheinurgen, Sehstérungen, Gelenkspastik und Ataxie. Die Erkrankung
kann auf unterschiedliche Art fortschreiten. Man unterscheidet zwischen progredienten
oder schubweisen Verlaufen sowie Mischformen?60.163,164

Die Ursache fir das Entstehen der MS ist noch nicht vollstandig geklart. Allerdings
wurden bereits Risikofaktoren identifiziert, darunter Infektionen mit dem Epstein -Barr-
Virus, eiimeeMweshhdnsweise bzw. Ern2hr®%ng sow
167 Bezuiglich der Ernahrung wurde eine erhohte Inzidenz in ibergewichtigen Patienten
festgestellt.168 Ferner vermutet man einen protektiven Effekt durch iber die Nahrung
aufgenommene Antioxidantien und Ballaststoffe, u.a. durch Neutralisation reaktiver
Sauerstoffspezies bzw. duch einen positiven Einfluss auf das Mikrobiom 169170 \Weitere
Details konnen der Fachliteratur entnommen werden. Der Erndhrungsaspekt war fur
die intern durchgefiihrten MS-Studien von Synovo von besonderem Interesse und
wurde fir eine anstehende Publikation naher untersucht (Aktuell zur Publikation
vorbereitet). Wenngleich der Fokus der Studien vor allem auf dem Einfluss der Diat
und der Art der Modellinduktion auf den Krankheitsverlauf lag, wurden im Rahmen
einer dieser Studien auch verschiedene Testsubstanzen auf ihre Wirksamkeit im
Tiermodell untersucht.

Verwendet wurde das sogenannte Experimentale Autoimmune Enzephalomyelitis
(EAE)}Modell, das zu den am haufigsten verbreiteten Tiermodellen zur Erforschung der
MS gehdort (Abbildung 4.65 ). Hier wird eine Autoimmunreaktion gegen im ZNS
befindliche Antigene, z.B. gegen das MOGs.ss-Peptid hervorgerufen. Der Verlauf ist
vom eingesetzten Antigen abhangig: So fihrt die Injektion des MOG3s.55 Peptids zu
einem chronisch-progredienten Verlauf, wahrend die Erkrankung nach Gabe von
PLR39.151 sSchubweise verlauft.t’t Im Gegensatz zur MS treten die Symptome bei der
EAE deutlich friher hervor (nach Tagen, statt i. d. R. Jahren). Auch die Behandlung
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erfolgt vergleichsweise friher, da die MS aufgrund schwacher oder unspezifischer
Symptomatik in der Anfangsphase oft erst spat diagnostiziert wird. 168

Andere Modelle induzieren die Symptomatik z.B. durch Einsatz bestimmter
(Autoimmunitat hervorrufender) Viren, autoreaktiver T-Zellen oder Myelin
schadigenden Toxinen wie Cuprizon oder Lysolecihin. Gegenuiber der EAE wird die
Ubertragbarkeit dieser Modelle auf den Menschen als geringer eingeschéatztl72 174

Das fir die Sensibilisierung der Immunzellen erforderliche MOGs.s5 Peptid wird als
Emulsion in Freund-Adjuvans subkutan injiziert (Ublicherweise in die Hinterbeine).
Dabei handelt es sich um eine W/O Emulsion (OFPhase: 15 % (V/V) Arlacel A in
Paraffindl), die abgetotete M. tuberculosis zur Verstarkung der Wirkung enthalt.

Um die initiale Immunreaktion auf das verabreichte MOGss.s5 Peptid (und damit das

As Irfi mi ngi) zu verst?2r ken,-Injektiom sbwiedeinenel &gt nach
spéter zusétzlich noch Pertussistoxin i.p. gegeben. DessePABo o-Ef é ekt i basi er
darauf, dass Pertussistoxin das Einwandern von Immunzellenins ZNS durchdie Blut-
Hirn-Schranke erleichtert, sowie generell die vorliegende Entziindungsreaktion
steigert.17®

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

C57BL/6, weiblich, ~ 8 Wochen

Abbildung 4.65: SchematischerAblaurf des EAE Modells: Weibliche C57BL/6 Maduse wurde subkutan eine Emulsion
aus Compl et e Fr eun dssPeptidigiziet, am dine Automhmh@iChegeniiber des kdrpereigenen
Myelins zu erzeugen. Zur Verstédrkung der Immunreaktion wurde direkt im Anschluss sowie einen Tag spéater noch
Pertussistoxin i.p. verabreicht. Ungeféhr acht bis zehn Tage nach Studienbeginn entwickelten die Tiere die ersten
Symptome, die Behandlung mit JAK-Inhibitor 18 oder Vehikel begann ab Aufireten der Symptomatik. Die Studie
wurde an Tag 17 beendet, die Tiere euthanasiert und Herzblut sowie Proben von Organen und Rickenmark
entnommern.

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

Als Kandidat fur das EAEModell wurde 18 eingesetzt, da dieses sowohl gute
Hirngangigkeit als auch eine akzeptable Aktivitdt gegen JAKS3 aufweist. Zum Zeitpunkt
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der aufgeflhrten Studie war fur 18 noch keine PKStudie mit p.o.-Behandlung
durchgefiihrt worden, weswegen stattdessen parenteral behandelt wurde. Aufgrund
der Lange der Studie war keine intraventse Applikation zulassig, die Behandlung
erfolgte deswegen intraperitoneal (10 ml/kg) mit einer Dosis von 6 pumol/kg, was in
etwa 3 mg/kg entspricht. Die Behandlung erfolgte therapeutisch, also erst nachdem
das Auftreten von Symptomen beobachtet wurde. Dies entspricht eher den realen
Bedingungen bei der menschlichen MS, die oft lange Zeit unbemerkt (und damit
unbehandelt) fortschreitet, bis sich eindeutigere Symptome manifestieren und eine
korrekte Diagnose gestellt wird.

Ergebnisse. Die Induktion des Krankheitsmodelles verlief erfolgreich, die Inzidenzen
betrugen sowohl in der Vehikel- als auch in der Verumgruppe 100 %, d.h. dass uber
den Verlauf des Modells samtliche Tiere erkrankten. Behandelt wurde ab Tag 10, die
Studie wurde an Tag 17 beendet.
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Abbildun g 4.66. Ergebnisse der EAEStudie. Die Behandlung der Tiere mit 18 wirkte sich gtinstig auf Schwere
der Erkrankung (oben) Erhalt des Kérpergewichts (unten links), und auf das Gesamtiiberleben (unten rechts) aus.
Die Unterschiede zur Vehikelgruppe bzgl. Gewichtsverlust und SymptomScore waren statistisch signifikant (p <
0,001 bzw. < 0,01) fiir den Behandlungszeitraum (Tage 10 -17). n = 8. Werte dargestellt als Mittelw ert + SD.
Statistische Signifikanz gegendiber der Kontrollgruppe ist dargestellt als. * p < 0,05, ** p < 0,01, ***p < 0,001;

% p < 0,0001.
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Typisch fir den Verlauf des EAEModells ist ein initialer Anstieg des Korpergewichts in
der symptomfreien Phase (durch das normale Wachstum der jungen Tiere) gefolgt von
einem starken, raschen Verlust durch die manifestierte Entziindung und verminderte
Nahrungsaufnahme. Ein Gewichtsverlust auf weniger als 80 % des Startgewichtes gilt
als striktes Abbruchkriterium, das zum Ausscheiden des Tieres aus der Studie fuhrt.
Im spateren Verlauf kommt es bei den Uberlebenden Tieren ublicherweise zu einer
Stabilisierung des Gewichtes oder ggf. einem leichten Wiederanstieg. Die Therapie mit
18 konnte die Schwere der Erkrankung deutlich mildern: Der Verlust an
Korpergewicht, ein gutes Indiz fur den allgemeinen Zustand der Tiere, war gegenuber
der Vehikelgruppe statistisch signifikant verringert (p < 0,001). Am letzten Tag der
Studie betrug der Unterschied zwischen den Gruppen ca. 6 % (87 bzw. 93 % des
Startgewichts).

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

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

gPCRAnalyse: Am Ende der Studie wurden Gewebeproben des Hirns enhommen, um

diverse Markerproteine per gPCR zu analysieren. Die in den Proben detektierten
Mengen an fur diese Proteine codierende RNA wurden dabei gegen jene von
unbehandelten, gesunden Tieren verglichen. RNAKopien fir die proinflammatorischen

Zytokine TNFa und IL-6 waren gegenuber gesunden Tieren um ein Vielfaches erhéht
(Abbildung 4.67 ). Die TNFa-Kopien waren in der mit 18 behandelten Gruppe zwar
niedriger (ca. 14-fach tber unbehandelt vs. 21-fach), die Unterschiede waren aber
nicht statistisch signifikant. Ahnlich verhielt es sich mit IL-6. IL-17 RNA wurde nur
geringfigig starker exprimiert als bei den ganz unbehandelten Tieren.
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Abbildun g 4.67: Verschiedene Inflammationsmarker im Hirngewebe der Tiere wurden per gPCR analysiert.
Wéhrend fiir die Zytokine TNFa, IL-6 und IL-17 (oben links, oben mittig, oben rechts) keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen Vehiket und Verumgruppe festgestellt werden konnten, war dies fiir Casp3,
MBP und Oljg2(unten links, unten mittig, unten rechts) der Fall (p < 0,01, < 0,001 und < 0,05). Statistische
Signifikanz gegentber der Kontrollgruppe ist dargestellt als: *p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,001, ****p <
0,0001.

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

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

Oligodendrozyten-Transkriptionsfaktor (Olig2) RNA war in beiden Gruppen gegenuber
der Referenz vermindert vorzufinden, insbesondere aber in der Verumgruppe (p < 0,05

gegenuber Vehikel). Die Unterschiede zwischen den Vehikeltieren und der gesunden
Kontrolle waren dabei nicht signifikant. Olig2 stellt einen Wachstumsfaktor fir

bestimmte Nervenzellen dar und beeinflusst deren Ausdifferenzerung in

Oligodendrozyten bzw. Motorneuronen. Nach Schadigung von Hirngewebe bzw.
Nerven ist Olig2 in Reparaturprozesse, unter Umstanden aber auch in die Bildung von
Narbengewebe involviert. Diskutiert wird, ob es durch Olig2-positive Vorlauferzellen in
diesem Fall auch zur vermehrten Bildung von Astrozyten anstelle von (Myelin
bildenden) Oligondendrozyten kommt, was zum langerfristigen Verlust der

Myelinscheiden und der damit assoziierten Symptomatik fiihrt.178
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Die Gehirne der Tiere wurden ebenfalls histologisch untersucht. Hirnhalften wurden in
Paraffin eingebettet, Schnitte angefertigt und diese, nach Anfarben des Myelin mit
Luxol fast blue Staining, mikroskopiert:

Cerebellum
Corpus Callosum

Amygdala

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

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

Erganzend zu den Hirnproben wurde auch noch Lebergewebe entnommen, um die
Schadigung peripherer Organe durch das Entziindungsgeschehen zu untersuchen. Es
ist vom EAEModell, aber auch von der menschlichen MS bekannt, dass periphere
Entziindungen sich negativ auf den Krankheitsverlauf auswirken kénnen.1’® Zudem
wurde im Rahmen der Synovo-Studien Uber den Effekt der Diat dargelegt, dass die
verwendete faserarme Diat einen entzindungsfordernden Einfluss auf ZNS und
Peripherie ausubt. (Aktuell zur Publikation vorbereiter). Abbildung 4.69 zeigt je einen
Beispielschnitt der Vehikel und der Verumgruppe. Angefarbt wurden sie mit
Hamatoxylin und Eosin, die jeweils Zellkerne blau bzw. Mitochondrien und
Plasmaproteine rot farben:
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Abbildung 4.69: Histologie-Schnitte von Lebergewebe in Ubersiait (oben) bzw. vergrdSerter Detailansicht
(unten). Das Lebergewebe der Tiere aus der Vehikelgruppe (links) war wesentlich stdrker geschddigt und von
Ldsionen durchzogen als das von mit18 behandelten Tieren (rechts). Die Befunde waren auch ber anderen
Tieren der jewelligen Gruppe ersichtlich. Dies verdeutlicht, dass das EAEModell auch bei peripheren Organen,
nicht nur im ZNS, zur Entzindung und Gewebeschédigung fihrt. Die Proben wurden mi Hdmatoxylin und Eosin
angefarbt.

Die mikroskopische Untersuchung der Lebern der Vehikeltiere fand eine Vielzahl
kleinerer und gro3erer Lasionen und fortgeschrittene Schadigung des Gewebes.18

zeigte dagegen einen protektiven Effekt, die Leberschdden waren weniger stark
ausgepragt. Aus diversen PKStudien war bereits bekannt, dass der Stoff auch in der

Leber in relevanten Mengen akkumuliert. Eine Erfassung von klinischen Markern wie
Transaminasen zur Quantifizierung der Schadigung war leider im Rahmen der Studie
nicht mdglich, sollte aber fir zuklnftige Experimente beriicksichtigt werden.

Zusammengefasst hatte die Behandlung mit 18 einen protektiven Effekt auf
Korpergewicht und Uberlebensrate bei Verbesserung der Symptomatik und teilweiser
Senkung relevanter Inflammationsmarker. Der Einsatz von JAK3Inhibitoren stellt
demnach einen vielversprechenden Therapieansatz fur die Multiple Sklerose dar.
Weiterfihrende Studien sind vorgesehen, um die ideale Dosis und alternative
Applikationsrouten von 18 zu ermitteln sowie um die Wirksamkeit mit einem nicht
hirngangigen JAK3Inhibitor, z.B. FM-381, zu vergleichen.

4.3.5 DSS-Colitis Modell

Chronisch-entzindliche  Darmerkrankungen (CED) sind Erkrankungen des
Gastrointestinaltrakts, die durch UberschieRende (autoimmune)
Entzindungsreaktionen der Darmwand charakterisiert sind. Durch Dysregulation der
lokalen Immunantwort kommt es zur pathologischen Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine (z.B. TNFRa, IL-1R3, IL-6) und erhdhter Expression von Zelladhasionsmarkern
(z.B. ICAM, Selektine). Durch letztere, wie auch durch freigesetzte Chemokine, kénnen
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Immunzellen die Darmwand infiltrieren und die Immunreaktion verstarken. Beteiligt
sind vor allem T-Zellen, Granulozyten und Makrophagen, aber auch eine Ausschittung
von Autoantikorpern durch B-Zellen wurde dargelegt. Das Resultat ist eine schwere
Schadigung des Darmgewebes und daraus abgeleitete Symptome, auf die noch
eingegangen wird.180.181

Die bekanntesten und haufigsten Vertreter der CED sind Colitis Ulcerosa und Morbus
Crohn. Die diagnostische Unterscheidung zwighen beiden Krankheitsbildern erfolgt
anhand des Auftretens jeweils charakteristischer Symptome, vor allem der Lokalisation
der Beschwerden: Die Colitis Ulcerosa betrifft vor allem den Dickdarm, wéahrend
Morbus Crohn eher segmenthaft auftritt und die Entziindung tuber den gesamten GI-
Trakt hinweg verbreitet sein kann. Beide Krankheiten kdnnen schubweise aufflammen,
wobei es danach entweder wieder zu einer symptomfreien Phase (Remission) oder zu
einer Chronifizierung kommt. Typische Symptome sind Diarrhde, krampfartige
Beschwerden und blutiger Stuhlgang (letzteres v.a. Colitis). Beim Morbus Crohn kann
es durch die alle Darmwandschichten betreffende Entziindung auch zur Fistelbildung
kommen, die eine schwerwiegende, behandlungspflichtige Komplikation darstellt. Auch
extraintestinale Symptome sind méglich und betreffen z.B. den Gelenkbereich oder die
Haut. Langerfristig kommt es durch die verminderte Nahrstoffaufnahme und den
Blutverlust mitunter zu Mangelerscheinungen und Anadmie. Das Risiko zur Entwicklung
von Darmkrebs ist deutlich erhéht, was auf das permanent inflammatorische Milieu
zurlickzuftihren ist.180.181

Die genauen Ursachen fur die Entstehung einer CED sind noch unklar.Risikofaktoren

sind, &hnlich wie bei anderen Autoimmunerkrankungen, genetische Pradisposition,

Umwelteinflisse und der allgemeine Lebensstil. Eine grol3e Rolle wird auch dem
personlichen Mikrobiom im Darm zugesprochen, dessen Zusammensetzung wesentlich
vom Ernahrungsstil beeinflusst wird.

Die aktuell verfigbaren Therapien erfolgen symptomatisch, nicht kausal. Die Colitis
Ulcerosa kann bei milderen Verlaufen noch gut topisch behandelt werden (aufgrund
der Beschrédnkung auf die unteren Darmabschnitte). Angewandt werden z.B.
Aminosalicylate und glukokortikoidhaltige Schaume. Distale Manifestationen oder
schwerere Verlaufe werden mit systemischen Glukokortikoiden, CalcineurinHemmern
(Cyclosporin, Tacrolimus), Antimetaboliten (Methotrexat, Thiopurine) oder anti -TNFa
Biologicals behandelt. Ultima Ratio ist die chirurgische Entfernung des betroffenen
Abschnitts. Fir den Morbus Crohn wird Uberwiegend auf eine ahnliche Auswahl an
Medikamenten zurtickgegriffen, aufgrund der segmentartigen Ausbreitung tber den
weiteren Gl-Trakt ist eine lokale Therapie aber oft nicht mdglich. Bei schweren
Schiben (v.a. Colitis) ist zudem die Kkurzzeitige intraventése Gabe von
Methylprednisolon indiziert.182

Mehrere der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Testverbindungen wurden als
Kandidaten zum Einsatz bei CED ausgewabhit. Der bereits diskutierte parJAK Inhibitor
Tofacitinib ist zur Behandlung einer dieser Krankheiten, der Colitis Ulcerosa,
zugelassen. Noch unklar ist, ob auch alleinige Hemmung der JAK3 fir den
Therapieerfolg ausreicht. Zur praklinischen Evaluierung der Wirksamkeit der
Kandidaten wurden mehrere Studien in den Raumlichkeiten der Synovo GmbH
durchgefuhrt.
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Man unterscheidet bei den etablierten CEDModellen grob zwischen (chemisch)
induzierten, spontanen (genetisch bedingt vulnerablen) und adoptiven Zelltransfer -
Modellen. Fir die mit den Testsubstanzen durchgefuhrten Studien wurde auf das
weitverbreitete DSS-Colitis Modell zurtickgegriffen, dessen Krankheitsbild in etwa der
menschlichen Colitis Ulcerosa entspricht. Es lasst sich ferner- in Abhéngigkeit von
Dauer und Intensitat der DSS-Behandlung - in akute, chronische oder rezidivierende
Modelle aufteilen. Von Vorteil sind u.a. die vergleichsweise geringen Kosten, die
einfache Durchfuhrung und die ausreichende Ubertragbarkeit auf den Menschen.
Letztere ermoglicht auch den Einsatz bereits am Menschen zgelassener
Vergleichsstoffe als Positivkontrollen. Von Nachtelil ist die starke Beeinflussbarkeit des
Modells durch zahlreiche Variablen wie Tierstamm, Geschlecht, DSS<onzentration und
i Charge (s.u.), individuellem Mikrobiom sowie der Nahrung.!83

Prinzip.: Das Krankheitsbild wird im DSSColitis Modell durch die Behandlung der Tiere
mit Dextransulfat hervorgerufen, einem verzweigten und stark sulfatierten
Polysaccharid. Durch die negativ geladenen Molekiile kommt es zur Schadigung des
Colonepithels und zum Verlust von dessen Barrierefunktion. Die erhohte Permeabilitat
ermdglicht die Passage von kommensalen Bakterien bzw. deren antigenen Produkten
durch die Epithelschicht. Gleichzeitig kommt es zur Einwanderung von Immunzellen
und der Ausschittung proinflammatorischer Zytokine. Eine starke, sich
chronifizierende lokale Entziindung ist die Folge. Die Gewebeschéadigung fuhrt zudem
zu Blutungen, welche durch die gerinnungshemmenden Eigenschaften des
Dextransulfats noch verstarkt werden. Klinisch &uf3ert sich das Entzindungsgeschehen
durch weiche, im spateren Verlauf wassrige bis blutige Stihle, Anamie, Verkirzung
des Colons, Gewichtsverlust und schlie3lich den Tod8

Der Verlauf der Erkrankung ist u.a. vom verwendeten Mause-Stamm abhangig: In
C57BI/6 Tieren kommt es auch nach Beendigung der DSSZufuhrung weiterhin zur
fortschreitender Zerstérung des Darmepithels und Verschlimmerung der Symptomatik
bis hin zum Tod, wahrend sich BALB/c Mause im akutenModell wieder erholen.'8* Man
fuhrt dies u.a. auf deren unterschiedlich ausgepréagte Arten der Immunreaktion zurick:

So ist beispielsweise die adaptive Immunantwort auf Pathogene bei C57/BI6-Mausen
primar Tnl- gepragt, wahrend beim Balb/c-Stamm die Tn2-Mechanismen
Uberwiegen.1® Die Behandlung mit DSS fiihrt allerdings primar tber die angeborene
Immunantwort zum Entziindungsgeschehen, was sich auch darin auf3ert, dass das
Modell auch in Abwesenheit von T- und B-Zellen (z.B. in SCID-Tieren) durchfiihrbar
iSt.184

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

i__l Entnahme von Herzblut,
v Start AIN93M Diat p.o. Behandlung Darmproben
l 2,8 % DSS in Trinkwasser
—
I i t — t[d]
- -1 0 5 14

C57BL/6, ménnlich, ~ 7 Wochen

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

Zur Erfassung der Schwere des Verlaufs werden die Tiere taglich gewogen und der
Symptomscore (Stuhlkonsistenz sowie Vorhandensein von Blut) bestimmt. Die
Permeabilititt des Darmgewebes wird bewertet, indem den Tieren vor deren

Ausscheiden aus der Studie eine Losung mit Lactulose, Mannitol und FITGDextran oral
verabreicht und - nach der Termination - in Urin- bzw. Plasmaproben quantifiziert wird.

Mannitol und Lactulose werden nicht metabolisiert und unverandert tber den Urin

ausgeschieden. Dabei wird Mannitol priméar transzellular Gber Poren der Endothelzellen
aufgenommen, die Aufnahme sinkt mit zunehmender Schadigung des Endothels
(aufgrund einer Abnahme der Villi und somit der Oberflache). Es dient somit auch als
Normalisierungsfaktor fur die T ebenfalls von der verfigbaren Darmoberflache
abhangige 1 Aufnahme der Lactulose. Lactulose wird, als vglw. groReres Disaccharid,
parazellular durch die Darmschleimhé&ute aufgenommen. Ein typisches Vorkommnis bei
schlecht kontrollierter Colitis ist eine erhéhte Durchlassigkeit der Tight Junctions, was

sich in hoheren Lactulosespiegeln im Urin duf3ert. Ein oft genutzter Parameter fur die
Schadigung des Darmgewebes ist demnach der Quotent der Konzentrationen beider
Stoffe 1 je hdher das Verhaltnis von Lactulose zu Mannitol, desto starker ausgepragt
ist der Schaden. Die Aufnahme von FITGDextran (Mr ca. 6.000) ins Plasma ist
ebenfalls ein Parameter fur die Darmpermeabilitat. Aufgrund seiner GroR3e passiert es
idealerweise i im gesunden Darm i Uberhaupt nicht die Epithelbarriere, dies ist erst

nach Schadigung der Tight Junctions mdglich. Post mortem werden zudem noch Lange
und Gewicht des Colons bestimmt, die beide tendenziell mit zunehmender Schwere
des Krankheitsverlaufes abnehmen.

4.3.5.1 Erste Colitis -Studie

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

Korpergewicht: Wie zu erwarten erlitten alle Tiere wahrend des Versuchs einen
krankheitsbedingten Gewichtsverlust, der in den Tagen 8-10 am starksten ausgepragt
war (Abbildung 4.71 ). Aufgrund des harschen Modells bzw. der hohen DSS
Konzentration im Trinkwasser wurden dabei mitunter Gewichte nahe der
Abbruchgrenze erreicht. Ca. ab Tag 10 erholten sich die Tiere wieder in verschiedenen
Maf3en und die Korpergewichte stabilisierten sich.

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

t [d]

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

Die Behandlung mit 38 und Tofacitinib hatte einen positiven Effekt hinsichtlich des
Korpergewichts, der sich aber erst im spéteren Verlauf der Studie hervortat. Fir 38
waren die Unterschiede statistisch signifikant (p < 0,01). Unter Therapie mit FM-381
kam es dagegen zu einer signifikanten (p < 0,001) Reduktion des Kdérpergewichts, das
auch in der Stabilisierungsphase weiterhin unter dem der Vehikelgruppe lag. Die
hochsten Durchschnittsgewichte zum Terminationszeitpunkt wurden fir die
Tofacitinib- und die 38-Gruppe festgestellt, wahrend die mit FM-381 behandelte
Gruppe deutlich darunterlag. Aufgrund hoher Streuung der Werte bestand aber fir
keine der Gruppen statistische Signifikanz ggu. Vehikel.
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Score und Uterlebensrate.: Die ersten Symptome (Stuhlerweichung, im spéteren
Verlauf Durchfalle und ggf. Blut) traten schon ab dem dritten Tag auf und
verschlimmerten sich zunehmend bis ungeféhr Tag 10, ab dem sie sichi &hnlich wie
beim Kdrpergewicht i stabilisierten (Abbildung 4.72 ).

Symptom-Score

Vehikel

FM-381, 8 umol/kg

38, 0,8 umol/kg
Tofacitinib, 1,6 pmol/kg *
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5 g )
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Abbildun g 4.72: Durchschnittliche Symptom-Scores + SEM der Gruppen im Verlauf derStudie (oben),
durchschnittlicher Score + SD am letzten Tag der Studie (unten links) sowie Gesamtiberleben (unten rechts). Fiir
die mit Tofacitinib behandelten Tiere wurde (iber den Zeitraum betrachtet ein signifikant reduzierter Score (p <
0,05) festgestellt. n = 10. Statistische Signifikanz gegentiber der Kontrollgruppe ist dargestellt als.: * p < 0,05, **
p <001 *** p <0001 ****p<0,0001.

Sowohl tber den Gesamtzeitraum betrachtet als auch spezifisch am letzten Studientag
wirkten sich 38 und Tofacitinib giinstig auf die Symptomatik aus. So lagen die Scores
am letzten Studientag um ca. 1 bzw. ca. 2 Punkte niedriger als bei den Vehikeltieren.
Fur Tofacitinib waren die Unterschiede zum Vehikel statistisch signifikant (p< 0,05). In
beiden Gruppen Uberlebten mehr Tiere die Erkrankung als in der Vehikelgruppe, in
welcher zu Tag 10 bereits vier von zehn Mausen verstorbenwaren. Unter Behandlung
mit FM-381 kam es ebenfalls zum vorzeitigen Ausscheiden von vier Tieren aus der
Studie.
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ColonrLange und i Gewicht: Lange und Gewicht der post mortermm enthommenen

Colons wurden ebenfalls erfasst; bei schwereren Verlaufen ist durch den Untergang

von Darmzotten eine Reduktion der Darmoberflache und, damit verbunden,

Verkiirzung des Colons zu erwarten!8® Das Gewicht ist schwieriger einzuschéatzen, da
es nicht zwingend ebenfalls abnimmt. Durch Verdickung des Gewebes kann es im Falle
einer Entzindung zu einer Erh6hung des Gewicht zu Lange-Verhaltnisses kommen.

Terminale Colon-L&nge Terminales Colon-Gewicht

10 400
— 9 v = ':o g . M e Vehikel
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Abbildung 4.73: ColorrLénge (links) bzw. I Gewicht (rechts) der erkrankten Maduse. Miteinbezogen sind die
Werte bereits vorzeitig verstorbener Tiere, die typischerweise deutlich unter dem Durchschnitt lagen. n = 10.

Die durchschittichen Werte unterschieden sich zwischen den Gruppen nur
geringfiigig (Abbildung 4.73 ). Dies lasst sich dadurch erklaren, dass die Mehrheit der
Tiere bis zum letzten Studientag tUberlebte. Der Zustand der Mause hatte sich bis dahin
wieder weitgehend stabilisiert, weswegen auch die makroskopischenUnterschiede der
Colons wieder geringer ausfallen. Friher verstorbene Tiere hatten dagegen
typischerweise deutlich verkirzte und leichtere Colons.

Darmpermeabilitat:
Lactulose/Mannitol im Urin FITC-Dextran im Plasma
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Abbild ung 4.74:  Zur Einschétzung der krankheitsbedingt erhéhten Permeabilitédt der Darmwand wurden zwei
Parameter erfasst: Zum einen wurde der Quotient aus den im Urin gemessenen Konzentrationen an Lactulose
und Mannitol berechnet (links), zum anderen die ins Plasma aufgenommenen Mengen des Fluoreszenzmarkers
FITC Dextran (rechts). Der Lactulose/Mannitol-Quotient war fiir die Tofacitinib -Gruppe signifikant erhoht. n = 10.
Statistische Signifikanz gegendiber der Kontrollgruppe ist dargestellt als. * p < 0,05, **p < 0,01, ** *p < 0,001,
% p < 0,0001.

Die Darmpermeabilitdt schien durch die Behandlungen leicht erh6ht zu werden, was
bei beiden Erfassungsmethoden (Lactulose/MannitotVerhaltnis im Urin sowie FITG
Dextran im Plasma) augenscheinlich wurde. Die Unterschiede zur \éhikelgruppe waren
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aber Uberwiegend gering und nur fur die Urinwerte der Tofacitinib -Gruppe statistisch
signifikant (p < 0,05). Hier ist anzumerken, dass die Erfassung der Darmpermeabilitat
am Ende des vorliegenden Modells unsicher bzw. nur bedingt sinnvol ist, da sich die
Zustande der uberlebenden Tiere zu diesem Zeitpunkt weitestgehend stabilisiert
hatten. Eine Erfassung wahrend der Studie (z.B. am Krankheitsh6hepunkt) ist
allerdings aufgrund des notigen Nahrungsentzuges nicht zulassig und konnte deshalb
nicht durchgefuhrt werden.

Zusammengefasst zeigten sowohl Tofacitinib als auch 38 positive Effekte auf den

Verlauf des Krankheitsmodells und wirkten sich gunstig auf Kérpergewicht, Schwere
der Erkrankung und auf das Gesamtiiberleben aus. Die trotz der niedrigen Dosis schon
gute Wirksamkeit von 38 lasst sich ggf. durch dessen PkEigenschaften erklaren: Nach

oraler Gabe reicherte sich der Stoff in PKStudien in hohen mikromolaren

Konzentrationen im GI-Trakt an (Kapitel 4.1, 4.2.1, 7.1). Um die Wirksamkeit im

Modell zu optimieren, sollten aber sowohl weitere Konzentrationen, als auch andere
Darreichungsformen Uberprift werden. Die durch das hoher dosierte FM-381

hervorgerufene Verschlechterung des Korpergewichts bei kaum beeinflusstem Score
wirft die Frage auf, ob eine starke, selektive JAK3-Hemmung als Therapieansatz
ungeeignet ist. Der Stoff ist /n vitro deutlich potenter als das Makrolidkonjugat 38;

nicht auszuschlief3en ist eine zu starke lokale Immunsuppression, die das Darmgewebe
anfalliger gegentiber Pathogenen macht, die dann durch die geschadigte Darmwand
infiltrieren und das Krankheitsbild verstarken. Eine bakterielle Beteiligung bei der
Pathogenese von CED, ggf. auch durch kommensale Bakterien, wird schon lange
angenommen.

4.35.2 Zweite Colitis -Studie

In der zweiten Studie wurden ebenfalls Tofacitinib und 38 verabreicht, sowie die JAKS
Inhibitoren 18, 29, 37 und 39. Bei Letzteren beiden handelt es sich (ebenso wie bei
38) um Makrolide. Ebenfalls in die Studie eingeschlossen wurde das nichtantibiotische
Azithromycin-Derivat 77 (Abbildung 4.75), um die
immunomodulatorische Wirkung der Wirkstoffklasse zu
erforschen. Zudem sollte so die Interpretation der
Effekte der eingesetzten Konjugatwirkstoffe erleichtert
werden; ein therapeutischer Erfolg kbnnte sowohl auf
die JAK3Hemmung als auch auf die unspezifischen
Makrolideffekte rickfuhrbar sein. Behandelt wurde oral
mit einer recht niedrigen Dosis von 1 umol/kg. Dadurch
sollte getestet werden, ob eine niedrigdosierte
Therapie bereits fur eine (lokale) Wirksamkeit im Gl -
Trakt ausreicht; auf diese Art kdonnten unerwinscht
hohe systemische Konzentrationen und damit
verbundene Nebenwirkungen vermieden werden. Im
Gegensatz zur vorigen Studie bekamen die Tiere
auRerdem anstelle des regularen, fur Schwankungen ggggﬁgcgezﬁ/{;faiﬁggr d;’; ””CZZ
anfélligen ~Standard-Tierfutters, Futter vom TYP o icn 7 azithromycin wurden die
AIN93M. Es handelt sich dabei um eine strenger 2-a/ n d-Substiuenten vertauscht.

definierte AErhaltungsdi 2., uic u. a.

77

nahrur
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Variabilitdten in der Studie reduzieren sollte. Wie in anderen Synovo-Studien gezeigt
wurde, kann das ballaststoffarme Futter zudem ein proinflammatorisches Milieu
beglnstigen und fur eine robustere Krankheits-Entwicklung sorgen (Aktuell zur
Publikation vorbereiter).

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

Korpergewicht Vehikel Korpergewicht Tag 15

o) ~ 18 £ 1101
< <

9 -~ 29 S
3 - 37w z 109
(@] (=) -
@ 39 7 957
(%] (%]

S -~ 77 S 901
B = Tofacitinib S g5

t [d]

Abbildung 4.76. Durchschnittliche Kérpergewichte + SEM der Gruppen im Verlauf der Studie (links) bzw.
durchschnittliche Kérpergewichte + SD am letzten Tag der Studie (rechts). Fuir die mit 37, 38 und 77
behandelten Tiere wurde tiber den Zeitraum betrachtet ein signifikant hoheres Kdrpergewicht fir 37, 38 und 77)
gemessen als in der Vehikelgruppe. n = 8. Statistische Signifikanz gegendiber der Kontrollgruppe ist dargestellt
als: *p < 0,05 **p < 0,01, **p < 0,001, **** p < 0,0001.

Die eingesetzten Testsubstanzen unterschieden sich bisweilen deutlich in ihem
Einfluss auf das Korpergewicht: So schitzten die Vergleichssubstanz Tofacitinib und
das N-methylpiperidin 18 nicht vor Gewichtsverlust. Besser schnitten die anderen
Substanzen ab: Fur37, 38 und 77 waren die Korpergewichte vor allem in der
spateren Phase signifikant erhoht (p < 0,001 bzw. p < 0,01). Zum Terminationstag
hatten die Tiere in diesen Gruppen wieder ungefahr ihr urspriingliches Korpergewicht
erreicht. Generell wurde eine relativ breite Streuung der Messwerte beobachtet, die
das individuelle Ansprechen der Tiere auf das DSSWasser verdeutlicht (Grund sind
ggf. auch unterschiedliche Mengen an getrunkenem Wasser, Daten nicht aufgefthrt).

Score und Uberlebensrate: Erneut entwickelte sich 7 nach einer ca. dreitagigen
asymptomatischen Phasei relativ rasch das erwartete Krankheitsbild, in ahnlicher
Schwere wie bei der ersten Studie (Abbildung 4.77 ). Am starksten ausgepragt war
die Symptomatik in den meisten Gruppen in den Tagen 6 bis 8.
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Symptom-Score

Symptom-Score Tag 15 Uberlebensraten
41 L - - 38 + 77
o : -~ 29 39
34 E 64 ot = 37
2 ° e Vehikel + 18 = Tofacitinib
32 T4
n ]
1 T 3 2-
-
O C T T 1
0 5 10 15
Tag

Abbildun g 4.77: Durchschnittliche Symptom-Scores+ SEM der Gruppen im Verlauf der Studie (oben),
durchschnittlicher Score + SD am letzten Tag der Studie (unten links) sowie Gesamttiiberleben (unten rechts). n
=8

Generell waren der Verlauf des Korpergewichts und des Scores einer Gruppe
miteinander verkntpft: Gruppen mit héheren Scores wiesen ein niedrigeres Gewicht
auf und umgekehrt. Die héchsten Scores wurden fur die Vehikelgruppe sowie unter

Behandlung mit 18, Tofacitinib und 37 festgestellt. Fir letztere Gruppe ist dies

angesichts der zuvor gezeigten positiven Wirkung auf den Gewichtserhalt
Uberraschend. Die niedrigsten Symptom-Scores hatten Tiere, die mit 38 oder 77

behandelt worden waren. Auch am Ende der Studie waren die erwéahnten Unterschiede

zwischen den Gruppen deutlich. Aufgrund hoher Streuung der Scores, vor allem in der
Vehikelgruppe, waren diese aber statistisch nicht signifikant. Nur in den 38 - bzw. 77 -

Gruppen Uberlebten alle Mause bis zum Ende der Stude. Am meisten Tiere (jeweils

drei) verstarben in der Vehikelgruppe bzw. unter Therapie mit Tofacitinib oder 18.
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ColorrLénge und i Gewicht:
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Abbildung 4.78: ColorrLénge (links) bzw. I Gewicht (rechts) der erkrankten Mause. Miteinbezogen sind die
Werte bereits vorzeitig verstorbener Tiere, die typischerweise deutlich unter dem Durchschnitt lagen. NTC =
unbehandelte (gesunde) Kontrolltiere. n = 8.

Wie bei der ersten Studie fielen die Langen

und Gewichte der Colons zwischen den Verhaltnis Colon- zu Korpergewicht

Gruppen relativ ahnlich aus, da sich die __2.01

Tiere zum Terminationszeitpunkt schon S 154 v

wieder erholt hatten. Generell wurde fir % ' ¢ .. -
die behandelten Mause ein im Vergleich % 1.0 ’f vy ﬁ ? n? ?-
zur Vehikelgruppe erhéhtes ColonGewicht ~ © 0.5 : y ;
festgestellt, v.a. unter Gabe von 29, 38 g

und 77 . Die Unterschiede waren aber nicht 0.0+ —T—T—T—T—T—T—T—
statistisch signifikant. Interessanterweise & RP DR DA O
waren die Gewichte auch gegeniiber der & \Q,c}%z?
gesunden Kontrollgruppe erhéht. Es kann &OOQQQJ
nicht ausgeschlossen werden, dass die

Gewichtssteigerung auch durch Abbildung 4.79 . Prozentualer Anteil der Colonmass:

" . . am Gesamtkorpergewicht.
entziindungsbedingte Verdickung bzw.

Hyperplasie des Gewebes zustande kam; dies ware aber auch in der schwer
erkrankten Vehikelgruppe zu erwarten. Wahrscheinlicher ist, dass die erhéhten
Colon-Gewichte mit dem i relativ zu Vehikel i erh6hten Kérpergewicht einhergingen.
Setzt man die beiden Parameter in Relation zueinander (Abbildun g 4.79 ), ist eine
geringflgige Steigerung gegeniber der Vehikelgruppe feststellbar.
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Darmpermeabilitat:
Lactulose/Mannitol im Urin FITC-Dextran im Plasma . vehikel )
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Abbildung 4.80: Zur Einschétzung der krankheitsbedingt erhéhten Permeabilitat der Darmwand wurden zwei
Parameter erfasst: Zum einen wurde der Quotient aus den im Urin gemessenen Konzentrationen an Lactulose
und Mannitol berechnet (links), zum anderen die ins Plasma aufgenommenen Mengen des Fluoreszenzmarkers
FITC Dextran (rechts). Der Lactulose/Mannitol-Quotient war fiir die 38 - und die Tofacitinib-Gruppe signifikant
erhéht. Fir18, 37, 38 und 77 waren auch die im Plasma erfassten Konzentrationen an FITGDextran signifikant
gesteigert. NTC = unbehandelfe Kontrolltiere. n = 3 -8. Statistische Signifikanz gegendiiber der Kontrollgruppe ist
dargestellt als: *p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,001, ****p < 0,0001.

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

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

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

Abbildu ng 4.82. zeigt reprasentative Nahaufnahmen der Colons vier verschiedener
Gruppen. Wahrend bei den mit 38 oder 77 behandelten Colons (A, C) noch klare
Strukturen erkennbar sind (Krypten vorhanden, Submukosa liegt gut auf), kam es in
der Tofacitinib- und der Vehikelgruppe (B, D) zum deutlichen Verlust der
Gesamtstruktur. Typisch war eine massive Infiltration von Immunzellen und
wechselhaft Hyper- bzw. Atrophie der Becherzellen. Unter schwer entziindlichen
Zustanden kann es auch zur Ablésung der Submukosa bzw. der Entstehung von Liicken
darin kommen. In geringerem Ausmal3e wurden die genannten Schaden aber fir alle
Gruppen, auch unter Behandlung mit 38 oder 77, beobachtet.

Zusammengefasst konnten mehrere der eingesetzten JAK3Hemmer, insbesondere
38, auch bei der niedrig angesetzten Dosis Wirksamkeit im Modell zeigen und sich
positiv auf Erhalt des Korpergewichts, bzw. Linderung der Symptomatik und
Gewebeschadigung auswirken. Tofacitinib schnitt deutlich schlechter ab, was im
Hinblick auf die gute Wirksamkeit in der ersten Studie (bei ahnlicher Dosis)
verwunderlich ist. Fur die weniger wirksamen der eingesetzten Kandidaten ware zu
prufen, ob eine Dosissteigerung ebenfalls zum gewtunschten Effekt fuhrt; im Gegensatz
zu den in anderen Studien eingesetzten Dosen (z.B. EAE, LPSChallenge, s.0.) waren
die Stoffe vermutlich unterdosiert.

Auch die Gabe des nichtantibiotischen Makrolids 77, das kein JAK-Hemmer ist, fuhrte
zu guten Ergebnissen. In Anbetracht dessen stellt sich die Frage, zu welchem Anteil













































































































































































































































































































































































































































































































































